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RESUMO

PASSARINHO, Amanda Tafuri Paniago, M. Sc., Universidade Federal de Ouro Preto,
Fevereiro de 2014. Producao e caracterizacao de xilanases derivadas do gene
xynA de Orpinomyces PC-2 e avaliacao da eficiéncia para hidrélise de farinha e

clarificacao de suco. Orientadora: Valeria Monteze Guimaraes.

A endo-1,4-B-xilanase (E.C. 3.2.1.8) é a principal constituinte do sistema enzimatico
xilanolitico devido a sua atuacdo na hidrdlise da xilana, o segundo polissacarideo mais
abundante na parede celular de plantas. Neste trabalho, duas xilanases recombinantes,
uma com as mutagdes V135A e A226T (XM) e outra sem mutacdes (XNM), derivadas do
gene xynA de Orpinomyces, foram expressas em E. coli, purificadas e caracterizadas
bioquimica e cineticamente com o substrato arabinoxilana de trigo, visando aplicagoes
na tecnologia de alimentos. A produgao da enzima em E. coli/pET24b foi feita em meios
LB e SOB/kan, usando IPTG como indutor. As enzimas foram purificadas em
cromatografia de troca i6nica (Q-Sepharose) e apenas uma banda de 25 kDa,
correspondente as xilanases, foi visualizada em SDS-PAGE. As atividades especificas,
apos purificacdo, foram de 12844 U mg™! para a XNM, e de 10794 U mg "' para a XM. As
condicOes otimas para XNM foram de 60 °C e pH entre 4,5 e 7,0, meia vida de 220 min
a 50 °C e de 31 min a 60 °C, ambos em pH 6,5. Os valores de Km, Kcat e Ea foram de
0,0021 mg mL?, 2,31x10°% s e 32,9 k] mol?, respectivamente. J4 XM manteve a
temperatura étima de 60 °C e exibiu maior estabilidade na faixa de pH de 3 a 8, e meia
vida de 440 e 71 min a 50 °C e 60 °C, respectivamente. Os valores de Km, Kcat e Ea
foram 0,0014 mg mL?, 3,29x10° s* e 43,9 k] mol?, respectivamente. Os ensaios de
hidrélise da farinha de trigo integral (10 % p/v) foram conduzidos a 27 °C, 100 rpm, 6h,
utilizando 50 U de XNM e 20U de XM/g farinha e a quantificacao de xilose liberada foi
feita em HPLC. Enquanto que nos ensaios conduzidos a 27 °C ndo houve liberacao de
xilose a partir da farinha de trigo, nos ensaios a 50 °C foram detectados 2,38 e 1,55 mg
xilose/g farinha com o uso de XNM e XM, respectivamente. Nos ensaios de clarificagao
do suco de magd, feita com 50 U/mL de XNM e XM, a 60 °C, 100 rpm, 60 min, foi
observada liberacdo extremamente reduzida de xilose. Assim, para maior eficiéncia

desse processo sugere-se a utilizagao conjunta de xilanase e pectinases.



ABSTRACT

PASSARINHO, Amanda Tafuri Paniago, M. Sc., Federal University of Ouro Preto,
February 2014. Production and characterization of xylanases derived from
the gene xynA of Orpinomyces PC-2 and evaluation of the efficiency of
hydrolysis of flour and clarification of juice. Advisor: Valeria Monteze

Guimaraes.

The endo-1,4-B-xylanase ( EC 3.2.1.8 ) is the main constituent of the xylanolytic
enzyme system due to its role in the hydrolysis of xylan, the second most
abundant polysaccharide in plant cell wall. In this work, two recombinant xilanases
derived from the xynA Orpinomyces gene, one with the mutations V135A and
A226T (XM) and another without mutations (XNM), were expressed in E. coli. The
enzymes were purified and biochemically and kinetically characterized, with wheat
arabinoxylan as substrat, targeting applications in food technology. The enzyme
production in E. coli/pET24b was made in LB media and SOB/kan, using IPTG as
inducer. The enzymes were purified on ion-exchange chromatography
(Q - Sepharose) and only one band of 25 kDa was visualized on SDS-PAGE,
corresponding to xylanase. Specific activities after purification were 12844 U mg™
for XNM and 10794 U mg™ for XM. The optimum conditions for XNM were 60 °C
and pH between 4.5 and 7.0, half life of 220 min at 50 °C and 31 min at 60 °C,
both at pH 6.5. The values of Km, kcat and Ea were 0.0021 mg mL™?, 2.3 x 10 s!
and 32.9 kJ mol?, respectively. XM maintained the optimum temperature of 60 °C
and exhibited greater stability in the pH range 3-8, and half-life of 440 and 71 min
at 50 °C and 60 °C, respectively. The values of Km, Kcat, and Ea were
0.0014 mg mL?, 3.29 x 10° s! and 43.9 kJ mol™, respectively. The hydrolysis
assays of wheat flour (10% w / v) were conducted at 27 °C, 100 rpm, 6 hours,
using 50 U / g flour of XNM and 20U / g flour of XM. The quantification of xylose
released was made in HPLC. While in the tests conducted at 27 °C there was no
release of xylose from wheat flour, in the tests at 50 °C it was detected 2.38 and
1.55 mg xylose / g flour using XNM and XM, respectively. In the experiments for
clarification of apple juice, made with 50 U / ml of XNM and XM, at 60 °C,
100 rpm, 60 min, very low release of xylose was observed. Thus, for efficiency of

this process, it is suggested the combined use of xylanase and pectinase.



1. INTRODUCAO

A xilana é o principal polissacarideo estrutural nas células de plantas e é o
segundo mais abundante na natureza, sendo responsavel por aproximadamente um
terco de todo carbono organico renovavel na terra. O seu principal componente é a
D-xilose, um aclcar de cinco carbonos. A cadeia principal da xilana é formada por
unidades de 1,4-B-D-xilanopiranosil que podem ser substituidas em varios graus com
acido glucur6nico, 4-0O-metil-D-glucuronopiranosil, a-L-arabinofuranose e grupamento
acetil. As cadeias laterais determinam a solubilidade, a conformagdo fisica e a
reatividade da molécula de xilana com outros componentes hemiceluldsicos. Além disso,
apresentam grande influéncia no modo e na extensdo da clivagem enzimatica.

Varios microrganismos sdo ativamente envolvidos na degradagao da hemicelulose
e as enzimas que a hidrolisam sao referidas como hemicelulases. Sua definicdo e
classificacao estdao de acordo com o substrato em que agem e sdo coletivamente
agrupadas como glicosil hidrolases (GHs). Devido a heterogeneidade e complexidade da
xilana, a sua completa hidrélise requer uma ampla variedade de enzimas agindo
cooperativamente para converté-la em unidades de xilose. A atividade das xilanases é
altamente dependente da presenca de enzimas capazes de degradar as cadeias laterais
da xilana. A hidrdlise de diferentes xilanas por xilanases gera varios produtos, os quais
se diferem pelas quantidades de xilose, xilobioses e xilotrioses, assim como pela
natureza dos acglUcares substituidos.

As endoxilanases hidrolisam as ligagbes glicosidicas do tipo B-1,4 dentro da
cadeia da xilana produzindo xilo-oligossacarideos, os quais sdao convertidos em xilose
pela B-xilosidase. As endoxilanases formam o maior grupo de enzimas hidroliticas
envolvidas na degradacdo da xilana. As caracteristicas da enzima, modo de acdo e os
produtos da hidrélise variam de acordo com sua origem, ja que as endoxilanases podem
ser produzidas em condigdes variadas por diferentes microrganismos, como fungos e
bactérias. Os mais potentes produtores sdao os fungos. Pesquisadores estdo
especialmente interessados em xilanases flngicas porque elas sdo secretadas
extracelularmente e sua atividade é muito maior que as xilanases provenientes de
leveduras e bactérias.

As endoxilanases foram reconhecidas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB) em 1961 e receberam o cdédigo enzimatico de EC 3.2.1.8. O
nome oficial é endo-B-1,4-xilanase e os seguintes sinbnimos sdo comumente utilizados:
xilanase, endoxilanase, [-1,4-D-xilana-xilanohidrolase, endo-B-1,4-D-xilanase, B-1,4-
xilanase e pB-xilanase. As endoxilanases microbianas constituem-se em enzimas

monomeéricas com massa molecular entre 8 e 145 kDa. Usualmente, estas enzimas



apresentam atividade 6tima em temperaturas entre 40 e 60°C (mesofilicas), pH 6timo
de 4 a 7 e ponto isoelétrico variando de 3 a 10.

As enzimas microbianas tém demonstrado grande potencial para diferentes
aplicacdes biotecnoldgicas, especialmente para a industria de alimentos. Atualmente,
varios aditivos quimicos estdo sendo substituidos pelas enzimas em inumeras aplicagoes
alimentares. Outras vantagens estdao relacionadas a alta eficiéncia de conversdo, a
auséncia de perda de substrato devido as modificagGes quimicas e o uso de condigGes de
operacao fisico-quimicas mais moderadas e ndo corrosivas (temperatura de reagao mais
baixa, pH quase neutro e uso de reagentes biodegradaveis e ndo-tdxicos), o que torna o
processo mais amigavel ao meio ambiente.

Sob o ponto de vista industrial, os fungos sao particularmente interessantes, uma
vez que podem produzir xilanases extracelulares e sintetizam enzimas mais ativas em
pH baixo. Os extratos enzimaticos, obtidos destas culturas, possuem, geralmente, maior
atividade do que aqueles provenientes do cultivo de bactérias. Além disto, os fungos
possuem a capacidade de produzir enzimas do complexo xilanolitico, o que permite
hidrolisar, ndo somente a cadeia principal da xilana, mas também, as suas ramificagoes.

A produgdo das enzimas microbianas como um complexo enzimatico com
atividades distintas dificulta a utilizacdo direta destas enzimas em alguns processos
industriais. Uma das estratégias para a obtencao de enzimas com maior pureza consiste
no isolamento de genes que codificam enzimas do sistema xilanolitico e a expressdao em
sistemas heterdlogos para a obtencdo de microrganismos recombinantes que expressem
atividades especificas.

Xilanase (XynA), uma enzima pertencente a familia GH11, produzida pelo fungo
anaerdbio Orpinomyces sp. estirpe PC-2, mostrou ser superior as enzimas equivalentes
de outras fontes, em especial no que diz respeito a atividade especifica . A XynA nativa
de Orpinomyces PC - 2 tem uma atividade especifica de 3500 U mg™! de proteina contra
a xilana birchwood, ao passo que as atividades especificas de xilanases a partir de outras
fontes variam entre 20 a 600 U mg™. O dominio catalitico da XynA de Orpinomyces foi
expresso em E. coli e mutagdes foram inseridas visando o aumento da estabilidade
térmica da enzima, em trabalhos da mesma equipe.

Xilanases sdo utilizadas na indUstria de alimentos, em diversos processos, nas
formas isolada ou combinada com outras enzimas. Um dos principais usos dessa enzima
€ para clarificacdo do suco de frutas. A arabinoxilana presente na parede das células
vegetais é parcialmente solivel em agua, e na forma hidratada resulta em uma solugdo
aquosa altamente viscosa, o que prejudica o processo de filtragdao do suco de frutas. O
pré-tratamento com endoxilanases degrada a arabinoxilana e facilita o processo de

clarificagdo de sucos, uma vez que diminui a presenca de polissacarideos de parede,



tornando a solugdo mais limpida. A utilizacdo de complexos enzimaticos comerciais no
processamento de sucos de diversas frutas tem sido eficaz, aumentando seu
rendimento, reduzindo sua viscosidade e promovendo sua clarificagdo. Para a obtencao
de suco clarificado tem sido proposto o emprego de associacdes de enzimas clarificantes
procedentes de diferentes fabricantes, em diversas concentracdes, associados a
tratamento térmico sob condicdes variadas de tempo e temperatura de hidrdlise. Fatores
como a temperatura, pH do suco e a concentracdo de enzimas, sao determinantes para
a formagao dos fléculos que facilitam a clarificagdo.

As endoxilanases também podem ser aplicadas no preparo do pdo, onde atuam na
hidrolise da xilana da farinha de trigo, tornando a massa mais macia e solta,
aumentando significativamente o volume do pao.

Considerando os aspectos discutidos, os objetivos gerais deste trabalho foram
produzir, purificar e caracterizar bioquimica e cineticamente xilanases derivadas do gene
XynA de Orpinomyces PC-2, expressas em E. coli, e avaliar as possiveis aplicacoes
biotecnoldgicas dessas enzimas, especialmente para hidrélise parcial da farinha de trigo
integral para melhoria de qualidades reoldgicas na panificagdo e para a clarificagcdo de

suco de maca.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Parede Celular Vegetal

A parede celular vegetal é composta por trés principais polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina. A celulose é um polimero linear de cadeia longa formada por
mondmeros de glicose unidos por ligacdes B-1,4 glicosidicas. A unido destes monémeros
da origem as microfibrilas de celulose, que interagem entre si por ligacdes de hidrogénio.
Essas longas fibras celuldsicas sdo, por sua vez, recobertas por hemicelulose, um
polissacarideo ramificado de composicdo heterogénea (principalmente por glicose,
manose, galactose, arabinose e xilose). A lignina esta presente apenas na parede celular
secundaria, € um polimero complexo que contém cadeias de mondmeros quimicamente
distintos, derivados de compostos fendlicos (SUN, 2002).

A celulose é o componente mais abundante, correspondendo de 40 a 45 % do
peso seco das plantas. Geralmente, suas fibras encontram-se embebidas em uma matriz
de hemicelulose (30-35 %) e lignina (20-23 %). Este polimero é linear e ndo ramificado,
0 que confere uma estrutura primaria simples e terciaria complexa (BHAT et al., 2001).
As cadeias de celulose apresentam forte tendéncia de se agregarem em estruturas
altamente ordenadas devido a sua constituicdo quimica e a sua conformacgdo espacial.
Além dessas regibes cristalinas, a celulose também apresenta regiGes amorfas, que sdo
mais susceptiveis ao ataque enzimatico (ZHAO et al., 2007).

A hemicelulose, por sua vez, é composta por um grande grupo de polissacarideos
heterogéneos (WONG et al., 1988), de alta massa molecular, insolUveis em agua mas
solliveis em solugdes alcalinas (NAKAMURA, 2003). A hidrolise deste grupo de
carboidratos é mais complexa devido a natureza de seus polimeros, que contem xilana,
glicomanana ou estruturas de glicana (MILANEZI, 2010).

