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bima  linhages de fungo termofilo xdlanolitico Humicols
mp  foli isolads a partir de madeira em decomposigdo  da floresta
Smaz@nics. 0O fungo produziuw guantidade significativa de xilanases
termopstavels quando oultivado a SORC em meic de farelo de trigo.
A produglo de avicelase foi desprezivel & o entrato ernzimatico
bruto  hidrolisou  silano a 60% como xilese. Além de atividade de
wilanase 0 extrato. enzimdiico bruto apresentou atividade de CHase
e de ‘ﬁnglicuzidaae guie foram cafact@rizadaﬁ figico-guimicamanie.
& wilanase, termpestével & &P poe 1 hm?a, foi purifivada atraves
e cromatografia em coluna de DEARE-Bephadex A-30 e CM-Bephadexn
C-50 e revelou trés fragles de proteinas com atividades xilandsi-
cas, 0 fragdo X~I n¥lo se ligow & coluna de DEAE-Bephadex A-G0 e
foi eluida no volume correspondente ao volume morto da coluna. Os
pHe Gtimos e temperaturas Otimas das wilanases purificadas Foram:
5,0-8,6 e 750 (X~I)3 4,Z2 e HERWBC (K—-11) 3 5,0-5,4 e 7590
¥~111). Hgll= inibiu completamente as trés wilanases, Cu@éq‘ﬁﬁgﬁ
inibim?aﬁ fortemente e MgShg.7Hz0, Collg.dHal, Fellz.&6M00 2 EDTA
acarretaram  inibighes significetivas. Calls estimulou & atividade
das tréé wilamases enguanto iodoacetamida n¥o afetou & atividade
destas enzimas. Os pesos eoleculares das wilanases X-1 & X-IL fo-
ram  I0.000 Da e 4%.000 Da, respectivaments. fs dilanases i~1 e
¥-111 o¥%o endodilanases & hidrolisaram xilano produzindo dilose,
wilobiose, xilotriose = oultros wilooligossacaridecs. A xilanase
Y11 & ewoxilanase cujio produteo de aclio sobre xilano fol unicamen—.
te wilose. A frogio X-I1 n¥o apresentou nenbuna otitra astividade en-

i



rimatica, esnquanto as fraghes X-1I1 e X-11I mostraram atividades de
CHase & de arabinofuwanosidase. 6 polps de @uxali?tu biranguesda,
mhtida por processo Kraftt, quando tratada com a xilanaze X—1  re-
aultou em melhors da gualidade do papel (alvura & viscosidade).
Entretanto, o tratamento com as xilanases X-11 e X-111 aumentow a
alvura mas redusiu a viscosidade devido a degradag¥o de celulose.
0 tratamento  com & enrima bruta também melhorow a guaslidade da
polps  porgue o 2 exbtrato enzimdtico bruto possul baixa atividade

CHiaze.

wii
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isolated from decaved wood in the tropical Asszon forest,
produced thermostable ewtracelliular uylanases at &mﬁc. The
sy lanases were purified by DEAR-Sephader and CH-Sephadex ©-50 gel
column chromatographiss and  thres fractions of protein  with
ylarmase activity wers found. The optima pH and temperature of
the purified uylanases acbivities wereg 3.0-9.4 and 78%C  (X-1):
g.2 and. HJF0C (X~-11) and ﬁ.Omﬁ.éi and 7590 {(X-I1l)., Hgllg
completely inhibited the three xylaéaﬁegg Cuslla. 8H-0 strongly
inbhibi ted all thres xylanases &ﬁdé PMg&lyg . 7H0, Colllz, bHn0,
Fallx.dHal arcd  EDTA showsd cmnﬁiéerable iphibition. Calls
stimulated the activity of the three aylanases. Molecular weights
of  wylanase -1 and X—IT were JG.000 and 43,000, Xvlanagse X-1 is
an endoxylanasze and no other enzyme activity was found. Ay lanass
¥-I1 dis a wylosidase, besides showing CHMlase and arabincsidase
acéivities. The sylanase X-I11 is &liso endonyianase and the
enzyme  showed arabinosidase and CHMase activities higher than
wylanase X¥-I11. Treatment of the purified enzymes including crude
enzyme to  the bleached Eraft sucalyptus pulp demonstrated  that
Hy lanase X1 tmproved  the pulp for paper production, wherzas
Xylaﬁ&ﬁé% -11 amnd ¥-111 increased the brightdaﬁa of pulp  but
decraa%ed viscosity dus  to degradation of coellulose. Orude
aﬁzymeg alen  improved the pulp guality because the snzyme
contained low DMCase activity.

¥iii
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s materials lignoceluldsicos s¥o compostos de {rés com—
ponentes principais: celulose {30 -~ 78%), hesicelulose (10 -~ 40%)
g lignina (1% - 30%). Eles constituem a maior fonte de biomassa
remnovavel do mundo. O potencial de sua wtllizacso paré conversio a
produtos  Gteis como o gtanocl gerou un interesse multo grange amn
desgnvolver processos pa?a & viabilizagio destas transformagles.
Este interesse pode ser avaliado pelos milhares de artigos cientil-

ficos publicados no mundo todo.

Apesar dos inimeros esforgos despendidos, ainda rHo sE
viabilizou nenhbuma operagiio desta naturers em gstala  industrial.
Estas operaces n¥o obtiveram sucesso devido & natureza recaloi-
trante  inersgnte & lignina, gue nas ﬁlamtag weta @strwitamﬁnté BB
anciada & vgeluloss ﬁ.hemicalulmﬁa tarnando-as inacessivels ao atas
gue  de microrganismos e enzimas. Este problemna tem sido contorma-
do, em parte, péim enprego de uma operagio inicial de pré—-trata-
mento visando destruir a estrutura da parede celular da plarta 1i-

herando & celulose e hemicelulose para o atague enzimatico.

\'ﬁ degradago gda celuloss sté ssus montmeros constituin-
tes 1& fol bastante pstudada & hoje seu necanisznn =sta ssclareci-
do. Ela.é hidrolisade pele aclo sinergistica de exoglucanase {ce-
lobiohidrolase) . endoglincanase & B-glicosidase. O gigtema gnE i
matico das celulases de muitos smicrorganiseos & foi gstudado, =
vaErLam em atividadé & proporg¥o entre o RlCrorganismnos. 0 micror-.

ganismo mais proeminente desta categoria & que produz altos niveils

1



de celulases e xilanases ativas, embora tenha baixo nivel de -

glicosidase & o fungo celulolitico mesofilice Trichodering repzel e

suas Linhagens matantes.

A degradaglio da hemia&lulmaa, devido & sua natureza al—

tamente heterogénea, & ainda pouco conpreendida. Entretanto, a e
gradacin do xilane, sew principal polissacaridec, tem sido bem es-
clarecida. Como a molécula de xilano ﬁaﬁaui'qad&iaﬁ laterals de
residuns de arabinoze, glicose, 4&cido-4-0-metilglicurdnico e
OD-acetila, a sua hidrélise total exige wm maior nlmero de enzimas.
Assim, a sacarificagio do rilaro inclue as enrimas desramificantes
ot ~arabinosidase, K -D-glicosidase, & ~glicuronidase o xilang

aretil esterase, além, & claro, das xilanases que guebram o esgue—
leto de siloses. As xilanases incluem endoxilanass, B —uilosida~

o @ suodilanases (cujae acdo & limitada pelos pontos de ramifica-

m

gles & esias limitacles dependem sg 0 atague delas sobre o rilano

foi precedido pela agdo das enzimas desramificvanteas).

a transformaydo do xilano em produtos Gteis para fermen-
tagio ou produgio de insumps pacra a ingastria fearoaceutics & ali-
mentiria {(xilose, xilitol) pode ser realizada por processos aquimi-

ros ou pelo uso de xilanases.

Além dissn & xilanassz pode ser Gtil na gxiraciio de sLoos

de frutes o clarificagio de vinhos.

Ha década de B0, houve um crescents interesse na aplica—
pEo das wilanases em Processens de polps para papel. Farticularmen—.

te elas facilitam o procgsso de branqueansnto da polpa obtida por
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processn Kraft e melhoram as proprisdades das Tibras. lsto aconte-
ce  porgue  durante os estaglos inicials de polpagio poyr  processo
Kraft ou alcalino, silanos s3o largamente dissolvidos, mas pocden
ser repracipitados sobre a superficie da fibra, sendo gue 1L - 32O%
(p@émipeam} permanece na polpa obtida por estes processos. Bw &
desejivel remover xilano da polpa pode-se conseguir isto com wila-—

Masegs.

Freparagies de xilanases microbRianas para sgeen usadas
em polpa para papel devem ser livres de celulases. que de  outra
forma podem degradar a celulose e diminuir viscosidade e rendimen-

te,

Ax «ilanases de microrganismos mesofilicos sio instéavels
ao aguecimento, resultando em balixa eficitncia de hidrélise. O uso
de nilanases termoestévels para realizarem & Midr&lise de xilano a
altas temperaturas por periodos prolongados de ﬁﬁmpu poderiam au-
mentar a viabilidade técnica =2 sconBnica do processo e hidrdlise.

'

Fabnra varios grupos de microrganlismos 1ignaceluialiti“
ros conhecidos apresentemn seus sistemas enzimsticos bes caracieri-
zados & até ubilizados em escala irndustrial. a cada dia as pesgul-
gas mundiais demonstram gque as atividades des novos isolados tém
sido comparavels ou %upar;mreg As linhagens tradiclonais. A natu-
FEES wapfe%anta ama fonte interminéavel de microrganismos wilanoli-
ticos e gupecialmente palses tropicais como o BErasil, gue apresen~
ta uma flora microbiana tdo divarsifiﬁada, certamente abriga espé-
cims de microrganismos desconhecidos de relevante interesse induse

trial. Desse modo este trabalbo fol desenvilvido para alcangar os
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sequintes obistivos:

&)

bx}

o}

o}

Splecionar wma linhagem de sicrorganismo tersdGfilo com sisztemna
de xilanases de alta atividade, termoestével e com baiva ativi-

dade de exoglucanase {celobichidrolase);

Caracterizar 2 preparacio enzimitica bruta deste smicrorganismo

guanto ao sistems celulolitico & xilanoliticog
Purificar o sistesma snilanclitico para caracterizagdog

Eatudar & aplicar¥o dag xilanazses em polpa de sucalipto visando

melthorar as propriedades do papel.



e REVISEO DE OL.ITER&A&TLIOR®S

2.1. NOMENCLATURA DAS ENZIMAG

Endonilanase{l’ €34 1,48 F' ~D-mylan  wvlanohydrolass {EC

Z.2.1.88 endo-1 ,4*-}9 —xylanasg) .

{3 ~%ilosidasell) CiL.lﬁ"‘D“*x?/}.OEiidE swylohvidrolase (EC 32.2.1.37,

whom

xyiaﬁ l,4“fgwxy105idaée).

Avicelase (2} op Exo—i,4~ @ -D-glucanase oun Exoceloblohidrolase

(EC 3.2.1.91, igéwp~{%glucam~a@1lmbimhydrmlaaa}.

CMCase(?)  ou Endo-i,4- 8 -D-glucanase (EC 3.2.1.4, 1,4~ fF ~D-

glucan glucanohydrolase).

B —Glicosidase(?) ou Celobiase (EC 3.2.1.31,f ~D-glucoside,

glucohydralasg) .

ﬁrahinafuranmgidaae(*) au arabinosidass ou o4 ~L-arabinofura-

reside arabinofuranobvdrolase, EC 3.2.1.53%).

{1} JURQEEK & FAIGE (19880L)
(2) WODD & BHAT (1984}

{(3) KAJI, A. et alii {(1981)

n



2;2. MATERIALS LIGNﬁCELULDSICQS

A matéria lignocelulbdsica consiste de trés conponentes
principais, gue s3o celulioze, hémiceluloﬁe g lignina. A  propoy-
ghes destes componentes sMo bastante varidveis deperdendo da fonte
de obtencior residucs asgricolas ou drvores. No caso de residuos é
mais dificil estabelecer as proporglies desses componentes em Tun-
guo das diversidades snvolvidas (tipo de matéria prima, processa-
wanta, eantado de decooposic¥o, etc. ). Be considerarmos apgasas ar-
voras estas proporeiBes podem ser sstimadas dependendo do grag  de

dureza da madeira (EOSARIC et alii 1988).

A proporg¥o média en peso, dus trégs componentes princi-
pais dos lignoceluldsicos € de 4:7:7% para celuwlose, hemicglulose e
ligrina respectivamente. A célula da madeira pode ser roprasentada
comt  uma estrutura de multicamadss como ilustra a figuwa 1. & la-
m&la. média (M) envolve a célula g & fortemente lignificada forne-
cendn  a rigider estrutural (1~2/§m pepeEssural. A progima camada &
a parede principal {F) gue & relativamente fina (3&65}‘ Ela cor-
responde  a  trés camadas de fibrilas slementares de ﬁeluléﬁw a8
quais  estMo orientadas tranavergalménta am longo do eixo da oflu-
lé- fAs préximas trés camatdas, a lamela de transigdo {81} parsde
sEcundaria {8~ e parede secund&ria interna (Bz) contém a malior
parte da celulose e meden lwiﬂj”m de sspessura. O ldmem contem O

material intracelular (KOSARIC, 1998).

fa composiches dos varios materials lignoceluldgicos sdo
apresentados na tabela 1. As madeiras apresentam altos tecres de -

celulose (30 -~ 79%) enguanto residucs agricolas s¥o menores em ce-

&



Figura 1: Estrutura representativa de uma  célula

vegetal .

M, Lamela m&dia; P, Parede principal; 83, Lamels

de transig¢ioy 8o, Parede celular secunddriag S

Lt

Parede secundaria  interpa e L, lamen {material

"'iﬁtraceluiar} {KDBARIC =2t alii, 1788).



luiaaé (30 - 4%9%)., Por outro lado, a porcentagem de hemiceluloses
varia (10 — 48L) quﬁndenﬂa gdo tipo de material. 0 teor de ligni-
na, ®m geral, & maior em madeira do gue em residuos  agricolas.
Desta forma, as madeiras s¥o mals dificeis de serem otilizadas pa~

ra processns de bioconversdo (CHAMAL, D.S. 1985) .

Composighko Média
{7 peso seco)

Madeira Dura {ﬁngimsmerma)il) Celulose 5o~ 7H
{(mucalipte, carvalho} Hemicelulose 10 — I3

L.igriima 1% — 20

Madeira Macia (Bimnmap&rmalil) Caelulose 20 - Bl
{pinho, cedrol Hemicslinlose 25 -~ 40

Lignina 24 - EO

Residuos ﬁgricnlaagz} Celulose EO -~ 45

{bagagn de cans, milho, =OrQo, etc.) Hemicelulose & — 27
bLigrnina R U

Tabela 1: Composigdo gquimica de varios materiais ligroceluldsicns.

1. KOSBARIC et alii (1988)
2. CHAHAL (1983}

6 celulose & un homopolimero linear de unidades de ani~—
drggiicmae wriidas por ligaghies ﬁ ~{i.,M-glicosidicas. 0 compri-
mento dg macironrolécula varia multo com a fonte & o grau de trabta-
mento  ogue ela sofreu. For exenplo, celulose de papel tem owam  gralk
de polimerizagio (DF) médio de 1.000 enqusnto celulose de algodio
(a forma mals pura da celulose disponivel na natureza) tem um Dy

de cerca de 10,000 (CALLIHANM & CLEMMER, 1977).



A estrutura primaria nioc & o fator principal gue torna a
molécula de celulose native 8o resistente & hidrdlise. E o efeito
da  configuragdc secundaria e terclaria da caéc:l.@;xia de celulose, bhew
comt suwa  assoclagio estreita com outras  estruturss  polimericas
protetoras  dentro da parede celulér da planta, tais comp lignina
(principalmente)., amido, pectina, hemicelulosss, proteinas e els-

merntos  minerais, oue torpa tHo dificil o processo de  hiderdlise

deste composto {(KOSARID, 17988) COWLING & KIRK, 1974},

s hemiceluloses, localizadas entre as eicrofibrilas ou
pspagns  interlamelares, sio bheteropolimeros de xilose, galactose,
manoss, arabincose e varios outres agtGcares bem coms seus  soidos
urenicos. Depois da celulose sles sio os mais sbundantes materials
organicos  sobre a terva, Xilano, um pqlimarm linesar de residuos
de ﬁawa—xiluﬁiraﬁasea unidas por ligaghes A ~(1,4l-glicosidicas,
constitui o principal polissscaridec da fragio hemicelulose. Os
¥ilanos de difersntes espécies de plantas s¥o disponiveis comer-
rialmente o de acordo com sua origem, xilangs de madelrs dors {an-
giosperma), madeira macia {(gimnosperas) ou gramineas tém diferen-
tes substituintes. Os priccipais sebstituintes de wilano de.gramiﬂ
neas oo unidades de arabinofuranosil ligades & pmaigﬁ& % da ca-
deia principal {(FULS, 1788) e peguenas porglies de unidades de Aoi-
ey glicﬁrﬁmicm oty A—O-metil Ester na posledo C-2, ouw ambos. Cone
braviamente, em xilano de madelra, o principsl grupo lateral subs-
Fituinte & o acido 4~0-metil— ol ~D-glicuwrinico. Adicionalmente e R
Yano de madeira macis carrega pequenas porgdies de unidades de ars-
Binofuranpsil  enquanto  xilanos de madelira dura aidc acetilados
(PULE, 1988} (figuwra 2). Por estes razlies, & origees do #wilann tem:

uma importante influéncia na naturesa dos fragmentos resultantes

(.?



apts a hidrdlise,

A. wilano de madeirz dura {Eucaliato, earvalhod
e B Ly Y W (1= 4) % (1" &) up (L= 4) u {flem 4) n -

«

-

0
1

U~acetil

D= - R

MAR

B, wilano de madeira macia (pinho, cedro)
m e f Loy 4) s (L 41 % (e 4) w (L 4) oy -

0

4 4
i 1
Mals L—&

Figura 2: Estrutura representativa de xilanos (WOODWARD, 1984)

%, residuo de B ~D-xilopiranocsil
&, A-~lL-arabinofurancsil

AMG, &cido-4-O-metil--D-glicurénice

A lignina, couwja matriz faorma uma ainha protetora &m
torno da mirrefibrila de celulose & responsdvel, em grande parbe,
pela dificuldade inerente & hidrdSlise da celulose. Esta macromolé-
cila possui natlvresa balifmn&lica e & produto da desidratagio de
Frés  aloohis  monoméricos:  trans-Pecoumaril, trans-coniteril e
trans—sinapil. As  lignines de madeiras maclas, sadeiras duras &
gramineas sdo diferentes em composigdo, principalmente no Qrupa
metoxila substituinte e no graw de ligaglo entre O gQrupos fendii-
Co . Enfreténtw ﬁuéa caracteristicas sstruturais comuns predominam
e A @atfutura paquendtica da lignina de coniferas mostradas na Ti-
_éura % apresenta todas as caracteristicas importanies para  HUa

utiltizaglo gulmica (BOLDETEIN, 197&6).
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Figura 3@ Estrutura gquimica representativa da

nolécula de lignima (GOLDBTEIN, 19743,
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2.3. HEMICELULABED -

M hemiceluloses &mnatituem ey LG & AGY doy peso de  aa-
deiras e residuecs agricelas. por isto serven come uma abundante @
barata fonite de carboidratos fermenteciveizn. O Xilano & o primci-
pal  componente da fragiio de hemicelulose, A utilizagdo eficiente
do xilano de biomassa lignoceluldsica & imprescindivel se o obje-
tivo & viabiiiéar soononicanente o processos de biliooonversHEo da
madeira buscando produzir substratos para fermentagdo alocodlica ou
insumbs  para & indastria de aliﬁaﬁtmsg tais como o adogante 3o
cariogénico =ilitol sendo necessario para isto, hidrédlise gu  uso
de gilanaseps. Além dissp, as xilanases podem ser uiilizadas so su-
cos de frutas para facilitar sua clarificaglo (BEUK & BCOTT, 15743
JURASEK & PAICE, 1988b). Nos anos B0 cresceu o interesse pela
aplicacio de xilanases para & remogiio de hemiceluloses na produgio
de polpa de papel ou de raiom {PAICE & JURASECK, 1784). Sabwe-ss
gue na indbdstria de pmlpa'e papel, & hemiceluloses afetam as pro-
priedades do  papel (JURABEK & PAICE, 1988a). A naturera preacisa
desta interferéncia & desconhecida (ADBERTS =L atii, 1990, 0 uso
comtrolado e seletive do tipo de xilanase na fabricagdéo do prapel
poderia  contriboir  tanto pawa-mﬁlhwrar A hropri@dadaﬁ do papel
(PARICE et alii, 19887 ROBERTS et alii. 1990) puanto para reduzrirc a
cantamimag%n por dipkina (derivadm;dm cloreg, gque & usado na  pro-
CBaEsd de.braﬁquﬁgmenta), nos efluentes desta indastria  (VIIEARIL,

1986 .

