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1 INTRODUCAO

Os fungos produzem para sua propria sobrevivéncia enzimas que degradam matéria
organica. Muitas destas enzimas possuem uma valiosa importancia industrial como € o caso
da xilanase (de degradacdo do xilano). O xilano estd presente na hemicelulose e esta €
encontrada em todos os vegetais, principalmente os que apresentam parede celular secundaria
(SALAMA, et al 2008).

A utilizacdo da xilanase vai desde o tratamento de residuos agroindustriais, 0
melhoramento da absor¢édo da racao por animais de corte (TORRES, et al 2003) e na industria
de papel (SAVITHA, et al 2009). O desenvolvimento de biotecnologias de baixo custo, que
possibilitem a producdo de xilanase, é de grande interesse para estas e outras areas industriais.

Para tanto, estdo sendo estudadas a capacidade de producdo e a qualidade das
xilanases produzidas por diversos fungos. Os fungos sdo mais interessantes para a producao
destas enzimas, pois, além de secretarem as enzimas para o0 meio extracelular, podem produzir
enzimas resistentes a altas temperaturas e que agem em ampla faixa de pH. Este trabalho
apresenta a purificacdo parcial da xilanase produzida pelo fungo Aspergillus ochraceus, além
de outras atividades visando a melhoria dos trabalhos com a xilanase e a identificacdo do

fungo por via molecular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENZIMAS PRODUZIDAS POR FUNGOS

Os fungos, em funcédo de suas caracteristicas de reproducéo e crescimento, tem grande
adaptacdo a diversos substratos. Esta caracteristica € interessante do ponto de vista
biotecnologico, pois possibilita que residuos industriais e agroindustriais sejam utilizados

como substrato.

“A nutri¢do da maioria dos fungos da-se por absor¢do dos produtos finais de
processos nos quais enzimas extracelulares adequadas destes microrganismos,
hidrolisam macromoléculas tornando-as assimilaveis através de mecanismos
de transporte. As principais enzimas encontradas nos fungos sdo: lipases,
invertases, lactases, amilases, proteinases etc. Ha fungos que tem a capacidade
de hidrolisar substancias organicas complexas como quitina, 0sso, couro,
inclusive materiais plasticos.” (ALTERTHUM, TRABULSI, 2004, p.456)

Residuos agroindustriais séo rejeitos dos processos que envolvem o beneficiamento de
matérias primas bioldgicas. N&o é lixo, pois tem potencial para ser aproveitado.

Nos residuos de origem vegetal o tratamento com xilanases € muito importante. A
hemicelulose, um dos principais constituintes do residuo vegetal é uma matriz hetero
polimérica que inclui o xilano. Estes residuos sdo oriundos dos mais diversos processos
industriais, vdo desde o bagacgo da cana, casca de arroz, casca ou bagaco de laranja, palha de
milho, entre outros. O residuo agroindustrial, depois de gerado, necessita de destino
adequado, pois ndo pode ser acumulado indefinidamente no local em que foi produzido
(PELIZER, PONTIERI, MORAES, 2007). A problematica destes residuos envolve
principalmente o volume que ¢ muito grande. Segundo Foletto, et al (2005) “a biomassa pode
ser utilizada para producéo de energia em um método de queima direta, o qual produto final
seriam cinzas que poderiam ser aproveitadas.”

O uso de residuos agricolas como substratos em bioprocessos, combinados com a
utilizacdo de microrganismos, além de poder ser economicamente viavel, ajuda a resolver os
problemas ambientais decorrentes do acimulo na natureza (ALEXANDRINO, et al, 2007). E,
a partir dos microrganismos, € possivel obter a producédo de enzimas que podem ser utilizadas

em outros processos industriais, bem como na biorremediagéo.



2.2 XILANO

O xilano estd presente na parede celular de todas as plantas terrestres e é
particularmente abundante naquelas que possuem parede celular secundaria (SALAMA el al,
2008). E o principal componente da hemicelulose, juntamente com a celulose, representam
mais de 50% de toda a biomassa de uma planta (SA PEREIRA, et al 2003).

Sua forma estrutural basica é formada de ligagdes [3-1,4-D-xiloses (Figuras 1 e 2) e por
ramificacdes, tais como L-arabinoses, D-galactoses, acetil, feruloil, p-coumaroil e residuos de
acido glucurénico (DOBREV, et al 2007). Segundo Savitha et al (2009), “a degradagdo do

xilano ¢ realizada por um complexo xilanolitico”. (Figura 2)

.] wilo=se * arakinose C_Jl Acido glucurdnico . galactose g aceti

FIGURA 1. Representacdo esquematica do polissacarideo xilano (VRIES & VISSER, 2001).