A lignina é uma estrutura complexa formada por unidades de fenilpropano (C9) e
estd localizada na lamela média das células vegetais, agindo como cimento entre elas
(ANDREAUS et al., 2008). A lignina apresenta diferentes grupos quimicos ligados a sua
estrutura de acordo com a espécie da planta, o que torna sua morfologia bi- ou
tridimensional (PEREIRA et al., 2007). O papel da lignina na parede celular das plantas é
conferir suporte estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o ataque microbiano e
o estresse oxidativo (JOVANOVIC et al., 2009).

2.1.1. Hemiceluloses

As hemiceluloses sdo formadas por uma ampla variedade de substancias incluindo
pentoses (xilose, ramnose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose) e acidos

uronicos (acidos 4-0O-metil-glucurénico e galacturdnico). Suas estruturas apresentam
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cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, dando estabilidade e
flexibilidade a molécula (RAMOS, 2003).

A caracteristica estrutural comum entre os diferentes tipos de hemicelulose esta
na configuracdo da estrutura piranosidica, com a presenca de hexoses ou pentoses com
ligacdes B-1,4 na hidroxila do C-4 em orientacdo equatorial. Por essa razdo, sua
estrutura é linear, similar a da celulose. No entanto, diferentemente desta, as
hemiceluloses apresentam grande variedade de agUcares nas ramificagbes, o que impede
a formacgdo de grandes regides cristalinas como no caso da celulose. Apesar de serem
mais acessiveis ao ataque quimico ou enzimatico, as ramificacbes do esqueleto do
polissacarideo bloqueiam a clivagem em determinados locais, tornando a hemicelulose
muito mais complexa de ser degradada enzimaticamente (JOVANOVIC et al., 2009).

A composicdo quimica e as caracteristicas estruturais das hemiceluloses variam
largamente entre espécies, localizacdo subcelular e estagio de desenvolvimento. Estes
compostos tém sido frequentemente reportados como quimicamente associados ou
ligados a outros polissacarideos, proteinas ou lignina. Provavelmente ndo existem
cadeias quimicas entre celulose e hemicelulose mas uma adesdao mutua é fornecida por
ligacGes de hidrogénio e forgas de van der Walls (WYMAN, 2005).

A quantidade e a estrutura das hemiceluloses sdao bem estudadas desde que estes
compostos, como parte do material lignoceluldsico, pertencem a maior reserva organica
da Terra que pode ser convertida a produtos industriais ou bicombustiveis (SAHA, 2003;
GRAY et al., 2006; SOMERVILLE, 2007; PAULY et al., 2008). Hemiceluloses sao
conhecidas na industria de papel, onde sdo utilizadas como aditivos que melhoram as
propriedades mecéanicas no papel (LIMA et al., 2003; PULS et al., 2006). Em contraste
com a pesquisa industrial, surpreendentemente pouco é conhecido sobre as
propriedades ecoldgicas e fisioldgicas das hemiceluloses (HOCH, 2007).

A heterogeneidade de hemiceluloses dentro da matriz da parede celular é
também expressa em diferentes ligacbes estreitas a fibrilas de celulose entre as
diferentes classes de hemiceluloses (MORRISON, 1980), que devem corresponder a

diferentes funcdes deste composto dentro da parede celular (SUN et al., 2004).

2.1.2. Xilana

A hemicelulose, a celulose e a lignina sdo os principais constituintes poliméricos
da parede celular das plantas (KULKARNI et al., 1999). A xilana constitui o principal
componente da hemicelulose (SHALLOM et al., 2003) e é o segundo mais abundante na
natureza, sendo responsavel por aproximadamente um tergco de todo carbono orgéanico
renovavel na terra (PRADE, 1995). O seu principal componente é a D-xilose, um agulcar

de cinco carbonos que pode ser convertido em fonte de energia em diversas células
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microbianas (BIELY, 1985). A xilana é encontrada na interface entre a lignina e a
celulose onde é importante na ligacao das fibras e na integridade da parede celular (BEG
et al., 2001).

A cadeia principal da xilana é formada por unidades de 1,4-B-D-xilanopiranosil
que podem ser substituidas em varios graus com acido glucurénico, 4-0O-metil-D-
glucuronopiranosil, o-L-arabinofuranose e grupamento acetil (Figura 1). A xilana
apresenta ainda pequenas quantidades de acido ferulico e p-cumarico ligados aos seus
residuos de L-arabinose (KULKARNI et al., 1999; LI et al., 2000). Dependendo das
ramificacdes presentes na cadeia central, as xilanas podem ser denominadas como
arabinoxilanas, glucuronoxilanas, glucuronoarabinoxilanas ou homoxilanas. Xilanas de
diferentes fontes apresentam consideravel variagdo em sua composicdo e estrutura
(KULKARNI et al., 1999).

(a-4-O-Me-GIcUA)

HyCO Acetil xilana

“ esterase

Endoxilanase *ke—] o-Glucuronidase | u

1 , 4
HO
AcO HO . :
L] H

HO
0 0 \

w J | a-Arabinofuranosidase |

HOMC HOMC

(a-araf) T

Figura 1 - Estrutura da xilana e os pontos de clivagem pelas enzimas xilanoliticas.
Ac: grupo acetil; a-araf: a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GIcUA: acido a-4-O-metilglucurdnico.
Fonte: Adaptada de (SUNNA et al., 1997).

As cadeias laterais determinam a solubilidade, a conformacdo fisica e a
reatividade da molécula de xilana com outros componentes hemiceluldsicos. Além disso,
também apresentam grande influéncia no modo e na extensdo da clivagem enzimatica
(KULKARNTI et al., 1999).

2.1.3. Arabinoxilana

As arabinoxilanas sdo polissacarideos que se encontram na casca dos grdaos como
no trigo, centeio e na cevada. Estes carboidratos complexos tém um esqueleto quimico

de xilana com unidades de L-arabinofuranose (L-arabinose em sua estrutura pentagonal)



distribuidas ao acaso com ramificacbes B-1,2 e B-1,3 ao longo da cadeia de xiloses
(Figura 2). A xilose e a arabinose sdo ambas pentoses, por isso as arabinoxilanas
também se classificam como pentoses. As arabinoxilanas sdo de importancia na
panificacdo. As unidades de arabinose produzem compostos viscosos com a agua que
afetam a consisténcia da massa, a retencdo de gas da fermentacao no gluten e no amido
e a textura final dos produtos forneados (GONZALES CANGA et al., 2004).

O D-xylose
O L-arabinose

[l Endo-1,4-p-xylanase

= o-D-glucuronidase

=y i-L-arabinofuranosidase

Figura 2 — Acdo de diversas enzimas na estrutura da arabinoxilana de trigo
Fonte: adaptado de ARO et al., 2005.

2.2. Sistema Xilanolitico

Devido a heterogeneidade da xilana, sua hidrélise requer a acdo de um complexo
sistema enzimatico, composto por enzimas como: B-xilosidases, endoxilanases,
a-arabinofuranosidases, o-glucuronidases, acetil-xilana esterases, acido fendlico
esterases e p-cumarico esterases. Todas estas enzimas atuam cooperativamente para
converter a xilana em unidades de xilose (SUNNA et al., 1997).

Varios microrganismos sdo ativamente envolvidos na degradacdo da
hemicelulose. A presenca de microrganismos que degradam este polimero,
particularmente a xilana, o maior constituinte da hemicelulose, foi reportado ha mais de
100 anos atras por Hoppe-Seyler em 1889. As enzimas que quebram a hemicelulose sao
referidas como hemicelulases. Elas sao definidas e classificadas de acordo com o
substrato em que agem e sdo coletivamente agrupadas como glicosil hidrolases
(SHARMA et al., 2013).

Dentre as enzimas que compdem o sistema xilanolitico, as arabinofuranosidases
hidrolisam o grupo terminal ndo redutor de arabinofuranose de arabinanas,
arabinoxilanas e arabinogalactanas. As glucuronidases hidrolisam as ligacdes
a-1,2-glicosidicas entre a xilose e o acido glucurdonico. A completa hidrdlise de
glucuronoxilanas requer esterases para remover os grupos acetil e acidos fendlicos. As
esterases quebram as ligagdes da xilose com o acido acético (acetil-xilana esterase),

residuos da cadeia de arabinose com acido fendlico (acido fendlico esterase) e residuos
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da cadeia de arabinose com acido cumarico (acido cumarico esterase) (CARVALHO,
2008).

Muitos fungos como Penicillium capsulatum e Trichoderma emersonii possuem um
sistema xilanolitico composto por todas as diferentes enzimas (MOLONEY et al., 1983).
Em trabalho desenvolvido por Bachmann et al., (1991) foi demonstrado o sinergismo
entre endoxilanases, B-xilosidases, a-arabinofuranosidases e acetil-xilana esterases do
actinomiceto termofilico Thermomonospora fusca. A acao sinergistica entre exo-
xilananses e endoxilanases tem sido verificada uma vez que muitas endoxilanases nao
clivam as cadeias laterais, as quais precisam ser inicialmente clivadas pelas exo-
xilanases para permitir uma hidrélise completa da xilana.

A atividade das xilanases é altamente dependente da presenca de enzimas
capazes de degradar as cadeias laterais. A hidrdlise de diferentes xilanas por xilanases
gera varios produtos, os quais se diferem pelas quantidades de xilose, xilobioses e
xilotrioses, assim como pela natureza dos aglcares substituidos (BIELY, 1985).

As endoxilanases hidrolisam as ligacGes glicosidicas do tipo B-1,4 dentro da
cadeia da xilana produzindo xilo-oligossacarideos, os quais sdao convertidos em xilose
pela B-xilosidase. Todas estas enzimas atuam cooperativamente para converter a xilana
em unidades de xilose (SUBRAMANIYAN et al., 2002).

As ligagdes da hemicelulose ndo sdo todas equivalentes e igualmente acessiveis
para as enzimas xilanoliticas. Além disso, a estrutura da hemicelulose também muda
durante a hidrdlise devido a retirada de substituintes e diminuigdo do tamanho da cadeia
(WONG et al., 1988).

2.2.1. Endoxilanases

As endoxilanases formam o maior grupo de enzimas hidroliticas envolvidas na
degradacdo da xilana. As caracteristicas da enzima, modo de acdo e os produtos da
hidrélise variam de acordo com sua origem, j& que as endoxilanases podem ser
produzidas em condicOes variadas por diferentes microrganismos, como fungos e
bactérias (BASTAWDE, 1992). Os mais potentes produtores sdo os fungos.
Pesquisadores estdo especialmente interessados em xilanases flingicas porque elas sdo
secretadas extracelularmente e sua atividade é muito maior que as xilanases
provenientes de leveduras e bactérias (TREVIZANO, 2009).

A xilanase é produzida por diversos géneros e espécies de bactérias, fungos e
actinomicetos. Enquanto varias espécies bacterianas segregam niveis elevados de
xilanase extracelular, fungos filamentosos secretam grandes quantidades de proteinas
extra-celulares, onde a secrecao de xilanase frequentemente acompanha enzimas

celuloliticas (POLIZELI et al., 2005). Dentro do grupo das hemicelulases, as xilanases
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microbianas sdo os catalisadores preferidos pela indUstria para hidrélise da xilana devido
a sua alta especificidade, baixa perda de substrato e baixa geracdo de residuos
(MICHELIN et al., 2008).

A maioria dos fungos produz endo-1,4-B-xilanases que toleram temperaturas de
até 50 ° C. Em geral, com raras excecoes, os fungos sao relatados por produzir endo-
1,4-B-xilanase e tém um pH de cultivo inicial menor do que pH 7,0. O pH étimo de endo-
1,4-B-xilanases bacterianas é, em geral, ligeiramente mais elevado do que o pH étimo
de endo-1,4-B-xilanases de fungos. Na maior parte das aplicagdes industriais,
especialmente indUstrias de papel e polpa, o pH baixo requerido para o crescimento
otimo e atividade de endo-1,4-B-xilanase requer passos adicionais, nas etapas seguintes
que faz as endo-1,4-B-xilanases flngicas menos adequadas (SHARMA et al., 2013).

Estas enzimas foram reconhecidas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB) em 1961 e receberam o cdédigo enzimatico de EC 3.2.1.8. O
nome oficial é endo-B-1,4-xilanase e os seguintes sinGnimos sdao comumente utilizados:
xilanase, endoxilanase, B-1,4-D-xilana-xilanohidrolase, endo-B-1,4-D-xilanase, B-1,4-
xilanase e B-xilanase (COLLINS et al., 2005).

O amplo potencial de aplicagdo biotecnolégico das enzimas xilanoliticas estimula
principalmente pesquisas envolvendo microrganismos xilanoliticos termofilicos e
extremofilicos, pois estes produzem enzimas com maior estabilidade. Substratos
lignoceluldsicos como sabugo de milho, farelo de aveia, farelo de arroz, palha de arroz e
bagaco de cana-de-aclUcar tém se mostrado eficientes indutores para a producdo de
enzimas xilanoliticas por alguns fungos como Aspergillus awamori, Penicillium
purpurogenum, Humicola grisea, entre outros (BEG et al., 2001; CARVALHO, 2008; DE
PAULA et al., 1998; FARIA, 2000; HALTRICH et al., 1996; MORAES et al., 2002). Os
meios de cultura utilizados para a producdo de endoxilanases por fungos contém, além
do substrato indutor, sais minerais (KH2PO4, MgSQ4, CaClz, NH4- ou de NOs3), ions
metalicos (Fe», CO*, Zn») e complexas fontes de nitrogénio organico, que sao mais
eficientes para a producdo de endoxilanases do que fontes inorganicas. De uma forma
geral a producao de endoxilanases encontra-se relacionada ao controle nutricional dos
microrganismos (KULKARNI et al., 1999).

Um dos fatores basicos para uma eficiente producdo de xilanases, por
microrganismos, refere-se a adequada escolha do substrato e a otimizacdo da
composicao do meio de cultivo, bem como controlar a formagao de compostos
indesejaveis, como a producdo de celulases, quando a enzima produzida destina a
indUstria de papel, por exemplo. Neste caso, o substrato ndo é somente fonte de
carbono e energia, mas fornece, também, os compostos indutores da producdo

enzimatica para o microrganismo. A maioria das endoxilanases produzidas por bactérias



e fungos parecem ser enzimas induzidas. Em geral, o mecanismo que regula a indugdo
das xilanases é complexo e a resposta, em termos de producdo enzimatica, frente a um
indutor, varia para cada microrganismo, pois um indutor que leva a maxima atividade
em uma espécie pode ser o inibidor da atividade em outra (KULKARNI et al., 1999).