Varins trabalhos publicados demonstraram & viabilidede

rErnica  de se usar ¥ilanases extracelulares produzidas por fungos
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para promover a hidredlise enzimdtica das bemiceluwloses, ou hidede
lise combinada con processos filsicos ouw guismicos & posterior fer—
mentag¥o, dos sono & oligossacarideos liberados (WOODWARD, 1284;

KOBARICK et alii, 1988, FULS, 19398).

fis hemiceluleses sBo constituidas predo&inantamente pelo
wilarmo, wm polimerc de ﬁilaaa com cadeias laterais de  arabinoses,
4civdos glicurtSnicos, grupos acetilas ouw glicose (WHIBTLER & Ri-
CHARDS, 19703 BIELY, 1983). A degradagio total do xilapo inclul as
ENTiMAE Que degradém o esgueleto formade psleos residuos de D-riloe-
se f{(as xilanases) & aguelas que atuam nos residuos  substituwintes
nas ramificactes do esqueleto. 0 grupo das enzimas desramiflcantes
& formado paelar &) t~od ~arabinofuranosidase,. que remove & L-arabi-
nose  substituida no Cz da unidade de xilose da cadeia de xilano
CIOHMSON et al, 1988: KDOMAE et alii, 19823 KAJI et alii, 1%81)3
) uma acebtiixilanec esterase gue remove Os (-acetil substituintes
de cadeis wilanosidica (BIELY et &1, 1988): «) uma @{Mglicurmnidaw
se que remove o residuos de A—--metil &coido glicurﬁnicm gubsti-
tuintes (FONTAMA et alii, 1988) = d) uma.Odwgliamﬁiﬁaaﬁ, LLUIEr Mmoo
ve o8 grupos de D-glicose da molécula de wilano. Por oubtvro lado,
as Milanases s3%0 cqn%tituidaﬁ por dois componentes: a) a endoxila-
nase, oue guebra o polimsro aleatoriamente, produzinds Tragaentos
com  varios comprimentos s B) a ﬁ%mb~ailasidaaa, gque & responsdaveal
pela degradagho dos wilooligossacarideons, liberados no decorres cla
hidrolize ﬁeia endorilanase, até xileose (JOHNW & BUHMIDY, 1988
MATSLO & YﬁSUI,h1988; vASUT & MATUSD, 1988; MISHRA & RAGQ, 198%;
LEE & FORSEERG, 1987 NOMG et alii, 1988). Um terceiro componsnte
foi  relatade por BIELY (198%3) e corresponde & uma exoxilanase que

degrads a cademia o wilano a partir da extremidade n¥o reduitora



produzindo  wilose jivere mais um fragrmento de wiloonligossacarlideo
final. Embora haja citagﬁeg ma literatura de isplamento de exe-D-
wilanases de fungos, tals enzimas s¥%0 dificeis de se  distinguir
gas -D-xilosidases, porgue ambas 3o capazes de degradar xilo-
nligossacarides de D.F maior que 2, &, por definigio apenas A pri—
meira. deveria ser éapaz e atacar D-wilano (DEKKFER & RICHARDS,
19753, As duas enzimas podem Ser distinguidas uma da outra por
analise de sspectroscopls de rossongncia magnética, gue determina-
Fia a configuragio do residuo de vilose libsrado. A& retenglio da
configuragiio indicaris ums 'ﬁ—wdimaidasﬁ, 2 & inverﬁ%h da confi-

guragio, uma exoxilanase (DEKKER, 197%; WODDWARD, 1984).

A enzima do tipo exn atuando sobre o wilano nativo n3o
fni ainda bem caracterizada de forma inequivoca (LACHEE, izegy. s
rrabalhos relatendo este tipo do ag¥o de exoxlilanase, mos Lraram
ramhém  presenga de sndoxilanases nas preparagbes {DEEKER & RI-
CHARDE, 1973 e comb eotas expoxilanases nido foram wybensivanents
purificadas ndo & rerto se esta entima parcialmente purificads se-
rim  realmente exoxilanase, pordque o nesnn resultado poderia  =er
ohitido se & prepara;&b parcialments purificads, consistizes de uma
mistura de ﬁzwxiimgidaae g endoxilanase (DEFKER & RICHARDS, 1975}
Coneiderando que 0% Xilanos, i situ, sHoO polissacarideos al tamsr-
te ramificados, & contribuiclo da exoxilanass snbre o hideolise do
mesms Seria baatanté limitada, J& gue sua agdo terminaria aoc atin-
gir um ponto de ramificagio. Entretanto, tris limitagles estarlam
na dependéncia do atague delas sobre o xilano  ter wido procedi-

do, ou ndo, pela agso de uma enzima desramificante (DEEEER, 19890,
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A maioria das inforgagtes disponivels relativas &  pro-
priedades das xilanases foram ariginades de enyimas produsidas por
bactbrias @ fungos nesofilos. A mainr parie dessas enzimas pOSSUl
pH Gtimo entre 4,0 e 7,0, s¥o estaveis entre pH 2.0 8 7,0 8 apre-
gentam temparatura ﬁiima ertre 4090 e S0YC com estabilidade térmi-

ca na faixa OB 40 a [OOC (WOODWARD, 19847.

0 grande problema no saprego das enzimas ode Organisnos
mestfilos, contude, & gue pstas geralmente sofrem desnaturagio en
tempuraturas malores gue 2200, Teto, por Sua vez, resulta em baixa
pficidnoia de hidrélise, exiggncia de malor guantidade de enzima @
aumento ne custo para conduzir a hidroeliss sob condigbes assepti-

cas (DURAND et alii, 1984).

Evistem algumas excegles a wata reora. DERKEER & TICHARDS
(1976), por exemplo, relataram a ocorréncia de um sistema de wila—

nase (HO-11) produzido peld fungo mesGfilo patoginico Coratooysiis

pnaradonsa. nOue apresentou algumas propriedades ANO CORUNnS & Orgas
nicmos mestfilos. A xwilanase HEC-11 purificada deste fungo apresans
tou temperatura Otima plevada, 80°9C, e eutabilidade térmica & &0
por uma hova, sando conplefanents inativads apanas a 10090 por wma
hors em pH 5,9. Mesan na presanea de EDTA, esta enzima manteve sua

osiabilidade Lérmicay sugerindo que fens metdalicos polivalentes

poden nidc estar envolvidos na estabilizagdo da proteins.

1 empregs de Xilanases rermoestaveis para realizar i
dralise a temparaturas mais elevadas & vaniajosn porque aumesnta &
velocidade de reagio e evita contaminagido microblana contribuindo

assim para aumentar a viabilidade tecrmica g econtimica iy Processo
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(DURGBND et alii, 1984; YU, 1787}

pusim, &% pesquisas sobre dilanases termosatavels mere-—

ceram grande atencdo & o volume de pesquisas cresceuw rapidamsnte.

MATGUO et alii (1977a, 1977b, 1981) estioc entre os pri-
meiros  adtores que descreveran, numa série dg trabalhos, o isola-

mernto  do fungo termdfilo celulelitico Malbranches pulehella war.

sylfures, bem como a purificagho e as proprisdades de wma ﬁ e
insidase produsida. Mais tarde, MATSUD & YasUl {(198%), ainda tra-
balhando com o mesnd fungo descreaveram a purificagio o proprieda-
des de uma endoxilanase termosstavel. A wilanase foi purificada
139 vesss a partir do filtrado por fragionamente oon sulfato  de
anfinio e cromatogratia em coluna de DEAE-Ceplulose & CH-Sephade,
com um rendimento de 42,B%. A enzima purificada apresentou pH oti-

4

mo entre 4,0 8 &,5% & temperatura obima a FAICI D

KOMURA et alii (1978} isolaram g patentesramn uma linha-
gen de Tungo termofile celuliticon gue apressntava alta produgds de
relulasas e xilanases. Esta linhages foi classificada cmmm'gpmru“

trichum  cellulophilum. Mo mesnc ano SHIMNER &  TOEUVAPIA (1978},

também patentearam uma linhagem do fungo teemGfilo Thimlavia ter—

restriz a qual foi postulada apresentar alta produsico de celulases
g owilanases,. Algurns anos dupois DURGND et alii (1984, consideran—
do estas linhagens termofilas como as mais promissoras, realizaram

um estudo comparative de celulases nemicelulases sntre os fungoes

mestitilos Trichoderma regsgl e Pernicilliun sp & os fungos tersdfi-

1os Thielavia terreshris e Soovobrichinm celivlophilum. Ssus resul-

tados, apresentados nia sequinte ordem: T, resani, Fenicillium Sp,
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T. terrestris ¢ 8. celiulophiliy, Toram: a) atividade sspascifica,
gndodilanases; 100, &0, 60 e 8O3 nilosidase: 1006, 10, 70 e 103 b)
meia~vida & &0°9C (estabilidade téraical, endoxilanasey 1,637 0,83
maior gque 72 8 11 horas; xilosidase:r 3,05 O,6, malor gue 72 & 2
horas. o) Temperatura dtima (PC), endoxilanase: 5%, 9%, msior gue
S g 7O00; wilosidase: &0, &0, 6% e 40905 d) pH @timo, todos Toram
multe  proxisos a 5,0, Os resultados demonstraram claramente a su-
perioridade do Y. ressel gquanto & atividade esperifics para endo e
pxoxilanase. Fouca diferencga foi obhservads guaento a estabilidade

tdrmica 8 temperatura dtima entre os organismos sestfilos & o ter-

mefilo 2, celluwlpphilum, mas € significativamsnte malhor a estabi-

lidade térmica e & temperatura otima do fungo 1. terrestris com

relagdo ans demais, conforme observa o autor.

De  acordo com DECKER & RICHARDS (1976), & ucmrrémcia e
varias formas de xilanases durante o processo de purificagsio foram
deponstradas. & exata interrelacXo entre estas formas de enzimas
n&or .é clora, & n3o se sabe se elas s¥o produtos de genes ol i ferren-—

tes.

YOSHIOKA et alii (1981) relatearam gue a xilansse  ter—

moostavel de Talasromyoes byssoclamidoides YH-50, foi fracionada em

trés  componentes durante sua purificagio. Cada fragio fol purifi-
cada até a homogensidade e denominadas de X-a, X-b-1 & X-b-11.
Elas erém glicoproteinas contendo 26,5, 31,5 e 14,074 d= residucs
de carboidratos respectivamente. As treés enzimas tinkham temperatu-
ra Gtima na faixa de 70 a 759 & retinham 65, B4 & I0%, respecti-
vamernte, da atividade original apbHs aguecisento & SO poy S ominu- .

tos. O pH 6timo estava na faixa de 4,3 & 8,0 @ os resul tados  de
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Ridrdlise do xilano mostraram que as trés eram endDenzimas.

KITPREECHAVANITE et alii {19840 descreversm & purifica-

CHO ¢ as propriedades de uma xilanase de Humicola lanuginosa, cul-—

tivado em meio de farelo de ftrigo. A enzims purificada apresenltou
poss molegcular  de 21.000 Da com Fonto Iscelétrico em 4,1. O pH
Gtimo ol 4.0 = a temperatura Gtima foi 6590, A hidrélise do wila~
mo  deuw comp produtos xilose (peqgquena quantidads), xilobiose & wi~

lotriose indicando aglo de srndoenzima.

MoCARTHY & CROSS (1984), estudando o sactinomiceto termG—

filo Saccharomonospora  viridis relataram a produgio de wilanase

mxtracalﬁlar e ausBncia de atividades celulasss eno ﬁndmglucaﬁa4
se. ROBERTS et alil (1990}, acharam que este organismo apresentayva
wum modelo snzimbdbico adeguado para produglo de preparagles brulas
de wilanases livres de celulases, ideal para tratamento de polpa
el celulose. hHeus raaultadﬁﬁ genonstraram uma remogdn g@l@tiva che
apraximadangnte 204 de xilano total, Folhas de papsl {Handeheets)
preparadas & partir da polpa tratada desta forma demonstraran mo—
dificaghes om propriedades fisicas tais cmmﬁ decréscimnng no fTator

ge  ruptura (st factor) e expansdo {long span breaking  length)

sugerindo wm decréscimo nas ligagles interfibras.

RISTROPH £ HUMPHREY {198%) relataram a caracterizagio

nosnora sp. O pH atime situocu-se na faixa de 5,0, a 7,7 & a tempe—
Fatura Stima foi de 8000, & esnzima bruta apresentou uma mela-vida

(eatabilidade térsica) de um m#s guando incubada a BEPC em pH &6,5.

A sgXo da enzima brota sobre xilano tacbén produziu uma mistura de
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wilose {tragos) & xilobicss, sugerindo agdo de endoenzims prasen-

T,

BERENGER et alii (198%) descreveram & produgio, purifi-

cagho & algumas caracteristicas da enzina da bacteria celulaiitica

termatila anaertbica e esporulante Clostridium stercorarivum. Neste
trabhalhty os autores verificaram oue a sintese de xilanase sofria
repress¥n  catabSlica guando glicose ou outros supbstratos rapida-
ments metabolizévels sram adicimnadaé durante o cresciments em @i~
larno ou celulose. Tres wilanases B, B e € foram purificades até &
hémageneidada. .Ra enzimas A&, B e O apresentaram pH &timo na faixa
de 5,5 a 7,0, 8 tempgratura otima & 7E00C. Az trés enzlimas g€ mos-
fraram @staveis na faixa de pH 7,0 & 12,0 (4%0 por 24 h) mas em pH
0 as xilanases B e O perderam S0% de suas atbividadss e a snzims
N mostrou-se meros estavel, perdendo 30% da atividade em pH 5,5,
Quanto & termoestabilidade, A 8 C foram estivels & 7ERC por 1 bhora
s B reteve 85% da atividade, nas mesmas condiglies. As enziamas fo-
Fam  inibides por Hg*z & proloromercuricbenzoato. O padrdg de hi-
droliss de »ilapo mostrou gue as brés eram endoenzimas, produzindo

wilobimss 2 xilotriose como produtos principais.

MeDARTHY et &lii (198%) realizaram um estudo  sobre a
atividade de wxilanase bruta de quatro actinomicetos termGfilos,

anterinrmente isolados por McOARTH & CROSS (1784). s especles To-

ram classificadas como Thermonospora fusca, Thermoncspors ouoyvatsa,

Thermonospora ohromoosnes € Saccharonpnespora viridis. fAs auatra

wilanases tinham atividades otima dentro da faixa de temperatura de
H000  —~ 7090 2 na faixa de pH de 5,0 a B,0. Oz sobrenadantes s

meios de cultura fermentados pelas linhegens de Thermonosporas iryes
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cubados a 7090 por 11 horas retinham mais gue BOY de swas ativida-

des pnguanto gue o sobrenadante do cultiveo da Sacharomonospora fod

guase totalmente inativado nestas condigBes. Todas as linhagens
produziram xilanases que hidrolisaram silano  resultando em  uma
misturz de xilocligossacarideos, mas por bteanpo prolongsdo de  hi-
drolise as enzimas de T, fusca £ T. gurvats produzicam principal-

mente wilose, indicando presenga de atividads A-wilosidase. Den-

se a partir de farelo de trigo moldo.

MOHMESHWART & kKaMALAN {1983) relataram o isolamento, Oa
India, & partir de solos e de compostagens, de an fungo termofilo

Melanorarpus albosvees,. Foram estudadas as condigles de culiivo, &

produclio e & atividade de wilanase. U axtrat& enzimbdtico, obtido a
partir de crescimento com nilose ou bagago de cana, n¥o produziv
significante atividade de celulase ou de F?mglicmgidaaen & cultu-
ra produziu maior rendimentn de snzlaa guands feraesntada o fragoo
agitado do que erm fermenfador. Furifigado parcial do casldo dg fer—
mentagdo filtrado em coluna de DEAE-Sephaden H--%0 & coluna de Sep-
hadex G6-79% mostrou a presengs de duas isosnzimas da Miianégw. &
atividads de xilanase nas preparagbes fel sumentads pele adigio de
ﬁ —~glicosidase ou celulase exGgena.

) estudo de wilanases de Bagillus sp terntfilos & aloa~-
Iafilicmé. foi imiciado peleo grupo de Horikoshl no Japio  {(ORAZAKI
et alii, 1984) gus descreveram 0O isolamernito de guabtyo linhagens de
Bacillus s=p que produziam rilanases oam guantidedes significativas
guande  cresciam em meio alcalino (pH 1) & 5090, Posteriormente o

mesmo grupo (OEAZAKI et alii, 1984) rolatow a purificacio 8 carac
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terizagdn das sgnoimas a partiv de duas das linhagens salecionadas
denominadas W1l e W2. A cromatografia em DEAE-Toyopaarl LHHOM reve-
tou  gue as duas linhagens proguziam dols componentes wilamoliti-
cos, que foram denominados 1 & 11. O componentes I ndo foram ad-
sorvidos na resina engquanto s componentes 11 Toram adsorvidos @
wluidos com gradiente de émncamtrag&m de Nall. Os componentes I
apresentaram propriedsdes similares: pH Otimo  6.03 temparatura
stima &50C: peso molecular de 21,500 (linhagem W1} & 22,500 (1i-
nhagaen W21, Os componentes 11 também apresentaram propriedades si-
milares: pH  6timo 7,0 - 9,0 fWL) & T.,0 -~ 9,89 (WZ): temparatuera
Gtima 7000 peso aolecular 49,500 (W1) e 50,000 (W2). As ativida-
des dos componentes 1 e 11 foram inibidas pov Hg™t e Cut™. Os come
ponentes 1 hidrolisaran wilano produzinde xilobiose € mligossacsa
rildeos maiores sem produziy xilose, sugerinde serem sndoxilanases
tipicas. For ocutro lado os componentes 11 produoziyan wilose, €ilo-
hipse & outros yiloolignssacarideos, sugerindo agdo tipica ele BT

dnxilanase farmadora de il ose,

CRUMINGER & FIECHTER (1986) ralataram o lsolamento, &
partir de esgoto rratade termicaments (OG0 - H7PCy, de uma linhagem

termbfila de Bacillus stoarotheraontdivg, prodotora de xilanazse

tarmoestivel . A enzima pruta apresentou temperatura Otima & 7a80 e
ok étim@ na faixa o8 6,5 a 7,3. A mela vida a 7SPC foi de 1% ho-
VARG, entr&tantm a 4800 ela permanetew estavel por mals de D dias.
s produgko de wilanase nig fol azsociads com O crescimento celu
tar. 6 hidrélise de xilano, mostrou produgloc de silobiose & wilo-
priose, enguanto a xilose aparesceu apenas apos projongade periodo

de incubagio.



Em 1987 o grupo de Saddler no Canadd (YU et alii, 1987)
estudow & produsico de xilanase de 31 linhagens de fungos termofi-

1os em meio e8lido ouw liguido contendo diferentes substratos hemi-

celuldsicos @ celulfasicos. Uma linhagem de Termpascus sprantiacus
0436 consagrou-se a melhor pradﬁtora de wvilanase extraceliuvlar. £
giizima brata, mmﬁtrmﬁ temperatura Otima & 7800 2 pH Htimo em torno
de 5,0. & meia-vida {termoestabilidade) da atividade de wilanase a

OO0 B HOPD foi de 1,9 hora e 4 dias, respechivanente.

