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RESUMO

O género Streptomyces estad presente na natureza, preferencialmente em
solos ricos em detritos organicos e crescem em microcolonias podendo degradar
biopolimeros como a biomassa lignocelulésica (devido a producdo de xilanases,
celulases, pectinases, mananases). As xilanases atuam na degradacdo da
hemicelulose da parede celular vegetal e apresentam varias aplicacdes em
processos industriais. Neste trabalho, Streptomyces thermocerradoensis foi
cultivado por 4 dias em duas fontes de carbono: Bagaco de cana de acuUcar
(BCA) e farelo de trigo (FT). O isolado de S. thermocerradoensis foi capaz de
produzir xilanases nas duas fontes de carbono utilizadas. Entretanto, a maior
producdo foi observada em FT e a xilanase produzida nestas condi¢cdes foi
utilizada para purificagdo e caracterizagdo. O extrato bruto obtido foi concentrado
por precipitacdo com sulfato de aménio e a fracdo concentrada foi purificada por
cromatografia em resina ANX-Sepharose (pH 8,0) e em resina de troca catidénica
CM-Sepharose (pH 4,0), com uma massa molecular estimada de 33 kDa. A
xilanase apresentou atividade 6tima a 50°C e pH de 5,0. A atividade enzimatica
foi fortemente inibida na presenca de fons Hg?*, Ag?*, Fe3 e aumentaram sua
atividade em presenca de Co?*, Ca?* e Mn?*. A termoestabilidade foi mantida a
80% por 2 horas a temperatura de 40 e 50°C. Os parametros de Km e Vmax para
xilana oat spelt como substrato foram de 3,5 mg.mL?! e 0,5955 pmol.min?,

respectivamente.

Palavras-Chave: (S. thermocerradoensis, xilanase, caracterizagdo, purificacéo,

lignocelulose).



16

ABSTRACT

The genus Streptomyces is present in nature, preferably in soils rich in organic
detritus and grow into microcolonies may degrade biopolymers such as
lignocellulosic biomass (due to the production of xylanases, cellulases, pectinases,
mannanases). Xylanases act in the degradation of plant cell wall hemicellulose and
have many applications in industrial processes. In this work, Streptomyces
thermocerradoensis was cultivated for 4 days on two sources of carbon: Sugarcane
bagasse (SCB) and wheat bran (WB). The isolate of S. thermocerradoensis was able
to produce xylanase in the two sources of carbon. However, the highest production
was observed in WB and enzyme produced under these conditions was used for
purification and characterization. The crude extract obtained was concentrated by
precipitation with ammonium sulfate. The concentrated fraction was purified by
chromatography ANX Sepharose (pH 8.0) and CM-Sepharose cation exchange (pH
4.0) with a molecular mass of 33 kDa. The xylanase showed optimal activity at 50 °C
and pH 5.0. The enzyme activity was strongly inhibited in the presence of Hg?*, Ag?*,
Fe3* and increased their activity in the presence of Co?", Ca?* and Mn?*. The
thermostability was kept at 80% for 2 hours at a temperature of 40 to 50 °C. The
parameters Km and Vmax for oat spelt xylan was 3,5 mg.mL! and 0,5955 pmol.min-,

respectively.

Keywords: (S. thermocerradoensis, xylanase, characterization, purification,

lignocellulose).
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1. INTRODUCAO

1.1.Biomassa e residuos lignoceluldsicos

A biomassa lignocelulésica representa a fonte organica renovavel mais
abundante da biosfera compreendendo até 50% da biomassa terrestre
(SANCHEZ, 2009). A lignocelulose é um material organico renovavel que
constitui 0 elemento estrutural da parede celular de todas as plantas e
constituida principalmente de celulose (40-50%), hemicelulose (20-30%) e
lignina (20-30%) (TUOMELA et al., 2000). Esses polimeros encontram-se
unidos entre si por ligacBes covalentes, formando uma rede complexa
resistente a ataques microbianos (CASTRO & PEREIRA, 2010). Dentre os
materiais lignocelulésicos, o0s residuos agroindustriais representam um
grande interesse pelo fato de serem produzidos em grande escala

nacionalmente.

Mundialmente, a producao de residuos lignocelulésicos € significante.
Sé&o produzidos, aproximadamente cerca de 2,9 x 10° milhdes de toneladas
de residuos lignoceluldsicos que estdo disponiveis a partir dos cultivos de
cereais e 3,0 x 10° milhdes de toneladas de oleaginosas (SINGHANIA et al.,
2010). O bagaco de cana de acuUcar contou com uma producao aproximada
de 142 milhdes de toneladas, produto do processamento de 588 milhdes de
toneladas de cana produzidas no Brasil. Tendo em mente o interesse pela
producdo de biocombustiveis, esse bagaco poderia aumentar
significativamente a producédo de bioetanol que alcancou aproximadamente
23 bilhdes de litros na safra 2012/2013 (UNICA, 2014).

A composicdo dos diferentes residuos lignocelulésicos varia
significativamente de um material para outro, como pode ser observado na
tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo porcentual de alguns residuos lignocelul6sicos
gerados de diferentes fontes agroindustriais.

Residuos Celulose Hemicelulose Lignina
Lignocelulésicos (%) (%) (%) Referéncia
Bagaco de cana de
acucar 40 24 25 SAHA, 2003
Bagaco de laranja 16 14 1 FARINAS et al., 2008
Farelo de milho 15 35 8 SAHA, 2003
Farelo de trigo 30 50 20 SAHA, 2003
Casca de arroz 36 20 19 FARINAS et al., 2008
Bagaco de soja 3 4 3 FARINAS et al., 2008

Todos estes componentes da parede celular vegetal dos residuos
lignoceluldsicos podem ser utilizados na biorefineria, na qual a maioria das
vezes a biomassa é reduzida em suas unidades estruturais para gerar
produtos de interesse industrial (ALONSO et al., 2013).

As técnicas que sdo mais estudadas e utilizadas incluem hidrolise
acida e a hidrdlise enzimatica (SARKAR et al., 2012). Nesta ultima, alvo do
grande esforco de pesquisa mundial, a quebra destes biopolimeros é feita
por um conjunto de enzimas produzidas por um ou mais micro-organismos,
celuloliticos e hemiceluloliticos (SONI & KANGO, 2013).

Nos processos de hidrélise enzimética, as enzimas podem substituir ou
agir de modo complementar a compostos quimicos inorgéanicos, contribuindo
nos processos de producdo e gerando beneficios para o0 meio ambiente, por
meio da biodegradabilidade e pelo menor consumo de energia. Como as
enzimas sdo mais especificas em sua acdo do que as substancias quimicas,
0S processos enzimaticos produzem uma baixa taxa de subprodutos
residuais, melhorando a obtenc&o de produtos de qualidade e diminuindo a
probabilidade poluicdo ambiental. Assim, o desenvolvimento de enzimas
eficientes para processar residuos agricolas € uma das vias para o
aproveitamento de forma integral de fracdes celuldsicas e hemicelulésicas de

residuos lignocelulosicos.
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1.2.Degradacao enziméatica da biomassa lignocelulésica

A parede celular vegetal € composta principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina. Tais componentes recebem a designacao de material
lignocelulésico (PEREZ et al., 2002).