A composicdao dos meios de cultivo para a producao de xilanases por diferentes
microrganismos incluem, algumas vezes, além do substrato indutor, diversos sais
minerais e alguns ions metdlicos. No entanto, muito frequentemente, é necessario
acrescer aos meios, uma fonte de nitrogénio. Geralmente, se obtém bons resultados, em
termos de producdo de xilanase, fazendo uso de extrato de levedura e peptona na
composicdo dos meios (HALTRICH et al., 1996).

Via de regra, os fungos sintetizam enzimas mais ativas em pH baixo, motivo pelo
qual, sob o ponto de vista industrial, os fungos sao particularmente interessantes, uma
vez que podem produzir xilanases extracelulares. Os extratos enzimaticos, obtidos
destas culturas, possuem, geralmente, maior atividade do que aqueles provenientes do
cultivo de bactérias. Além disto, os fungos possuem a capacidade de produzir enzimas
do complexo xilanolitico, o que permite hidrolisar, ndo somente a cadeia principal da
xilana, mas também, as suas ramificagdes (HALTRIC et al., 1996; KULKARNI et al.,
1999).

A producdo de xilanases por fungos filamentosos estd relatada para uma maior
diversidade de espécies como Aspergillus sp. (FERREIRA et al., 1999; GHANEM et al.,
2000; LU et al., 2003; PAL et al., 2010, BENEDETTI et al., 2013), Fusarium sp.
(CHEILAS et al., 2000; SAHA, 2001; SAHA, 2002), Melanocarpus sp. (JAIN et al., 1998;
NARANG et al., 2001), Penicillium sp. (BRUTUS et al., 2004, BERRIN et al., 2007, CAI et
al., 2011; LAFOND et al., 2011; TERRASAN et al., 2013), Rhizopus sp. (BAKIR et al.,
2001), Thermoascus sp. (ALAN et al., 1994; ZHANG et al., 2011;) e Thermomyces sp.
(ALAN et al., 1994; GRUBER et al., 1998; DAMASO et al., 2003; SINGH et al., 2000),
Acremonium sp. (de ALMEIDA et al., 2011), Chrysoporthe cubensis (FALKOSKI et al.,
2013).

As endoxilanases microbianas constituem-se em enzimas monoméricas com
massa molecular entre 8 e 145 kDa. Usualmente, estas enzimas apresentam atividade
otima em temperaturas entre 40 e 60°C (mesofilicas), pH 6timo de 4 a 7 e ponto
isoelétrico variando de 3 a 10 (KULKARNI et al., 1999; SUBRAMANIYAN et al., 2002). As
endoxilanases fungicas apresentam maior estabilidade, incluindo um pequeno nimero de
enzimas com atividade 6tima em temperaturas acima de 80°C (DUSTERHOFT et al.,
1997; SUNNA et al., 1997). Entretanto, foram descritas endoxilanases ativas em
temperaturas de 5 a 105°C (COLLINS et al., 2002, 2003; KULKARNI et al., 1999) e pH
de 2 a 11 (FUSHINOBU et al., 1998; KULKARNI et al., 1999).
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As Glicosil Hidrolases (GHs) sao conhecidas por sua habilidade de hidrolisar os
polissacarideos da biomassa lignoceluldsica. As xilanases sao glicosil hidrolases que
catalisam a hidrélise de ligacdes B-1,4-D-xilosidicas da cadeia principal da xilana
(COLLINS et al., 2005). Um sistema de classificacdo baseado na comparacao da
estrutura primaria dos dominios cataliticos foi proposto por Henrissat e colaboradores
1993 e permitiu a classificacdo nao s6 das endoxilanases, mas das glicosil hidrolases em
familias. Dentre as 106 familias descritas até o momento, as endoxilanases encontram-
se principalmente nas familias 10 (41%) e 11 (55%) (SUBRAMANIYAN et al., 2002;
SUNNA et al., 1997). Entretanto foi descrito recentemente o enquadramento de
endoxilanases nas familias 5, 7, 8 e 43 (COLLINS et al., 2005). As endoxilanases da
familia 10 apresentam alta massa molecular (> 30 kDa) e plI acido, e as da familia 11
apresentam baixa massa molecular (< 30 kDa) e plI basico ou acido (HENRISSAT et al.,
1993; SUBRAMANIYAN et al., 2002).

As endoxilanases podem hidrolisar restritamente as ligagdes B-1,4 da xilana ou
podem exibir reacdo cruzada e hidrolisar as ligagdes B-1,4 de outros polimeros, como as
da celulose microcristalina. Algumas enzimas somente atuam nas regides lineares da
cadeia de xilana, enquanto outras hidrolisam as regiGes ramificadas também, liberando
residuos de arabinose durante a hidrélise (COUGHLAN, 1992).

Em relacdo as propriedades cataliticas, as endoxilanases da familia 10 tém menor
especificidade ao substrato (frequentemente tendo atividade de endoglucanase) e
hidrolisam heteroxilanas em uma maior proporcdo quando comparadas com as da familia
11 (COLLINS et al., 2002). Biely (1985) concluiu que as endoxilanases da familia 10, em
contraste com as da familia 11, sdo capazes de atacar as ligacdes glicosidicas préximas
aos pontos de ramificacdo e da extremidade nao redutora.

As endoxilanases da familia 11 atuam exclusivamente em substratos contendo
residuos de D-xilose, por isso sdo consideradas xilanases verdadeiras. Elas apresentam
menor versatilidade catalitica do que as endoxilanases da familia 10 e os produtos de
hidrélise liberados pela acdo desta classe de enzimas contém fragmentos de xilo-
oligossacarideos maiores, os quais podem ser hidrolisados pelas enzimas da familia 10
(BIELY et al., 1993, 1997).

As xilanases da familia 10 ndo sdo muito especificas, hidrolisando além da xilana,
celulose, carboximetilcelulose, p-nitrofenil-B-glicosideo, celobiose e laminarina
(MAGALHAES, 2005). Estas enzimas clivam a cadeia de xilana a partir do terminal ndo
redutor e liberam xilose, xilooligossacarideos lineares e ramificados. Sua agdo em
arabinoxilana produz a arabinoxilose (BIELY et al., 1997).

Wong et al. (1988) classificaram as xilanases com base em suas propriedades

fisico-quimicas, e propuseram a existéncia de dois grupos: as xilanases de baixa massa
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molecular (menores que 30 kDa e pl basico), e as de alta massa molecular (maiores que
30 kDa e pl &acido). Esta classificacdo mantém relacdo com as classificacdes anteriores
(GH11 e GH10). Enzimas da mesma familia apresentam estrutura tridimensional e

mecanismos moleculares semelhantes (COLLINS et al., 2005).

2.3. Producao de Endoxilanases Recombinantes

Uma grande variedade de formas isoenzimaticas de endoxilanases é usualmente
produzida pelos microrganismos, os quais as secretam ou as mantém associadas as
células microbianas. Estas multiplas enzimas sdo codificadas por diferentes genes ou sao
geradas pela expressdo diferencial de um mesmo gene (LI et al., 1994; WONG et al.,
1988).

A producdo das enzimas microbianas como um complexo enzimatico com
atividades distintas dificulta a utilizacdo direta destas enzimas em alguns processos
industriais. Uma das estratégias para a obtengdo de enzimas com maior pureza consiste
no isolamento de genes que codificam enzimas do sistema xilanolitico e a expressdao em
sistemas heterdlogos para a obtencdo de microrganismos recombinantes que expressem
atividades especificas (HARKKI et al., 1991).

Nas ultimas décadas, tem sido utilizado um numero cada vez maior de proteinas
recombinantes em processos biotecnoldgicos, assim varios estudos tém se concentrado
na producdo eficiente destas proteinas em sistemas heterdlogos. Genes que codificam
enzimas xilanoliticas bacterianas e flngicas tém sido clonados e expressos em sistemas
heterdlogos. Os sistemas de expressdao heterélogos mais utilizados sdo os de bactérias
(Escherichia coli e Bacillus sp), fungos filamentosos (Aspergillus nidulans e Trichoderma
reesei) e leveduras (Sacharomyces cerevisiae e Pichia pastoris) (FARIA, 2000). Estes
sistemas de expressdo apresentam vantagens como processamento pos-transcricional e
pos-traducional, além de apresentar facilidade de manipulacdo genética e alta
produtividade (ROMANOS, 1992).

Xilanases ativas em temperaturas mais altas sdo de grande interesse na
industria. A disponibilidade de xilanases isoladas da natureza com as caracteristicas de
termoestabilidade e pH desejados é limitado, mas os beneficios potenciais da utilizagdo
dessas enzimas para processos biotecnoldgicos encorajou estudos generalizados
buscando a produgdo de xilanases desejaveis através de engenharia de proteinas,
utilizando técnicas tais como mutagénese sitio-dirigida (FENEL et al., 2004; GEORIS et
al., 2000; LIU et al., 2003; TURUNEN et al., 2001,2002; WAKARCHUK et al., 1994) e
evolucao dirigida (CHEN et al., 2001; INAMI et al., 2003).

Evolugao dirigida surgiu como uma alternativa bem sucedida para a concepgao

racional para engenharia genética de enzimas (KUCHNER et al., 1997; WILLIAMS et al.,
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2003). Esta metodologia tem sido utilizada para melhorar as propriedades existentes de
enzimas (GIVER et al., 1998) . Entre os métodos de mutagénese aleatéria, o método de
error-prone PCR, com base na amplificacdo imprecisa de genes, tem tido muito sucesso
e é geralmente usado em experimentos de evolugdo dirigida, devido a sua simplicidade e
versatilidade. Esta técnica ndo requer amplo conhecimento do gene de interesse e este
método consiste em mutagénese aleatéria e triagem (WONG et al., 2004).

Xilanase (XynA) , produzida pelo fungo anaerdbio Orpinomyces sp. estirpe PC - 2,
mostrou ser superior as enzimas equivalentes de outras fontes, em especial no que diz
respeito a atividade especifica (LI et al., 2007). A XynA nativa de Orpinomyces PC - 2
tem uma atividade especifica de 3500 U mg™* de proteina contra a xilana birchwood, ao
passo que as atividades especificas de xilanases a partir de outras fontes variam entre
20 e 600 U mg!. A atividade especifica da xilanase de Trichoderma viride e de
Aspergillus syndowii é de cerca de 152 mg L ' e 204 mg L !, respectivamente (UJIIE et
al., 1991; GHOSH et al., 1994). A atividade especifica de uma B - xilanase termostavel
produzida por Aspergillus awamori 2B.361 U2 / 1 em cultura submersa com farelo de
trigo como fonte de carbono foi de 490 mg L "' (TEIXEIRA et al., 2010) . Além disso, a
producdao do XynA heterdloga de Orpinomyces PC - 2 por Hypocrea jecorina num
fermentador atingiu uma atividade especifica de 4500 U mg™. O nivel de producdo de
XynA sob essa condicdo foi estimado em cerca de 150 mg L (LI et al., 2007).

Trevizano (2013) construiu uma biblioteca a partir dos mutantes de XynA obtidos
por error-prone PCR para identificar xilanases termoestaveis de Orpinomyces PC-2.
Mutantes com propriedades melhoradas foram selecionados através de varios ciclos de
triagem realizados para esta biblioteca mutante de XynA. Este estudo foi desenvolvido
para investigar o uso de mutagénese aleatdria e a metodologia de triagem para obter
xilanases de Orpinomyces com melhor estabilidade térmica. Modelos de homologia para
as mutantes mais termoestaveis foram construidos de modo a identificar a localizacao
dos residuos modificados por error-prone PCR e para investigar o efeito de tais mutagoes
nas propriedades de xilanase.

As xilanases de fungos anaerdbios Orpinomyces sp. estirpe PC - 2 pertencem a
familia 11 (GH11 - glicosil hidrolases familia 11) e os membros desta familia derivam
tanto de espécies eucaridticas como de bacterianas que partilham identidade de
sequéncia, variando de 40 a 90% (TORRONEN et al., 1993, 1997). Todos os membros
da familia 11 mostram estruturas tridimensionais e geometria do sitio-ativo
semelhantes. A estrutura 3D dos dominios cataliticos das xilanases é representado por
uma dobra jelly-roll, em que duas folhas B formam o sitio ativo e a fenda de ligacdo ao
substrato, em que os residuos de glutamatos cataliticos estdo localizados. As estruturas

de xilanases GH11 sdo compostas por uma Unica a - hélice e duas folhas B torcidas
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formando uma dobra jelly-roll, no qual trés regides tém sido reconhecidas utilizando
uma analogia com a mao direita. A regidao de dedos e da palma compreendem as
estruturas de folha B, formando o chdo e uma parede do sitio-ativo, respectivamente. A
regido do polegar é composta de uma cadeia curta de duas folhas B, que formam a
parede oposta do sitio-ativo e tem mostrado ser altamente flexivel (Figura 3)
(WAKARCHUK et al., 1994; GRUBER et al., 1998; MUILU et al., 1998; MURAKAMI et al.,
2005; VIEIRA et al., 2009; POLLET et al., 2009).

Figura 3 - Estrutura do dominio catalitico de xilanases. As folhas B que podem afetar a
estabilidade da xilanase na regido N-terminal sdao mostradas em amarelo.
Fonte: Trevizano, 2013.

Para a aplicacdo biotecnoldogica de enzimas, além da estabilidade térmica, a
grande producdo e a alta performance catalitica sdo também relevantes. Muitos genes
de xilanase a partir de diversos fungos e bactérias tém sido clonados e expressos em
Escherichia coli e Pichia pastoris (SUBRAMANIYAN et al., 2002; LIU et al., 2008, JIA et
al., 2012).

Escherichia coli tem sido amplamente utilizada para a clonagem de genes e para
a expressdo heterologa de proteinas recombinantes incluindo as xilanases de fungo. Isto
é principalmente devido a facilidade de clonagem de DNA, uma ampla escolha de vetores
de clonagem, e em muitos casos, a secrecdo das proteinas heterdlogas para o meio de
cultura para evitar as dificuldades associadas com a purificagdo da proteina a partir de
seus hospedeiros naturais. E. coli tém sido muito utilizada para a producao de proteinas
recombinantes, quer intracelularmente ou extracelularmente (BANEYX 1999;
MERGULHAOA et al 2005; SORENSEN et al., 2005). A principal limitagao da utilizacdo de
E. coli como célula hospedeira € que nem toda proteina é segregada eficientemente. A
superexpressao de enzimas recombinantes em E. coli permite a engenharia de enzimas

para o estudo da relagdo estrutura - fungdo de metagénese sitio-dirigida, bem como a
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melhoria das propriedades das enzimas que utilizam a tecnologia da evolugdo dirigida
(ALCALDE et al., 2006 ; KAUR et al., 2006).