Segundo Chavez, et al (2006) este complexo é composto por:

. “Endoxilanases (E.C. 3.2.1.8): hidrolisam liga¢des o 1-4 internas e aleatoriamente a
cadeia principal do xilano, produzindo uma mistura de Xilooligossacarideos;

o B-Xilosidases (E.C. 3.2.1.37): hidrolisam ligagdes da extremidade a 1-4 ndo redutora
liberam a xilose livre e oligossacarideos encurtados;

. L-Arabinofuranosidases (E.C. 3.2.1.55): hidrolisam as ligagdes a 1-4 e removem as
cadeias laterais de L-Arabinofuranose;

o D-Glucuronidases (E.C. 3.2.1.139): hidrolisam os residuos de metil glucuronato;

o Acetil Xilano Estearases (E.C. 3.1.1.72): hidrolisam grupos acetato da cadeia

principal;



o Feruloil (E.C. 3.1.1.73) e Coumaroil (E.C. 3.1.1.-) Estearases: hidrolisar os respectivos acidos

aromaticos ligados aos residuos de arabinofuranosideos.”
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FIGURA 2. Estrutura do xilano (xilanopirosil em ligacGes o 1-4) e os locais de agdo das enzimas do complexo
xilanolitico. (a) endo-1,4 B-xilanese, a-D-glucuronidase, Acetilxilanoesterase, a-L-arabinofuranosidase, acido
ferulico esterase (b) p-xilosidase. Imagem extraida de COLLINS et al ( 2005).

2.3 XILANASE

O termo xilanase refere-se as enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes B-1,4-D-
xiloses (GHOSE & BISARIA, 1987). A Xilanase ¢ uma enzima de grande interesse industrial.
Sua principal aplicacdo é na inddstria de papel e celulose, porém, tem sido aplicada de modo
diverso como, a suplementacdo com enzimas exogenas na racdo dos frangos de corte pelo
aumento da digestdo com possiveis vantagens econdmicas (TORRES, et al 2003). Xilanases
também tem sido usadas para acelerar o processo de panificacdo, pois ajudam a quebrar os
polissacarideos na massa (JIANG, et al 2010). Estes polissacarideos encontrados na farinha
de trigo sdo formados de xilanopiranosil em cadeia linear e ramificada, tal como o xilano
principalmente com arabinofuranosil. A sua distribuicdo espacial e ramificacdo podem afetar
a sua relacdo com as proteinas formadoras do glaten e assim influenciar suas propriedades
reoldgicas, especialmente relacionadas a elasticidade/coesdo (GAROFALDO, et al 2011).

O interesse na aplicacdo da xilanase produzida por fungos na industria de papel tem

aumentado consideravelmente nos Gltimos anos. Isto se deve a propriedade da xilanase de



facilitar a remocdo da lignina sem prejudicar a polpa de papel na etapa de branqueamento. O
processo atual utiliza compostos clorados que sdo conhecidos pela sua dificil degradacéo e
por eventualmente poluir corpos hidricos (SAVITHA, et al 2009). Estes compostos séo o
cloro elementar que gera grande quantidade de dioxinas (um forte cancerigeno) ou o dioxido
de cloro, o qual reduz, mas ndo impede a formacdo de dioxinas. A xilanase, por outro lado,
ndo é tdxica nem poluente.

Existem diversos microrganismos que produzem xilanase, sendo eles bactérias, algas,
fungos, protozoarios, gastropodes e artropodes (COLLINS, et al 2005). Os fungos, no entanto
sd0 mais interessantes para a producdo desta enzima devido a facilidade de cultivo sobre
diferentes substratos, mas principalmente, pelas diferentes qualidades de xilanase produzida
por fungos diferentes. Estas enzimas costumam ser resistentes a altas temperaturas quando
originadas de fungos termofilos. Ishihara e colaboradores (1997) identificaram uma xilanase
produzida pela cepa de fungo terméfilo HG-1 em que esta enzima tinha sua temperatura 6tima
de atividade a 70°C e pH étimo de 4,5 a 5,0, no entanto a enzima, a 30°C, manteve sua
atividade na faixa de pH de 2,0 a 12,0. Além disso, diferentemente de bactérias e a maioria
das leveduras, os fungos filamentosos podem secretar a enzima para o meio extracelular
(FANG, et al 2008).

Gathora e colaboradores (2006), detectaram a importancia dessa variedade entre as
xilanases e estudaram principalmente aquelas alcalino-resistentes para aplicacdo na etapa de
branqueamento do papel. Encontraram que as xilanases dos fungos Chaetomium
thermophilum, Humicula isolens, Melanocarpus sp., Malbranchea sp. e Thermoascus

aurantiacus sdo ativas em ambientes alcalinos e eficientes no branqueamento do papel.