A celulose é um homopolissacarideo linear ndo ramificado, composto
de unidades de D-glicose, unidas por ligagdes glicosidicas do tipo -1,4,
sendo o componente mais abundante da biomassa vegetal. A celulose
corresponde a aproximadamente a 45% do peso seco das plantas. Além
disso, ela pode aparecer na forma cristalina e amorfa, sendo que esta ultima
apresenta uma conformacdo desorganizada, permitindo uma exposi¢ao
maior da estrutura celuldsica. A regido cristalina da celulose presenta um alto
grau de organizacdo na qual as microfibrilas estdo suficientemente
compactadas para permitir a penetracdo de qualquer molécula (LYND et al.,
2002). Na maioria das vezes, as fibras de celulose sdo encontradas
formando uma intrincada rede junto com outros biopolimeros, principalmente
hemicelulose e lignina, estes associados entre si por meio de interacdes
fisicas e covalentes (KUMAR et al., 2008)

A hidrélise enzimatica da celulose é feita pela acédo sinérgica de um
complexo enzimatico composto por trés enzimas: endo 3-1,4 glicanases (EC
3.2.1.4), celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e B-glicosidases (EC 3.2.1.21). As
endo B-1,4 glucanases atacam randomicamente as ligacGes internas das
regides de celulose amorfa, abrindo sitios de acao para as celobiohidrolases.
As celobiohidrolases sdo também chamadas de exoglucanases e clivam as
extremidades da celulose liberando monémeros e dimeros, atuando inclusive
sobre a forma cristalina. As B-glucosidases sé@o as encarregadas de hidrolisar

a celobiose em duas moléculas de glicose (WANG et al., 2012).
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Figura 1. Estrutura molecular da celulose e modo de agdo das celulases
(KUMAR et al., 2008)

As hemiceluloses sdo componentes estruturais importantes da parede
celular de plantas. Consistem principalmente de D-xilose e L-arabinose, mas
também apresentam D-manose, D-galactose, D-glicose, 4-O-metil-
glicurénico, D-galacturénico e acido D-glicurbnico ligados entre si por
ligacdes glicosidicas B-1,4 e, ocasionalmente (3-1,3 (BEG et al., 2001).

Ao contrario da celulose, as hemiceluloses apresentam cadeias laterais
curtas compostas por diferentes acucares que variam de acordo com a fonte
de hemicelulose. A hemicelulose é ligada fortemente a celulose por ligagdes
de hidrogénio e também através de ligacGes covalentes e ndo covalentes

com lignina, celulose e outros polimeros essenciais a parede da célula.

A xilana, a mais abundante das hemiceluloses, é constituida em média
de 150 a 200 unidades de xilopiranosil (residuos de D-xilose), unidas por
ligacao B-1,4, formando a cadeia principal. Essa, por sua vez, pode ser linear
ou ramificada. Por se tratar de um heteropolissacarideo, a conversao
enzimatica de heteroxilana a seus componentes monoméricos requer a
participagdo sinérgica de varias enzimas, algumas atuando sobre a cadeia

principal, outras sobre as ramificagbes. Do complexo xilanolitico, fazem
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parte: endo-B-xilanases (EC 3.2.1.8), B-xilosidades (EC 3.2.1.17), a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), a-glucuronidases (EC 3.2.1.139),
acetilxilanaesterases (EC 3.1.1.6), B-cumaroilesterases e B-feruloilesterases.
(WANG et al., 2012; JUTURU & WU, 2013).

Dentre essas enzimas, as xilanases (E.C. 3.2.1.8) sdo enzimas chave
na degradacdo de xilana, uma vez que atuam sobre a cadeia principal. A
atividade de xilanase muitas vezes facilita a atuacdo de outras enzimas do
complexo através de heterosinergismo, pois a presenca de grandes
quantidades de substituintes pode dificultar a formagao de complexos do tipo
enzima-substrato (JUTURU & WU, 2014).

As endo B-xilanases clivam porcdes internas da cadeia polimérica de
xilana, fornecendo substrato para atuacao das B-xilosidades. Essas Ultimas
atuam sobre fragmentos (oligossacarideos) de xilana e sobre as
extremidades ndo redutoras da xilana (acdo exo). Outras enzimas estao
também envolvidas na degradacdo da xilana, isto devido a natureza
complexa destes polissacarideos: a-L-arabinofuranosidase clivam as
ligagbes a-glicosidicas entre arabinose e xilose; acetilxilana esterase remove
0s grupos O-acetyl das posicoes 2 e 3 de residuos de B-D-xilopiranosil; acido
ferulicoesterase clivam a ligacdes éster entre a arabinose e as cadeias
laterais de &cido ferulico; e acido cumaricoesterase cliva as ligacbes éster
entre arabinose e acido p-cumarico (SONI & KANGO, 2013)



22

a-glucuronidase

H I H
endo-1,4-xylanase

p-ecoumaric acid esterase Ferulic acid esterase

o / o /
H OH
HO f E =0 H HOW O"'!'

HaCO

H H H
— ) o—
° H H H H H
H
H O H
H H OH
acelylxylan esterase OH
=0 H O
H H
H H
H 8] "
H T M OH

B-xylosidase

Figura 2. Estrutura quimica e degradacdo da hemicelulose (WANG et al.,
2012).

A lignina é o segundo polimero mais abundante na parede celular de
plantas vasculares e na natureza, depois da celulose. Aproximadamente 27%
do carbono total fixado por fotossintese em ecossistemas de terra é
incorporada em lignina (SONI & KANGO, 2013). Encontra-se como parte
integral da parede celular, emaranhada em uma complexa matriz de celulose
e hemicelulose, constituindo uma barreira impenetravel na parede celular da
planta, servindo de suporte estrutural, conferindo impermeabilidade e
resisténcia contra o ataque microbiano e estrese oxidativo. (KUMAR et al.,
2008).




23

7

A lignina é uma complexa macromolécula fendlica, hidrofobica,
constituida por unidades de fenil-propano, de caracteristica tridimendional e
amorfa. Possui na sua estrutura atomos de carbono derivados de élcool
cinamil substituido, que sdo cumaril, coniferil e alcool sirigil. As ligninas séo
altamente ramificadas, ndo cristalinas, com estrutura e composi¢cao quimica
variando de acordo com a fonte de origem (SANCHEZ, 2009). A degradacéo
da lignina pode ser entendida como um processo multienzimatico por reacao
nao especifica, resultante da acdo coordenada de uma série de enzimas
lignoliticas intra e extracelulares as quais, desestabilizam as ligacfes da
macromolécula, causando assim seu colapso (MARTINEZ et al., 2005;
WANG et al., 2012).

As lacases (E.C. 1.10.3.2) pertencem ao grupo das polifenol oxidases
que contém atomos de cobre no sitio ativo, sendo comumente denominadas
de oxidases multicobre. Estas enzimas catalisam a oxidacdo de compostos
aromaticos e outros compostos organicos, como por exemplo, polifendis,
fenodis com metoxilacdes e aminas arométicas, com a concomitante redugéo
do oxigénio a uma molécula de 4gua. Atuam sobre a molécula de lignina,
favorecendo a delignificacdo das fibras lignocelulésicas e desta forma, como
as hemicelulases facilitam o acesso das celulases ao substrato (SANCHEZ,
2009).
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1.3.Microrganismos xilanoliticos

Os microrganismos xilanoliticos sao encontrados em grupos
taxondémicos variados, sendo a maioria pertencente a bactérias e fungos. Os
organismos xilanoliticos ocorrem em todos os ambientes onde h& acumulo
de materiais lignocelulésicos. Usualmente, ocorrem em populagdes mistas,
onde 0s micro-organismos interagem sinergicamente (SUBRAMANIYAN et
al., 2002). Na natureza varios organismos sdo capazes de produzir
hemicelulases, dentre estas bactérias (aerébicas e anaerdbicas), fungos
(mesofilicos, termofilicos e extremofilicos), algas, protozoérios, gastropodes
e artropodes (KULKARNI et al.,1999). A maioria dos fungos fitopatogénicos

produzem enzimas com atividade xilanolitica contra a parede celular vegetal.

