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ABSTRACT

Experiments in solid state fermentation (SSF) were performed, whose results using sugarcane ba-
gasse, finely comminuted, without prior treatment, was able to sustain the growth of A. awamori
and induce the production of 155 U/mL of endo-xylanase and 3.3 U/mL of [I-xilosidase.

The electrophoretic conditions denaturants chromatography identified the presence of 3 isoen-
zymes with the following molecular weights: 31, 51.4 and 55 kDa, confirmed by zimograma.
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INTRODUCAO

Vérios microrganismos, incluindo aer6-
bios e anaerobios, mesofilos e termofilos, tem
sido estudados em fun¢dao de sua habilidade
em sintetizar enzimas com atividade xilandsi-
ca. A maioria dos estudos tem sido conduzida
com aerobios, fungos mesofilos e bactérias.

Os fungos filamentosos tém sido muito
utilizados para a produg¢do de uma gama de
produtos valiosos, e com o advento da biolo-
gia molecular, tornou-se evidente que estes
fungos possuem um consideravel potencial
como hospedeiros para produgdo de proteinas
heterdlogas e de pequenas moléculas. Dessa
forma, Aspergillus ¢ um importante género,
que inclui espécies bem conhecidos de im-

portancia econdmica e, além disso, ampla-
mente utilizadas como base de investiga-
cdo genética (Lubertozzi & Keasling, 2009).

Aspergillus awamori ¢ conhecido por
produzir varias enzimas hidroliticas ex-
tracelulares, incluindo xilanases e celulases,
que podem ser empregadas na hidrdlise
enzimatica de hemiceluloses e celuloses,
para a obtencdo de monossacarideos, uti-
lizados na produgdo de biocombustiveis
(Takuya et al., 2005; Pereira Jr et al., 2008 ).

A presenga de enzimas, e as respec-
tivas massas moleculares, podem ser avali-
adas gragas a técnica denominada eletroforese,
acompanhada do respectivo zimograma.
A eletroforese consiste na separagao de molécu-
las através da migragdo de particulas carregadas
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num determinado meio, sob a influéncia de uma
diferenga de potencial. Geralmente ¢ realizada
em géis de poliaclilamida (PAGE) onde as pro-
teinas migram através dos poros do gel em res-
postaaum campo elétrico (Nelson & Cox, 2006).
A eletroforese na presenca de dodecil sulfa-
to de sddio (SDS) (condi¢do desnaturante) sep-
ara as proteinas quase exclusivamente na base
de sua massa (peso molecular), com os polipep-
tidios menores migrando mais rapidamente.
Depois da eletroforese, as proteinas sdo vi-
sualizadas pela adi¢do de um corante (prata ou
Coomassie Blue), que se liga as proteinas, mas
ndo ao gel (Stryer, 1988; Nelson & Cox, 2006).
O nosso interesse na obtengdo de enzi-
mas xilanasicas, utilizando a fermentacao
em meio solido (FMS), reside no fato de que
este processo apresenta algumas vantagens
econdmicas em comparagdo ao processo sub-
merso, sendo relacionadas principalmente
com a diminuicdo de energia requerida.
Este trabalho insere-se exatamente nesse
contexto, pois um de seus objetivos princi-
pais foi o de produzir xilanases pelo aproveit-
amento do bagaco de cana, sem tratamento
prévio, com o intuito de minimizar os custos de
producdo. Além de evidenciar a presenca das
enzimas xilandsicas por meio da eletroforese.

MATERIAIS E METODOS
Micro-organismo

Foi empregado Aspergillus awamori
NRRL 3122, semeado em tubos inclinados,
utilizando o meio Czapeck agarizado, apods
6 dias de cultivo. Os esporos foram entdo re-
movidos dos tubos, suspensos em 4 ml de
agua destilada estéril e contados em cémara
de Neubauer para padronizagdo dos inoculos.
Foram adicionados 5x107 esporos/g de meio.

