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RESUMO

As B-glicosidases sdao enzimas que hidrolisam ligagdes glicosidicas B-(1,4) terminais, funcéo
essencial a muitos processos bioldgicos, sendo, portanto, de grande interesse para a bioquimica
e a biotecnologia. Este trabalho teve como objetivo a obtencdo e o posterior estudo da
purificacao e imobilizagédo da B-glicosidase do fungo termofilico Thermoascus aurantiacus em
suportes supermacroporosos de poliacrilamida produzidos em condi¢des de congelamento
(conhecidos como criogel). A enzima foi produzida por fermentacdo em estado sélido
utilizando sabugo de milho como substrato. A primeira coluna utilizada (Capitulo 1) foi obtida
por modificacdo quimica do criogel pela introducdo dos grupos idnicos 2-(dimetilamino)etil
metacrilamida (DMAEMA). Os experimentos de adsorcdo foram realizados em diferentes
valores de pH e os resultados de rendimento (%) e fator de purificagdo foram calculados e
submetidos a ANOVA a 95% de significancia. O pH teve efeito significativo (p<0,05) no
rendimento, sendo que o melhor resultado foi obtido em pH 5,0 (82%). O fator de purificacdo
ndo variou e os resultados foram considerados baixos uma que vez que a eluicdo utilizada foi
isocratica (1,25-1,33). Entretanto, por meio de SDS-PAGE verificou-se que o extrato bruto foi
parcialmente purificado, independentemente do valor de pH. A segunda coluna sintetizada
(Capitulo I11) foi obtida pela incorporagdo do aminoacido L-fenilalanina na superficie do
criogel, e utilizada em testes de imobilizagdo de B-glicosidase via interagdo hidrofdbica. A
adsorcdo foi inicialmente estudada em funcdo do pH e verificou-se que o maior fator de
purificacdo foi obtido em pH 3,0. Em seguida, o efeito da temperatura e da forca idnica de
diferentes solugdes salinas na adsorcao e consequentemente na atividade da enzima imobilizada
foi avaliado. Além disso, a reutilizacdo do biocatalisador foi investigada por sete ciclos
consecutivos e nao foi observado decréscimo na sua atividade especifica. Nos dois casos, as
colunas de criogéis produzidos foram caracterizadas em termos de suas propriedades
morfoldgicas e hidrodindmicas. Os resultados obtidos no trabalho mostram que os criogéis
produzidos podem ser um potencial meio de separa¢do e imobilizagdo de proteinas.

Palavras-chave: B-glicosidase. Adsorcdo. Criogel. Interacao hidrofdbica. Troca idnica



ABSTRACT

B-glucosidases are enzymes that hydrolyze terminal B-(1,4) glycosidic bonds, an essential
function to many biological processes, that is of great interest in biochemistry and
biotechnology. The purpose of this study encompasses the obtaining and posterior purification
and immobilization studies of [B-glucosidase from thermophilic fungus Thermoascus
aurantiacus in supermacroporous supports of polyacrylamide produced in freezing conditions
(knows as cryogel). The enzyme was produced by solid state fermentation using corn cob as
substrate. The first cryogel column used (Chapter I1) was obtained by chemical modification of
the cryogel by the introduction of the ionic groups 2-(dimethylamino)ethyl methacrylate. The
adsorption experiments were carried out in different pH conditions and the results of yield (%)
and purification factors were calculated and submitted to ANOVA at 95% of significance level.
The efficiency was considerably affected (p<0.05) by the pH and the best result was achieved
at pH 5.0 (82%). Purification factors did not vary and the results were low since isocratic elution
was performed (1.25-1.33). However, SDS-PAGE was also realized to investigate purity and it
was verified that the crude extract was partially purified, regardless of the pH. The second
column synthetized (Chapter I11) was obtained by the incorporation of the aminoacid L-
phenylalanine on the cryogel surface and was used in -glucosidase immobilization tests via
hydrophobic interaction. The adsorption was initially studied as a function of the pH and the
highest purification factor was found at pH 3.0. Then, the effect of the temperature and ionic
strength of different saline solutions on adsorption and consequently on the activity of the
immobilized enzyme was evaluated. In addition, the reuse of the biocatalyst was investigated
for seven consecutive cycles and no decrease on its the specific activity was observed. In both
cases, the cryogel columns produced were characterized in terms of their morphological and
hydrodynamic properties. The results obtained in this work show that the cryogels produced

can be potential supports of protein separation and immobilization.

Keywords: B-glucosidase. Adsorption. Cryogel. lon Exchange. Hydrophobic interaction
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1. INTRODUCAO GERAL

As B-glicosidases sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza e que séo
responsaveis pela hidrolise de ligagdes B-glicosidicas em dissacarideos e oligossacarideos,
liberando moléculas de glicose. As B-glicosidases desempenham papéis em diversos estagios
bioldgicos e por isso sdo consideradas enzimas biologicamente e industrialmente importantes.
Dentre suas aplicac@es biotecnoldgicas, a que mais se destaca é a degradacdo da biomassa para
producdo de etanol de segunda geracdo. Entretanto, aplicacdes nas areas farmacéuticas, de
alimentos e de bebidas vém cada vez mais recebendo atencdo, tanto em pesquisas quanto em
aplicacdes tecnoldgicas.