Este mesmo grupo, em oubro Lrabalbo, {TAN &t alii, 1787]
relatou a purificagio e caracterizagiip da silanase termosstivel do

T. surantiscus C4Z4. Uma proteina com atividade enzim&tica fol pu-

vificada usando um dnico passo cromatografico em GF-Saephaday C-530
{trocador catitnico) mostrando homogeneidade em SDB-FAGE. & enzima
fomi  adsporvida na resina g egluida com gradiente salino. Seu  pesd
molecular foi 372.000 Da & o pohto isoelétrico foi pH 7,1, O pH =
tepmperatura  Otima foram %,1 & 8QOBC, re%peitivamanta. & . atividade
enzimbética foi totalemente recuperada apis incubagio a 60VC por 97
horats  ow incubag¥o & 7090 por 24 horas. & mgiamviﬁa da enzima foi
54 minutos a 80PC, Através da an&lise dos produtos de hidrélise do

wilano, o5 autores deduriram que esta enzima age zobre o Hilano

por Wm mecanisno de agdo endo.

C O BANJU et alild (1989) izolaram una linhagem do funge ter-

florestas na India. O fracionamento do sistems de enzimas xilano-
1{ticas deste fungo por cromatografia em coluna de DEAE-Sephade
A5, revaelou que ele possuia cinco diferentes jourmas de xilanases:

prtracelulares. As Traglies nido adsorvidas no trocador anitnico fo-
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ram  Juntadas pars cronatogratia em coluna de Sephadey G-73% obten-
do-se 4 separagio de duas tornas de wilanases I & 11. Deus PS50
moleculares faram 26.000 Da e 70,000 Da, respectivamente. As Lem
peraturas Otimas e pH 6timps foram 70 € HUBC & pH 4,8 — 6,4 8 5.4
— )y respectivaments., A xilanaaé 1 foi maizm termoestével que Hi—
lenase I11. A analiae-dca produtos de hidrbliﬁa do wilano mostraoram
gue & xilanase ] liberou principalmente wilobinss, zilotriose @
pequenas guantidades de outros xileeligossacerldens indicando ati-
vidade de endmxilaﬁage; A wilarnase 11 produziu principalmente xi-
1obioee, indicando que & ernzima degrada o w®ilano removends uma moe

1érula de xilobliose por vel.

SakKa et alii (1991) descreveram & purificagiio e as pro-

priedades de xilanases de Clostridium shercorarilun Vimhagem HX-1.

0 sobrenadante do meio de cultura foi fracionado em cromatografia
de DEAF-Sephadex A-LG @ putil-Toyopearl Com Wnes purificacso de 17
verEs @ recuperagio de 41% da atividade total. A przima fol hono-
genes e ans-FAGE . O paso molecwlar foi B3.000% Fonto lsoplétrioo
4,5: pH otimo b,5: temperatura Glima 7690 estavel entre oH %,0 a
10,0 (24h a 4921 2 estavel a renperatura de FORC por uma hora Hgz
sultados da hidrélise de wilane pela xilanase indicaram gug  &la

atua como uma endozilanase, quebrando aleatoriamsnte o xilano.

~ MONTI et alii (1991) relataram & purificassio & as  prow

prisdades de uma ¥ilanasg extracelular do fungo rermGfilo Hunicola

grisga vaur. thermpidea isolado de solo brasileiro. 0 fracionamsnto
do  sobrenadante do mein de cultive filtrado, em cromatogratia  en
coluna de DEAE-Celulose mostrou duas formas de wilanases 1L e 2. A

&

fprma 1 nHo se ligou = resina enguanto a forma o 5€ ligow & resins
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fracamesnte. & forma 2 foi purificada atéd 2 hoonogensidade #8m coluns

de  Sephadezr 6-~200. Apds purificagido, sew peso moleconlar  foi o de

A

2T 000 e 2B.30C Da por filtragho em Bio-fel P40 e Urea-S8DE8-FPABE,
respectivanente., A enzima era uma glicoproteina com 48% de carboi-
drats & 0 pH e temperatwra atimos foram 5,5 e 7000, respectivamen—
te. s produtos da degradag®o do xilano pels silanase 2 indicaram
gue ela & uma endoenzima. A incubagan da xilanase 1 (parcialments
purificadal) com os produtos da hidrélise do wilano paela forma 2
mostrou  gue a forma 1 degrada ainda mals estes produtos. 0 meseo
-

procedimento com & forma @ n¥o degradow mais oz produtos da hided-

lise da forma 1. 0 modo de acglo da forme 1 ndo fol esclarecido.
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2.4. CELULADSES

0 estudo das enaihaa do complexo maltienzimétics celulo-
Liticos annﬁtitﬁi uma das mais brilhantes sequéncias de evoluglo
o conhecimento cientifico proporoionado pela bioguimica. Isto &,
o ooncelto do mecanismo de agweo das enzimas celulases do complexo
celuloaiitics descrito no passado Toil se sodificendo & amedida gue
téonicas bilogulismicas foram aprimorasdas e novas metodologias & in~
wsitmos foram intraduzidmglam ral odos ja existentes. Farticuliarmente
importante, fol o desenvolvisents dos processos de purificeclio de

proteinas ocorrido neste periodo.

A histdria das aelula59ﬁ.eﬁt& ligada &s Forgas Armadas
Americanas por intermédico do U.S5. Army Natick Development Center,
em Natick, Massachusetts - USA, e suwa lmporténcis e sstudos come—
garam durante a 2a. Guerra Mundial. Meste periodo o exercito ame—
ricanc fTicou precoupado com a rapidesz com gue seus materials beli-
cas sofriam deterioraci3o no extremo oriente. sobretuds oz deriva-
dos de celulose: tecidos, roupas, sacos, stc. Criou-se entdHo, um
programa  basico pars determinar & natureza da d@terioraﬁaag o
agente causal, modo de a¢do ¢ nétodos de prevengiio (REEDE, 197&6).
Desde entdio, as pesquisas com nicrorganismos celelolliticos ndo pas

FRINAM Mals.

U trabalho do grupo, liderado por Elwyn T. Heesse fticoha a
fgngﬁa de isolar cepas de migrorganizmos a partir de melsriais ce-
lulésicos  sm decomposicio = selecionar as tapas capares de degra-
dar & celulose. As cepas mals ativas foram testadas guanto & sua

tabilidade de produzir enzimas que hidrolissssem a celulose. Des-
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tes  estudos concluiv-se que a degradagino da celuloss ndo era rea-
Lirada por uma (nicea enzima mas por wm complexo enzimdiico que var
riava de migrorganismo para microrganismo,. Também fol  constatado
guz a enzima podia ser endocelular ouw extracelular & gue & &G e
sobre a celuloss variava dependendo da forma {(celulpnss nativa,
tratada etc) como o substrate era usado (REESE, 1976). Este Tol
sem  divida um pericdo de grande atividade ¢ produg8o cientifica
pelo  grupo de Natick & dentre 08 varios mi&rmrganiﬁmaa seleciona-
dos, um isplade originado da Mova GQuine, apressntou uma  notéavel
habilidade para acumular enzimas do complexo celulolitico no meio

de  cultura & foi rlassificadao como Trichoderma virids GMéea. Mais

tarde este microrganismo 2 seus descendentes viriam a se  chamar

Trivhoderma reessi Simmons (SIMMONS, 1977) em homsnagen & Elwyn T.

Repse, © primeiro a reconhacer a habilidade Gnica deste microrgas
nisma em secretar alto nivel de atividade celulolitica e também
por sua dedicagio de tantos anos ao estudo das celulazes (MAMDELD,

1982%.

Desds aguela época o T, regsel € considerado um dos mi-
crorganismos  mais apropriedos para & produgio de calulagae.e tem
sida ohisto de estudo da grandse maioria dos pesquisadores  desta
Brea. ﬁﬁsim,-v&riaa formas mutantes deste microrganismo foram do-
senvolvidas para aumentar ainda malis a prodougdo enrximédtica. O mu-
tante GM 9414, ﬁi%pwnivel & partir de 1971, & a Torma mails ampla—
rEnte usada em Processos de pEsguisas e desenvolvimento, Entretan-—

to, ouitos dos novos mutantes n¥o foram liherados para distribui-

o geral (MANDELS, 19823,
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HREESE et alii (1950, foram oo primeiros a sugerirem m
mecanisme parae a guebra enzimébice da celulose O gual snvolvia um
componente  ©) g um Uy Fundamentalmente, & conversio da oelulose
nativa @ aglcares soldvels era realizada pour um processo de  dois
passos. ble postulou gue a agio de Cf era o primgiro passo & LiEs
it era mEramente uma preparag¥o para o hidrolise, ow 5eja.a e
zima Oy primelro atacava a celulose cristalina, modificando-s  ou
desagregando-a {celulose amorfa) de tal forma gue & snzima classi-
ficada comp G pudesse gausar a despolimerizagdo ou hidrolise da%

cadeian de celuloses, conforme O @SQUBMNR abaixo:

Cy Cx Froglicosidase
Celulose > Celulose y Produtos > Blicpses
Cristalinsg Amoria Soluviéis

Ty por ser primgira enzima 8 aglir gobre a celuloss cristalinas

[y, endo 1.4 glucanassg. " refletindo o fato de exdistirem vé-
rips de tRis COMPONenies.

ﬁwglimOﬁidaaa, gue converie relobiose p celobtriose & glicose.

De acordo com REESE et alil (1950) microrganismos  qua
pubdessen Crescer apenas sobre formas solGvels de celulose, tal co-
mo  carboximetilcelulose, sintetizavam apenas o counponsnte Lo en—
guanto MicrOrganisnos Capares de croesceren en formas altamente or-
dénadaa da celulose (cristalina), produzian tanto Cf guanto Oy,

N

Q“ hipotese de Reese ndo foi cmﬁtﬁatadé durante muiito

tempn porque os microrganismos celuleoliticos psiudados na  epoOca,

rais como Myrothoeinm yerrdgaria e stachvboteys atos. embora dige—

ricsen a celulose nativa, guando eram analisados os filtrados do

cultive lives de células apresentavam atividade apenas pRra hidro—
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ltimar a forma EQIBQel da celulose, CHMO ou celulose tratada, e es-
tas formas, eram hidrolisadas pela G, (WOOD, 1972). For isto ﬁ&nw
gsava-gg  que o components "0 era o responsavel pela modifiloagiio
da celulozs nativa, possibilitando a ag¥o de Ty. Na verdade, estes
microrgarismos produziam eﬂdmwﬁ ~glucanase (Ly) mas plo a axam}g -
glurcanase (MAMDELS et oalii 1976). Isto tachém & verdadeiro para
preparagies de celulases derivadas de muitos cutros microrganisnos

comn por exemplo, Aspergillus niger (MANDELS et alil L97&6) .

65 descoberta, no periocdo sntre 196419635, gue filtrados

de cultuwrs preparados a partir de certas linhasgens de Trichoderma

ressarias  para hidrolisar totalmente a celulose cristaline causou
uma  mudanga  de rumos nos estudos das celulases. Apenas & partir
dai, comegaram vardadeiramente as pespuisas sobre o componente Uy

il &xmw}gﬂgluﬁanaﬁe. (WOOD, 1972 e MANDELS et alii, 1782},

6 partir do trabalho de WODOD em 1977 com T, kpninii. ob-
tends sucesso na purificagio de wna enzims, Qque wle agreditava ser
£y, am coluna de renina trocadora de ions (DEAE-Sephader) e ele—
trefocalizaglo, dois importentes dados foram revel atlos:

&)Y A celobliose  &ra O griﬂcipél produto da aglio de "O4F  ouw e ia
T éra uma celobicsil hideolase {celobiohidrolasel.
h) "Cy" sorinhba nfio podia atacar celuloss cristalina mas podia fa~

z&-10 se O, estivesse presente.

Em 1977 pesquisadores japoneses (MISIZAWA et slii, 19723
em fungio das davidas sxistentes no conceito Cy-Cy. introguszivan

s  termos atividade de avicelase a atividade de CMCase para enzi-
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mas  que degradavam o avicel (celulose microcristalinal e a carbo-

vimetiloelulose {veluliose sodificadal, respeotivamente.

0 uso de Cy como sinonimo de exo- B {1-—>4) glucanase
froi, cada ver mais, sendo abandonadn por ser enganosc  (MANDELS,

1982).

Desde antﬁm muitos outros trabalhos publicados trouxeram
evid@ncia5§ gue mudaram o conceito original de Resse. Embora, ain—
da hoie, hajia consideréveis diferengas ﬁaﬁ.mpiniﬁag Frelacionadas a
especificidade das varias enzimas @ O papel gue elaz desempenhaun
na dissolug¥o de celuloze Mas suas varias formas, alguma genersli-
ragio relacionada ao modo de agdo e proprisdades dos componsntes

individuais do sistema celulases pode ser feita.

Existem trés tipos principais de enpimas encontradas no
sistena celulases que podem degradar a celulose cristalinad e
2 -glucanass, grdo- B ~glucanase & ﬁgwglicmﬁiﬁaﬁe (ERTKSUN & WD,

1785 .

0 mecanisoo de aclo do sistems celulase que parece mals
provavel & que primelramente stue uma endpglucanase produsinds oa-
deias terminais livres que sgrvem de substrato para a groglucanasa
gue  libersa gli&cﬁe mais uma mistura de pegquenos oligossacarldeos
(celobicse principalmente) que sHO hidrolisados pela PB-glicosida—

se (RISARIA & GHOBE, 1981). Figura 4.
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Celulase n3o & uma dnica enzima, mas um sistema Wico no
gual véariass enzimas agem em conjunte pare completar a hddrélise da
celulose, & qual, nenhuma delas, atuando sozinha, pode conseguir
(RISARIA & GHOSE, 1981). dMulitos dos fungows celuloliticos parscem
ter sistemns de celulassgs similarss, mas variando nes concentraglues
que dos componentes do sistema gue s3o scumulados no seio de fer-—

mentando.

FMANDELS  {19282), aTirma gue celoblass ou ﬁawgliCﬁﬁidaﬁﬁ
rEo & una celulase e pode ser produzida por organismos nHo celulo-
liticos. Estx enzima atmenta a aglo da celulasge porque ramove A

relobinse inibilidora deste sistema.

H& um nomero praticamente incontével de relatos  sobre

celulases de varios microrganismos celulotiticos, primncipalmente
os  organismos  mestfilos. Os sistemas de celulases fangicas mails
ativos e estudados sXo dos fungos T reegedi. T. ligrnorum, L. ko=

ningii. T. psoudekoningii e I. longibrachiatum.

celulases apresenta vanbagens & desvantagens. Coms vanhagsns poasn
wer citadas: a) produz um sistema de celulases completo, Com todos
ps  componentes necessé&rios para hidrolise total da celuvlose oris-
talina. b) alta concentracgio de celulases & obiida no melio de fer-
mentagio, As  desvantagens sHo! a) sensibilidads & iamperaturaﬁ
a;ima dee 800C, b) incapacidade de degradar lignina. o) Baiga ati-
vidade epspecifica das celulases e d) baixo Mivel de PS-glicosida-
s, Hs pesguisas para novas g possivelmente melhores fontes conti-

nuam e dentre estas novas possibilidades est¥o as linhagens termo-
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filas, ocujas ﬁalulaa&a termoestévels, com ponssibilidade de operar
& .tamgeraturaﬁ acima de 9500, coferecem aloumas vantmgens Como UM
augmento Nna valotidada de reagio, = sistema enziméatico sotavel por
mais tempo (ROSENRERG, 1973). flém disso, a temperatura slevada de
crescimento & & glevada temperatura de operagdo no anbiente indus-
trial, associadoe a baino pH exigido por estas celulases, restrin-
gem O crmgéimamto dé i crorganismos contaminantes  (WOJTOIAE,

19873 .

& estabilidade das celulases em VAriDs microrganismos &
foram estudadas. Em geral aﬁr.ﬁ"QIiCQﬁidaﬁﬁﬁ g as endoglucanasas
e%n mais estaveis ao calor, pH exitremnd & inibidor guimico, dooque

as exo-glucanases {(REESE & MANDELS, 1980).

£ ,ﬁ —glicosidase, desempenhts wo papel importante ns de-
gradagdo  da celulose nativa & glicose e pode ser coneiderads Comno
um possivel fator limitante da velocidade de reagio, Durante a sa-
carificagio, a czlulose cristalina & atmcada por um sistema  mul-
tienzimético presente na maioria dos micrwrgaﬁiamma celulobtiticos
o & agﬁu libera celobiose como principal progduto gmluvel. final
gus & subsequentensnie Kidrolisado & glicose pelo componente enzi-
matico ﬁ ~glicosidase. Em muitos funaos, por exemplo, L. CEESEL .
relobiose  inibe tanto celobiohidrolase quanto sndoglucanase {Hel -
LIWECL | & BRIFFIM, 1973) assim & ﬁiwglicaﬁidage & importante na

regulagin da degradagio enrimatica da celulosa.

ROY et alii (1989), descreveram & imobilizagio de ﬁ -

glicosidase purificada de Mypeeliophbhors ternophbila D—~14,. & ensima

fri imobilizada em suporie de Sepharose ativads oom Prtr o fiwado
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por  ligagtes cruzadas no gel de poliacrilamida. O sistema mostrou
hoa  funcionalidade & gstabilidade. A enzima solthvel apresaniou
temperatura otima & HOOT enguanto a enzima imobilizada apresentou

temperatura Otima a 7080, mas o pH nos dois caseos foi 4.8.

HARERDAL et alii (1978), isclaram e estudaram as Eryimas

do sistema celulolitice do  actinomyoelo Thermoachinonyoes 5P

{Thernonospnra Spl. Inicialmente nostraram gue &% enzimas sxbracs-

lulares, OMCase g avicelase eram produridas simeltansamente com ©
crescinento ocelular. Mals tarde (HAGERDAL et alii, 1980) demons—
traram gue este organismo produzia exo & endawﬁSMQIuaanaﬁea Lo
moestaveis oue eramn fortemente inibidas por celobicose & Lambém
produzia wma ﬁ;“gliﬁﬁﬁidaﬁﬁ rermicamente instivel e ligada & pare-~

de celular.

& despeito do rendimento geralwente baixo de colulases
ewtracelulares das hactéarias, continua o intgresse pelas Dactérias

reluleliticas. AVBERINDS & BANG {(1980), relatarsm QU Clostridivm

theraocel lum, capaz  de converter celulose dirstamante a alonol,

produziy Oma grande quantidéde de celulases extracmlulareﬁx Uma
caracteristica relevante desta erizima foi sua forte adsorgio pelo
substrato. A/ cromatografia em coluna de Bio Bl FP-200 mostrou um
frdeo picm de proteins @ a eletroforesa FAGE deste pico  produziu
cinco  bandas discretas. 0 complero purificado tinha %.9% de car-
haidratos. NiXo houve conclusdo por parte dos auntores s& imto imndi-
rava glicoproteina estabilizando esta celulaéﬁ toranpstival ou ree-
pressntava celodextrinas fortemente ligadas ao sitic ativo da en-

= ma .



HAYASHIDA & YDBHIOES (1980z) relataram imolamentic =
identificacio de uma linhagem de fungo termtfilo & celulitico, ©

gqual eles classificaram Como HMumicola isolens YH-B. Nume série de

trém trabalhos estes auwtores descreveram as propriedades da prepa-
ragko envicdtice bruta e O Processo de purificaglio da avicelase
da CHMCase (HQYQSHIDQ- & YOSHIOES, 1980k), da ﬁ3mg1icuﬁida§e (Y5~
HIOES & HAYASHIDA, 1980), e também discorreram sobre a relagio da
parte glicesidica da proteina ChCase & Avicelsse com a eatabilida-
de  térmica e estabilidade a0 oH destas enzimas (HMAYLSHIDA & YOS~
HIOKA, 1980a). Nestes rrabalhos sles relataram gue o exiraio bruto
arzimAtico hidrolisava  Avicel, CHE @ papeleurﬁal a FOY, HARL e
Gy /AN rasﬁ@ctivamente, come glicose. AS ENZIMAS foram termoestiveis
& é%pemialmante & CMCase purificada foi altaments  termogstivel
erqﬁa reteve 45%% da atividade apos aguecimento a SOY9C por D ominwe
tos. O pH otimo e temperatura Atima de ambas enzimas foram 5,0 €
EGQC, respectivaments. H remogie da fragio rarboiderato da enzima,
contudn, refletiu em perda gignificativa da gatabilidade ém oH &
da metabilidade térmics das EnTimas. R ﬁ-ﬂglitmaiﬁaﬁe apés parifi-
cagiio apresentou pH Gtimo em 5,0, temperatura Otims & s500U0 8 o pee

oo molecular sstimado em anS-FAGE foi de 290,000 Da.

