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RESUMO

Um dos interesses biotecnoldgicos e econdmicos da atualidade € otimizar
0o emprego da biomassa em processos industriais mediado por
biocatalisadores, como as enzimas. O objetivo do presente trabalho foi
purificar e caracterizar uma endoglucanase produzida pelo fungo
Rasamsonia emersonii S10, em fermentacdo em estado soélido, tendo
como substrato residuos lignocelulésicos. A partir de solucdo enzimatica
bruta detectou-se 2 isoformas da enzima, com massas moleculares de 45
e 60 kDa, sendo escolhida a primeira para ser purificada. A solugéo foi
clarificada em carvao ativado e concentrada por ultrafiltragéo tangencial.
A endoglucanase foi purificada em coluna cromatogréfica i6nica e de
exclusdo molecular, intermediada por dialise. O processo levou a um fator
de purificacdo de 6,7 e rendimento de 8,8%. A enzima apresentou
temperatura 6tima de 85,3 °C e pH 4,0. Ativacao foi evidenciada quando a
enzima foi mantida de 40 até 60 °C. A enzima foi estavel, quando mantida
em temperaturas de 65 a 80 °C e faixa de pH entre 6 e 7,5. Estudo do
efeito de ions e compostos organicos revelaram ativacdo em presenca de
MnCl, e inibichio por HgCl, e &cido 4-hidroxibenzéico e 5-
hidroximetilfurfural. A enzima mostrou afinidade por CMC, porém também
foi capaz de hidrolisar Avicel®. A CMCase exibiu Km de 3,53 mg.mL™" e
Vmax de 2,86 pmol/min.mL. Os parametros termodinamicos indicaram
uma endoglucanase estavel a altas temperaturas, com tempo de meia

vida de 355 min a 40 °C e temperatura de fusdo em 89 °C.

Palavras-chave: celulase; endoglucanase; Rasamsonia emersonii;

termoestabilidade.



ABSTRACT

Nowadays, one of the technological and economic interests is to optimize
the use of biomass in industrial processes mediated by biocatalysts such
as enzymes. The objective of this study was to purify and characterize an
endoglucanase produced by the fungus Rasamsonia emersonii S10 in
solid state fermentation, as substrate lignocellulosic residues. From the
crude enzyme solution was detected 2 isoform of the enzyme, with a
molecular weight of 45 kDa and 60, the first being chosen to be purified.
The solution was clarified by activated carbon and concentrated by
tangential ultrafiltration. The endoglucanase was purified by ion
chromatographic and molecular exclusion mediated by dialysis. The
process led to a purification factor of 6.7 and 8.8% yield. The enzyme
showed optimum temperature of 85.3 °C and pH 4.0. Activation was
observed when the enzyme was maintained at 40 to 60 °C. The enzyme
was stable when maintained at temperatures 65-80 °C and pH between 6
and 7.5. Study of the effect of ions and organic compounds showed
activation in the presence of MnCl, and HgCl, inhibition and 4-
hydroxybenzoic acid and 5-hydroxymethylfurfural. The enzyme showed
affinity for CMC, but was also able to hydrolyze Avicel®. The CMCase
exhibited Km 3.53 mg.mL* and Vmax of 2.86 mmol/min.mL™*. The
thermodynamic parameters indicated endoglucanase stable at high
temperatures, with half-life of 355 min at 40 °C and the melting

temperature at 89 °C.

Keywords: cellulase; endoglucanase; Rasamsonia  emersonii;

thermostability.
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1. INTRODUCAO

Um dos interesses biotecnologicos e econémicos da atualidade é
otimizar o emprego da biomassa em processos industriais para obtencao
de produtos com alto valor agregado utilizando biocatalisadores. Areas
como de alimentos, farmacéutica, energia e plataformas de produtos
quimicos estdo intensificando cada vez mais 0 uso desse processo.
Entretanto, é no setor energético que o aproveitamento da biomassa tem
sido mais representativo, em substituicdo aos materiais de origem féssil.

As questbes politicas regionais e internacionais tornaram o
comeércio e oferta desses produtos ndo renovaveis em pontos de conflito,
gerando inseguranc¢a aos paises que concentram dependéncia energética
nesses produtos.

Outro aspecto é a natureza recalcitrante desse tipo de produto e
seus derivados no meio ambiente gerando problemas de poluicdo dos
solos, agua, chuvas acidas e outros problemas a salde humana e do
ambiente, além de nao se tratar de um agente ciclico no ambiente.

Em funcdo desses fatos, a fonte de energia féssil estd sendo
gradativamente substituida por outras de origem renovavel, como a
biomassa e os bioprodutos.

Um meio encontrado para aproveitamento total dos recursos das
fontes renovaveis é a biorrefinaria, que integra processos de conversao
da biomassa em biocombustiveis, insumos quimicos, materiais, alimentos,
racdes e energia.

A biorrefinaria € entendida como um sistema de processos
associados que converte um produto inicial em outros de maior valor
agregado de forma a enriquecer e agregar valor a cada fracdo do material
primordial. Enquanto que na refinaria tradicional o produto inicial
(petrdleo) é liquido, homogéneo e possui baixo teor de oxigénio, na
biorrefinaria a biomassa é, na maioria das vezes, solida, heterogénea e
composta por moléculas oxigenadas. Assim, o custo de separacdo dos

7

componentes da biomassa é o principal desafio, necessitando de



18

metodologias especificas que muitas vezes ndo estao disponiveis ou nao
estdo ainda numa forma otimizada.

Uma estratégia investigada para viabilizar a separacdo dos
componentes da biomassa por um método bioquimico € a aplicacdo de
catalisadores bioldgicos, estes representados pelas enzimas microbianas.
A fase de hidrdlise, feita principalmente por enzimas fungicas termofilicas,
vem se tornando cada vez mais aceita e aplicavel no cenario industrial.
Entretanto, as enzimas comercializadas no Brasil sdo produzidas por
grandes empresas multinacionais e, por serem originadas de cepas
microbianas mesofilicas, ndo tém estabilidade necessaria para o uso nas
condicBes de temperatura de plantas industriais.

Com base no que foi apontado acima, o grupo de pesquisa, ao qual
esta vinculado este projeto, tem isolado cepas fungicas termofilicas do
ambiente e caracterizado suas enzimas, buscando encontrar exemplares
com caracteristicas que confiram tolerancia as condi¢cbes de aplicacédo,
além de alta atividade. Uma dessas caracteristicas € a tolerancia a
temperaturas acima de 40 °C e a ampla faixa de pH. Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo a purificacdo e caracterizacdo de
uma endoglucanase termoestavel produzida pelo fungo termofilico
Rasamsonia emersonii S10, o qual apresenta como diferenciador a

capacidade de crescer a 55 °C.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica representa o material organico de
origem vegetal, sendo abundante e disponivel nos residuos agricolas e
agroindustriais. Esse material é constituido por celulose (38 — 50%),
hemicelulose (23 — 32%), lignina (15 — 25%) e fracbes minerais
(MAMMAN et al., 2008). A celulose e a hemicelulose sdo polissacarideos
que podem ser convertidos em agucares fermentesciveis, enquanto que a
lignina € um composto polifendlico (WANG et al., 2009). A lignina € um
polimero amorfo, reticulado e tridimensional que se associa estreitamente
com a celulose e a hemicelulose na constituicdo das paredes das células
vegetais (MUSSATTO et al., 2008).

Todos os componentes da biomassa sao fortemente entrelagcados
e unidos através de ligacGes covalentes e ndo covalentes que constituem
a matriz lignocelulésica. Dessa forma, a estrutura dessa matriz possui
uma caracteristica recalcitrante o que significa baixa degradacdo por
enzimas (SUN et al., 2015).

A possibilidade do aproveitamento da biomassa lignoceluldsica
visando a obtencdo de bioprodutos, principalmente etanol, exige um
entendimento total da estrutura e organizacdo, além das enzimas que

degradam esse material.

2.1.1. Celulose
Por sua caracteristica renovavel e ser composta por glicose, a

celulose vem sendo muito estudada focando aplicagcbes nas éareas
meédicas, alimenticias e outras biotecnoldgicas (CIOLACU et al., 2011;
BHAT, S.; BHAT, 1997).

A celulose é um polimero de cadeia linear, altamente ordenado e
de alta massa molecular constituida por unidades repetidas de p-D-
glucopiranoses, as quais se ligam covalentemente por ligacbes B-1,4

entre o grupo OH no atomo de carbono 4 (C4) e o atomo de carbono 1
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(C1), por isso a nomeagao [-1,4-glucano (Figura 1). Dessa forma, a
celulose apresenta-se na forma de um extenso polimero de cadeia linear
(MELO, 2007).

O grau de polimerizacao da celulose nativa, dependendo da sua
fonte, pode chegar a mais de 5000 unidades de glicose (FENGEL;
WEGENER, 1989). As ligacdes de hidrogénio intermoleculares frequentes
no interior da matriz de celulose resultam numa orientacdo semelhante na
maioria das moléculas, formando as microfibrilas. Dependendo do grau de
organizacdo da sua estrutura, a celulose pode apresentar regides
cristalinas (altamente ordenadas) ou amorfas (distribuidas aleatoriamente)
(SHEN; GU, 2009).

Figura 1: Estrutura molecular da celulose.

CH,OH CH,OH CH,OH
I
H C—0O H C—20O '3
v é/ N L H
CEY R CEY RN /? °
'?_‘f/ : \c
H  OH H  OH

Fonte: ACHARYA e CHAUDHARY (2012)

2.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos ramificados
responsaveis por 15-30% da biomassa lignoceluldésica dependendo do
tipo, origem e ambiente de cultivo da planta (SCHELLER; ULVSKOV,
2010). As hemiceluloses s&o polissacarideos -caracterizados como
polissacarideos ndo-amilaceos e nao-celuldosicos (FENGEL; WEGENER,
1989).

Esse grupo de polissacarideos pode ser formado por uma vasta
variedade de constituintes como pentoses (xilose, ramnose e arabinose),
hexoses (glucose, manose e galactose) e acidos urdnicos (acidos 4-o-

metilglucurénico e galacturénico) (Figura 2).
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A heterogeneidade quimica e estrutural da hemicelulose leva a
numerosas interacdes com outros componentes da parede celular.
Modelos estruturais atuais de paredes celulares secundarias de células
maduras mostram hemicelulose, lignina e proteinas estruturais formando
uma matriz circundante das macrofibrilas de celulose com diametros de
10-20 nm. As hemiceluloses aderem as macrofibrilas através de ligactes
de hidrogénio e interacbes de van der Waals. A xilana € o principal
constituinte da hemicelulose, e corresponde a um polimero de D-xilose
unidas por ligagdes B-1,4 (ALTANER; JARVIS, 2008; DAMMSTROM et
al., 2009; COSGROVE; JARVIS, 2012; LANGAN et al., 2014).

A deposicdo da hemicelulose na parede celular antecede a
lignificagdo e estabiliza sua interagdo com a celulose devido a suas
ramificacbes e cadeias laterais (PEREIRA RAMOS, 2003). As cadeias
laterais na hemicelulose, formadas por diversos acucares, constituem a
principal diferenca entre essa classe de polissacarideos e a celulose, visto

que esta é composta por oligdmeros hidrolisaveis (SANCHEZ, 20009).

Figura 2: Estrutura dos principais componentes moleculares da
hemicelulose e da estrutura do polimero.

PENTOSES HEXOSES ACIDOS HEXURONICOS DEOXIEXOSES
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H H HO H HO H H H
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H OH H OH
p-D-xilose p-D-glucose acidofi-D-glucurdnico a-L-ramnose
H Ao COOH H
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a-D-arabinopiranose p-D-manose acidou-D-4-O-metilglucurdnico a-L-fucase

OH COOH

o OH /
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HO™ H OH . e O H OH

a-L-arabinosefuranose «a-D-galactose acidowu-D-galacturdnico

Fonte: RODRIGUES e CAMARGO (2008)
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2.1.3. Lignina

A lignina é o componente ndo-carboidrato da matéria vegetal. E
depositada juntamente com 0s compostos carboidratados da parede
celular secundaria nas plantas (SANDGREN et al., 2005).

A lignina € um polimero amorfo, complexo e tridimensional
composto por trés unidades de fenilpropano, o-p-hidroxifenil, guaiacil e
siringil. As propor¢cdes das unidades monoméricas sdo altamente
variaveis e dependem principalmente das espécies lignocelul6sicas
(NEUTELINGS, 2011). A lignina esta associada a hemicelulose
covalentemente por ligacdes éster, formando uma matriz que envolve as
microfibrilas de celulose. Sua principal funcdo € dar sustentacdo e
resisténcia as plantas contra ataques de microrganismos e ao estresse

oxidativo (Figura 3).

Figura 3: Representacdo molecular parcial da lignina.
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Fonte: LE FLOCH et al.(2015)
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2.2. Aproveitamento da biomassa lignocelulgsica
A biomassa é considerada uma excelente fonte de acucares e

compostos fenodlicos para producdo de diversos produtos quimicos,
inclusive combustiveis. As caracteristicas que favorecem sua utilizacdo
sdo, principalmente, a sua natureza renovavel, baixo impacto ambiental
na sua obtencdo e utilizacdo, versatilidade e disponibilidade (XIU;
SHAHBAZI, 2013).

Em virtude dos aspectos mencionados, inicialmente a biomassa
foi foco de interesse apenas para a producdo de biocombustiveis
(combustiveis produzidos a partir da biomassa) como o etanol de
segunda geracdo. No entanto, apesar dos avancos tecnolégicos, o
processo de producdo do etanol ainda apresenta-se onerosa
considerando o preco do produto final. Deste modo, o meio encontrado
para viabilizar a aplicagdo da biomassa foi a adogdo do sistema de
refinaria, ou neste caso, biorrefinaria (green biorefinery). O foco deste
conceito é conceber uma variedade de produtos de maior valor, além de
produtos de base, visando novas linhas de producdo, como o0s
biocombustiveis. A partir dessa estratégia, todo o processo garante um
aumento da geracdo de receita e maior potencial competitivo (TAKARA;
KHANAL, 2011).

A biorrefinaria utiliza, com maior frequéncia, gramineas verdes
como matéria-prima. Essas monocotileddneas possuem uma composicao
bioquimica favoravel ao processo, posto que possuem baixos niveis de
constituintes ndo carboidratos. Na etapa de pré-tratamento, que visa
principalmente a retirada de lignina para maior aproveitamento dos
compostos carboidratos, as gramineas superam outras variedades
vegetais por necessitarem de pré-tratamentos menos drasticos (MANDL,
2010). Outras vantagens deste tipo de cultura sdo os elevados
rendimentos de biomassa por hectare por ano, baixos requisitos de
fertilizacdo e pesticidas e adaptabilidade. Além disso, nessas culturas, a

biomassa até entdo, era interpretada como residuo, considerando que
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seu desenvolvimento destinava-se apenas a producdo de um produto
principal, como cereais, o caldo da cana-de-aclUcar, entre outros
(WOODWARD, 2008).

Como visto na Figura 4, a biomassa passa por uma prensagem
no inicio do processo, visando a separacdo dos compostos em duas
fracbes. Esse evento desagrega as fibras (lignocelulose) da porcao
soluvel (caldo) e é executado com o objetivo de facilitar a separacédo dos
produtos. Na biorrefinaria, tanto a porcao fibrosa quanto a porgao soluvel,
sao precursores de produtos finais (XIU; SHAHBAZI, 2015).

Figura 4. Sistema de funcionamento de uma biorrefinaria.

_), — Pellet de forragem e
combustivel sdlido
Digestio —
g anaerobica -
Bolo de —
»  prensagem | 5 Proc?ug:ao de
(lignocelulose) fibras —> | Materiais
Fermentagio,
gaseificagio
7| tuetags
- Fracionamento liguefagio —> | Biocombustiveis
Biomassa | —| humido/seco hidrotermal
por prensa
S
Caldo de parag=
prensagem
> (proteinas,
i ermentach
soliveis) | fermentagio —» | Acidoslaticos
| ansersii
anaerdbica —> | MNutrigao
| 5 Calddq d:
usadireto -3 | Meio de fermentagio

Fonte: XIU; SHAHBAZI (2015) - modificado

Inicialmente, o maior interesse nos processos de biorrefinarias era
em componentes principais da biomassa, ou seja, celulose, hemicelulose
e lignina. Contudo, apos o estudo detalhado desses materiais evidenciou-
se a existéncia substancial de produtos biologicos finos, como proteinas e
acidos orgéanicos, os quais, pelo preco do produto final, proporcionam
maior rentabilidade (HASAN et al., 2013).
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Entre os procedimentos utilizados na biorrefinaria, a bioconverséo
de produtos através de microrganismos e suas enzimas mostram-se
vantajosos em relacdo a tecnologias de conversdes térmicas e quimicas.
As condicdes de temperatura e pressao apresentadas pela primeira séo
mais amenas que as encontradas nos mecanismos de combustéo direta,
pirdlise, gaseificacdo e liquefacdo (KUNDU et al., 2015). Por essas
razdes, o0 desenvolvimento e investimento em pesquisas para
compreender todas as rotas bioquimicas do processo e implementacdo
dos melhores e mais rentaveis métodos para a obtencdo desses
bioprodutos. Nesse contexto, pesquisas em processos fermentativos
diretos, com microrganismos ou com 0 uso de suas enzimas em varias
etapas, podem levar ao desenvolvimento de processos com rentabilidade
compativel as necessidades do mercado.

2.3. Cultivo de microrganismo em substrato sélido

Dois tipos de cultivos s&o utilizados para o0 crescimento
microbiano dentro de plantas industriais: o cultivo submerso e o cultivo em
estado sdlido. A fermentacdo submersa (SmF) é a técnica mais utilizada
em escalas industriais, no qual as fontes de carbono e de nutrientes
minerais estdo disponiveis em meio aquoso. O cultivo em estado sélido
(FES) consiste em um processo no qual o substrato sélido € utilizado pelo
microrganismo como fonte de carbono e energia ou apenas como
suporte, porém a atividade de agua do meio € baixa (PANDEY et al.,
2000).

