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RESUMO

A xilana foi extraida da casca de arroz em meio alcalino a-
pos a eliminagdo das substancias sollveis em dgua e em solventes
organicos, e a redugdo do teor de lignina. Foi precipitada em me
io écido,centrifugada, lavada, liofilizada e pesada.

O material obtido foi caracterizado quanto ao poder redutor
e pelo cromatograma de seu hidrolisado, comparando-se com padrao .
Sua purificagao parcial foi feita por reprecipitagdes e diilise,dg
terminando-se o residuo mineral fixo na xilana bruta.

Obteve-se 7,4g% de xilana bruta e 6,6 g% apos a purificacdo.

Usou-se também um método simplificado de extragdo, obtendo-
se 20,0g% de xilana bruta. ‘

A enzima (xilanase) foi obtida de preparagdes fungicas man
tidas em meio so6lido adequado e cultivadas em meio 1iquido. Apds
obtengao do extrato bruto (solugdo enzimatica), as enzimas foram
fracionadas vpor precipitacdao com sulfato de amonio, dialisadas - e
liofilizadas.

A atividade'espec{fica das fracoOes precipitadas com 40, 60
e 80% de saturagao foram 35,53; 4,04 e 2,97 respectivamente |, para.
o Geotrichum sp e 14,65); 25,54 e 19,09 respectivamente, para o pre_

cipitado do extrato de Aspergillus sp (cor verde clara). As porcen

tagens da atividade total de enzimas precipitadas foram 40,86;2,89
e 1,55 para o Geotrichum sp e 18,22 { 13,76 e 5,96 para o Aspergil
lus sp, respectivamente. : '

O precipitado total, a 80% de saturacdao com sulfato de amo
nio, apresentou uma atividade especifica de 93,36. A porcentagenm
da atividade total das enzimas, precipitada com 80% de saturagio
de sulfatoc de amonio foi de 42,15.

O estudo das propriedades eletroforéticas das enzimas produ
21das pelo Aspergillus sp precipitadas com sulfato de amonio a 40,

60 e 80% de saturagao mostrou que elas possuiam 3 componentes sen
do que as enzimas produzidas pelo Geotrichum sp precipitadas com

‘sulfato de amonio a 4C e 60% de saturagdo possuiam 5 componentes e
o material proveniente da precipitacdac com sulfato de amonio a 80%
de saturacao possuia 4 componentes.



A produgdo de xilanase foi maior apos o 169, 20° e 27¢ dia
de incubacgio para o Geotrichum sp; 15°%, 19° e 27° dia para o Asper

gillus sp (cor verde clara); 139, 19° e 28% dia para o Aspergillus

sp (cor verde escura). Lo~ . v
Usou-se a xilana semi-purificada extraida da casca de arroz

como substrato e a xilanase produzida pelc fungo Aspergillus sp
(cor verde clara), precipitada com 80% de saturacao de sulfato de
amonio e com 93,36 de atividade especifica, para estudo das Tea -
¢oes e propriedades enzimaticas.

. As melhores condicdes encontradas para a atividade da enzi-
ma sobre a xilana extraida foram: pH 7,8; temperatura entre 50 e
55°C; concentracao de substrato 0,8g%.

0 estudo de caracterizacdo do produto da reagao enzimatica
mostrou que a enzima estudada nio produz xilose a partir da xilana
‘e sim, ol1gossacar1deos. Portanto, a hidr6lise completa da xilana,
necessitaria tambem de um outro sistema enzimatico especifico para
a hidrdolise de oligossacarideos.



SUMMARY

Xylan was extracted from rice husk in alkaline solution after
the elimination of substances soluble in water and in organic solvents
and the reduction of lignin content. It was precipitated in acid
solution, centrifuged, washed, lyophylized and weighed.

The substance obtained was characterized according to the
reducing power and chromatogram of its hydrolisate, comparing them
with the standard product. Its partial purification was accomplished
_through reprecipitation and dialysis, determining the mineral resi-
due contained in the raw xylan.

By this procedure. were obtained 7,4g% of raw xylan and 6.6
g% after a partial purification. A simplified method was also used
and 20.0 g% of xylan was extracted.

The enzyme (xylanase) was obtained from fungal preparations
maintained in an adequate solid medium and cultivated in a liquid
mediun.

After obtaining the raw extract {enzymatic solution) the en
zymes were Lraciionaied by precipitation wlith ammunium  sulplaic ,
dialysed and lyophylized. The specific activity of the fractions
precipitated with a solution of ammonium sulphate of 40, 60 and 80%
saturation were 35.53; 4.04 and 2.97 respectivelf for the Geotrichum
sp , and 14.65; 25.54 and 19.09 respectively for the precipitatekrmn

Aspergillus sp (of light green color) extract. The percentages of

total activity of the precipitated enzyme were 40.86 ; 2.89 and - 1.55
for the Geotrichum sp and 18.22; 13.76 and 5.96 for the Aspergillus
Sp respectively. ' :

The total precipitate of 80% ammonium sulphate saturation
had a specific activity of 93.36 and accounted for 42.15 % of the
original total activity in the extract of the Aspergillus sp (of

" light green color).

The study of eletfophoretic properties of the enzyme produced
by Aspergillus sp precipitated with a solution of ammonium sul-
phate of 40, 60 and 80% saturation showed that this precipitate

had 3 components whereas that produced by Geotrichum sp had 5 components

in the precipitate and 4 components in the material precipitated



with ammonium sulphate of 80% saturation.

The production of xylanase was greatest.on the 16th, 20
and 27th day following the incubation, for the Geotrichum sp ;lsth,
lgth and 27th day for the Aspergillus sp (of light green coloﬂ;lSﬂ}
lgth and 28th day for the Aspergillus sp (of dark green color).

For the study of the xylanase properties of Aspergillus sp
(light green color) it was used partial purified xylan from rice husk
as substrate and, the precipitate of 80% saturation of ammonium sul
phate, with a specific activity of 93.36 as source of enzyme.

The best conditions for the activity of the enzyme in rela-
tion to the xylan extracted were: pH 7.8; temperature between 50and
55°C; concentration of substrate 0.8 g%.

Chromatographic study of the product of the reaction showed

th

that this Aspergillus preparation does not produce xylose, but ins

tead, oligosaccharides as end pfoduct.
For complete hydrolysis of the xylan to xylose,some enzyme

mem D E o Lo aba L Tioae 'l AVT2 om i mnmAb nen? Tnme almeetD Lo ~
D h A A AW VMY B REVAJOAD VWA VALEVIUSSIUL AWM D Diawmaw we “

. the systemn.



1. INTRODUGAO

Para a melhoria da -qualidade das condigdes de vida,ha neces
sidade do desenvolvimento da tecnologia, particularmente da tecnolo-
gia relacionada com a exploracao dos produtos naturais.

A necessidade de substituir a sacarina, tem levado o0s pes -
quisadores a se dedicarem aos estudos relacionados ao xilitol, subs-
tancia de alto poder edulcorante. »

O referido polialcool pode ser obtido por redugao (quimica
ou enzimatica) da xilose constituinte fundamental da xilana, admitin
do-se a viabilidade de.sua obtengao por esta via em escala industri-
al. Pelo fornecimento de xilose, xilitol, furfural e outros deriva-
dos, atualmente a xilana se reveste de importancia, Justlflcando as

‘tentativas de sua extracgao visando produgao comercial.

A extragao da xilana tem sido feita utilizando-se apenas ma
deira e sabugo de milho, embora se saiba que ela € abundantemente en
contrada no reino vegetal, acompanhando a celulose.

Conquanto haja na literatura (20) citagoes esparsas sobre
presenca de xilana em residuos vegetais, nao se encontrou nenhuma Te
feréncia relacionada a metodologia de sua extragao da casca de arroz’
nem a quantidade nela existente.

A producao de celulose a partir da casca de arroz integral e
indesejavel pela vitrificag3o apresentada, sendo esta propriedade a-
tribuida a presenga da xilana. A extracao da xilana possibilitaria,
portanto, a produgido da celulose a partir do residuo da extragio. A
deficiencia mundial de celulose tem provocado transtornos que afetam
diversos setores das indlstrias nacionais e internacionais.

As xilanases pela capacidade que tem de desdobrar a xilana
em oligossacarideos (mais solliveis) e a xilose, tém encontrado apli-
cagao na clarificacao de sucos de frutas (32) e poderia ser aplicada
em ragoes como acontece no produto comercial '"Panase' (41),que, con-
tendo celulases melhora a digestibilidade dos carboidratos indigeri-
veis. '

O presente trabalho teve como objetivos:

1) - estudo da extragao e da dosagem quantitativa da xilana
da casca de arroz, visando um melhor aproveitamento deste residuo in



dustrial, produzido em grande quantidade em nosso Pais;

2) - estudar a produgao de enzimas (xilanases) em condigoes
de laboratdorio, por algumas linhagens de fungos isoladas desses resi
duos; RS ' .

_ 3) - estudar as melhores condigoes para o desdobramento da
xilana da casca de arroz, por enzimas produzidas pelos fungos;

4) - verificar a possibilidade de produgéd economica de xi-
lose a partir da xilana da casca de arroz, por processo enzimatico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1, - XILANA

- Xilana é um polissacarideo que ocorre em quase todos o0s
vegetais e € formada em maior parte de unidades de D-xilose, que po
dem estar ligadas a unidade ou unidades de L-arabinose ou acido D-
glicuronico. O nome xilana lhe foi atribuido pelos primeiros pesquil
sadores que a estudaram, pensando ser a xilose o Gnico produto forne
cido na sua hidroélise. '

A xilana pode ser situada em 3 classes gerais de polissaca-
rideos : pentosanas, glicanas e hemicelulose. E classificada como u
ma pentosana por ser principalmente um polimero de pentose, sendo a
mais abundante das pentosanas; é classificada como glicana porque €
quase inteiramente um polimero de aglcar ou agucares ndo modificados;
mas, € classificada mais frequentemente como hemicelulose por ser o
constituinte mais importante daquele polissacarideo (54).

Ha, porém, varios tipos de xilanas, que variam de acordo com
sua procedencia (53).

A xilana ocorre em, praticamente, todos os vegetais terres-
tres e em algas marinhas. Situa-se logo apds a celulose e o amido
em distribuicio e abundidncia na natureza. E mais abundante em resi-
duos da agricultura, tais como madeira, sabugo de milho,fibras, cau-
les, etc. ‘

Nos caules sao encontradas em quantidades que variam de 15
a 30%; madeiras duras contém de 20 a 25% de xilana e madeiras moles
contém de 7 a 12%. Na primavera as madeiras contem mais pentosanas
do que no verio. Fibras vegetais como juta, sisal e similares con-
‘tém de 5 a 20% de xilana, n3o se sabendo como ela esta ligada a es-
trutura celular. H3 experiéncias que evidenciam uma combinagio qui
mica entre celulose e xilana (54).

Xilanas verdadeiras (puras) s@o relativamente raras e sao encon-
tradas em algumas algas como a Rhodymenia palmata, que contéem 80 %
de ligacoes B-D(1 ~—*4) e 20% de ligagoes B-D(1- -»3) (20). Conse -
quentemente, ha estudos sobre estruturas de paredes celulares nao ce
lulosidicas em algas (23).




-4-

A origem e a fung3o das xilanas ainda nio foram de todo esclare-
cidas. Ha teorias que mencionam ser a xilana um plastificante ou u-
ma reserva alimentar mas, ainda sem confirmaééo. Quanto a origem,hé
maiores evidencias de que a xilana é depositada juntamente com a ce-
lulose na elaboragao da parede celular (54).