2.4 PURIFICACAO DE PROTEINAS

As proteinas possuem caracteristicas quimicas e fisico-quimicas que as diferem. As
caracteristicas mais marcantes sdo relativas a carga elétrica e peso molecular ou volume
molecular. As técnicas de separacdo ou fracionamento em grande maioria baseiam-se nessas
propriedades. A solubilidade das proteinas esta diretamente relacionada ao seu tamanho
molecular e também a sua propriedade de carga, que dependem do pH, da temperatura, da
concentracdo salina, etc. As etapas iniciais de um fracionamento empregam normalmente as
diferencas na solubilidade das proteinas (NELSON & COX, 2002). A adi¢do de um sal pode

precipitar seletivamente algumas proteinas, enquanto outras permanecerdo soltveis. Segundo



Nelson & Cox, (2002), costuma-se utilizar sulfato de aménio ((NH4).SO,4) para precipitacdes
em virtude da sua alta solubilidade em &gua.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagdo. Ela esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura que ocorre devido a diferentes
interacbes/propriedades quimicas ou fisicoquimicas. E uma técnica versatil e de grande
aplicacdo. Normalmente em uma cromatografia os eluidos sdo acompanhados por verificacao
de alguma propriedade fisicoquimica ou bioquimica: absorbancia, atividade enzimatica, etc.
As metodologias de fracionamento para purificacdo de proteinas que sdo enzimas
normalmente empregam temperatura de 4°C, pois as enzimas costumam perder suas
atividades fora do meio fisioldgico e da sua temperatura normal. Para preservar mantém-se a
4°C,

A cromatografia de troca idnica explora a diferenca de sinal e de magnitude das cargas
elétricas liquidas das proteinas em um determinado pH (NELSON & COX, 2002). A matriz
da coluna possui grupos carregados ligados a ela. A afinidade de cada proteina pelos grupos
carregado da coluna sdo afetadas pelo pH e por ions salinos livres (forca idnica). Por isso cada
proteina tem uma interacdo diferente com a coluna e para a eluicdo das proteinas ligadas,
utiliza-se um gradiente salino para vencer a forca idnica da proteina ligada ao contra ion da
matriz cromatogréfica.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), empregada na maioria das vezes com
fins analiticos, € uma técnica que se baseia na migracdo de proteinas carregadas em um
campo elétrico (LEHNINGER, 2002). E importante, pois permite separar e visualizar as
proteinas separadas além de permitir estimar o seu peso molecular, comparando com um peso
molecular padréo.

Esta diferenca entre as proteinas permite a existéncia de inimeros protocolos para a

purificacdo mesmo para uma mesma proteina, como é o caso da xilanase.

2.4.1 Métodos Aplicados a purificacdo de Xilanases

Li e colaboradores em 2010 utilizaram inicialmente & precipitacdo de 40-60% com
sulfato de amdnia para a purificagdo da xilanase de Streptomyces rameus LI2001 usando
extrato bruto de xilanase obtido do sobrenadante do meio de cultura. Foi realizada uma
cromatografia de troca idnica em uma coluna DEAE — 52 apds o precipitado ser dissolvido e
dialisado. A coluna foi pré-equilibrada com tampéao Tris-HCI 20mM, pH 7,0 até atingir um
fluxo de ImL/min. Seguindo a cromatografia em coluna DEAE — 52, a xilanase ainda foi



submetida a uma cromatografia de troca catibnica CM Sepharose Fast Flow equilibrada com
tampdo acetato 20mM (pH5,3). Apds a aplicacdo da amostra as proteinas ligadas foram
eluidas com gradiente de 0 a 0,5M de NaCl num fluxo de ImL/min.

Jiang e colaboradores em 2010 usaram para a purificacdo da xilanase produzida por
Chaetomium sp. a precipitacdo com sulfato de amonio de 0-40% do meio de cultura o qual o
fungo foi crescido O precipitado, depois de centrifugado, foi ressuspenso em tampéo fosfato
50mM pH 7,5 e foi aplicado em cromatografia de troca ionica (anidnica) em gel de DEAE-52.
A coluna foi equilibrada com tampdo fosfato 50mM pH 7,5. A proteina ndo ligada foi
concentrada e aplicada em uma cromatografia de gel filtracdo analisada por SDS-PAGE.

