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Resumo
O objetivo deste trabalho foi analisar as propriedades bioquímicas da endoxilanase extracelular do fungo Thermomyces lanuginosus isolado da Mata Atlântica do Oeste do Paraná.  A enzima apresentou características bioquímicas de pH ótimo 6,5, e 100% de estabilidade por 100 horas de incubação na faixa de pH de 5,0-7,5. A temperatura ótima de atividade enzimática encontrada foi 75°C, e 100% de estabilidade nas temperaturas de 40, 50 e 65°C após 300 minutos de incubação. Compostos como os íons Mg2+, Mn2+ e os agentes redutores DTT e β-mercaptoetanol acentuaram a atividade xilanásica, porém os íons Fe3+, Sn2+ e Ag+ inibiram a atividade enzimática. Portanto, a xilanase de T. lanuginosus apresentou características relevantes com potencial para aplicação nos setores industriais, como no branqueamento de polpa celulósica e peletização de ração animal. 
Introdução
As xilanases (EC 3.2.1.8) são enzimas que pertencem à família das glicosil hidrolases (GH) que catalisam a hidrólise de ligações 1,4-β-D-xilosídicas da cadeia principal do xilano, o principal componente da hemicelulose (Collins et al., 2005). As xilanases produzidas por fungos termofílicos têm sido alvo de estudo principalmente para aplicação biotecnológica, tais como processos que necessitam de temperaturas elevadas como, por exemplo, no branqueamento da polpa celulósica (55-70ºC) e na peletização da ração animal (70-95ºC) (Collins et al., 2005; Kanwar & Devi, 2012). Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi analisar as propriedades bioquímicas da endoxilanase extracelular do fungo termofílico Thermomyces lanuginosus.
Materiais e Métodos
Obtenção da xilanase e determinação enzimática 

A endoxilanase extracelular de T. lanuginosus foi obtida de cultivo líquido com palha de milho 1% e purificada em coluna cromatográfica de troca iônica DEAE-Sephadex. A atividade da xilanase foi determinada utilizando 500µL da enzima devidamente diluída com 500µL de substrato xilano de Beechwood 1% (p/v) dissolvido em tampão fosfato de sódio 0,05M pH 6,5. A mistura da reação foi incubada a 75ºC por 10 minutos e interrompida com adição do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), e os açúcares redutores produzidos foram quantificados conforme o método de Miller (1959). A unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 micromol de açúcar redutor por minuto nas condições de ensaio.

Influência da temperatura e pH  na atividade enzimática e sua estabilidade 
 A temperatura ótima da xilanase purificada foi determinada incubando a enzima em banho-maria nas várias temperaturas (35 a 85°C) por 10 minutos, e em seguida a atividade xilanásica residual foi mensurada em condições padrões de ensaio. A termoestabilidade foi conduzida incubando a enzima diluída nas temperaturas 40, 50, 65 e 75°C por até 300 minutos. Para determinação de  pH ótimo de atividade da xilanase foi realizada utilizando seguintes tampões: tampão McIlvaine  0,1M  no intervalo de pH 2,5 a 8,0 e tampão Tris-HCl 0,1M para o pH 8,5. A estabilidade ao pH foi determinada incubando a enzima diluída em tampão McIlvaine (pH 5,0 a 8,0) em banho de gelo por 100 horas e a atividade xilanásica residual foi mensurada a 65°C após a retirada de alíquotas em diferentes tempos. 
Efeito de diferentes compostos sobre a atividade xilanásica

O efeito de vários compostos, tais como: Fe3Cl2, HgCl, MgCl2, SnCl2, MnSO4, CuSO4, ZnSO4, AgNO3, EDTA, SDS, DTT, β-mercaptoetanol, etanol, acetona, butanol, glicerol e Triton X100, foi analisado incubando-os com a xilanase purificada por 10 minutos em banho de gelo, e em seguida a atividade xilanásica residual foi mensurada em condições padrões de ensaio. A concentração final desses compostos na solução enzimática foi de 1 e 5 mM ou 1 e 5%. 

Resultados e Discussão

A xilanase de T. lanuginosus exibiu pH ótimo de 6,5 (Figura 1A), enquanto Khucharoenphaisan et al. (2010) relataram pH ótimo de 6,0 para a xilanase de T. lanuginosus THKU-49. A estabilidade da xilanase deste estudo foi 100% na faixa de pH 5,0-7,5 por até 100 horas de incubação a 4°C (Figura 1B), tendo sua atividade diminuída para 98,3% em pH 8,0. 
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Figura 1. Influência do pH (A) e estabilidade ao pH (B) da xilanase de T. lanuginosus.
A temperatura ótima de atividade xilanásica de T. lanuginosus foi 75°C (Figura 2A) e a estabilidade térmica foi 100% nas temperaturas de 40, 50 e 65°C após 300 minutos de incubação, e 99,8% após 180 minutos em sua temperatura ótima (Figura 2B), com tempo de meia vida (T1/2) de 199,5 minutos a 75°C.  Resultados similares foram obtidas com xilanases de T. lanuginosus CAU44 (Jiang et al., 2005) entretanto, a xilanase de Thermomyces lanuginosus CAU44 apresentou termoestabilidade até 65°C por apenas 30 minutos em pH 6,2. 
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Figura 2. Influência da temperatura (A) e estabilidade térmica da xilanase (B) de T. lanuginosus.
Alguns compostos como os íons Mg2+, Mn2+ e os agentes redutores DTT e β-mercaptoetanol aumentaram a atividade xilanásica em 19, 53, 40 e 27%, respectivamente, na concentração de 5mM. Entretanto, os íons Fe3+, Sn2+ e Ag+ inibiram a atividade da xilanase de T. lanuginosus.

Tabela 1 – Efeito de diferentes compostos sobre a atividade da xilanase de T. lanuginosus
	Compostos
	Atividade residual (%)

	
	1mM
	5mM

	Controle
	100
	100

	Fe3Cl2
	0
	0

	HgCl
	43
	27

	MgCl2
	105
	119

	SnCl2
	0
	0

	MnSO4
	128
	153

	CuSO4
	31
	15

	ZnSO4
	78
	42

	SDS
	50
	21

	AgNO3
	28
	0

	EDTA
	90
	62

	DTT
	102
	140

	β-mercaptoetanol
	120
	127

	Etanol
	72
	55

	Acetona
	100
	57

	Butanol
	77
	36

	Glicerol
	82
	82

	Triton X100
	98
	93


Conclusões
A endoxilanase de T. lanuginosus, um isolado proveniente do solo da Mata Atlântica do Oeste do Paraná, apresentou características bioquímicas relevantes com potencial para aplicações nas áreas de branqueamento da polpa celulósica e peletização de ração animal.
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