A xilana também pode ser sintetizada a partir de UDP-xilose atra
vés da agao catalitica de uma preparagao enzimatica dos brotos do as
pargo (Asparagus officinalis), correspondendo a equagio:

UDP-Xilose + |-0-B-D-xilopiranosil-(1 )

s
v

"
> ! -O-B-D-xilopiranosil-(l-—s4)%ﬁ n+l + UDP
—_— L

A UDP-xilose pode ser formada da reagao da D-xilose-l-fosfato e
UTP ou, mais comumente, por descarboxilagdo do acido UDP-glicurdnico,
que € encontrado em vegetais.

A biossintese da xilana a partir da D-glicose obedece ao seguin
te esquemna: i

D-glicose ATP glicose—6-fo$fato glicose-1-fosfato_

'Y
Ld

‘UTP , UDP-glicose _DPN+ iciﬁo UDP-glicuronico

ve o',

- CO0, UDP-xilose . Xilana (10).%
As xilanas purificadas s3o obtidas como pos brancos e amorfos,

fortemente higroscopicos. Entretanto, foram obtidas xilanas crista-
linas da palha da cevada e do vidoeiro (53). Foram feitos estudos
sobre diagramas de raios x e micrografia eletronica para melhor ca-
racterizagao desses cristais (43). ,

A xilana & insolivel em agua e solilvel em solucgdes alcélinas,prg
ferencialmente, em concentragdes de 2 a 16% (54,15).

Ha informes na literatura que relatam até -80% de solubilidade em
acido perclorico 5M (9). '



Sua rotacdo otica especifica se situa entre -78 e -109° a 20°C
em meio alcalino e concentragoes de 2 a 4% (15). |

A xilana carboximetilada € soluvel em agua (28).

Determinagoes baseadas na pressdo osmotica indicaram graus de po
limerizacao de 113 a 150. Pela medida da viscosidade da dimetilxila
na em m-cresol, foi calculado um grau de polimerizagao de 75 a 80 (54).

Estudos da viscosidade em solug@o clprica-amoniacal deram um va-
lor de 5 x 10—4 para a constante de Staudinger semelhante a celulose,
sugerindo a linearidade das moléculas da xilana (54).

Seu peso molecular esta entre 10.000 e 30.000 (15,53).

E facilmente hidrolisada em meio acido, sendo que em acido clori
drico ocorre também decomposigao a furfural. Apresentam predominan-
cia de ligagoes B(1--—4) e B(1-—3).

Estudos realizados em xilana metilada concluiram que sua cadeia
€ em sua maior parte linear, apresentando poucas ramificagoes (54) .

Também foi observado que, quanto & distribuigao dos substltuln -

ﬂ

es, se constatava que a hidroxila do carbono-3 se tornava duas ve-

-

ais vcativa apls o mctilagfo 42 hidroxila do carhomo-2 (14).

LR D Sk -t —-

Foram feitas analises de cromatografia em fase liquido-gasosa pa

ra interpretacao das conformagdes moleculares dos produtos hidrolisa

dos da xilana metilada, provenientes de madeira dura. Os picos ob-
servados variaram com a quantldade dos produtos hidrolisados, possi-
bilitando medir os estagios da hidrolise e a efetividade da mesma(44)

A xilana & oxidada com facilidade pelo periodato, adquirindo al-
to poder otico-rotatorio (54). Estudos sobre a dégradacido deste pro
duto revelaram predomindncia de acidos como o glicdlico e o  1latico
que foram separados por resina de troca iodnica sendo posteriormente
analisados por cromatografia (49). Também se efetuaram estudos so-
bre as propriedades da xilana oxidada pelo periodato, com estimagao
dos grupos alfa glicol (8). '

A xilana exibe variagbes consideraveis em sua constituigao embo-
ra todas possuam basicamente ligagdes B(l —+4) de xilopiranose. As
variagoes que predominam na natureza sao, O nimero e o modo das liga '

goes de outros residuos de acucares nas partes laterais da cadeia(54)

0 estudo da constituicdao da xilana do abeto da Noruega (Picea ex
celsa) demonstraram ser ela formada por unidades de xilose unidas em



ligagoes B(1— +4) e acido D-glicurdnico. Cada quinto residuo , enm
média, carregava na terminal_um residuo de acido glicurdnico ligado
através do carbono-2 (3). ) )

A xilana da parede celular de pera € constituida de unidades de
xilose possuindo residuos de acido D-glicurdnico ligados a sua ca -
deia, sendo isenta de residuos de arabinose. A xilana de asparto €
formada, exclusivamente, de unidades de D-xilopiranose (12).

A alga Rhodymenia palmata também apresenta xilana exclusivamen-
te formada de unidades de D-xilopiranose, sendo que, 80% das. liga-
gaes'sﬁo B(1 —» 4) e os outros 20% s3o B(1 —=>3), (38).

A xilana da faia contém cadeias laterais de acido glicurdnico 1i
gadas ao carbono-2 das unidades de xilose (3).

O larigo (Larix laricina) contém em sua xilana arabinose, xilose

e dcido urdnico na proporgdo de 1:17:3, sendo homogénea quando exami
nada por eletroforese e sedimentagao (1).

A xilana da palha do trigo contém 40 un1dades de xilopiranose,as
quais estdo ligadas a 5 unidades de L-arabinofuranose e 3 unidades &
acido D-glicuronico (53).

. No sabugo de milho a xilana contém além de unidades de D-xilose,
acido uronico, sendo essencialmente linear (55). Estudos mais minu-
ciosos desta xilana verificaram que ela possuia 2,9% de acido urdni-
co; rotacdo otica especifica a 25°C de -116 (concentragio l%em NaOH
IN); cinzas 0,45 g%; peso molecular determinado pela dispersao da luz
‘de 34.500 e grau de polimerizagao 261 (51). . v

A xilana pode ser obtida de numerosas plantas;por extragao alca-
lina. Estudos sobre o comportamento das xilanas mostraram boa esta-
bilidade em meio alcalino (50). Certo grau de degradagao foi verifi
cado em algumas pentosanas extraidas com dlcalis (4), também observa
dos na xilobiose e xilotriose (5).

Este polissacarideo foi obtido sinteticamente por polimerizagdo
da D-xilose a 140°C na presenga de acido fosforoso, apresentando es
truturas altamente ramificadas e desordenadas que indicam grande com
plexidade (17). -

A purificagdao pode ser feita por redissolugdo e reprecipitagao se
guida de dialise (54). Também, por tratamento pelo reagente de Feh-
1ing (solug3ao de Fehling A + solugdao de Fehling B em iguais volumes)



com decantagd@o apds precipitagdo, suspensdo do precipitado em agua
e adigdo. de HC1l 1IN, adig3o de etanol e posterior recuperacido da xila
na. A acidificagdo e lavagem com etanol & repetida até a obtengio
de um produto branco. Apbés o que, dialiSa-se até se eliminar todo o
cloreto; liofiliza-se e assim se obtém um produto contendo 75 a 80% de
xilana (2).

O diacetato de xilana € um de seus derivados obtido pelo trata -
mento do polissacarideo com anidrido acético entre 140 e 150°C ou

.por esterificagao na presenga de piridina a 70°C ou por agao-do clgo

reto de acetila a 50°cC.

A nitrag3ao ocorre por tratamento com acido nitrico ou mistura de
acido nitrico, fosforico e sulfdrico.

Outros ésteres, tais.como o benzoil, podem ser obtidos tratando
a xilana por cloretos apropriados na preseng? de NaCH, KOH ou piridi
na. v

Sua hidrolise acida ou enzimatica fornece xilose, xilo-oligossa-
carideos, xilitol por redugao da xilose e furfural (54).

Ha varios estudos sobre hidrGlise enzimatica da xiiana com estu-
do da cinética de algumas enzimas.

Grande numero de organismos, entre os quais fungos, bacterias e.
moluscos, decompoem a xilana (54).

Algumas plantas possuem enzimas que tambem siao capazes de hidro-
lisar a xilana (51).

Xilana pura n3o é empregada na indlistria; entretanto, as xilanas
cruas ou pentosanas sao de importancia industrial. Séu uso foi proposto
na area téxtil, mas ainda nao é empregada nesse setor. O seu maior
uso € na produgdo de furfural o qual tem muitas aplicagbes. E ainda
aplicada na obtengao de outros derivados do furano. Grandes quanti-

dades de furfural s3ao usadas na purificagao de produtos extraidos do

petroleo, atualmente. '

Uma série de reagdes permitem a conversdao do furfural a acido a-
dipico e diamina-hexametileno, ingredientes basicos na sintese do ny
lon.

A xilana € usada na obtengao de D-xilose por hidrdlise acida ou
enzimatica. Em pequenas quantidades, a xilana & empregada na fabri
cagao de papel; para redugao de sua polpa ou espessura, diminuindo -



lhe o tempo de mistura e dando-lhe uma maior resisténcia 3 rutura .
; Sua presenga em alta concentragdo proporciona uma aparéncia vi
krea, indesejavel ao papel, sendo que estudos mais recentes atribuem
ksta propriedade aos polluroﬂidéos presentes (54)
| Umisérie de oligossacarideos entre os quais xilobiose, xilotri
ose, Xilotetraose e outros podem ser isolados da xilana por hidroli-
se, sendo usados em laboratdrio, como reagentes (52).

Amplas possibilidades se abrem quanto ao uso futuro da xilana
para fornecimento de xilitol, adogante que podera substituir a saca-

rlna tanto do ponto de vista medicinal quanto do dietético.



2.2. - XILANASE

Xilanases sdo enzimas que catalizam a hidrdlise da xi
lana. Conhecem-se3 tipos de xilanases, a saber:

3.2.1.32 - Nome sistemadtico:B-1,3-Xilana 3-xilana hi
drolase; nome comum recomendado : 1,3-Xilanase. Hidrolisa ligagoes
B(1 —» 3) da xilana (18) sendo que essas enzimas nio s3o encontradas
em fungos (34).

3.2.1.8 - Nome sistematico :8-1,4-Xilana xilana hidro
lase;nome comum recomendado: Xilanase. Hidrolisa ligagoes B8(1 —p 4)
de xilana de uma maneira desorganizada, produzindo grandes quantida-
des de oligossacarideos, mas pouca xilose (25).

3.2.1.37 - Nome sistematico :B-D-Xilosideo xilohidro-
lase; nome comum recomendadO'B—Xilosidase, xilobiase, que degrada a
xilana lentamente, mas atuando sobre os- x110 ol1gossacar1deosxus for
nece a xilose (19).

Os numeros se referem a classificagao dada pela Comissao Intern

a
£IN0Y A npnnTa a AV mmaa I 23 .-t -
(%4 4

cicnal d¢ Encimas (123 Scsignande o classe das hidrolases, su cla
se glicosil e sub-sub-classe hidrolase de glicosideos.

As xilanases s3ao encontradas em plantas, invertebrados, fungos e
bactérias (51). Sua fung¢3o nos microrganismos e invertebrados € a
promogao do metabolismo intermediario da xilana para estabelecimento
do ciclo energético, aproveitando-a como fonte de carboidrato. Nao
se encontraram referéncias sobre propriedades gerais das xilanases ,
porque, as propriedades fisico-quimicas dessas en;lmas foram estuda-
das, particularmente, relacionadas as suas origens.