Fungos séo considerados os microrganismos mais adaptados a
FES, pois suas hifas crescem na superficie entre ou dentro das particulas,
em funcdo do crescimento apical e da intensa secrecdo de enzimas
extracelulares (GRAMINHA et al, 2008; RODRIGUEZ COUTO;
SANROMAN, 2005).

A baixa atividade de &agua no processo solido implica em

particularidades fisiologicas dos microrganismos relacionadas ao seu
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crescimento vegetativo, reprodutivo (esporos mais resistentes) e a taxa de
germinacao de esporos. A aeracdo € outro fator importante no processo,
pois determina a oxigenacdo, remocdo de gas carbdnico, regulacdo de
temperatura, umidade e distribuicAo de compostos volateis no meio
(HOLKER; LENZ, 2005).

Quando os parametros definidos para o processo fermentativo em
estado solido estdo adequados a linhagem, muitas vantagens sé&o
contabilizadas, como alta produtividade, menor necessidade de espaco e
energia e baixo custo do meio de cultivo. O cultivo em estado sdlido tem
sido usado para a obtencéo de celulases (KANG, 2004; GAO et al., 2008),
xilanases  (KANG, 2004), pectinases (RODRIGUEZ COUTO;
SANROMAN, 2005), ligninases (PAPINUTTI; FORCHIASSIN, 2007) e

varias outras enzimas e bioprodutos.

2.4. Microrganismos termofilicos

Embora a maioria das espécies de microrganismos descrita seja
mesofilica, vivendo em temperaturas entre 20 e 35 °C, algumas espécies
sdo termotolerantes ou termofilicas, ou seja, toleram e/ou requerem
temperaturas acima de 40 °C (Tabela 1) (MADIGAN et al., 2010).

Tabela 1. Classificagdo dos microrganismos de acordo com sua
temperatura 6tima de crescimento.

Classificagcao dos Temperatura 6tima (°C)

microrganismos

Psicrofilos 2-12

Mesofilos 30-45

Termofilos 45 - 65
Hipertermdfilos >80

Fonte: MADIGAN et al.2010; TAYLOR; VAISMAN, 2010
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A termofilia pode ser uma propriedade de Bacteria, Archaea ou
fungos, enquanto que hipertermofilia é encontrada principalmente em
procariotos. Dentre os organismos termofilicos, géneros como Sufolobus,
Thermoplasma, Thermoproteus, Methanobacterium, Pyrococcus e
Thermococcus séo representantes do dominio Archaea (UZAWA et al.,
2002). Representando o dominio Bacteria, 0s principais organismos
termofilicos pertencem ao género Bacillus, Thermus, Thermomicrobium,
Thiobacillus, Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermobacteroides e
Methanobacterium (MADIGAN; OREN, 1999).

Nos dominios Archaea e Bacteria podem ser encontradas
espécies crescendo em temperaturas acima de 100 °C como o género
Pyrodictium (Archaea), capaz de crescer a 121 °C (MADIGAN et al.,
2010).

Poucas espécies fungicas termofilicas foram descritas até o
momento, comparado com o numero de mesofilicas, e nenhum exemplar
hipertermofilo foi descrito, assim como néo foi relatada a existéncia de
microrganismos eucaridticos com crescimento acima de 62 °C (MORA et
al., 2011). O sistema de membrana dos organismos eucariéticos parece
ser o fator limitante da adaptacdao ao crescimento em temperaturas acima
de 60 °C. Ainda ndo sao entendidas as diferencas entre a composicao
dos lipidios e de proteinas ligadas as membranas e a composicao de
suas cadeias respiratorias quando esses microrganismos crescem em
condi¢cBes mesofilicas e termofilicas (GOMES et al., 2007).

Sabe-se que os grandes poros existentes nessas membranas sao
incompativeis com a estabilidade térmica. Ainda, a estabilizagdo térmica
das membranas por sistema de saturagéo dos acidos graxos como ocorre
nos procariotos, dificultaria principalmente, a atividade da membrana
nuclear (TANSEY; BROCK, 1972). A maioria dos fungos termofilicos
descritos fazem parte das ordens Sordariales, Eurotiales e Mucorales
(BERKA et al., 2011).
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Esses microrganismos sédo de grande interesse em processos de
conversdo da biomassa, pois sdo fontes de enzimas termoestaveis. As
vantagens de hidrélise em altas temperaturas sdo reacdes mais rapidas,
viscosidade do meio reduzida e menor risco de contaminacgéo (VIIKARI et
al., 2007).

2.4.1. Fungo termofilico Rasamsonia emersonii

O fungo R. emersonii pertencente ao filo Ascomycota, classe
Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae. E um fungo
termofilico e foi uma das espécies que passaram pela exclusdo de dupla
nomenclatura pelo Cddigo de Nomenclatura Internacional para Algas,
Fungos e Plantas (NORVELL, 2011).

A partir de 2011, para uma melhor coeréncia do cédigo, ficou
estabelecido que fungos deveriam ter apenas uma nomeacao. Anterior a
essa normatizacdo, formas anamorfas (fase assexuada) e teleomorfas
(fase sexuada) de mesmas espécies eram descritas como espécies
diferentes. Conforme essa nova regra 0 nome da espécie deve ser aquele
de divulgacdo mais antiga, legitima e mais amplamente usada
(NORVELL, 2011; BRAUN, 2012). R. emersonii, usado no presente
trabalho, € um exemplo de dupla nomenclatura e sua sinonimia era
Talaromyces emersonii (HOUBRAKEN et al., 2014).

R. emersonii possui similaridades fenotipicas com géneros
chamados “Penicillium-like”, ou seja, apresenta similaridades morfolégicas
com o género Penicillium, como os conidiéforos em forma de pequenas
escovas. Alguns fungos anteriormente classificados dentro do género
Rasamsonia foram reclassificados com base em dados moleculares e,
considerando a introdu¢do da nomenclatura de Unico nome, passaram a
ser Hamigera, Paecilomyces, Rasamsonia, Sagenomella, Talaromyces e
Trichocoma (HOUBRAKEN et al., 2014).

O género Rasamsonia foi proposto para receber as espécies

“Penicillium-like” Geosmithia argillacea, Talaromyces emersonii e
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Talaromyces byssochlamydoides fundamentado em caracteristicas
fenotipicas, fisioldgicas e moleculares. Essas espécies tem a forma de
seus conidioforos parecidas com Penicillium, porém se diferenciam por
possuirem em suas fidlides uma formagéo cilindrica, diminuindo
gradualmente em direcdo aos 4pices, pedunculos com paredes rigidas e
conidios e ascomas de coloracdo marrom esverdeados. Além disso,
espécies de Rasamsonia sdo termofilicas ou termotolerantes enquanto
gue espécies de Penicillium sédo geralmente mesofilicas (HOUBRAKEN et
al., 2014).

2.5. Hidrdlise enzimatica

A biomassa residual pode ser utilizada como fonte de agucares
para obtencao de produtos com valor agregado. Entretanto, é necessario
que haja a despolimerizacdo dessa biomassa, liberando os monémeros
para a posterior fermentacdo microbiana (JUTURU; WU, 2012).

Ha duas formas de converter os polissacarideos em estruturas
menores, capazes de serem utilizadas pelos microrganismos, sendo elas
por via quimica ou por hidrélise enzimatica. Na hidrolise quimica utiliza-se
acidos inorganicos e o produto obtido contém, além dos acuUcares
fermentesciveis, produtos de degradacdo e transformacdo quimica dos
proprios aclUcares e da lignina que podem ser tbéxicos para 0S
microrganismos empregados nas fermentacdes sub-sequentes (JUTURU;
WU, 2012). O emprego de enzimas para a hidrdlise, além de ndo gerar
produtos toxicos, é especifica e ambientalmente segura (KUHAD et al.,
2011; KARMAKAR; RAY, 2011) (Tabela 2).

O obstaculo encontrado no processo de hidrélise enziméatica
refere-se a recalcitrancia da celulose gerada pela estrutura altamente
organizada envolvendo a hemicelulose e lignina. Desse modo, o coquetel
enzimatico deve possuir uma variedade de enzimas hidroliticas dos

complexos celulolitico, xilanolitico, pectinolitico, além de enzimas de oxi-
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reducdo do complexo ligninolitico e outras acessérias (PINTO et al.,
2010).

Tabela 2: Principais diferencas entre as hidrolises acida e enzimatica.

Tecnologia Consumiveis Temperatura Tempo Sacarificacao

(°C) (min) (%)
Ac. diluido ~1% H,S0, 180 45 82
Ac. conc. 70% H,SO, 50 60 88
Enzimética Celulase 50 60 95

Ac. diluido — Acido diluido; Ac. conc. — Acido concentrado.
Fonte: NETO (2009).
2.6. Enzimas do complexo celulolitico

Para que a celulose possa ser convertida completamente em
glicose ha a necessidade de atuacdo de um combinado enzimético com
diferentes especificidades a substratos, onde trés celulases principais
atuam: endoglucanases, celobiohidrolases e B-glicosidases (SARANRAJ
et al., 2012).

Especificamente, essa enzimas sdo chamadas de hidrolases de
glicosideos (GH), pois catalisam a hidrolise de ligacdes glicosidicas entre
polimeros de glicose ou entre uma glicose e outra molécula n&o
polissacaridica. Essas enzimas podem ser agrupadas com base em suas
especificidades pelo substrato e também pela sequéncia de seus
aminoacidos (HILDEN; JOHANSSON, 2004).

Entre as GH estédo incluidas as celulases que fazem parte da
familia 12 (GH12) que compreende endo-B-1,4-glucanases (EC 3.2.1.4)
fungicas e bacterianas, tais como Gloeophyllum trabeum Cell2A,
Trichoderma reesei Cell2A e Bacillus Licheniformis Cell2A; endo-3-1,3-
1,4-glucanase (EC 3.2.1.73) de Chrysosporium lucknowense Cell2A,
Rhodothermus marinus Cel12A e Pyrococcus furiosus Cell2A; e, endo-[3-
1,4-glucanase (3.2.1.151) de Aspergillus aculeatus XEG2 (GRISHUTIN et
al., 2006; GILBERT, 2010).

A hidrdlise primaria ocorre nas superficies de substratos soélidos,

com um grau elevado de polimerizacdo. Essa fase de despolimerizacéo €
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realizada por endoglucanases e celobiohidrolases e, € um fator limitante
na velocidade de todo o processo de hidrélise da celulose. A segunda
etapa de hidrélise envolve primeiramente a hidrolise da celobiose a
glicose por B-glicosidases (Figura 5) (ZHANG; LYND, 2004; PERCIVAL
ZHANG et al., 2006).

Além dos trés principais grupos de celulases, recentemente, outra
forma de celulase, chamada celulase do tipo oxidativa foi identificada.
Essa enzima despolimeriza a celulose por meio de reacdes de radicais
livres.

Existem ainda enzimas acessoOrias como oxidases liticas que
atuam junto com as endoglucanases liberando oligbmeros com terminais
redutores (FUKUDA et al., 2009).

2.6.1. Endoglucanases

As primeiras enzimas a entrar em a¢ao sao as do grupo endo-1,4-
B-D-glucanases. A sua fungdo é hidrolisar ligagdes internas (3-1,4), nas
regibes amorfas, que sdo mais suscetiveis, reduzindo o grau de
polimerizacdo do substrato, produzindo terminacbes redutoras e nao
redutoras. Apds a sua atuacao, as microfibrilas sdo expostas ao ataque
seguinte de outras enzimas, além de elevar o nimero de oligossacarideos
com terminais suscetiveis ao ataque das celobiohidrolases (MARTINS et
al., 2008; FUKUDA et al., 2009; SARANRAJ et al., 2012).

A maioria das endoglucanases néo € glicosilada, porém algumas
apresentam até 12% de glicosilacdo em sua cadeia (BALDRIAN;
VALASKOVA, 2008) e possuem tamanho médio de 22 a 45 kDa, podendo
algumas apresentarem 90 kDa, como endoglucanases de alguns fungos
(SADANA et al., 1984).

A maioria das endoglucanases fungicas apresenta maior atividade
entre as temperaturas de 50 e 70 °C e valores entre 4 e 5 em relagéo ao
pH (VALASKOVA; BALDRIAN, 2006; DING et al., 2006).


http://mic.microbiologyresearch.org/search?value1=Vendula+Val%c3%a1%c5%a1kov%c3%a1&option1=author&noRedirect=true
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Figura 5: Esquema representando a atuacdo de celulases sobre o
polimero de celulose liberando monémeros de glicose.
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Fonte: JUTURU; WU ( 2012).

2.6.2. Celobiohidrolases

Apés a atuacao das endoglucanases, as exo-1,4-B-D-glucanases
(celobiohidrolase, exocelulase, celulase microcristalina ou avicelase)
atuam removendo monémeros ou dimeros de porcdes terminais das
cadeias. Existem dois tipos de exoglucanases. O primeiro grupo atua em
extremidades nao redutoras enquanto que o segundo grupo atua em
extremidades redutoras, mas ambas tem o0 mesmo produto que é a
celobiose que, por sua vez, serdo hidrolisadas a glicose pela B-
glicosidase.

Dois tipos distintos de avicelases s&o descritos. A avicelase | que
€ mais rara e que combina as atividades de exoglucanase e
endoglucanase e a avicelase Il que exibe atividade celodextrinohidrolase
(BRONNENMEIER et al., 1991).
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As celobiohidrolases representam de 40 a 70% do total de
enzimas que compdem o complexo celulolitico, e sdo capazes de
hidrolisar a celulose cristalina (QUIROZ-CASTANEDA et al., 2010).

2.6.3. B-glicosidases

As pB-glicosidades (ou celobiases) hidrolisam moléculas de
celobiose ou até em alguns casos, outros oligossacarideos curtos até
glicose evitando o efeito inibitério da celobiose sobre algumas enzimas,
como as celobiohidrolases (MAHESHWARI et al., 2000; ZHANG; LYND,
2004; MARTINS et al., 2008; FUKUDA et al., 2009). A maioria das B-
glicosidases séo glicosiladas e, em alguns casos, a glicosilagdo pode ser
superior a 90% (ZHANG; LYND, 2004).

2.7. Enzimas termofilicas

Dentre os fatores ao qual um organismo estd exposto durante seu
ciclo de vida, o mais dominante é a temperatura, e ela constitui um dos
principais agentes na determinacao de certas caracteristicas organicas. A
adaptacao a diferentes temperaturas direcionou estratégias, sobrepondo
assim os desafios encontrados no meio, garantindo a permanéncia de seu
material genético naquele dado ecossistema (GOMES et al.,, 2007). A
partir dessa adaptacéo, entende-se que as proteinas desses organismos
estejam aptas a suportar o aumento da energia cinética em suas
moléculas a medida que estas sdo aquecidas.

Esse aumento de temperatura, em reacdes nao enzimaticas,
confere energia suficiente para superar barreiras de energia de ativacao.
Isso pode ser visto na Figura 6, através da curva de distribuicdo de
Boltzmann. (VOLLHARD; SCHORE, 2013).
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Figura 6. Curvas de Boltzmann. Na temperatura mais alta (em verde) ha
mais moléculas com energia cinética E do que na temperatura mais baixa
(em azul).

Niimero de moléculas

E

Energia cinética (velocidade) das moléculas =

Fonte: VOLLHARD; SCHORE, 2013

Em temperaturas mais altas, a média da energia cinética aumenta
e a curva achata-se e desloca-se para energias mais elevadas, dessa
forma, mais moléculas tém energia maior do que a necessaria para
superar o estado de transicdo e a velocidade da reacdo aumenta. Ao
contrario, em temperaturas mais baixas a velocidade da reacdo diminui
(VOLLHARD; SCHORE, 2013).

Além das curvas de Boltzmann, a equacdo de Arrhenius (1)
descreve como as constantes de velocidade de reacdes com diferentes

energias de ativacdo variam com a temperatura.

k=Ae_%—>A=y (1)
h

E possivel notar que quanto maior a energia de ativagéo (Ea), mais
lenta sera a reacdo. Por outro lado, quanto maior for a temperatura (T),
mais rapida sera a reacao (VOLLHARD; SCHORE, 2013), na equacéao os
termos Kb e h sdo a constante de Boltzmann (1,38 x 102 J.K?) e
constante de Planck (6,63 x 10°* J.s), respectivamente.

A partir disso, pode-se concluir que a influéncia da temperatura
sobre a energia cinética nessas biomoléculas altera taxas de reacéo e
colisdo, intensidade de suas forcas moleculares, entre outras

propriedades fisico-quimicas. Essas modificacbes sensibilizam a
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estabilidade das proteinas, acarretando, em situacdes extremas, 0 seu
desdobramento irreversivel (perda de estruturas 3D). Em enzimas, altas
temperaturas induzem vibracbes comprometendo a configuracao
catalitica do sitio ativo, acarretando a perda de funcéo (VIEILLE; ZEIKUS,
2001; LI et al., 2005).

De acordo com sua termoestabilidade, enzimas termofilicas exibem
um maior grau de empacotamento estrutural e menor flexibilidade quando
comparadas a enzimas mesofilicas. Considerando energia cinética de
biomoléculas, num ambiente com enzimas adaptadas a temperaturas
amenas, para gue esta realize sua funcdo, € necessario um menor grau
de energia para a sua ativacao em vista daquelas estabelecidas em locais
com temperaturas mais elevadas, apresentando assim, maior
flexibilidade. J& as termoenzimas possuem maior rigidez do que as
anteriores e necessitam de maiores aportes de energia cinética. Isto
ocorre porgue se lhes fossem atribuida grande flexibilidade, a alta energia
cinética provinda da temperatura colapsaria a molécula, desnaturando-a.
Uma vez que as termoenzimas oferecem certa resisténcia a acdo da
energia cinética, como maior grau de empacotamento e maior rigidez, ela
acaba sendo ativada e tendo seu 6timo de atividade em temperaturas
mais elevadas (LAM et al, 2011).