Meio de produgdao — FMS
Na Tabela 1 mostram-se os componen-

tes empregados na elaboracdo dos meios de
producdo para fermentagdo em meio soélido, a
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30 °C por 5 dias. Para isso empregaram-se 4,0 g
de bagago de cana, usados como principal fonte
de carbono. O referido bagago foi umedecido
com 56 ml de dgua que ja continha os outros
macronutrientes. Na Tabela 2 sdo apresentados
os parametros otimizados, empregados na pre-
sente fermentacao e obtidos em trabalhos ante-
riores (Lemos et al., 2000; Lemos et al., 2001).

Tabela 1. Composicdo basica do meio em-
pregado nas fermentagdes em meio  so6lido
g/4 g de bagaco
Componente
de cana
Peptona 0,5
Extrato de levedura (EL) 05
KH,PO, 0,2
NaCl 0,2
MgSoO, 0,04

Proteina

Foi determinada por meio do método de
Lowry modificado utilizando albumina de
soro bovino como padrio (Peterson, 1979).

Atividades enzimaticas
Endo-a(1-4)-xilanase

Foi determinada indiretamente pela hi-
drolise de xilana “birchwood”, dosando os a¢u-
cares redutores pelo método do DNS. 0,9 ml
de uma solucdo contendo 1% de xilana e dis-
solvida em tampao citrato fosfato 50 mM, pH
5, eram pré-incubados durante 2 minutos a 60
°C. Em seguida, a esta solucdo era adicionado
0,1 ml de enzima bruta, previamente diluida, e
a reacdo era interrompida apds 2 minutos pela
adi¢do de 1 ml do reagente de DNS. A ativi-
dade era expressa em pmoles de xilose liberada
por minuto por mililitro de extrato enzimatico.

B-xilosidase

Foi determinada pela dosagem de p-ni-
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trofenol liberado a partir de p-nitrofenil-B-D
xilopiranosideo (PNPX). 0,5 ml de uma solucao
de PNPX 1,25 mM, dissolvidos em tampao ci-
trato fosfato 50 mM, pH 5 eram pré-incubados
durante 2 minutos a 55 °C. A esta solucdo era
adicionado 0,1 ml de enzima previamente dilui-
da, e a reacdo era interrompida apds 10 minutos
pela adi¢ao de 4 ml de Na2CO3 0,25 M. O p-ni-
trofenol liberado ao meio era medido em espec-
trofotdometro a 410 nm. A atividade era expressa
em pmoles de p-nitrofenol liberado por minuto
por mililitro de extrato enzimatico.

Celulases

O ensaio para determinagdo da atividade celu-
lasica era feito adicionando-se 1 ml de solucao
enzimadtica bruta e substrato, em 1 ml de tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,5. Celulases Cx foi
determinada usando como substrato 10 mg de
CMC (Carboximetilcelulose). Apos a incubacao
a 50 0C por 10 min as enzimas foram inativadas
com 1 ml de NaOH 1 N, ¢ os agucares redu-
tores dosados pelo método de Somogyi-Nelson
(Somogyi, 1952), tendo glicose como padrao.
As atividades enzimdticas foram expressas em
umoles de glicose por minuto por litro de ex-
trato enzimatico.

Tabela 2. Meio de produgdo contendo os pardmetros
otimizados para o cultivo de A. awamori em FMS

Parametro Endo-xilanase B-xilosidase

Tamanho da particula 1mm 1Tmm

pH do meio de produgdo 5-7 5-7

Fonte de N NaNO3 +EL NaNO; + EL

Relagdo C/N 10/1 10/1

Teor de N proven. de NO3- 40% 40%

Teor de N proven. de EL 60 % 60 %

KH,PO, 0,1g/4ghc* 0,2g/4ghc*

NaCl 0,1g/4ghc* 0,1g/4ghc*

MgS0,.7H20 0,02 g/4ghc* 0,06 g/4ghc*
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Celulases