Sharma e colaboradores em 2010 buscavam purificar duas xilanases produzidas por
Malbranchea flava. Adicionaram ao meio de cultura no qual o fungo foi crescido 50ml de
tampdo citrato de sddio 50mM pH 6,5 e agitaram a 45°C suavemente durante 1h. A suspensédo
foi filtrada em um pano musseline e centrifugada a 11000g por 10min a 45°C. O filtrado foi
concentrado por ultrafiltracdo em membrana de exclusdo de peso molecular de 10 kDa (Pall,
EUA) numa célula agitada (Millipore) e entdo aplicado em uma coluna cromatografia de troca
ibnica (aniénica fraca) DEAE-Sepharose (FastFlow) equilibrada com tampé&o Tris-HCI 20mM
pH 6,5. Apods lavagem foi feito um gradiente linear de 0-1M de NaCl em tampéo Tris-HCI
20mM pH 6,5. Um pico de xilanase foi obtido durante a eluicdo isocrética e outros cinco
durante o gradiente de NaCl. As fragdes correspondentes ao pico | foram reunidas,
concentradas, dessalinizadas e equilibradas com 1M de (NH,;).SO, em tampéo acetato 50mM
pH 5,0. A amostra foi aplicada em uma coluna de interacdo hidrofébica Fenil Sepharose 6FF
(Amersham Biociences). A coluna foi eluida com um gradiente linear de (NH;).SO,4 de 1 a
OM em tampéo acetato 50mM pH 5,0 a um fluxo de Iml/min. As fracGes foram reunidas e a
enzima chamada MFX | foi caracterizada. As fragdes de enzima ligada (pico V) na coluna
DEAE-Sepharose obtida durante a eluicdo com NaCl 0,45M foram reunidas, concentradas,
equilibradas com 1,0M de em tampéo acetado 50mM pH 5,0 e foram aplicadas na coluna
Fenil Sepharose 6FF como descrito acima. As fragdes ativas da xilanase (MFX II) foram
reunidas, concentradas e aplicadas sobre Polubuffer permutador’ (PBE-94, Amersham

Biocienses) coluna equilibrada com tampéo acetato 20mM pH 5,0. A coluna foi eluida com

! Polybuffer Permutador é um tampéo utilizado em gradientes de pH estavel para realizar cromatofocagem,
utilizada para a separacdo de proteinas de acordo com as diferencas no seu ponto isoelétrico (pl). O pl de cada
proteina é o pH ao qual a proteina tem zero de carga de superficie. O PBE 94 ¢é utilizado para separar proteinas
com pl variando entre pH 4,0 e 9,0 (GE HEALTHCARE, instru¢des Meio Cromatofocagem, 2006). E uma
alternativa a eletroforese bidimensional.



um gradiente linear de 0-1M de NaCl em tamp&o acetato 20mM pH 5,0, a um fluxo de

0,2ml/min. As fragdes correspondentes a MFX Il foram reunidas e caracterizadas.

2.5 REGIOES ITS EM FUNGOS

As técnicas de identificagdo molecular de organismos sdo muito recentes. Plantas,
algas, fungos outros microrganismos eram identificados através da morfologia. Esta técnica
deixava a desejar, pois muitos destes organismos assemelhavam-se entre si. Lima da Silva e
colaboradores (2012), comentando sobre a micoteca da Embrapa Agroindustria de Alimentos,
afirmam que em razdo da semelhanga, muitos fungos apresentavam apenas especificacdo de
género. As técnicas moleculares, no entanto, possibilitam ndo s6 a identificacdo do
microrganismo, bem como sua taxonomia acima de género e espécie.

A técnica molecular mais promissora é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Esta técnica identifica até uma copia de DNA por célula (BOLLELA, et al 1999) a partir de
um DNA molde e sem muita qualidade. Além disso, apresenta resultado em poucas horas.

Os fungos apresentam em seu cluster génico os genes 18S, 5,8S e 28S. Estes sdo
separados por regides chamadas de ITS 1 e ITS 2 as quais sdo transcritas e processadas para
dar origem ao RNA ribossomico (FUNGARO, 2009). A regido ITS, que compreende entre
600 e 800 pares de bases, pode ser amplificada, utilizando os primers universais (ITS 1 e ITS
4), os quais sdo complementares as sequéncias altamente conservadas dos genes que
codificam o rRNA (CORDOBA, et al 2002). Outra caracteristica é que o rRNA é altamente
repetitivo, portanto esse gene pode ser facilmente amplificado e sequenciado, mesmo com
pouquissima quantidade de DNA. Segundo Fungaro (2009) “as regides ITS evoluem
rapidamente e, entdo, sdo apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo
variedades de uma mesma espécie.”.

Na micologia, a PCR com os primers ITS tem sido utilizados tanto para a deteccdo de
fungos que contaminam alimentos com suas toxinas (FUNGARO, 2009) quanto para a
verificacio da variedade fingica em um determinado ambiente (CORDOBA, et al 2002).
Com o acesso facilitado a bancos de dados genéticos, a exemplo do site NCBI (National
Center for Biotechnology Information), apos o sequenciamento da regido ITS amplificada
pela PCR, é possivel comparar o gene de um fungo com o banco de dados, e obter a

identificacdo da espécie do fungo.