Desse modo, alguns fatores estabilizam essas biomoléculas de
maneira intrinseca, como suas estruturas primarias e secundarias, e de
maneira extrinseca, tais como alguns solutos, ligantes, chaperonas
moleculares e o proprio substrato (GOMES et al., 2007).

Dentre os fatores intrinsecos, o efeito de hidrofobicidade exibido
pelas termoenzimas € considerado o principal mecanismo de
termoestabilidade. Ele direciona o enovelamento das proteinas e
proporciona a estrutura nativa da molécula, impedindo o0 seu
desdobramento e que regides elementares a funcdo tenham contato com
ambientes externos hidrofilicos. A preferéncia pelo ambiente e

constituicdo hidrofébicos da proteina esta associada a sua condutividade
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térmica. Enquanto ambientes aquosos e polares apresentam
aproximadamente condutividade térmica de 0,61 W/mK, porcdes
hidrofébicas possuem uma média de 0,23 W/mK (BROCK et al., 2008).

Comprovando a real acdo de maiores por¢des hidrofébicas ocultas
na proteina, longe dos ambientes aquosos, Sammond et al. (2015)
realizaram um teste intitulado SASA (Solvent-Acessible Surface Area).
Este experimento mensura a area (A) de superficie de uma biomolécula
guando exposta a um solvente com acessibilidade para forgcas de van der
Waals. Os dados apresentam valores negativos de SASA para a maioria
das enzimas termofilicas, indicando grande superficie interna abstrusa.
Suas porcbes hidrofébicas ficam ocultas, por estarem geralmente em
ambientes aquosos, formando micelas.

Em relacdo a composicdo de aminoacidos de proteinas
termoestaveis, quando comparadas as suas homodlogas mesofilicas,
estudos apontam maior tendéncia da constituicdo por isoleucina (lle),
valina (Val), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), cisteina (Cys) e metionina
(Met) que sdo caracterizados como hidrofébicos além de também
apresentarem maiores quantidades de residuos aromaticos (VOET et al.,
2002). Além da composicédo, essas proteinas também podem apresentar
modificagcdes em suas sequéncias.

Algumas alteragdes exibem estabilizagdo de estrutura secundaria,
como por exemplo, quando ha substituicdo de um residuo de Gly, o qual
apresenta maior entropia conformacional, pela Ala, que desenvolve
melhor formagado para a-hélices (BORGO e HAVRANEK, 2012). Da
mesma forma, residuos de lisina (Lys) s@o substituidos por argininas
(Arg). A Arg ostenta melhor adaptacdo a termofilia dentre os residuos
carregados por possuir um grupo guanidina, o qual reduz a reatividade
guimica da molécula devido ao seu alto valor de pKa e ressonancia (DI
GIULIO, 2000).

Do mesmo modo, taxas reduzidas de residuos de acido aspargico

hY

(Asp) conseguem aumentar a termoestabilidade em enzimas, devido a
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sua presenca permitir maior susceptibilidade & desamidacdo da molécula,
ocasionando assim, desdobramento térmico (WU et al., 2010).

Outros aspectos caracteristicos da composi¢cdo de aminoacidos em
proteinas termoestéveis séo taxas mais elevadas de residuos de prolina
(Pro), o qual é composto por um anel pirrolidinico apto a assumir limitadas
conformacdes, diminuindo, assim, a entropia de desenovelamento,
estabilizando a proteina (KULAKOVA et al., 2004). Da mesma forma, a
reducdo de residuos B-ramificados, como valina (Val) e tirosina (Tyr)
podem incrementar sua estabilidade, pelo fato de ndo serem tolerantes a
conformacao de a-hélice, em fungdo de suas ramificacdes nos C f
(MAHANTA et al., 2015).

Outro fator termoestabilizador é o posicionamento dos residuos de
cisteina (Cys) em termofilicos aerdbios. Esse residuo é vulneravel a
oxidacdo quando exposto a solventes em condi¢cbes oxidativas. Porém,
exerce funcdo importante na termoestabilizacdo através de ligacdes
dissulfeto. A vista disso, em termofilicos aerdbios, a Cys encontra-se
envolvida em interacBes estabilizadas especificas (ligaces dissulfeto ou
ligadas a metais) e/ou inacessiveis ao solvente. Essas pontes dissulfeto
estabilizam a proteina por reduzirem a entropia do estado desenovelado
da molécula (YIN et al., 2015).

Ainda sob o ponto de vista sequencial e anatdmico da proteina,
encurtamentos do C e N terminais e ancoramento da terminacédo livre
afetam de forma positiva as enzimas termofilicas. O melhor ancoramento
ou o0 encurtamento das porcfes citadas € realizado por pareamento de
ions, ligagdes de hidrogénio ou interagdes hidrofébicas. Essas manobras
estabilizam C e N terminais mantendo a enzima em equilibrio em altas
temperaturas (MADRICH et al., 2005).

Todas essas interacdes geram estruturas secundarias tipicas para
termozimas, caracterizadas por apresentarem maiores conteudos de a-
hélices e folhas B-pregueadas e taxas muitos menores de regides

irregulares. Tanto a-hélices quanto folhas B-pregueadas exibem
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conformacdes uniformes, tornando a proteina menos vulneravel ao
desenovelamento térmico, quando comparadas a regides irregulares de
proteinas labeis. Essas estruturas sao estabilizadas por interacdes, como
as ligacdes de hidrogénio (CHEN et al., 2013).

As interagfes ibnicas séo outro artificio que a molécula utiliza como
recurso para manter a sua estabilidade a altas temperaturas. Essas
interacbes formam uma rede que atravessa a superficie da proteina e as
interfaces das subunidades. Esses pareamentos aparecem em pequenos
ndameros na proteina, ndo direcionam o seu dobramento, tampouco séo
conservados. Porém, segundo Castillo et al. (2006) essas interacdes
aumentam de forma diretamente proporcional ao aumento de temperatura
ao qual a proteina resiste.

Todas essas interacbes citadas s&do dependentes de outras
condicbes ambientais ao qual a proteina estudada esta inserida. Por
exemplo, suas propriedades microscopicas, como hidratacdo ionica, efeito
de ions na hidratacdo da proteina e interacbes diretas entre ions e
proteinas podem ser afetadas por fatores macroscépicos, como
viscosidade do meio, basicidade, nucleofilicidade e hidrofobicidade
(ZHAO, 2016).

Dados relacionados ao coeficiente térmico Qo de enzimas (medida
da elevacao da velocidade inicial ao aumento da temperatura em 10 °C)
mostram que as trés classes de enzimas (psicrofilicas, mesofilicas e
termofilicas) apresentam valores de Qo proximos, em torno de 1,8, mas
as representantes termofilicas possuem os valores mais elevados e as
psicrofilicas os mais inferiores desta média, demonstrando assim que as
primeiras apresentam atividade confortdvel em maiores faixas de
temperatura (COLLINS et al., 2003).

Essa tendéncia de atividade em temperaturas elevadas mostra
necessidade de uma configuracdo proteica precisa e catalise rigidamente
executada. Os residuos cataliticos chave dessas proteinas estdo entre os

residuos menos moveis na composi¢do cristalina da enzima, além de
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possuirem maior nimero de interacbes e mais resistentes para manter a
integridade global de toda a enzima, mas principalmente do sitio-ativo
(PISLIAKOV et al., 2009).

Por fim, algumas enzimas termofilicas possuem a caracteristica de
serem termoativadas por temperaturas elevadas. A termoativacdo pode
ser mediada por glicosilacbes, como pela adicdo de trealose, um
dissacarideo também responsavel por proteger células de fungos, plantas
e invertebrados contra a dessecagdo, as enzimas (SOLA-PENNA e
MEYER-FERNANDES, 1998). As trealoses podem ser classificadas em
trés tipos: a primeira possui efeito termoprotetor, sendo responsavel pela
recuperacdo da atividade enzimatica original apds de curta exposicédo a
altas temperaturas (HOTTIGER et al.,, 1994), a segunda tem papel
termoestabilizador e por atimo termoativador (CARNINCI et al., 1998).
Segundo Carninci et al. (1998) enzimas termolébeis na presenca de 0,6 M
de trealose (valor proximo a maxima concentracao de trealose em células
de levedura) mostram atividade enzimatica quase normal em faixas de

temperatura entre 50 e 60 °C.

2.8. Aplicacgao de celulases
Celulases microbianas tém recebido especial atencdo no decorrer

dos ultimos anos. Inicialmente, sua utilizacdo visava apenas industrias
téxteis na década de 80, contudo, ap6s um tempo, seu emprego ganhou
muitas vertentes, e tém tornado processos industriais mais amenos e
menos agressivo ao meio ambiente (SHARMA et al., 2016). Uma sintese
sobre o desenvolvimento e aplicacdo das celulases pode ser vista na

Figura 7.
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Figura 7. Desenvolvimento de celulases na ciéncia e tecnologia.
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Dentre todas as enzimas empregadas em bioprocessos industriais,
cerca de 85% séao hidrolases, grupo no qual estédo inseridas as celulases
(SHARADA et al., 2013). E para que uma proteina dessa classe seja
suficientemente ativa, capaz de suportar ambientes hostis e que
apresente uma relacdo custo/beneficio positiva a organizacdo, €
necessario que passe por algumas etapas até que seja utilizada em
escalas maiores.

Primeiramente, busca-se a selecdo de uma cepa microbiana
produtora de celulase e que produza essa enzima a baixos custos.
Residuos lignocelulosicos tém sido um substrato alternativo para esse
fim. A mudanca da escala de producdo de bancadas de laboratorio a
escalas industriais € um caminho longo e requer, além da adaptacdo do
microrganismo ao sistema de fermentacdo, o desenvolvimento de
fermentadores apropriados, o que ainda € um desafio tecnolégico. A

extracao, recuperacao, purificacdo (se necessaria) e aplicacdo da enzima
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também sdo passos tecnoldgicos a serem adaptados (SHARADA et al.,
2013).

A producdo da celulase em larga escala e em sistema de baixo
custo permitiria sua aplicacdo em varias areas e em diversos processos.
Uma das areas em que h& mais focos de pesquisa atualmente € a gestédo
de residuos. Como descrito anteriormente, residuos agricolas, como
bagaco e palha de cana-de-acglcar, palha e sabugo de milho, podem ser
utilizados para essa finalidade. Dessa forma, além de diminuir a
quantidade desses residuos no ambiente, agregar-se-ia valores aos
mesmos (BAYER et al., 2007).

A sacarificacdo enzimatica de materiais lignocelulésicos por
enzimas microbianas visando a producdo de bioetanol tem sido
intensamente estudada, porém o custo das enzimas ainda limita o
processo. (KUHAD et al., 2011). Desse modo, as tecnologias devem ser
melhoradas para que o custo do produto seja compativel e competitivo
com produtos ja existentes no mercado. Por outro lado, a eficiéncia da
celulase pode ser um fator limitante na execucdo do processo e 0S
principais motivos séo a recalcitrancia do substrato, inibicdo pelo produto
final, desativacdo térmica da proteina, ligacdo de maneira inespecifica a
lignina e adsorcao irreversivel da enzima ao substrato heterogéneo
(GUPTA et al., 2011).

Também é encontrada atuacdo desta enzima na industria agricola,
mais precisamente nas areas de controle biolégico e fertilizacdo de solos.
As celulases estdo entre as enzimas capazes de degradar paredes
celulares de alguns patogenos (HARMAN e KUBICEK, 1998).

Além disso, hidrolases microbianas podem ser usadas na producao
de protoplastos vegetais, sendo utilizados para o desenvolvimento de
estirpes hibridas com propriedades desejaveis. Alguns fungos celuloliticos
tém papel fundamental na agricultura ao facilitar a germinacéo,
proporcionar o rapido crescimento e floragdo da planta, melhor o sistema

radicular e aumentar a produtividade das culturas (HAN e HE, 2010).
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Uma das primeiras aplicagfes de celulases na industria foi voltada
para a area téxtil, na década de 80. As celulases sdo as enzimas
utiizadas mais bem sucedidas no processamento Umido téxtil,
especialmente no acabamento em tecidos a base de celulose.
Tratamentos atuais envolvem a remocado do amido por amilases e
celulases, substituindo a pedra-pomes no processo de tratamento do
jeans (biostoning e biopolishing). Durante o processo de biostoning as
celulases agem sobre o tecido de algod&o e rompem as extremidades das
fibras, liberando o corante, facilmente removido no posterior ciclo de
lavagem. Dessa forma, ha menor dano as fibras, maior rendimento do
processo e sem residuos nocivos ao meio ambiente (HEBEISH e
IBRAHIM, 2007).

Outra vantagem do emprego de celulases na industria téxtil esta
relacionada a maciez. Devido as repetidas lavagens, as roupas de
algoddao se tornam sem brilho, principalmente devido a presenca de
microfibrilas isoladas na superficie das pecas. As celulases melhoram sua
maciez e absorcdo de agua pelas fibras e reduzem a formacdo de
penugens. A acdo das celulases remove fibras curtas, superficies com
irregularidades e cria uma aparéncia lisa e brilhante. Preparacdes de
celulases ricas em endoglucanases sdo mais adequadas para 0 processo
(CAPARROS et al., 2012). Por esse cenario, as celulases também foram
agregadas aos sabdes e aos detergentes na industria de lavanderia. Sua
acdo promove um acabamento apropriado sem a geracdo de residuos
nocivos ao meio ambiente (JUTURU e WU, 2014).

Mudando para a esfera de processamento de alimentos, as
celulases possuem grande aplicacédo nas etapas de extracéo, clarificagéo,
estabilizacdo e maceracao de vegetais, gerando melhor rendimento e
menor viscosidade (REED, 1993).

Um exemplo dessa aplicacdo é sua utilizacdo na extracdo de
azeites. Devido a maior demanda desses produtos no mercado por seus

beneficios a saude, as extracdes a frio estavam sendo prejudicadas, e a
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qualidade dos azeites diminuiu. Porém, um preparado enzimético
constituido de pectinase, celulase e hemicelulase, aumentou o
rendimento do processo anterior, apresentou maior fracionamento
centrifugo de mosto oleoso, aumentou as taxas de antioxidantes e
vitamina E, apresentou indugao lenta de ranco e diminuiu a quantidade de
0leo nos residuos industriais (CHIACCHIERINI et al., 2007).

O processo de extracdo de carotenoides também passou a ser
realizado com o auxilio das enzimas. Por se tratar de um corante natural,
um método sem aditivos quimicos também é desejavel no processo de
producdo. A acdo de celulases e pectinases rompe a parede celular das
células dos vegetais e libera os carotenoides dos cloroplastos e dos
fluidos celulares. O pigmento permanece em seu estado natural ainda
vinculado a proteinas. Essa estrutura aderente impede a oxidacdo do
pigmento, mantendo-o estavel (ARVAYO-ENRIQUEZ, 2013).

Ainda dentro do ramo alimenticio, industrias de vinhos e cervejas
aplicam enzimas para melhorar a qualidade e produtividade de seus
produtos fermentados. Enzimas como pectinases, celulases e
hemicelulases atuam na melhor extracdo de compostos de cor, ajudam na
maceracdo de cascas de uvas para vinhos, clarificacdo, filtracdo e
melhora da qualidade e estabilidade dessas bebidas. Para cervejas, as
enzimas sao ativadas durante o processo de maltagem, que € a etapa de
germinacdo das sementes de cevada. Nessa etapa, as enzimas
impulsionam o processo de hidrélise das reservas desses graos, dessa
forma agregando sabor ao produto. Em especifico, as endoglucanases
diminuem a viscosidade do mosto, melhorando a capacidade de filtracéo
da solucdo (BAUTISTA-ORTIN et al., 2013; KHATTAK et al., 2013).

Outro dominio cada vez mais adepto dos beneficios das enzimas
microbianas € o da nutricdo animal. Sua incorporacao as racoes, durante
pré-tratamentos de silagens e cereais, melhora o valor nutricional do
produto e consequentemente o desempenho dos animais. Também

eliminam fatores antinutricionais, degradam componentes para que se



44

tornem mais nutritivos, fornecem enzimas digestivas suplementares
(proteases, glucanases e amilases). Também fornecem melhoria do
produto final, pois a incorporacdo de celulases e xilanases diminuem a
viscosidade das fibras de carnes suinas e aviarias, também
proporcionando ganho de peso por esses animais, jA que melhoram a
digestdo e a absorcao de nutrientes (GRAHAM e BALNAVEL, 1995).

A baixa digestibilidade de alguns tipos provoca a formacédo de uma
placa que se desloca até o intestino grosso, e pode ser usado como
substrato por algumas bactérias, proporcionando a proliferacdo de alguns
patdogenos. O emprego de celulases nessas racfes tém efeitos positivos
sobre o processo de fermentacao cecal, aumentando a producédo de acido
pidnico, que atua como bacteriostatico, diminuindo a colonizagdo de
bactérias patogénicas e melhorando as condicbes de bem-estar animal
nas producao agropecuaria (HASHEMI e DAVOODI, 2011).

Concluindo o cenario de pesquisa e desenvolvimento, 0 emprego
de celulases em areas como engenharia genética, analise de alimentos,
diagnostico e tratamento de doencas ja é desenvolvido ha décadas,
melhorando a qualidade de vida da populacdo, e ainda ha muitos
resultados promissores por vir (KANTELINEN et al., 1995; BAKER et al.,
2005; FARIQ, 2016).
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Purificar e caracterizar uma endoglucanase termoestavel produzida

pelo fungo Rasamsonia emersonii S10 visando entender as propriedades

da tolerancia a elevadas temperaturas.

Objetivos especificos

Extracdo de endoglucanase produzida pelo fungo R. emersonii S10
a partir do cultivo em estado sélido, buscando otimizar o
rendimento dessa extracdo variando-se as condicdes dessa
extragcdo como volume de eluente e tempo de agitacao;

purificagdo da isoforma de menor peso molecular de
endoglucanase expressa pelo fungo;

caracterizacdo fisico-quimica da endoglucanase (pH 6timo,
temperatura Otima, estabilidade, efeito de ions, reagentes e
COmMpostos organicos;

caracterizagdo a enzima quanto a sua especificidade sobre
diferentes substratos glicidicos;

calculo de parametros cinéticos e termodinamicos da desnaturacao

térmica irreversivel da endoglucanase.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismo e cultivo

O fungo utilizado foi uma linhagem de Rasamsonia emersonii
S10, isolada de amostras de solo na Chéacara Jatai, localizada na cidade
de Adolfo — SP - e que demonstrou atividade de endoglucanase (Rosa,
2014).