Em processos industriais, a utilizacdo de enzimas que apresentem termoestabilidade é
desejada uma vez que grande parte destes processos ocorrem em altas temperaturas devido as
suas vantagens, tais como altas taxas reacionais, diminuicdo da viscosidade dos fluidos,
aumento da solubilidade de substratos e minimizagéo dos riscos de contaminagdo. Dessa forma,
0 estudo e a obtencdo de enzimas termoestaveis sdo importantes na enzimologia aplicada.
Enzimas estaveis em altas temperaturas sdo geralmente secretadas por microrganismos
termofilicos, como o fungo filamentoso Thermoascus aurantiacus, o qual cresce bem em
biomassa lignoceluldsica proveniente de residuos como bagaco de cana, farelo de trigo e sabugo
de milho. A fermentacdo em estado solido é um processo fermentativo particularmente
adequado para substratos solidos, uma vez que apresenta vantagens como alta produtividade,
estabilidade dos produtos finais, baixos consumos de dgua e energia, entre outros.

Os processos catalisados por enzimas constituem uma alternativa aos processos
guimicos convencionais, entretanto, as enzimas ainda sao mais onerosas, principalmente em
funcdo do grau de pureza desejado e das varias etapas de purificagdo requeridas. Assim, 0
desenvolvimento de novos materiais e técnicas € necessario visando a diminuigdo dos custos
finais de obtencdo. Dentre as etapas de purificagdo, as separa¢des cromatograficas sdo bastante
utilizadas devido a eficiéncia e a pureza obtida.

Aimobilizacdo de enzimas é uma estratégia onde, teoricamente, a enzima fica retida em
um suporte, seja por interacGes quimicas de baixa energia ou por ligagdo covalente, para ser
utilizada por tempo indefinido. A imobilizacdo apresenta muitas vantagens como reutilizagéo
do biocatalisador, diminuindo os custos de aquisi¢do de novos, facilidade de separacdo dos
produtos e aumento da estabilidade quimica e térmica das enzimas. Alem disso, o processo de

imobilizacdo possibilita a aplicacdo do sistema em processos continuos ou semi-continuos.
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Porém, o método de imobilizacdo e o tipo de interacdo entre o suporte e a enzima afetam
diretamente a estabilidade e a atividade catalitica recuperada.

A escolha do material a ser utilizado como suporte de separacao e ou imobilizacdo € um
dos fatores determinantes na eficiéncia do processo. Os criogéis sdo géis poliméricos
produzidos em condig¢des de congelamento e tém sido considerados promissores na separagao
de biomoléculas. Suas propriedades como elevada porosidade e baixa resisténcia ao
escoamento, permitem o processamento de extratos brutos e meios viscosos € ou pouco
clarificados, o que pode contribuir para a diminuicdo do numero de etapas de downstream.
Além disso, sdo materiais quimicamente estaveis, de facil preparo e baixo custo e, dessa forma,
tém sido testados na purificagédo e imobilizagdo de uma grande variedade de enzimas com
resultados satisfatorios. Contudo, estudos referentes ao preparo dos suportes e da sua
reutilizacdo ainda sdo necessarios para ampliar o conhecimento acerca destes materiais. Além
disso, enzimas diferentes apresentam estruturas moleculares diferentes, resultado também, em
interacOes diferentes com os suportes.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a utilizacdo de criogéis
supermacroporosos, baseando-se tanto nas técnicas de adsorcdo por troca idnica quanto na de
interacdo hidrofobica, como um possivel protocolo de purificagdo e imobilizagdo da enzima [3-

glicosidase.
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5. CONCLUSAO GERAL

A B-glicosidase foi produzida por fermentagdo em estado solido, objetivando-se a
utilizacdo de subprodutos geralmente descartados.

Os criogéis utilizados como suporte foram sintetizados no laboratério e tiveram suas
principais caracteristicas morfolégicas e hidrodinamicas avaliadas, e o0s resultados
experimentais obtidos indicaram a sua adequabilidade para utilizacdo em ensaios de purificacdo
e imobilizacdo da B-glicosidase produzida.

A avaliacdo geral dos resultados obtidos mostrou que os criogéis produzidos possuem
potencial de aplicacdo na purificacdo e imobilizacdo da B-glicosidase, uma vez que a enzima
manteve sua atividade catalitica apds a etapa de adsor¢édo, o que € essencial para a continuacdo
dos estudos destes processos. Por meio da cromatografia de troca idnica, foi possivel observar
purificacdo parcial do extrato bruto utilizado.

Entretanto, mais estudos precisam ser desenvolvidos visando otimizar a interacdo da
enzima com o suporte e consequentemente melhorar parametros como eficiéncia de separacéo,
eficiéncia de imobilizagéo, fator de purificacdo, entre outros.

Além disso, por meio da revisdo de literatura realizada, foi possivel concluir que embora
grande parte dos resultados obtidos com a imobilizacdo de B-glucosidase sejam significativos,
0 nimero de enzimas imobilizadas realmente implantando no mercado ainda € baixo, 0 que
requer constantemente a pesquisa pelo método, tipo de suporte e fonte de enzima que seja o
mais adequado possivel para a aplicagdo industrial.
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