Xilanases também foram descritos para géneros de bactérias que nao
estdo envolvidas em fitopatogenicidade, como Bacillus sp (DHILLON et al.,
2000). Também actinomicetos do género Streptomyces com atividade
xilanolitica tem sido observados tais como Streptomyces actuosus (WANG et
al., 2003), Streptomyces cyaneus (NINAWE et al., 2008), Streptomyces
halstedii (RUIZ et al., 1995).

1.4.Streptomyces

Streptomyces é o género mais extenso de actinobacterias, pertence a
classe Actinobacteria, sG&o membros da ordem Actinomicetales e a familia
Streptomycetaceae. Sdo um grupo de bactérias Gram positivas, aerobicas e
apresentam em seu genoma um elevado contelddo de citosina e guanina.
Sao quimiorganotroficos e produzem uma variedade de pigmentos
responsaveis pela cor do micélio sob o substrato e micélio aéreo
(ANDERSON & WELLINGTON, 2001).

Streptomyces estdo presentes em uma grande diversidade de biomas,
preferencialmente em solos ricos em detritos organicos e crescem em
microcolénias que degradam biopolimeros como lignocelulose, polifendis,

quitosanas, queratinas, pectinas, dentre outros (REHM, 1993). Algumas
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espécies de Streptomyces atacam a celulose, hemicelulose e a lignina, esta
habilidade, producdo de hemicelulases, tem grande importancia na produgao
de liguidos combustiveis e produtos quimicos a partir de subprodutos da
agricultura (SCHREMPF, 2008).

Streptomyces apresenta um complexo processo de diferenciacéo
morfologica, similar aos fungos filamentosos e Unicos em bactérias. Estes
micro-organismos crescem como hifas ramificadas formando um extenso
micélio vegetativo, como diferenciacdo em micélio aéreo e posterior
dispers@o de esporos. A extensdo da hifa se d& por crescimento apical e é
mediado principalmente pela proteina DiviVA, que esta envolvida no
processo de formacdo de novos pontos de ramificacdo na hifa e na sua
extensdo. Enzimas envolvidas exportam peptideoglicano, assim como outros
componentes como &cido teicbico, proteinas de superficie e lipideos que
passam a ser secretados e incorporados na zona de crescimento (WILLEY et

al., 2006; FLARDH & BUTTNER, 2009).
J

Figura 4. Esquema da formagdo do micélio vegetativo, micélio aéreo e
esporos em Streptomyces (ELLIOT & FLARDH, 2012).
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1.5.Aplicacdes biotecnoldgicas de xilanases

Na induastria téxtil, as xilanases tem sido utilizados para o pré-
tratamento de fibras de baixa qualidade. Tais fibras sao ricas em conteudo
hemiceluldsico, por conseguinte, causam dificuldades no adequado processo
de fiagdo. O pré-tratamento das fibras com xilanases termoestaveis,
removem as Xxilanas ficando mais suave a nivel significativo (PATRA &
MADHU, 2010).

Na industria dos alimentos, as xilanases tém muitas aplicacbes. O
processamento de cereais com Xilanase resultou na reducdo do tempo de
processamento durante a fermentacdo destes materiais alimenticios. O
tratamento da farinha de trigo com xilanases aumentou a absor¢do de agua
da massa, bem como melhoras significativas na textura do pao. As xilanases
também sdo usadas na clarificacdo de sucos de frutas e vinhos.
(SUBRAMANIYAN & PREMA, 2002).

Na industria de racdes, os polissacarideos ndo amilaceos como
estaquiose e rafinose sdo um grande problema na inddstria dos alimentos. O
pré-tratamento de silagem e graos com xilanase, resulta na degradacéo dos
complexos ndo amilaceos, liberando nutrientes. Isto melhora o valor
nutricional especialmente para animais monogastricos, onde a microflora
xilanolitica é ausente. A suplementacao de alimentos de cereais baseados na
dieta com xilanases, também melhorou significativamente a producdo de
ovos de codornas (BAYRAM et al., 2008).

Na bioconverséo da lignocelulose, implica a sacarificacdo de matérias
lignoceluldsicos usando xilanases, liberando aclUcares que podem ser
utilizados para producédo de xilooligosacarideos, etanol, &cidos organicos e

producédo de hidrogénio (LI et al., 2011).

Na industria do papel, as xilanases atuam sobre os residuos de xilosil
B-1, 4, facilitando a liberacdo de xilana e lignina (compostos polifendlicos

responséaveis pela coloracdo marrom do papel) para fazer o papel branco e
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brilhoso. A aplicacdo das xilanases podem ajudar consideravelmente, na
diminuicdo da poluicdo industrial, causada pela utilizagdo do cloro como
agente quimico branqueador das polpas, o que origina a formacdo de
compostos residuais denominados organo-clorados, que sao extremamente
toxicos para o meio ambiente. A utilizacdo da xilanase, no biobranqueamento
das polpas, leva a diminuicdo do consumo de branqueadores quimicos, sem
comprometer, entretanto, o resultado final, em termos da alvura do papel
(VERMA & SATYANARAYANA, 2012).
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2. OBJETIVOS

Purificar e caracterizar uma enzima com atividade xilanolitica produzida por

Streptomyces thermocerradoensis na presenca de residuos lignocelulésicos.

2.1.Objetivos Especificos
e Efetuar o cultivo em condicbes submersas do isolado de S.
thermocerradoensis em duas fontes de carbono: Bagaco de cana de
acucar(BCA) e farelo de trigo (FT);

e Avaliar a cinética de producédo de xilanases presentes nos cultivos;

e Purificar uma enzima com atividade xilanolitica a partir do cultivo em

farelo de trigo usando técnicas cromatograficas;

e Caracterizar a enzima purificada (temperatura, pH, termoestabilidade,

ions);

e Determinar os parametros cinéticos (Km, Vmax) da enzima purificada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.

3.2.

Microrganismo e producao de esporos

A linhagem de S. thermocerradoensis foi obtido da colecdo do
Laboratério de engenharia genética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Goias, isolado a partir do BCA seco em contato com
solo de Cerrado e identificada como uma nova linhagem termofilica com
atividade xilanolitica segundo (BRITO-CUNHA et al., 2013).

A producdo de esporos foi feita em meio solido MYA (Extrato de
levedura — 4,0 g/L; Extrato de malte — 10,0 g/L; Glicose — 4,0 g/L; agar —
20g/L e pH 7,3) e incubada a 45 °C por 4 dias (PRIDHAM et al., 1956).

Preparo do in6culo

O indculo foi obtido por meio da raspagem de esporos de uma placa de
Petri do meio MYA com no méximo 4 dias de crescimento, os quais foram
dispersos em 50 mL de solucdo de NaCl 0,9% (p/v) autoclavada. A contagem
de esporos da suspensao foi determinada pela observacdo em microscopio

6tico com camara de Neubauer, contabilizando 108 esporos/mL.