OURESHI et alii (1900}, iselaram 78 sspeécies de  Tungos
terméfilos 2 terapbtolerantes & partir de 274 amnatras obtidas de

diferentes regilies no Paguistiin. Destas, 19 foram celuloliticas.

MOREIRA et alii (19815, sctudaram o efeito de varios
carhoidratos na induglio @ repressio do sistena de celulases do ac-

tinomyceto ITheroonospord Sp. Glicose reprimiu fartemente a sintese’

de celulases. For outro lado celobigse, aviosl @ "solka flog® in—
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duziram altos niveiz de atividade em papel de filtro. Eles obser-
varam também gque o processo de induglo ara funglo ndo apenas  dx
maturera do material celuldsico usado mas também da sua concentras

g¥o indcial.

MIHSRA &t alii (1981), isclaram e classificaram o fungo

Fermefilo Humicols lanuninosa ¢ descreveram gue zle degradava sfi-

cientemente & celulose.

YOSHIOES et alii (19823, relataram a produsdo & purifi-

cagHo de um novo tipo de CHOase poyr uam furgo termdfilo ildentifica-

do  come Humicola grises var. thermoides YH-78. & linbagem tinha
side  isolada a partir de compostagesn e asxiblu uma alta atividade
CMCase oo filtrado quando cresced em melo de farelo de trige =
=000 por 4 dias,entratanto & atividade avicslase fol baiza. & por-
centagem de hidrolise de CHC pela enzima broata 2 S09C em 24 1t fol
de  A5Y%, Estes autores consideraram esta Chlase Como wn nova Lipo
de  enzima porgue ela fol adsorvida em avirel., A CHMCass sdsOrvida
em avicel foi purificada por cromatogra¥ia em coluna de DEAR-Sep-
hadexr A-50 & filtraches em géls de Bephades G100 @ 200, a CHMCa—-

ze pura teve pH Gtimo & 5,0 & temperatura Gtima a SOVL,

T oHAVES (1982), em trabalho realizado na UFY-piG, isolaow a
partic de compostagem, wm microrganismo termafilo capaz dg cresuer
=3} meluloéa microcristalina. @ avtora realizou estudas de caracte—
rizaglo fTisioloOgioa do mesmo e o classificou como Humicols sp. Es—
te  mesmo microrganismo fol usado por ARADID et alii (L983) em es-

tudo das propriedades da B -glivosidase extracelular e da ligada & .

parede celular. O fungo produziu guatro vezes mals B ~glicosidass
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extracelular gue o L. reesgi OM 7414 e apresentou gignificativa

termoostabilidade .«

fepergillus funigatus & um Organismo Ccomum en comnpostos
de varios tipos g um grande niamern de relatos de celulsses der 1i—
nhagers mestfilas i& foram divulgados. Recentessnte aurgiram. s
hlicaghes sobre linhagens tersofilas capazes de produzic  grands
varisdade de celulases de acordo com o tipo de substrato celulési-
ro fornecido (STEWART & HEPTINSTALL, 1988). 0 organismac & conrfwoi-
doy como bom produtor de xilanases 8 da}gwglicmﬁida593 nests ponto
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HAYADHIDA & MO (1986), estudaram & produgdo o caracteri-
zagMo  de uma endoglucanass gue desintegrou avicel, produsida por

um  mutants (protease-negativa) de Humigola grisea var. thermoides

YH-78. [ peso molecular desta enzima foi 12 000 Da. For ontra las
do, um putro mutante (Frotexse—-positivol produzid uma engog lucana-
se com peso solectlar de &3,000 Da, que nAo hidrolisow avicel. Es-
tes adhores pFQQUﬁaram'que as endoglucanasess podian ser divididas
em dois grupops: as gque degradam avicel & aguelas que nlo degradam

avicel .

. WOITCZAY et alil (1787}, rizalizaram um estudo comperati-
ver  da termosstabilidede de celulasss de sois fungos tarnofilos =
wn mescfilo. Ds fungos termdfilos usados foram os seguintes: Ihis-

javia terrestris 255E, Thielavia terrestris %30, Aspergillus ker-

reus Thom. 30446, ThermoasCus aurantiacus 235E, Thermoascunsg agran~

tiacue 230F e My oelinphthora fergasy 2640, 0 fungo mepstfile foi o

Trichoderna harcisnum B 58. Os autores consideraram  as linhagens
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rermetilas  ocomo  autdnticeas, pols smostraram temperatura Otima  de
cresscimpnto entre 4590 g 50°C & pouco ou nenhumn crescimento ooor-
reu em tenperaturas menores gque 2090, FPor putro lado, a  linhagem
mestfila, cresced bem a 209C, com crescimento 6tioo occorrendo A
2800, e nenbum  crescimento fol notado a temperaturas  acima  de
=500, De resultados mostraram OQUe apesar da #&lta temperatura de
rrescimento dos  terméfilos, nem todos apresentaram  temperalturas
Stimas multo mailores gque a do.fumgm mestfilo. An enzimas testadas
foram sndoglucanase, ﬁ~gliam51daﬁe & atividade de papel de filtro.

Dentre oz terméfilos a linhagem d& maior temperatura Stima e ter-

mosetabilidade enzimatica foi a I, awrantiscus RITHE, engquanto A,

terreus SU4A apresentou as nennres temperaturas. Em  incubagies
prolongadas  (mais de 74k} as linbagens termdfilas desonsiraras wm

maicr potencial hidrolitico em fungio da maior termoestabilidade

dos componentes do sistema de celulZEes.

MONTI, ®. (1989) estudon uma CEps de  fungo  termofilo
originalments isolado de compastagen na UFY-MG e reisclade no la-

boratério da FFOLRP - USF. Eote fTungo foil identifiaadm-cmma Huged

rola  grissa var. thermoidea RF - 17 . D estudos de produgdo e ra-
gulagin das enzimas do complexo celulelitico e xilanolitico mos-
rraram  oue em seio definido, o fosfato inibia a produgdo 2 & 2 se-
cregio das enzinas ertraceinlarss. Extrato de levedura estimulou a
produgio  da enzina em meio liguido com agitagdo e glicose afetow
drasticamentae & produgio destas ernTimas. A linhagem produsiv alta
atividade da xilanass que foi posteriormente purificada (FMONTI el
@lil i921). Oe autores propuseran gue f enzima extracelular  tém

comportamento diferente da enzima micelial.



BOY et alii (1990}, descreveram a purificagi®o e proprie-

dades de uma endoglucanase extracelular a partiv de Myceliopbtors

theraophila D-14. & enzima foi purificada em duas etapas de croma-
tografias &% coluna de DEAE-Sephadex A-50 consecutivas. A enzima
foi purificada 1%,8 vezss e foi momogénsa gm SDE-FAGE. O pH & tes
peratura 6Gtims de atividade foram 4,8 e A58, respectivamente. A
enzima foi inibida por Hgtt, Fett, Mg™t, Cu*t e NHgT e tawbém por

EDTA, sugerindo estrutura de metaloenzima para esta proteina.



e

e

MO TERIOLE B MMETOLDOS

3.1, MATERIALD

S)‘j;ﬂll

EQUTFAMENTOS

- Camara Dlim&tica, modelo 3446 - FANEM .

- Eutufas bacteriolégicas, FANEM.

- Egpgotrofotimeteo PerkinwElmar, duplo felxe.

-~ Bapectrofotonetro Colamar, modelo 293

- Ranhos de &gus Com taeaperatura controlada, FANEM.

~ fFotenciometro Digimed.

- Centrifuga refrigerade Beckman, modelo J-21R

—~ Coletor de fraghes Buchler, modelo Fractomaeter Alpha

- Cromatograto  liguido de alta pressic (HFLLD), marca
Lers. |

- fparelho micro-conpacto pars eletroforess com cuba

te pleébtrica.

200,

e

Tow -

~ Ramba  de vacuo ligada & Litaseato com Tunil E- adaptados

para filtragio.

REAGBENTER

Al

Tados oe reagentes foram de graud de pureza analitica de-

seiavel B SUas Origens s indicadas guando citados pela primelva

wirr nos btexrtos.

Merok

deo—oe

s ingredientes dos meins de cultura foram das marcas

Nifon oul Biphras & as formulagles foram preparadas manter—.

GEMpre &% MESMas Marcas dos ingredientes usadns.
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3.3.353. MEIOS DE CULTURA FaRa 6 PRODUCHO DB EMIIMASB

Gele3.1 WJMelo DOlido (M-1)

0 mein sblido fol preparsdo misturando-se farelo de tei-
go com Agus destileds na proporgdio de 131, seguido de bonogenoiza~
EEO marual. ﬁara cada 204 do meio era wbtilizado um frascoo Erlenmne-
vers de 500ml. &p&s esterilizag®o a 12000 pore 19 minutos os fras-
cos eram inoculados com uma suspensi3o de conidios (107 celulas/ml)
g incubados & B00U0 por 4 dias para & produgZo rotinsira de enzima

ou por tempos varlaedos conforme nN2oessario.

Z.1.3.2. Meio Liguido (M-2) Ref. MANDELS & STERNBERG (19784)

(BHAY S0, s v v ns errnexnas Uyldyg
EHaP0a voencnnn M w e ke 0, 204

Calllo sevennnvacnsconsrunsas Q059
MaBOa.7H20 (anw i snncvna 0,020
FERiona ccewanensnananwensn Qg;ﬁg
Solugio de sals minegrals . 1,00ml
Tuen BO woveonnnerwaraness 0,10ml
Ured seavesvaanes R & I 4 Yo
Carbone® .o uvocaasrsanenn 1,00
Agua destilada gsp ... 100,00m)l

pH 5 a2 &

¥ wilano ou celulose



Solugio de 8ails Minerais {(A)

Fedly .. 7Ha0 .
M8 S0 .
InS0s.7Ho0 o

Coli “u 6‘3H:2Q -

Agua destilada gsp

F]

%.1.3.3. Meio Liguido (M-3) Ref.

SHAMAL.A

Farelo de trigo

Craselind «. o
KHFOg reess
(NHz) 280, ..
Callo.H20 .

MgB04 . 7H:0

I EE e munmeassn

Solucio de sais miner

"

-

S, Omg
I o Qg
14, Gmg

20, Omg

o 10D, 0md

-

Carbmnm*....,‘...,,.

fAgus destilada gsp

pd 5.5

¥ celulose ol

wilano

41

& BREEEANTIAH {(1984)

LI I A i’ot:}g

e 0,730
weww 1,509
s e ws 0,304
e xw e L,030
ewnw U, 005G

- o oW {:}!‘(:}3{;3

&iB .. 02,10ml

v we 2,500

. 100,00m)



Solucio de Sais Minerais (B}

FeSla.7H0 .. ieecvuaae 3,00mg
MnSOa.7H-0 wocvuivanaen 1,60mg
InB0a . Ho0 cvvwsravunws J2,34mQ
CollobHnl suuvianewnnas 2,00mg

Apua destilada gsp o L000,00ml

Z.1.3.4. Meio Liguido (M-4) Ref. MURAD et alii (1979)

NalhlOz avvvavasncnansannns paraveaaas 1,00
FHoPOs asseavvees B
MgSls . 7HH0 o ewnnn P 4 2«
Carbmnmﬁ.‘,........3...... ..... cenw 1,00

Extrato de farelo de trigo*¥ gsp. 100,0m1

pH .6
¥ silanc ou celulose

¥* 0 extrato de farelo de trigo foi  preparvado
dissolvendo-se 10g de farelo de trigo em 100ml de MU destilada.
fAuaueceu-se  a mistura a 12090 por 10 sinutos e apts, ez oo filtra—

A,

gdo com papel de filtro Whatman rel & presslio atmosférica.



ol 5.8, Meio Liguido {(M-5%) Ref. WOITCIAK et aliili (1987)

Feplona wusvruxncwvunneax 2,100
Ertrato de levedura .(.... 0,200
MagS04.7H20 v nananea . 0,02q
Cérbaﬁm* ...... R I 414 L
CalClo.2HL0 saersaanaranan 0,010

Bgua destilads gsp .. 100, GOml

»
®

pH 4.3
¥ wilano ou celulose
F3.1.3.46. Leowian's fAgar

MaltOse waevevvunancaanns 0,609
Extrato de malte o....... 0,600
Extrato de levedura ..... 0, 50
FHoPOg aeneennenvunwsanen Oylldg
FEPEOMa wuvesansnansarens 2,104
MaSi0q.7HoD ws e enearnans 0,06
B8 s e mens v eeaan censunn 2y
figua destilada gsp ...« 100,00Gml

pH 6,8

T.i.3.7. PRA  {Batata Dextrose Agar) — Bicobras, preparado conforme

recomendacio do fabricante.

3,1.3.8. Crapek’'s Agar — Difco, preparado conforme recomendagio doo

fabricante.



.1.3.%. Corn Meal Agar ~ DRifco, preparade conforme  recomnendagio

de fabricante.

E.1.3.10. Malt Extract Agar ~ Difco, preparado conforme recomenda~

oo do fabricante.

3.1.4. MICRORGCANTSMO

0 microrganismo usado na realizagdo deste trabalho  foi
obtido por seles¥o natural oo laborat6rio de Bioguimics de &1 imen-—
tos do  Departamento de Ciencia de Alimentos da FEA, onde também
fmi  classificade coms uma linhagem terméfila do fungo Humicols =p
179-5 conforme método de selesgio e classificaglio descritos poste—

riormente no item %3.2.1 da segio de sadtodos. A cultura foi mantida

am tubos de PDA inclinado a %% com repiques de 1% em 10 dias.
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.2, METORDS
T.2.1. SELECRO E ISOLAMENTO DD MICROGANISHMO TERMOFILG
FT.2.1.1. Pré-Selegdo dos Migrorganismos

& eseolha do microrganises para & realizagio deste ira“
halho ocorrew por selegdo natural no laboratirico a partiv de cols-
tas no campo de amnostras de solos, residuos agricolas, .cumpmﬁtaw
gens, madeiras deterioradas, etc, As amostras foram originadas de
ditferentes regides do Brasil como 588o Faulo, Minas Gerais, Farand,
Matn Brosso e Amaronas. #As amostras {033 & 1,0 g) feoram inoculadas
e tubos  contendo 10 ml de meio de enriguecimsnto de  MANDELE e
STERNBERD (19?5}, onde & fonte de carbono era papsl de filtro
Wfatman n2 1 (1,0 cm por 1O om). e ihﬁubadae a SOV por 10 dias.
O tubos ﬁnde poorrey degradagdo da parte submersa das fitas de
papsl de filtro, foram recolibidos @ oS meics de cultura, apds di-
luicko adeguada em &dgue destilada e esterilizada, Toram incoul ados
por superficie em placas de fgar-Dextrose~batata (FLA) esltéril e
incubadas a SOOC por atd uma ssmana. As cplinias gue desenvolveran

foram transferidas para tubos de FDA inclinado esteril.
E,2.1.72. Selesdo do Microrganlismd

s  linhagens pré-selecionadas e isoladas foram Lnocuia—
dae em frascos de 128%ml contendo 20 ml do meio de MANDELS & STERN-
BERG (197&}! suplenentade com 1% de xdilano em pH e incubados 4

5000 com agitagdo & 120 rpm por D dias. apbs a incubagin o meio de-

crescimento  foi centrifugado a 10,000 rpm por 10 minutos e o so-
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prenadante  fol utilirzado parsa medir s atividade extracelular de
silenase, CMCase, Avicelase e P -~glicosideze. Por outro lado, tem-
bem  foi testada a atividade enzimatice nos extratos do cultivo em
meio s6lido dos fungos gue nag cresceran bem no referido agio 1i-

quido.

AL.2.%. PRODUSAD DE EMIIMaA FOR FERMENTACHO EM MEIQD S6LIDO

A produgdEc de enzima por fermentagio sélida foli realiza~
da  usando a linhagem do slcrorganisqo isclado gue prodaziuv mailor

atividade de milanase.

0 mein sdlido fol preparads e ippculado como descrito no
item 2.1.%.1. 2 aphs o periodo de incobagdo, 100m] de Agua desti-
lada foram adicionadas aos fraacmﬁ.ﬁara extrago da snzima durante
i a P horas seguido de filtraglio sob pressio atmostérica em papel
de  Filtro Whatmam g L. A& culturs filtrade foli vasda como sxbtrato

livre de células.
F.PL.E. PRODUGCHD DA ENMZIMA FOR FERMENTALAD SUBMERDSH

.ﬁ lirnthagem sklecionada foli inoculada em frascos Erlenme-
vers de 250 ml contendo 90 @l dos melos de cultura liguidos, como
descrito nos itens 3.1.3.2. & F3.1.3.0. Os frascos foram incubados
sob anitagio de 120 rpm oa SO0 por até 10 dias. Apds o periodo de
incuhagio os meios forem filtrados em papsl de filtro sob pressio
negativa utilizando bomba de vécup. O micélic foi lavado com 3 vo- o

lumes de anua destilade e colocado para secar sm estufa a 108°C
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ateé entabilizecdo do peso pare determinagidco do peso ssco. 0D fi)-~

trado foli usedo como extrato livree de células.
F.2.4. DETERMINALGEG DE AQUCARES REDUTORESR

6 dosagen dos agbhcares redutores fol realizads pelo ods-
todo do DHNS (3 ,5-4cido dinitrosalicilico) como proposto por MILLER

{1959 .
TR PRINCIFIOS DA ACAD ENZIMATICA,

fAs encimas ﬁvicélage, CHCase & Endodilanase atuam aobre
seus respectivos substratos avicel, CHMC e xilano, hidrolisando os
o conseguentemsnte liberando substdncias redutoras. As reaglies po-
dem ser monitoradas por ensaios de guantificagio de aglhoares redu-
bores 0u viscosimetricamente pela redugdo no comprimento das mola-s
rutas  do substrato. Meste trabalho empregou-se o método de MILLER

(195%71 de dosaaems de aglcares redutores.