3 OBJETIVO GERAL

Acompanhar a rotina do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos da
UNIOESTE — Campus Cascavel

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ensaiar a purificacdo parcial da xilanase produzida pelo fungo Aspergillus ochraceus,
por cromatografia de troca i0nica;

e Padronizar metodologia de eletroforese SDS-PAGE e zimograma;

e Extrair DNA do fungo Aspergillus ochraceus e realizar PCR com os primers IST 1 e
ITS 4 para posterior identificacdo molecular para confirmacao da espécie.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MANUTENCAO DO FUNGO

O fungo utilizado pertence a colecdo do projeto SISBIOTA realizado pelo laboratorio
de Bioquimica de Microrganismos da Unioeste-Cascavel. A manutencdo dos fungos foi
realizada em tubos contendo 5 ml de meio s6lido agar-batata-dextrose (BDA). Apds indculo,
as culturas foram crescidas a 26°C por 10 a 14 dias, sendo estocadas em geladeira a 4°C por
até 30 dias.

4.1.1 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados foram o meio (BDA): Glicose 1,5%, agar-agar 2,0%,
batata 20%; e o meio mineral Czapeck (modificado): NaNO; 0,3%, KH,PO,; 0,1%,
MgS0O,.7H,0 0,05%, KCI 0,05%, FeSO,4.7H,0 0,001%, Caseina 0,1%. O pH deste meio foi
acertado para 6,0 e como fonte de carbono foi adicionado 1% de palha de milho.

4.2 CULTIVO DO FUNGO E OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO

O cultivo do fungo Aspergilus ochraceus foi feito a partir do indculo de esporos
produzidos pelo fungo em BDA sélido, ressupensos em agua destilada estéril em frascos de
erlenmeyer (125 mL), contendo 25 mL do meio mineral Czapeck (modificado) e
suplementado com 1% de palha de milho. O meio foi incubado a 29°C em condigéo
estacionaria por 8 dias. O extrato bruto foi obtido apds o crescimento, por filtracdo do meio de
cultivo usando papel Whatman n° 1 com o auxilio de bomba a vacuo. E ainda dialisado com

agua de osmose reversa para retirar o excesso de agucares e mantido congelado em freezer.

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE XILANASICA

A atividade enzimética da xilanase extracelular foi determinada através da liberagcdo
de acucares redutores formados durante a incubacdo da enzima com xilano. A reagdo
enzimatica foi constituida de 0,5ml de xilano 1% em tampé&o fosfato de sédio 50mM pH 6, e

0,5ml da amostra contendo a enzima xilanase no extrato bruto ou obtida de fracionamento.



A reacdo foi incubada a 50°C e aliquotas de 125uL foram retiradas nos tempos de 10,
20 e 30 minutos e adicionadas em tubos contendo 250pL de &cido 3.5 dinitrosalicilico (DNS),
que serviu tanto para paralisar a reacdo enzimatica quanto como reagente para agucares
redutores. Em seguida os tubos, foram colocados em banho fervente por 5 minutos e
adicionado 1ml de &gua destilada por tubo. A leitura da absorbancia foi realizada a 540nm

contra um branco (Miller, 1959).

4.4 PURIFICACAO E ANALISE DO FRACIONAMENTO DA XILANASE

O ensaio de purificagdo da enzima Xilanase foi realizado por cromatografia de troca
ibnica e a analise da homogeneidade das fragdes obtidas, por SDS-PAGE acompanhadas de

ensaio de atividade para identificacdo da enzima no gel de eletroforese (zimograma).

4.4.1 Cromatografia

Foram ensaiadas dois tipos de cromatografia de troca idnica: DEAE — Cellulose e CM-
Cellulose

As colunas foram ativadas segundo especificacdes da fabricante Sigma Aldrich.

DEAE-Cellulose: a coluna foi empacotada com a resina DEAE-Celulose (2cm de
didmetro por 15 cm de altura) e eluiu-se a coluna com NaOH 0,1M até que se pudesse
confirmar sua saida com fita de pH (Merck). Deixou-se por 10 minutos em repouso e apds
lavou-se abundantemente com agua de osmose reversa até que o pH ficasse neutro. Repetiu a
operacdo usando HCI 0,1 M. Entdo lavou-se a coluna com dois volumes da coluna de tampé&o
Mcllvane 20mM, pH 6,0 para equilibrar toda a coluna neste tampao.