Foram realizados estudos sobre xilanase cristalina obtida de um

meio contendo Bacillus sp, que hidrolisava a xilana 3 xilobiose e ou

tros oligossacarideos sem produgao perceptivel de xilose (31).
'~ Determinacgdao do peso molecular por filtragao em gel de varias

fragoes de xilanase do Coniophora cerebela deram valores situados en

tre 34.000 e 38.000 (35).
Estudos sobre a capacidade h1drol1t1ca do Chaetomium globosum ,

Streptomyces e Micromonospora, mostraram que, pelo menos duas enzi -

mas atuavam na hidrolise da xilana. Uma exoenzima capaz de atuar
nas cadeias xilosidicas com 3 ou mais unidades de xilose liberando-a
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e outra, endoenzima capaz de fomper a xilobiose mostrando que a es
pecificidade depende do tamanho da molécula ou do comprimento da ca
deia do substrato (45). )

O Bacillus alkalophilic N? C-59-2 isolado do solo produziu xila

nase, num meio alcalino, considerada uma endo-enzima que foi inibi-
da por Hg, Ag e Cd. A ag3o dessa enzima produziu xilobiose e oli -
gossacarideos maiores, sem produgao detectavel de xilose. O estudo
das propriedades fisicas desta enzima mostrou uma constante de sedi
mentagao a pH 8,0 de 3,5 S; ponto isoelétrico em pH 6,3. O . espec-
tro no ultra violeta mostrou uma absorgao t1p1ca de proteina, sendo
que a relagio de absorbancia entre 280 e 260 nm foi cerca de 1,7 ,
sugerindo a auséncia de acido nucleico (27).

A xilanase produzida pelo fungo Asperg1llus foetidus hidrolisou

a xilana em xilobiose e x1lo—011gossa;ar1deos sem produzir xilose
em quantidade detectiavel. Um extrato do micélio deste fungo foi sg
parado em resina de troca ionica, fornecendo duas fragdes. Uma des
tas hidrolisou a xilana a xilo-oligossacarideos em quantidades in -

{

significantes, com predominancia de Xilose. A vuiia fiayav Lids

I""

i

'sou a xilana produzindo uma mistura de D-xilose e xilo-oligossacar
deos (51).
Estudos sobre xilanase produzida por Aspergillus batatae e As-

Egggillus oryzae mostraram que o primeiro possuia atividade de saca

rificagdo com um limite de degradagdao de 70%. O segundo apresenta
‘'va atividade de liquefagao sobre a xilana com um }1mite de degrada-
¢do de 90%. Isto sugere possibilidades de uso de 51stemas combina-
dos de enzimas, o que possibilita converter cerca de 90% de xilana

em xilose (21).

A xilanase € obtida por fermentagiao de microrganismos em meio a
dequado contendo xilana que induz a producao de xilanase de acordo
com varias informagoes (26.29,34,42).'

Varios fungos possuem capacidade de prodﬁzir a xilanase , entre
os quais sao citados: Aspergillus foetidus, Aspergillus orysae, As-

pergillus batatae, Penicillium chrysogenum, Trichoderma viridae, Pi

ricularia orysae, os pertencentes aos géneros Chaetomium, Schyzo -

phyllum, Trametes, Echinodontium, Alternaria, Cepharosporium, Cer-

cospora, Glomerella, Marcosporium, sendo que entre estes O Chaeto-




mium trilaterale linhagem n® 2264 foi o mais ativo produtor de xila
nase, a qual decompos a xilana completamente, produzindo xilose co-
mo produto final (33).

Entre 64 1inhagens‘ae fungos isolados de esterco de curral,
pertencentes ao genero Streptomyces, a espécie Streptomyces Xxylo -
phagus apresentou maior habilidade para produgao de xilanase (30) ,
sendo que estudos mais minuciosos sobre esta enzima permitiram con-
cluir que: ‘

a) Entre os carboidratos testados como fonte de carbono apenas
a xilana era efetiva para indug@o de xilanase, atingindo o maximo
de rendimento quando adicionada em uma concentracio de 1%.

b) O pH do caldo influenciou a produgido, sendo melhor entre 8,2
a 8,5; em valores de pH inferiores a 7,0 houve diminuig¢dao da produ-
¢do enzimatica. ,
"~ ¢) O extrato de levedura nao foi efetivo para a produgéo da en-
zima. '

d) A adigao de calcio e magnésio em baixos niveis aumentaram a
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Outras 38 linhagens de Streptomyces provenientes de outras fon

tes foram estudadas, e as espéecies albogriseolus e olivarens,embora

produtoras de xilanase, apresentavam producgao inferior a especie
xylophagus (30). ’

Além de 480 linhagens de fungos filamentosos, também foram tes-

tados quanto a produgdo de xilanase as linhagens..de Chaetomium,Schy
zophyllum, Trametes, Echinodontium, Alternaria, Cepharosporium, Cer

cospora, Gibberella, Glomerella e Macrosporium que produziram enzi-

ma. Destes o Chaetomium trilaterale 2264 foi considerado excelente
produtor (30).

O fungo Sclerotium rolfsii também produziu xilanase apds incuba
cao de 10 dias a 30°C em meio controlado (18).

Embora outros fungos também tenham sido estudados, constatando-

se a produgao de xilanase, a conclusdo geral a respeito dessas enzi
mas, quanto a capacidade de hidr6lise da xilana diz respeito a sua
atuagao. Assim, algumas s3o consideradas habeis para hidrolisar a
xilana a xilose enquanto que outras produzenm apenas xilobiose ou xi
lo-oligossacarideos (33).
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Essas enzimas também podem ser obtidas através de bacterlaspro
lutoras de xilanase. Estudos sobre as bactérias das espécies Suc-
zinivibrio dextrinsolvens, Bacteroides succinogenes e Butyrivibrio

librisolvens permitiram verificar que elas fermentavam rapidamente

1 xilana a xilose, dando o dcido 1ldtico como produto intermediario
A1),
As bactérias do rume produzem xilanase e entre elas foram iso-

adas as espécies Bacteroides amylogenes e Butyrivibrio,cujas en-
:gmas produziram a partir da xilana principalmente xilobiose, além
l@ pequenas quantidades de outros oligossacarideos. Essas mesmas
actérias produziram xilobiase, que & uma B-xilosidase nio especi-
ica com poder de atuagdo nos oligossacarideos, removendo unidades
simples de xilose (26).

~ Estudos posteriores sobre a atividade de preparacgOes enzimati-- -
:as de microrganismos existentes no rume evidenciaram 2 atividades
:nzimaticas distintas, compreendendo uma xilanase e uma xilobiase.

~ Foi verificado aue sO0 se obtinha uma xilobiase livre de xilana
ie quando os microrganismos eram desenvolvidos em um meio contendo
ipenas xilobiose (48). '

Embora tenham sido varias as citagOes sobre a presenca de xila
1ase em plantas, nao foi encontrado nenhum processo de obtengdo das
lesmas. ' '

Outra fonte de obtengdo de xilanase ja estudada diz respeito a
ossibilidades de extrai-la de preparagdes comerciais de celulase,
3fincipa1mente oriundas de prepdfagBes de enzimas fungicas, as quais
@0 ricas em hemicelulases (28).

i Os inibidores da xilanase pertencem aos iniimeros inibidores en-
.imdticos ji bastante conhecidos. Entretanto, estudos mais especi
‘icos foram realizados sobre inibigdo provocada por Tris (48); mer
Wirio, prata e cddmio (27); cdlcio e magnésio em niveis elevados
'34) e cadeias laterais de arabinose (26).

Foi realizada purificacdo de xilanase por fracionamento com sul
‘ato de amdnio, cromatografia em hidroxiapatita e filtracdo em gel
¢colunas de Sephadex G-25 e G-75). O produto obtido estava complg
.amente desprovido de amilase, pectinase, arabinosidase e protease,
etectando-se tragos de celulase ap0s prolongada incubacgio com celu
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lose carboximetilada (28).

Outra purificagdo de xilanase foi feita, tratando-se a solugao
de enzima crua (filtrado de cultura) proveniente de preparacgoes fﬁn
gicas por sulfato de amdnio a 20% de saturacio. Agitou-se por 2 ho
ras a 20°cC. Apds este periodo centrifugou-se e o sobrenadante foi
reprecipitado com sulfato de amonio a 50% de saturagao, deixando-se
repousar por uma noite. Centrifugou-se e ambos. os precipitados fo-
ram dissolvidos em 400 mt de agua e dialisados por 2 dias com tam-
pdo de acetato pH 6,2. A soluc3o de enzima dialisada foi poéta em
coluna de DEAE-celulose, eluindo-se a parte adsorvida na colunacom
tampao de acetato M/20, M/10, M/5 e M/4, estabelecendo-se que a xi-
lanase poderia ser eluida com tampdo de acetato M/10. As fragoes
-que apresentaram atividades enzimaticas foram ajuntadas e fraciona-
das com sulfato de amonio 20 e 45% de saturacio. O precipitado foi
dissolvido em agua, dialisado e novamente cromatografado em coluna
de DEAE-celulose e concentrados com sulfato de amonio,e, novamente
dialisados com tampao de acetato M/40 de pH 6,2. Esta solugao de
enzima apresentou-se 276 vezes mais purlflcada,tomando se como base
a atividade especifica da xilanase (29).

Purificagao de xilanase também tem sido feita por fracionamento
com etanol a baixa temperatura (-20 C), seguida de centrlfugagao di
dlise e exame por eletroforese. Foi determinada a atividade do pro
duto obtido, identificando-se 2 tipos de enzima classificadas como
3.2.1.8 e 3.2.1.37., ja referidas anteriormente (35).

Pode-se ainda fazer uma purificagio da xilanase , tratando-se
a solugao de enzima crua obtida por centrifugagao do meio produtor
por sulfato de amonio a 70% de saturacio. O precipitado obtido foi
coletado, dissolvido em agua e dialisado sendo passado em colunas
de celulose carboximetilada e de Sephadex G-75. Desta maneira a en
zima foi purificada 20 vezes em relagio a preparacdo crua 27).

N@o ha referencias sobre a produgao industrial de xilanase. Ha
dois tipos de xilanases a venda, que se limita &s experiéncias de
laboratorio e s3o de custo elevadissimo. Além de ser usada para o
desdobramento da xilana € mencionado seu uso em processos de clari-
ficagao de sucos de frutas (32). A ,

-Toma vulto, atualmente, o uso de certas enzimas como aditivos em
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ragoes, objetivando melhor aproveitamento do alimento com o favore-
cimento da digestao. Em virtude de ja existir no comércio um produ
to chamado Panase (mistura de celulase, protease e amilase), amplas

possibilidades existem de se usar a xilanase com a mesma finalidade
(41). )
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3. MATERIAL
3.1. - PARA OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DA XILANA

3.1.1. - Equipamentos

Moinho e peneira de 60 meshes, balanca analitica, destila
dor, liquidificador, geladeira, bomba de vacuo, homogeneizador vir
tis, tecidos de 21 e 26 malhas por cm? para filtragao, banho-maria,
maquina de fazer gelo em flocos, baldes fornecedores de nitrogenio
e camara receptora, agitadores magneticos, cronometros, peneiras,a-
parelhagens para cromatografia em placas e em papel, bicos de Bun -
sen, estufa, liofilizador, espectrofotometro Zeiss.

3.1.2. - Reagentes

Benzeno, etanol, acido acético glacial, acido cloridrico,
hidroxido de sodio, cloroformio, acetato de sodio, metanol, alfa-
naftol, acido sulfiirico, carbonato de bario, xilose, n-butanol, aci
d¢ dinitrosalicilico monoidratado, acetado de sodio, anilina, acido
ftalico, reagente de Benedict, todos p.a.; nitrogénio, hidrdxido de
- potassio, acido acético comerciais e papeis indicadores de pH.

3.1.3. - Vidraria

Beckers de diversos tamanhos; bandejas de pirex,cilindros
graduados, baloes, dessecador, funil de Buchner, gral, tubos de cen
| trifuga, pipetas, buretas, tubos de ensaio, vidros para reativos ,
f erlenmeyers, bastoes de vidro, capsulas de porcelana.