3.3.Cinética de producdao de xilanases em diferentes fontes de carbono

Para determinar a cinética de producédo de xilanases o BCA e FT foram
utilizados como fonte de carbono lignocelulésicos nas concentracdes de
0,5% (p/v) para cultivos submersos de S. thermocerradoensis os quais foram
realizados em Erlenmeyer de 1,0 L, contendo 250 mL de meio liquido
(KH2PO4 — 9,0 g/L; K2HPO4 — 1,5 g/L; MgS04.7H20 — 0,2 g/L; CaCl2 — 0,05
g/L; MnS04.7H20 — 0,01 g/L; ZnS0O4.7H20 — 0,001 g/L; extrato de levedura —
1g/L; em pH 7,0) segundo (CARVALHO, 2003), autoclavado a 121 °C por 15
minutos. Uma suspenséo de 108 esporos/mL foi inoculada aos meios liquidos
equivalentes a 1% do volume do meio de cultivo. Os cultivos liquidos foram
incubados por 10 dias a 45°C em agitagdo constante de 140 rpm segundo
estabelecido por (BRITO-CUNHA et al., 2013). Apds este periodo, 0s meios
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liguidos foram filtrados a vacuo em papel filtro e centrifugados a 10.000 rpm
por 20 min a 4 °C.

Aos filtrados, denominado Extrato bruto (EB), foram adicionados 0,02%
(p/v) de azida sodica, para ser armazenados em camara fria a 4 °C e
posteriormente analisado a cinética da producdo de enzimas frente a cada
fonte de carbono. Por meio deste experimento, foi possivel selecionar a fonte
de carbono melhor indutora de xilanases. Posterior a esta etapa, procedeu-
se a purificacéo e caracterizacdo das xilanases. Os cultivos foram realizados
em triplicatas biologicas.

Determinacdo da atividade xilanolitica e dosagem de proteina total

A atividade de xilanase foi feita misturando 100 pL de xilana “oat spelt”
1% (p/v) em tampdo acetato de sddio 50 mM a pH 5,0 com 50 pL da enzima,
incubando em banho-maria a 50°C por 30 minutos. Apés esse periodo de
incubacdo da enzima com o substrato, foram adicionados 300 pL de Acido
Dinitrosalicilico (DNS), e os tubos foram fervidos por 10 minutos para a
deteccdo dos acucares redutores liberados pela acdo enzimética, segundo
metodologia descrita por MILLER (1959). As atividades enziméticas foram
expressas em Unidades Internacionais por mililitro de amostra (U.l/mL),
sendo que U.I foi definida como aquela que libera um pmol do agucar redutor
correspondente por minuto de reacgao.

A concentracdo de proteinas foi determinada como descrito no kit (Bio-
Rad Inc., Hercules, CA, EUA), segundo método proposto por BRADFORD
(1976). As atividades especificas foram calculadas e expressas em Ul/mg de

proteina total. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata.
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3.5. Purificacao da xilanase por cromatografia

O extrato bruto obtido na etapa de cultivo em meio liquido contendo o
farelo de trigo foi filtrado a vacuo em papel filtro Whatman N°1 e centrifugado
a 10.000 rpm por 20 min a 4 °C. O extrato bruto (300 ml) foi concentrado por
precipitacdo com 60% (p/v) de sulfato de amonio por 12 horas, 0 processo
ocorreu em camara fria a 4°C sob agitacdo por meio de barra magnética.
Apé6s, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 30 ml de
tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) e dialisado contra o0 mesmo tampéo por 12

horas (com trocas de tampéo a cada 4 horas).

As etapas cromatogréaficas foram realizadas a temperatura ambiente.
Um volume de 5 mL (1.2 mg/ml de proteina) da amostra do extrato bruto
precipitado com sulfato de amonio e dialisado com tampao Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), contendo atividade xilanolitica foi fracionado em coluna ANX
Sepharose (1x5 cm), acoplada ao sistema de purificagdo Akta (GE
healthcare). A coluna foi previamente equilibrada em tampéao Tris-HCI 50 mM
pH 8,0. Fracdes de 1 ml/min foram eluidas, seguindo-se a um gradiente
linear de cloreto de sodio (0-1M) sob o mesmo fluxo. As fragcdes foram
dialisadas por 8 horas com trocas de agua destilada cada 2 horas e aquelas
que apresentavam atividade xilanolitica foram dialisadas em tampdao acetato
de sddio 50 mM pH 4,0 e reservadas para a seguinte etapa cromatografica.

Um volume de 1 ml (92 pg/ml proteina) da fracdo amostral anterior foi
aplicado em coluna CM Shepharose (1 x 5 cm), acoplada ao sistema de
purificacdo Akta (GE healthcare). A coluna foi pré-equilibrada em tampéao
acetato de sédio 50 mM pH 4,0. A eluicéo foi iniciada com tamp&o acetato de
sédio 50 mM pH 4,0 sob fluxo de 1 ml/min, seguindo-se a um gradiente linear
de cloreto de sddio (0-1M) sob o0 mesmo fluxo. As fracdes foram dialisadas
por 8 horas com trocas de agua destilada a cada 2 horas. A fracéo purificada

obtida foi submetida a caracterizacgéo.
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Na figura 5 & demonstrado em forma de esquema de maneira sucinta as

etapas utilizadas na obtencdo da enzima de interesse.

ETAPAS DE PURIFICACAO carbono em fermentacéo submersa por 6 dias.

Streptomyces sp cultivado em FT como fonte de

EB filtrado em vacuo com papel filtro e centrifugado
a 10000 rpm por 20 min a 4°C.

FILTRAC AO EXTRATO BRUTO
(EB)
PRECIPITACAO PRECIPITAQAO (NH4)2504

l Precipitago 60 %

| ANX-SEPHAROSE |
l Tamp3o Fosfato 50 mM pH 8,0

CROMATOGRAFIAS

CM-SEPHAROSE FAST FLOW
l Tampao Acetato 50 mM pH 4,0

| XILANASE PURIFICADA |

Figura 5. Representacdo esquematica das etapas de purificacdo de xilanase

produzida por Streptomyces thermocerradoensis cultivado em farelo de trigo.

3.6. Caracterizacdo da enzima purificada

3.6.1. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

O efeito da temperatura sobre a atividade xilanolitica da amostra
purificada, foi determinado a pH 5,0 por 10 minutos no intervalo de
temperatura de 30 a 80 °C. A atividade relativa foi determinada como
100% de atividade xilanolitica correspondente ao ensaio no melhor valor
de temperatura dentro do intervalo analisado. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.
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3.6.2. Efeito do pH na atividade enzimatica

O efeito do pH sobre a atividade xilanolitica da amostra purificada foi
determinado nas melhores condi¢cfes de temperatura por 10 minutos na
faixa de pH de 3 a 10, com os seguintes tampdes: Acetato de sodio (3 a
5); fosfato de sddio (6 a 7); Tris-HCI (8 a 9) e Glicina-NaOH (10,0). A
atividade relativa foi determinada como 100% de atividade xilanolitica
correspondente ao ensaio no melhor valor de pH dentro do intervalo

analisado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.6.3. Termoestabilidade da atividade enziméatica

O ensaio para a determinagdo da termoestabilidade da amostra
purificada foi realizado nas temperaturas e pH de melhor atividade. As
amostras foram pré-incubadas a 40, 50 e 60 °C por 30 min; 1; 2; 4; 6 e 8
horas. A atividade relativa foi determinada como 100% de atividade
xilanolitica correspondente ao ensaio realizado a partir de amostras
retiradas no tempo zero dentro do intervalo analisado. Todos o0s ensaios

foram realizados em triplicata.