88 BPnZIHAS ﬁgmglicogidaseg ﬁ -uilosidase o arabihﬂfmraw
rosidase atuam sobre ssue respectivos substratos sintéticos P -pi-
trofenil~ ﬁ3~ﬁ~glicmaidim (BPMPE), P -nitrofenil—-g -D-nilopiranosi-
geo  (PNPX) & P ~nitrofenil-o(-L-arabinofuranosiden (FNFA), libe-
rando para-nitrofenol como wn dos produtos da reag¥o. O nitrofencl
progu? umé cor amarela intensa em solugio alcalina acima de pH 8,0

¢ pode ser guantitativamente medido a 420nm.
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B.2.8. DETERMINADH: DAS ATIVIDADED ENZIMATICLS
Z.2.6.1. Atividade de Xilanase

A mistura da reagéo fol composta por O.iml da enzima,
canvenientemente diluwida, mais O.%9ml de uma solugdo 1% de xilano
{tarchwacd =vlan, Bigma £0.) em tamp3o acetato O,1M 2 pH 5.0, A
snluglic do substrato foi pré-incubada a &0YC por 8 minutos  para
esquilibrar a temperatura e a solug¥o enzimdtica adicionada no 6o~
manto  exato  gque s2 iniclava a contagem de tempo,. fo final de 1O
mirnutos com agitesdo, & reagip fol interrompida pels adigdo de iml
da  solugio de DNS. A substincia redutora formada foi detersinada,

a partir de curva padriio de xilossa.
3.2.4.2. Atividade de ChMlase

A atividade de CHMCase foi determinada por procedimento
identicn ao de atividade de xilanass, exceto gue o substrato wuti-

lizado foi carboximetilepluleose (OMO), Hercules, tipo JHIGF.

td

3.7.6.3, Atividade de Avicelase

A atividade de avicelase foi detsrminada por procadimen-

tor  identico ao de atividade de wilanase, exceto que o substrato

utilizado foi avicel {(Sigma Co.jd.
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I.2 6.4, Atividade de ﬁ ~wilosidase

A mistura de reaglico fol composta de O,1lml da enzima,
convenientemente diluida, mais 0,%ml de uma scolugdo ImM de  peni-
trufenilmﬁ ~Dewilopiranosidec {Sigma Co.) em tamp¥o acetato de s6—
dio 0,11 2 pH 8.0, A soluglo do substrato era incubada a &0 por
% minutos para eguilibrar a temperatura € & soluglo enzimatics
adicionada no momernto exato gue se inlclava a contagem do tempo de
reagiio. Ao final de 10 mitutos & reagdo era interromplda pela adi-
glo de 6ml de soluglo de NaOH 0 iM. @ p-nitrofenel liberado  foi
determinado espectrofotometricamente em 420 nm, A atividade enzi-
matica foi determinads a partir de curva padrio de  p-nitrofenol

(Sigma o.}.
3.2.6.5. Atividade de F —glicosidase

8 atividade de 8 ~glicasidase foi deterninada por proce-
dimento idéntico a&o de atividade de g -wilosidase, exceto gus o
snuhatrato utilizedo foi pmﬁitruf&nilmﬁwﬁwg1iampi?ana§idem (Higma

HIN W N
L. b6, fAtividade de ol-glicozidase

6 atividade de ol -glicosidase fol determinado por pro-
cedimento idéntico ap da atividade de _ﬁ ~xilosidase, exosio gue o

substrato wutilizaedo fol P -nitrofenil-oK -D-glicopiranosidec (kooh

~ Lioht Lab.)
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w2 AT, Atividade de Arabpincfuranosidase

p atividade de arabinofuranosidase fol determinada  por
procedimento  idéntico ao de atividade ﬁ —Hilosidase,;, excetn gue ©
gubstrato wtilizado foi p—nitraf&ni1wc%wLwarahinmfuraﬁOQiﬂ@m {Sig-

ma Loj.
3.2;?, UNIDADE DE ATIVIDADE ENZIRATICA

Uma unidade da respectiva atividade enzimatica fol detfi-
nida como & gquantidade de enzima pecessiria para liberar 1/Wmo1 i
wilose ou glicose ou p~nitrofenol por sinuto sob as condigles ps-

dronizadas.
T, 9.8, CONCENTRADAD D& ENZIIMA BRUTA

Apts  obtenglic do extfatn livre de células, o mezmo  Tol
resfriado em banho de gelo. Em seguida adicignoun-se etanol (-1890)
ate  70% de saturagdo (v/V) e & miztura foi deixada em repouss por
uma noite a 590, O precipitada foi obtido, primeiramente por i fo-
nagko da maior parte do 5uhreﬁadant@ limpido e depois por centri-
fugacin refrigerada (589C) a &.000rpm pér 5 minutos. 0 precipitado
vimido tptai foi espalbado sobre uma plada de vidro e delxado secar
sob  ventilag¥o em sala climatizada a 219C. O precipitado seco foil
enletado @  transferido para almofariz onde foi totalmente moido
até obtengdo de um pod fing, © gual foi usado para &studmﬁ‘da ene i

me biruta.



Z,7.9. PURIFICARED DU SISTEMA DE XILANASDES
F.R.R.1. Frodug3o da Enzima

A @nzima“fai ohtida de wn calde de fermentagdo aem  melo
shlide de farelo de trigo. O processo de obtenglo deste caldo foi
iniciads inoculando-se s esporos do Humicols sp 1790 em 20 fras-—
cos Erlenmeyers de 500 ml contendo 20 g do melo aflido. O frazcos
foram incubados  a 5000 durante 4 dias e em swuiida a encimse  Tol
evtraida com 100 ml de agua destilads por frasco, durante ums hors
intercalando-ge periodos de repouse e agitagido suave, 0 material

insolovel foi separado por filtracldo em papel de Filtro & o fil-

trada livre de células foi usado no OroccRsSS0 doe purificacio.
%.2.9.2. Frecipitagiio con Etanol

Os  meios de cultura filtrados forsm reunidos num Gnioo
recipisnte dando um volume de 1,500 ml, gue fol resfriado s banho
de gelo até 490 e, em seguldsa fri adicicnado alcoonl etlilico F.hA.
(~-1890)Y  atée 704 YV, Este mistura permaneceun @n Fepousn durants a

naite em kanho de gelo gue fol acondicionado em pgeladaira.

O precipitade formado foi separado por centrifugagdo e
1infilizadn. O  precipitado slcoclico seco foi, entdo, triturado
obtendo-se ap final, um po Tinp, que foi enpregado nas etapas  de

purificag¥o subsequentes.
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Varios procedimentos  tentativoeos de purificagaa foram
testados  por nds. Finalmente un processo apresentou bom resul tado

e fol usado com sucesso na purificagdo das dilanases.
3.2,.9.3. Cromatogratia sm DEAE-Sephadex A-30

Dois gramss do precipitado obtido ne sub-item antarior,
foram dissolvidas go 20 ml do tampiio scetato 0,80 pH 3,0 & centri-
fugado & 10.000 rpm por 10 sinutos. L5 ml desta  solugdso, Foeam
submetidaz & cromatografia de troga idmnica em caiuna contendo &
reaina de DEAE-sephadsy A-50 (2,0 x 56 cm) equilibrada com tampo
agetato ©,08 M pH 5,0. A colupa Tol primeiramente eluids .Eam&nt&
com o tamplo (350 ml) & depois com O tamp¥o 2 solugdo salina 1 M.
N sistema foi montade para prosmover um gradiente linegar crescenie
de concentragdo salina na soluglo do tampo de eluiclo da coluna.
Fata operagdce tinha a finalidade de eluir primgiraments as protel-
nas  RAD absorvidas (com cargas slétricas negativas dguals A& rasi-
na), @ apbs o gradiente de concentracio walina, promover a slulgalo
das proteinas absorvidas de cargas sléetricas contrédrias & resina
(BCOPES,  1988). Fraglies de 5,5 ml foram corletadas por tubo {(cole-

tor Buchler modelo Alpha 2003, O fluxo fel de 5,3 el/20 minutos.

0 perfil de sluiglo de proteinas fol acompanhado a 280nm

Cem um aparelho espectrofotisstro, Farkin-Elmeyr de duplo felie.

A atividade de xilanase fol medida nas fraghbes eluldas
g, o8 acordo com os picos de atividades, cada conjunto de fragbes
foi juntado e dializado Contra agua destilada e aplicads & colunma

i CH~-SBephadex.

h
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2 A, Cromatografia em CP-Sephadex C-50

Gpbs a slulglo em DEAE-Bephadexr A-5D, cada conjunto  de
fragies Jjuntadas foram dializadas & aplicadas & coluna de LA~
Gaphadex 0~5%0. A colune fol tratada, equilibradsa e eluids de for-

ma  idéntica ao procedimento descrito para a coluna de DEAE-BSepha-

4

dex 6-50 (iftem 3.2.9.7).

%.2.10. GNALIBE DO PADRBO DE ARHO ENZIMATICA

Dois tipos de xilanos foram usados pars este epnsalo, i
lann Larchwood & xilaro Dat Spelt (arabinowilano), ambos da marcs
Gigma. 0O xilano Larchwood fol purificado até obtsr xilano puro,
sem ramitficagtes laterais e com apenas ligacfies ﬁ?wig4 cong des-
crito por TAELZ & HONIGMAN (19763, O dilano Dat Spelit ndn foi puri-

ficado.

hs  fraglss obtidas apés a purificaesde foram analisadas
auanto ac tipo de ag¥o hidrolitica {exo ou endo) & partir de  wuma
mistura de reagfo constituide de 0,9 ml de Emlu;&m'ix deg  xilang
(purificaﬂm‘ o R3G) em tampdo acetalto 0,1 erSFQ e .1 ml da wi-
lanase ﬁ@,ﬁ U/ml). & mistura foi incubada & 4070 por 1 hora  sob
agitagio, em seguida inativou-se & enzima par agueciments & 100W0
por 10 sminutos. Os hidrolisados foram analissdos por cromatogratia
em papel descendente 8 por HELD,. Ambstras auténticas de D-nilose,
wilobhiose, L-srabinosse e glicose foram ubtidas de Sigma Co. @ xi-
lotrisss @ xwilotetracss foram preparadas como gescrito por LEE et .

alii (1987},

Y
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3.2.10.1. Cromatografia em papel

O produtos da bidrolise foram analisadoe pela m&todo de
cromatografia descendente, bazeado no procedimento de TREVELYON et
alii (19907, usando acetate de etila-isopropanol-agus (&asZ:ly) co-
mo sistema de sglvente de corridas e nitrato de prata—-NalOH aleooli-

co para revelagdo das manchas.
E.RA002.0 HPLG

e produtes de hidrélise, também foram identificados por
HPLE  (cromatografia liguida de alia pressio). lﬂ/@l das amostiras
midrolisadas foram aplicadas ao cromatografo Waters, composto  de
bomba  modelo 6000 A, injetor V&K, detector de indice de refragiio
F-401, integrador HPYX 87F de 7,8 A00me {(Rirady. As amostras fo-
ram  eluidas com &oua & B8PL e var¥o de Iml/min. fe amogshras foram
identificadas, através do tempo de retengido, por comparagdo  Oomn

padriies de xilose, nil{:bioéeF wilotriose @ arabinose.
T.2.11. DETERMIMAGHO DO PESD MOLECULAR

ApGs & purificagiin cada uma das grzimas teve zeu  LEBOD

melecular determirads por dois m&todos:
F.7.11.1,. Cromatografia em Coluna de Sephadex B-200

A filtraclo em coluna da gel de Sephadex BZOO0 {Fharmacia
Eime Chemicals Inc.), foi realizada conforme matodologia de Al -

DREWS (196%). Foram ubilizados como padriies albumina de s0ro bowi-
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ne (P A7.000 Da), albuminag do oveo (PM AZ.000 Da) e Lisozima {
14.000 Dal. A coluna (2,0 ¢ 100 cm) fol equilibrada e eluida  Ccim
tampio Tris-HCl 0,050 & pH 7,0, As enzimasg purificadas e 1imfiii~
sadas  foram dissolvidas em pegueno volume do tampio de elulgdo =
aplicadas & coluna. 0 fluxo foi regulado para 14 miZh. O coletor
fmi ajustada  para mudar s tubos a cada 19 minutos. 0O volune do
elusnte pnr‘tubn foi dHe 4 ml. Dextrana azul 2,000 fol usada para

determinar o volume morto.
o1l .7. Eletroforese SDE-PABE

BEletroforese en gel de poliacrilemida — Dodecil Sulfato
de g&diﬁ (8D - PAGE, Pharmscia Fine Chemicals Inc.), foi realiza-
da conforme método de WERER & DERORN (196%Y) e procedimento  deli-
neado por GUERRA & FARK (19731, usando kit de calibrag¥o para ele-

troforese para determineg#o de peso molecular da Fharmacia LEB.
T.2L11.2.0 . Freparo des amostras de proteinas para eletroforese

fAs  wilanases (X—1, ¥-I1l & X~I1I) eluidas da cml@na che
CM-Sephadex C-50 foram dialisadas comtra Agus destilsda durante 12
horas  a  AYSC,  Apes didlise, as amostras foram liofilizadas. A3
anustras iiafilizadaa, bem come a mistura de proteinas padries fo-
ram incubadas & 10000 por % minutos em tanpio fosfaio O.01M,  pH

7.0, contendo 2,94 8DS & T4 de ﬁ ~mercaphoatansl.



T.T.11.2.2. Proteinas Padro (Fharmacia) usadas na Eletroforese

F.M. {(Ba)

Fmﬁfuriléﬁe B 740000
Albumine de spro bhovino &7 00
Ovoalbuuning 473 . 000
Anidrase carbdnica F0 L, 000
Inibidor de tripsina 20,1060
o{~-Jlactoaltbunina 14, 400

2.2 11.2.3. Preparo do Gel e desenvolvimento da esletroforase

Fara obter gal dé poliacrilamida 104, 22,20 de awrilami-
da e 0,6g de metilenobisacrilanida foram dimsolvidas 8m agua Dara
dar 1ﬁ5m1. 1 tampio do gel consistiu de 7 .8g RaHafly . Hal, 38,4609
NaohFly . 7Ho0 & 2g de SDE em 1.000ml de sgua. 10 mi dm_tampﬁm tw)
nel  foram misturados com 13,5 ml da solugho de acrilamiﬁag.lgﬁ ml
de solugito de persul fato (15 mg/mi) & 0,045 ml dee NyH N W —tetras
metiletilenodiaming, imediatamente foi colocado na placa do gal.
Sntes gue o gel endurecesse, URa gota de sgua Tol eapalhads no to-
po  ds solugHo. Apls a pmlimeri:agﬁm do gel, a égua fol succionada
& l@/wl das ampstras de proteinas Toram aplivadas ao gel. U tampEn
do gel'fai diluide 131 com dgua & usado para grcher on dois  come-
partimentos do apar&lhm de elstroforgse. A eletroforess s desen—
volveu sob  corrente constante de 3 ma/tubo por 1a horas. ADGEs &
corrida, o gel fol removido da placa & G seud comprimente g oa dis—
rancia perooreids pelo corante foram medidas. 0 gel foi fizado em

Tee  50% durante a noite e corade por 2 horas em azul de Dogmassie
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0,28% em TCAH 20Y e descorado com dcido acégtivo-metanol~agua (lil:é

viv/v). £ mebilidade da proteina fol determinada pels Tormula

Hobilidade =  Dicténcia de migrscdp de proteina i cogprimento anies de corar
gogprisento de gel apbs descurasents ¥ distanciz de migragio do corante

s mobilidades foren plotadas contra os pesos moleculas

res das proteinas padriies expressos of encala logaritmica.
E.2.12, DETERMINALED GUANTITATIVA DE PﬁQTEENQQ

A determinag¥o de proteinas fol realizada peln método
colorianétrico de LOWRY et al {1251}, utilizando albumina de soro

boving comn padriEo.
%, 2. 1%, DARGCTERIZADAD FISICO-QUIMICA Dag ENZIMAD
%, 2. 17,1, Efeito do pH na atividade snuzimatica
0 efeite do pH sobre a atividade enrimatica foi determi-
nado incubando-se a enzima obtida am snlughes tampio de diferentes
valores de pH (2,0 a 10,0} contendo o seu respective substrato.
. 0w ensaios de atividade faram realizados a &0P0 por 1D

minutos, € prosseguiu conforme condighes definidas anteriormente,

a partir do item 3.8.6.



T.ELAT 2, Efeito da Temperatura na atividade snzimatica

0 efeito da temperatuwra scbre as atividade enzimatics
tei determinade incubando-ss a enzima em soluslies de sews respec—
tivos substratos, preparados em tamplo acetato 0,1M pH 3,0, am di-
farerntes tesparaturss  por 10 sinotos, conforme condigies de  en-

saios enzimaticos definidas anteriormente a partir do dtem 3.2.546.

LZ013.%, Efeito do pH na estebilidade da atividade enzimatica

0 efeito dq pH sobre & enzima foil determinadoe iocubando-
me A Bnrime, sem o seun substrato, em soluglss a diferentes valores
de pH. O tratamento fol de 24 horas a temperaturs amnbiente. A ati-
vidade enzimética residual, apbs o tratamento, fol medida incuban-—
do-se a ensima tratada em soluglo teopdo acetate 0.1 & pH 5,0
contendo o sew razp&ctivw substrato., A atividade foi determinada &
LHOOT por 10 mingtos, conforme condiglies difinidas anteriormente &

partir do item 3.2.6.

.o 1.4, Efeito da Temperatura na sstabilidade da atividade enzi-

matbica

\\Q efeitn da temperatura sobre a enzima, fol determinado
dissmlvendo-se a enzima, sen o sed substrato, ea solugio tampdEo
acetato 0,1M pH 5,0 @ incubando-se a varias temperaturas. Apos &0
minutos de incubagio a atividade residusal foil medida incubando-se
& enzima tratada, em soluglo tamplo scetato O,1M pH 5.0 ronforme

condighes definidas anterioreente s partiv do item 3.2.46.



w2014, DETERMINAGHD DAS CURVAS DE MIDEOLIGE DOS SUBSTRATOS CELU-~

LOSICOS B HEMICELULOSICOS

A mistura de reagifc contendo ig do subztrato {(¢ilano
Larchwood oud arabhinoditant  ou CMC) em 90 ml do  tampdo acetatno
o.M, pH 5,0 & 10ml da solugHo enzimética {0.5% U/ml) foi incubada
a varias temperaturas. Em intervalos de tempos definidos foram re-
tiradas aligupitas & o aumento dos Qrupos redutores produzidos fol
determinado pelo amtodo de DNE. A taxa de hidré&lise (4) foi caloue
tada a partir da relag¥o entre a nuantidade de grupos redutores
produzidos com a enzima, e & guantidade de grupos redutores e radi
»idos  apbs  hidrdlise dcida. Mas condigBes do  pressnte trabalho
{HaG04 1IN 2 cbuligio por 30 minutos) a hidralise dcida dos  subs-

tratos foi total {(100%W).

% 2,15, DETERMIMNALED DO EFEITO DE [ONS METALIDUOE § SUBRSTANCLIAS

QUIMICAS SOBRE A& ATIVIDADE DAS A ILARNSSED

0 efeito de ions, na fTorma de sais, sobre a  atividade
das silanases purificadas foi estudmdio  juntando-se o Hals & s0-
lugto de substro de fTorma que & mistura final dsg rﬁé;&a EDCEBET™
tasse & seguinte proporgdo de reagentes: 9,%ml de substrato 14,
mais 1 » 16"3 M o O.lml de enzima (0,5 U}, O inibidor indoscela—
mida foi usado de forma idéntics. A2 misturas foram incubasdas por
10 minutos a &OPC e as atividade determinadas conforme descrito no
item S.72.6. s atividedes Toram comparadas ao cmmtru}ag cuia ati-
vidade Joi medida na austnoia de sals oo inibidores @ o regultaf

dos expressos em porcentagem de atividade relativa.
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(s seguintes sxis foram usados: Calllo, ZInlla, HgClo,
KOl Balln, MBO4.T7HL0, AgNDz, CuSU4. 0HA0, Fells, oHal, Colln.éH-0,

EDTAR & Mnlle. M0
Fo2.16. TRATAMENTO ENZIMATICO DA POLFA DE EUCALIFTO.

A polpa de sucalipito obtida por processce Kraftt, fol pre-
paratda  para fTabricagdo de papel pela Champion papel & celulose
Ltd. Mogi-Guagu, 5P, SuspensBes a 1,054 {(hbaze seca) desta polpa em
tampio acetato pH 5,0, foram tratados com solugles contendo § uni-
dades  de atividade enzimdtica (precipitado etanalico, silanase I,
wilanase TI e wmilanase 111} e incubadas a 3090 por 19 horas sem
agltagdo. & polpa foi separada do sobrenadante & lavada com  agua
destilada por filtragio em papel de filtro Whatmaen ne 1. Oz produ-
tos  soluvels no sobrenadante foram determinados por cromatogratia
an papel. A viscosidade das polpes tratadas enzimaticasmente fol
avaliada determinando-~se a viscosidade de solughes de polpa a 0,3%
neando~se etilenodiaminocdprico ¢,3%1 como solvente, come descrito
am TAPF {(Technical Gssescocisation of Falp an Eulﬁ Industeryd T-2L0
OM~E87,. & alvura das polpas tratedas ensimaticamgnte fol medida por

refragio direcional & 457 nm como descrita em TAFF T-452 OM-87,

&Q



3 . FRESGLIL.TAaIFIE & DX siliissmcgd
4.1. ISOLAMENTO

£ linbhagen do microrganisms teradTilo wtilizedo na rea-
tizagio deste trabalho fol isolado a partirc de 447 smostras de ma-
tariais coletados no campo. As amostras foram incubadas no meilo des
seleclo 2 aguelas gue degradaram & parte subnersa do papel de Til-
tro  apGs incubaelo de 10 dias a HOY0C foram plagueadas e incubadas
a SOUC. For este método 199 linhagens de funges & 280 linhagens de
hactérias foram isoladas & testadas conforme procedimento do item

3!‘2’1!

