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1. INTRODUCAO

A xilana € um dos principais constituintes da fracdo hemiceluldsica presente
na parede de células vegetais e compreende aproximadamente 39% do peso seco
das plantas terrestres, representando, apds a celulose, o polissacarideo mais
abundante na natureza. As endo-xilanases formam o principal grupo de enzimas
hidroliticas envolvidas na degradacdo da xilana (Sunna & Antranikian, 1997) e
podem ser aplicadas na industria de papel e polpa, desde que atuam no processo de
biobranqueamento da polpa, o que reduz o emprego de cloro nesta etapa e a
concentracdo de organoclorados nos efluentes (Shoham et. al., 1992). As xilanases
também possuem emprego biotecnolégico na bioconversdo de materiais
lignoceluldsicos em produtos fermentativos, clarificacdo de sucos, melhoramento na
consisténcia de cervejas, e na digestibilidade de ragdo animal (Wong et al., 1988).
Christakopoulos e cols. (2002) mostraram que a hidrélise da xilana “birchwood” por
xilanases levou a liberagdo de xilo-oligossacarideos acidos com atividade
antimicrobiana e Katapodis e cols. (2003) demonstraram que a hidrélise da
arabinoxilana por xilanases do fungo Thermoascus aurantiacus levou a liberacéo de
xilo-oligosasacarideos contendo residuos de &cido ferdlico com atividade
antioxidante.

O gene Hxyn2 de H. grisea que codifica uma endoxilanase da familia 11 foi
isolado por Faria e cols. (2000, 2002) e descreve uma proteina com 227 residuos de
aminoacidos, massa molecular estimada de 23 kDa e um possivel sitio de N-
glicosilagdo. O gene Hxyn2 foi expresso na levedura Pichia pastoris sob o controle
do promotor do gene da enzima &lcool oxidase (AOX1). Os transformantes
apresentaram estabilidade genética e foram capazes de produzir e secretar a
enzima HXYN2r para o meio de cultura na forma ativa (Banhe et. al., 2004).
Carvalho e cols. (2005) otimizaram a producdo da enzima em frasco variando a
fonte de nitrogénio, a densidade celular inicial da cultura e a concentracdo de
metanol.

O presente trabalho tem como objetivo a producdo de HXYN2r em frasco nas
condi¢des otimizadas, a purificacao e a caracterizacdo enzimatica da enzima.

2. METODOLOGIA
2.1- Producédo de HXYN2r em frasco.

Para a producédo de HXYNZ2r em frasco, o transformante 12.3 foi inoculado em
Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contendo 50 mL de meio BMGY-U (1.34%
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de Uréia; 1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 100mM de tampao fosfato de
potassio pH 5,0; 4x10°% de biotina; 1% de glicerol; 50 pg/mL de ampicilina),
incubado a 30°C / 150 rpm até atingir DOgoo de 9 -10. Apds esse periodo as células
foram precipidadas por centrifugacédo (3000g, 15min, 4°C), lavadas e ressuspensas
com agua destilada estéril. As células foram inoculadas em Erlenmeyers de 250 mL
de capacidade e inoculadas para um volume final de 50 mL de meio BMMY-U (1,0%
de metanol) para a DOgg final de 9-10. Apdés atingir a maxima atividade xilanolitica,
0 meio de cultura foi centrifugado e o sobrenadante foi congelado. A cada 24 h
foram retiradas aliquotas para determinacédo da atividade enzimatica, concentracéo
de proteinas totais e DOgoo. A atividade xilanolitica foi determinada pelo método de
DNS (Miller, 1959), onde foram quantificados os acucares redutores liberados a
partir de xilana “oat spelt” e o perfil de proteinas foi analisado por eletroforese em gel
desnaturante (13%) (Laemmli, 1970) corado com solucéo de azul de Coomassie ou
nitrato de prata (Blum, 1987).

2.2-Purificacdo de HXYN2r

Para a purificagdo da HXYNZ2r, o sobrenadante de cultura foi dialisado contra
tampdo Tris-HCI 10mM pH 7,0 por 24 h e concentrado por liofilizacdo. O extrato
enzimatico foi ressuspenso em tampéao Tris-HCI 50mM pH 7,0 e aplicado em coluna
de cromatografia de peso molecular (Sephacryl S-100™, 87x1,5 cm) previamente
equilibrada com tampé&o Tris-HClI 50mM pH 7,0 adicionado de 0,1 M de NacCl.
Fracbes de 2 mL foram coletadas e analisadas quanto a atividade enzimatica por
DNS e quanto ao perfil de proteinas por SDS-PAGE.

2.3-Caracterizacdo enzimatica da HXYN2r

O efeito do pH na atividade da HXYN2r foi determinado realizando o ensaio
de DNS em diferentes valores de pH (3,0 a 11,0). A temperatura ideal foi
determinada realizando o ensaio de DNS incubando a enzima em diferentes
temperaturas (20 a 100°C).

3-RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1- Producéo de HXYN2r em frasco

A producgdo de HXYNZ2r atingiu uma atividade maxima de 675,9 U/mL apos 96
h de cultivo. A presenca da HXYN2r no sobrenadante de cultura foi confirmada por
SDS-PAGE e apresentou uma massa molecular de 23 kDa, sendo a proteina
predominante no sobrenadante de cultura.

3.2 - Purificacdo de HXYN2

O extrato enzimatico foi aplicado em coluna de gel filtracdo e observou-se um
anico pico de atividade xilanolitica. As fracBes correspondentes a este pico de
atividade foram analisadas por SDS-PAGE e observou-se a presenca de uma uUnica
banda de proteina com aproximadamente 23 kDa, indicando que a cromatografia foi
eficiente para purificacdo da HXYNZ2r.

3.3 - Caracterizagdo enzimatica
Observou-se atividade xilanolitica em toda a faixa de pH estudada, sendo os
melhores resultados obtidos nos pH de 5,5 a 8,5 e o pH ideal de 6,5. A HXYNZ2r
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apresentou uma atividade alta na faixa de temperatura entre 50 e 70°C sendo que a
atividade xilanolitica ideal foi obtida na temperatura de 60°C.

4- CONCLUSAO

Nas condicbes otimizadas, apds 96h de cultivo, foi obtida a atividade
xilanolitica méaxima no valor de 675,9 U/mL. ApGs o processamento do sobrenadante
de cultura, o extrato enzimatico foi aplicado em coluna de cromatografia de peso
molecular e obteve-se a purificacdo da HXYN2r, confirmada por SDS-PAGE. A
enzima pura apresentou pH e temperatura ideal de 6,5 e 60°C, respectivamente.
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