3.6.4. Efeito dos ions

O ensaio com ions metalicos (Co?*,Mn?*, Mg?*, Ca?*, Zn®*, K*, Na*,
Cu?*, Fe?*, Hg?*, Fe®*, Ag*) e com o &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) da amostra purificada foi realizado na temperatura e pH de
melhor atividade nas concentracfes de 1 e 10 mM. Como controle, as
amostras foram incubadas em tampéao acetato de sédio 50 mM pH 5,0. A
atividade relativa foi determinada como 100% de atividade xilanolitica
correspondente ao controle. Todos o0s ensaios foram realizados em

triplicata.
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3.6.5. Cinética enzimatica Km € Vmax

O efeito da concentracdo do substrato na velocidade da reacéo
enzimatica catalisada pela enzima purificada foi realizado avaliando-se a
atividade enzimatica em concentracdes variaveis de substrato. O
substrato utilizado foi xilana “oat spelt” na concentragdo de 2,5 até 5,0
mg/ml. Os dados foram calculados no programa SigmaPlot 12.3

utilizando as equacdes de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk.

3.7.Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras purificadas contendo 30 pg/mL de proteina, foram
precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 75% e fervidas por 5 minutos e
resuspendidas em tampdo de amostra Tris/HCI 0,5 M pH 6,8 contendo
glicerol 10% (v/v), SDS 10% (p/v), 2B-mercaptoetanol e azul de bromofenol
0,05% (p/v). As amostras resuspendidas foram aplicadas em um gel de
poliacrilamida 12% (p/v) em condicbes desnaturantes, segundo LAEMMLI
(1970). Foram utilizados os marcadores de massa molecular (Kid Unstained
Protein Molecular WeightMarker, Termocientific): Beta-galactosidase (116
kDa), Soro albumina bovina (62,2 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Lactato
Desidrogenase (35 kDa), REase Bsp98l (25kDa), Beta Lactoglobulina
(18,4 kDa), Lisozima (14,4 kDa). O gel foi corado com prata para melhor
visualizagéo das bandas.

3.8.Zimograma

Para analise de zimograma, as amostras de extrato bruto e o purificado
foram dialisadas e aplicadas em gel SDS-PAGE contendo 12% (v/v) de
poliacrilamida, para atividade xilanase adicionou-se ao gel 0,1% (p/v) de
xilana “oatspelt”. Apos a corrida, o gel foi incubado em Triton X-100 a 2,5%
(v/v) por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente incubou-se por 2
horas a 50°C em tampao acetato de so6dio 50 mM pH 5,0, tendo sido o
mesmo corado em solugéo 0,1 % (p/v) de vermelho de congo por 20 minutos.

O gel foi lavado com NaCl 1 M até a visualizagcéo das bandas de atividade.
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4. RESULTADOS

Os resultados seguintes referem-se a producéo, purificacdo e caracterizacao
de uma xilanase produzidas pelo actinomiceto S. thermocerradoensis quando

cultivado em farelo de trigo como fonte de biomassa lignocelulésica.

4.1.Microrganismo e producao de esporos

A linhagem de S. thermocerradoensis foi cultivada em meio solido MYA
para producdo de esporos. O isolado apresentou morfologia tipica de
Streptomyces como aspecto da colbnia, producao de esporos e producdo de

agarase como se mostra na Figura 6.

Figura 6. Isolado de Streptomyces thermocerradoensis em meio MYA sdélido.
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4.2.Cinética de producao de xilanase com duas fontes de carbono

A figura 7 refere-se a andlise da producédo de xilanase cultivado com
duas fontes de carbono por 4 dias a temperatura de 45 °C. Utilizou-se para
esta avaliacdo o sobrenadante de cultura denominado extrato bruto (EB).
Conforme pode ser observado, a atividade de xilanase induzida em FT teve
maior atividade para estas condi¢cfes de cultivo, com valor médio de 0,6564
U.I/mL, seguido da atividade de xilanase induzida com BCA com valor médio
de 0,3449 U.I/mL. Com base na figura 7 é possivel inferir que a utilizacédo de
FT no cultivo de S. thermocerradoensis induziu uma maior producédo de
xilanase. Desta forma, o EB do S. thermocerradoensis cultivado na presenca

de FT foi utilizado para proceder a purificacdo e caracterizacdo de xilanase.
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Figura 7.Determinacdo da atividade de xilanase produzidas por
Streptomyces thermocerradoensis em diferentes fontes de carbono. As
barras (azul, vermelho e verde), representam as réplicas biolégicas do
experimento. Barras verticais representam os valores do desvio padrao para

triplicata técnica.
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A figura 8 refere-se a producéo de xilanase de S. thermocerradoensis
induzida com farelo de trigo num tempo de 12 dias de incubacao a 45 °C. A
analise da atividade enzimatica foi realizada todos os dias assim como a
qguantificacdo de proteinas totais. Pode-se observar que a maior producéo de
xilanase ocorreu no 6° dia de incubacdo, com valor de atividade enzimatica
de 1,32 U.lI/mL, proteinas totais de 120 pg/mL e uma atividade especifica de
11,0 Ul/mg.
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Figura 8. Andlise de atividade xilanolitica e proteinas totais, produzida por
Streptomyces thermocerradoensis cultivado em farelo de trigo num tempo de
12 dias.
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Para purificacdo de xilanase foram utilizadas as seguintes estratégias:

Uma etapa de precipitacdo com sulfato de amoénio (60% p/v) e por duas

etapas cromatograficas (coluna ANX-Sepharose e coluna de CM-Sepharose

Fast flow).

A figura 9 apresenta o cromatograma do precipitado com sulfato de

amonio em coluna ANX-Sepharose (1x5 cm), acoplada ao sistema AKTA

(GE healthcare). Foi equilibrada com tampéao Tris-HCI (50 mM pH 8,0) e com
um gradiente de sal NaCl de 0,1 até 1,0 M. O perfil cromatogréfico

apresentou eluicdo de proteinas com atividade de xilanase nas fracfes 16

até 25, as quais foram analisadas suas atividades enziméticas, proteinas

totais e em gel SDS-PAGE. Apos andlise das fracfes, foi considerado para a

etapa seguinte de purificacdo a fracdo 17 com atividade xilanolitica de 0,9

U.I/mL a qual foi coletada, concentrada, dialisada e armazenada a 4 °C para

a posterior cromatografia de troca ionica.
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Figura 9. Cromatograma do precipitado com sulfato de aménio aplicado em

ANX-Sepharose.
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Uma vez que foi realizada a cromatografia na coluna ANX-Sepharose,
a fracdo coletada foi aplicada em coluna CM-Sepharose FastFlow (CM-FF
1mL), acoplada ao sistema de AKTA (GE healthcare), equilibrada com
tampdo acetato de s6dio 50 mM pH 4,0. O cromatograma desta etapa €

apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Cromatograma da fracdo purificada com atividade de xilanase

obtida em coluna CM-Sepharose.