Varios vetores de expressdo e estirpes hospedeiras sdo disponiveis para
expressao de genes heterélogos em E. coli. O sistema pET de vetor de expressdo estd
entre os meios mais eficazes de expressao de proteinas recombinantes em E. coli.
Zhou et al. (2008) clonaram o xynlII cDNA de Aspergillus usamii usando o vetor de
expressdo pET-28a (+) e transformado em E. coli BL21-(DE3) RIL. Eles obtiveram
atividade maxima de 49,4 U mg™ a partir de extratos celulares de E. coli BL21-(DE3) RIL
apo6s a indugdao com isopropilico B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG). A proteina
recombinante também teve His-tag para purificacdo adicional. Um gene de B-xilanase,
Xyn2, a partir de Trichoderma reesei foi também expressa em E.coli usando o vetor de
expressdo pET (JUN et al. 2008) com nivel de expressdo de até 650 mg L.
Xue et al. (1995) isolaram um gene xynA de fungos anaerdbios Neocallimastix
patriciarum e o modificaram para expressao de alto nivel em E. coli, representando cerca
de 25% das proteinas celulares.

A fim de se juntar a estabilidade térmica e a grande produgdo de xilanases ativas,
gque sdo parametros fundamentais para aplicagdo industrial, Trevizano (2012) fez
abordagens em dinamica molecular para avaliar regides tridimensionais na estrutura da
enzima mutante e na tipo selvagem que podem afetar a estabilidade e a atividade da
proteina. Além disso, uma vez que a baixa expressao nao permite que a proteina
recombinante seja aplicada de forma pratica e econdmica na induUstria, o objetivo do
estudo foi alcancar a expressdo de alto nivel de xilanases termoestaveis mais ativas.

Para que a endo-B-1,4-xilanase de Orpinomyces PC-2, estudada pelo nosso grupo
de pesquisa, se adequasse as condigoes biotecnoldgicas, a técnica de error-prone PCR foi
utilizada. A nova biblioteca de xynA foi submetida a varios ciclos de screening e sete
mutantes com maior estabilidade térmica (M1-M7) foram selecionados. Nas PCR foram
usados primers para amplificacdo do fragmento correspondente a sequéncia do gene que
codifica o dominio catalitico da enzima. Como moldes, foram usados os genes xynA
mutados previamente selecionados a partir da blot de error-prone e o gene que codifica
para a xilanase ndo mutada. Um par de oligonucleotideos, OXFO
(5'GGCAATTCCATATGGGTCAAAGATTAAGCGTTGG3') e OXR1
(5'GCCGCTCGAGTTAACGAGGAGCAGAACCTTGTTT3'), foi sintetizado para a amplificagao
dos genes. OXFO é complementar aos nucleotideos que codificam a partir do residuo de
aminoacido 28 e OXR1 pareia com os nucleotideos antisenso que codificam os residuos
de aminoaciodos 249 ao 255 da xilanase A de Orpinomyces PC-2. Os nucleotideos
sublinhados e os duplamente sublinhados sdo os sitios de restricdo para Ndel e Xhol,

respectivamente. Foi utilizada uma enzima de alta fidelidade para que as mutacdes
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previamente inseridas pela metodologia de error-prone PCR fossem mantidas (KOD DNA
Polymerase Kit ~-Novagen). O volume total de 50 uL de reacdo continha 5 puL de tampao
10X, 5 uM de cada primer, 2,0 mM de dNTP’s, 1,5 unidades de KOD polimerase,
2,5 mM de MgCI2 e 2 ng DNA plasmidial. O procedimento foi feito no equipamento
Mastercycler Thermocycler (Eppendorf, Germany) nas seguintes condicdes: temperatura
inicial de 94 °C por 3 minutos, seguido de 3 ciclos de 95 °C for 20 segundos, 37 °C por
30 segundos e 72 °C por 60 segundos, depois 30 ciclos de 95 °C por 20 segundos, 65 °C
por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos, e por fim, um periodo de 10 minutos de a
72 °C.

A confirmacdo da amplificagcdo dos insertos foi feita com a visualizacdo da banda
correspondente em gel de agarose 0,8% (p/v) corado com brometo de etideo. As bandas
foram purificadas usando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
Os produtos purificados da PCR e o vetor pET24b (Figura 4) foram digeridos com Ndel e
Xhol, purificados novamente a partir do gel e procedeu-se a clonagem dos insertos no
vetor de expressao pET24b com o kit T4 DNA ligase. O produto da ligacdao foi
transformado em E. coli DH5a. Colbnias isoladas foram inoculadas em 5 mL do meio
Luria Bertani (LB) contendo canamicina (Kan) e a cultura foi mantida sob agitacdo a 180
rpm, 37 °C por 12 h (New Brunswick, Scientific Co., Edison, NJ, USA).
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A determinacdo da sequéncia de nucleotideos foi feita por sequenciamento
automatico pela Macrogen (Gasan-dong, Geumchun-gu, Seoul Korea). Primers
universais T7 promotor e terminador foram usados para sequenciar ambas as fitas dos
insertos. Os dados contendo as sequéncias de DNA foram analisados utilizando o
software Sequencher (versdao 4.1.4, Gene Codes Corporation) e as duas sequéncias de
DNA foram combinadas a fim de obter a sequéncia completa do gene. Para avaliar se o
padrao de mutagGes foi mantido, as sequéncias de DNA foram traduzidas e comparadas
com a sequéncia inicial utilizando o programa de alinhamento CLUSTALW (Version 1.81).
Apos a confirmagdao, o DNA plasmidial foi transferido para E. coli BL21(DE3) por
transformacdo por choque térmico, por ser uma linhagem bacteriana mais recomendada
para expressdo de proteinas. Um volume apropriado (até 200 pL de amostra por placa)
da reacao de transformacdo foi transferido para placas contendo meio LB com
antibiotico. Para o controle negativo, foi utilizado dgua estéril.

As mutagdes foram identificadas e as enzimas mutantes foram parcialmente
caracterizadas. Enquanto a xilanase nao mutada apresentou valor de meia-vida (t1/2) a
60 °C de 7,9 min, as xilanases mutantes mais termoestaveis, M3, M5, M6 e M7,
apresentaram valores de t1/2 de 209,3; 33,2; 400,9 e 15,3 min, respectivamente.
Todos os mutantes foram eficientes na hidrélise de xilanas derivadas de birchwood e oat
spelt, que sdo xilanas com diferentes arranjos estruturais. Assim, as propriedades
cataliticas das xilanases foram preservadas, bem como sua funcionalidade foi
aprimorada de acordo com parametros industriais (Trevizano, 2009).

Também em trabalhos anteriores do grupo, utilizando as metodologias de
modelagem e dindmica molecular do WT e das enzimas mutantes mais termoestaveis,
foi possivel a localizacdo dos residuos alterados pela técnica de error-prone PCR, para
investigacao dos efeitos dessas mutacdes nas propriedades das xilanases GH10
(Trevizano et al., 2012). Além disso, uma alga solta de 27 residuos de aminoacidos na
regiao N-terminal foi identificada. Era uma alca superficial observada nos ensaios de
dindmica molecular e foi decidido que ela seria retirada, a fim de melhorar a
termoestabilidade das xilanases. Desta forma, neste trabalho, utilizamos a antiga WT e

uma das mutantes, ambas sem a cauda de aminoacidos.

2.4. Aplicagoes Biotecnoldgicas

As endoxilanases constituem as principais hemicelulases comerciais, atraindo
atencao devido ao seu potencial para uso em diversas aplicagbes (BHAT, 2000). Dentro
do grupo das hemicelulases, as xilanases microbianas (1,4-B-D-xilana xilanohidrolases)

sdo os catalisadores preferidos pela indUstria para a hidrdlise da xilana por sua alta

17



especificidade, baixa perda de substrato e baixa geracdo de residuos (MICHELIN et al.,
2008).

Enzimas microbianas tém um tremendo potencial para diferentes aplicagdes. Ao
longo dos anos, devido as suas caracteristicas notaveis, enzimas ocuparam o centro de
toda a bioquimica e processos industriais. Atualmente, os aditivos quimicos estdo sendo
substituidos pelas enzimas em inumeras aplicagdes alimentares. A utilizacdo de enzimas
tornou-se uma necessidade do tempo porque promove efeitos semelhantes aos de
aditivos quimicos, com a vantagem de ser considerado como aditivos naturais seguros
(PENSTONE, 1996). Outras vantagens estdo relacionadas a alta eficiéncia de conversao,
a auséncia de perda de substrato devido as modificagdes quimicas e ao uso de condicbes
de operacdo fisico-quimicas mais moderadas e nao corrosivas (temperatura de reacao
mais baixa, pH quase neutro e uso de reagentes biodegradaveis e ndo-téxicos), o que
torna o processo mais amigavel ao meio ambiente (ANDREAUS et al., 2008).

A demanda mundial por enzimas vem crescendo ao longo dos anos. Segundo
pesquisas do Freedonia Group (www.fredoniagroup.com), as enzimas de aplicacao
industrial movimentaram 1,6 bilhdes de ddélares no ano 2000, 2 bilhdes em 2005,
atingindo valores acima dos 5 bilhdes em 2009. Os estudos ainda indicaram um
crescimento de 6,3 % anualmente até 2013, enquanto para 2015, sugere-se um
aumento de 6,8 %, atingindo gastos de 8 bilhdes de ddlares neste ano.

A caracterizacdo das enzimas xilanoliticas é importante para sua aplicacdo
biotecnoldogica. Um dos fatores determinantes do uso em larga escala de xilanases é,
certamente, o custo. Muitos processos industriais podem ser desenvolvidos utilizando os
fungos ou outros microrganismos como fontes de enzimas e a eficiéncia pode, muitas
vezes, ser melhorada com o uso de enzimas puras (CHIDI et al., 2008). Nos ultimos
anos tem havido um progresso consideravel na identificagdo de parametros importantes
para obtencdao de altas concentracdes e produtividade de xilanases o que influencia
economicamente seu processo de producao (HALTRICH et al., 1996).

Na produgdo de cerveja, as endoxilanases podem ser empregadas no pré-
tratamento da arabinoxilana contidas no substrato, diminuindo a viscosidade da bebida e
facilitando o processo de filtragem. Em cereais como a cevada, a arabinoxilana é o
principal polissacarideo apds o amido, constituindo 4 a 8% das sementes da cevada e
representam aproximadamente 25 e 70% dos polissacarideos da parede celular do
endosperma e da aleurona, respectivamente. A arabinoxilana é parcialmente solivel em
agua, este polimero na forma hidratada resulta em uma solugdo aquosa altamente
viscosa, o que prejudica o processo de filtracdo e leva ao escurecimento da cerveja,
assim o pré-tratamento com endoxilanases degrada a arabinoxilana e facilita o processo
(SUBRAMANIYAN et al., 2002; VAN DER BROECK et al., 1990). A aplicagcdo das
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endoxilanases no processo de clarificacdo de sucos e vinhos também diminui a presenca
de polissacarideos de parede, facilitando o processo de filtracdo e clarificacdo (BIELY,
1985; WONG et al., 1988).

Na industria téxtil, as endoxilanases podem ser empregadas nos processos de
maceragao do linho, da juta e do sisal e refinamento de polpas na producao de tecidos
como a viscose “rayon”. Nestes processos, as enzimas xilanoliticas sao empregadas para
facilitar a separagao das fibras de celulose da matriz celular e a remogdo da lignina
(MILAGRES et al., 1994).

A principal aplicagdo das endoxilanases esta na industria de polpa e papel onde as
elevadas temperaturas (55 a 70°C) e pH alcalino requerem enzimas termo-alcalifilicas
para um eficiente biobranqueamento (BEG et al., 2001; VIIKARI, 1994). O uso das
endoxilanases, que devem estar livres de celulases nos processos de pré-tratamento da
polpa de papel, facilita a extracdo da lignina por processos quimicos convencionais
reduzindo em até 34% a quantidade de cloro utilizada (PAICE et al., 1988; VIIKARI,
1991), minimizando o impacto ambiental dos residuos quimicos gerados pelas indUstrias
papeleiras (CARVALHO, 2008).

As enzimas xilanoliticas podem ser empregadas na sacarificagdo da hemicelulose
para otimizar a utilizagdo da biomassa vegetal, particularmente de residuos
agroindustriais. Residuos lignoceluldsicos, tais como bagaco de cana-de-acucar, sabugo
de milho, bagaco de laranja, palha de cereal e serragem constituem-se em materiais
para a sacarificacdo e fermentacdo industrial. Para a agroindustria é de interesse
aumentar o valor protéico desses residuos quando utilizados como racdo animal, pois a
hidrélise parcial da xilana melhora a acessibilidade da celulose para a digestdo realizada
pelos animais ruminantes, aumentando o valor nutritivo da racdo e agregando valor a
matéria (DEKKER et al., 1976; WONG et al., 1988). Além disso, o hidrolisado obtido
pode ser fermentado por leveduras e utilizado na obtencdo de produtos de alto valor
agregado, tais como xilitol e bioetanol (CARVALHO, 2008).

Outras aplicagbes menos documentadas incluem: fermentacdao da cerveja
(TIKHOMIROV et al., 2003); na extracdo de café e na preparacdo de café soliuvel (WONG
et al., 1988); em detergentes (KAMAL KUMAR et al., 2004); na produgdao de
polissacarideos farmacologicamente ativos para uso como agentes antimicrobianos
(RYTTERSGAARD et al., 2002) ou antioxidantes (KATAPODIS et al., 2003). As
endoxilanases sdo frequentemente utilizadas sozinhas, mas podem também ser

empregadas em conjunto com outras enzimas, em particular com outras hidrolases.
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2.4.1. Aplicacoes de xilanases na panificacdo e na
clarificacao de sucos

As endoxilanases também podem ser aplicadas no preparo do pdo, onde tornam a
massa mais macia e solta, aumentando significativamente o volume do pao
(SUBRAMANIYAN et al., 2002). A xilanase hidrolisa arabinoxilanas internamente no grao
do cereal, o que tem um profundo impacto na sua funcionalidade. Esta enzima é capaz
de melhorar as propriedades reoldgicas da massa durante a panificacdo e facilitar seu
processamento, diminuindo a retencdo de gas e retardando a retrogradacdo do amido
(BIELY, 1985). Na separacdo industrial do amido e do gluten do trigo, a arabinoxilana
interfere com eficiéncia na coagulacdo do gluten (WEEGELS et al., 1992; COURTIN et al.,
2002).