O ensaio para determinacgdo da atividade celu-
lasica era feito adicionando-se 1 ml de solugao
enzimadtica bruta e substrato, em 1 ml de tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,5. Celulases Cx foi
determinada usando como substrato 10 mg de
CMC (Carboximetilcelulose). Apos a incubacao
a 50 0C por 10 min as enzimas foram inativadas
com 1 ml de NaOH 1 N, ¢ os agucares redu-
tores dosados pelo método de Somogyi-Nelson
(Somogyi, 1952), tendo glicose como padrao.
As atividades enzimdticas foram expressas em
umoles de glicose por minuto por litro de ex-
trato enzimatico.

Protease

Foi determinada segundo a metodologia descri-
ta por Charney e Tomarelli (1947). O sobrena-
dante do meio de cultura (0,5 ml) foi incubado
a 37 °C por 40 minutos em azocaseina (0,5%
em tampao acetato de sdédio 50 mM, pH 5). A
reagdo foi paralisada pela adicdo de 4cido tri-
cloroacético 10%. Apds centrifugagdo a 5000 x
g por 5 minutos, o sobrenadante foi recolhido
e 1,0 ml de KOH 5 N adicionado. A absor¢ao
da solucdo resultante foi medida a 430 nm. A
atividade proteédsica foi obtida pela diferenca
entre a absorvancia da amostra e do branco con-
tendo a enzima desnaturada ao final do ensaio.
As atividades enzimdticas foram expressas em
AAbsorvancia por minuto por litro de extrato
enzimatico (AA/min.L).

Eletroforese em SDS-PAGE

Preparo da amostra: a amostra utilizada na
determinagdo da massa molecular de endo-
xilanase por cromatografia eletroforética em
condi¢des desnaturantes, bem como no zimo-
grama, foi obtida a partir de fermentagdo em
meio solido, utilizando como Unica fonte de ni-
trogénio NaNO3, visto que através do emprego
desta fonte inorganica de nitrogénio obteve-se o
maior valor em atividade especifica.
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A eletroforese em SDS-Page foi real-
izada segundo o método descrito por Laemmli
(1970). A solugdo enzimatica bruta foi desmin-
eralizada em Coluna PD-10 Sephadex G-25
(Pharmacia), de acordo com as indica¢des do
manual. E embora o extrato sofresse diluicao
em 40% (fator de dilui¢do 1,4) o sistema permi-
tia o descarte de particulas menores que 10.000
kDa.

A adigdo das amostras no gel de poliac-
rilamida estava restrita a 30 uL de uma mistura
formada por enzima e tampao de amostra (Tabe-
la 3) numa relacdo 4/1. Cada mistura era trans-
ferida para “eppendorf”, onde a enzima softria
desnaturacdo dentro de um becher com &gua,
aquecido por 2 minutos, na poténcia maxima,
em micro-ondas. Apos resfriamento a amostra
era aplicada ao gel.

Tabela 3. Tampao de amostra para eletroforese

Reagente Quantidade (mL)
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,0
Glicerol 80,0
SDS* 10 % p/v 16
2-B-mercaptoetanol 04
Azul de bromofenol 0,05 % p/v 02
Agua destilada 4,0

Preparo do gel: os géis de poliacrilamida foram
preparados respeitando uma ordem de adi¢ao de
reagentes, como sugerido na Tabela 4.

Aplicacdo da amostra: as amostras foram adi-
cionadas nas cavidades formadas ap6s a polim-
erizacdao do gel de concentragdo, pela insercao
de um pente no referido gel. Paralelamente as
amostras, um padrdo de peso molecular (“High
Molecular Weight Standard Mixture” - Sigma)
(Tabela 5), acrescido de lisozima (Sigma), foi
aplicado em uma das cavidades. A seguir, a cuba
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do “Mini-Protean II Electrophoresis Cell” foi
preenchida com tampao de corrida (Tabela 6),
e iniciada a separacdo das proteinas, mantendo
constante a voltagem do aparelho em 200 V.