Uma linhagem de fungo termGfilo com excepoional ativida-
de wilanolitica foi isolada a partir de madeira detericrada origi-

nada de Manaus — aF.
4,2, IDENTIFICALRG

£ linmhagem do fungo termm%ilm isnlado apr&%antmu.aa TR
guintes caracteristiceas morfologicas:

.Hifaﬁ brancas (hialina), septadas com 1 a 4 ﬁm eler o dfme—
tro. ﬁ§muwia%pmrmﬁ lisps & brancos no inicio do crescimsnto, toyr-
nando~se  levemente @marvons no fim (& a 7 dias), noraeazlmente de
forma slipsoidal, principalmente gquando desenvolvidos nas extremi-~
dades das hifas e as veres redondns, principalmente gquands desere—
volvidos nas remificaches laterais. Os esporos apresentaram dite- .

renciagio unitéria ou miliipla intercalada.
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A presenca de fialdsporos ndo fol detectada. fi linhagen
cresceu  muito bem a 3000 em PDA v oa faixa de temperatura de cres-
ciments  fol de 30 a &0CC, Segundo as caracteristicas acima & li-
’nhag&m do fungo isclado fol classificada como Hamicola sp 179-5 de
acordo com as descrigBes do manual para fungos termefilos de TOO-
MNEY & EMERSDN (19443, figura 5. fs diferengas de cor e Torasto dos

esporos  nos diferentes seios testados (Ltens 3.1.3.6 a Z.1.3.10),

foram inconsistentes com as descrigies das espdoieps de Humicolas

descritas no manual, ouw seia, H. isolens, H. arises,. Hs gtellata;

He 1a0ugincsd.

4.%. ESTUDD DA FRODUGAD DE ENZIMAS FELA LINHAGEM DO Humicols gp.

1759-3
4.3%,.1. EFEITD DA TEMFERATURA RE CULTIVO SOBRE PRODUCAD DE XILANALE

i linhagem de Humicola sp L72-5, produziu silanase nails

pficientements a 5090, comp mostra a figura 6. A cultwra foi dino-
culads em frascos contendo o meio sélido de farelo de trigo g es-
tes  incubados e tesperaturas variando de 30 até &HESYUT, por 4 dias.
i atividade foi medida no filtrado apds extragdo com dgua. Hesul-
tado semelhante para a enzima CPCase fol relatado por HOYLSHIDS &

YOSMIOKA (1980 em fungo H. isolens YH-88 e YOBHIOKA et alil

(1982) em fungo H. grises var. thermgides YH-78.
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Figura S: Fotomicrografias da linhagem de Humicol

=)

sp 179-9.

A, B e C com aumento de 1.250 X e D com aumento de
SO0 X.
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0

microrganismo Ccresceu em meio a6 lido por 4 dias

g atividade de ®ilanase foi determinada no  extra-

to enzimético livre de céiulias.
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C43G2. BFEITO D0 TIFG DE MEID DE CULTURA SOBRE A8 DIVERZAE ATIVI-

DADES ENZIMATICAS

A produclo de enzimas fangicas & realizada pelo oultivo
superficial eﬁ meio s6lido ou submerso em meio liguido. buscando
um melhor rendimento esrrimdtico. Algumas vezes o resuliasdo & me-
Thor guando se smprega o meio liguido, principalmente porgue Taol-
lita o processo de purificago (MURAD =t alii, 1979).4 eacalha do
tipa de farﬁentagﬁa, se stlida ou submarsa, depends muito da adap-
tagiio do microrganismo, por ex. I. reseel & ferseniado guase que

evclusivaments em cultura submersa com solugiic de sais inorganicos

irneluindo uma fonte de nitrog@nio e carbone (MANDELS, 1982).

For  outre lado, nos processos de bloconversdio, & precha-
sHo de enzimas & uma das partes mais onerosas & ssy custo podes ser
consideravelmente redurido usandoe substratos de baiuo puasto Soms
fareln de trigo e casca de arroz sm melo sGlido (BHAMALA g GREE-
KANTIAM, 19875, além disso a téonica é zimples g ajudas a obisr uma
splugio concentrada  de enzimas {(SHaMala & SRECEKANTIAH, 1984). it
furige  Humicola se adapia muito bem ao welio émlidu conforme OB -
sultados  obtidos & coopara-se daueles desoritos por HAYAEHIDA &
YOSHIORA (1980) e YUOSHIOKS el élii (19872)Y. Assim, o crescimento deo
organismo, bem  como  sus produgio snrimadtica  foram comparados,
weando-se meios liguides ® o meio sGlido, preparados como descei-

oy no Stem 3.1.0..

o tabelas T mostra os resul tados encontrados. & fonte de
carbone  usada nos meios liguidos foi wxilano {celulose também foi

testada 2 o resuliado foi semelhante). Una comparagdo entre os re-

&3



sl tados mostra claraments a superioridade de orescimenta e produ-
g enzimdtica gue ocgorrew no oelo solido em relagio acs 4 oubtros

meins liguidos smpregados.

Meios ﬁvicalaaé- CHMise ﬁw@licégidaﬁa Xilanass
U/ml L/ml L/ ml Lifml
ML 1,40 30 1,0 - &4
F—-2 M.D. 1,50 G, 14 2,860
P=3 1,40 2,00 0, 04 1,18
M4 1,70 Q.97 0,0% N.D-
M-3 M.D. MN.B. M.D. MDD«

Tabela 7: Atividade dos culiivos em meios sHlido e liguidos.
M1, 4 dias de incubagdoX
~2, B dias de incubagoX
M-3 M.y & M5, 7 dias de incubagioy
M-1i, meio sHlidog M-2, M3, M4 e M-T meios 1iogud-
dos de composicies diferentes.
M.D., n¥o detectado

¥ Feriodo onde a producio enzimidtica fol maxima

4.73.%, CURVA DE CRESCIMEMTO £ FRODUCHO ENZIMATICAH

afim de sstabelecer 35 condighes ideals para produgiio de
@rEima, .fui determinadn o tempo de fermentagho para a3 atividade
enzimét;ﬁa maxima. O expsriments foi realizado empregando o meio
shlido {(M-1) 2 o meio liguido {M-2) usmando ®ilamno como fonte des

CARrhonc.
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4, 3.3.1. Meip salido

Como pode ser observadoe pela figura 7, o funge produziu
uma exceprional atividade de dHilanase. A produgdo mé&xima de Xila—
nase, OMCase e avicelase occorrel no 42 dia. Fara & wilanase, a
produgiio pAdima se extendey &té o 69 dia, quando entio, comegou &
declinar. A produgio de CMCase manteve-se maxima até o 8% dia, en-~
quanto  a avicelase teve um plco maximn no 42 dia. A producfo  de
ﬁwglicmﬁidasa, entretanto, s6 alcangow o pico sé&ximo no 52 dia de
incubaglio. A variagdo de hH tamhém foi acompanhada & sew perfil

mostrou  um aumento, de 5,0 para 7,0 do priseiro ao 4% dix, quando

e suntabilirzouw até o 79 dia & comegow a declinar novamenie.
4,3,%,.2, Meie liguido

Conforme Toi observado antericrments, os meios liguidos
wtilizados nXo sXo adeguados para producdo sonimdtica do ﬂgmgggiﬁM
sp  179-5. Obsgrvando a figura 8, pode-ss verificar gue até o 4e
dia de incubsgXo (5090 & 1R0rpm) o crescimento celular (peso seco
da mictlio) foi desprezivel e a produs8o de enzimas foi  irrisde
Fism. A partir do 4Y dis comegou-se é detectar crescimento celular
hem  como atividade enzimética. A atividade enzimétics de wilanane
& CMCaﬁe.atingiram o mérime no 89 dia de fermentagdo & no 92 dia

j& estava declinando. A atividade de avicelase fol detectada apes-

mas & partir do BE dia e foi maxima no 99 diax.

Comparando~se resultados do expgrimento so meig 1i-
guido  com os do experimento em mein sdlido, verificou-ze a sups-

rioridade do meio s0lido em relecdo ao meio liguido. Alguns trata-

&7
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no processo fermentativo em meio sGlido.

A fermentag¥o ocorreu en frasceos Erlenmeyers oo
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Thos (YOSHIOEA et alii, 19823 HAYASHIDA & YOBHIOKA, 19803 YOSHIOKA
ot alii, 1%81) haviam relatado o uso dis mein solido para a provu-
gHo de ensimas reluloliticas e hemiceluloliticas, entretants, nes-
tos  trabalhos  as linhagens utilirzadas necessitavam deg  fonte de
rarpono  adicional (xilano, celulose, ete, ) an farelo de trigo. .ﬁ
linhagem estudada niio necessitow de indutor para s produglo dessas

gnzimas.

4.4. CORACTERISTICAS FISICO-RUIMICAS DA ENZIMA BRUTA

4.4.1. EFEITO DO pH NA ATIVIDARE DAS ERZ MRS BRUTAHE

1 efeito do pH sobre as atividades snzimaticas no  Til-
trada  bruto, foi verificado incrubando—~se o extrato gnzimdtico  em
solugties  tanpio de varios pHes contendo O substrato durante 10 mi-
nutaéq

0 procedimento wtilizado foi descrito no item  S5.2.13.1
de material e metodos. Us recul tardos sstio épregentadag ra figuura

e

9. A wilarase apressntou pH otimo entre 5,0 & 9.6 sendo gue  BUa

atividade caiun para 0% quando'u pH foi de 4,0 ow &, 8.

A literatura registra gue xilanase truta de Po funigulo—

wp  epresentou pH otimo e 4,0 (MISHRA et alil, 196851, T. longi-

brachiatum apresentoy atividade maxims entre pH de 4,8 a 5,8 (ROY
g NAEKAS, 1989). McCARTHY et alii (1985) estudaram a atividade xi-
lanbdeica extracelular de gquatroe actinomicetos teredfilos e relata-

ram gue todos apresentaram pH Gtimo de atividade na faixa de 5,0 &
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#imas bhrultas.

pH 3,0 ~ 5,6 tamp¥o acetato

T .4 - BL,O tamp3o fosfato

ONe  atividades foram determinadas nas

3l

Efeito do pH sobre as atividades dasg en—

diferentes

solugles  tampio contendo 1% dos respectivos subs-

tratos a 2090 por 10 minutos.
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g.0. Assim nosses resuliados est@io de acordo com outros  relatos

publicados.

& figura 9. mostra ainda, gque o pH dtime para a ativida-
de CHOass hrute € %,3. Entretanto em pH 4,0 & atividade foi guase
completanente perdida e em pH 7,0 a enzing ainda reteve OBYA da sua
atividade. 06 maioria dos relatos sobvre pH &timo de CMOase  bDruts
também. pstio provimos deste valor (MANDELS, 1982; DURAND et alii,

1984 .

0 efeito do pH sobre a atividads ﬁ?*glicoaidaﬁa' bruta,

apresentado na  filgura 9, mostra gue a encima & ativa apegnas na

faina &cida de pH, ou sejs de 2,9 a 7,0 com atividade méxima  on
pH 4,6. Em pH 3,0 apresentou cerca de 59% da atividads méxima e em
pH 6,0 a atividade fol menor gue 404, Hossos resultados foram com—

paravels a relatos sobre pH Ghtimo de ﬁ ~glicosidase bruta (DURAND

et alii 1284:; MANDELS, 1932).
4,.4.7, EFEITD DA TEMFERATURA N& ATIVIDADE DAS ENZIMAS ERUTAR

& temperatura étimg de atividade @nzimati&a bruata, foi
determinadsa  seguindo g procedimento descriteo no dtem 3.2.1%.2. Os
resul tadns spresentados na Tigura 10, mostram gus & temperaiura
Gtima da xilanasﬁ pruta foi de 7590, Comparando-se sste valor com
al] rel%tm% apbre atividade de xilanase bruta disponiveis na lite-
faturas varifica—-se que o fungo om estudoe possul uma giividada Hi~

lanAsica mais elsvada gue a de outros fungos: 7090 para T terres-

tris, 7090 para S. cellulophilum, =500 para T. rapsei e 5590 para

Fenicillium =p (DURAND et alii, 1984). & temperatursa otima da en-

T2
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fis atividades foram determinadas em tampo acetato
O,1 M pH 5,0 contendo os respectivos substratas e
imrubados  por 10 minutos es diferentes temperatu-
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sima de actimomicetos termoatilos situa-se numa falna de 60 & BOVPQ

segunds relato de MeCARTHY et alii {1989%.

Qs resuliados apresentados na figura 10 sostram  também
gue & atividade oOtima da CHMCase bruta foil FEMN mas condicles  pae
droniradas para o ensaio e a 8370 a snzima bruta sinda possula 604

da atividade original.

Também, como pode-se obmervar na figuras 10, a temperatu-
ra Gtims da atividade de ﬁ?wglicwﬁidaﬁa bruta, foi 7890, O resul-
tados estio dentro dagueles esperados para celulases de organismos
terméfilos conforme a literaturs disponivel (MANDELE, 19837 DURAND

@t alii, 1784).
&,4,.%, EFEITO DO pH NA ESTABILIDADE DAS ENZIMAG BRUTAR

0 pM de estabilidede da atividade enzimatice bruta  fol
verificads seguindo o procedimento dezcrito no ites F.ELLELE. s
resultados  apresentados na figura 11, mostram gue a xilanase fod
iOéZ eativel numa ampla faiza de pH, ouw selsa de pH 2,0 a pH He0.

Meame em DH 2.9 & pH 10,0 & sozima reteve £32% e &60%, respectivas

mente, da atividade sénima apbz o bratamento.

ﬁg_ resultados obtidos com a CMCase bruta mostram que &
&nzima ;ﬁi 100% sstavel numa ampla faixas de pH, desde 3,0 a 8,0. A
erzime bruta reteve aindas 8571 da atividade méxima em pH 2,0 e GO
&a atividade apés o tratamento em pH 2,0, mas em gH 14,0 apenas

2% da atividade fol recuperada.
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pH 2.2 — 8,9 tampXo Mollvaine 0,1 o

pH 8,0 - 9,0 tamp3o Tris-HCL 9,1 i

pH 2,0 — 11,0 taspio Gly — MalOH 0,1 ©

A enzimas brutas foram incubadasz sem O mubstrato

em tampio de diversos valores de pH por 24 horas &

tepperatura ambiente. & atividade Fesidual foi de—

Ctprminadas em soluclo dos respectivos substratos em

tampio acetato 0,4 M pH 5,0 & 609C por 10 minutos.



na mesmma Tigura 11, observa-ze que & ﬁ ~glicosidase bru~
ta mostrou-se estavel apenas na faivn de pH acido. Em opH 2,50 reta-
v 0% da atividade, entre pH 5,0 & pH &,0 manteve 1007 da ativi-

dade, mas em pH 7,0 j& caiu para 72% e emn pH 8,0 menos de 20% o

atividade foli retida.

o dados mostram gue &5 enzimas xilansses e CMlases @i
Biram muitm noa estahilidade ao pH sob as  condighms  testadas,
principalmzote na faiva de pH entre 3,0 @ 7,0 gue S0 as comdl s
mais freguentes NS pratica industrial. A ﬁiwgiicmgidaaa fol s
EHCEERO, apresentando—-sg hastante instavel abaixo de pH .00 au
acima de 6,0, entratanto de acordo com DURGHD {1984) isto & oomum
DRfrEx &5 ﬁ ~glicosidases, pois a enzima de T, resesi, também foi

muito instéavel em pH abaixe de 3.0 e acims de 7,0 (DURANMD, 1984} .
4.,4.4,. EFEITO DA TEMFERATURA Ma ESTARILIDADL DA ERNZIMAS BRUTAS

A estabilidade térmica dEE erzimas foi sstudada segain-
do-se o procedimento descrito no item e, 15,4, O resultados ga
atividaﬁa de  wilanase esto apresentados na Tiguwa 172 & nostram
guie & enTima manteve-se L00% estavel até o tratamento a 60OVYC come-
gando & sofret desnaturagdo a-partir dests tenperatura, sendo que

Ca 7000 apenas ZEW da atividade inigial foi recupsrata apbs o tra-

tamento.

0w resultados da CHCase brota mostram que a Bnzima ford
LO07  estbvel ao tratamento a 6090 e comsgoul & sofrer desnaturagdo
a partir desta temperatura. # TORE, 68% da atividade irdcial ainda.

foi recupsrads apés O tratamento (figurs 123

7&
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Coms  indicado na mesma figura 12, a B ~glicusidase nHo
pnerdeu atividade com o tratamento a tesperaturas ate S I A UL
& erzima reteve ainda, 80% da sua atividade = a 709C, menos de 2Z0%

ga atividade fol recuperada.

Conparando-se  com trabalbo de MIBHRA et alii (1980) to-
das &z enzimas apresentaram boa termoestabilidade e wilanase e
Humicnla sp fol mais termoestivel gue a xilanase de T. rasesi b

9414 (5500 por uma hora) & gue a de P, funioulosum (9000 por 30

minutos) (MISHRA et alii, 1985). Entretanto as metodologias empre-
gadas em outros trapalhos foram diferzntes, dificultande as compa-

ragled.

4.5. DETERMINACRD DAS CURVAS DE HIDROLISE DO SUBESTRATOS PELAS EN-

ZIMAS BRUTHS

4.5.1. EFEITD DA TEMPERATURA SOBRE & HIDROLIGE DE XILANG PELA BN~

ZIMA RBRUTA

Com a finalidade de estabelecer a melhor temperaiura para
Hidrolise de xilano, seguiu-se o procedimento descrito noa - item
Z.2.14. éa tenperaturas empregadas foram 50, O, A0, &5 8 TORC. &
figura 13 mostra gue a xilanase bruta hidrolisou o #ilans nums ex-
tenado ﬁ@ &0 em relaglio & hidrdlise adcida apOs 48 horas. Us  re-
cultadas ohiidos foram superiores sgueles descritos por MISHRS et

alii  (198%) para o fungo B. funiculosum (S0O% de hidrodlise) & tam-

hem mostraram gue praticamente ndo houve diferenga srtre as temps-

raturas ode A0 8 6590 para a hidrdlise do wilang pela nilanase
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Figura 13y Efeito da temperatura sobre a hidrdlise

do wilano (Larchwood) pela enzima bruls.

& mistura de reagdo para hidedlise fol composta de

0 ml  da solugko de xilano 1% em tampXo acetato

O,1 #opH 5,0 & 10 ml da enzima bruta com 0,5 w/ml

de atividade de xilanase. As misturas Feram L

v padas nas temperaturas indicadas e aliguotss foram
- ~ o

retiradas nos tempos de 1, 3, &, 8B, 24, 22, 48 e

T 54 horas.
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brubts.

4,8.2. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A HIDROLISE DE ARGEBINOXILAKG

FELA ENZIMA BRUTA

De forma semelhante ap experimento conduzido empregando zila-
ne, este experimento foi realizado usando arabinoxilanc coms subs—
trato da rilanaese brute. O procsdimento seguido foi descorito no
Citem F.2.14. Analisando a figura 14 podemss verificar gue a melhor
tenperatura  foi 65°C para teapos curtos de incubagiio (4 horas) e
artre 20 e 2 horas nldo e diferenca entre 60 e 63¥C. Comparando
‘ps  dois gréaficos, wilano (figura 13) e arabinouvilano (figura 147
pode-se  observar gue, para temspos curtos de hidrolise {4 & & ho-
ras), o silanase bruta hidrolisa arabinoxilano mals rapidamente
gue o wilano. Em 4 horas de incubagio da enzima com 0 substratos,
a taxa de hidrolise de arabinoxilann & duas vezes malor gue & Lada
de  hidrolisse de ®ilano. Entretanto em tempos de hidrdlise mais
prolongades {acima  de 20 horas) & porcentagesn de conversEo dos

dpis substratos tendem ap mesmo valor, ou seja, 60%.