CM-Cellulose: a coluna foi empacotada com a resina CM-Celulose (2cm de diametro
por 15 cm de altura) e eluiu-se a coluna com HCI 0,1M até que se pudesse confirmar sua
saida com fita de pH (Merck). Deixou-se por 10 minutos em repouso e apés lavou-se
abundantemente com &gua de osmose reversa até que o pH ficasse neutro. Repetiu a operagao
usando NaOH 0,1 M. Ent&o lavou-se a coluna com dois volumes da coluna de tampéo
Mcllvane 20mM, pH 6,0 para equilibrar toda a coluna neste tampao.

A amostra (extrato bruto) foi equilibrada (10mL da amostra + 10mL de tampdao
Mcllvane 40mM pH6,0) totalizando 20mL. A amostra equilibrada foi aplicada na coluna
DEAE previamente equilibrada. Apds a aplicagdo da amostra em um fluxo de 1mL/min a
coluna foi lavada com tampédo Mcllvane 20mM pH 6,0 (duas vezes o volumes da coluna) e



entdo feito eluir com um volume de coluna de NaCl em tampédo Mclvane 20mM, pH 6,0, nas
concentragcdes em sequencia de 300mM, 500mM e 1M apenas para limpeza da coluna.

Entdo foi realizada outra etapa com uma coluna CM-Celulose previamente equilibrada
com tampéo Mcllvane 20mM, pH 6,0. Equilibrou-se amostra (eluido da coluna DEAE) com o
tampdo Mcllvane 40mM pH 6,0 totalizando 20mL, esta foi passada pela coluna. Depois da
amostra, passou-se tampdo novamente (dois volumes da coluna) e iniciou-se a eluigdo da
xilanase com uma vez o volume de coluna em gradiente de NaCl em tampé&o Mcllvane 20mM
pH 6,0. Desta vez foi usado as concentracdes de 50mM, 100mM, 150mM, 200mM, 250mM,
300mM, 400mM, 500mM e 1M.

Os eluidos das colunas foram coletados em tubos de ensaio numerados. A atividade
enzimatica nos tubos foi determinada segundo topico 4.3.

4.4.2 SDS-PAGE e Zimograma

SDS-PAGE é um gel de poliacrilamida para eletroforese com o agente desnaturante
dodecil sulfato de sodio (SDS). Foi feito um gel a concentracdo de 10% em acrilamida,
(LAEMMLLI, 1970) sem gel de empilhamento/concentracdo. O gel foi divido em duas partes
iguais para aplicacdo de metodologias diferentes de coloracdo. Em uma das metades, para
coloracdo de proteinas, o gel foi incubado por 1h em uma solucédo de fixadora (10% de acido
acetico, 40% de etanol e 50% de agua de osmose reversa). Entdo, a coloracdo foi realizada
com Comassie Blue R-250 e descorado com solucdo de acido acético a 7%. A outra metade
foi utilizada para o zimograma. Zimograma é uma técnica que permite detectar a atividade de
uma enzima diretamente no gel de separacdo eletroforética. Foi ensaiado um protocolo
descrito por Lial, H., et al (2012), com algumas modificacdes. O gel foi incubado com uma
solugédo de Triton X-100 a 2,5% (v/v) por uma hora para retirar o SDS e permitir a
renaturacdo das proteinas. Entéo foi lavado com &gua de osmose reversa para retirar excesso
de Triton X-100. Depois o gel foi incubado por 15 minutos com tampé&o fosfato 500mM no
pH pH 6,0. Em seguida incubado com tampé&o fosfato a 200mM mesmo pH, por 15 minutos.
Uma terceira incubacdo, por 15 minutos, em mesmo pH e com tampé&o fosfato a 50mM.

O gel foi entdo, incubado por 30 minutos no substrato xilano 1% em tampao fosfato
50mM, pH 6,0, a 50°C. Apo6s uma lavagem simples para a remocdo de qualquer excesso de
substrato sobre o gel este foi corado com vermelho de congo 0,5% por 10 minutos. Entdo o

gel foi descorado com NaCl 1M.