Tabela 4. Composicao dos géis de poliacrilamida-de sep-

aracdo e de Concentracdo

Reagente (el e separagdo (el de concentragdo

(2% B3

TrisHCl 15 MpH 88 25ml
TrisHCl 0,5 MpH 6,8
st

ilana 1% 05ml
Aorlmida 30%
D510 10 S0yl
W% 0 Byl
TEMED*100% 0 Sl

Volume fina 10l Snl

Estimativa do peso molecular de endo-xilanase:

o peso molecular de endo-xilanase foi estimado
segundo a metodologia descrita no manual da
Boehringer Mannheim Biochemica. Para tal, o
gel foi corado com Coomassie Blue R-250 0,1
% (Coomassie Blue R-250 0,1%, metanol 40%
e acido acético 10%); no entanto, as bandas de
proteina s6 foram reveladas depois de lavagens
consecutivas com solucao descorante, constitui-
da de acido acético 5% e de etanol 40%. Revela-
¢do por prata também foi realizada da seguinte
maneira: a fixagao foi executada por 30 minutos
em mistura contendo etanol 30%, acido acético
10% e TCA 20%. A lavagem: foi realizada du-
rante 15 minutos em etanol 30%, repetindo o
procedimento por trés vezes. A seguir, era fei-
ta uma lavagem em agua destilada durante 20
minutos. A coloragdo: acontecia por 30 minutos
em uma mistura de nitrato de prata 0,2%, 80 ul
de formaldeido 37% e dgua destilada suficiente
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para preparar 100 ml de solugdo. Lavagem pos-
terior era realizada em agua destilada, durante 1
minuto, para retirada do excesso de corante. A
revelagdo: era feita em solugdo contendo 3 g de
carbonato de sédio, 50 pl de formaldeido 37%,
800 pl de tiossulfato de sddio 2,5 mM e agua
suficiente para completar 100 ml de solugdo. A
coloracdo desejada obteve-se adicionando 10
ml de acido acético puro ao gel corado apds 2 a
10 minutos de reacgao.

Tabela 5. Padrdo de proteinas (Sigma)

Proteina Peso molecular (KDa)

Miosina 205

B-galactosidase 116

Fosforilase 97,4
Soro Albumina Bovina 66
Ovoalbumina 45
Anidrase 29
Lisozima 14

Tabela 6. Tampao de corrida para eletroforese

Reagente Quantidade (g)

Tris base 9,0

Glicina 43,2

SDS* 3,0

Agua destilada 600 mL

Zimograma: apo6s a eletroforese, o SDS foi re-
movido do gel lavando-o durante 45 minutos
com Triton-X 100 2,5 % para renaturacdo das
enzimas. A seguir, foram feitas 4 lavagens su-
cessivas do mesmo em agua destilada com o
intuito de remover o Triton-X. A continuagao,
a reacdo enzimatica foi realizada em tampao ci-
trato-fosfato 50 mM, pH 5, a 50 °C, e interrom-
pida por meio da incubagao do gel em vermelho
congo, a 7 °C, depois de 5 minutos de reagdo. A
visualizacdo das bandas foi possivel por meio
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de lavagens sucessivas com NaCl 1 M, sofrendo
viragem de cor ao pingarmos, lentamente, gotas
de HCI I N.

Secagem do gel: a conservacdo do gel, obtido
apos a corrida de eletroforese, foi feita mediante
a secagem do mesmo em solugdo secante, com-
posta de 40 % de metanol e de 6 % de glicerol,
por 30 minutos. Para completar esta operagao o
gel foi preso em papel celofane e posto para se-
car a temperatura ambiente durante 4 ou 5 dias.