3.2. - PARA OBTENCAO E ESTUDO DAS PROPRIEDADES DA XILANASE
3.2.1. - Linhagens de fungos usadas

Paga producgao de xilanase, foram usadas as seguintes 1li-

nhagens de fungos: Geotrichum sp contaminado com Penicillium sp for
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necido pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) .Aspergillus

sp (cor verde escura). Aspergillus sp (cor verde clara). As duas

Ultimas culturas foram isoladas no laboratdrio a partir de casca de
arroz moida e agua, incubadas em estufa a 30°C.durante 15 dias.

3.2.2. - Equipamentos

Estufa bacterioldgica, suportés para tubos,geladeira,agi-
tadores magnéticos, agitadores tipo 'shaker'", centrifuga capacidade
25.000 r.p.m., alcas de platina completas, bico de Bunsen, Banho-mg
ria, espectrofotometro Zeiss, potenciometro, autoclave, bexigas de
dialise, maquina de fazer gelo em flocos, liofilizador, aparelhagem
para cromatografia em gel de poliacrilamida, cronometro, balanca a-
nalitica, espatulas, etc.

3.2.3., - Reagéhtes

Acido tartarico, carbonato de cdlcio, tartarato de sédio e po-
tassio tetraidratado, hidrdoxido de sddio, acido dinitrosalicilico
monoidratado, fosfato de sodio, cloreto de sodio, acido clorIdrico,_
xilose, acido acético, acetato de sodio, sulfato de amdnio, carbona
to. de sodio, sulfato de cobre pentaidratado, citrato de sodio, te
med, acrilamida, bis, tris,riboflavina, sacarose, glicina, tungsta-
to de sddio, molibdato de soédio, acido fosforico, sulfato de 1itio,
bromo, metanol, etanol, acetona, todos p.a.; xilana de madeira de
larigo n® X-3875 lote 62-C-2820 da firma Sigma U.S.A., bacto-agar ,
caldo de batata (preparado no momento de usar), farelo de trigo de
produgao recente, extrato de levedura.

30204. - Vidraria
Placas de petri, tubos de ensaio, beckers, cilindros graduados,

erlenmeyers, pipetas, vidros para reagentes, balGes volumétricos,tu
bos de centrifuga, bastdes de vidro.
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4. METODOS
4.1. - PARA OBTENGCAO DA XILANA (SUBSTRATO)
4.1.1. - Amostragem

A casca de arroz usada no presente trabalho nos foi for-
necida por cerealista local, proveniente de varios tipos de arroz
por ela beneficiados, havendo predominancia dos tipos "Bico ganga'
e "IC-12", cujos nomes cientificos sao respectivamente: "Oriza sa-
tiva variedade tipo ganga' e "Oriza sativa variedade IAC - 1246".

4.1.2. - Extracao

O método usado foi o mesmo empregado para o sabugo de mi
lho (2), com as seguintes modificagoes: a) a precipitagao da xila-
na foi realizada com acido acetico glacial p.a., lentamente,com a-
gitacdo, ao invez de acido acético 50%; b) a centrifugagao foi efe
tuada a 400 x g (2.000 r.p.m.) durante 4 horas a temperatura de
10°C, ao invez de 40.000 r.p.m. durante 20 minutos em centrifuga -
¢ao continua. '

‘4,1.3, - Identificagao do produto (xilana) gpgido

Fez-se a hidrolise, seguindo a metodologi; adotada para
as pentosanas (56); em seguida, foram feitos testes qualitativos
para verificagao de redutores com o reativo de Benedict e, identi-
ficacdo por cromatografia em placas de camada delgada (16) , tendo
xilose como padrao.

Outra hidrdlise dcida das xilanas obtidas foi efetuada a
frio, na qual usaram-se 0,4 g de amostra para as xilanas de arroz
obtidas por extragdo direta e, por extragao pelo processo usado
para sabugo de milho. Para se verificar a efetividade da hidroli-
se a frio do polissacarideo em estudo, usau-se a xilana da madeira
de larigo n°® X-3875 lote 62-C-2820 da firma Sigma U.S.A., como re-

feréncia. Nesta hidrolise acrescentou-se a amostra 6 ml de H,50,
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na concentragao de 14% deixando-se em repouso por 40 horas. Apds es
te periodo a solugao foi neutralizada com NaOH 50% até pH 8. °

Filtrou-se, retirando uma aliquota de 0,5 ml para a dosa -
gem de aglcares redutores pelo acido dinitrosalicilico (47).

Para a hidrolise acida a quente, usaram-se amostras das xi
lanas em estudo de 0,01 g acrescentando-se 5,0 ml de solugao de aci-
do sulfirico na concentragao de 10%, levando-se os recipientes que
continham a mistura ao banho-maria em agua fervente, durante uma ho-
ra. °'Apds este tempo retirou-se 2 ml do produto hidrolisado e neutra
lizou-se até pH 8,0 com solugdo a 50% de NaOH. Retirou-se 0,5 ml
do hidrolisado neutralizado e dosou-se os a;ucares redutores presen-
tes pelo acido dinitrosalicilico.

Fez-se também hidrolise enzimatica, na qual usaram-se amos
tras das xilanas em estudo de 0,01 g acrescentando-se 3,5 ml da solu
¢do enzimatica obtida por precipitagdao de 73 ml do extrato bruto pro
duzido pelo fungo Aspergillus sp (cor verde clara) com sulfato de a-

oBnin a 202 Adn caturacIa Jseen1v93n oem 768 m1 de aona dectilada e 72 .0
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ml de tampao de Mcllvaine pH 7,8. Os recipientes que continham a
mistura foram colocados em banho-maria a 55°C ai permanecendo por 14
horas até que se secasse todo o liquido existente. O residuo obtido
com a evaporagao do solvente foi redissolvido em algumas gotas de a-
gua agitando-se com bastiao e retirando-se uma gota para cromatogra -
far em papel Whatman n® 1, no'qual foi colocado xilose a 1% de con -

RS IR
P .
A mistura eluente usada foi n-butanol 40%T acido acetico

centragao como padrao.
10%; agua 50% (36) previamente saturado em camara propria. O tempo
gasto para a corrida do cromatograma foi de 15 horas. Em seguida o
papel foi secado e as manchas detectadas com o seguinte revelador: a
nilina 0,93 g; acido ftialico 1,66 g e butanol saturado de dgua q.s.p:
100 ml1. Para o aparecimento das manchas, aqueceu-se a -80°C durante
25 minutos (40). )

Em virtude da ausencia de xilose em todos os cromatogramas,fez-
se uma hidrolise acida a quente a partir do hidrolisado enzimatico,u
sando-se a metodologia anteriormente citada, modificando-se apenas o
tempo de aquecimento em banho-maria que foi reduzido para 15 minutos

e efetuando-se a dosagem de aglcares redutores pelo acido dinitrosa-
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lcilico. Os produtos resultantes da hidrolise acida a quante,a par
'r do hidrolisado enzimatico, quando cromatografados, revelaram a
resenca de xilose.

A cromatografia usada foi a de papelehatman n® 1 anterior
*nte citada. '
4.1.4.- Determinacdo do residuo mineral fixo (cinzas) total,so-
ivel em agua e solivel em HC1 (1:9). Estas determinagOes foram fei
1s pelos processos adotados pelo Instituto Adolfo Lutz (44).

4.1.5. - Purificacdao parcial da xilana bruta

j Foi feita por redissolucdo e reprecipitagio, como ja des-
fito (54), sendo o produto final dialisado com agua destilada deio-
izada, para eliminar o excesso de acido e, liofilizado. A efetivi-
ade da didlise foi testada no potenciometro, tendo égua destilada

opmo padrdo.
4.1.6. - Extracao da Xilana diretamenie da tad>ta i1nle€grali.

Partiu-se de 100 g da casca de arroz integral‘que foram a-
jtadas durante 45 horas com 2 litros de solugao de NaOH comercial
a concentracdo de 15%. Apds este periodo, filtrou-se a vacuo em pa
o de 21 malhas por cmz, precipitando-se a xilana com acido acético
omercial na presenga de gelo. ‘
Apds centrifugacao com uma forga centrifuga de 400x g por
horas a 10°C o produto obtido foi lavado com agus até€ eliminagado

ompleta do acido, liofiljzado e pesado.
+2. - PARA OBTENGAO DA XILANASE (ENZIMA)

4.2.1. - Obtengao dos fungos usados para a produgdao de xilanase

Além do Geotrichum sp ja mencionado em material (3.2.1) ,
utros fungos foram obtidos por fermentagao de 100 g de casca de ar-
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roz moida a 60 meshes com 200 ml de agua destilada durante 15 dias a
temperatura de 30°c. Apos esta incubagdo observou-se a formagiao de
uma massa esponjosa superficial de cor verde escura.

Este material foi tocado com alca de platina e repicado pa
ra varios tubos contendo meio de xilana esterilizado a 121°C durante
15 minutos. A composigao deste meio era:

xilana .ccecececeea.. 10 g
bacto agar ....... 15 g
caldo de batata....200 ml

O caldo de batata foi obtido fervendo 1 kg de batata des -
cascada e lavada em 1 litro de agua destilada, desprezando-se os pe-
dagos. .

Assim se isolaram dois fungos do género Aspergilluspor.mei’

0. de repicagens sucessivas. As culturas, apos crescimento durante
5 dias na estufa a 30°C, eram guardadas'na geladeira para repiques
mensais.

De acuidu Lom a viassificayau feiia peilov Insiiluiv Bividgi
co de Sao Paulo, os fungos obtidos (uma coldnia verde clara e outra
verde escura) pertencem ao genero Aspergillus, niao tendo sido possi-

vel a identificacdo da espécie.

4.2.2. - Manutengao da cultura fungica
As trés culturas fingicas usadas ﬁzé‘gégeflenc1as foram
mantidas poi repiques mensais realizados em cond1goes de assepsia.
O crescimento se efetuava por incubagao ra estufa,por 5 di
as, a temperatura de 30°C, sendo que apds este periodo eram 1levadas
a geladeira para conservagio.

4.2.3. - Produg3do da xilanase propriamente dita

A xilanase foi produzida por inocﬁla;io de placas contendo
culturas fungicas num meio liquido previamente distribuido em baldes
e autoclavados a 121°C durante 15 minutos. O .meio liquido de cresci
mento tinha a seguinte composigao:
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farelo de trigO0.cceecccecccccnscecees 70 g
extrato de levedura..cceeccecceccccces 1 8
carbonato de €c21Ci0.ccerceccccacseses 10 g
AGUA QeSePe soescscacscscsseasssssssss 1 1litro

Posteriormente, este meio foi substituido pelo seguinte:

casca de arroz moida a 60 mesh....... 40 g
farelo de aTTO0Z..ceceeeccocscaceeesscss 60 g
extrato de levedura....ccceecceccccese 3,78
carbonato de €3l1Ci0.cccceceacecacssss 10 g
AGUA Q.SePececcrosscassscsscssssceasss 1 litro
A distribuigdao do meio foi feita em baldes com capacidade cinco
vezes superior ao volume usado. A inoculagao se fez evitando conta-
minagao e, logo apos, os baldes foram colocados em agitadores tipo
“shaker" para o crescimento dos fungos, a temperatura de 30°cC.
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¢ao da enzima. Cinco dias apds a inoculagao, iniciaram-se as medi -
das de atividade da xilanase.

4,2.4, - Medida da atividade enzimatica

Para esta determinacio usou-se o método ja descrito (33),
reduzindo-se o volume citado a sua metade e, como tampao, usou-se a-
cido acético e acetato de sodio pH 5,0.

A medida da quantidade de xilose formada foi feita usan -
do-se como reagente acido dinitrosalicilico, conforme metodologia ja
descrita (47), e a curva padrao da figura 1.