As xilanases tém sido largamente utilizadas na panificagdo. Em dosagens
adequadas, pode melhorar a maquinabilidade e estabilidade da massa, estrutura do
miolo e vida util do p3do (HAMMES et al., 1995, POUTANEM, 1997).
Schoenlechner et al. (2013) estudaram a otimizacao da qualidade do pao produzido por
farinha e painco pela adicdo de emulsificantes, xilanase e transglutaminase. Enquanto a
xilanase promoveu um efeito de maciez no miolo, isto foi adversamente afetado pela
acao da transglutaminase, que estruturou o poro do miolo e ambas as enzimas
aumentaram o volume do pao.

Ghoshal et al (2013) avaliaram o efeito da xilanase nos atributos de qualidade de
pdo integral. A incorporacdo da enzima resultou numa menor absorcdo de agua na
preparagdo da massa, aumento do volume especifico, aumento da vida de prateleira,
diminuicdo da firmeza durante o armazenamento, além de uma cor mais brilhante.
Segundo os autores, a suplementacdo com a xilanase resultou em melhorias nos
atributos sensoriais do pdo.

Driss et al (2013) estudaram a acdo da xilanase GH11 de Penicillium occitans Pol6
como melhorador de pao, testado em farinha de trigo integral. Os efeitos da adicdo da
enzima na fase de fermentacdo e na final proporcionaram um notavel decréscimo na
absorcdo de agua (8 %), aumento na massa crescente (36,8 %), melhoria no volume
especifico (34,9 %) e melhor sabor, gosto, maciez e aceitacdo global. Quanto as analises
reoldgicas, a firmeza foi reduzida em mais de duas vezes e melhorias na coesdo e
elasticidade também foram observadas.

Dependendo do tipo de produto final desejado, o suco requer uma etapa de
clarificagdo. A utilizagdo de preparados enzimaticos especificos que atuam sobre as fibras
e pectinas tem sido cada vez mais difundida, pois o tratamento enzimatico hidrolisa a
pectina e celulose, reduzindo a viscosidade e turbidez do suco, que é em funcdo de
alguns constituintes do mesmo (AGOSTINI, 2011; VARNAM et al., 1994).
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Para a obtencgdao de suco clarificado tem sido proposto o emprego de associacdes
de enzimas clarificantes procedentes de diferentes fabricantes, em diversas
concentracdes, associados a tratamento térmico sob condicdes variadas de tempo e
temperatura de hidrélise (NOVO DISK, 2001).

O processo bioquimico de clarificacdo inclui o tratamento enzimatico de
despectinizacdo e o acabamento que consiste na retirada dos compostos que deixam a
aparéncia do suco afetada. As enzimas sdo adicionais com o objetivo de quebrar parcial
ou totalmente as particulas insolUveis que sdo as responsaveis pela turbidez do suco
(AGOSTINI, 2011).

Comercialmente, existem varios preparados enzimaticos para o processamento de
frutas, sendo que a maioria destes produtos contém pectinases, celulases e
hemicelulases em varias proporcées (SPAGNA et al., 1994). A utilizacdo de complexos
enzimaticos comerciais no processamento de sucos de diversas frutas tem sido eficaz,
aumentando seu rendimento, reduzindo sua viscosidade e clarificando-os, mas,
também, podendo afetar sensorialmente o produto, diferenciando, desta forma, da fruta
in natura (LUH, 1980; ASHURTS, 1995; BRASIL et al., 1996; CORREA NETO, 1999;
BRASIL, 2003).

Diversos estudos reportam o uso de preparados enzimaticos para fabricagdo de
sucos, como o de oxicoco “cranberry” (WIGHTMAN et al., 1996), maca (ALVAREZ et al.,
1998; OLIVEIRA et al., 2006), péra (TANRIOVEN et al., 2005), sapoti (SIN et al., 2006),
banana (LEE et al., 2006), carambola (LIEW ABDULLAH et al., 2007), cereja e roma
(OZKAN, 2002), groselha preta (LANDBO et al., 2004), sabugueiro (LANDBO et al.,
2007) e uva (SREENATH et al., 1992).

Nagar et al (2012) fizeram a clarificacdo de sucos de macd, abacaxi e tomate
usando uma xilanase purificada de Bacillus pumilus SV-85S. A caracterizacdo enzimatica
mostrou que a enzima € termotolerante e estdvel em pH alcalino. O tratamento
enzimatico promoveu um aumento no rendimento dos sucos, da ordem de 23,53 % para
maca, 10,78 % para abacaxi e de 20,78 % para o tomate, bem como teve um efeito
significativo na claridade do suco por um aumento na transmitancia de 22,2, 19,8 e
14,3 %, respectivamente. A turbidez e a viscosidade diminuiram sem afetar as
caracteristicas do sistema significativamente.

As principais analises realizadas para verificagdo da clarificacdo de sucos
compreendem mudancga na claridade (medida pelo valor de absorbancia a 660 nm),
variagdo nos parametros de cor (sistema CIEL*a*b*) e no teor de sodlidos sollveis (brix
ou SST).

O sistema CIE-L*a*b*, que inclui um espectrofotdmetro de reflexdo no visivel, foi

desenvolvido pela Comission International d’Eclairage — CIE para, rapidamente, controlar
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a qualidade e reproduzir a coloracdo de produtos industrializados. Permite especificar a
percepcdo (impressao fisica) das cores em termos de um espaco tridimensional: a axial
L* & conhecida como luminosidade, que se estende de 0 (preto) a 100 (branco), e as
outras duas coordenadas a* e b* representam o eixo vermelho-verde e amarelo-azul,
respectivamente. Desse modo, cada cor é o resultado da mistura de outras trés cores
(HON, 2001).

A partir destes valores primarios, obtém-se outros pardmetros de grande
utilizagdo. O Chroma ou saturacdo (c) é a forca da cor, a qualidade pela qual se
distingue uma cor fraca de uma forte; é a intensidade da cor. Uma cor saturada seria
aquela na qual ndo entra nem o branco e nem o preto e que estd, exatamente, dentro
do comprimento de onda que lhe corresponde no espectro solar. Ja a tonalidade (h) é o
gue normalmente chamamos de cor, englobando as cores primarias (vermelho, amarelo
e azul) e as compostas e esta, diretamente, relacionada aos varios comprimentos de
onda (FRINHANI, 2003).

Dentre os trabalhos que utilizaram o sistema CIEL*a*b* para avaliar coloracdo de
bebidas, Prati e colaboradores (2005) fizeram a elaboracdao de uma bebida composta por
mistura de garapa parcialmente clarificada-estabilizada e sucos de frutas acidas e
verificaram que a amostra com suco de maracuja tendeu as cores amarela e vermelha e
que a testemunha (garapa clarificada sem suco) apresentou maior L e, por tanto, foi a
mais clara.

Borges et al (2011) avaliaram a estabilidade fisico-quimica de suco de abacaxi
‘pérola’. Neste trabalho, o parametro L* variou significativamente ao longo do
armazenamento e em fungdao da interacdao entre a temperatura e a luminosidade. Os
autores perceberam que houve tendéncia de escurecimento do suco com a reducdo da
luminosidade (L*) ao longo do armazenamento e que 0 suco armazenado sob
refrigeracdo e ndo auséncia de luz também se manteve mais claro. A tonalidade (h)
aumentou ao longo do armazenamento, demonstrando que o suco tendeu a ficar mais
amarelado, enquanto em temperatura ambiente, os valores foram significativamente
superiores, indicando que houve preservacdo das caracteristicas iniciais da cor do suco
na geladeira. A cromaticidade, por sua vez, aumentou na auséncia de luz e sob alta
temperatura, demonstrando que a presenca de luz por si s6 ndo afetou de forma
relevante a intensidade da cor do suco.

Karangwa e demais (2010) fizeram a otimizacdo de parametros de processamento
para clarificacdo enzimatica utilizando Pectinex Ultra SP-L de um suco de laranja com
cenoura e estudaram variacdes na claridade (A¢s0) € nos valores de L*, a*, e b* no
processamento. O efeito linear da claridade foi significativamente afetado pela

temperatura, pH, concentracao de enzima e tempo. Para otimizacdo em si, o autor
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considerou a menor claridade a 660 nm, menor turbidez e menor viscosidade e as
condicbes que melhor se adequaram foram de 0,06 % de enzima, pH 3,6, 49 °C e 91

minutos de reacao.
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3. OBIJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar duas xilanases recombinantes derivadas do gene xynA de
Orpinomyces PC-2 e expressas em Escherichia coli e avaliar a aplicacao destas enzimas

na industria de alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Produzir, purificar e caracterizar duas endoxilanases recombinantes
= Estabelecer as condicdes 6timas para produgao das enzimas;
= Purificar as enzimas por técnicas cromatograficas;

= Caracterizar cinética e bioquimicamente as enzimas.

v" Aplicar as endoxilanases na hidroélise de farinha de trigo integral
= Determinar as condigcGes étimas para aplicagdo das xilanases para a
hidrolise da xilana de trigo;
*» Conduzir ensaios de hidrdlise da xilana de trigo utilizando as

xilanases e avaliar a liberacao de xilose em HPLC.

v" Aplicar as endoxilanases na clarificagdo de suco de maca
= Conduzir ensaios de hidrélise da xilana do suco de macd e avaliar a
liberacdo de xilose em HPLC;
= Avaliar a alteragdo da claridade, pH e cor do suco com o tempo de

hidrélise.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais

A xilana oat spelt foi comprada da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA),
arabinoxilana da Megazyme (Bray, Ireland), farinha de trigo integral marca Alimentos

Nutri Mais, macas Fuji compradas no mercado de Vigosa-MG no dia 08/01/2014.

4.2. Producao (superexpressao) de xilanases

As col6nias de xilanase mutada (XM) - com as alteracdes de uma alanina por uma
treonina na posicdo 226 e de uma valina por uma alanina na posicao 135 - e a ndo
mutada (XNM) foram cultivadas em 5 mL de caldo LB (triptona 1 %, extrato de levedura
0,5 %, NaCl 1 %) contendo o antibiético canamicina (100 pg/mL), incubados a 37 °C,
180 rpm, overnight. Logo em seguida, 1 mL desta cultura foi inoculado em 40 mL de
LB/kan (100 pg/mL), incubados a 37 °C, 250 rpm, overnight. Estes 40 mL foram
transferidos para 1 L de SOB (triptona 2 %, extrato de levedura 0,5 %, NaCl 0,05
%, KCI 2,5 mM, MgS0O,4 0,01 M e NaOH 0,5 mM) e Kanamicina (100 pL /mL),
agitados a 37 °C, 250 rpm até a densidade dptica a 600 nm atingir aproximadamente
1,0. Foi adicionado 10 mL de isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 100 mM,
mantido em shaker a 37 °C/250rpm/4h. As culturas foram colocadas em gelo por 20 a
30 minutos e, posteriormente, centrifugadas a 2500 g/4 °C/30 min. O pellet foi
ressuspenso em 25 mL de tampdo fosfato de sédio 100 mM pH 6,5. As células foram
sonicadas com amplitude 20, por 5 minutos, com tempo de pulso e de parada de 10

segundos, a 13 °C. Finalmente, foi feita uma centrifugacdo a 2500 g/4 °C/20 min.

4.3. Purificagao

O sobrenadante foi equilibrado com tampé&o borato de sédio 25 mM pH 8,5, na
proporcdo de 3 mL de amostra para 5 mL de tampdo e submetido a cromatografia de
troca idnica em coluna Q-Sepharose em sistema de FPLC. A proteina foi eluida com
gradiente de cloreto de sé6dio 1 M no mesmo tampdo, com fluxo de 4 mL/minuto. As
fracbes que apresentaram atividade de xilanase foram coletadas, concentradas e
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE. A concentragao de proteina foi determinada.

Estas técnicas serdo descritas a seguir.

25



4.4. Eletroforese SDS-PAGE

O pool de fracbes concentradas e o extrato bruto foram separados em
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12 % para se verificar o perfil de
expressao e pureza das mesmas, de acordo com Laemmli (1970).

A eletroforese contendo SDS e B-mercaptoetanol utilizou dois géis preparados a
partir da mistura de uma solucdo estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida
30 % (p/v), tampdo Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8 (para o gel separador) e tampdo Tris/HCI
1,5 M, pH 6,8 (para o gel empilhador), persulfato de amoénio 10 % (p/v), N,N,N,N-
tetrametil-etilenodiamino (TEMED). As corridas foram realizadas a temperatura
ambiente, a 85 V, em placas do Sistema Mini-Gel. As amostras foram, anteriormente,
adicionadas ao tampdo desnaturante (1,2 mL de Tris/HCI pH 6,8, 2 mL de SDS 10 %,
1 mL de glicerol e 0,5 mL de azul de bromofenol 0,5 %) (LAEMMLI, 1970).

As proteinas isoladas foram visualizadas pela coloragdo com Coomassie brilhante
blue R-250.

A massa molecular das enzimas foi determinada a partir de uma curva padrao
correlacionando os valores de log das massas moleculares das proteinas padrdo e a

disténcia em cm, percorrida no gel.

4.5. Ensaio enzimatico

O sobrenadante foi usado para o ensaio enzimatico para testar a atividade, efeito
de temperatura e pH, termoestabilidade e estabilidade em pH para ambas enzimas, que
foram analisadas em triplicata.

A atividade da xilanase foi determinada pela medida da relacdo de aclUcares
redutores liberados pela xilana usando o método do Aacido dinitrosalicilico (DNS),
segundo Miller, 1959. A atividade xilanolitica foi ensaiada usando xilana oat spelt e
arabinoxilana como substratos, preparadas anteriormente em tampdo fosfato de sddio
100 mM pH 6,5. A mistura reativa contendo as amostras de enzima e substrato foi
incubada a 40 °C por 15 minutos. Apds incubacdo, 0,5 mL de DNS foi adicionado a
mistura reativa, mantido, posteriormente, por 5 minutos em banho fervente. A
absorbancia foi medida a 540 nm usando um espectrofotdmetro UV-Vis. A absorbancia
foi convertida a pmol de aclcar redutor produzido, usando a curva padrdao gerada com
xilose. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
que produz 1 pmol de aglcar redutor por minuto, a 40 °C.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata e os desvios das

médias foram sempre inferiores a 10 %.
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4.6. Especificidade ao substrato

A especificidade ao substrato para xilanase foi avaliada usando xilana oat spelt e
arabinoxilana. O ensaio enzimatico foi realizado em condigdes 6timas (40 °C/15 min/

pH 6,5) usando a concentracgao final de substrato de 1 e 0,25 %, respectivamente.