A partir da analise do cromatograma, é possivel identificar dois picos
de proteina (UV-280). O pico maior que foi eluido no inicio da cromatografia,
ndo apresentou atividade xilanolitica, enquanto que o pico menor, o qual foi
eluido durante o gradiente de cloreto de sodio (entre 25-35%),
compreendendo a fragdo 14, apresentou atividade xilanolitica. O grau de
pureza da fragdo contendo atividade de xilanase foi avaliado por SDS-PAGE

e zimograma.
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Tabela 2. Suméario das etapas de purificacdo da xilanase produzida por

Streptomyces thermocerradoensis cultivado em farelo de trigo como fonte de

carbono.
Atividade
Etapas Proteina Atividade especifica Purificacéo Rendimento

total (mg) total (U.1) (U/mg) (fold) (%)
Extrato bruto 38,25 386,10 10,10 1,0 100
(NH4)2SO4 11,73 249,51 11,48 11 64,6
ANX-Sepharose 1,86 51,80 27,85 2,8 13,4
CM-Sepharose 0,069 4,20 60,87 6,0 1,1

Conforme observado na tabela 2, referente as etapas de purificacdo. A
atividade especifica da enzima purificada aumentou (60,87 U.mg™), quando
comparado com o extrato bruto (10,10 U.mg™). Também revelou valores de

purificacdo 6,0 e rendimento de 1,1%.
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4.4.SDS-PAGE e Zimograma

Para avaliar as etapas cromatograficas além da analise da atividade
enzimatica e quantificacdo de proteinas totais, foi necessario determinar o
grau de pureza das fragbes mediante gel de poliacrilamida 12% (v/v),
conforme observado na figura 11A. O extrato bruto (coluna 1) apresentou um
conjunto de proteinas de diversas massas moleculares (23 kDa até 116 kDa),
da mesma forma o precipitado com sulfato de amdnio (coluna 2). O grau de
purificacdo se observou a partir da coluna 3 (fracdo 17 da cromatografia
AXN-Sepharose) mostrando 3 bandas, seguidamente a coluna 4 (fracéo 14
da cromatografia CM-Sepharose) mostrou 1 banda com massa molecular
estimada de 33 kDa.

A
MW 1 2 3 4
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Figura 11. A) Avaliacdo do grau de pureza das fracdes cromatograficas com
atividade de xilanase. Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE 12%).
Marcador de massa molecular (MW); Amostra do EB (1); Precipitado com
sulfato de amoénio (2); Fracdo 17 de ANX-Sepharose (3); Fracdo 14 de CM-

Sepharose (4). Coloragao com nitrato de prata.
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Para analise em gel de atividade, foi usada xilana “oatspelt” como
substrato. O extrato bruto (coluna 1) mostrou 4 bandas com atividade de
xilanase com massas moleculares estimadas de 45, 42, 37 e 33 kDa,
enguanto a enzima purificada (coluna 4) apresentou uma massa molecular
estimada de 33 kDa. (Figura 11B)
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66,2
45 1 45 kDa
s 42kDa
35 1 37kDa
» 33kDa
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Figura 11B. Atividade em gel do extrato bruto e da fragcéo purificada.
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4.5. Caracterizacao das xilanases presentes no EB e da enzima purificada.

Apos a purificacdo da enzima xilanase confirmada mediante analise de
atividade xilanolitica, grau de pureza em gel de poliacrilamida (12%) e
zimograma, a fragcdo contendo a enzima purificada foi coletada, concentrada
e dialisada para sua respetiva caracterizacdo. Foi analisado o efeito do pH e
temperatura na atividade xilanolitica e também foi determinado o pH e
temperatura 6tima. Determinou-se o efeito dos ions metalicos e EDTA na
atividade xilanolitica assim como sua termoestabilidade em temperaturas de
40, 50 e 60°C.

O efeito do pH sobre a atividade de xilanase do extrato bruto (EB) e
para a enzima purificada (Xyl) revelou que as duas amostras mantiveram as
atividades enziméticas superiores a 50% na faixa de pH de 4 a 8. O extrato
bruto teve maior atividade em pH 6,0 e para a enzima purificada com pH 5,0.
(Figura 12).
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Figura 12.Efeito do pH na atividade xilanolitica do extrato bruto (EB) e da

enzima purificada.
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O efeito da temperatura sobre a atividade de xilanases contidas no EB,
revelou 3 picos de atividade a 40, 55 e 65 °C e manteve uma atividade
relativa acima de 60% nas temperaturas de 50 °C a 70°C. Para a enzima
purificada (Xyl) observou-se 1 pico de atividade a 50°C, mantendo alta

atividade na faixa de 40 a 60 °C com atividade maior a 65%. (Figura 13).
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Figura 13.Efeito da temperatura na atividade xilanolitica do extrato bruto
(EB) e da enzima purificada (Xyl).
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A termoestabilidade das xilanases do EB também foi testada e os
resultados estéo apresentados na figura 14. Nesta figura observou-se que a
amostra do extrato bruto permaneceu estavel por 4 horas com atividade
xilanolitica superior a 75%, nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, ap0s 8 horas

a atividade diminui a 40%.
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Figura 14. Termoestabilidade da atividade de xilanase do extrato bruto a
temperaturas de 40, 50 e 60 °C.

A termoestabilidade da atividade de xilanase da enzima purificada &
apresentada na figura 15. Apos 2 horas de incubagéo a enzima manteve sua
atividade em 80% a temperaturas de 40 e 50 °C, respectivamente, enquanto
gue na temperatura de 60 °C sua atividade desceu até 25%. Apds 6 horas de
incubagéo a enzima manteve sua atividade em 60% a 40°C e a temperaturas

de 50 e 60°C a atividade permaneceu em 20%.
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Figura 15. Termoestabilidade da atividade da enzima purificada a
temperaturas de 40, 50 e 60°C.

O efeito de ions metalicos e EDTA sobre a atividade xilanolitica da
enzima purificada estédo apresentados na tabela 3. Conforme observado na
tabela, em presenca de EDTA 10 mM, a atividade da enzima foi reduzida a
84%. A enzima purificada na presenca de Hg?* na concentracdo de 1 e 10
mM, a atividade da enzima foi reduzida a 39 e 5%, respectivamente. Outro
ion cuja presenca inibiu quase por completo a atividade da enzima foi o ion
Ag'* na concentragdo de 1 e 10 mM com atividade de 50 e 2%,
respectivamente. O ion Fe3* inibiu fortemente a atividade xilanase nas duas

concentracoes de 1 e 10 mM com atividades de 8 e 7%, respectivamente.