FIGURA 1 : Curva padrao de xilose
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MILIGRAMAS DE XILOSE

Usou-se o sobrenadante obtido por centrifugacao da cultura 1i-
quida como solugao enzimatica, sendo que foram determinadas as absor
bancias da mistura de reagdo a 540 nm com zero minuto de incubagio e,
apos 15 minutos. Procedeu-se assim devido 2 presenga de substancias
redutoras no meio. A diferenga existente entre estas duas leituras
foi levada a curva'padréo de xilose, para calculo da quantidade de a
gucares redutores produzidos enzimaticamente, expressos em Xilose.

O cdlculo da atividade enzimatica foi feito em relagao a quanti
dade de miligramas de '"xilose'" produzidas por 1 ml do sobrenadante
da cultura fiingica em contacto com o substrato a 50°C, durante 15 mi
nutos e em pH 5,0.
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As quantidades usadas na mistura de reagao foram:

0,5 ml1 do sobrenadante da cultura fungica - Enzima

1,25 ml da solugao de xilana a 1% de concentragao - Substrato

1,25 ml de tampZo de acido acético-acetato de sodio pH 5,0,com-
preendendo um volume total de 3 ml para a incubagao.

Antes de se colocar a enzima, o tubo contendo o substrato e o
tampao foi colocado em banho-maria a SOOC, por 3 minutos, a fim de se
equilibrar @aquela temperatura. Imediatamente, apGs a colocagdo da en
zima foram retirados 0,5 ml da preparagao e colocados em um tubo que
ja continha 2,0 ml de dcido dinitrosalicilico, misturando-se bem pa
ra inativar as enzimas. O resto da mistura foi deixado em incubagao
no banho-maria a 50°C durante 15 minutos.

Decorrido o tempo, retirou-se outra amostra de 0,5 ml colocan -
do-se em outro tubo contendo acido dinitrosalicilico. As determina-
coes foram feitas em duplicata. '

A diferenga entre estas duas leituras levadas a curva padrao
forneceram uma quantidade de 'xilose" correspondente a duodé€cima par
te d» fornecida nor 1 ml da mesma nrenaracdo enzimatica. Assim.mul-
tiplicando-se por 12 o resultado antericdrmente obtido, ter-se-a o va
lor correspondente a quantidade de miligramas de glicideos redutores
(xilose) fornecidos por mililitro do filtrado, nas condigOes acima
citadas. Essa proporg¢do foi usada para o calculo da atividade enzi-

matica. '
4.2.5. - Definigao da unidade de atividade enzimitica
A unidade de atividade de xilanase foi definida como, a
quantidade de enzima capaz de produzir 1 mg de glicideos redutores

("xilose') nas condigoes do método (15 minutos, pH Otimo, temperatu-
ra de 50°C e usando-se 1,25 ml1 de xilana na concentragao de 1%).

4.2.6. - Extragao da enzima e sua purificacgao.
Em todas as operagoes referentes ao estudo do comportamen

to enzimatico, foram usadas condigoes favoraveis (refrigeragdao e ra-
pidez no manuseio), a fim de serem evitadas as perdas de atividade .
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Toda a 3agua utilizada nos testes tinha sido deionizada recentemente
e refrigerada.

As preparagoes de maior atividade enzimitica encontradas foram
centrifugadas a uma forga centrifuga de 2.000xg, durante 20 .minutos
seguida de fracionamento com sulfato de amonio a 40%, 60% e- 80% de
saturagao, respectivamente, conforme a tabela de saturagao (7).

Em seguida centrifugou-se a uma forga centrifuga de 1.500xg, a
temperatura de -4°C, e os precipitados foram transferidos com a me-
nor quantidade de agua possivel para bexigas de dialise, usando-se a
gua deionizada gelada. A efetividade da dialise, foi comprovada pe-
lo uso de 2 ml do reativo de Nessler para 1 ml de agua destilada
nas mesmas proporgoes. A dialise foi considerada completa (auséncia
de -sulfato de amdnio), quando a coloragao obtida nos testes deram ca
racteristicas visuais iguais as do teste em branco. Apds a dialise,
as enzimas foram distribuidas em vidros pequenos (1 ml da solugdo en
zimatica para cada vidro), liofilizadas e guardadas no congelador a-
té o uso.

4.2.7. - Determinagdao da atividade especifica da xilanase

Para esta determinagdao € necessario, além da medida da a-
atividade enzimatica descrita anteriormente, a dosagem da quantidade
de proteinas, que foi feita pelo método de Lowry et al (37),tendo co
mo padrao albumina de soro bovino cuja curva & vista na figura 2.
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FIGURA 2 : Curva padrao paré o calculo de proteinas.
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4.2.8. - Comportamento eletroforético da xilanase .

Este estudo foi feito com a enzima liofilizada dissolvida
em 0,5 ml de agua destilada no momento da aplicagao sobre o gel de
poliacrilamida previamente preparado, seguindo-se a técnica ja des-
crita (24). , ) .

Apds a migragd@ao das particulas, foi feita a revelagao com
negro de Schwartz a 0,1 g%, observando-se seu comportamento. Esta o
peragao foi repetida 5 vezes para confirma¢ao dos resultados, utili-
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zando-se as diferentes fragoes da enzima fornecidas pelo tratamento
com sulfato de amdnio. '

4.2.9. - Estudo das propriedades da reagao enzimatica

A enzima usada para este estudo foi a produzida pelo fun-
go Aspergillus sp (cor verde clara) e precipitada do filtrado do mei

o de cultura por sulfato de amonio a 80% de satufagio, seguido de di
alise. ’

. Foram estudadas : a influencia do pH, da concentragao do
substrato, da concentragao da enzima, efeito da temperatura e do tem
po de incubagao, na atividade da xilanase. Os resultados foram ex-
pressos em forma de curvas (figuras 3 a 7), que aparecem em resulta-
dos, juntamente com a descrigao das condigoes em que os dados foram
obtidos.
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5. RESULTADOS
S.1. - EXTRAGCAO DA XILANA BRUTA.

Para este estudo, usaram-se 100 g de casca de arroz moida a 60
meshes para cada amostra, seguindo-se a metodologia ja citada.Os re-
sultados obtidos encontram-se no quadro 1.

QUADRO 1 : Porcentagens de holocelulose e de xilana bruta obtidas.

Peso apos Peso
Amostra extragao extragao holocelulose xilana bruta
Ne® _com benzeno-
agua -etanol (g%) (g%)
(g%) (g%)
1 90.0 89.0 86.1 7.1 (x)
2 92,4 90,4 : 85,5 7.2 (xx)
3 91,2 ' 86,8 84,7 7,0 (xxx)
4 90,3 86,7 86,0 7,3 (xxx)
5 88,3 85,7 85,0 7,3 (xxx)
6 89,5 ‘84,2 . 82,0 6,9 (xxx)
7 93,0 91,6 90,2 ° 8,7 (xxx)
8 93,0 92,0 91,8 7,9 (xxx)
9 93,1 92,2 90,0 7,2 (xxx)
10 93,4 92,5 90,5 7,7 (xxx)
MEDIA 91,4 89,1 - 87,1 7,4
(x) - Cor negra, aspecto cristalino, seca em estufa a 38°C.
(xx) - Cor negra, aspecto cristalino, seca em dessecador a tempera-

tura ambiente
(xxx) - Cor marrom, aspecto amorfo, seca em liofilizador.
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5.2. - DETERMINACAO DO RESIDUO MINERAL FIXO DA XILANA BRUTA (CINZAS)
E DA ALCALINIDADE DAS CINZAS SOLUVEIS E INSOLOVEIS EM KGUA.

Para esta determinacio usou-se como amostra a mistura das xila-
nas brutas provenientes do quadro 1, apSs trituragao e peneiragem em
peneiras de 25 crivos por cmz. Os resultados expressos no quadro 2
representam a média de 3 determinagoes.

QUADRO 2 : Porcentagens de cinzas totais, sollveis e insoluveis
e das alcalinidades existentes na xilana bruta do quadro 1.

Peso da amostra, em gramas (g) V . 50000
Cinzas totais g% 0,7660
Cinzas soliveis em Agua g% U,0203

Alcalinidade, em mililitros
de sol. 1IN/100 g das cinzas
solilveis em agua 0,6295

Alcalinidade, em mililitros
de sol. 1IN/100 g das cinzas
insolliveis em agua 0,9115

Cinzas soluveis em HC1 (1:9)
g% ' 0,0633

5.3.- PURIFICACAO PARCIAL DA XILANA BRUTA EXTRATDA DA CASCA DE ARROZ.

Nesta determinacdao usaram-se 10 g da xilana bruta para cada en -
saio, fazendo-se 2 ensaios. A xilana bruta foi obtida misturando-se

as amostras do quadro 1, apds trituragao e peneiragem, em peneiras
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de 25 crivos por sz.

No primeiro ensaio obteve-se 6,4 g% de xilana semi-purificada e
no segundo ensaio 6,8 g%, perfazendo uma meédia de 6,6 g%, em relagao
a casca de arro:z.

Apos purificagdao parcial, a xilana obtida apresentou-se na forma
de p6, com cor amarelo-clara.

5.4. - EXTRAGCAO DA XILANA BRUTA POR PROCESSO MAIS ECONOMICO (DIRETO)-

Nesta obtencaoc foram usados reagentes comerciais em todo o expe-
rimento. A extragao foi feita com hidroxido de s&édio na concentra-
cao de 15% num volume de 2 litros em agitacao constante por 45 horas
usando-se a casca de arroz integral. A amostra usada foi de 100 g ,
obtendo-se 20% de xilana bruta que apresentou-se com aspecto de gru-
mos compactos com cor branca perola.

5.5. - DETERMINAGCAO DO RESIDUO MINERAL FIXO (CINZAS) DA XILANA BRUTA
“ORTTINA EM © 4 E DA ALCATINTDANE NAS CTN7AS SO MVREFRS F INSOLN

VEIS EM AGUA.

A amostra usada nesta determinagao constituiu-se de xilana bruta
extraida pelo processo direto, submetida a trituragao e peneiragem em

peneiras de 25 crivos por cm?.  0s resultados representam a media de
2 determinagdes e sao citados no quadro 3.

QUADRO 3 . Porcentagens de cinzas totais, sollUveis e insoluveis
e das alcalinidades existentes na xilana bruta extrai
da pelo processo direto

Peso da amostra em gramas (g) : 5,0000
Cinzas totais em g% : 7,0640
Cinzas soliiveis em agua g$% : 2,9902

.Alcalinidade, em mililitros -
de sol. 1IN/100 g das cinzas '
soluveis em agua. ‘ 79,0991

Alcalinidade, em mililitros
de sol. 1N/100_g das cinzas -
insoluveis em agua _ 1,4754

Cinzas soluvg%s em HC1 (1:9) 7 4,8751
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5.6. - DETERMINACAO DO TEOR DE ACUCARES REDUTORES, EXPRESSOS EM XILO
SE, PRODUZIDOS POR HIDROLISE DA XILANA.

Para esta determinagio usaram-se as xilanas extraidas da casca
de arroz citadas no quadro 1, e, a extraida pelo processo mais econo
mlco mencionado no Item 5.4., tendo como referéncia para comparagao
a xilana de madeira de larigo n® X-3875 lote 62-C-2820 da firma Sigma,
USA. , »
| Foram efetuadas hidrGlises dcidas a frio, a quente e hidrdlise
en21mat1ca seguida de hidrolise dcida a quente em condigOes suaves ,
conforme metodologia descrita anteriormente. Os produtos resultan-
tes das hidrb6lises acima mencionadas foram cromatografados,revelando
a presenga de xilose nas 3 xilanas estudadas. Os resultados obtidos
encontram-se no quadro 4 e representam a media de 2 determinagoes.