A4.5.7%, EFEITD D6 TEMPERATURA SOBRE A HIDROLISE DE OHO FELAS ENZIME

BRUTH

Seguindo-se procedimento descrito no item 3.2.14., de-
t@rminmuwﬁm qual'a me 1 hor temperatura para hidrdlise de QMO pela
enzima bruta. A tasa de grupos redutores produzidos, eRpressos oo
mo  glicose, em fungio de tempo & apresentado na figura 195. Obser-
va~-gs que em tenpos iniclais de hidralise, B horas, as temporatioe

ras maiores, 70 8 &5%°%C, s#o mais efetivas na coemversdo, entretanto

HO
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& mistura de reacdo para & hidrélise foi compoasta

Cde 90 @l da solug¥o de xilano 1% em tampXo acetato

0,3 M pH 5,0 8 10 ml da enzina bruta com 93,3 w/ml

e atividadse de xilanase.
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Am o misturas de resgdo para & Pidrdlise foram com—
postas de 90 )l ds solugio de THMC 1Y em LampEn
scatatn 0,4 M pH 5,0 e 10 ml da enzima bruata  com
S 0,8 w/ml de stividade de CMOase. As misturas forr am
.iﬁcubadaﬁ mas temperaturas indicadas ¢ aliguolas

foram retiradas nes tempos de O, 1, 3, 8, 24, B0 e

A8 heras.



mm tesnpos mals prolongados, 485 horas, &0 apresentown mslhor res
sultadn. Neetas condigles a extens¥o da hidrolise de CMD obtida
foi de 28%4. Reoultado senelhante foi obtido por HAYASHIDA &  YOL-
HIGKA I(198Q) rrabalhandn com H. lsglens YH-8. Acompanbamento  por
cromatografia em papel do hidrolisado resulitante mostrou unicampr-
te glicose como resultado de sacarificageo, indicendo presenga e
ﬁgwglicmﬁida%@ em niveis elevados, ao contrério do gue acontecs

com o Fungo T, resseld

ague & deficiente nesta enzima (RYU &  MAN-

DELS, 1980; DUFF et alii, 1986).

4.5%.4. DETERMINARDED DAS CURVAS DE HIDROLISE DE VARIDG fgmGLKC&Nﬁﬁ

FELA EMZIMA BRUTA

fs  curvas  de hidréliaa dos substratos celuldsicos =
hemicelulésicos foram determinadas  seguindo-ss proveginento des-
crito  #io itém .7, 14, Os resultados s3o apresentados na  figura
16, .ﬁ temperatura de sacarificagdo foi 609, A degradagdo dos di-
ferentes jgwglicanmﬁ pelo filtrado da cultoura, mostram gue varias
przimas hidrolisantes dos ﬁ?wglicanaa pstdo presentes no Filtrado.
Arabinowilana, xilano, CHMC e celulose microcristalina foram hidro-
lisados nume extensi3o de 60, 60, 30 & %, regp@ctivémente, atn fi—
nal de 48 Rhorass. Diferente de outros resultados anteriormente re-
latados \ﬁara H., i=zolens (HAYASHIDA & YOSHIDES, 1980y, a  tinhages
am estudo produzic peguens gquantidade das enzimas hidrolisantes de
caluimﬁe micrﬁcriﬁtaliﬁa {avicelase ou celulase Cg), nas condigbes
de fermentago wbilizadas (auséncia de avicel no meio de produgio
da enzimad. & hidréliss de OMC, 204, n¥o fol mite diferente de

resul tados publicadmﬁ por oubtres auvtores (YOBHIOKA et alii, 1782)

e apenas glicose spareceu Como produts neste hidrolisado, CoOmo fol
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Figura 16: Curvas de hidrédlise de diferentes ﬁ?w

glicanos pelas enzimas brutas.

s mismturas de reaglo para a hidrdolise foram com-—
postas de 90 al da solugho dos respectivos  subs-

tratos na concentragXo de 14 em tamp¥o scetato 0,1

MoopH 9,0 e 10 ml da snzima bruta com U,0 w/el das

respectivas atividades. As misturas Toram incuba-

fdas a &09C & aliguotas foram retiradas nos tenpos

Tde Q, R, B, 24, 48 e L& horas.
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comstatadn por oromatogratia em papel, indicandp presengs de fB -
glicosidase no filltrado, o que toi confirmedn por andlise poste-

rior com 0 substrato PNFEG.

0 Filtrado mostrow elevada taxa de sacarificagdn de Mi--
lano @ arabimoxilano, produzindo uma taxa de hidrdlise do xilano
da ordem de 60% como rilose. Andlisze global da figura sugers um
perfil de atividade sacarificante dos Fg“gliﬁaﬂﬂﬁ pelo fungo iso-
ladn, mals dirigide para agio memiceiulalitica do gue celulpliti-
ra. Considerando que a remogdo d@ wilano sem a degradaclic da celu-
1ose & de intergsse industrial, por @X., produscic de raiom  (ssda
sintética), polpa de papel, etc. (FRICE & JURARGER, 1984) e guw O
pré-tratamento  para a remncio de celulases das praparagies brutas
enrimaticas da maloria dos microrgsnilsnos ligrpeeluloliticos e
oneross, o perfil das atividades lignoceluldsicas do fungo em e

tudo mostrou-se promissor para aplicagio industrial deste tipo.

4.4. PURIFICAGHD DO SISTEMA XILANAGE
4.56.1. FRODUCHAD DA ENZIMA

;'Cmnfmrma procedimente descrito no item 3.2.9.1., foi ob-
fido um volume de 1.900 ml de ewtrato enzimdtico, apds a filtragio
do méionaéliém fermentado. O extrato enzimético livee de élulas
apresentoun  wa reor de 1.841 mg de proteinas totals co A8 SETULTIS
tonm atividades snzimaltices, sxpressas &b unidades totalis: xilang-

z@, L11%.154, rilosidase A% @ arabinosidase 78.



4,6.2,. PRECIFPITAQEO COM ETAMOL

Oonforme  procedimento  descrito no ftem 5.2.9.2, foram
obtides dois  gramas de precipitado etantlico. Lima,  alicuota do
precipitado  apresentando B0 mg de prmiainaﬁ totais com 11.84G U
e wilanase, 43 U de xilosidass e 72 U de arabinofurancosidase fo-

Fam Usadas para a cromatografia em DEAE-Sephadex.
4.4.%. CROMATOGRAFIA EM DEAE-SEPHADEX A-O0

0 procedimento seguido nestia etapa, Toi descrito no item
T.R.9.5,. 0 perfil de eluig¥o apontado na figura 17, mostra que &
atividade xilanase foi obtida em 3 picos, desinnades fraches X-1,
¥eIll & ¥-I111I. &5 proteinas da fragdo X-1, n¥Eo se ligaram & resina
e foram eluidas no tamp¥do de eluiclo, num volumes correspondente ao
volume morto da coluna, sem necessidade de mal. Az proteinas das
fraghes X-I1I e X-111 interagiram fortemsnte com a resina @ Foram
elulidas apenas com o gradiente salino. Determinagdo de atividades
?"xiloaidaﬁea @ of ~L-arabinosidazes mostraram gque @stas atividades
eztavam associadas As frages X-11 e XmIIf respectivamente.  As
fraghias amrreaﬁoﬁdantEﬁ ans picos de cadx atividade niléndsica,
" foram  Jjuntadas @ diaslizadas cﬁmtra Agus destilada por 12 horas e

concentradas por ligfilizagio.

A ocorréncia de formes maliiplas de xilanases X0 descri-
tas  para muitos miﬁrarganiﬁmme {DEKKER, 19853 FREDERIDK et alil,

1985; MONTI et alii, 1991 YOSHIDKA &t alii, 1981i WONG et alii,

gé
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Figura 17:@ Cromatografis em coluna de DEAE-Sepha-

f—B0,

fAs atividades foram determinadas usando xilano.

A coluna (2.0

W

54 cmd foi sluida com tampldo ace-

tato O.1M pH 5,0 & o fluxe foi de 9,5 ml/30 min.
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moides 17-RF apresernton duas formas de wilanasos, una das  Quals
RE&o se ligou A resina de DEAE-celuwlose. & funpfio dessa multiplici-
dade de formss de xilanases pode ser Uma estratégia usads palo mi-
crorganisma  para aobter pereentusl glevado de hidrédlise do  xilano

*

(WONG et alii, 1988).

4.4.4. CROMATOGRAFIA EM OHM-SEFHADEX C-0U0

Az trés fraches chiidas no passo anterior foram aplica-
das & coluna de CH-Sephadex G050, resina de trocs  catitnica. O
procedinento empregada, eats descrito no ftem 3.2.9.4. 0 resultado
da cromatografia da xilanase X1, apresentado na figura 18, mostra
gue & enzima fol elubtda como um Gnico pico simétrico de atividade
e protetrna. 0 pico mostra que & enzima foi eluida & woa concentra-
cHo de aproximadamente 0,4 M de solupfo salina. O resultados pos-
teriores de eletroforess sostyraram que apts smate ﬁaﬁﬁﬁ.a ENE L ma

estava completamente pura.

fe cromatogratias das fraghes ¥-11 com atividade zilosi-
dase = ¥Y-11I1 com atividade arabinofuranosidase 40 apresentadas

nas figquras 19 @ 20 respectivamente.

_ Aphs & purificagdo final em CM-Sephadsz C-30, os Fetid i
mentos @ & pureza de rada uma das trés zllanases &n ratta passo To-
ram sumarizados na tabela J. 6 atividade especifica da xilanase I
wilanase I & wilanase III apas & purificacio final foram SEHOD uni-

dades mgTd, com uma recuperagdo de 13,34, 2,7 U/mg“i Com La recus

peragio de 3,94 & 109 Ufmg”l com uma recupesragio de 2,04 rogpooiti-

gg
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Figura 18: Cromatograftia em coluna de CM-Sephades
C-50 da Fragio X-I.

Mtividaede determinada com xilano.

A coluna (2.0 ¥ 56 cmdy fol eluids com tampdo sce—

tato 0,00 M gH 3,0, fluxo de 5,3 ml/30 min. & To-

. ram coletades 3,0 ml por tubo.

a9

Xilanase (U/nl}



LR R Lk P

ﬁ#xilaﬂidmﬁe

Bt l wvidacde

i@ 4

A x-11 & fbs. 208 wn
9]
3.5
.
K
7
6] :
o 2
4]
1.5
3
1
3
.5
1]
-,_,-f:  — ' :
ﬁ | | N P
| i . A &8

Fragbas
Figura 19: Cromatografia em coluna de CM-Sephadew

C-50 da Fragio X-11.

atividade determinada com pmnitrafenilﬁ~fg-wﬁwxilwm

piranosideo.

A eoluna  foi eluida com tampiEo acetato Q.1 KM pH

5,0, fiuxo de 9,3 ml/30 min. e foram coletados 5,35
L

ml por tubo.
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Figura 20 Cramatmgréfia em coluna de CHM-Sephadew

CE-8B0 da Fragio X111 & da arabinosidase.

X—-111, atividade determinads com xilana.

Brahinosidase, atividade determinada com p-nitroe

feﬁilﬁw?Lwarabinmfuraﬁuaidﬁm.
A coluna fol eluida com tampio acetato 0,1 M pH
S0, fluxo de 3,3 ml/30 minutos e Toram coletados

5,5 ml por tubo.
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Etapas Froteina Atividade Arividade Furiticaci8o Rendimento
Total Total Feppeifiva (vezes) (%)
{Unidadesy (U/mg Prot .}

. A0i 4 AR 0PI ARS3 SN 4 A W FIRS e F1L Sitn pras i Jant ey rne e kg e ] e sk ik b e el R b e ok ek S 0k ok 4443 A B A TS S A R P KBS Lk, AR AR A T RS R R i S S 1 B B A5 G B T A 440 A . e g b

. Mpio feresntada

filtraoo
~ ®ilennees 4,844 13,456 7.4 1,0 109
~ wilosidass 1.84% 49 &, 03 1,0 186
- grabinosidase 1,841 78 &,64 1,06 100
2. Pregipitsdo com

gtanol
- wilanases HiG i4.848 23 3,8 0%, 8
~ wilosidase 516 43 G, 89 3,8 87,7
~ arabinpsidaze oie 7e ¢,54 3.5 9R,5
O, DEAE-Sephatder &-00
- ¥etlpnooNilannes) 18,9 D.760 ace 45,9 43,7
- E-TT{xilasidasg? 7.0 L7 2.5 83,0 34,7
- Y-Ill{endoxilanase) &,2 443 73 9,8 3,4
- fArabinosidase 6,2 a2e 3,9 87,5 2E.2
4 CH~Hephaden -39
- ¥-Ilendoxilanase) 3,4 1.755 wag He,6 13,7
- ¥-TI¢uilosidase! 8.7 1,9 2,7 9%, ¢ - 3.9
- ¥-IIldendoxiianase) 2.5 273 149 5,0 &,
- frabinousidase 2,3 8,7 5.5 1237.,5 17,5

Tabela 3@ FMesumo do processo de purificagio do sistema de wi-

X-1 e ¥X~1Ii; fAtividades determinadas com xilane {(Metodologia
rim Ltem X.2.6.1)

X-I1I{(wilosidase), Otividade detersminada com P-nitrofenil— -
wilopiranosideo (Metodologia no Lltem 3.2.86.4.0)

frabinosidase: Atividades deterainadas com Fenitrofenil- ~L.-

arabinofurarosideo (Metodologlia no ftem 3.2.6.7.)

F2



vamgnte. A arabinosidase apresestou atlivideds especlifice de 5,5

= i

Wimg™t & recupasraclio de 17,5%.

Outras atividades encimdticas també&n foram examinadas a
partic das trés xilanases e os reswltados s¥o mostrados na tabela
. Pola andliiss dos resultadeos da cromatografia em papel, aprea-—
sentados na figura 21, verificou-se o padric de aglo de cada xila-
nase. FLoow démunﬁtrado aue xilansse I hidrolisow tanto xilamﬁ Oat
apelt guanto xilano larchwond purificado & xilose (manchs pegues
nal, rilobiose (mancha'grande) & wilotriose, demonstrando agio ti
pica de endoslilanase.

A silanase X~11 hidrolisou o p-nitrofenil ﬁ m.wxilnpiram
nosiden, indicendo atividade de xilosidese. Este resultade fol
ainda, confirmado por cromatogratia em papel dos hidrolicados de
xilang purificadm, como mostrado na figura 21. & maioria dos #i-
locligossacaridens foram convertidos para wilose {figura 21-B).
indicando que & enzima tinha uma aglo tipica de exo-enzima Midero-
lisando & partir de cadeia terminal dos nilooligosacarideos. £
se¥o  da wilanase X~II & portanto, similar & xilosidase. A classi-
ficagio exata desta enzima guanio ao seu modo de agdio merece ser
melhor avaliada postericroente. Considerande gque ela - hidrolisou
‘wilano para wilose seria oportune gualifick-la como wuma sxoxdlana-
s, entretanto eug hidrolise do substrato sirketico PMP-X, revela
L a ati;idad& ﬁ-ﬂilﬂ%idase. DERKER {1985%) e WOODWARD (1984) dis-
gutem aatwlprmhlama pargue a contusiio parete Ser hastante comum.
Eztea auvtores recomendamn quﬁ.a arica forma de distingui-las seria

por  espectroscopis de ressonancia nucolear pelo fateo de gue & con—

figuracto do produte liberado pela agdo de proxilanase ficaria in-

23



Figura 21: Cromatografia em papel dos hidrolisados

de wilano pelas xilanases purificadas.

21-A: Frodutos de hidrolise do arabinoxilano (xi-
léno ODat Spelt), 21-B: Frodutos de hidrolise do
purificado (xilano Larchwood), FadrBes: X, ®iloses;
A, arabinose; G, glicose; Xp, wilobiose 3 X=m, ®i-
lotriose. Solvente acetato de etila—isopropanol-

Goua (6:3:1) e revelagdo com AghOz—-NaOH~etanol .

94



virtida, mas ndo pela aclo de ﬁ"ﬁﬁlﬂ%idaﬁﬁg MHEn se pode descartar
também & possibilidade da mesma proteina possuir dupla atividade
catalitica, ou seia, uma exoxilanase com acdo de /3mxilaaida5e. Em

fungiio disso, por ora considerou-se esta enzima uma xilosidass.

i dilanase X-~I1 também hidrolisocu zilano oat spelt pro-—
duzindos  tragos de arabinose e glicose (figura 2i-A) devido a ati-
vidade de arabinosidase & possivelmente X —glicosidase como de-
monstrado na tabela 4. A fragdo XfIII apresenton niveis dE@ogwgliM
cosidasne & arabinosidase superiores & fTragio X-~1I1 (tabela 4} & por
isto hidrolison xilano gat spelt produzindo guantidades significa-—
tivas de xllose, xilobiopse, xilotricsse, arabinose & glicose {(Figu-
ra Zi-A), o xilano Larchwood fol hidrolisado produzindo principal-
mente xilose, zilobiose & xilotricse demonstrando tipics agdo de

epndovilanase (figura 21-8).

£ analise por HPLEC dos produtos da hidrdlise das fragfes
¥-11 & ¥X-111 msobre o arabinozilano, também confirmaram a agdo exo
da fragdo X—-11. Como mostra a figura ZE2-A, n#o se detecta zilobio-
s & xilotriose apds aglo da fraglo X-I1I sobre o polissacarides.
For outro lado, houve agtmulo de xilotetraose, sugafindw gue sstse
& @ tamanho limite da agdo hidrolisante da fragio %~11 sobre os

oligoxilpsideos. A fragdo X-I111 (figura 2E-H) mostrou uma mistura

de wiloligossacerideos, tipices de agdo endo.

A formac¥o de arabinpse e glicoss a partir do  xilano
(Dat Spelt) & devido a atividade de arabingsidase e outras enzimas
descritas rna tabela 4. Babeg-se que xwilano consiste de um esgueleto.

de-fgmi,ﬂ*DwMilmpiranmge que normalmente contém  cadeias laterals

G3
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Tabela 4 -~ Atividads dazs  xilanases purificadaes

contra varions substratos

Az atividadess foram determinadas nas  Tragbes,

seguindo procedimento do item S.2.46.

M.D.. n&o detectado
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Figura 22: Crometograftia liowide de alta presssg
{HFLTY dos produtos de hidrolise de arabinoxilano

palas yilanases purificadas.

CRR-A, Produtos da agdo de X-11 e 22-B, Produtos da
agey de X~11T.

X1, niluse: Xo, xiloblose; Xz, dilotriosey g, ®Hi-
lotetraose.

AR, FArabinoss.

Coluna HFX 87 F 7.8 % 2000 mm (Birad) eluigdo com
Ho0 & BRPC & fluno de 1 sl/min,
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de L-arabinefurancses ligados por ligagleg 4 -1,3 & D-glicopirano-
ses ligattas ao ssqueleto por ligagwaﬁtﬁiwlpé ou aell 4-O-metil éter
(WHIGLER and RICHARDS, 1970; FULLE et alii, 1988). Xilano (Oat

Spelt) contéas aprodimadamente 10X de arabinose e 194 de residuos

de glicose de acordo com inforemagtes dea SBigma Co.

4.7 . CARACTERIZIAQHD FISICO-GUIMICA DAS XILANASES PURIFICADAR

4.7.1. EFEITO DO pH MA ATIVIDADE DAS XILAKNABES PURIFICADAS

Conforne descrito no 5ub“item.$.2.13,is & atividede en-
zimatica foli medida a pH, de 2,0 & 10,0. Os resultados sio apre-
sentados na  figura 23, 0 pH dtimo para as endoxilanazges X1 @
¥-I11 foi de 5,0 a 5.8, sontretanto a fragido X-111 apregamtﬁu LAME
curva ligeiramente mals ampla que a fragio A-1, 14 gue mads de 90U
da atividade fol obtidae na faixe de 4,8 & £,5. 0 pH Stimo das sn-
go-rilanases {(X-1 ¢ X-I11)} do Huwnicpla sp feld malto prdsims an de
outras yilanases microblanas., OS QUaiﬂ, se sncontram entre 4,0 2
6,0 {(DEKFER & RICHARDS, 19743 YOSHIOKA et alii, 1981 WONG et
alii, 1988:; MONTI et alii, 1991). & fraglo X-11 mostrou um plco
main estreito de atividade, ventrado em 4,2 e uma gueda de ativi-

gade  mals acentuadza fora deste valor. Este pH Gtimo da wilosidasze

Clans com pH Otiso de 3,% e 4,5 - 0,0, respectivamente.,

28
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Figura 22X: Efeito do pH sobre as atividades das

vilanases purificadas.

pH 2,0 5,4 tampdo acetato O,1M
pH 5,6 - 8,0 tampdo fosfato O,1M

pBs atividades das enzimas X-I & X-I111 foram deter—
minadas com ®ilano e a atividede da enzima  X-11
foi  determinada com PNF-X nas solugibes tampdo in-

gdicadas e a &0VC por 10 sminutos.
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4.7.%, EFEITO DA TEMFERATURA MNA ATIVIDADE Deb KILAMABES PURIFILA-

DAG

Conforme descrito no sub-item Z.2.15.1 a atividade enzi-
matica foi medida incubando-se a enzima com o substrato em ditfe
rantes temparaturas por 10 minutos. Os resultados Mo mostrados na
figura Eﬁf f  temperatura Stima da fragdo X-I11 foi &ZFC e cailu

acentuadaments en tesmperaturas abaixo ou acima deste walor. LOACHEKE

Ineidases dop trés fungos M. pulchells, T. vircidas e B nidulans

com temperaturas otimas a 50, 90 e 5500, respectivamente. As endo-
silanases X¥~I1 e X~IIl, apresentaram Q MEsmo valor de teaperatues

Atima de atividads a 7590,
a4.7.5. EFEITO DO pH Ma COTARILIDADE DAS XILANARES FURIFICADAD

Conforme descrito no sub-item 3.2.13.3, & encima fol in-
cubada em diferentes valores de pH, sem © substrato, por 24 horas
em  temperatura ambients é a atividade r@manéﬁcente foi medida en
tampio acetato 0,1 M pH .. Oz resultados 530 apresentados na fi-
gurs 25. A fragBo X-11 mantove 1007 da etividade na faiwa de 4.5 &
PR, & comeoon a perder atividade lentamentse quando o pH s apro-
wimou de 3.0, e neste ponto reteve cerca de BOZ da atividade ori-
ginai. ﬁ.partir de 9.0, a atividade caiu & em 10,0 rerca de 7EL da

atividade fol Feouperada.