Os niveis de atividade aumentaram em presenca de Co?" na
concentracéo de 1 e 10 mM com atividade de 141 e 189%, respectivamente.
Os ions Ca?* e Mn?* também promoveram um aumento da atividade a 159 e
215%, respectivamente. De maneira geral, a enzima purificada apresentou-

se estavel em presenca de boa parte dos ions testados.
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Tabela 3. Efeito dos ions metalicos e EDTA sobre a atividade xilanolitica da
enzima purificada. Atividade relativa é expressa em porcentagem em relagédo

ao controle (100% com atividade enzimatica de 0,794 Ul mL* da enzima

purificada).
1 mM 10 mM
lons Atividade Atividade
especificos relativa (%) relativa (%)
Controle 100 + 0,02 100 + 0,04
CoCl2 141 +0,2 189+ 0,2
MnCl2 153+0,1 215+0,1
MgCl2 101 +0,3 128 + 0,3
CaCl2 128 + 0,2 159+0,1
ZnCl2 115+0,2 122 +£0,3
KCI 74 +0,1 109+ 0,2
NaCl 97+0,4 114 +0,2
CuCl2 110+0,3 35+0,1
FeCls 8+ 0,1 7+ 0,1
HgCl2 39+ 0,2 5+ 0,2
AgNOs3 50+ 0,2 2+ 0,4
EDTA 92 +0,2 84+0,3

4.6.Parametros cinéticos

A enzima purificada foi testada perante as condi¢cdes crescentes de
substrato (xilana “oatspelt”) para calculo de Km € Vmax. Os parametros
cinéticos foram calculados para a atividade de xilanase, obtendo valores de
Km 3,5 mg mlt e Vmax de 0,5955 umol mint. Os resultados se mostram nas

figuras 16 e 17, respectivamente.
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Figura 16. Curva de Michaelis-Menten utilizando substrato xilana oat spelt.
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Figura 17. Grafico de Lineweaver-Burk. Dados gerados a partir do grafico de

Michaelis-Menten.
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5. DISCUSSAO

A xilana é o principal polissacarideo da hemicelulose constituido por cadeias
1,4-B-D-xilose e constitui 20-40% da biomassa total da planta. A total hidrélise
enzimatica da xilana requer a acdo cooperativa de endo-p-1,4-xilanase (EC
3.2.1.8), B-xilosidase (EC 3.2.1.37) e uma série de enzimas que degradam o0s
grupos da cadeia lateral. Entre estes, endo-p-1,4-xilanase é a enzima mais
importante porque cliva ligacbes glicosidicas para liberar cadeias curtas de

oligossacarideos.

A capacidade de hidrélise da biomassa lignocelulolitica por Streptomyces foi
relatada no trabalho de SINGH et al., (2014) por analise protedmica, quando
crescido em palha de arroz, produziu uma grande quantidade de celulases,
hemicelulases, proteases e proteinas complementares. A atividade xilanolitica
tem sido relatada frequentemente por diferentes espécies de Streptomyces, tais
como S. actuosus (WANG et al., 2003), S. cyaneus (NINAWE et al., 2008), S.
halstedii (RUIZ et al., 1995), S. matensis (YAN et al., 2009), S. olivaceoviridis
(WANG et al., 2007), S. roseiscleroticus (ANTHONY et al, 1991), S.
thermoviolaceus (SUJIBOet al., 1992) e S. viridosporus (MAGNUSON &
CRAWFORD, 1997).

Na figura 6 pode-se observar o isolado de que se trata o estudo quanto
cultivado em meio MYA solido, mostra morfologia tipica de Streptomyces, como
aspecto da col6nia, producao de esporos e producdo de agarase como descrito
por BRITO-CUNHA et al, (2013). A grande producdo de residuos
lignocelulésicos que incluem bagaco de cana-de-acucar, farelo de trigo, casca de
arroz, palha de trigo, palha de arroz, palha de milho, bagaco de laranja entre
outros, tem diferentes quantidades de componentes celuldsicos, tornando-se
uma fonte essencialmente inesgotavel de matéria-prima para produtos
ambientalmente amigaveis e biocompativeis. Varios autores relatam a utilizacao
de residuos lignocelulésicos como substrato para producdo de enzimas de
interesse industrial (SANCHEZ, 2009; SIQUEIRA & FILHO, 2010; SAHA, 2003;
SONI & KANGO, 2013).
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Um fator importante para a producdo de xilanases é a escolha de um
substrato apropriado como fonte de carbono. Este foi estudado por SINGH et al.
(2012), que utilizou residuos agroindustriais (bagaco de cana-de-acucar, farelo
de trigo, farelo de arroz, sabugo de milho e palha de trigo) avaliando a producao

simultanea de xilanases e amilases por actinomicetos termofilas.

A cinética de producado de xilanase mostrou que o farelo de trigo foi o melhor
indutor de xilanase quando comparado com bagaco de cana-de-agcucar como se
mostra na figura 7. No estudo de SUN et al., (2007) mostraram os efeitos da
composicao do farelo de trigo na producao de enzimas celuloliticas, enquanto no
trabalho de REISINGER et al.,(2013) estudaram o tratamento hidrotérmico e
enzimatico em farelo de trigo obtendo uma grande recuperacédo de acucares. O
farelo de trigo é rico em carboidratos, proteinas e vitaminas assim também como
acidos fendlicos e fitoesteréis. Todos estes constituintes do farelo de trigo fazem
com que ele seja um bom indutor de xilanases (BRITO-CUNHA et al., 2013). A
composicao celulose (30%), hemicelulose (50%) e lignina (20%) do farelo de

trigo, também tém influéncia na producao enzimatica (SAHA et al., 2003).

A purificacdo da enzima com atividade xilanolitica foi realizada precipitando o
extrato bruto com sulfato de aménio com rendimento de 64.6% de atividade como
se mostra na tabela 2. Para as etapas cromatograficas, a amostra precipitada
com sulfato de amoénio, foi fracionada em coluna AXN-Sepharose (figura 9) a
partir do qual foi selecionada a fracdo 17 que constituiu o pool amostral que foi
submetido a troca catiénica em coluna de CM-Sepharose (figura 10). Entretanto,
a tabela 2 revelou também valores de purificacdo e rendimento baixos,
correspondentes apenas 13.4 e 1.1% respectivamente, indicando que houve
perda de atividade ou que a amostra foi diluida na coluna.

Uma explicacdo pelo baixo rendimento pode ser devido a perda de enzima
durante o procedimento de purificacdo, porque apenas uma fracao (fracéo 17 da
coluna de AXN-Sepharose), com atividade de xilanase foi recuperado, a fim de

aumentar a pureza da enzima.



53

Outra possibilidade para melhorar a resolugdo da cromatografia e sua
atividade, poderia ser a troca por uma matriz de filtracdo em gel Sephadex G-50,
isto sabendo que a enzima tem uma massa molecular aproximada de 33 kDa

como se mostra na figurall.

O gel de SDS-PAGE (figura 11A) mostra o grau de pureza dos passos
cromatograficos e pode-se observar que houve uma pequena diferenca entre as
fracbes do extrato bruto e o precipitado com sulfato de aménio, mas sim teve
diferenca com a amostra da cromatografia de troca anidnica (AXN-Sepharose),
(fracdo 17) ficando com 3 bandas, o qual foi passada por uma segunda
cromatografia de troca catibnica em coluna CM-Sepharose, conseguindo purificar
a proteina com atividade xilanolitica e uma massa molecular estimada de 33 kDa,
similar a uma xilanase produzida por Streptomyces sp. 7b (30 kDa) reportado por
BAJAJ & SINGH, (2010). No entanto outras xilanases purificadas com menor
massa molecular foram reportados. NINAWE et al.(2008) purificaram uma
xilanase com massa molecular de 20.5 kDa; RAHMAN et al., (2014) uma xilanase
de 18.1 kDa de Streptomyces sp cultivado em farelo de trigo; ELEGIR et al.
(1994) duas xilanases de 26.4 e 23.8 kDa de Streptomyces sp. strain B-12; LI et
al., (2010) uma xilanase de 20.5 kDa de Streptomyces cyaneus SN32. Também
foram reportados xilanases purificadas com massa molecular maior ao descrito
em nosso trabalho, JIE et al., (2014) uma xilanase de 43 kDa e CHI et al. (2013)

uma xilanase de 52 kDa de Streptomyces thermocarboxydus.