QUADRO 4 : Porcentagens de glicideos redutores exXpressos em x1lo
se fornecidos pelas xilanas de arroz e de madelra\da—
rico.

Glicideos redutores fornecidos pela hidrolise

. acida a frio 43cida a quente dcida a quente
Xilana 0 0 precedida da hi
g g% drolise enzima
‘ tica.
(X) (XX) g% (XX)
da madeira g
de larigo 0,80 83,54 84,48
da casca de v
:arroz (quadro 1) - 7,54 86,16 117,25
da casca de
arroz (extracao
direta) 4,30 94,34 78,46
(X) - Amostra usada de 0,4 g

(XX) - Amostra usada de 0,01 g



-3]1-

5.7. - PRODUCAO DE XILANASE PELO FUNGO GEOTRICHUM SP

| A atividade da enzima foi medida pela producao de miligramas de
g11C1deos redutores (expressos ‘em xilose), a partir da xilana da ma-
ielra na concentragao de 1 g3%,tampdao de acido acético/acetato de so-
jlo 0,2 Me pH 5,0 e extrato bruto de Geotrichum.sp incubados em ba
nho maria a 50°C por 15 minutos. Reagao interrompida com dcido dini

:rosa11c111co. Calculou-se a concentracdo em miligramas de glici -
jeos redutores pela absorbincia em 540 nm, correspondentes a 1 ml do
axtrato flingico bruto. Os resultados estio apresentados no quadro 5.

QUADRO 5 : Atividade da xilanase em extrato de Geotrichum sp,cul

tivado em diferentes condigdes. _ '

Dias de Cultura mantida Culturamantida Cultura mantida

a 30°C com agi- a 300C com agi a temperatura

tacao regular . tagao irregular ambiente e agi-
tagao regular

incubacgdo

10 2,070 0,444 0,696
14 © 1,980 0,816 70,420
15 2,340 1,104 2,040
16 4,044 . (x). 5,904
17 2,784 2,544 1,800
18 2,772 2,544 0,324
20 4,104 6,000 | 5,604
21 3,864 0,372 4,272
22 2,712 2,616 5,604
23 1,104 0,780 0,780
27 5,364 3,960 4,044
28 2,244 1,740 | 4,920
30 . 3,000 3,360 6,624

(x) - Acidente, com perda do resultado
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5.8. - PURIFICAGAO DA XILANASE PRODUZIDA PELA CULTURA DE GECTRICHUM SP.

A purificagao parcial do extrato bruto de Geotrichum sp foi feito

pela precipitagao com sulfato de amonio a 40%, 60% e 80% de satufagéo,
respectivamente, seguidas de didlise. O extrato enzimatico bruto usa
do correspondeu a mistura dos extratos obtidos por culturas mantidas
a 30°C com agitagao regular e irregular e, a temperatura ambiente con
agitagao regular. Os resultados obtidos no estudo das fragles isola-
das encontram-se no quadro 6.

QUADRO 6 : Purificagao parcial da xilznase produzida pelo Geotrichum sp

_ Vol. Atividade atividade ¢ atividade Proteinas Atividacde
Fracao ml (u/ml) total total re- mg/ml especifi-
cuperada ca.
Latialu Liulu 3150 SRt 563,0 100,00 C,i388 22,74
Pp (NH,),S0, | ,
a 40% de sat. 100 2,736 273,6 40,86 0,077 35,53
Pp (NH,),S0,
a 60% de sat. 100 0,194 ° 19,4 2,89 0,048 4,04
Pp (NH,),S0, .
a 80% de sat. oo 0,104 10,4 1,55 0,035 2,97

A enzima isolada com sulfato de amdnio a 40% de saturacao apresen
tou uma precipitagdao apds a dialise, cujo precipitado foi separado por
centrifugagdao a uma forga centrifuga de 1.500 x g e -SOC durante 15
minutos. '

O precipitado obtido foi diluido para 10 ml e embora apresentasse
um teor de proteinas de 0,010 mg/ml n3ao apresentava atividade enzima-
tica.
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- O sobrenadante tinha um volume de 100 ml;atividade enzimiatica de
0,864 u/ml ; teor de proteinas de 0,067 mg/ml e atividade especifica
de 12,89.

5.9. - PRODUCAO DE XILANASE PELOS FUNGOS GEOTRICHUM SP, ASPERGILLUS
SP ( COR VERDE ESCURA) E ASPERGILLUS SP (COR VERDE CLARA ).

As atividades das xilanases fornecidas pelas 3 diferentes cultu -
ras fungicas foram medidas pelas determinagoes dos miligramas de gli
rTdene redntnrec (expressos em xilose) produzidos a partir da xilana
da madeira na concentracdo de 1 g%, tampdo de acido acético/ acetato
de s6dio 0,2 M pH 5,0 e extrato bruto do Geotrichum 'sp, do Aspergil

lus sp (cor verde escura) e do Aspergillus sp (cor verde clara) incu
bados em banho-maria a 50°C por 15 minutos. A reagao foi interrompi

da com acido dinitrossalicilico e as quantidades de glicideos redutgc
res em miligramas, foram determinadas pelas medidas das absorbancias
em 540 nm, correspondentes a 1 ml dos extratos fingicos brutos res -
pectivos. Os resultados obtidos poderao ser analisados pelo exame
do quadro 7. '
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QUADRO 7: Ensaio de xilanase em extrato de Geotrlchum sp, de As-

pergillus sp (cor verde escura) e de Aspergillus sp (

cor verde clara).

Atividade Enzimatica

Dias de -
incubagdo Culturas mantidas a temperatura ambiente com
agitagao regular
Geotrichum sp Aspergillus sp Aspergillus sp
(cor verde escura) (cor verde clara)
5 1,296 0(zero) 3,696
6 0,912 1,680 3,972
7 2,832 2,028 3,648
8 ' 0,336 2,280 4,512
9 1,728 1,344 5,388
10 2,100 1,596 4,860
12 0,912 0,288 5,016
13 1,272 2,616 5,568
14 1,224 1,200 4,932
15 1,188 1,224 6,804
17 1,368 1,980 5,136
19 2,100 2,760 7,080
21 3,288 1,824 4,980
22 2,412 2,328 5,748
23 2,868 2,160 4,860
24 2,352 1,296 3,996
27 2,388 1,704 8,220
28 3,120 2,436 5,040
5.10. - FRACIONAMENTO DA XILANASE PRODUZIDA PELA CULTURA DE ASPERGIL

LUS SP (COR VERDE CLARA).

Esta cultura fungica foi tomada como fonte de enzima para o res
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tante deste trabalho, por apresentar caracteristicas de produgiao bem
superiores as outras duas estudadas (quadro 7).

O fracionamento foi feito pelo tratamento do extrato bruto - com
sulfato de amonio. As medidas das atividades enzimaticas, dosagem
de proteinas e atividades especificas das preparagdes fungicas foram
efetuadas antes e apos o fracionamento das enzimas por sulfato de Aé
monio a 40%, 60% e 80% de saturagao, respectivamente, seguidas de di
alise. Os resultados obtidos encontram-se no quadro 8. '

QUADRO 8 : Purificagao parcial da xilanase do Aspergillus sp

(cor verde clara)

Fragao Vol. Atividade Atividade % atividade Proteinas Atividade
ml (u/ml) total total recu- mg/ml especifi-
perada ) ca
Extrato bruto 130 - 5,040 655,2 100,00 0,384 13,12
e 031,250,
a 40% de sat. 50 2,388 119,4 18,22 0,163 14,65
: .

Pp (NH,),S0,
a 60% de sat. 35 2,580 90,3 13,76 0,101 °~ 25,54
Pp (NH,),S0, . |
a 80% de sat. 25 1,566 39,1 5,96 0,082 19,09

A enzima precipitada por sulfato de amdnio a 40% de saturagao a-
presentou uma precipitagio apds a dialise, que foi separada por cen -
trifugacao a uma forga ;entrifuga de 10.000x g e -5°C durante 15 minu
tos. i

O precipitado obtido foi dilufdo para 10 ml apresentando uma ati
vidade de 0,912 u/ml; teor de protefhas de 0,131 mg/hl e atividade es
pecifica de 6,96. '
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O sobrenadante tinha um volume de 50 ml; atividade enzimatica de
1,530 u/ml; teor de proteinas de 0,122 mg/ml e atividade especifica
de 12,54. : '

5.11. - ESTUDO DA PRECIPITACAO DIRETA DA XILANASE PRODUZIDA PELO FUN-
GO ASPERGILLUS SP (COR VERDE CLARA) COM SULFATO DE AMONIO A
80% DE SATURAGXO.

~Como o fracionamento do extrato enzimitico desse fungo nao re -
sultou em nenhuma purificagdo sensivel de uma fragao em relagao a ou
tra, resolveu-se trabalhar com o precipitado total. Para a obtengido
do precipitado partiu-se de 132 ml do extrato bruto. As medidas das
atividades enzimaticas, porcentagem da atividade total recuperada, do
sagem de proteinas e atividade especifica das preparagoes fingicas,fo
ram efetuadas antes e apos o fracionamento das enzimas pela precipita
¢ao direta com sulfato de amonio a 80% de saturagao, seguida de diali-
se. Os resultados obtidos estao expressos no, quadro 9.

QUADRO 9: Purificag@ao parcial da xilanase do Aspergillus sp(cor

verde clara) proveniente da precipitagao com C%M)ZSO4
a 80% de saturacgao. :

Determinagoes : : Material  anglisado
Extrato bruto . Pp (NH4)ZSO4 a
80% de satura-
cao.
Volume (ml) 132 75
Atividade (u/ml) 5,16 ‘ 3,83
Atividade total (unidades) 681,12 287,10
Porcentagem de atividade total 100,00 | ' 42,15
Proteinas (mg/ml) 0,058 0,041

Atividade especifica 88,96 93,36
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-

5.12. - ESTUDO DA EFETIVIDADE DE DIVERSOS AGENTES PRECIPITANTES PARA
O ISOLAMENTO E PURIFICACAC DAS XILANASES DO ASPERGILLUS SP
(COR VERDE CLARA).

-

Verificado que, nem o fracionamento, nem a precipitagao direta
(80% de saturagao) com (NH,),S0, conduzia a um grau de purificagao a
preciavel e que, a atividade recuperada no precipitado estava em tor
no de 50% apenas, tentou-se o uso de varios outros precipitantes,com
o objetivo de aumentar o grau de purificac3o e o rendimento. Os re-
sultados obtidos quando foram usados etanol, metanol. e acetona , em
diferentes proporgdes como precipitantes, comparados com © sulfato
de amdnio a 80% de saturagao, podem ser apreciados pelo exame do qua
dro 10.

Verificou-se que, apenas o precipitado de etanol (1:1 v/v) e
do metanol (2:1 v/v) apresentou grau de pureza um pouco superior ao
do sulfato de amdnio a 80% de saturac3dao, os demais foram inferiores.
Apezar disto a porcentagem da atividade total recuperada no precipi-
tado, foi bem superior quando se empregou o sulfato de amonio. Por
estes motivos adotou-se o precipitado com sulfatone‘amBnio a 80% de
saturacao, como fonte de -enzima, para os estudos que® se seguem.

E interessante lembrar que a atividade enzimatica nio precipi-
tada com os diferentes precipitantes usados, permaneceu quase que to
da ela, no sobrenadante, havendo pouca inativagao da enzima pela a-
¢ao dos precipitantes. '
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'5,13. - RESULTADOS DO ESTUDO DE ALGUMAS PROPRIEDADES DA XILANASE

5.13.1. - Influéncia do pH

A influéncia do pH na atividade da fracgao precipitada
gcom (NH4)ZSO4 a 80% de saturacdo, usando xilana semi-purificada da
casca de arroz como substrato e tampdes Mcllvaine na faixa de pH ‘en
‘tre 3,0 e 8,0, esta representada na figura 3. A enzima apresentou
‘um maximo de atividade no pH 7,8.