A cultura foi mantida em meio agar Saboroud (Himedia) contendo
20% de glicerol (Dinamica) e preservadas em criotubos a -80 °C. A Figura
8 mostra o isolado em placa de Petri (a) e em uma micrografia (b).

Figura 8. Representacdo do fungo R. emersonii S10: (a) em placa de
Petri cultivado em meio de aveia e (b) por micrografia de esporangio e
esporos em microscopio fotdmico binocular (LeicalCC 50) — 40x.

Fonte: Autoria Prépria

4.2. Producao da enzima por cultivo em estado solido

O fungo termofilico R. emersonii S10 foi cultivado em estado
sélido, conforme definido em trabalho anterior (ROSA, 2014). Foi utilizada
como fonte de carbono, 5 g de mistura (1:1:1) de farelo de trigo (adquirido
em lojas especializadas em produtos agricolas), palha de milho e bagaco
de cana-de-acucar (cedidos pela Usina Acucareira Virgulino Oliveira S/A —
unidade de José Bonifacio). A umidade do substrato foi de 70% atingido
pela adicdo de 20 mL de solucdo nutriente, composta por 3,5 g.L™ de
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(NH),SO,, 3 g.L* de KH,PO,4, 0,5 g.L™! de MgS0,4.7H,0, 0,5 g.L™ de
CacCl,, 1% de Tween 80 e pH ajustado para 5,0.

O substrato foi esterilizado em embalagem de polipropileno (12 x
20 cm) e inoculado com suspensédo micelial (0,5 g micélio/g de substrato)
(MARTINS et al., 2011). A suspenséao micelial foi obtida a partir de cultura
miceliada em superficie do meio inclinado agar Sabouraud, em
Erlenmeyer, apds cultivo por 72 h. O micélio foi suspenso em solucao
nutriente, a qual foi incorporada ao substrato sélido. A incubacao ocorreu
a 55 °C por 240 h. A extragcdo da amostra foi mediada por &agua
deionizada depois homogeneizada, agitada em shaker a 100 rpm, filtrada
em tecido de algodéo e centrifugada a 10000 x g, por 15 min, a 10 °C. O

sobrenadante foi utilizado como solucéo enzimética bruta

4.3. Dosagem da atividade de endoglucanase

A atividade de endoglucanase foi determinada em tubos de
ensaio e em microplacas. Em tubos de ensaio, a atividade foi determinada
em mistura de reacdo contendo 0,1 mL da solu¢do enzimatica e 0,9 mL
de solucdo com 4% de CMC (C5768 — Sigma-Aldrich) em solucdo tampao
acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0. A reacéo foi conduzida a 80 °C por 10 min
e, entdo, interrompida pela adicdo de 1,0 mL do reagente DNS (&cido
dinitrosalicilico) (MILLER, 1959). Uma curva padrdo de glicose foi utilizada
para a determinacdo dos acucares redutores liberados. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necesséria
para liberar 1,0 umol de acucar redutor por minuto, sob as condi¢bes de
ensaio citadas. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas e a
reacao controle foi conduzida para as mesmas condi¢cdes ensaiadas.

Em microplacas, a atividade de endoglucanase foi determinada
como descrito por Bailey et al. (1992). A quantidade de acgucar redutor
liberada foi determinada pelo método de DNS (MILLER, 1959), o qual foi
preparado de acordo com Wood et al. (2012). A atividade total foi
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expressa em U.mL™ e a atividade especifica em U.mg™. Todos os ensaios
foram conduzidos em triplicata.

O processo foi realizado em microplaca utilizando como mistura
reacional 90 pL de solucdo de CMC a 4% e 10 pL de solucdo de enzima.
As placas foram incubadas em MJ Rearch PTC200 thermal cycler (Bio-
Rad) na temperatura inicial de 80 °C, por 10 min, seguida de resfriamento
imediato a 4 °C. A reacédo foi paralisada apés adicdo de 100 pL de
solucdo de DNS e imediatamente aquecida a 95 °C por 10 min, seguida
de resfriamento a 4 °C. A absorbancia foi medida a 540 nm usando leitor
de microplaca em espectrofotémetro UV-VIS. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de acucar requerida para gerar 1 pmol de
acucar redutor por minuto nas condi¢des de ensaio, usando curva padréo

de glicose A reacgao controle foi conduzida para as mesmas condic¢des.

4.4. Testes de extracdo da enzima endoglucanase
ApG6s 240 h de cultivo em estado so6lido, foram feitos testes para
avaliar a eficiéncia da extracdo da enzima. Foi adicionada &agua
deionizada ao material fermentado na proporcdo de 10:1 ou 30:1 (mL.g™),
o qual foi homogeneizado, agitado por 30 ou 120 min em shaker a 100
rpm, durante trés ciclos de extracdo (Tabela 3), filtrado e centrifugado a
10000 x g, por 15 min, a 10 °C e o sobrenadante utilizado como solucdo

enzimatica bruta. O experimento foi realizado em trés repeti¢cdes.



Tabela 3. Dados explicativos do experimento de extracao.

1° Ciclo de Extracéo
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Agua/Substrato (mL.g™)

Volume agua

Tempo de agitacéo

(mL) (min)
Tratamento 1 10:1 50 30
Tratamento 2 10:1 50 120
Tratamento 3 30:1 150 30
Tratamento 4 30:1 150 120

2° Ciclo de Extracéo

Agua/Substrato (mL.g™)

Volume agua

Tempo de agitagéo

(mL) (min)
Tratamento 5 10:1 50 30
Tratamento 6 10:1 50 120
Tratamento 7 30:1 150 30
Tratamento 8 30:1 150 120

3° Ciclo de Extracéo

Agua/Substrato (mL.g™")  Volume &gua Tempo de agitagéo

(mL) (min)
Tratamento 9 10:1 50 30
Tratamento 10 10:1 50 120
Tratamento 11 30:1 150 30
Tratamento 12 30:1 160 120

Fonte: Autoria Propria

4.5. Teste de clarificacdo da solucao enzimética bruta em

pequena escala

Visando eliminar substancias de cor da solu¢do enzimatica bruta,
foram utilizados carvdo ativado (Synth), caulim (Dinamica) e
polietilenoimina (Dindmica) como clarificantes. Os ensaios de clarificacédo
foram realizados de duas formas. Primeiramente, os reagentes carvao
ativado (Synth), caulim (Dinamica) e polietilenoimina (Dinamica) foram
adicionados na concentracdo de 1% em 5 mL de solucdo enzimatica
bruta, para carvao ativado e caulim, e a 10 mL para polietilenoimina, em
tubos de 15 mL. Apés a preparagdo desta mistura, os tubos contendo
carvao ativado e caulim foram agitados em agitador de rolo MIl (Biomixer)
durante 30 min a 24 °C, enquanto que o tubo contendo polietilenoimina foi
agitado também durante 30 min mas a 4 °C. Logo ap0s, as amostras
foram centrifugadas a 10000 g, por 15 min a 10 °C.

A outra metodologia testada foi 0 empacotamento de coluna de

vidro com a mesma concentracdo de carvao ativado (1%), ou seja, foi
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depositado 0,05 g do reagente na coluna (10 x 100 mm) para uma eluicao
de 5 mL de solucdo enzimatica bruta. O fluxo foi de 10 mL.min*.0O
material eluido foi posteriormente armazenado sob refrigeracao.

Testes de atividade enzimética de endoglucanase e absorbancia
a 540 nm (LIMA et al.,, 2013) foram realizados para estipular a melhor

metodologia de clarificacao.

4.6. Ensaios de eletroforese

A solucdo enzimatica bruta foi concentrada 10 vezes em
concentrador rotativo série RVC 2-18 CD Plus (Christ) durante 1 h, a 1300
rom e 60 °C e, posteriormente foi adicionado ao tampado de amostra (0,1
M de tampéo Tris-HCI pH 8,8 e azul de bromofenol). Um segundo método
foi utilizado, sendo o material filtrado congelado e liofilizado em liofilizador
FR-Drying Digital Unit (ThermoFisher) durante 16 h. O liofilizado foi
solubilizado em aproximadamente 15 pL de agua ultrapura.

A eletroforese foi realizada em gel poliacrilamida (SDS-PAGE) a
10%, como descrito por Laemmli (1970). As bandas de proteina foram
coradas com nitrato de prata.

Para a obtencdo do zimograma de atividade da endoglucanase
utilizou-se o método descrito por Lee et al. (2014). Uma aliquota de 15 pL
de amostra da solucdo enzimatica concentrada foi adicionada ao tampao
de amostra contendo 0,1 M de solucéo Tris-HCI e azul de bromofenol, pH
8,8. Apds a corrida de eletroforese, os géis foram incubados durante 30
min a 80 °C em solug¢des contendo 0,5% de CMC e 0,5% de agarose.
ApoOs incubacédo, os géis foram corados com 0,1% de solugcdo de
vermelho congo sob agitacdo suave durante 15 min a 25 °C.
Subsequentemente, os géis foram imersos em solucdo de NaCl 1M até o
aparecimento de bandas claras no fundo vermelho. Para melhor
resolucao das bandas, foi adicionada uma solucéo 0,1 M de HCI.

Para a estimativa da massa molecular das isoformas em

condicbes desnaturantes, foi feita uma eletroforese em gel de
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poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
usando gel de corrida a 10 % e gel de empilhamento a 5 %. O gel foi
dividido em duas partes, a primeira corada com nitrato de prata e a outra
corada pelo método de zimograma para endoglucanase. A estimativa das
massas moleculares das isoformas foi determinada comparando as
bandas do zimograma com os padrdes de proteinas globulares de massa

molecular conhecida.

4.7. Determinacdo dos teores de proteinas totais
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de

Lowry (Lowry et al., 1959), utilizando-se soro albumina bovina como

padrao.

4.8. Purificagdo da endoglucanase

4.8.1. Clarificacdo da solucéo enzimatica bruta
A solucdo enzimética bruta foi filtrada em carvéo vegetal ativado

em po6 (Synth). O experimento foi realizado em coluna de vidro (Aldrich —
240 x 30 mm), a qual foi empacotada com 10 g (1%) de carvao ativado e
passados 200 mL da solugdo, a um fluxo de 10 mL.min™ em temperatura
ambiente. Essas condigbes foram definidas a partir dos resultados do
ensaio descrito no item 4.5.

4.8.2. Ultrafiltracdo tangencial da solucdo enziméatica

Apbs etapa de clarificacdo 200 mL de solugéo foram passados em
dialisador tangencial (GE Healthcare Life Sciences) acoplado ao cartucho
de 10000 NMWC, com 650 cm? de &area superficial (GE Healthcare Life
Sciences). A solucdo enzimatica foi concentrada até aproximadamente
20% do seu volume de partida. Em seguida, uma solugéo tampéao Bis-Tris
(Sigma-Aldrich) 20 mM pH 6 foi adicionada até completar o volume inicial
de solucéo. Essa solucao foi novamente concentrada, seguida de nova

adicdo de tampdao e concentragdo até 20% do seu volume inicial. Aliquota
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da fragcdo dialisada foi removida para ensaios de atividade de
endoglucanase e a solucdo concentrada foi armazenada a -20 °C para

ensaios cromatograficos.

4.8.3. Ensaios preliminares de purificagdo em pequena escala
Esses testes foram realizados em tubos de 5 mL, simulando as

condicbes da coluna de purificagdo (WILLIAMS e FRASCA, 2011). A
estratégia baseia-se em duas etapas: (a) determinacdao do pH de melhor
interacdo entre proteina e resina ibnica; (b) determinacdo da
concentracdo de sal para eluicdo da proteina por definicdo do gradiente
salino. Para os ensaios, foi utillizada resina de troca anibnica Q-
sepharose® Fast flow (Sigma-Aldrich) suspensa em &agua (50% p/v).
Aliguotas de 1 mL dessa resina foram transferidas para criotubos de 5
mL. ApOs decantagcdo da resina, os sobrenadantes foram removidos,
adgua deionizada foi adicionada para volume inicial, os tubos foram
agitados e mantidos estaticos até decantacao total da resina (Figura 9).
ApOs esse processo de lavagem, todo o sobrenadante foi
descartado e 2,5 mL de tampéo 20 mM (acetato de sodio (Synth) pH 4,
4,5, 5 e 5,5; Bis-Tris pH 6, 6,5 e 7; e, Tris (Sigma-Aldrich): 7,5, 8 e 8,5)
foram adicionados aos respectivos tubos. A solugéo foi agitada em vortex
e apbés decantacdo da resina o sobrenadante foi removido e esse
procedimento repetido por mais duas vezes para garantir a troca total da
solucdo do meio. Apds essa etapa, todo o sobrenadante foi retirado e
adicionado 0,5 mL do tampéo e 0,5 mL da amostra (solucdo composta por
0,25 mL do respectivo tampédo adicionados de 0,25 mL da solugéo
enzimatica). Cada uma das solucfes foi mantida em agitacdo em agitacéo
MIl (Biomixer) durante 10 min e o sobrenadante utilizado para ensaio de
atividade de endoglucanase e de avaliacdo das bandas de proteinas
liberadas por meio de técnica de eletroforese SDS-PAGE 10% (4.6.1).
Foram testadas também, as elui¢cdes da proteina com solucdes de
NaCl a 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8,09¢e 1
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M. Avaliacdo das bandas de proteinas liberadas por meio de técnica de
eletroforese SDS-PAGE (4.6).

Figura 9. Estratégia de purificacdo com as amostras de endoglucanase
em tubos de 5 mL com resina de troca anidnica Q-Sepharose® Fast Flow
(Sigma-Aldrich).

Fonte: Autoria Propria

4.8.4. Cromatografia liquida por troca aniénica

A etapa de purificacdo foi processada por cromatografia liquida de
alta performance (FPLC) em sistema Akta Purifier (GE Healthcare Life
Science). Essa etapa de purificacédo foi realizada por troca anidonica, em
coluna aberta 16/12 contendo resina Q-sepharose® Fast Flow (Sigma-
Aldrich). Aproximadamente 10 mL de amostra pré-tratada e filtrada foi
injetada na coluna com auxilio do super loop de 10 mL. O tampédo de
equilibrio e carregamento utilizado foi Bis-Tris 20 mM pH 6, definido nos
ensaios do item 4.8.3. Apds a injecdo a coluna foi lavada com cinco
volumes de coluna com o0 mesmo tampao e iniciado o gradiente linear de
sal, de 0 a 500 mM de NaCl (de acordo com a concentragao selecionada
no item 4.8.3), utilizando-se tampao de elui¢cdo Bis-Tris 20 mM, 500 mM
de NaCl pH 6, usando vinte volumes de coluna, em fluxo de 0,8 mL.min™.
As amostras eluidas foram coletadas em volume de 1 mL, usando
detector de UV a 280 nm. Nas fracdes correspondentes aos picos
visualizados no cromatograma foi avaliada a atividade de endoglucanase.

As aliquotas com atividade foram liofilizadas e o grau de pureza analisado
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em eletroforese SDS-PAGE 10% (4.6). Apos purificacdo, as fracdes

proteicas foram dialisadas para remocéao do sal presente na amostra.

4.8.5. Didlise das fracfes da enzima

A didlise processou-se em solugdo tampao Bis-Tris 20 mM pH 6,
a 4° C, utilizando-se membrana de policarbonato de 25 mm com tamanho
de poro de 12 kDa (Sigma-Aldrich), sob agitacdo suave. Foram realizadas
trés trocas da solucao tampao, a primeira apos 2 h, a segunda ap6s 6 h e
a terceira ap6s 16 h. Aliquotas das amostras foram utilizadas para
deteccdo da atividade de endoglucanase e o0 volume restante

armazenado a -20 °C para posteriores testes.

4.8.6. Cromatografia liquida por exclusdo molecular— Gel filtragdo

As fracOes eluidas da coluna de troca ibnica, apos dialise, foram
aplicadas em coluna de exclusdo molecular HiPrep Sephacryl S-200 HR
(GE Healthcare Life Sciences), com 320 mL, pré-empacotada, 26 x 600
mm, acoplada em sistema Akta Purifier (GE Healthcare Life Science).
Apods o equilibrio com trés volumes de coluna e tampéo Bis-Tris 20 mM
pH 6, aproximadamente 10 mL de amostra foi injetada na coluna
utilizando-se o super loop de 10 mL. A cromatografia processou-se com
1,5 volume de coluna em fluxo linear utilizado de 1,0 mL.min™. As fracdes

eluidas foram coletadas em microtubos com aliquotas de 2 mL.

4.9. Caracterizacdo da endoglucanase

4.9.1. Determinacao da molaridade de tamp&o mais adequada para a
dosagem de atividade da enzima
A solugcdo de substrato com 4% de CMC foi preparada

inicialmente em tampao acetato de sodio pH 5 a 25, 50 e 100 mM. A
atividade de endoglucanase foi medida durante 10 min de reacdo a
temperatura de 80 °C.
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4.9.2. Determinagdo da melhor condigdo de armazenamento da
enzima

Testes de armazenamento apds a purificacdo da proteina foram
realizados. Assim, a enzima pura foi estocada por 24 h em diferentes
condigdes: refrigerador (5 °C), congelador (-20 °C), congelador (-80 °C) e
nitrogénio liquido (-196 °C). AplOs esse periodo, a atividade de
endoglucanase foi medida a 50 mM de acetato de sodio pH 5,0, usando
como controle, a atividade da enzima antes do armazenamento. As

atividades residuais foram apresentadas em valores percentuais.