4.5 EXTRACAO DO DNA MICELIAL

O fungo foi crescido de acordo com as condi¢bes do item 4.2 e os micélios foram
separados do meio extracelular com auxilio de uma micropipeta. Esses foram lavados com
agua livre de DNAs e RNAs (DEPEC) e macerados vigorosamente com nitrogénio liquido. A
uma quantidade de aproximadamente 100ul da amostra macerada (em pd) e adicionou-se
500ul de brometo de cetilmetilaménia (CTAB) previamente aquecido a 60°C e 10uL de
proteinase, entdo foi deixado em banho-maria a 60°C por 30 minutos agitando a cada 10
minutos. Apos, o tubo foi resfriado em temperatura ambiente por 15 minutos. Foi adicionado
50 pL de cloroférmio: alcool-isoamilico 24:1 (v/v) e misturado manualmente por 10 minutos,
centrifugado a 50009 por 10 minutos e o sobrenadante foi retirado para outro microtubo.
Repetiu-se uma vez o passo anterior. Em seguida foram adicionados 10uL de RNAse e
incubado em banho-maria 37°C por 30 minutos. Foi adicionado 0,6 volumes de isopropanol
gelado ao tudo e misturado suavemente até formar precipitado. O tubo foi centrifugado a
10000rpm por 20 minutos e o sobrenadante descartado. Ao precipitado foi adicionado 1mL de
etanol 70% e centrifugado a 10000rpm por 3 minutos, o sobrenadante descartado e deixado
secar a 37°C por 10 minutos. Entdo 50uL de tampédo Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0
(TE) foram adicionados e deixado agir overnight em geladeira. O sucesso da extracdo foi
conferido por eletroforese em gel de agarose a 0,7% (SAMBROOK E RUSSEL, 2001).

4.6 PCR

Apos a realizacdo da extracdo de DNA, foi realizada reacdo de PCR com o conjunto
de primers universais para fungos ITS 1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS 4 (5°-
TCCTCCGCTTGATATGC-3"). Foi utilizado 2uL. do DNA extraido e adicionados 5uL de
tampé&o verde Go Taq (Promega) 14uL de agua de PCR, 1uL de MgCl, 1pL do primer ITS 1
e 1pL do primer ITS 4, 0,5uL de dNTPs e 0,5uL Go Taqg Polimerase (Promega) totalizando
25uL para reacdo. Foi incubado em termociclador da Eppendorf com o programa: 95°C — 2
minutos, 94°C — 45 minutos, 50°C — 45 minutos, 72°C — 1 minuto, repete-se este ciclo 35
vezes entdo 72°C — 5 minutos e mantido a 4°C para conservacdo da amostra até que fosse

retirada do aparelho.



4.7 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para a visualizacdo do DNA e oligonucleotideos utilizou-se a eletroforese em gel de
agarose (SAMBROOKS & RUSSEL, 2001). Para DNA Total o gel construido foi de 0,7%
em 25mL de tamp&o Tris 0,89M; EDTA-Na, 0,02M; Acido Bérico 0,089M (TBE). Para 0s
fragmentos do DNA amplificados em PCR, 1% de agarose em 25ml de tampédo TBE. As
condigdes elétricas da corrida eletroforética foram de 100V e 20mA por aproximadamente

30min.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de xilanase e de outras enzimas tem sido amplamente estudada ha
décadas. Em estudos anteriores, a palha de milho demonstrou aumentar a producdo de
xilanase pelo fungo Aspergillus ochraceus, por isso 0 meio foi enriquecido com este
substrato. A enzima obtida ndo foi amplamente estudada neste trabalho, algumas referéncias
que se tem, inclusive da palha de milho, sdo de trabalhos anteriores, realizado pelo mesmo

laboratério com as mesmas condicdes.

5.1 PURIFICACAO DA XILANASE EM COLUNA DE TROCA IONICA

Na coluna DEAE, a enzima xilanase ndo ficou presa na matriz como esperado, sendo
eluida com o tampéo de lavagem da coluna, encontrando-se nos tubos de ensaio ainda antes
da passagem do NaCl. Na cromatografia de CM celulose observou-se a atividade xilanolitica
na passagem de NaCl 100mM. O objetivo da primeira cromatografia foi de retirar proteinas
que aderiram na DEAE. Na segunda, com CM-Celulose, foi de fracionar as proteinas aderidas
através da diferenca de forca i6nica. Obtendo-se uma fracdo parcialmente purificada de
xilanase. A enzima parcialmente purificada sera utilizada em futuros experimentos.

Li e colaboradores em 2010 obtiveram um Gnico pico de xilanase apés a passagem da
amostra na coluna CM-Sepharose, obtendo uma proteina com alta pureza, entretanto eles
realizaram precipitacdo como primeira etapa.

Sharma e colaboradores conseguiram purificar as duas xilanases com alta pureza.
Observa-se que foram utilizados diversos processos para atingir este objetivo. Isto indica que
é necessario a realizacdo de mais etapas para uma purificagdo de alta qualidade de uma

proteina.

5.2 SDS-PAGE E ZIMOGRAMA - ESTABELECIMENTO DESTE PROTOCOLO

Na figura 3 é mostrada a imagem do perfil de proteinas obtidas do fracionamento por
SDS -PAGE em uma metade. Na outra metade, o revelado para o zimograma. Foi aplicada a
amostra coletada com atividade xilanésica eluida com 100mM de NaCl. Foi possivel observar
que fracdo com a atividade xilanasica ainda ndo esta homogénea, pois apresentou mais do que

uma banda de proteina. Indicando que serdo necessarias mais etapas de purificacéo.