E FIGURA 3: Influéncia do pH na atividade da fragao precipitada

com sulfato de amdonio a 80% de saturagao.

; A atividade foi medida no precipitado obtido de 132 ml de fil
' trado enzimdtico, que foi dialisado e o volume completado a 75ml. X
‘mistura de reagdao continha: 0,5 ml da solugao enzimatica, 1,25 ml de
tampdo Mcllvaine e pH de 3,0 - 4,0 - 5,0 - 6,0 - 7,0 - 7,2 - 7,4 -
7,6 - 7,8 e 8,0, 1,25 ml da suspensido de xilana a 1%. ApoOs incuba -
' ¢ao por 15 minutos a 50°C, a reacao foi interrompida com acido dini-
' trosalicilico (2,0 ml) para a determinagao de glicideos redutores(ex
pressos em miligramas de xilose).
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5.13.2. - Influencia da concentragao do substrato.

A atividade da fracgao preéipitada com (NH,),S0, a 80%de sa
turagdo sobre varias concentragoes de xilana semi-purificada extrai-
da da casca de arroz esta representada na figura 4. O mdximo de ati
vidade correspondeu a concentragao de 0,8 g%

FIGURA 4: Influéncia da concentragao do substrato na atividade
da fragao precipitada com sulfato de amonio a 80% de
saturacgao.

A atividade foi medida no precipitado obtido de 132 ml de fil -
trado enalmatlco, que foi dialisado e o volume completado a 75ml. A
mistura de reagao continha : 0,5 ml da solugao en21mat1ca, 1,25 ml
de tampao Mcllvaine pH 7,8 e 1,25 ml da suspensad de xilana nas con-
centragoes de 0,1 - 0,4 - 0,5 - 0,6 - 0,7 - 0,8 - 0,9 e 1,0 g%. Apos
. incubagao por 15 mlnutos a 50°C a reagao foi 1nterromp1da com acido
dinitrosalicilico (2,0 ml) para a determinagao de glicideos reduto-
res (expressos em m111gramas de xilose).
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5.13.3. - Influencia da concentragéo da fragao enzimatica precipita-
da com sulfato de amdonio a 80% de saturagdo.

Os resultados obtidos foram registrados em grafico na figu
ra 5, entre 0,25 e 1,25 ml da solugao enzimética na presenga de 1,25
ml da suspensao de xilana semi-purificada extraida da casca de arroz
e tampao Mcllvaine pH 7,8 q.s.p.‘3,0 ml. Observou-se proporcionali
dade entre concentragao da enzima e velocidade da reacio.

FIGURA 5 : Influencia da concentragio da fragao enzimitica pre
cipitada com sulfato de amdnio a 80% de saturagido.

A atividade foi medida no precipitado obtido de 132 ml de fil -
trado enzimatico, que foi dialisado e o volume completado a 75 ml. A
mistura de reagao continha: 1,25 ml da suspensao de xilana a 1%,0,25
- 0,50 - 0,75 - 1,00 e 1,25 ml da solugao enzimatica e tampao Mcllvai
ne pH 7,8 q.sip. 3,0 ml. Apos incubagao por 15 minutos a 50°C, a re
acao foi interrompida com acido dinitrosalicilico (2,0 ml) para a de

- terminagao de glicideos redutores (expressos em miligramas de xilose).

TDEOS REDUTORES X 1073

MILTGRAMAS DE GLIC

i ]

912 4 , ' o
w
(%]
o
= 684 _ .
><
=
Ll
., 540 _
(e ]
v
(%)
s
o<
Q.
> 336 ¢

156 4 Z

4 T-- X T ]
0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

MILILITROS DE SOLUGAO ENZIMATICA (Pb 80% DE SATURAGAOD)



-42-

5.13.4. - Influencia da temperatura.

A influencia da temperatura na atividade da fragao precipi
tada com sulfato de amonio a 80% de saturagao e mostrada na figura 6.

O maximo de atividade situou-se entre 50 e 55°C, sendo nu-
1a a 65°cC.

FIGURA 6:Influencia da temperatura na atividade da fragdo preci
pitada com sulfato de amdonio a 80% de saturagao.

A atividade foi medida no precipitado obtido de 132 ml de fil -
trado enzimatico, que foi dialisado e o volume completado a 75 ml. A
mistura de reagao continha: 0,5 ml da solugao enzimatica, 1,25 ml dg
tampao Mcllvaine no pH 7,8 e 1,25 ml de suspensao de xilana a 1%.Apos
incubaggo por 15 minutos nas temperaturas_de 35 - 40 - 45 - 50 - 55-
60 e 65°C, a reagao foi interrompida com acido dinitrosalicilico
(2,0 ml1) para a determinagao de glicideos redutores (expressos em mi
~ ~.ligramas de xilose). :
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5.13.5. - Influencia do tempo de incubagao.

-43-

Foi registrada no grafico da figura 7 a curva obtida na fai
xa de 5 a 55 minutos de incubacgdo. Verificou-se falta de pfoporcioni

lidade entre tempo de incubagao e atividade.

FIGURA 7: Influéncia do tempo de incubagzao na atividade da fra -

gao precipitada com sulfato de amonio a 80% de satura-

cao.

A atividade foi medida no precipitado obtido de 132 ml
do’ en21mat1co, que foi dialisado e o volume completado a 75
tura de reagao continha: 0,5 ml da solugao en21mat1ca, 1,25
pao Mcllvaine no pH 7,8 e 1 25 ml da suspensa2o de x11ana a

de filtra
ml. A mls
ml de tag
1%. Apéds

1n8ubagao por 5 - 15 - 25 - 35 - 45 e 55 minutos na temperatura de
50°€, a reagao foi interrompida com acido dinitrosalicilico (2,0 ml )
para a determinagao de glicideos redutores (expressos em miligramas

de xilose).
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5.13.6. - Comportamento eletroforetico das xilanases produzidas por
Aspergillus sp (cor verde clara).

As fragdOes obtidas por fracionamento com sulfato de amonio
a 40 , 60 e 80% de saturacao foram submetidas @ eletroforese em gel
de poliacrilamida, mostrando-se constituidas de pelo menos trés compo

nentes como esta indicado na fotografia e grafico da figura 8.

FIGURA 8 : Comportamento eletroforético em gel de poliacrilami-
da das fracbes provenientes da precipitagiao com sul-
fato de amonio a 40, 60 e 80% de saturagao do caldo

enzimatico produzido por Aspergillus sp (cor verde
clara).

nnnnn

e

et
IS4 EN)

UNICAMP
BIBLIOTECA CENT&



il B

5.13.7. - Comportamento eletroforetico das xilanases produzidas por
Geotrichum sp contaminado com Penicillium sp.

As fracdes dialisadas e liofilizadas provenientes das pre-
cipitagdes a 40, 60 e 80% de saturagdao com sulfato de amonio forneci
das pelo fungo Geotrichum sp, quando submetidas a eletroforese em

gel de poliacrilamida mostraram-se constituidas de 5 componentes no
caso das precipitagoes com 40 e 60% de saturagao, enquanto que, na
fragao precipitada com 80% de saturagao apareceramlapenas quatro com
ponentes, como esta indicado na fotografia e no grafico da figura 9.

FIGURA 9 : Comportamento eletroforético em gel de poliacrilami-
da das fragoes oriundas das precipitagces a 40 ,60 e
80% de saturacdo com sulfato de amonio das prepara -

¢oes do fungo Geotrichum sp contaminado com Penicil-
lium sp.
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6. DISCUSSAO
6.1. - EXTRACAO DA XILANA DA CASCA DE ARROZ

Os valores referidos no quadro 1, mostraram que, pela metodolo-
gia usada, obteve-se um valor porcentual de xilana, na casca de ar-
roz, baixo em comparag@ao aocos valores encontrados em outros vegetais.
Estudos efetuados sobre presenga de xilana em sabugo de milho,cascas
. de outros cereais e seus talos apresentaram teores variaveis  entre
15 e 30% (54).

Entretanto, quando se fez extragao direta, como indicada em 5.4,
obteve-se uma quantidade maior do que a obtida no processo anterior
embora o material assim extraido se apresentasse com um teor de resi
duo mineral fixo mais alto. _

As diferengas de coloragao e aspecto notadas na secagem da casca
de arroz, pelo uso de aquecimento a baixa temperatura, da dessecagao
e da liofilizagao sao apenas visuais pois as xilanas secadas por es-
tes processos apresentavam as mesmas caracteristicas fisicas aparen-
tes,quando trituradas e homogeneizadas.

6.2.-CARACTERIZAGCAO DA XILANA BRUTA QUANTO AO RESTDUO MINERAL FIXO
(CINZAS)

As quantidades de cinzas totais aparecem nos quadros 2 e 3 res -
pectivamente. Os dados mostraram que, a quantidade de residuo mine-
ral fixo encontrado na xilana extraida pelo processo usado para o sa
bugo de milho € consideravelmente menor que a encontrada na Xilana
extraida pelo processo de extragao direta. Ambas possuem grande quan
_tidade de silicatos o que foi notado pela determinagao da solubilida
de desse residuo. Segundo a literatura, a'quantidade de cinzas to-
tais encontradas na xilana do sabugo de milho € de 0,45 g% (50), sen
do que, a quantidade encontrada nas xilanas da casca de arroz foi
significantemente maior, 0,76 g% e 7,06 g% respectivamente,pelo pro
cesso de extragao do sabugo de milho e pelo processo direto.

A grande diferenga entre os teores de cinzas existentes nas xila
nas estudadas provavelmente se deve a maior solubilizagao e perda de
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sais durante as extracoes aquosas e em solventes organicos que foram
efetuadas na extragiao da xilana pelo processo do sabugo de milho.

—~e
3

6.3.- PURIFICAGAO PARCIAL DA XILANA BRUTA EXTRAIDA DA CASCA DE ARROZ

A purificagdo parcial da xilana extraida da casca de arroz,resul
tou em um produto final com melhores caracteristicas de apresentagao
em relagdo i xilana bruta. A recuperagdao apds o processo de purifi-
cagao foi em média de 66%, em relagao ao produto bruto.

6.4.-HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA DA XILANA EM DIFERENTES CONDICOES

Osestudos da hidr6lise acida das xilanas obtidas pelos 2 processos
usados para sua extragao da casca de arroz foram realizados em compa
ragao com o da xilana da madeira de larigo n® X-3875 lote 62-C-2820
da firma Sigma U.S.A. Os resultados obtidos, mostrados no quadro 4
evidenciam que o rendimento em agucares redutores, expressos em xilo
se, das xilanas da casca de arroz podem ser maiores do que o0s obti-
dos nas mesmas condigOes para a xilana da madeira. A identificagao
da xilose nos hidrolisados foram realizadé; por cromatografia em pla
ca delgada e de papel sendo que os diversos produtos hidrolisados ’
nas condigoes citadas apresentaram xilose. '

Observou-se que os produtos de hidrolise provenientes da agao en
zimitica da xilanase estudada s0 apresentaram xilose quando foram
submet1dos a uma hidrolise acida posterior, e-que~wsignifica que esta
enzima nos fornece xilo-eligossacarideos fac11men%e~desdobravels em
xilose por solugdes acidas.