RESULTADOS

Perfil cinético da produgdo de endo-xilanase e
B-xilosidase em FMS com o meio otimizado

Como dito anteriormente, parametros
importantes para producdo das enzimas Xi-
lanésicas, produzidas por A. awamori, foram
otimizados em trabalhos ja publicados (Lemos
et al., 2000; Lemos et al., 2001) e, no presente
trabalho mostra-se apenas o resultado dessa
otimizagdo. Entdo, estimulados pelo desejo de
resultados evidentes sobre o beneficio da otim-
izagdo do meio de fermentagao, levamos a cabo
o levantamento do perfil cinético da produgao
enzimatica por A. awamori, em FMS, exibido
nos graficos da Figura 1.

A figura a seguir mostra que os pi-
cos maximos de producdo para endo-xilanase
e B-xilosidase ocorreram apds 48 e 96 horas
de cultivo, respectivamente. Mostrando, ainda,
que as respectivas atividades proteésica e celu-
lasica méximas foram alcangadas apos 41 e 60
horas de fermentag¢dao. Na Tabela 7 resumem-se
os maiores valores de atividade, produtividade
volumétrica e atividade especifica para as enzi-
mas estudadas.

Massa molecular de endo-xilanase

A massa molecular de endo-xilanase
foi estimado em SDS-PAGE utilizando um gel
com 12 % de poliacrilamida (Figura 2). A pre-
senca dos componentes protéicos da solugdo
enzimatica bruta, utilizada nesta determinacao,
pode ser evidenciada nas bandas situadas nas
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linhas 2, 3 e 4 da Figura 2. O zimograma apre-
sentado na Figura 3 revela as bandas com ativi-
dade endo-xilanasica, e permite identificar a
presenca de pelo menos duas isoenzimas de
endo-xilanase. No entanto, no gel da Figura 4,
corado com prata, podemos observar o apareci-
mento de duas bandas definidas exatamente no
mesmo local onde se situa a banda superior do
zimograma. Isto, provavelmente indica a pre-
senca nao de uma, mas de duas isoenzimas na
banda mais larga do gel corado com Coomassie
Blue, com massas moleculares iguais a 55 e
51,4 kDa. A massa da outra isoenzima com ativ-
idade endoxilandsica foi calculado em 31 kDa.

120 5
150 4 —o— Endo-nlanase
14
O —— [-uilosidase -
E: i
A g
7 '8
g o 3
E e
= E
= &
s -
0 11
I T B e N i
o 6 12 18 24 30 35 4 4£ 6 72 % 10
Tenpo (haras)
180 5
150 —&— Endo-rilanase
T4
=y —o— f-rlosidage -
El i
5 10 <3
= 1z9
o <N
g o &
m
e Loz
o A E‘
E E
o -
74 T1
0+ ——— 0
0 6 12 18 24 3 35 4 £ 0 2 % 10
Tempo tharas)

Figura 1. Cinética de produgdo de endo-xilanase,

B-xilosidase, celulase e protease pelo fungo A. awamori
em FMS a 30 °C.
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Tabela 7. Atividades, produtividades volumétricas e ativ-
idades especificas para o complexo enzimatico produ-

zido por A. awamori

Enzimas Atividade max,  Atividademax.  P.V.*max, AE. max.**

(U/mL) (U/gdebagago) (/L) (U/mg prot)
Endo-xilanase ~ 155,0 6000,0 32290 500
P-xilosidase 330 1290 340 1,0
Protease 0,157 6,0 0,66 0,01
Celulase 0,027 1,0 2,66 0,05
S —
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Figura 2. SDS-PAGE de endo-xilanase de A. awamori,
cultivado em bagaco de cana por fermentagdo em meio
solido, corado com Coomassie Blue-R 0,1 %. Coluna 1:
padrdo de peso molecular; colunas 2, 3 e 4: proteinas que

compdem a solugdo enzimatica bruta de endo-xilanase.

A massa molecular das enzimas foi calculada
por meio do grafico do coeficiente de migragao
(Rf), apresentado na Figura 5. Para tal, foram
plotados no grafico os Rf das proteinas padrao
versus o logaritmo da sua massa molecular.

