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Padronizacao de microensaio para dosagem de
atividade xilanolitica
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Resumo

Métodos de quantificacdo de enzimas por microensaio sdo essenciais, principalmente, em
processos de screening, pois reduzem a quantidade de reagentes utilizados e aumenta o numero de
amostras a serem analisadas no mesmo ensaio. As xilanases sdo enzimas que catalisam a hidrélise
da xilana para produgao de xilose. Ainda ndo existe na literatura a padronizagao da determinagao
de microensaio desta enzima, portanto, o objetivo deste trabalho foi padronizar um ensaio para
determinacdo de xilanase em microescala. Nos experimentos, utilizou-se endoxilanase comercial
de Trichoderma longibrachiatum e xilana comercial de beechwood nas concentragdes de 1% e 4%
(p/v). A determinacdo da concentracdo de aglcares redutores totais (ART) foi realizada a partir de
5 pL de enzima (diferentes dilui¢cdes) e 45 uL de xilana. Os ensaios foram incubados a 50 °C em
termociclador. Em seguida, 120 pL de acido dinitrisalicilico (DNS) foram adicionados e o ensaio foi
submetido a fervura durante 10 minutos. Posteriormente, 150 uL do ensaio foram transferidos para
a microplaca de leitura e a absorbancia foi determinada (540 nm) para o calculo das concentracdes
de ART. O mesmo ensaio foi avaliado em outra configuracdo na qual foi adicionada uma etapa
de diluicdo do ensaio apds a fervura. Os ensaios foram realizados com tempos de incuba¢do em
termociclador de 5, 10, 15 e 30 minutos. Considerando as velocidades iniciais das reacdes, a taxa
de formacdo de produto foi linearmente proporcional a concentracdao de enzima utilizada, para
uma mesma concentracao de substrato. O tempo de incubagdo de 15 minutos foi estabelecido
para os ensaios enzimaticos futuros. As velocidades de formagdao de produto foram semelhantes
para as concentragdes de 1% e 4% de substrato, o que evidencia que a enzima ja estd saturada a
partir da concentragao de 1%. A quantificagdo de ART foi semelhante para as duas configuragcdes
de ensaio. O ensaio sem diluicdo foi selecionado, uma vez que se elimina uma etapa, minimizando
assim as chances de erro experimental e aumentando a sensibilidade do método. Portanto, foram
estabelecidas como condi¢des padrao para dosagem de atividade xilanolitica: concentracdo de
substrato em 1% (p/v) e tempo de reacdo de 15 minutos. Outros estudos serdo realizados para
extratos brutos. Contudo, ja foi possivel observar que para a padronizacdo do ensaio, a diluicdo
adequada do extrato deve fornecer, ao fim da reacdo, aproximadamente 0,0025 mg de ART,
garantindo que haja ainda o excesso de substrato recomendado para utilizacdo do método das
velocidades iniciais.
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