4.9.3. Determinacdo do tempo apropriado para reacdo de
endoglucanase

Tempos de reagéo de 0, 2, 5, 10 e 15 min foram testados para
determinacdo do tempo adequado de reacdo, tomando por base o0s
trabalhos com endoglucanases relatados por Dave et al. (2015), Kaur et
al. (2007), Kaur et al. (2015) e Chuan Wei et al. (2015). A solugéo de
CMC 4% foi preparada em 50 mM de acetato de sédio pH 5, e a

incubacéo ocorreu a 80 °C.

4.9.4. Tempo de estabilidade em temperatura ambiente
Foram realizados ensaios visando dados sobre a estabilidade da

enzima a temperatura ambiente. O volume de 1 mL foi deixado sobre a
bancada durante 30 dias a temperatura ambiente (aproximadamente 24
°C), a qual foi mensurada por termémetro a cada 3 dias. O ensaio controle

foi realizado no dia ‘0O’ e novo ensaio era realizado a cada 3 dias (72 h).

4.9.5. Caracterizacdo bioquimica da endoglucanase de R. emersonii
S10

4.9.5.1. Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade da enzima
Os perfis de atividade em funcdo da variacdo da temperatura de

incubacgéo e do pH da mistura reacional foram obtidos utilizando solugéo
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de CMC 4% em solugBes tampao de 50 mM, tempo de reagdo enzimatica
de 10 min. O efeito do pH sobre a atividade da enzima foi ensaiado
empregando-se quatro diferentes solucdes tampéo (pH 3 - 5: acetato de
sédio; pH 6 e 6,5: MES (Sigma-Aldrich); pH 7 e 7,5: HEPES (Sigma-
Aldrich); pH 8 - 9,5: glicina (Sigma-Aldrich); pH 10 e 10,5: CAPS(Sigma-
Aldrich)) a 80 °C.

O efeito da temperatura sobre a atividade da enzima foi avaliado
incubando-se a mistura reacional entre 40 e 95 °C. A mistura reacional
constou de solucédo de 4% de CMC em tampéo acetato de sédio 50 mM,

pH 4,0, por 10 min.

4.9.5.2. Efeitos do pH e temperatura sobre a estabilidade da enzima
guando em auséncia de substrato
O efeito do pH sobre a estabilidade da endoglucanase foi

estudado diluindo-se as enzimas nas solu¢des tampao de investigacéo a
100 mM, de tal modo que a concentracao final do tampéao fosse de 50
mM. Apds diluicdo, as linhagens foram mantidas por 24 h a temperatura
de bancada (24 °C). Os valores de pH testados foram: pH 3 - 10,5, com
meia unidade de variacdo (pH 3—- 5,5: acetato de sodio; pH 6 e 6,5: MES,;
pH 7 — 7,5: HEPES; pH 8 — 9,5: glicina; pH 10 e 10,5: CAPS). Aliquotas
da enzima foram removidas e ensaiadas nas condi¢des 6timas da enzima
e os valores de atividade residual (%) obtidos por comparacdo com a
atividade da enzima antes do tratamento.

O efeito da temperatura sobre a estabilidade da enzima foi
avaliado incubando-se aliquotas da solugéo enzimatica por 1 h em banho
com temperatura entre 40 e 90 °C, com variacoes de 5 °C. A atividade
remanescente foi quantificada a 60 e 85 °C, em pH 4,0.

O mesmo ensaio foi repetido na presenca de ions Hg na
concentracdo de 1 mM, visando o estudo de uma possivel
desestabilizacdo das ligacdes dissulfeto e expondo o sitio ativo da

enzima. A atividade remanescente foi quantificada a 85 °C e pH 4,0. A
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atividade remanescente foi expressa como percentagem da atividade da

enzima antes do tratamento térmico.

4.9.5.3. Efeito de ions, solventes, detergentes e quelantes sobre a
atividade de endoglucanase
O efeito dos fons K*, Mg®*, Ca®" (Dinamica), Cu**, Mn*" (Merck),

Fe®, Ccd*, Hg* e Ag® (Sigma-Aldrich) apresentados como cloretos,
foram avaliados nas concentracfes de 1 mM e 5 mM no meio reacional.
Os efeitos do agente quelante EDTA (Merck), detergentes Tween 20,
DMSO (Sigma-Aldrich), Triton X-100 (Sigma-Aldrich), SDS (Synth) e o
compostos [-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) foram avaliados nas
concentracfes de 0,1% (v/v) e 0,25% (v/v) no meio reacional. A reacéo
enzimatica ocorreu a 24 °C por 30 min. As atividades relativas foram
obtidas por comparacdo com o controle, ou seja, na auséncia dos
quimicos e convertidas em valores percentuais. Para o controle, a enzima

foi diluida em agua na mesma proporcao que utilizada nos ensaios.

4.9.5.4. Efeito de compostos organicos sobre a atividade da enzima
O efeito inibitério dos compostos organicos foi avaliado em

diferentes concentracdes tomando por referéncia dados da literatura (100
UM, 200 uM e 1 mM/mg de proteina pura). Os compostos testados foram
acido tanico, acido galico, acido ferralico, acido formico, acido levulinico,
acido acético, acido 4-hidroxibenzoico, 5-hidroximetilfurfural e furfural. A
atividade de endoglucanase foi determinada imediatamente apds a
combinacdo desses compostos com as enzimas e O substrato, sem
exposicdo prévia. O controle foi realizado pela determinagdo da atividade
enzimatica na auséncia de inibidores, porém nas mesmas condi¢des de
diluicdo, temperatura e pressdo, e serd usado como referéncia para
calcular a perda da atividade ou ndo da enzima na presenca dos
compostos (XIMENES et al., 2010; KIM et al., 2011).



58

4.9.5.5. Especificidade pelo substrato e parametros cinéticos
A especificidade de substrato foi determinada utilizando-se CMC,

xilana (Sigma-Aldrich), Avicel® (Merck), celobiose (Sigma-Aldrich), pNPG
e pNPX (Sigma-Aldrich) em concentragdes de 1,0%.

Os parametros cinéticos Km e Vmax foram determinados em
mistura de reacdo composta por 90 pL de tampao acetato de sédio 50
mM contendo 5 — 23 mg/mL de CMC a pH 4,0 e 10 pL da solucdo
enzimatica, incubada a 85 °C durante 10 min. A variacdo da velocidade
inicial em funcdo da concentracdo de substrato foi representada
graficamente de acordo com o método de Michaelis-Menten (1913). O
calculo dos parametros Km e Vmax foi realizado por ajuste ndo linear de

parametros no programa OriginPro 9.0 (OriginLab).

4.9.5.6. Termodinamica da termoinativacao irreversivel
A analise termodindmica da endoglucanase pura seguiu o0

protocolo proposto por Saquib et al. (2010), por meio da determinacéo da
atividade enzimatica utilizando CMC. Assume-se que, no esquema
abaixo, “N” represente a conformacgédo nativa e “D” a desnaturada, ou
inativada, de acordo com o modelo de Daniel e Danson (2013), passivel
de reversdo, seja medida a desnaturacdo irreversivel, representada por

NeD-I (3)

4.9.5.7. Caracterizacdo quanto a temperatura 6tima, calculo de Ea e

Q1o

Os experimentos para determinacdo da temperatura Otima de
atividade foram executados como no descrito no item 4.3.1. Os resultados
foram apresentados em um gréafico de Arrhenius: logaritmo natural (In) da
atividade em U/mL vs. 1000/T, na qual T corresponde a temperatura

absoluta em Kelvin. A energia de ativacdo (Ea) em kJ.mol™ foi calculada a
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partir do grafico acima descrito pela equacao 4, na qual R corresponde a

constante geral dos gases, 8,314 J.K ™ .mol™:

Ea = —(inclinagio.R) 4)
Por outro lado, o coeficiente de temperatura (Qi0) foi calculado pela
equacgao 5.
__Ea.10
Q10 = —— )

A temperatura 6tima em graus Celsius foi calculada pela equacéo
6, na qual X’ € o ponto de insergcéo das retas ascendente e descendente

do grafico de Arrhenius.

T 6tima = (=*) — 273 (6)

4.9.5.8. Parametros termodindmicos da desnaturacao térmica
irreversivel
A enzima foi incubada em diversas temperaturas (30, 40, 50, 60,

70, 80, e 90 °C) por diferentes periodos (10 até 200 min). Depois de
transcorrido o tempo, a amostra foi colocada em banho de gelo e
posteriormente mantida overnight a 4 °C para que as estruturas
secundaria e terciaria se estabilizassem e qualguer dobramento reversivel
fosse refeito (SAQUIB et al.,, 2012). Os calculos dos parametros foram

realizados como descrito abaixo:

4.9.5.8.1. Determinacgéo do kqy
Para o calculo da constante de primeira ordem da taxa de

desnaturacao kqy foi feito um grafico de In da atividade residual vs tempo
(min) para cada temperatura de incubagéo. Realizou-se o ajuste linear de

cada curva para o calculo do valor de inclinagéo, simbolizado por kg (min’

1).
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4.9.5.8.2. Tempo de meia-vida t%2
O tempo de meia-vida, em minutos, foi estimado conforme descrito
na equacao 7:

t1 _ In2

> =1 =0,693/kd @)

4.9.5.8.3. Energia de ativacdo da desnaturacdo térmica Eag (J.mol™)
Foi construido um grafico de In kg vs. 1000/T, sendo a Eaq

calculada pela equacéo 8:
Ea(d) = —(inclinagio.R) (8)

4.9.5.8.4. Entalpia de ativagdo da desnaturacdo térmica AHq (J.mol™)
A entalpia de ativacdo da desnaturacdo térmica foi estimada pela
equacao 9:
AH(d) = Ea(d) — RT 9

4.9.5.8.5. Energia livre de Gibbs de ativagdo da desnaturagao térmica AGq4
(kJ.mol™)
A energia livre de ativacdo de desnaturacao térmica irreversivel foi

estimada pela equacédo 10, na qual k, é a constante de Boltzmann (1,38 x

10%) e h a constante de Planck (6,63 x 10°* J.s):
kd.h

AG(d) = —RT.In(:>2) (10)

4.9.5.8.6. Entropia de ativacdo da desnaturacéo térmica ASy(J.mol™)
A entropia de ativacdo da desnaturacdo térmica foi estimada pela

equacgao 11:

AHd-AGd
T

AS(d) = (11)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de extracdo da enzima endoglucanase

Os perfis de extracdo da endoglucanase indicaram para um
aumento do volume de dgua empregada como eluente para aumento da
atividade enzimatica total de enzima extraida (U/mL x volume eluente). O
aumento no tempo de extracdo de 30 para 120 min ndo mostrou um

aumento proporcional na enzima extraida (Figura 10).

Figura 10. Atividade enzimética total das solugcdes enzimaticas obtidas
por diferentes condi¢cdes de extracdo. M10:1 agua/material fermentado
(mL.g™) e 30 min de agitacao; 0:1 4gua/ material fermentado (mL.g™)
e 120 min de agitacdo; L1 30:1 agua/ material fermentado (mL.g™) e 30
min de agitacao; 30:1 4gua/ material fermentado (mL.g™") e 120 min
de agitacdo; a — primeiro ciclo de extracdo; b — segundo ciclo; ¢ — terceiro
ciclo.

3000

2500 A

2000

1500 ~

1000

Atividade Enzimatica Total (U.g™)

a b ¢ a b ¢ a b ¢ a b c
Tratamentos de Extracdo

Fonte: Autoria Propria

A melhor resposta individual do teste mencionado foi observada
pela primeira extracdo (a) do tratamento com proporcées de 30:1
agua/substrato (mL.g™) durante 120 min a 100 rpm. Nesta aliquota foi
observado uma atividade total de 2884,4 U.g*, o qual ndo foi muito
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diferente daquele obtido com 30:1 &gua/ material fermentado (mL.g™*) e 30
min de agitacdo cuja atividade total foi de 2499,3 U.g™.

O experimento aponta que uma maior proporcao de agua/material
fermentado apresentou maior capacidade de arraste das endoglucanases
aumentando em mais de 100% a quantidade de enzima extraida no
tratamento em relacao a propor¢ao de 10:1. Por outro lado, o aumento do
tempo de 30 para 120 minutos, embora tenha levado também ao aumento
da proteina extraida, ndo resultou em aumento suficiente para ser
compensador, considerando custo/beneficio do processo.

Em estudo realizado por Chen et al. (2011), com o objetivo de
recuperacdo de uma inulinase, os autores relataram melhores resultados
em condicdes de 20:1 liquido/sélido (g.mL™), utilizando como solvente o
tampdao acetato (0,1 M e pH 4,5) e agitacado de 207 rpm durante 40 min.
Para Pal e Khanum (2010), em condi¢cdes otimizadas, a melhor
recuperacdo de xilanase obtida foi utilizando &agua deionizada (10:1
agua/substrato - g.mL™) a 200 rpm durante 60 min.

Na tentativa de otimizar a extragcdo de proteases, Tunga et al.
(1999) constatou que sua maxima recuperagao ocorria a proporcoes de
5:1 solvente/sélido (mL.g™). O solvente utilizado foi uma mistura aquosa
de etanol 10%. Neste caso, o maior tempo de incubacao no solvente foi
de 120 min, o qual exibiu atividade de 307 U.g™. Testando o nimero de
lavagens para a recuperacdo completa da enzima, observou-se que as
duas primeiras lavagens foram suficientes para a recuperacdo maxima
das proteases.

Com base nos resultados, o tratamento escolhido para dar
continuidade ao estudo foi composto pelas duas primeiras extracées do
teste caracterizado pela proporcdo de 10:1 &gua/substrato (mL.g™) e 30

min de agitacao.
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5.2. Andlise eletroforética de endoglucanases na solu¢cdo enzimatica
bruta

A amostra previamente extraida, nas condi¢cdes definidas nos
ensaios descritos, foi analisada em gel SDS-PAGE 10% para visualizagao
do perfil de bandas de proteinas e investigou-se também a presenca de
possiveis isoformas de endoglucanase por meio de zimograma (Figura
11), este, por sua vez, tratado pelo software Photos (Microsoft

Corporation) para que as isoformas ficassem mais evidentes.

Figura 11. Perfis de bandas eletroforéticas referentes a endoglucanases
presentes na solugdo enzimatica bruta obtida pelo cultivo de R. emersonii
S10 em FES utilizando mistura (1:1:1) de farelo de trigo, palha de milho e
bagaco de cana-de-acUcar por 240h. Esquerda: Gel SDS-PAGE 10% com
visualizagcdo das bandas de proteinas reveladas pelo método de prata. Direita:
Zimograma especifico para deteccdo de atividade de endoglucanase em gel
10% mostrando duas isoformas da enzima de estudo (setas).

M Amostras Extrato Bruto

200 kDa
97 kDa

60 kDa
45 kDa

14 kDa

Fonte: Autoria Propria

O zimograma evidenciou duas bandas com atividade de CMCase,
com massas moleculares estimadas em 45 e 60 kDa.

Muitos microrganismos produzem diferentes formas de uma Unica
enzima, chamadas isoformas. Essas isoformas em eucariotos podem ser
resultados de processamentos poés-traducdo realizado por quebra
proteolitica ou por diferentes niveis de glicosilacdo. Muitas vezes, esse
processamento da proteina segue mecanismos induzidos pelas condi¢ées

de cultivo. Por outro lado, alguns genes podem aparecer duplicados ou
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mesmo haver a presenca de genes diferentes expressando proteinas com
funcdes similares (HERRERA et al., 2007).
A isoforma que apresentou banda de atividade mais evidente foi

escolhida para dar continuidade ao trabalho.

5.3. Teste de clarificacdo da solucao enzimatica bruta

Os resultados obtidos a partir dos tratamentos de clarificacdo da
solucdo enzimatica bruta foram agrupados e sdo apresentados na Tabela
4,

Tabela 4. Clarificacdo da solucao enzimatica bruta usando caulim, carvdo
ativado e PEI, em pH 7.

Proporcdo % Volume Volume de Atividade  Atividade Rendimento Absorbéancia

de de enzima inicial final na atividade (540 nm)
clarificante enzima recuperado (U.mL™ (U.mL™ enziméatica
(g.mL™ inicial (mL) (%)
(mL)

S.E.B. - - - - 1,9 1,9 - 0,559
CA —c* 0,05 1 5mL 3,8 1,9 1,9 100 0,210
C.A. - co* 0,05 1 5mL 4,8 1,9 1,8 95 0,088

Caulim 0,05 1 5mL 4,2 1,9 0 0 0,410

PEI 100 pL* 1 10mL 9,2 1,9 0 0 0,399

S.E.B. —1Solugéo Enzimética Bruta; C.A. — Carvdo Ativado; c* - em centrifuga; co* - em coluna; 100 pL* -
(UL.mL™).

Fonte: Autoria Prépria

O melhor tratamento clarificante, considerando a recuperacao da
enzima e perda de cor da solucao, foi com o carvao ativado. No pH usado
(7,0) o carvao ativado encontra-se com carga zero, portanto, ndo houve
interacdo idnica entre o material adsorvido e a matriz clarificante
(JANKOWSKA et al., 1991). A retirada de compostos de cor e até
inibidores de fermentacéao, por esse agente, € conhecida (CANILHA et al.,
2008). A eficacia do tratamento com carvdo ativado depende de
diferentes variaveis durante o processo tais como pH, tempo de contato,
temperatura e propor¢édo de carvao ativado em relagdo ao volume de
liguido e as interacdes que proporcionam essa adsor¢do sdo interagdes
do tipo van der Waals (PRAKASHAM et al., 2009).

Para ambas metodologias testadas, tubo ou coluna, houve

eficiéncia na clarificacdo. Deste modo, o tratamento com carvéo ativado
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em coluna foi escolhido para dar continuidade ao trabalho. Ao passar por
uma membrana no sistema de colunas, o produto final € recuperado livre
de particulas contaminantes do préprio carvao ativado, diferentemente do
processo por centrifugacdo. A segunda vantagem a ser destacada é o
baixo custo desse agente clarificante, o que torna o método vidvel, ndo
encarecendo a etapa de tratamento da solucdo enzimatica. O resultado
do tratamento é mostrado na Figura 12, onde é visualizada a diferenca de
coloracdo entre a amostra sem tratamento e a revelacdo do gel com as
duas solucdes.