Figura 3. Zimograma de endo-xilanases de 4. awamori
contendo xilana “birchwood” na concentra¢do final de

0,05 %.
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Figura 4. SDS-PAGE de endo-xilanase de A. awamori,
cultivado em bagaco de cana por fermentagdo em meio
solido, corado com prata. Coluna 1: padrio de peso
molecular; colunas 2, 3 e 4: proteinas que compdem a
solugdo enzimatica bruta de endo-xilanase.
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Figura 5. Coeficiente de migragdo (Rf) x logaritmo do
peso molecular das proteinas padrao.

DISCUSSAO

Perfil cinético da produgdo de endo-xilanase e
B-xilosidase em FMS com o meio otimizado

Quanto as atividades xilanasicas pode-
se dizer que o resultado apresentado para en-
do-xilanse, na Figura 1, estd bem proximo ao
obtido por Savitha e colaboradores (2009), em-
pregando Graphium putredinis e Trichoderma
harzianum, cujos resultados foram de 143.5 e
128.0 U/mL, respectivamente, utilizando xilana
de aveia. Vale ressaltar que o bagago de cana ¢
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um substrato de mais dificil assimilagdo do que
a xilana de aveia por causa da sua estrutura mais
complexa. No entanto, A. awamori mostrou uma
producdo semelhante a dos fungos utilizados
por Savitha e colaboradores (2009), assimila-
ndo um material lignoceluldsico que ndo sofreu
tratamento prévio. Em relagdo as p-xilosidases
o resultado alcancado por Savitha e colabora-
dores (2009) foi de, aproximadamente, duas a
quatro vezes superior (8,31 e 12,99 U/mL para
T. harzianum e G. putredinis, respectivamente)
do que o obtido pelos autores da presente pes-
quisa (3,30 U/mL para A. awamori).

Quanto a questdo nutricional microbi-
ana, observou-se que os meios de produ¢do de-
vem ser formulados de tal maneira que propor-
cionem os nutrientes essenciais para realizagao
das fungdes do metabolismo celular: formagao
de biomassa e producdo de metabolitos (enzi-
mas). Ficou claro, a partir de experiéncias em
trabalhos anteriores, e do resultado do presente
trabalho, que a obten¢do do produto requerido
¢ uma questdo que ndo depende apenas da ca-
pacidade genética do micro-organismo produ-
tor, mas também de condi¢des especificas de
nutricdo e de metodologias adequadas para a
consecucao dos pardmetros desejados.

Massa molecular de endo-xilanase

Sem duvida, os dados da literatura sao de
grande ajuda e vem ao encontro das estimativas
das massas de endo-xilanases, uma vez que a
multiplicidade enzimatica ¢ muito comum tanto
em fungos como em bactérias e actinomicetos
(SUNNA & ANTRANIKIAN, 1997). Segundo
a compilagdo feita pelos referidos autores, A.
awamori CMI 142717 produziu trés isoenzimas
com os seguintes pesos moleculares: 39, 23 e
26 kDa. Embora estes valores sejam diferentes
aos determinados para A. awamori NRRL 3112,
empregado no presente trabalho, sabe-se que
diferencas quanto a variedade podem também
gerar alteragdes no niimero, tipo e/ou tamanho
das proteinas secretadas. No que tange aos va-
lores das massas moleculares das endo-xilanas-
es, estes encontram-se entre 0S comumente
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obtidos para a maioria de micro-organismos,
geralmente, entre 15 e 70 kDa.

CONCLUSAO

O bagago de cana, finamente cominui-
do, e sem tratamento prévio, foi capaz de sus-
tentar o crescimento de A. awamori e induzir a
producdo de 155 U/mL de endo-xilanase e 3,3
U/mL de B-xilosidase.

Por meio de eletroforese, em condi¢des
desnaturantes, foi possivel identificar 3 bandas
com as seguintes massas moleculares: 31; 51,4
e 55 kDa, as quais apresentaram atividades xi-
lanésicas, ratificadas por meio de zimograma.
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