4.7. Quantificacdao de proteina

O conteldo de proteinas foi quantificado usando-se o método de leitura direta a
280 nm em espectrofotémetro Thermo Scientific Multiscan Go utilizando-se cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho éptico.

A concentracdo da proteina foi calculada segundo a equagdao de Lambert-Beer
onde A=e x ¢ x /, com A sendo a absorbancia a 280 nm, &€ o coeficiente de extincdo

! ¢ a concentragdo em M e / o caminho dptico da cubeta em

molar em M?! cm’
centimetros.

O € tedrico de xilanases é de 61880,0 M cm™. Apds obter a concentragdo molar,
a concentracdo em mg/mL foi obtida dividindo-se esse valor pela massa molecular das

xilanases que é de 25129,8 g/mol e de 25131,8 g/mol para XNM e XM, respectivamente.

4.8. Efeito de pH, temperatura, estabilidade em PpH,
termoestabilidade e meia vida

O efeito da temperatura na atividade xilanolitica foi medido em varias
temperaturas (de 20-80 °C), em pH 6,5, de acordo com o método padrdo descrito
anteriormente. Arabinoxilana foi usada como substrato para caracterizagao enzimatica.

Para monitorar a estabilidade térmica, amostras de sobrenadante foram pré-
incubadas a 50 e 60 °C e aliquotas foram removidas a intervalos determinados de
tempo, mantidos em gelo antes de serem ensaiados para determinar a atividade
enzimatica residual, usando o ensaio padrdo. Para determinar a porcentagem de
atividade residual apds o tratamento com calor, as atividades das amostrar sem pré-
incubacdo foram consideradas como 100 % e as atividades das amostras foram
expressas como porcentagens da amostra nao tratada. O tempo de meia-vida foi
determinado utilizando o programa Curve Expert, a partir do ajuste de uma equacao
exponencial decadente, do tipo t = a.e™®*.

O perfil de pH foi determinado a 40 °C, de 3 a 11, com incremento de 0,5,
usando diferentes tamp0Oes Mcllvaine. Para analisar o efeito do pH na atividade da
xilanase, a amostra enzimatica foi diluida no tampao especifico para cada pH, sendo que
a atividade das enzimas tratadas foi medida pelo ensaio padrao.
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Para investigar a estabilidade ao pH, as amostras de enzima foram pré-incubadas
em diferentes tampdes de pH 3 a 11, a 4 °C por 1h. Fracbes foram coletadas e a

atividade residual das enzimas tratadas foi medida pelo ensaio padrao.

4.9. Caracterizacao cinética

Os valores da constante de Michaelis-Menten (Ky) para a hidrélise do substrato
foram calculados pelo ajuste dos dados numa curva ndo-linear, pelo programa Curve
Expert 1.4. As concentracbes da arabinoxilana usadas para determinagao variaram de
0,05a 1,25 %.

A energia de ativacao (Ea) foi determinada pela plotagem da curva de Arrhenius,
baseada na expressdo k=Ae!R") onde k é a constante de reagdo, A é o fator pré-
exponencial, R é a constante universal dos gases (8,3144 J/K.mol), T a temperatura
absoluta e Ea é a energia de ativacdo. O valor de Ea foi determinado pela medida da
velocidade maxima, V, em diferentes temperaturas (20-55 °C) e plotado em um grafico
de logigv por 1/T. A inclinacdo da curva fornece o valor de Ea em kJ/mol.

O valor de K foi calculado pelo mesmo experimento, através da equacdo
keat = Vmax/[E], onde E corresponde ao valor de proteina total do extrato e a constante

de eficiéncia catalitica K= Kcat/Kwm.

4.10. Efeito de ions e outros compostos

Para determinar o efeito de diferentes ions e reagentes quimicos na atividade
enzimatica da xilanase, 2 mM de varios compostos foram acrescentados no sistema
reativo individualmente. O sistema sem nenhum aditivo foi usado como controle. Os
efetores avaliados foram B-mercaptoetanol, cloreto de cdlcio, cloreto de cobre, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), cloreto de mercurio, cloreto de magnésio, cloreto

de manganés, cloreto de sédio, dodecil sulfato de sédio (SDS), e cloreto de zinco.

4.11. Analise da hidrodlise de farinha de trigo integral

Xilanase purificada (50 U/g farinha para XNM e 20U para XM) foi incubada com
farinha de trigo integral 10 % em agua (p/v) a 27 e a 50 °C, 100 rpm, por 6 horas. Apoés
a incubacao, a mistura reativa foi centrifugada a 16000g por 5 minutos. O sobrenadante
foi submetido a analises de cromatografia liquida (HPLC) com a coluna HPX-87P (para
andlise de carboidratos) mantida a 80 °C, fase modvel agua, fluxo de 0,6 mL/min e
volume de amostra injetado de 30 puL para quantificacdao da xilose liberada no ensaio. O
experimento foi conduzido com duas repeticdes para CN (controle negativo), XNM e XM.
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4.12, Clarificacao enzimatica do suco de maca

A metodologia seguiu o fluxograma abaixo (Figura 5).

Selecdo e limpeza

Trituragao

Filtracdo

Adicao enzima
(50 U/mL suco)

Ensaio
(60°C, 100 rpm, 120 min)

Inativagdo enzimatica
(90 °C/5min)

Leitura cor, pH, claridade
e andlise HPLC

Figura 5 — Metodologia clarificagdo enzimatica

A cor foi medida em colorimetro CIELAB para obtencdo dos parametros L*, a* e
b*, a partir dos quais foram obtidos os valores de croma (¢ = va? + b%) e angulo de
tonalidade (h=arctg(b/a)), com iluminante Dg e &ngulo do observador de 10°
(McGRUIRE, 1992). O pH foi medido em pHmetro segundo metodologia da
ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALITYCAL CHEMISTS (A.0.A.C, 1997) e a claridade em
espectrofotometro com comprimento de onda de 660 nm, utilizando-se agua destilada
como branco, de acordo com a metodologia de Karangwa et al (2010) adaptada. As

analises de HPLC seguiram a mesma metodologia referenciada no item anterior.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producao, purificacao e atividade enzimatica

As xilanases expressas em E. coli foram obtidas nas condicdes especificadas no
item 4.2 e foram entdo submetidas ao processo de purificagdo descrito no item 4.3. O
resumo da etapa de purificacdao das xilanases e a atividade com dois substratos estao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Tabela de Purificacdo das xilanases

Etapa Atividade Proteina Ativ. Especifica Fator de
(UmLY)  (mgmLY) (Umg™) purificacdo
XNM
Extrato bruto (o0s) 43862 6,60 6646 1,00
Troca idnica (0s) 11335 1,40 8096 1,22
Extrato bruto (ax) 50093 6,60 7590 1,00
Troca ionica (ax) 17982 1,40 12844 1,69
XM
Extrato bruto (o0s) 40015 5,33 7507 1,00
Troca ionica (os) 14997 1,94 7730 1,03
Extrato bruto (ax) 49080 5,33 9208 1,00
Troca ibnica (ax) 20940 1,94 10794 1,17

Onde os = oat spelt 1% em &gua e ax=arabinoxilana 0,25 %em tampao Na,PO, 100 mM pH 6,5.

Os valores de atividade especifica das xilanases no extrato bruto variaram de
6646 U mg™ta 9208 U mg™. Os altos valores de atividade especifica encontrados indicam
gue a super expressao das enzimas em E. coli foi eficiente e que estas enzimas se
apresentavam de forma soluvel e ativa.

As enzimas foram purificadas em apenas uma etapa cromatografica, utilizando
coluna Q Sepharose. Nessa cromatografia de troca idnica a enzima ndo aderiu a resina e
foi eluida nas primeiras fragdes coletadas. Uma vez que a enzima foi super expressa e
representava a maior parte das proteinas presentes no extrato bruto, apds a etapa
cromatografica, o fator de purificagdo, como esperado, teve apenas um pequeno
acréscimo, e variou de 1,03 a 1,69. Esses dados indicam que esta etapa de purificacdo
foi capaz de promover a retirada das proteinas contaminantes, mantendo as xilanases
ativas.

Os dados de atividade determinados neste trabalho sdo muito superiores aos
encontrados na literatura. Deesukon et al (2013) fizeram a purificagdo e caracterizacao
de uma endo-B-1,4-xilanase GH11 de Streptomyces sp. SWU10 termotolerante e sua
superexpressdo em Pichia pastoris KM71H. A atividade especifica da enzima nativa apds
trés passos de purificagdo atingiu 13,3 U mg™ e para a recombinante, com apenas uma

etapa de purificacdo, 77,4 U mg™!, ambas ensaiadas com oat spelt a 37 °C.
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Como mostrado na Tabela 1, as xilanases mutada e ndao mutada apresentaram
maior atividade contra o substrato arabinoxilana de trigo (9208 e 7590 U mgl)
comparada ao substrato oat spelt (7507 e 6646 U mg™).

Gong et al (2013) destacam uma estranha preferéncia da xilanase de rumen
bovino por xilana oat spelt, que exibiram atividade especifica de 247,5+4,5 U mg™. Song
e colaboradores (2013), que fizeram a expressao heteréloga de uma endo-1,4-B-
xilanase A de Schizophyllum commune em Pichia pastoris encontraram a atividade
especifica contra arabinoxilana de 316,32+32,904 U mg. J& Zhao et al. (2013)
obtiveram valores de atividade especifica da xilanase recombinante Xyn-b39, tanto para
oat spelt quanto para arabinoxilana de trigo de 55,09+1,51 e 67,00£2,06 U mg™*,
respectivamente.

Os dados encontrados no presente trabalho confirmam a superioridade das
xilanases produzidas, especialmente no que se refere a alta atividade contra diferentes
tipos de xilana. A maior afinidade das enzimas contra arabinoxilana de trigo sugere que
estas xilanases poderiam ter uma potencial aplicacdo na industria de alimentos, para o

processamento de farinha de trigo contendo xilana.

5.2. Determinacao do grau de pureza e da massa molecular

Para confirmar a purificacdo das xilanases tanto o extrato bruto quanto a fracao
purificada foram submetidos a uma eletroforese em gel de poliacrilamida 12 %, sob
condicdes desnaturantes (SDS-PAGE). O perfil de migracdo das proteinas presentes
nessa amostra estd apresentado na Figura 6.

Apesar de compreender apenas uma etapa de purificacdo, esta foi suficiente para
promover aumento eficiente da pureza das amostras, uma vez que foi observada uma
diminuicdo expressiva do niumero de bandas protéicas na fracdo proveniente da troca
ibnica em comparacdo com a fracdo do extrato bruto, para ambas as enzimas. Este
resultado confirma os dados obtidos na Tabela 1.

A massa molecular estimada destas xilanases foi de 25,4 kDa, conforme estimado
pela Figura 7, o que esta de acordo com os valores calculados de 25,1298 para XNM e

25,1318 kDa para XM pelo programa ProtParam.
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Figura 6 — Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12 %) das fragdes protéicas contendo
as xilanases presentes no extrato bruto e apds a cromatografia de troca i6nica. O gel foi
corado com Coomassie blue. 1) Marcador de peso molecular. 2) Extrato bruto da
xilanase ndo mutada - 60 pg ptn. 3) Troca ibnica da xilanase ndo mutada - 28 ug ptn.
4) Extrato bruto da xilanase mutada - 48 ug ptn. 5) Troca idnica da xilanase mutada -
37,5 ug ptn.

S =0.08115593
r =0.97979229

y=-0,132x+2,1756

xilanase

log MM

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
Distancia percorrida (cm)

Figura 7 - Estimativa das massas moleculares das xilanases. Os coeficientes para as
regressodes foram calculados utilizando o programa Curve Expert.
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5.3. Efeito do pH

O efeito do pH sobre a atividade das xilanases foi realizado conforme descrito no
item 4.8. Foi observado que para XNM, a atividade em pH 3 foi em torno de 40 % e
aumentou continuamente até o pH 5, no qual foi observada maior atividade. A partir
deste ponto, houve queda discreta da atividade até o pH 7, mantendo sua atividade em
aproximadamente 80 %. Em valores de pH superiores a 7, houve queda brusca e
consideravel da atividade e esta atingiu valor nulo nos valores de pH entre 8,5 a 11.

Para a XM, no entanto, foi observada a atividade maxima em pH 3, sendo que a
enzima manteve mais de 60 % de sua atividade até o pH 8, a partir do qual foi
detectada uma queda mais acentuada da atividade, atingindo a nulidade em pH 10
(Figura 8). Estes dados mostram que o efeito das mutacdes foi essencial na ampliacdo
da faixa de pH de atividade da XM em relagdao a XNM, contra a arabinoxilana de trigo.
Enzimas que atuam em ampla faixa de pH sao desejaveis do ponto de vista industrial,

visto que diferentes processos podem ocorrer com variagdes de pH.
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Figura 8 - Efeito do pH na atividade das xilanases mutada ( ——) e ndo mutada (—%)
com o substrato arabinoxilana de trigo.

Para a xilanase estudada por Gong et al (2013), a enzima exibiu maxima
atividade quando incubada em uma faixa de pH entre 5,5 e 8,5, o que mostra um
comportamento semelhante ao observado nas enzimas deste trabalho. Iniesta-Gonzalez
et al (2013) observaram que uma endoxilanase de mamao sofre influéncia muito grande
do pH na atividade e seu ponto étimo ocorreu em pH 5,5 e para valores menores de 5 e
maiores que 6, a atividade declinou drasticamente para menos que a metade.
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Du et al (2013) também observaram que o pH 6timo de xilanases termoestaveis
de Humicola insolens Y1 foi de 6 (para XynW, XynA e XynC) e 7 (para XynB). Mais de 75
% da atividade maxima ficou compreendida entre os pHs 5 a 8, sendo que apenas a
XynA mostrou comportamento alcalino-tolerante, exibindo quase 70 % de atividade em
pH 9 e aproximadamente 30 % em pH 10. Cai et al (2011) e Collins et al (2005)
sugeriram que a maioria das xilanases flungicas tém atividade é6tima em pH acido e
perdem suas atividades em valores de pH maiores que 9.