Em relacdo aos outros agentes clarificantes testados, ndo foram
detectadas atividades enzimaticas nos sobrenadantes recuperados apos
o tratamento com clarificantes caulim e PEI. O reagente caulim é derivado
de silicatos de aluminio. A capacidade de troca catibnica de um
aluminossilicato € a quantidade de ions, particularmente cations, que este
pode adsorver e trocar (CERQUEIRA, 1999). Portanto, em pH 7,0 a
proteina de interesse deve ter apresentado carga negativa e interagiu

com a matriz de carga positiva.

Figura 12. Efeito da clarificacdo da solugcédo enzimatica bruta. a) Diferenca
de coloracéo e turbidez entre a solucdo enzimética bruta nédo tratada (a
esquerda) e a amostra tratada com carvao ativado em coluna (direita). b)
Bandas eletroforéticas referentes a solugédo enzimatica bruta (EB) e apds
o tratamento com carvao ativado em coluna (EF). M — marcador de peso
molecular.

a b

M EB EF  zimograma

Fonte: Autoria Prépria
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O reagente polietilenoimina (PEI), um polication em solucéo
aguosa, também utilizado no tratamento de clarificacdo, assim como o
caulim, reteve a enzima, confirmando que esta apresenta em sua
superficie, residuos de carga negativa. A presenca de um aditivo aniénico
pode inferir a adsor¢cdo da propria proteina, visto que em ensaios
posteriores esta € adsorvida em resina de mesma natureza. Contudo, a
carga liquida da proteina apenas sera verificada em ensaios futuros,
através da determinacéo de seu ponto isoelétrico.

A diminuicdo de componentes de cor na solucdo enzimatica
facilita o processo de purificacdo subsequente. Outro zimograma foi
realizado, dessa vez utilizando apenas amostras da solucéo filtrada, e foi
confirmada a permanéncia das duas isoformas mesmo apos o tratamento

com carvao ativado.

5.4. Estratégia de purificagcdo em ensaios em pequena escala

Nos ensaios de purificacdo em pequena escala, realizados para
definir o percurso do processo de purificagdo da enzima, foi utilizada a
resina de troca anibnica Q-Sepharose Fast Flow (Sigma-Aldrich). Essa
resina possui grupos que formam trocadores de ions fortes (Q — Amonia
Quaternéria), que sao completamente ionizados ao longo de um grande
espectro de pH (WEISS, 2004).

ApoOs aclimatacao da resina em diferentes valores de pH e adicao
de amostra proteica, como elucidado na secdo 4.8, o sobrenadante foi
retirado para testes de atividade enzimatica e realizagcdo de géis, como

mostrado nas Figuras 13 e 14, respectivamente.
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Figura 13. Perfil de atividade enzimatica dos eluatos obtidos de
minicolunas de resina Q-Sepharose Fast Flow, equilibradas em diferentes
valores de pH.

Atividade Enzimatica

35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9
pH

Fonte: Autoria Propria

Figura 14. Perfis eletroforéticos dos eluatos obtidos de minicolunas de
resina Q-Sepharose Fast Flow, equilibradas em diferentes valores de pH
de testes. M — marcador de peso molecular; EB — solucdo enzimatica
bruta; seta — endoglucanase.

M EB 4,0 45 50 55 60 65 7.0 75 8.0 85
200 kDa 1 ¥ " p-
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L
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Fonte: Autoria Prépria

A partir do resultado visualizado, a regido de pH em que houve
maior ligacao entre a enzima de interesse e a resina foi entre pH 6 e 8,5,
dados estes corroborados pela analise em eletroforese SDS-PAGE e pela
auséncia de atividade enzimatica da endoglucanase no ensaio em
microplaca.

Considerando que, a0 mesmo tempo em que a proteina é
adsorvida, a maioria dos contaminantes também o sdo, a estratégia

adotada a partir dessa etapa foi analisar qual era a concentracéo de NaCl
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necesséria para eluir seletivamente a proteina (Figura 13). Para tanto, a
solucédo tampéo selecionada para a préoxima etapa foi reproduzida como
no ensaio anterior, feita a partir de Bis-Tris em pH 6,0, o qual apresenta
adsorcdo praticamente total da proteina, e adicionado de 500 mM de
NacCl.

Para a finalizacdo do teste piloto, foram preparados 14 tubos
contendo a resina (devidamente ambientada nas condicfes citadas
acima) e a amostra. Solu¢cdes com diferentes concentracdes de NaCl
(0,02 a 1 M) foram agregadas aos tubos e ap0s agitacdo e decantacéo, o
sobrenadante foi reservado para realizacdo de atividades enziméticas e
analises em gel SDS-PAGE. Os dados estdo expostos nas Figuras 15 e

16, respectivamente.

Figura 15. Perfil de atividade enzimatica das aliquotas dos sobrenadantes
frente ao gradiente salino com NaCl (0,02 a 1 M) usado para eluicdo da
endoglucanase da coluna com resina Q-Sepharose Fast Flow.
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Fonte: Autoria Propria
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Figura 16. Gel SDS-PAGE ilustrando a etapa de eluicdo da proteina da
resina Q-Sepharose Fast Flow no teste de purificagdo em pequena escala
frente a simulacdo de gradiente salino linear com NaCl (0,02a 1 M). M —
marcador de peso molecular; EB — solu¢cdo enzimética bruta; seta —
edoglucanase.
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Fonte: Autoria Propria

A enzima comecou a ser eluida da resina a partir da concentracao
de 0,2 M de NaCl, como visualizado no gel e no perfil de atividade
enzimatica em microplaca ao mesmo tempo em que uma reduzida
presenca de contaminantes eluiram concomitantemente. Neste sentido, a
concentracdo de 0,2 M foi escolhida para posterior cromatografia de troca
anidnica em sistema FPLC (Akta Purifier).

Assim, a partir dos resultados obtidos, foram estabelecidos os
seguintes parametros para posterior protocolo de purificacdo: tampéo Bis-
Tris 0,02 M pH 6,0 - tampéo de ligacdo ou tampédo A; e tampdo Bis-Tris
0,02 M pH 6,0 + 500 mM NaCl — tampé&o de eluicdo ou tampéao B.

5.5. Purificacdo da isoforma selecionada da enzima endoglucanase
ApoOs etapas de clarificacdo, ultrafiltracdo tangencial e filtracdo

para a retirada de compostos indesejaveis, seguiu-se a purificacdo da

enzima por meio de duas etapas cromatograficas e um processo de

dialise intermediario para troca de solucao tampéao.

5.5.1. Cromatografia liguida por troca ibnica — Troca aniénica
A purificagéo por troca anidnica da endoglucanase processou-se

de forma muito semelhante ao teste em pequena escala. Foram injetados
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10 mL de amostra na coluna de troca anidnica, seguida de lavagem da
coluna com 5 volumes de coluna (VC) com tampado A. Apds isso, iniciou-
se o0 gradiente linear de NaCl com o tampdo B. O gradiente linear
processou-se de 0% até 100% de tampdo B e a cada novo pico a
concentracdo de B era mantida pela ferramenta Hold (manter) do
equipamento, até que o traco correspondente ao detector UV fosse
estabilizada. A partir disso, a concentracdo de B voltava a aumentar
gradativamente. A proteina foi eluida a partir de 0,2 M de NacCl, ou seja,
40% de B, como observado no teste em pequena escala. Todos 0s picos
detectados pela UV, monitorada a 280 nm, foram coletados e as amostras
foram devidamente armazenadas em banho de gelo para posteriores
andlises.

Ao todo, cinco picos foram observados no perfil cromatogréafico
obtido. A partir dos testes realizados, foi possivel verificar que o0 pico
contendo a proteina de interesse foi o terceiro a ser detectado (Figura 15),
eluido a partir de 40% de B, ap6s 200 mL de iniciado o processo. Dessa
forma, assim como o esperado, a eluicdo da endoglucanase iniciou-se
com 40% de B (Figura 17 — seta). Um total de oito tubos de 1 mL foram
coletados no momento em que o referido pico foi detectado. Essas
amostras também foram analisadas em gel SDS-PAGE para a
identificacdo do perfil de contaminagédo da endoglucanase apoés a primeira
etapa de purificacdo (Figura 17).

Como mostrado na Figura 17, a proteina investigada estava
presente no pico identificado, o qual foi dividido em duas partes,
identificadas como amostra A e B (Figura 18). Como verificado, a primeira
metade do pico apresentou poucos contaminantes (amostra A). Nessa
porcdo € possivel visualizar que uma pequena porcao da isoforma de 60
kDa ainda estava presente. Por outro lado, na segunda metade do pico
(amostra B), a proteina de investigacao foi eluida na auséncia da isoforma
de maior massa molecular, no entanto na companhia de um contaminante

com massa molecular similar a isoforma de investigacdo. A partir desse
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resultado, a estratégia foi separar essas amostras, da maneira

especificada na Figura 17, para posterior etapa de dialise.

Figura 17. Cromatograma da purificacdo de uma isoforma da enzima
endoglucanase de R. emersonii S10 por troca aniénica com resina Q-
Sepharose Fast Flow realizada em sistema FPLC Akta Purifier (GE
Helthcare Life Sciences). Seta — representa o pico em que a proteina de
interesse foi detectada.
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Fonte: Autoria Prépria

A solucdo contendo a proteina parcialmente purificada passou por
processo de didlise em membrana de 12 kDa, devido a alta concentracao
de NacCl obtida pelo processo de cromatografia. As amostras A e B foram

separadas como dito anteriormente e dialisadas em membranas distintas.
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Figura 18. Gel SDS-PAGE das amostras provenientes das fracfes
eluidas de coluna cromatografica de troca anidnica Q-Sepharose Fast
Flow com atividade detectadas. Setas e caixas verdes (A) e pretas (B) —
apontam para a separacao das amostras, as quais foram posteriormente
dialisadas, separadamente, de acordo com o perfil de contaminacéo
detectado.
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Fonte: Autoria Propria

5.5.2. Cromatografia liquida de exclusdo molecular

Apo6s o processo de didlise, as amostras A e B passaram por
segunda etapa de purificacdo, sendo utilizada a técnica de excluséo
molecular. A coluna utilizada foi a HiPrep Sephacryl S-200 HR (GE
Healthcare Life Sciences), com poros entre 25 e 75 um e potencial de
separacdo por tamanho de 5 a 250 kDa de massa molecular )
informacdes do fabricante).

O processo de purificacdo por esse meétodo foi executado
separadamente para as amostras A e B. Apés essa etapa, as fragbes
eluidas foram devidamente armazenadas em banho de gelo e as
atividades enzimaticas das fracdes determinadas, e também analisadas
em gel SDS-PAGE 10%. O perfil cromatogréfico de purificacdo da
amostra A pode ser visualizado nas Figuras 19 e 20, e a seta na Figura
19 identifica o pico de eluicdo da endoglucanase de estudo.
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Figura 19. Cromatograma obtido por cromatografia de exclusdo molecular
realizada em sistema FPLC Akta Purifier (GE Helthcare Life Sciences)
usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR da da amostra A, da isoforma
da enzima endoglucanase de R. emersonii S10. Seta — representa o pico
em que a proteina de interesse foi detectada.
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Fonte: Autoria Propria

Figura 20. Pico cromatogréfico e bandas eletroforéticas das frages com
atividade de endoglucanase em cromatografia por exclusdo molecular
usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR - amostra A, e anéalise em gel
SDS-PAGE das fracdes eluidas. Seta — indicando a proteina purificada;
0s numeros indicam os tubos em que as amostras foram coletadas.
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Fonte: Autoria Propria

Neste cromatograma foi possivel distinguir trés picos de proteinas

sendo a atividade de endoglucanase apenas no segundo pico (Figura 19).
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Por meio de do gel SDS-PAGE foi possivel confirmar a existéncia
de uma Udnica banda proteica, em elevado grau de pureza,
correspondente ao pico em que a enzima mostrou atividade (Figura 20).

Na etapa de purificacdo por cromatografia de exclusdo molecular
da amostra B, trés picos também foram visualizados, assim como o
cromatograma da amostra A, sendo determinada atividade de
endoglucanase apenas no segundo pico como indicado pela seta na

Figura 21. O gel representativo das fracdes eluidas no segundo pico esta
ilustrado na Figura 22.

Figura 21. Picos das fragbes em cromatografia de exclusdo molecular
em sistema FPLC, usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR — amostra
B. Seta — representa o pico em que a proteina de interesse foi detectada.
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Fonte: Autoria Propria

O dltimo gel revelou a ndo separacdo do contaminante, cuja
massa molecular € muito proxima a da proteina de estudo. Devido ao fato
de compartilharem essa caracteristica, as mesmas foram co-eluidas. A
coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR (GE Healthcare Life Sciences)
empregada neste método foi ineficaz ao separar as proteinas presentes
na amostra B. Uma possivel alternativa para aumentar o rendimento do
método seria empregar uma coluna da mesma natureza porém com maior

poder de separacdo. A porgédo de endoglucanase parcialmente purificada
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da amostra B foi utilizada em ensaios que ndo demandavam altos niveis

de pureza da proteina, como pH e temperatura 6timos e estabilidade.

Figura 22. Pico cromatografico e bandas eletroforéticas das fracées com
atividade de endoglucanase, cromatografia por exclusdo molecular
usando coluna HiPrep Sephacryl S-200 HR - amostra B. Seta — indicando

a proteina purificada; os numeros indicam os tubos em que as
amostrasforam coletadas.
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Fonte: Autoria Propria

A tabela de purificacdo foi construida revisando todas as etapas e
0S seus respectivos dados, como atividade enziméatica, quantificacdo de
proteina total, grau de pureza e rendimento do processo, considerando
apenas enzima da amostra A (Tabela 5).

Tabela 5. Sintese do processo de purificacdo de uma isoforma de
endoglucanase de R. emersonii S10.

Proteina Atividade Atividade

Volume Total Total Especifica Fatorde Rendimento
Etapas (mL) (mg) V) (U.mg'l) purificacdo (%)
Solucéo
enzimatica bruta 206 252,6 600,3 2,4 1 100,0
Carvéao Ativado 200 48 588 12,3 52 98
Ultrafiltragéo 41 16,4 225,5 13,8 5,8 37,6
Troca l6nica 24 10,8 106,8 9,9 4,2 17,8
Dialise 27 8,1 89,1 11 4,6 14,8
Excluséao
Molecular 24 3,1 52,8 16,9 7,1 8,8

Fonte: Autoria Propria



76

Analisando a tabela de purificacao, fica claro a grande diminuicao
dos valores de proteina total (de 252,6 para 3,1 mg) concomitante ao
aumento da atividade especifica (de 2,4 para 16,9 U.mg™), tomando como
parametros a solu¢éo enzimatica bruta como inicio e a enzima purificada
como término. A metodologia aplicada mostrou um rendimento de 8,8%
enguanto que o fator de purificacéo foi de 7,1.

Considerando que o trabalho foi realizado a partir de expressao
homologa da proteina, ou seja, sem utilizar os mecanismos de clonagem
e expressdo em vetores, as poucas etapas necessarias para a purificacdo
da enzima foi um resultado interessante. Trabalhos como o de Kaur et al.
(2007), tendo como objetivo 0 mesmo do atual estudo, purificou uma
endoglucanase a partir do fungo termofilico Melanocarpus sp. e encontrou
valores de rendimento de 8,9% e um grau de purificacdo de 9, nUmeros
préximos aos do presente trabalho, porém, utilizou maior numero de
etapas no processo de purificacdo. Narra et al. (2014) também mostrou
taxas semelhantes ao purificar uma endoglucanase de Aspergillus
terreus, como rendimento de 13,71% e grau de purificacdo mais baixo,

em torno de 3,49.

5.6. Definicdo de parametros apropriados para a determinacdo de
atividade da endoglucanase purificada da amostra A
5.6.1. Concentracdo (molaridade) adequada do tampao

Visando a otimizacdo das condi¢cdes de reacdo de determinacao
da atividade enzimatica da endoglucanase, primeiramente foi realizado
um teste utilizando tampé&o acetato de sodio em diferentes molaridades

para a composi¢cao do meio reacional (Figura 23).
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Figura 23. Efeitos das diferentes concentracdes de tampéao (25, 50 e 100
mM) na atividade de endoglucanase purificada.
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Fonte: Autoria Propria

Os dados da Figura 23 mostram que tampdo acetato em
concentracdo molar entre 25 e 50 mM foi mais adequado para a
determinacao da atividade. Por outro lado, a atividade quantificada a 100
mM de tamp&o foi de 1,55 U.mL™, mostrando um grande decréscimo em
comparacdo a condi¢do Otima do ensaio. Deste modo, todos 0s ensaios
de atividade posteriores foram realizados na concentragdo de 50 mM do

tampdao acetato de sadio.

5.6.2. Avaliagdo do efeito do armazenamento em diferentes
temperaturas sobre a atividade da enzima purificada

A estocagem da enzima sob condi¢cbes que preservem melhor
sua atividade € muito importante, tanto para a pesquisa em laboratério
quanto numa possivel aplicacdo tecnoldgica. Com o objetivo de
estabelecer a melhor temperatura de armazenamento utilizou-se

temperaturas de refrigeracao (5 °C) e de congelamento em freezer (-20 e
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-80 °C) e em nitrogénio liquido (-196 °C) por 24 h. Todos os resultados
foram comparados com a referéncia de atividade enzimatica ‘Controle’,
mensurada antes da armazenagem. Os resultados sdo mostrados na

Figura 24.

A amostra armazenada em congelador -20 °C mostrou a menor
perda de atividade, apresentando aproximadamente 95% da atividade
original. O armazenamento a -80 °C preservou 85% e o Nitrogénio liquido
(-126 °C), 61% da atividade original. A estocagem sob refrigeracéo (5 °C),
mostrou-se ineficiente para a preservacao da enzima, em perda de 45%
de atividade. Com esses dados, a enzima purificada passou a ser
estocada em congelador a -20 °C, em tubos de 2 mL contendo aliquotas

com 1 mL de amostra para evitar descongelamentos e recongelamentos.