As  endoxilanases  X-1 e X-I1I1  mostraram romportanento

distintos na faixa de pH Acido. A forma ¥-111 reteve 100X da abi-

160
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Figura 24: Efeito da temperatura sobre as atividea—

des das uwilanases purificadas.

Y] @ ¥%X-111 foram determinpadas com wilano & X—~11

Cfei determinada com FNP-X, em tamp¥o acetato 0,10

pH 5,0 & 6090 por 1 minutos.
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Figura 2%: Efeito do pH sobre a estabilidade das

witanases purificadas. |

2,3 -8,0, tamp¥o Mcllvaine 0,1M

8,0 - 9,0, tamp¥o Tris-HCL O, 1M

9,0 - 11,0, tampio Gly-NalH O, 1

fAs enzimas foram incubades sem o substrato em toaum—

o de diversos valores de pH por 24 horas & Lem—

peratura ambhiente.

o atividade residual fol determinads por  tampdo

acetatn 0,.1M pH 8,0 a &09C por 10 minutos.
¥-1 & %¥-I11 foram determinadas com xilano & X-~I1

$mi determinada com PMNF-X.
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vidade no tratamento de pH 4.5 & 80¥ da atividade sinda fol manti-
da en pH 3,0. Todavia, a forms -1 pwrd&u atividade acentuwadamente
guando o pH se afastow de 3,0 para baido e em pH 4,0 apenas terca
de ADY da atividade Toi recuperada. Ein pH alcalino as duas Liveram
conportanents  semslhante e comegaram & perder a atividade em ot
acima de 8.0, mas em pH 10 cercs de &0% da atividade foi mantida
em ¥-111 & &8Y% &m X~1. Confrontando estes resultados a literatura,
pode-se verificar gue as enzisas apresentaram boa estabkilidade an
pH, exceto %-~1, gque foi instével na faixa acida de pH. Segundo
DEKEER  {1976),. as xilanases fangicas normalmente apresentam ests-
bilidade na faiwa de 3,0 a 10,0, eotretanto em seu  trabalho a en—
rima foi incubada & temperaturas de SO0 enguanto neete trabslhbo as

enzimas foram incubadas & temperatura ambiente.

4.7.4, EFEITO DA TEMPERATURS NA ESTARILIDADE DAS XILANASES PURIFI-

CANAS

£ ewperiments fol realizade conforme descrito no  sub-
item 3.2.1%.4. Us resultados apresentados na figura 26, foram ob-
tidos ap6s tratamento por ums hora. Como pode ser obssrvado, todas
an  enzimas Toram LO0Y% estaveis até temperatura de &0PC. & fragia
¥~1I1 e a frag8o X—1 perderam ativiﬁade a partirv de &29C, X-I1 foi
mais instével gue X-1 2 menos d@ 10% da atividade foli recuperada &
709G,  enquanto X1 ainda reteve cerca de 70% da atividade nesta
t&mpeﬁatgra. &6 endoxilanase X111 foi estéavel ate LB & retoeve
cerca de 80X da atividade ariginal rno tratamentn a ?QQCu As endo-

wilanases X-I & X-I111 foram menos estévels gue as xilanases do

Termoascus audranbiacus, gque & mantiveram setiveis & 7000 por mais
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Figura 26: Efeito da temperatura sobre a estabili-

dade das »ilanases purificadas.

s grrimas foram incubadas sem © substrato em di-
ferentes temperaturas por 1 bhora g a atlvidade re-

sidual foli determinada em tampdo acetato 0,10 pH

S0,

¥~-1 @& X—111 foram determinadas com xilano e X-11

foi determinada com PMNP-X
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completanente estédvels a 70°C por 1 hora (YOSHIOKA et alii.
1981y, Entretanto foram mails estévels gue & xilanase 2 do M. gri-
sea var. thermgidea, gue apresentou meia vida de 20 minutos a 6090

(FMONTI &t alii, 19%1}.

4.8.DETERMINACHD DO PESO MOLECULAR DAS XILANABE FURIFICADAS

Os pesos acleculares foram determinados por dols  peto-

s .
4,8.1. FILTRAGCAD EM GEL DE SEFHADEX B~RZ200

A determinacio dos pesos moleculares das xilanases puri-
firadas e liofilizadas, por filtragio em Sephadex G-200 sEguild o

procedimento descrito no item Z.2.11.1.

Dextrana azul 2000 fpi sluida na.fragém 2%, marcando
assim, o volume morto da coluna (Vo). As silanases X~T, X®—-I1 &
¥-111 foram eluidas nas fraglies 70, &2 s &2 r&apectivamenté. PDe—
terminando & razio Ve/Vo e entrando com estes valores na curva pas
drio de pesoy molecul ares {figura_ﬁ?) sstimpu-se O PREOSE molecu-
lares déé wilanases %X—1, ¥~1l e %X-II1 como IO,000 Da, AZ 000 Da o

A%, 000 Da respsctivamentea.
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Figura 27: Deterainagdo do peso meylecular das »#i-
lanases purificadas por Cromatografia em Colunsa de

Sephadey G200,

& oroluna (2,0 x 100 om) fol eguilibrada com tampaio

Tris~HMCl 0,05 M pH 7,5 & wm fluxo de 16 ml/Zhora.

o Fédrﬁaa: albumina de sorp bovino {67,000 Da), al-

huming do ovo (43.000 Da) 2 Lisczima 14,000 Da)l.



4.8.2. ELETROFORESE £M 8Ds-~-FAGE

Conforme descrite no item 3.2.11.2., os pesos molecula-
ros  Toram deterpinados a partir da mobilidade relativa de  sels
proteings  padrfies  em eletroforess em gel de  poliscrilasida-GhE
(EDG-PABE), A fragbies ¥=1 & ¥—11 mostraram uma Gnica banda de
proteina e pesos soleculares de 30,000 & 43.000 Da respectivaments
{(Figura 2B}, enguante a fragoo X111 foi parcialmente purificada e
nio mostrouw uma anica banda de proteina. O peso malooular  obtido
para X-I1I foi muito menor gue o abtido parafgmAilaaidaae de nggw

tridium acetobutilicuwn relatado por LEE & FORSEERG (19873, For ou-

tro lado, o peso nolecular da endoxilanase ¥-I foi maito  prosimo

dos SR.000 Da da endodilanase purificada do Iherstastus aurantis-

rus  por TAN et alil (1587), entretanto, foli maior gue a endodila—-

mane  de 2R.000 Da do H. orises var. thermoides relatado por Mot d

mt alii {1991) & fol menor gue as tr@rs endoxilanases do fungo ter—

mafilo Ialaromyies fhwveelohlanidoides YH-DO de 4%, 000, 94.000 e

74,000 Da, descritas por YOSHIOKA et alii {1981).

4,9, DETERMINAGHQ DO EFEITO DE {ONG METALICOS E SUEBSTANCIAS oUIMI-

CAS SORRE A ATIVIDADE DAS XILANABES FURIFICADAS

verificado confarme metodologia do item  $.2.19., os
pfeitos .dma vairins ions e substdncias gquimicas sobre a atividade
gilanaaﬁ Mo apressntados na tabela H. Hgllp indbiu completamente
a atividade das trés xilanases, CuBSlg.BHpl inibiu fortements as
tros enzimas & MoS04.7HR0, Collna.&eHnO, FeCly.tHal 2 EDTA acarreta-

Fam inibicRo considerdvel. InClp inibiu levenente as atividades
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Figura 2B Determinagio do peso mplecular das Mi-

lanases purificadas por Eletroforese SDE-~FAGE .

A eletroforese foi realizada em gel de poliscrila-
mida 10% em presenga de tampHo fosfato C,1 M phH

7,2 contendo 0,2% de SDB.

Gimbholps representam os padrifes @ @;o{~hactmalbumiw

mpa  (14.400%; O, inibidor de tripsina {(R20.100): B,

anidrase carbBnica  (30.000)3 O, albumina do  ovo

.'{43.060}; 4, albumina de soro bovino (67.000) e A,

fosforilase b {(24.000) .
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Atividadse Xilanase RKelativa

1ox 107 X1 X-11 X~I11
Controle oD 100 100
Ca;i:},g 1046 123 128
Znlilio FO ] é
(AN . 100 100 10@
Ballo - LO0 100 102
pigBO4 » 7HoD bé 71 72
Hgla 0 O o
AGND @3 24 24
CUSO, » SHR0 18 1% 724
Collag. &Hal 85 77 84
Fells. SHal 81 a8 bb
EDTA IS 51 | 34
I0DDACETAMIDA 100 100 1440
Tabela 5 -~ Efeito de ilons metilicos @ inibidores

nas atividades das xilanases puyificadas

As  mubstincias gquimicas listadas foram adiciona-
das & sglugio de substratos antes da reagdc, para
_obter a conpentrago de L o» 1073, Apos & adigdo
da erncima & mistura de reagfio, & atividade ernzi—
m&tica foi determinada conforme descrito 6o item

Faleba
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das trés enzimas e AgNO:x inibiu substanciaslmente a atividade da
X=-11 & X~11ll, & apenas levemente a atividade da X~1. Por outro la-
do, CaCls estimilou a atividade das trés xilanases. lodoacetsamida,

KClI & Ballo n¥o tiveram efeito inibidor sobre as xilanases.

0 efeito inibidor do Hg++ & muito potente e  aoplamente
reconhecide. Sew efeito sobre a atividade enzicidtica sugers reando
com  grupos  tidis. Alem diﬁém, Hg++ & reconhecide por reagir  com
grupos amino e imidazol da histidina, con ligaghes peptidicas =
também por ser capar de farmar complenas de coordenagdn com grupos
aminos & carboxilicos (DEEKER,1976). EDTA reage com metais poliva-
lentes, o dessa forma & ppesivel gue evstes estelsn envolvidos cog
as molérulas das enzimas purificadas (DERKER, 1976, Lomn iopdosce-
Yamida n¥o causown inibicdo em nenbuma fragfio zilanaze, @ poesivel
que grupns -8H ndo sejam imprescindivels para atividade Eﬁ;iméti»

Cae

4,10, EFEITO DE SIMNERGISMD DAS XILANASES PURIFICADAS SOBRE HIDRO-

LISE DO ARARINOKILAND

Conforme procedimento descrito no subwiteﬁ Z.2.34.0, as
curvas de hidrélise do arabinoxilano apresentadas na figura 29,
mosiramn hb sinergisme da ag¥o combinada das diferentes formas das
enximaﬁ_ vilanoliticas purificadas 6s atividades enzimaticas foram
amntralad&g para ,% U/al em cada ensalo. As endorilanasses X-1 =
3~III e o wilosidase ¥-I11 hidrolisaram o arabinoxilanc a J0%, &Z%
& 70%, respectivaments como xilose, em J4 horas de incubagdo am
suspensic  de 1% do substrato.ls resultados estio de acordo com o

padric de atividade de cada uma das fragies enczimidticas  isolada
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Figura 29: Efeito de sinergismo das dilanases pu-

Fificadas sobre a hidrdlise do arabinoxiiano.

B misturas de reagdo foram compostas de 0 ml da
sonlugHo de arsbinoxilano 17 &m taspEo acetato 0,1

MoepH S0 & 10 ml das solughsess de enzsimas, ooms in-

Lo dicado (O,0 WU/mi).

A mistura foi incubada a 6090 2 aliguotas  foram

retiradas em 0,5, 1, 2, 3, 4, 14, 24 = 24 horas.
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mente. X-I11 com sua atividade exp, produs uma malor sacarificagdo
do  wilano, gue & detectada pela dosagem de agloares Fedutores. 6s
endoenzimas  atuando  internamsnie na molécula  do polissacariden
proaduzen  MENCs  grupos redutores. A frago X-11 mpostrou-se 6O&is
&ficiénte sozinha do que em conjunto com as owtras fraglies, possi-
velmente porgug alguns oligossacarlideos curtos produzidos  pelas

endoxilanases, dificultam a sue agio nilosidasica.

4.11. TRATAMENTO ENZIMATICO DA FOLFA DE EUCALIFTO UBRTIDA POR PRO-

CESB0 KRAFT.

Habo-se que a polpa Kraft submetida a pré-~tratamentoc com
xilanases combinadas, seguido de pranqueamento mostra uma melhoris
ria alvura a.yigcaaidade guande comparada com pmlﬁa Krati brangquesa-
da apernas poyr processo convengional {(FPATCE &_JURQSEKﬁ igR4). 0 uso
gdo ﬁré tratamento com xilanase da polpa obtida do processo  Kraft
peranite obter uma certa alvura 8 viscosidede necessitando  menos
guantidade de cloro durante a etapa de brangueamento (VIKART et
alii, 1984). Neate trabalho, foi realizado o tratamento énzimétiam
da polpa de sugalipto obtids por processo Eraft branguesda gue =}
wsada para produzir papel. O branguemento fol realizado  por  um
praaegﬁa“ de rinco etapas (G, Ep, H, D e H) que envolve tratamento
com clpta Iiyrﬁ {0y, NaOH & perdxido {Ep), Hipoclorito de calcio
(H) = éiéxido de clore (D). & polpas, apdbs © brangusamnento, fol
tratada por xilanases purificadas X-1, X-1I, ¥-I1l e enzima bru-
ra. Ds resultados s3o apresentados na tabela b, & a Figura 30 mos—
tra os produtos de aglo das wrrimas sobre a polps. As polpas tra-

tadas com enzicas foram  mals alvas que & polpa contrele. Into
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Tratamenlios Alvura da polpa Viscosidase da polpa

(74} m Pas (op)

- Xilanase 1 ar,1 20,0
¥ilanase 1T 87,5 16,0
¥ilanass IIX Bh,. 1 13,0
Precipitado 87,1 1%,9
Etannlico
Controle 85,8 19,0

Tabela & ~ Folpa de eucalipto obtids por processo Fraftt

¢ tratada com enzimas.

3 comtrole significa o mesmd tratamento come descorito iy
item T.2.16, sem & enzima.

fps  suspensBes de polpa (1,54 base seoe) foram preparadas
em tamp¥c acetato 0,1 M pH 2,0 8 Lratadas com 8,0 U
das  enzimas listadas. A mistwra foi incubada a S90ol  por
15 horas sem agitag%b. Apts a incubaglo, & polpa foai la-
vadar cmﬁ'agua deztilada e & alvura & a viscosidade f o am

o

determinadas conforme indicado no item Z.2.16.



Hydrolysis of Kraft Pulp by Various Xylanases

S i AR
d

Arabinose

Glucose

Xylose

¥ :yioh:lou

*3 = Aylotriose -

:5 - Collobiose X-1  X-II  x-111 g;:d-
anase

(7]
LI I I |

Figura I0: Cromatografia em papel dos hidrolisados

da polpa de eucalipto pelas xilanases.

As suspenstes de polpa (1,3%4 base seca) foram pre-—
paradas em tampo acetato 0,1 M pH 5,0 e tratadas
caom 5,0 U das enzimas listadas. A mistura foi
incubada & S00C por 195 horas sem agitaglo. ApGs a
incubagdo aliguotas dos sobrenadantes de cada en-—
- saio foram retiradas e analisadas em cromatografia

em papel.
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seorret, provavelmente, por uma perda de silaneo, durante o trata-
mento snzimstico. A vigcosidade da polpa ol levemnenls malor [pars
o  bratamento  com X-1 e snzima bruta enguanto os tratamentos com
X-11 e X~IT11 reduziram consideravelmente a viscosidade da  polpa,
indicando degradaglo das cadeias de celulose, UDomo estsd mostrado
na tabela 3 , silanase 111 continha wuma notéavel guantidade de ati-
vidarde CMCaze enguanto X~I1 continha uma quantidade menov. (& anzi?
ma  bruta aumentou a viscosidade da polpa suito levemznte ao rela-
o ao controle, indicando gque guantidade trago de ChMlase nide atfe—
tou & viseosidade. Destes resultedos conclus-se que O simples ex-
trato enzimdtico de oultura, pode ser éplicadm a polpas para  ma-

lhorar & gualidade da polpa de papel.
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how  CCOOPSCIL LIEOE S

fis principais conclusffes extraldas do presente trabalho

=2 (e

A
.

Moste trabalbo conseguid—se igsolar, & partir de sadeira em de—
conposico da floresta Amaztinica, uma linhagem de fungo termo-

filg wilanglitico apresentandn caracteristicas morfoldgices e

3 eatuds do conjunto das enrimas extraceliulares do  complexo
ligrocelulédsico mostrou que o sistesa celuloliticve era irncom—
pletn e por isto ineficiente enguanto o sistema xilanolitico

ara completo e eficiente.

8 purificago do sistems de xilanases povr cronatogratia  em
DEAE~Gephadex A-50 & CM Segphadex C~B0 apresentou trés fraghes
de proteinas denominadas X-I, X~I1 e ¥~FI1 com atividade wila—

nases. A fragio X-1 nHo interagiu com DEAE-Sephadex.

As fraghes X-1 e X-111 sHo endoenzinas & a fracio X-I1 & uma

wilosidase (exodilanase ou f?wxiloaidage}, A fragio X-1
apresentou  unicamsnte atividade de endoxilanase. As  fragbes
X~11 & ¥X-1II tinham atividades LMlase e arabinosidase, sendo

estas atividades superiores na fraglo X-IIl.
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Todas as enzimas foram estéveis a &0PC. por 1 hora. O pH &timo
2 temperatura Htima da frag¥o X-11 foram 4,3 e &850 respecti-
vaments, enguanto agueles das  fragles X~1 & X-I11  foram

S,0-5,6 &8 7HOC.

Qs pesos moleculares detersinades por BDE-PAREE para as prﬁtain
nas X-I & X-II1 foram 30.000 Da e 43,0008 Ba, respgotivamente.

X111 n¥e foi homogénea.

Tfatamentm da polpa de evcalipto obtida por proocesso Kraft
mostrou  gue X%X~I melhoron & gualidade geral do papel. X-I1 e
¥-111 melhoraram a alvura mas reduziram & viscosidade, ppssi-
velmente por apresentarem CHCase gue degradou celuloss. /A ene
=ima bruta melhorou a gqualidade do papel, ses veduzir a visco-

sidade, possivelmente por conter baixa atividade Chlase.

G  microrganiemo & promissor para aplicagdo  industrial  pois
cresce rapidamente em condig¥e estacionaria em melio simplez e
de baixe custo e secreta as enzimas extracelularmente. A enzi-
ma bruta pode ser usada para elisinaclio de xilano gontaminanie
de polpa de celulose. & purificaglo em spenas trés elapas se-

para  fragbes distintas e interessantes, por ex. X-1 puode ser

-empreg&da para degradagiioc de xilano de polpa ou produgic de

wilocligossacaridens de proporgdo equilibradas e X-11 pode ser
usada para produgio de xilose, sem necessidade de puriticacdo,

para fermentagio ou convers®o a xilitol.
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