Para a xilanase de Penicillium funiculosum, estudada por Lafond et al (2011), o
pH 6timo compreendeu apenas os valores de 4,0-5,5.

Junpei et al (2013) mostraram que uma endoxilanase de Humicola sp. Ly01
apresentou atividade 6tima em pH 6 e reteve mais de 75 % da atividade entre pH 5 e 7,
mas valores proximos a 15 % para pH 2 e 9.

Verma et al (2013) estudaram uma xilanase estavel em pH alcalino e
termoestavel, que apresentou ampla atividade entre pH 6 e 12, com valor 6timo em 9,
com mais de 55 % de atividade residual em pH 10.

A xilanase termoestavel de Geobacillus thermodenitrificans TSAA1 estudada por
Anand et al (2013) se apresentou estavel entre pH 5 e 8, com mais de
40 % de atividade relativa e ponto 6timo em 7,5.

A estabilidade das xilanases apds incubacdo por 1 hora em diferentes valores de
pH foi realizada de acordo com o item 4.8. As atividades residuais sdo mostradas na

Figura 9.
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Figura 9 - Efeito do pH na estabilidade da xilanase mutada ( ——) e ndao mutada (—*)
com o substrato arabinoxilana de trigo.
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A xilanase ndao mutada exibiu maior estabilidade em uma faixa mais amplade pH,
quando comparada a xilanase mutada.

Por ser uma enzima alcalino-resistente, a xilanase estudada por Wang et al
(2012) mostrou ampla adaptabilidade ao pH, exibindo atividade superior a 35 % entre
os valores de pH de 5 a 11.

Para a xilanase de Glaciecola mesophila KMM241, Guo et al (2013), mostraram
gue as maiores atividades ocorreram em pH 6 e 7, mas a enzima se mostrou estavel
entre os valores de 6 a 10, retendo mais de 80 % de sua atividade apds a incubagdo por

1 hora nos respectivos valores de pH.

5.4. Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade das xilanases foi avaliado como
descrito no item 4.8. De acordo com a Figura 10, XNM e XM exibiram perfil idéntico de
atividade quando ensaiadas em uma faixa de temperatura entre 30 e 80 °C. A atividade
destas enzimas aumentou com a elevacao da temperatura de 30 para 50 °C, e atingiu

atividade maxima em 60 °C. A atividade reduziu bruscamente em 70 e 80 °C ..

1210
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Atividade Relativa (%)

20 A

Temperatura {°C)

Figura 10 - Efeito da temperatura na atividade das xilanases mutada ( ——) e nao
mutada () com o substrato arabinoxilana de trigo.

Segundo Polizeli et al (2005), em geral, as endoxilanases apresentam pico de

atividade entre as temperaturas de 40 a 80 °C.
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A termoestabilidade das xilanases foi avaliada apds pré-incubacdo das enzimas
nas temperaturas de 50 e 60 °C, como descrito no item 3.8. A enzima mutada
apresentou maior estabilidade em ambos os casos. Em 50 °C, a XNM reteve cerca de
30 % de sua atividade inicial apds as 6 horas de incubacdo, enquanto a XM apresentou
cerca de 50 % (Figura 11). A 60 °C, XNM apresentou em torno de 20 % da atividade ao

longo dos 90 minutos de ensaio e XM mostrou valores aproximados a 50 % (Figura 12).

Atividade relativa (%)

El T T T T
] 100 200 200 400

Tempo (minutos)

Figura 11 - Termoestabilidade a 50 °C das xilanases mutada ( —#—) e ndo mutada (—%*)
com o substrato arabinoxilana de trigo.
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0 20 40 &0 20 100

Tempo (minutos)

Figura 12 - Termoestabilidade a 60 °C das xilanases mutada ( —%—) e ndo mutada (—*)
com o substrato arabinoxilana de trigo.
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Atividade relativa (%)}
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A enzima mutante XM mostrou maior estabilidade em relagdo a ndo mutada em
ambas as temperaturas testadas. Este resultado corrobora com a proposta de alteragao
estrutural da mesma para atingir maior estabilidade térmica.

Os valores de meia-vida das xilanases a 50 e 60 °C foram obtidos por meio de um
ajuste dos dados obtidos nos experimentos de termoestabilidade a uma equagao do tipo
exponencial decadente (y=a.e™®), utilizando o programa Curve Expert, como descrito no

item 3.8. Os graficos e os coeficientes obtidos em cada regressdo sdo mostrados na
Figura 13.
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Figura 13 - Estimacdo da meia-vida das xilanases XNM e XM. (A) XNM a 50 °C, (B) XM a
50 °C, (C) XNM a 60 °C e (D) XM a 60 °C.

Para a XNM os valores de meia vida a 50 e a 60 °C foram de 220 e 31 minutos,
respectivamente. Para a XM os valores foram de 440 e 71 minutos, respectivamente. A
termoestabilidade é um parémetro de grande importancia para aplicacdo de enzimas em
processos industriais. Muitos processos biotecnoldgicos sdo desenvolvidos em
temperaturas superiores aquelas de atividade das enzimas nativas. Muitas vezes, para
gue o processo industrial se adeque a temperatura da enzima, torna-se necessario o
acréscimo de etapas, o que pode inviabilizar técnica e economicamente a utilizagdo de
enzimas nesses processos. Dessa forma, a obtencdo de enzimas com maior
termoestabilidade é de grande interesse para aplicagdo industrial desses

biocatalisadores.
37



Vafiadi et al (2010) observaram que a enzima nomeada StXynl perdeu cerca de
50 % de sua atividade inicial quando incubada a 60 °C por 1 hora, resultado inferior ao
demonstrado pela xilanase mutada do presente trabalho. Gallardo et al (2010) fizeram
evolucao dirigida para obter estabilidade das xilanases derivadas de Paenibacillus
barcinonensis e os valores de meia vida a 50 °C encontrados foram de 1,8; 9,1; 7,1, 2,2
e 37,7 minutos para a wild type e mutantes E137D, D323N, S15L, M93V, E137D/D323N
e S15L/M93V, respectivamente.

Kim et al (2010), verificando as propriedades cataliticas da endo-B-1,4-xilanase
de Streptomyces thermocarboxydus HY-15 relataram que embora a XylG retivesse mais
de 80 % de sua atividade original em temperaturas abaixo de 45 °C por menos de
1 hora, estas reduziam drasticamente quando expostas a temperaturas acima de 55 °C
por 10 minutos. O tempo de meia vida da enzima a 50 °C foi estimado em
aproximadamente 40 minutos.

Terresan et al (2013), estudando uma xilanase de Penicillium janczewskii
observaram o tempo de 15 minutos para a enzima atingir a metade da atividade inicial a
50 °C e apenas 3 minutos a 60 °C.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a XM apresentou maior
estabilidade térmica e de pH, comparada a XNM, quando ensaiadas com o substrato
arabinoxilana de trigo. Isto indica que a XM poderia ser utilizada em processos

industriais, especialmente para hidrélise da xilana de trigo.

5.5. Determinacao das constantes cinéticas

O efeito da concentragcao da arabinoxilana sobre a atividade das enzimas e a
energia de ativacdo para a catalise da hidrdlise do substrato foram avaliados como
descrito no item 4.9.

O valor das constantes cinéticas Ky e K., da constante de eficiéncia catalitica K e
da Energia de ativacdo (Ea) sdo mostrados na Tabela 2 a seguir. O calculo de Ky esta

demonstrado na Figura 14 seguinte.
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Figura 14 - Efeito da concentragdao do substrato arabinoxilana de trigo na velocidade da
reacao catalisada pelas enzimas (A) xilanase nao mutada e
(B) xilanase mutada

Tabela 2 — Valores de Ky, K., Ke Ea das XNM e XM com o substrato arabinoxilana de trigo

Constante XNM XM

Km (mg mL™?) 0,0021 0,0014
Keat (s71) 4,85 x 103 4,61 x 103
Keat/ Kv (ML mgt.st) 2,31 x 10° 3,29 x 10°
Ea (k] mol™) 32,9 43,9

Em relacdo aos parametros cinéticos, as enzimas XNM e XM apresentaram uma
grande afinidade pelo substrato, devido ao baixo valor de Ky. Estas enzimas
apresentaram valores similares e elevados para a constante catalitica, ke, € 0 que
resultou em alta eficiéncia catalitica (Keat/Ku).

Lafond et al (2011) estudaram uma xilanase GH10 de Penicillium funiculosum e
fizeram estudos bioquimicos para caracterizacdo da enzima. Os valores de Ky, Ket € K
para a XynD, determinados pela mesma <curva de M-M foram de
3,7+0,2 mg mL?, 399 s ' e 108 mg mL* s}, respectivamente. Em comparacdo, para a
XynB estudada por Brutus et al (2004), os valores encontrados foram de 40,0+3,0 g L,
5404 s ' e 135 s mg™* para as mesmas constantes, contra xilana de baixa viscosidade;
enquanto Berrin et al (2007) encontraram valores de 14,4+0,7 mg mL?, 2939 s ' e
204 s mg! para a XynC GH11 do mesmo fungo P. funiculosum em arabinoxilana de
trigo. Embora os trés pesquisadores tenham encontrado valores semelhantes de
eficiéncia catalitica, esta ainda se mostra inferior em relagdo ao desempenho das
xilanases do presente estudo.

Zhang et al (2010) fizeram evolucdo dirigida e mutacdo sitio-dirigida para
melhorar a termoestabilidade da xilanase de Geobacillus stearothermophilus. A enzima
selvagem e os 7 mutantes apresentaram Ky variando de 0,36 a 0,99 mg mL™, ke de
1238 a 2557 st e K de 1303 a 4360 mg mL* s, em xilana brichwood, sendo que os
menores valores de kg € K foram da WT. As substituicdes de aminoacidos F52Y e F360L
exibiram um pequeno efeito no Ky e no ket enquanto a substituicao M2701 resultou num

decréscimo de 62 % no Ky, indicando um possivel aumento na afinidade relativa deste
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mutante ao substrato, o que contribuiu para um aumento de 200 % na eficiéncia
catalitica.
Os graficos de Arrhenius (10g Vmax VS 1.T (K)) para as enzimas XNM e XM s&o

mostrados na Figura 15.
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Figura 15 - Grafico de Arrehnius para hidrdlise de arabinoxilana pela enzima sem
mutacdo (A) XNM e mutante (B) XM.

Os valores encontrados de Ea para XNM e XM foram de 32,9 e 43,9 kJ mol™,
respectivamente. A xilanase de Bacillus subtilis estudada por Bernier Jr et al (1983)
apresentou um valor de energia de ativacdo de 35,1 kJ mol™l. Raghukumar et al (2004)
avaliaram o potencial de xilanases fungicas marinhas de Aspergillus niger para o
biobranqueamento de polpa de papel e encontraram o valor de Ea de 30,4+12,0 kJ mol™
para a enzima I e de 38,8+8,6 kJ mol™ para a II a 40 °C, enquanto a 50, o valor caiu

para apenas 16 kJ mol™.

5.6. Efeito de ions e outros compostos na atividade
enzimatica
O efeito de ions e outros compostos na atividade de xilanase foi avaliado como
descrito no item 4.10. A concentracao testada foi de 2 mM para ambos os compostos,
gque sao mostrados na Tabela 3. Os compostos que promoveram maior inibicao na
atividade enzimatica foram o mercurio (Hg), o zinco (Zn) e o dodecil sulfato de sédio
(SDS), que reduziram a atividade em niveis inferiores a 30 %. Em seguida, cobre (Cu),

mercurio (Mg) e manganés (Mn) causaram uma queda na atividade até 75 %. Por fim, o
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B-mercaptoetanol, o calcio (Ca) e o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que
apresentaram menor efeito na atividade enzimatica.

Hg*? pode modificar covalentemente residuos de aminodcidos, em particular,
cisteina. Este efeito também foi observado por Khanna et al., (1993), Kang et al.,,
(1996); Bataillon et al., (2000) e Qureshy et al., (2002). O Cu*? conhecidamente forma
complexos coordenados com a cadeia principal das aminas. E possivel que estes
aminoacidos estejam sendo modificados por estes cations e isto altera estruturalmente a
proteina ou interfere na reagdo da enzima (COLLINS et al., 2005). Esta inibicdo é similar
ao verificado em Bacillus sp. Y16, Staphylococcus sp. SG-13, Plectosphaerella
cucumerina, Cellulosimicrobium sp. MTCC 10645, Aspergillus versicolor e Aspergillus
ficuum AF-98 (ZHANG et al., 2007; YIN et al., 2010; GUPTA et al., 2000; KAMBLE et al.,
2012; SALAMA et al., 2008; LU et al., 2008).

Tabela 3 - Efeito de diversos efetores na atividade enzimatica

Efetor XNM XM
Atividade relativa(%) Atividade relativa(%)

Sem efetor 100 100
B-mercaptoetanol 80,9 92,9
CaCl, 72,3 84,8
CucCl, 49,5 64,2
EDTA 80,0 79,2
HgCl, 12,5 13,9
MgCl, 69,0 73,4
MnCl, 48,0 61,4
NaCl 79,7 91,0
SDS 17,9 24,0
ZnCl, 12,9 28,9

De forma semelhante ao encontrado neste trabalho, a xilanase estudada por
Gong et al (2013) também nao sofreu efeito significativo do EDTA, no entanto, Pal et al
(2010) verificaram que a discreta queda na atividade esta relacionada a capacidade
quelante deste composto, o que sugere que os ions metdlicos sdo necessarios para a
reacdo enzimatica.

A acdo do SDS foi observada em um trabalho de Rajagopalan et al (2013), em
que este mostrou a maior inibicao dentre todos os efetores. Na presenca de 50 mM de
SDS, a atividade da xilanase de Clostridium sp. BOH3 foi reduzida a 74 %. ]Ja o EDTA,
mesmo na concentracdo de 5 mM, ndo afetou a catdlise para o trabalho em questdo,
bem como para a xilanase de C. acetobutylicum ATCC824, que também nao sofreu acao
de 5 mM de B-mercaptoetanol (LEE et al., 1987).

Wang et al (2012) observaram, de forma similar, uma inibicdo parcial na

atividade enzimatica da xilanase de Saccharomonospora viridis pelo Ca*? a 1 mM.

41



O Na*, segundo o mesmo autor, ndo apresentou efeito aparente. Okazaki et al (2013)
também n3o observaram efeito significativo dos mesmos ions Ca*? e Na*.

Verma et al (2013) destacaram que o Mn*? causou perda de mais de 30 % na
atividade enzimatica, o que também foi visto por Guo e colaboradores (2013), sendo que

a 5 mM, este efetor reduziu a atividade da xilanase a 54 %.