A imagem do gel foi obtida através de um ‘scanner’ de géis (ImageScanner Il GE-
Health Care). A figura 4 mostra a imagem do zimograma, obtida com uma camera
fotografica.

Com este trabalho, pode-se verificar que a purificacdo parcial que foi ensaiada podera
ser realizada através deste protocolo, podendo ser seguida as etapas de purificacdo por
determinacdo da atividade xilanasica, quanto pelo gel SDS-PAGE e zimograma.

Por haver proteinas de alto peso molecular acima da fragdo com atividade xilanolitica,
é possivel sugerir uma etapa de fracionamento por peso molecular. Ou ainda, reproduzir o
trabalho de Li e colaboradores (2010), onde anterior as etapas de cromatografia foi realizada
uma precipitacdo de por sulfato de aménio. Eles obtiveram no SDS-PAGE e no zimograma
apenas uma banda proteica de xilanase. A banda da xilanase do fungo Streptomyces rameus
L2001 tinha peso molecular aproximado de 21 kDa.

Jiang e colaboradores em 2010, também purificaram de forma homogénea a xilanase
produzida pelo fungo Chaetomium sp., sendo possivel observar apenas uma banda no SDS-
PAGE de aproximadamente 25,1 kDa.



FIGURA 3: Gel de SDS-PAGE. Frac@es eluidas em NaCl 100mM. Em (A) e (B) amostras idénticas da metade
do gel corado com Comassie-Blue. Em (C) e (D) amostras idénticas da metade do gel submetida ao zimograma
com coloracdo com vermelho de congo..



FIGURA 4: imagem colorida do zimograma. (D) e (C), sdo referéncias as mesmas amostras da figura 3

5.3 EXTRACAO DO DNA MICELIAL

O DNA foi extraido com sucesso conforme mostra a Figura 5 onde é possivel observar

bandas de DNA coradas com brometo de etidio.

FIGURA 5. Perfil de eletroforese em gel de agarose a 0,7%. (A) padrao de peso molecular ladder de 100kb e (B)
5ul do DNA extraido de Aspergillus ochaceus.



5.4 PCR

O PCR foi realizado com sucesso e o resultado avaliado em eletroforese em gel de

agarose a 1% Figura 6 esta apresentado o gel com as bandas de DNA coradas com brometo de

etidio.

FIGURA 6. Perfil de eletroforese em agarose a 1%. Em (A) padrdo de peso molecular ladder de 100kb e (B) e
(C) com 5pl do PCR com os primers ITS 1 e ITS 4 para amplificagéo a partir do DNA de Aspergillus ochaceus.

A extracdo de DNA também foi executada com sucesso, 0 DNA néo estava com tanta
qualidade, mas isso ndo atrapalhou a reacdo de PCR. A reacdo de PCR ocorreu conforme o
esperado, amplificando o gene de interesse com qualidade. Apds esta etapa o material
amplificado foi encaminhado para uma empresa de sequenciamento genético para

identificacdo molecular do fungo



6. ANALISE CRITICA SOBRE O ESTAGIO

O estagio no Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos da Unioeste-Cascavel foi
excelente. Foi possivel realizar e aplicar varias técnicas bioquimicas fundamentais para 0s
biotecndlogos, tais como: cromatografia liquida em coluna, eletroforese em gel de
poliacrilamida, PCR e etc.

Participar da implementacdo de uma metodologia como a do zimograma foi
importante para desenvolver capacidade critica.

Outras técnicas previamente conhecidas na Iniciacdo Cientifica como extracdo de
DNA, utilizacdo do espectrofotobmetro e confeccdo de meios de cultura, puderam ser
utilizadas para contribuir no estagio e ver suas aplicacfes em outros modelos experimentais.
Iniciar o estagio trazendo conhecimento pratico das técnicas citadas foi positivo, pois gerou
maior confianca por parte do supervisor do estagio.

Entretanto o tempo foi insuficiente para alcangar todos os objetivos do projeto. Foi
possivel perceber que necessita de dedicacdo integral para este tipo de trabalho.



7. CONCLUSOES

O protocolo usado para purificagdo da xilanase foi parcial, indicando ainda ser
necessaria mais uma etapa. Foi possivel a implementacdo do protocolo do zimograma com as
modificacdes. O protocolo de extracdo de DNA e PCR ensaiado foi bem sucedido, indicando

que a identificacdo por sequenciamento para identificacdo do fungo sera possivel.
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