Figura 24. Efeito da temperatura de armazenamento durante 24 h sobre a
atividade da endoglucanase de R. emersonii S10 purificada.
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Fonte: Autoria Propria

5.6.3. Avaliacéo do tempo de preservacéao da atividade da enzima
purificada quando mantida em temperatura ambiente
A estabilidade de bioprodutos candidatos a producdo em larga

escala é elemento fundamental para que sejam submetidos a condi¢des
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de plantas industriais. Além de temperatura e pH, o intervalo de tempo em
gue a proteina consegue manter sua atividade sem a necessidade de
refrigeracdo economiza espaco, energia, tempo e investimentos.

A grande maioria das proteinas, principalmente mesofilicas,
necessita de refrigeragdo constante para manutencdo de sua atividade.
Contudo, algumas enzimas termofilicas, conforme discutido no presente
trabalho, possuem maior estabilidade em temperaturas em torno de 24 °C
ou mais elevadas (STUTZENBERGER e LUPO, 2007), como é visto na
Figura 25.

Figura 25. Efeito do tempo de estocagem da endoglucanase de R.
emersonii S10 purificada em temperatura ambiente (aproximadamente 24
°C).
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Fonte: Autoria Propria

Conforme mostra a Figura 25, apos 3 dias de manutencdo da
enzima em temperatura ambiente variando entre 23 e 25 °C houve uma
ativacéo de cerca de 4 vezes o valor dos ensaios controles, realizados no
primeiro dia. Contudo, a partir do sexto dia, a atividade diminuiu em
relacdo a ativagdo mensurada no dia 3, porém ainda duas vezes maior

gue a atividade verificada no dia 0. Essa estabilidade a temperatura
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ambiente (aproximadamente 24 °C) € um aspecto favoravel ao emprego
desta proteina em bioprocessos. Como mostra a figura, a partir do sexto
dia até o trigésimo, sua atividade enzimatica tornou-se invariavel, caindo

apenas cerca de 6%.

5.6.4. Tempo de reacdo enzimatica da endoglucanase
O tempo O6timo para a reacdo de atividade enzimatica de
endoglucanase foi analisado. A Figura 26 mostra os resultados obtidos

para este ensaio.

Figura 26. Influéncia do tempo de reacdo (0, 2, 5, 10 e 15 min) na
atividade enzimatica da endoglucanase purificada de R. emersonii S10.
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Fonte: Autoria Propria

Ficou evidente que o tempo de reacdo de 10 min, como utilizado
para a enzima em sua forma bruta (Rosa, 2014), é adequado também
para a enzima purificada, realizado por quando a proteina ainda estava
submetida a solucdo enzimatica bruta. Wang et al. (2014) também
determinou 10 min como o melhor tempo de reacdo para sua
endoglucanase de purificada. Tempos de reacdo diferentes tém sido

reportados na literatura, variando entre 10 e 30 min (MURRAY et al.,
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2001; SAHA, 2004; OYEKOLA et al., 2007; ELVAN et al., 2010; DHAR et
al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Esse resultado mostra mais uma vantagem da endoglucanase em
estudo, com um tempo reacional menor que a maioria das

endoglucanases estudadas.

5.7. Caracterizacdo bioquimica da endoglucanase de R. emersonii
S10
5.7.1. Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade da enzima

O pH em que a enzima se mostrou mais ativa foi 4 (Figura 27).

Figura 27. Efeito do pH (3 a 10,5) sobre a atividade da endoglucanase
purificada, com reacdo enzimética realizada a 80 °C, utilizando tampéao
acetato de sodio (pH 3 — 5,5), MES (pH 6 e 6,5), HEPES (pH 7 e 7,5),
glicina (pH 8 — 9,5) e CAPS (pH 10 e 10,5) acrescido de CMC a 4%.
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Fonte: Autoria Propria

O valor obtido acima mostrou conformidades com outros estudos
com endoglucanases. Murray et al. (2001), determinaram pH de 4,8, para
a maior atividade de endoglucanase produzida também por uma linhagem

de R. emersonii. Wang et al. (2014), trabalhando com a expressao
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heter6loga de endoglucanase de T. emersonii CBS394.64 encontrou o
valor de pH o6timo em 4,5. Dave et al. (2015), purificando uma
endoglucanase de Thermoascus aurantiacus, notaram que a proteina
estudada apresentava melhor performance em pH 4. Na exposicao de
seus dados, Saha (2004), ao purificar uma endoglucanase do fungo
Mucor circinelloides, obteve um valor de pH 6timo de 5,0, mas
observaram atividade de 80%, tanto em pH acido (3,0), como basico (8,0).
Além disso, varios outros trabalhos apontam que fungos termofilicos
apresentam enzimas extracelulares com atividades Otimas em meios
acidos (KHANDKE et al., 1989; GOMES et al.,, 2000; LEGGIO, LO;
LARSEN, 2002).

Ensaios sobre o efeito da temperatura sobre a atividade da
enzima confirmaram sua caracteristica termofilica, que apresentou maior
atividade a 85 °C (Figura 28).

Figura 28. Efeito da temperatura de incubacdo sobre a atividade da
endoglucanase da isoforma purificada. A reagdo ocorreu em pH 4,0,
utilizando tampéao acetato de sodio a 50 mM, contendo 4% de CMC, por
10 min.
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Em trabalho prévio, Rosa (2014) observou que a maior atividade de
endoglucanase na solucédo enzimatica bruta ocorria em 80 °C. Entretanto,
a solucdo enzimatica bruta apresentava pelo menos duas
endoglucanases diferentes, conforme mostrado no presente trabalho, o
que poderia levar a essa diferenca de temperatura 6tima.

Também utilizando a espécie T. emersonii, (CBS 814.70), Murray
et al. (2001) encontraram temperatura Otima para a endoglucanase
estudada em 80 °C. Em trabalho semelhante, porém utilizando o processo
de expressao heterologa, utilizando o fungo T. emersonii (sinonimia de R.
emersonii), Wang et al. (2014) clonaram e expressaram a endoglucanase
TeEgI5A em Pichia pastoris e encontraram valores de temperatura 6tima
em 90 °C. Essas diferencas podem ser devido a purificacdo de diferentes
isoformas, ou obtencdo da enzima com diferentes niveis de glicosilagcéo, o
gue poderia influenciar na resposta de reacdo da enzima a temperatura.
Tem sido reportado que glicosilacbes aumentam a termofilia das enzimas
e que o0 meio de cultura, o tipo de fermentacéo usado e o organismos que
esta expressando a proteina, podem influenciar no nivel de glicosilacdes
(BALDRIAN; VALASKOVA, 2008).

Resultados obtidos com uma endoglucanase produzida por
Aspergillus niger demonstrou que a temperatura em que a mesma
proteina se mostrou mais ativa foi a 55 °C (PHAM et al., 2012), e, a
celulase de Aspergillus nidulans mostrou temperatura Otima para a
atividade enzimatica a 70 °C (KAUR et al., 2015).

5.7.2. Efeitos do pH e temperatura sobre a estabilidade da enzima
guando em auséncia de substrato

Enzimas estaveis em auséncia de substrato sdo muito
importantes, principalmente quando se visa a aplicacao industrial, visto
gue o ambiente de aplicacdo pode variar, e quanto mais estavel nessas
condicbes, mais adequada sera a enzima, ao processo ao qual se
destina (DOBREV e ZHEKOVA, 2012). A Figura 29 ilustra o perfil de
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estabilidade para da endoglucanase em estudo frente a diferentes valores

de pH da solucdo em que esta diluida.

Figura 29. Efeito do pH sobre a estabilidade da endoglucanase purificada
guando em auséncia de substrato.
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Fonte: Autoria Prépria

Os resultados acima mostraram que a enzima nao foi estavel em
faixa ampla de pH, preservando funcao catalitica (100%) entre os valores
6 e 7,5. Na faixa de pH entre 4,5 e 5,5, a enzima apresentou atividade
residual de 60%. Em outras faixas de pH &cido ou alcalinos (3 -4 e 8 -
8,5) perdeu cerca de 50% da atividade inicial. Em pH 9,0 ainda manteve
40% da atividade, mas esta foi totalmente perdida em pH acima desse
valor (Figura 29).

Dobrev e Zhekova (2012) reportaram que endoglucanase do
fungo A. niger BO3 apresentou-se estavel em pH 3 enquanto que em pH 7
ela foi completamente inibida. Pol et al. (2012) estudando enzima de A.
poniphilum MS 20 observaram preservagao da atividade acima de 80% na

faixa de pH entre 4 e 6.
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Em trabalho recente de Wang et al. (2014), a endoglucanase do
fungo T. emersonii expressa de maneira heteréloga mostrou preservacao
da atividade acima de 80% na faixa de pH entre 1 e 6, e acima de 60%
entre 7 e 10

Por comparacdo com outros trabalhos, € possivel classificar a
presente enzima como potencial para ser empregada em bioprocessos,
pois durante 24 h mostrou consideravel atividade na faixa de pH entre 6 e
7,5 e perda de apenas 50% em valores como 5,5 e 8, enquanto que
quando submetidas as mesmas situagbes, outras endoglucanases
pesquisadas em diversos trabalhos, mostram-se menos estaveis. Por
outro lado, quando comparada a estudos com foco em expressdes
heterdlogas, a proteina aqui investigada mostra-se menos estavel em
relacdo a uma grande variacao de valores pH. Isso pode ser explicado por
possiveis alteracBes ocasionais ou induzido por bases nitrogenadas
(manipulacdo do DNA) que podem ocorrer nesse tipo de expressao.

ApOGs testes revelarem em quais valores de pH a proteina
estudada mantém-se funcional, ensaios foram realizados com o objetivo
de indicar sua estabilidade frente a diferentes temperaturas. As atividades
enzimaticas remanescentes foram ensaiadas em temperaturas de 60 e 85
°C buscando-se avaliar o nivel de termoestabilidade da proteina. Figura
28 mostra os perfis de atividades residuais ensaiadas a 60 °C (Figura 30 —
a) e a 85 °C (Figura 30 — b).

Os dados mostram que houve termoativacdo quando a enzima foi
mantida durante 1 h a temperaturas entre 35 e 60 °C. Quando a atividade
residual da enzima foi determinada a 60 °C nota-se uma maior ativacao
da enzima mantida a 45 °C, aumentando a atividade da enzima em
aproximadamente 70%, enquanto que, quando a atividade residual foi
determinada a 80 °C, a maior ativacéo foi a 40 °C (58%). Entretanto, nota-
se que a temperatura de reacdo de 85 °C permitiu observar que a
ativac&o ocorreu até 60 °C. E provavel que temperaturas entre 35 e 60 °C

alterem favoravelmente a conformacdo da proteina termofilica, a qual &
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mantida no meio reacional incubado a 85 °C, enquanto que o resfriamento
a 60 °C alteraria essa conformacdo, diminuindo a evidenciacdo da
ativacao térmica ocorrida na auséncia do substrato.

Figura 30. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da endoglucanase
purificada quando em auséncia de substrato com atividade enzimatica
determinada a 60 °C (a) e 85 °C (b) e mantida a diferentes temperaturas
durante 1 h.
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Fonte: Autoria Propria

Uma endoglucanase de R. emersonii reportada por Murray et al.
(2001) ap6s submetida a 70 e 80 °C durante uma hora perdeu sua
atividade em 35% e 90%, respectivamente, sugerindo ndo se tratar da
mesma enzima deste estudo, visto a diferenca na termoestabilidade.

Segundo Immanuel et al. (2007), algumas celulases comerciais
possuem Otima estabilidade térmica até 60 °C, porém poucas proteinas
comerciaveis se enquadram em condicdes de termoestabilidade t&o
especificas quanto a presente neste estudo. Nos dados apresentados por
Narra et al. (2014), ao trabalhar com uma endoglucanase homadloga de A.
terreus, mostram que a proteina exibiu 100% de atividade residual
guando aquecida a 60 °C durante 240 min.

Os dados aqui apresentados nos permite inferir que a
endoglucanase em estudo € uma enzima altamente termoestavel e que
depende de ativacdo térmica. Enzimas ativadas apos choque térmico tém
sido descritas (SHEN et al., 2012).

Ao trabalhar com uma endoglucanase do actinomiceto
Thermomonospora curvata, Stutzenberger e Lupo (2007) perceberam
certa ativacdo de sua enzima ao submeté-la a 70 °C durante 25 min. Sua
atividade foi aumentada em 50%, o que foi significativo, porém nao atingiu
a estabilidade aos 60 minutos. Sua endoglucanase perdeu mais de 50%
da atividade quando mantida durante 60 min a 70 °C.

Neddersen e Elleuche (2015) submeteram uma enzima quimera
constituida por uma endoglucanase de uma bactéria termofilica e uma [3-
glicosidase proveniente de uma representante arqueobactéria, as quais
foram submetidas a diferentes temperaturas durante 60 min. Seus
melhores resultados foram taxas de ativacdo proximas a 30%, em
temperaturas entre 65 e 70 °C.

O perfil termoestavel da endoglucanase aqui descrita é inédito e de
muito interesse biotecnoldgico, visto que buscam-se enzimas potenciais

para desenvolvimento de coquitéis enzimaticos para diversas aplicacdes,
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principalmente na sacarificacdo de celulose para producéo de bioetanol
(DIAS, 2013).

Informacdes sobre a estrutura dessa enzima permitirdo
compreender melhor seu mecanismo catalitico e ou seus determinantes
de estabilidade térmica. Essas informacdes serdo obtidas em projeto em
continuidade, a partir da clonagem e expressdo heterdloga da sequéncia
desta endoglucanase em E. coli, a cristalizacdo e resolucdo da estrutura,
além da modelagem computacional.

Devido ao seu perfil de termoestabilidade, termoativacédo e alguns
resultados prévios apresentando melhor performance na presenca de
ions metalicos, um novo ensaio de termoestabilidade foi realizado
mensurando seu desempenho na presenca de Hg (Figura 31). A teoria
proposta inicialmente foi que ions Hg* pudessem desestabilzar ligacdes
dissufelto da proteina, expondo mais facilmente seus sitios-ativos,
proporcionando maiores valores de atividade enzimatica (TORCHINSKII e
DIXON, 1974).

Figura 31. Efeito da temperatura sobre a estabilidade da endoglucanase
purificada quando em auséncia de substrato e em presenca de fons Hg®*
(1 mM). A enzima foi mantida nas diferentes temperaturas por 1h e a
atividade residual determinadas a 85 °C.
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Os dois perfis sdo semelhantes para as amostras mantidas em
temperaturas de até 55 °C, porém, a partir dessa temperatura, a proteina
mantida em presenca de Hg?* mostraram-se menos termoestavel com
perdas de até 60% da atividade entre 60 e 80 °C, faixa de temperatura em
que a enzima controle (em auséncia de Hg?") manteve 100% da atividade
inicial. Esses dados indicam que as pontes dissulfeto sdo um dos

componentes importantes da temoestabilidade da enzima.

5.8. Efeito de ions, solvente, detergentes, e quelantes sobre a

atividade de endoglucanase

As interferéncias de ions, solventes, detergentes e quelantes sao
mostradas na Tabela 6.

Os dados mostram que a enzima € ativada por cétions divalentes
como Mn?" e Mg**. Esse dado é corroborado pela inibicdo da enzima por
EDTA a 5 mM. Observa-se também, ativacdo por K'. Em estudos
semelhantes, Tao et al. (2010) observaram também a ativacdo de 30%
da endoglucanase quando em contato com 4 mM de MnCl, durante 30
min.

Por apresentar alta taxa de ativacdo, é possivel que o ion
manganés seja requisito para uma atividade enzimatica (CHINEDU et
al., 2011,CHAUVAUX et al., 1995).

Um resultado a ser destacado é a inibicdo da enzima por Ca?".
Véarios trabalhos tém reportado a dependéncia ou ativacdo de
endoglucanases por ions calcio. Hultin e Wanntorp (1966), ao estudarem
uma celulase a partir de amostras de intestino de ourigco-do-mar,
notaram grande ativacdo da enzima na presenca desse ion.
Shahriarinour et al. (2011) também aumentaram seu rendimento de
celulases ao incrementar seu meio reacional com fons Ca?*. Uma
explicagéo para essa informagédo pode ser a existéncia de alguns sitios

de ligacdo do ion na enzima, o que foi descrito por Chauvaux et al.
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(1990). Ao se ligarem a enzima acarretam a diminuicdo de seu Ky,
estabilizando sua conformacdo, assim aumentam a afinidade pelo

substrato e sua termoestabilidade.

Tabela 6. Efeito de ions, detergentes, quelantes e agentes desnaturantes
sobre a atividade da endoglucanase de R. emersonii S10. A atividade foi
determinada com tampao acetato de sédio 50 mM, pH 4,0, a 85 °C, por 10
min.

Atividade relativa (%)

Sem aditivo 100,0 +6,3
1 mM DP 5 mM DP
KCI 103,0 8,5 118,3 19,1
MgCl, 1016 7,2 149,8 12,2
CuCl; 84,9 10,6 64,9 3,1
MnCl, 160,2 3,9 168,9 2,0
CacCl, 48,1 +0,7 38,4 1,7
FeCls 101,8 0,7 60,2 +1,3
CdCl, 71,0 +3,4 70,7 +2,0
HgCl, 93,2 0,9 - -
AgNO; 69,4  +0,7 - -
SDS 53,1 +3,8 57,1 14,3
EDTA 103,2 10,5 35,4 12,6
0,1% 0,25%
Tween 20 106,0 2,5 102,7 +1,3
Triton X-100 1045 14 101,9 +1,5
DMSO 96,8 +0,2 63,6 +3,1
B-mercaptoetanol 104,6 +1,6 38,1 +0,7

Fonte: Autoria Propria

Contudo, a inibicdo aqui observada mostra-se rara em outros
trabalhos. Cunha (2012), ao testar efeito de ions calcio sobre uma

endoglucanase produzida a partir de Streptomyces sp., notou inibicao de
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aproximadamente 40%, e Silva (2008) ao caracterizar uma
endoglucanase de Aspergillus phoenicis encontrou inibicdo de 30%.