5.7. Hidrodlise da Farinha de Trigo Integral

O objetivo do ensaio de hidrélise a 27 °C realizado neste trabalho foi simular uma
possivel utilizagdo da xilanase na industria de panificacdo, preconizando a metodologia
de esponja em que na primeira fase de preparacdo, faz-se a mistura da massa com
farinha de trigo, fermento, agua, aditivos e outros ingredientes (BANNWART, 2001;
HOSENEY, 1991). A esponja é uma massa liquida feita com as mesmas quantidades de
farinha e agua e com quantidade de fermento proporcional ao tempo de fermentagao,
que pode variar de 2 a 8 horas antes da producdo da massa do pao (SEBESS, 2010).
Este momento seria o ideal para adigcdo da enzima uma vez que a hidrdlise ocorreria
simultaneamente com a fermentacao prolongada, feita a 27 °C.

O ensaio de hidrdlise da farinha de trigo integral com as xilanases XNM e XM foi
conduzido segundo a metodologia descrita em 4.11. O ensaio a 27 °C ndao mostrou
resultados expressivos de hidrdlise da farinha de trigo integral na presenca das enzimas.
Na Tabela 4 estdo os resultados da liberacdao de xilose e glicose da farinha de trigo
integral apds aplicagdo das enzimas ndo mutada (XNM) e mutada (XM) em ensaio

conduzido a 50 °C. No controle negativo, o volume de enzima foi substituido por agua.

Tabela 4 - Concentracdo de aclUcares em mg/g de farinha de trigo integral liberados no
ensaio a 50 °C com XNM e XM

Glicose Xilose
T (h) 0 6 A 0 6 A
CN 0,99+0,08 5,99+0,02 5,00 0 0 0
XNM 0,92+0,01 5,92+0,87 5,00 0 2,38+0,22 2,38
XM 0,90+0,83 4,16+4,02 3,26 0,85+0,08 2,40+0,22 1,55

Nos cereais, as xilanas sao tipicamente conhecidas como arabinoxilanas
(arabinose/xilose - AX) que sdo xilanas que apresentam como grupo substituinte
moléculas de L-arabinose ligadas ao carbono C-2 e/ou C-3 da xilose através de uma
ligagdo glicosidica a-1,2 e/ou a-1,3. Arabinoxilanas de cereais, também conhecidas como
pentosanas, sdo mais solUveis em agua e em solugao alcalina do que as xilanas de

materiais lignoceluldsicos devido a sua estrutura ramificada (KULKARANTI et al., 1999).
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Por este motivo, a hidrdlise enzimatica da farinha de trigo por xilanases GH11
pode liberar xilose, um de seus monossacarideos constituintes, uma vez que a
arabinoxilana apresenta uma cadeia principal de xilose 50 % substituida com arabinose.
Akpinar et al (2009) verificaram que quando a xilanase de Trichoderma longibrachiatum
foi utilizada para tratamento da palha de trigo, esta liberou uma maior quantidade de
arabinose enquanto para o pedunculo de tabaco e de algodao foi observado uma maior
guantidade de xilose e um pouco de glicose. A hidrélise de xilana de bétula por xilanase
de Thermotoga maritima MBS8 expressa em E. coli produziu 66 % de xilobiose, 20 % de
xilose. Segundo Li et al (2012), dependendo do substrato, diferentes quantidades de
acucares redutores sdo produzidos pela xilanase.

Trabalhos de Li et al (2000) mostraram que os grupos substituintes influenciam
na taxa de hidrdlise da cadeia de xilana, o que é regulado pelo grau de ramificacdo da
cadeia principal. A presenca de ramificacdo pode ser um entrave mais ou menos
acentuado dependendo do modo de acgdao da enzima. Xilanase de Aspergillus niger
hidrolisa melhor xilana nado ramificada, enquanto xilanase de Trichoderma
longibrachiatum age sobre ambas as xilanas (AKPINAR et al., 2009).

Segundo Courtin et al (2001), xilanases que preferencialmente atacam a
arabinoxilana ndo extraidas com &gua causam um impacto positivo sobre as
propriedades da massa e volume do pdo. Assim, hoje o grande desafio é obter xilanases
que atuem sobre este substrato do trigo, modificando sua estrutura e funcionalidade.
Outro ponto de destaque esta relacionado a vantagem do uso de enzimas termoestaveis,
uma vez que sua acao seria continuada durante a etapa de forneamento, momento de
maior atividade.

Nas condicbes dos ensaios realizados neste trabalho, ndo foi possivel obter
resultados expressivos de hidrélise da farinha de trigo integral utilizando XNM e XM. O
que podemos destacar como possiveis causas da baixa hidrdlise enzimatica
compreendem diversos fatores. Primeiramente, a baixa temperatura do ensaio
compromete significativamente a atividade da enzima. A 27 °C, ela retém menos de
40 % de sua atividade maxima, uma vez que sua temperatura étima é a 60 °C. A enzima
requer uma elevada temperatura para atuacdo, o que ndo é condizente com o processo
(esponja). A 50 °C, ja foi percebida uma pequena liberacdo dos aglcares.

Outro fator esta relacionado as proprias condi¢des do sistema. A atividade da
enzima foi ensaiada em um sistema modelo, com xilana a 0,25 %, enzima em tampao
de pH otimo para atuacdo, o que pouco se aproxima do modelo real encontrado na
farinha suspensa em agua. A agitacdo é outro parametro que deve ser considerado, pois
uma movimentagao mais vigorosa do sistema proporcionaria um maior acesso da enzima

ao substrato, facilitando a hidrolise. Podemos destacar, também, que uma maior
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concentracdo enzimatica, talvez influenciasse de forma positiva na liberacdo da xilose. O
pH do sistema foi de 5,18+0,02, o que, provavelmente, exerceu pouca influéncia sobre a
atividade enzimatica.

Por estes motivos, outro teste, a 50 °C, foi realizado. A analise da tabela permite
perceber uma discreta liberacdo de xilose nos tratamentos com enzima, o que nao foi
encontrado no controle negativo. Para a glicose, a XNM exibiu o0 mesmo teor do controle
negativo, enquanto a XM liberou uma quantidade menor deste agucar.

Conclui-se, desta forma, que a hidrdlise da farinha de trigo integral se mostrou
mais aplicavel quando realizada em uma temperatura mais elevada, que também se

aproxima mais do valor 6timo para esta enzima.

5.8. Clarificacao enzimatica do suco de maca

A metodologia para este experimento seguiu a descrita no item 4.12. Os valores

encontrados estao dispostos na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5 - Analises Fisico-quimicas do suco de maga

pH A660 C h*
t(min) 0 60 0 60 0 60 0 60
CN 4,29+0,015 4,32+0,017 0,7591+0,007 0,7447+0,003 23,10t0,26 22,82+0,03 1,25 1,17
XNM  4,30+0,008 4,30£0,023 0,7336:0,007 0,7325+0,005 23,11#0,04 21,36+0,04 1,28 1,19
XM 4,30+0,003 4,30+0,013 0,7320£0,004 0,7377+0,007 22,83t0,06 23,03+0,02 1,29 1,20

*0s valores calculados para este parametro foram idénticos em todas as repeticdes

O primeiro parametro avaliado durante o ensaio de clarificagdo do suco foi o pH.
O que se deve ressaltar é que o aparelho (pHmétro) é bastante preciso e suas medidas
foram bem préximas, portanto, se sugere uma variabilidade decorrente da amostragem.
Mas o aumento inicial de pH pode ter sido ocasionado pela simples presenca das enzimas
que, por serem proteinas, agem como substancias-tampdes. Segundo
Braverman (1967), solucdes de proteinas tém excelente acdo tamponante, pelo grande
nimero de tipos que podem interagir reversivelmente com prétons num intervalo grande
de pH. Outra hipdtese é a ocorréncia de reacgdes bioquimicas, inter e intramoleculares,
como ligagdes cruzadas e fixagOes de grupamentos acidicos, por ocasido da elevagao da
temperatura (60 °C), durante o tratamento enzimatico (BRASIL et al., 1995).

Para a claridade (A660), Grassin (1996) afirmou que o efeito da xilanase pode ser
explicado pelo fato de que a hemicelulose é o principal constituinte da parede celular do
fruto e a xilana é grande parte desta. O que se pO6de observar quanto a isto foi que os
sucos tratados com enzimas se mostraram ligeiramente mais claros ao inicio do ensaio,

0 que, mais uma vez, pode ter sido proveniente da amostragem experimental, no
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entanto, a diferenca entre o valor inicial e o final ndo demonstrou uma clarificacao
efetiva para os tratamentos com enzima. Claridade é um dos indices mais importantes
de sucos clarificados (SIN et al., 2006).

Para o croma (C), que indica a intensidade da cor, o controle negativo e a XNM se
tornaram menos intensos enquanto para a XM, a cor ficou mais forte. Apesar de a
diferenca ser bem pequena, este foi o Unico tratamento que demonstrou esta tendéncia.

Os valores de angulo de tonalidade (h), por se tratarem de uma arctangente
obtida pelas repeticoes de a* e b*, que foram muito semelhantes, originaram valores
idénticos, por isso ndo ha desvios nestes valores. Para sua analise, devemos considerar
gue o angulo h® = 0° é fixado no eixo horizontal com a+ (vermelho) e, girando no
sentido anti-horario, tem-se, h® = 90° (amarelo), h® = 180° (verde) e h® = 270° (azul).
O h° entre 0° e 90° caracteriza a qualidade da cor de vermelho a amarelo. Para arctg=1,
temos o angulo de 459, que representa a cor laranja. Desta forma, o que se percebe é
que com a queda deste valor ao final do experimento, os sucos se aproximaram da
coloragdo laranja. Os tratamentos com enzima mostraram um ligeiro comportamento
mais acentuado neste sentido.

Para os acuUcares liberados, a xilose, principal acucar indicativo da acdo da
endoxilanase, apresentou uma liberacdo bem discreta e alguns possiveis motivos podem
ser apontados. Primeiramente, o que se mostra como um ponto de muita interferéncia
na atividade, é o pH. Em 4,3 (pH médio do suco de macd), a estabilidade em pH da
xilanase, por 1 hora, é em torno de 40 %. Como o ensaio foi realizado em 1 hora, esta
atividade pode ter sido consideravelmente reduzida.

Em relacdo a temperatura, a adotada foi escolhida propositalmente por ser a que
a enzima exibe sua maior atividade. Segundo Lee et al (2006), o aumento da
temperatura aumenta a taxa de reagbes enzimaticas e, portanto, exerce influéncia na
clarificacdo, desde que a temperatura utilizada esteja abaixo da temperatura de
desnaturacdo da enzima. No entanto, a meia vida das enzimas XNM e XM a esta
temperatura foi de 31 e 71 min, o que pode, também, ter promovido a reducdo da
hidrélise. Talvez se o ensaio tivesse sido realizado a 50 °C, a acao enzimatica seria
mantida por um maior periodo de tempo, uma vez que o tempo de meia vida nesta
temperatura para as enzimas XNM e XM foi de 220 e 440 minutos.

A propria composicdo do suco deve ser analisada para responder algumas
perguntas. Sabe-se que o meio é rico em minerais, fibras, acidos, diversos sdlidos
sollveis, fendis, dentre outros compostos. Além de alterar a composicdo do sistema
modelo (xilana 0,25 % em tampdo de pH 6timo) tornando-se um meio complexo, existe
a possibilidade de haver inibicao da enzima por algum deles. Sugere-se um estudo mais

aprofundado desta composicao para posterior teste de inibicdo com a xilanase.
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Outro motivo esta relacionado com a maior viscosidade deste meio (devido, mais
uma vez, a todos estes compostos sollveis), o que dificulta a acdo enzimatica pela sua
mobilidade reduzida. A variacdo em parametros do processo, como a prépria agitacdo do
sistema, pode, de certa forma, interferir nesta hidrélise, uma vez que proporcionaria um
maior contato da enzima com seu substrato.

Deve-se, também, destacar a quantidade de enzima testada. Nao se sabe se a
concentracdo de enzima utilizada foi suficiente para uma acdo mais pronunciada da
xilanase.

A escolha do suco de maca se deu devido ao fato de a parede celular destas
frutas consistirem em diferentes polissacarideos, especialmente pectina, hemicelulose e
celulose, bem como proteinas estruturais e lignina (DONGOWSKI et al., 2001). Por este
mesmo motivo, sugere-se um novo estudo de sinergismo entre a xilanase deste trabalho
com pectinases, o que, provavelmente, resultara em uma clarificagdo mais pronunciada.

Por fim, recomenda-se, também, a aplicacdo desta metodologia considerando-se
os parametros destacados acima com novas frutas que se adequem mais as condigoes
da enzima, como pH menos acido (em torno de 6, que é o 6timo para enzima) e que nao
apresente (ou que apresente de forma reduzida) possiveis inibidores da agdo enzimatica.

Citam-se os sucos de laranja (6,3-6,7), melancia (5,4) e uva (5,2-5,6).
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6. CONCLUSOES

v

As xilanases XNM e XM expressas em E. coli apresentaram elevada
atividade especifica com o substrato arabinoxilana de trigo e foram

eficientemente purificadas por cromatografia de troca i6nica.

As xilanases apresentaram massa estimada de 25 kDa, pH e temperatura
otimos de 5 e 60 °C para XM e 3 e 60 °C para a XNM. A XM exibiu maior

estabilidade térmica e de pH comparada a XNM.

As constantes cinéticas para a XNM foram Ky de 0,0021 mg mL?, K. de
4,85.10°s* e Ea de 32,9 kJ mol™.

As constantes cinéticas para a XM foram Ky de 0,0014 mg mL' (maior
afinidade pelo substrato arabinoxilana em relagdo a XNM), K. de 4,61.10*
s (conversdo de substrato em produto mais eficiente) e Ea de

43,9 kJ mol™.

Ambas as enzimas foram inibidas por Hg*?, Zn*? e SDS, seguida por Mn*?,
Cu*? e Mg**.

A liberacdo de acUcares a partir da hidrdlise da farinha de trigo integral
usando as xilanases ndo se mostrou eficiente a 27 °C. A 50 houve pequena

liberacao de xilose apds ensaio por 6h.

A clarificagdo do suco de maca utilizando as xilanases nao foi eficiente nas

condicdes testadas.

A remocado da cauda e a substituicdo dos aminoacidos na enzima mutada

(XM) promoveu melhora na termoestabilidade e em pardmetros cinéticos.
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