A amostra do extrato bruto apresentou 4 bandas com atividade xilanase com
massas moleculares estimadas de 45, 42, 37 e 33 kDa como se evidencia no
zimograma da figura 11B. A maioria dos Streptomyces produzem pelo menos
duas xilanases. A producdo de multiplas xilanases é atribuida principalmente a
heterogeneidade da xilana, que precisa de varias xilanases com especificidades
diferentes para sua completa hidrolise (KULKARNI et al., 1999).

Do mesmo modo, CUNHA-BRITO et al. (2013) observaram 4 bandas com
atividade de xilanase em Streptomyces no extrato bruto; SHARMA & BAJAJ,
(2005) reportaram 3 xilanases no extrato bruto (69, 63 e 43 kDa) produzidos por

Streptomyces sp cultivado em farelo de trigo. Também RAJ et al. (2013)
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identificaram 7 xilanases no extrato bruto (33, 35, 40, 48, 60, 75 e 95 kDa)

guando Providencia sp foi cultivado em farelo de trigo.

A caracterizacdo das enzimas € um passo importante para entender o
comportamento e posterior utilizacdo nos processos biotecnoldgicos. Na figura
12, pode-se observar o efeito do pH na atividade xilanolitica da enzima
purificada. O extrato bruto (EB) e a enzima purificada (Xyl), tiveram uma atividade
superior a 85 % na faixa de pH 5 a 7. Semelhante ao trabalho de XIUTING et al
(2010) que purificaram uma xilanase de Streptomyces rameus com pH 6timo de

5,3 e se manteve estavel na faixa de pH 4,3 — 6,7.

O efeito da temperatura também € um fator importante nos processos
biotecnoldgicos. Na figura 13 pode-se observar que o extrato bruto mostra 3
picos de atividade a diferentes temperaturas, possivelmente pela acdo de
enzimas xilanoliticas com caracteristicas semelhantes, fato que € comum em
cultivos induzidos com residuos lignocelulésicos, como é relatado no trabalho do
NASCIMENTO et al. (2002), que observaram 4 isoformas de endoxilanases
quando foram cultivados em gérmen e farelo de trigo. A enzima purificada (Xyl)
mostrou maior atividade a 50°C. No trabalho de NADIA et al., (2010) esta
relatada a presenca de uma xilanase purificada com temperatura 6tima de 50°C.
Outros autores NINAWE et al. (2008); XIUTING et al. (2010); JIE et al. (2014);
WARIN et al. (2013), também relatam enzimas purificadas de Streptomyces com

temperaturas étimas de 65, 70, 60 e 40°C, respectivamente.

A avaliacdo da termoestabilidade é um fator importante levado em
consideracdo na hidrélise enzimatica para aplicacdes biotecnolédgicas. O extrato
bruto nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C, incubado durante 8 horas demonstrou
gue as xilanases mantiveram sua estabilidade acima de 85% por 2 horas, ap6s
diminui para 40% (Figura 14). No caso da termoestabilidade da enzima
purificada, esta permaneceu com atividade xilanolitica superior a 80 % por 2
horas quando incubado a temperatura de 40 e 50 °C, ap0s 2 horas diminui a
25%, e 0 ensaio realizado a 60°C a atividade foi reduzida até 20% (Figura 15).
Segundo VINHA et al., (2011) o extrato bruto de Streptomyces viridobrunneus,

manteve 76% da atividade de xilanase quando incubada a 50°C por 2 horas. No
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trabalho de SHI et al., (2012) a xilanase purificada, permaneceu com atividade
superior a 80% por 1 hora a temperatura de 50 e 60°C.

A inibicdo da enzima purificada pelos ions metalicos também foi estudada
neste trabalho e se mostra na tabela 3. A atividade de xilanase foi fortemente
inibida pelos ifons Hg?*, Ag®*, e Fe®, e esta inibicdo pode ser atribuida a
interacdo destes metais com agrupamentos sulfidrila (como os presentes nos
residuos de cisteina), bem como com residuos nitrogenados (como lisina e
histidina) associados a centros ativos de enzimas (NIEBOER & RICHARDSON,
1980). O trabalho de BRITO-CUNHA et al. (2013) também descreve inibicdo da
atividade xilanase por Hg?* e Ag®"; NASCIMENTO et al. (2002) observou inibicdo

por Fe3*,

Os niveis de atividade xilanolitica da enzima purificada aumentaram na
presenca del mM de Co?*, Ca?*, Mn**em 189, 159 e 215%, respectivamente
(tabela 3). Estes resultados também foram descritos no trabalho de SHI et al.,
(2013). O ion Ca?* tem sido reportado como ativador enzimatico na estabilizagdo
do complexo enzima-substrato melhorando a atividade enzimatica (JUTURU&
WU, 2012). No trabalho de XIUTING et al. (2010) reportaram um aumento da
atividade de xilanase de S. rameus L2001 purificada na presenca de Co?* a
329%; NADIA et al. (2010) reportou aumento de atividade com Mn?*. O efeito do

EDTA sobre a xilanase ndo demonstrou uma importante diminui¢cdo da atividade.

Foram realizados também ensaios enzimaticos de xilanase para definir os
valores de Km e Vmax (Figura 16 e 17). Os valores encontrados para a enzima
purificada foram de 3,5 mgml*! para Km e Vmax de 0,5955 pmol min-t. O valor de
km encontrado neste trabalho € inferior ao de outras xilanases de espécies do
género Streptomyces purificadas, demonstrando um ponto positivo, uma vez que
a enzima apresenta uma alta afinidade pelo substrato. NINAWE et al., (2008)
verificaram Km correspondente a 11,1 mg ml! para a xilanase de Streptomyces
cyaneus SN32. A xilanase de Streptomyces rameus apresentou um Km de 5,8 mg
ml? (LI et al., 2010). A xilanase de um actinomiceto caracterizada por WANG et

al., (2012) apresentou um Km de 3,6 mg ml™.
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6. CONCLUSOES

A linhagem de S. thermocerradoensis isolado a partir do bagaco de cana-
de-acucar seco em contato com solo de Cerrado, foi capaz de crescer em
bagaco de cana-de-acUcar e farelo de trigo utilizando estes materiais

lignoceluldsicos como fonte de carbono;

A cinética de producédo enzimatica foi avaliada, determinando o farelo de

trigo como melhor indutor de xilanase;

Uma xilanase foi purificada através de cromatografias de troca anionica

(AXN-Sepharose) e troca catiénica (CM-Sepharose);

Esta enzima purificada apresentou maior atividade a 50°C, bem como em
pH 5,0.

A termoestabilidade da enzima manteve em 85% a temperatura de 40 e
60°C por 2 horas.

A atividade desta enzima purificada foi inibida por Fe3*, Ag3* e Hg®*' e

ativada por Co?*, Mn?* e Ca?*.

Foram encontrados Km € Vmax de 3,5 mg mlt e 0,5955 pmol min?,

respectivamente.
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7. PERSPECTIVAS

Dar continuidade na purificagdo e caracterizacdo das outras xilanases
presentes no extrato bruto.

As enzimas purificadas serdo submetidas a identificacdo por
espectrometria de massas (LC-MS/MS)

Com os resultados gerados, planejar uma estratégia de sacarificacdo de

biomassa com a enzima purificada e a mistura das diferentes xilanases.

Avaliar os tipos de acucares liberados na sacarificacdo de biomassa com

as misturas enzimaticas.

Comparar as misturas enzimaticas produzidas no laboratério com

preparacdes enziméaticas industriais.
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