Os metais pesados exerceram forte inibicdo a enzima. Inativacéao
da enzima por 5 mM de Hg?* corrobora dados de literatura que relatam
gque a maioria das celulases sao inibidas por esse metal, como a
endoglucanase investigada por Odeniyi et al. (2012), do fungo T. virens.
Os metais pesados tém a capacidade de se ligar a grupamentos
sulfidrilas de cisteinas ou glutationas, fazendo com que a proteina alvo
perca parcial ou totalmente sua funcdo (BLACKBURN et al.,, 1994). A
presenca de cisteina compondo o sitio ativo da proteina, ou em pontos
estratégicos da definicAo da estrutura da molécula, justificaria esse
efeito.

Os ions bivalentes de mercario oxidam grupos SH quebrando
ligacdes dissulfeto e desestabilizam a proteina (JYOTSNA et al., 2015).
Esse resultado confirma o apresentado anteriormente, e nossa hipotese
de quebra de ligacbes dissulfeto pelo mercario aumentando a
termolabilidade da proteina por facilitacdo do desdobramento da
molécula.

Ao ser submetida a solucbes contendo o detergente anibnico

SDS, houve inibicdo de 43% da enzima. Este composto provoca
alteracOes estruturais e conformacionais, rompendo as ligacées nao-
covalentes das proteinas, causando sua desnaturacdo (BAJAJ et al.,
2009).

5.9. Efeito de alguns compostos organicos derivados de biomassa
lignocelul6sica sobre a atividade da endoglucanase
Uma das aplicagcbes mais visadas para as celulases esta na

sacarificacdo da biomassa vegetal para producdo de etanol de segunda
geracdo. Devido aos pré-tratamentos aplicados para a desconstrugdo da
biomassa lignoceluldsica, visando torna-la mais acessivel as enzimas,

alguns compostos organicos derivados dessa biomassa, principalmente
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da degradacao da hemicelulose e lignina, podem ser liberados e provocar
inibicdo das enzimas na fase da sacarificacdo enzimatica (JUNG et al.,
2015). O principal derivado da decomposi¢cdo da hemicelulose € o furfural,
pela degradacéo das pentoses, e 0 5-hidroximetilfurfural pela degradacéo
das hexoses. O &cido acético é formado pela hidrolise de grupos acetil
ligados aos acucares.

A lignina € responsavel pela formacdo de varios compostos
fenodlicos, tais como o &cido 4-hidroxibenzoico, acido ferrdlico, acido
tanico, &cido levulinico, acido férmico, acido galico, entre outros (MAICHE
e HUBER, 2010).

Desse modo, os efeitos de alguns desses compostos organicos,

sobre a atividade da enzima foram avaliados (Tabela 7).

Tabela 7. Efeito de compostos organicos sobre a atividade da
endoglucanase de R. emersonii S10. A atividade foi determinada com
tampdo acetato de sédio 50 mM, pH 4,0, a 85 °C, por 10 min.

Atividade relativa (%)

Sem aditivo 100,0 +4,1
100 uM DP  200uyM DP 1mMm DP
Acido Acético 102,9 +1,1 106,2 - 107,8 £2,9
Acido Ferrulico 38,4 +0,9 32,7 1,1 13,2 0,2
Acido Tanico 102,0 - - - - -
Furfural 103,0 +2,1 65,9 £2,3 - -
Acido Férmico 98,6 - 108,3 1,4 139 #1,7
Acido Levulinico 96,1 - 97,0 1,8 98,7 0,8
Acido Galico 27,1 +0,4 - - - -

Acido 4-hidroxibenzéico 3,8 - - - - -
5-Hidroximetilfurfural - - - - - -
Fonte: Autoria Propria

A atividade da endoglucanase nédo foi afetada pela presenca dos
acidos levulinico, formico e é&cido tanico (100 uM ) no meio reacional.
Quando em presenca de furfural, houve ativacdo a 100 pM mas

progressiva inibicho em concentragbes acima desta. Outros
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componentes, como o acido acético e o acido férmico afetaram a enzima
de modo positivo, ativando-a.

Todos o0s outros reagentes inibiram a enzima mesmo em baixas
concentracbes. Ximenes et al. (2010) apresentam valores concordantes
com o presente estudo, com excecdo do acido 4-hidroxibenzéico. Em seu
estudo, esse composto diminuiu em 25% da atividade enzimatica de
endoglucanases comerciais. A endoglucanase do presente estudo
mostrou-se muito mais sensivel aos derivados da lignina do que as

celulases utilizadas pelo autor citado.

5.10. Especificidade da endoglucanase por substratos e parametros
cinéticos

A endoglucanase purificada foi submetida a ensaios para a
deteccdo da especificidade pelo substrato. Foram testados CMC, avicel,
celobiose, pNPG e pNPX a 1% e atividade determinada a 85 °C e pH 4,0,

Os resultados sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Especificidade da isoforma purificada em relagcdo aos
substratos.

Substrato  Atividade relativa (%) DP
CMC 100 +0,7
Xilana 9,1 0,4
Avicel 77,9 0,5

Celobiose 1,8 -
pNPG 0,5 -
pNPX 0,5 -

Fonte: Autoria Propria

A enzima apresentou atividade predominante na presenca do
substrato CMC (celulose amorfa). No entanto, a mesma também exibiu
alto poder de hidrolise, na ordem de 78%, para o substrato Avicel®, o qual
é formado por celulose microcristalina e também possui ligagdes B-1,4,
porém em diferente conformacdo. Pelo fato de a porcdo cristalina da

celulose ser altamente recalcitrante devido a ligagcéo B-1,4 resultar de uma
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rotagéo de 180° no momento de sua formacéo, as celobiohidrolases tém
maior poder de clivagem, pois as ligacfes externas sdo mais acessiveis
nesse substrato (KLOCK, 2013). Segundo Saranraj et al. (2012) enzimas
com caracteristicas de endoglucanase e celobiohidrolase sé&o
denominadas avicelase tipo I, porém mais dados sdo necessarios para
essa informacéo ser confirmada. Resultados semelhantes de degradacao
de celulose microcristalina foram obtidos por Rawat et al. (2015), porém
em menores intensidades que as aqui apresentadas.

A enzima demonstrou atividade também sobre a xilana, podendo
também identificar as ligagdes B-1,4 entre xilose. Celobiose, pNPG e
pNPX foram hidrolisados em propor¢cées minimas (2,9%, 1,8%, 0,5% e
0,5%, respectivamente) indicando que a enzima além da ligacdo 3-1,4 ,
reconhece a cadeia longa do substrato.

Por apresentar maior atividade frente a CMC, um substrato
amorfo, porém com capacidade de atuar consideravelmente sobre regides
cristalinas da celulose, faz dessa enzima uma forte ferramenta a
aplicagéo na sacarificagéo da lignocelulose.

Os parametros cinéticos foram obtidos a partir da mensuracao
das taxas de hidrélise de CMC em vérias concentracfes no momento da
atividade enzimatica. Anteriormente ao presente ensaio a concentracdo
de substrato utilizada para todos os experimentos era de 40 mg/mL.
Porém, ao realizar o teste de cinética e escolher valores diferentes de
concentracdo de substrato, o resultado mostrou que a concentracdo
utilizada nédo era o 6timo para a enzima (Figura 32).

Como indicado na Figura 32, a concentracdo adequada de
substrato para as reacdes enzimaticas é de 23 mg.mLt. Essa
concentracédo favorece as condi¢cdes de trabalho, visto que o substrato
CMC apresenta maior viscosidade em concentragdes mais elevadas,
além de apresentar valores de reacdo proximos ao escolhido. Outros
trabalhos mostram que a concentracao ideal de trabalho também fica por

volta deste valor, como Huy et al. (2015) que utilizaram 20 mg.mL™, assim
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como Dave et al. (2015) e Narra et al. (2014) que trabalharam na mesma
concentracdo. Por isso, ficou estipulado a partir deste experimento que a
concentracdo utilizada para a realizacdo dos proximos experimentos sera
de 23 mg.mL™.

Figura 32. Curva de Michaelis-Menten da enfoglucanase purificada
utilizando como substrato a CMC.
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Fonte: Autoria Propria

ApoOs a selecdo da quantidade de substrato no meio reacional, a
metodologia de Michaelis-Menten foi empregada para obtencdo dos
dados cinéticos. A constante Km e o Vmax foram determinados e dados
obtidos em concentragcbes do substrato acima de 23 mg.mL™ foram
excluidos por nao apresentarem confiabilidade devido a elevada
viscosidade do meio reacional.

A isoforma de endoglucanase de R. emersonii S10 exibiu um Km
de 3,53 +0,32 mg.mL™ e um Vmax de 2,86 +0,04 umol/min.mL™. Em

investigacoes feitas por Kaur et al. (2007), a endoglucanase purificada,
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expressa de maneira homodloga pelo fungo Melanocarpus sp. MTCC
3922, apresentou valor de Km de 20 mg.mL™, ou seja, necessita de maior
concentracdo de substrato para atingir seu melhor desempenho. Porém
existem proteinas mais eficientes descritas na literatura, como a
endoglucanase de M. verrucaria, que apresentou valor de Km de 0,5
mg.mL™? (HALLIWELL, 1965). Pol et al. (2012) ao purificar também uma
endoglucanase, exibe um valor de Vmax de 72,5 pmol/min.mL.

5.11. Estudos termodinamicos com a enzima purificada
As andlises e o0s célculos dos parametros termodinamicos de

ativagdo descrevem as diferengas termodinamicas entre o estado
fundamental e o de transicdo fornecendo informacfes sobre a natureza
do estado de transicdo, os requisitos de energia para o estado de
transicdo e 0os mecanismos envolvidos nesse processo (GOLDBERG et
al., 1993).

A partir da realizacdo de testes de termodindmica e sua
desnaturacao térmica irreversivel, e por meio da curva de Arrhenius,
representada na Figura 33, foi possivel apontar a temperatura étima de
85,3 °C e sua energia de ativacdo 62,55 kJ.mol™. A energia de ativagéo
corresponde a energia minima necessaria para a formacdo do complexo
ativado, ou seja, da estrutura intermediaria entre os reagentes e 0s
produtos.

Outras endoglucanases, como a analisada no trabalho de Javed et
al. (2009) requerem energias de ativacdo mais baixas, como 3,32 kJ.mol
! um valor bem abaixo do que o apresentado aqui, indicando que a
endoglucanase purificada deve superar uma barreira energética muito
maior para hidrolisar o substrato. Porém, quando comparada a
endoglucanases como a investigada por Rajoka et al. (2003), que exibiu
energia de ativacdo de 73,3 kJ.mol™, apresenta energia de ativacio

inferior.
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O coeficiente de temperatura Qio, que representa o aumento da
velocidade a cada 10 graus da elevacdo da temperatura, também foi

estimada em diferentes temperaturas, como visto na Tabela 9.

Figura 33. Grafico de Arrhenius para o célculo da energia de ativacéo
(Ea) e temperatura 6tima da endoglucanase purificada.
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Tabela 9. Coeficiente de temperatura (Q10) estimado com base no Gréfico
de Arrhenius.

Temperatura (°C) Temperatura (K) Qo
40 313 1,56
50 323 1,44
60 333 1,36
70 343 1,31
80 353 1,27

Fonte: Autoria Propria
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Os valores de Q3o apresentam um decréscimo das taxas conforme
ocorre aumento de temperatura, decorrente de desnaturacao térmica. A
Figura 34 exibe faixa ampla de temperatura durante a transicao

irreversivel entre o estado nativo e desnaturado.

Figura 34. Grafico de primeira ordem do efeito da temperatura na
atividade da endoglucanase purificada: 40 °C (), 80 °C (#) e 90 °C (&).
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Fonte: Autoria Prépria

A partir do gréfico de Arrhenius de primeira ordem (Figura 35) foi
possivel calcular os valores da energia de ativagcdo da desnaturacao
térmica (Eay) da endoglucanase purificada: 36,75 kJ.mol™. Os demais
parametros termodinadmicos encontram-se na Tabela 10.

De acordo com os dados apresentados na tabela, o tempo de meia
vida mostra-se alto a 70 °C, com 95,3 minutos, indicando possuir alta
estabilidade estrutural quando mantida a essa temperatura. Quando
comparada a endoglucanases termofilicas como a apresentada em Liu et
al. (2006), a qual exibiu tempo de meia vida de apenas 15 minutos na

mesmas condi¢cdes de temperatura. Contudo, a endoglucanase purificada



99

por Jalal et al. (2014) mostrou-se superior, apresentando tempo de meia
vida de 102 minutos a 85 °C, enquanto que a presente enzima apresentou

apenas 86,3 minutos a 80 °C.

Figura 35. Grafico de Arrhenius de primeira ordem para o calculo da
energia de ativacdo da desnaturacdo térmica (Ead) da endoglucanase
purificada.
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Fonte: Autoria Prépria

Tabela 10. Parametros termodinamicos da termoinativacao irreversivel da
endoglucanase purificada.

Temp Temp kg(min™) ti AHgq AGyq ASy
(°C) (K) (min)  (kJ.mol™)  (kJ.mol™) (3.mol’

K
40 313  0,00114 3554 34,14 94,41 -225,7
50 323  0,00148 2228 34,07 96,81 -223,8
60 333  0,00287 1151 33,98 98,06 -218,6
70 343  0,00539 95,3 33,90 99,29 -213,6
80 353  0,00776 86,3 33,82 100,20  -210,8
90 363  0,02318 43,0 33,73 100,85  -204,0

Fonte: Autoria Propria

Seguinte aos valores de tempo de meia vida, despontam os valores
de AHq4, representando a quantidade de ligacbes n&o covalentes
guebradas durante o processo de desnaturagdo da enzima. Quanto mais

elevados os valores de AHg4, maior sera o numero de ligagdes néo



100

covalentes presentes na proteina. No atual estudo, os valores para este
parametro estdo na ordem de 33,98 kJ.mol™ a 60 °C, indicando alto indice
de ligacBes nao covalentes, representadas por o ligacdes de hidrogénio,
pareamento de ions, interacdes hidrofébicas e forcas de van der Walls,
todas elas conceituadas na estabilizacdo de proteinas termoestaveis
(ANFINSEN, 1973). A endoglucanase purificada por Javed et al. (2008),
com 6timo de temperatura em 55 °C, exibiu valor de AHq em 0,59 kJ.mol™,
enquanto que em mesma temperatura 6tima, a proteina investigada por
Jabbar et al. (2008) exibiu valor de entalpia de 33,5 kJ.mol™.

A energia livre de Gibbs (AG4) € um parametro da termodinamica
associado diretamente a estabilidade da proteina, quanto maior o valor de
AGq, maior a estabilidade da enzima em funcéo da temperatura (LONGO
e COMBES, 1999). A endoglucanase purificada apresenta maior valor de
AGg4 na temperatura de 90° C, indicando maior estabilidade em maiores
temperaturas. A partir deste resultado € possivel identificar termoativacao
da enzima investigada.

Valores negativos para a entropia de ativacdo da desnaturacéo
térmica (AS,y) indicam exposicdo de cadeias laterais apolares, causando
ordenamento das moléculas de agua na forma de clatratos (SIDDIQUI et
al. ,1997). Proporcionalmente ao aumento da temperatura, os valores de
entropia aumentam, indicando diminui¢cdo da organizacdo da proteina por
desnaturacdo, ao expor suas cadeias hidrofébicas durante o
desdobramento da proteina (COBOS e ESTRADA, 2003). A partir dos
valores encontrados, € possivel inferir, ao comparar a presente enzima a
outras endoglucanases termofilicas, a presenca de um maior niumero de
cadeias hidrofébicas e consequentemente maior estabilidade estrutural.
Jabbar et al. (2008), por exemplo, apresentou valores de entropia de -114
em 55° C, e Javed et al. (2008) -195 também a 55° C.

O perfil apresentando a temperatura de fusdo Tm (melting

temperature) da endoglucanase purificada pode ser visto na Figura 36.
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Figura 36. Gréfico apresentando a temperatura de fusdo Tm (melting
temperature) da endoglucanase purificada.
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A temperatura de fusdo Tm corresponde a temperatura na qual a
atividade cai a metade de seu maior desempenho. Como pode ser visto
no grafico acima, a temperatura de fusdo da endoglucanase purificada é
de 89 °C, ou seja, a essa temperatura a enzima possui 50% da sua
funcdo em condi¢Bes 6timas. O valor mencionado representa um dado
promissor frente a outras endoglucanases termofilicas, indicando maiores
taxas de atividade (> 50%) que a endoglucanase purificada por Arpan et
al. (2013), por exemplo, que possui uma temperatura de fusao de 73,5 °C,
e também outra endoglucanase investigada no trabalho de Sohail et al.

(2014) que apresenta valores entre 64 e 65° C.
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6. CONCLUSOES

- Uma isoforma termoestavel da enzima endoglucanase de R. emersonii
S10 foi purificada pelas etapas de filtracdo em carvdo ativado,
ultrafiltracdo, cromatografia de troca anibnica, dialise e cromatografia de

exclusdao molecular.

- A maior atividade da enzima foi obtida em pH 4,0, 85,3 °C e apresentou
alta termoestabilidade e termoativacao de até 60%.

- A enzima foi ativada por Mn®*, Mg®* e K* e fortemente inibida por Hg** e

Ag’. O mercrio reduziu a termoestabilidade da enzima.

- A enzima foi inibida totalmente por 5-hidroximetilfurfural, e com menos

intensidade por acido 4-hidroxibenzoico e acido galico.

- Em teste de especificidade, a enzima mostrou grande afinidade pelo
substrato carboximetilcelulose em comparacdo com 0s outros substratos
testados. Seus valores de Km e Vmax foram determinados, sendo eles

3,53 +0,32 mg.mL™ e 2,86 +0,04 pmol/min.mL™, respectivamente.

- A interpretacdo dos parametros termodindmicos mostrou que a
endoglucanase purificada apresenta maior estabilidade com o aumento

da temperatura a partir do aumento dos valores de energia livre de Gibbs.
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