Para calculo da pureza relativa das xilanas extraidas pelos dois
processos, tomou-se a Xxilana extraida pelo processo descrito para o
sabugo de milho como 100% pura. Em relagao a esse grau de pureza e.
com base nos glicideos redutores produzidos pela hidrolise acida a
frio, encontrou-se um grau de pureza de 57,04% para a xilana extrai-
da pelo processo direto. Contudo, como a extragao pelo processo di-

" reto foi de 20 g% contra 7,4 g% para o processo do sabugo de milho ,

concluiu-se que a extracao de xilana pelo processo direto foi de a-
proximadamente 1,5 vezes maior. ’



-48-

6.5. - PRODUGAO DA XILANASE PELOS FUNGOS

Os resultados contidos no quadro 5 mostram que diferengas de ae-
ragao no meio de cultura contendo os fungos Geotrichum sp contamina-

do com Penicillium sp, alteram sua produgao enzimatica sem impedir

que eles a preduzam.

Ainda no quadro 5 podemos observar que as oscilagoes de tempera-
tura (entre 22 e 30°C) nao impedem que as culturas fﬁngica§ acima ci
tadas atinjam o max1mo de produgio enzimatica.

Os quadros 5 e 7 mostram que a produgao en21mat1ca,elndependente
de alteragoOes na aeragao, temperatura e meios de cultura, obedecendo
a ciclos periddicos com maximos de produgdo seguidos de minima produ
Gao enzimdtica, o que sugere a hipotese de que este comportamento Po
dera estar relacionado ao ciclo vital dos fungos estudados.

Também € possivel que a presenca de .grandes quantidades de xila-
nase exerga agao inibidora sobre a capacidade de produgdo da mesma
pelos fungos.
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pressa em miligramas de '"xilose" fornecida por 1 ml da preparagao en
zimatica, obtida no 27° dia de incubagiao do fungo Aspergillus sp(cor

verde clara) em meio adequado. Em condigoes semelhantes o fungo
Chaetomium trilaterale produziu um maximo de 7,5 mg de xilose, sendo

considerado excelente produtor de xilanase, como & citado na litera-
tura (30, 33).

N v,

6.6. - PURIFICACAO PARCIAL DAS ENZIMAS

Somando-se as atividades das 3 fracgoes obtidas pela precipitacgao
com sulfato de amonio a 40, 60 e 80% de saturagao, apresentada no
quadro 6, referentes ao fungo Geotrichum sp verificou-se uma perda

de 54,70% de atividade, por esta purificagao parcial, observando -se
ainda que as perdas referentes ao fungo Aspergillus sp (cor verde

vclara) foram de 62,06%. - Isto demonstra a nao efetividade do fracio-

namento pelo sulfato de amonio, nas condig¢Oes usadas. Assim tentou-
se fazer uma precipitagao do filtrado do meio de cultura com sulfato
de amonio a 80% de saturagdo procurando obter melhores resultados com
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diminuigdao das perdas que estao entre 58 - 44% (quadros 9 e 10). As-
sim, seria mais conveniente trabalhar com o filtrado do meio de cul-
tura (solugao enzimatica bruta) desde que se pudesse conserva-lo em
boas condigoes.

Quanto ao fracionamento produzido pela precipitagao com sulfato
de amonio a 40, 60 e 80% de saturagao verificamos ser vantajoso para
o Geotrichum sp em relacdo a atividade especifica pois a fragdo pre

cipitada com 40% de saturagdo apresentou atividade especifica bem
mais alta do que as outras fragdoes. O mesmo, entrétanto,nao ocorreu
quando se fez identico fracionamento para o Aspergillus sp (cor ver-

de clara). _

Com o objetivo de aumentar o grau.de purificagao e o rendimento,
tentou-se o uso de outros agentes precipitantes como etanol, metanol
e acetona, em diferentesvproporQGes com a finalidade de comparar os
resultados obtidos com os encontrados no fracionamento pelo sulfato
de amonio. 'Assim, apreciando-se os resultados (quadro 10) verificou
-se que apenas o precipitado de etanol-(I:1 v/v}) e do metanol (2:1
v/v) apresentaram melhor grau de pureza em relagao ao precipitado do
sulfato de amdnio. Também observou-se que o sulfato de amdonio per-
mitiu a recuperaciao de maior porcentagem da atividade enzimatica to
tal que qualquer um dos outros agentes precipitantes usados.

6.7. - ESTUDO DE ALGUMAS PROPRIEDADES DA XILANASE

. - PR -
]
L

6.7.1. - Influéncia do pH -

O valor encontrado para o maximo de atividade, pH otimo
foi de 7,8 mostrado na figura 3. Esse valor nao se enquadra den -
tro da faixa referida na literatura para varias xilanases flungicas
ja estudadas (21,29533;51), apresentando-se, entretanto, proxima da
faixa referida para o Bacillus firmis cujo pH otimo € 7,2 (29)e do

Bacillus alkalophilic N? C-59-2 em que o melhor pH se situa na fai
xa de 6,0 a 8,0 (27). '

6,7.2, - Influéncia da concentragao do substrato.

E interessante observar que a relacao velocidade da rea
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G230 enzimatica em fung3o do substrato, apreéentado na figura 4, foge
da cinética classica de Michaelis-Menten cuja curva seria uma hipér-
bole retangular. A curva obtida para a xilanase mostra um aspecto
sigmoidal, sugerindo que esta enzima nao deve obedecer as  equagoes
da cinéetica deduzidas originalmente por Michaelis-Menten (39).

Normalmente, as enzimas que apresentam curvas sigmoidais em fun -
¢ao do substrato s3o enzimas de estruturas complexas formadas de ma-
is de um polipeptideo e apresentando na molécula mais de um centro
catalitico e outros centros de ligacdo de inibidores ou ativadores ,
que sao chamados efetores alostéricos.

A ligag3@o do substrato a um centro ativo, modifica a configura -
gao espacial da molécula da enzima, ativando progressivamente os de
mais centros cataliticos de forma que a relagio entre atividade e

‘concentragiao de substrato nao € linear. O efeito da ligacdo desses

efetores aos centros de liga¢do na superficie da enzima € chamado de
efeito alostérico e podera ser positivo (ativador) ou negativo (ini-
bidor). O grafico apresentado na figura 4, mostra o mesmo comporta-

s ~ . - * = - .- . - - - - ra e
WEILLY 1C1C1LIUV pala add 111Uivuliaded U ADSPTIELLIIUD HIREeL (13).

6.7.3. - Influéncia da concentraciao da enzima.

Na figura 5 verificou-se proporcionalidade entre concen

c 2

tragao e atividade sendo que em maiores concentracdes enzimaticas a
velocidade da reagao catalitica aumentou consideravelmente.

6.7.4. - Influéncia da temperatura.
O maximo de atividade mostrado pela curva de temperatu-

ra (figura 6) coincidiu com os valores encontrados para xilanase.
produzida pelo fungo Chaetomium trilaterale linhagem n®2264 (33). De

ve-se notar (figura 6) que a enzima & rapidamente inativada a tempe-
raturas superiores a 55°C,

6.7.5. - Influencia do tempo de incubagio.

Verificou-se nao linearidade da velocidade da reagiao
com o tempo (5 a 55 minutos). Isto podera ser devido a dois fenome-
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nos : a) desnaturagao da enzima com o tempc, uma vez que a temperatu
ra Otima para atividade da xilanase € relativamente alta (50 a SSOC);
b) inibigdo parcial da enzima pelo actnulo de produtos da reagao en-

zimatica.
6.8. - COMPORTAMENTO ELETROFORETICO

O comportamento eletroforético da enzima do fungo Geotrichum sp

contaminado com Penicillium sp diferiu do apresentado pelo fungo As-

pergillus sp (cor verde clara), quanto ao numero de componentes nos
precipitados com 40, 60 e 80% de saturagao com sulfate de aronio e
também quanto 3 distancia de migrag@o ou mobilidade, o que sugere se

. Tem enzimas com caracteristicas diferentes.
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7. CONCLUSOES

As principais conclusdes derivadas do presente trabalho, fo-
ram as séguintes:

7.1. - Ha possibilidades de se extrair a xilana da casca de arroz di
retamente com bons resultados, apresentando perspectivas economi-
cas devido a rapidez, simplicidade e baixo custo operacional.

7.2. - O método de extragdo da xilana do sabugo de milho nao apresen
ta bons resultados quando aplicado & casca de arroz, porque pro -
porciona grande perda deste polissacarideo, além de ser um proces
so lento, complexo e dispendioso.

7.3. - A precipitacgao da xilana, quando isolada da hemicelulose,pode
ser efetuada com acido acético concentrado, em lugar de solugdo a
50%, com agitacao continua do meio na presenga de gelo, sem afe-
tar a xilana obtida, com a vantagem de redugao do volume final.

7.4. - Consegue-se centrifugar a xilana, quando precipitada por aci
do acético em rotacdes mais baixas do que as recomendadas pelo mé
. todo usado para o sabugo de milho (40.000 r.p.m. em centrifugagao-
tontihua). Os mesmos resultados foram obtidos usando-se uma for-
¢a centrifuga de 400 x g por 4 hs. (2.000 r.p.m.) em condigoes de
refrigeragao.

7.5. - A extracdo alcalina da xilana da casca de arroz libera a celu
lose que podera ser usada na inddstria, sem os incovenientes en -
contrados na casca integral. Isto €, atualmente, importante devi-
do as dificuldades existentes na produgao dessa mateTria prima.

7.6. - Ha predominancia de sais alcalinos, em especial, silicatos na
- xilana extraida da casca de arroz, principalmente, na extraida pe

lo processo direto.

7.7. - A acdio de solugdes acidas a frio n3o & efetiva para a hidroli



se das xilanas estudadas.

b

7.8 - Dentre os tres fungos (Geotrichum sp. e as duas formas de Asper
gillus sp) a maior produgdo enzimdtica foi verificada no meio con
tendo Aspergillus sp (cor vérde clara),considerado excelente pro

dutor de xilanase.

,?_9 - Pequenas oscilagOes de temperatura (7 SOC) nao alteram a produ

{

Gdo enzimatica pelos fungos estudados.

k?.lO- A precipitagao por sulfato de amdnio permite uma recuperacio
. muito baixa (ao redor de 50%) da atividade enzimiitica tanto a par

tir do extrato de Geotrichum sp quanto do Aspergillus sp.

7.11- Nao houve purificagdo aparente no fracionamento do extrato de

. Aspergillus sp (cor verde clara), pela precipitagao com 40, 60 e

'80% de saturagdo do extrato bruto com sulfato de amdnio.

7.12- As diferencas existentes nas propriedades enzimaticas apods fra
I

cionamento com sulfato de amdnio e no comportamento eletroforéti-

b = . N - - ~ - R} . = . 2. - 1 L
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com Penicillium sp e Aspergillus sp (cor verde clara) mostraram

que essas enzimas apresentam caracteristicas proprias e diferentes.

7.13- Os agentes precipitantes (etanol, metanol e acetona) foram me-

~ nos eficientes do que o sulfato de amdnio na precipitagado da xila
nase estudada, embora os precipitados do etanol e metanol apresen
tassem maior grau de pureza.

7.14- As perdas enzimidticas verificadas na precipitacdo com os dife-
rentes agentes precipitantes (sulfato de amonio, etanol,metanol e
acetona) nao significaram destruigdo da enzima, sendo que a ativi

dade precipitada permaneceu no sobrenadante respectivo.

7.15- A enzima fornecida pelo fungo Aspergillus sp (cor verde clara)

nao produz xilose detectavel como produto enzimiatico,mas,xilo -~



-54-

oligossacarideos facilmente decomponiveis a xilose quando subme-

tidos a hidrdlise acida a quente.

7.16- As condigdes Otimas para a atividade da fracdo enzimitica prove
niente da precipitacdo com sulfato de amonio a 80% de saturagao
e produzida pelo fungo Aspergillus sp (cor verde clara), sao pH
7,8, temperaturas entre 50 e 55°C e concentragao de xilana a 0,8%.
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