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RESUMO

As celulases podem ser utilizadas na bioconverséo da fragdo de celulose
de residuos agro-industriais em agucares fermentaveis, visando a obtencéo
de combustiveis renovaveis e produtos quimicos. As B-glicosidases séo
cruciais para a total sacarificagdo da celulose, mas na maioria dos casos
elas sao fortemente inibidas pelo seu produto, a glicose. Portanto, o
conhecimento das cinéticas de hidrélise e as respostas dessa enzima frente
a diferentes substratos e produtos pode definir a eficiéncia de hidrdlise e do
processo biotecnolégico no qual poderia ser incorporada. O presente
trabalho teve como objetivo caracterizar a 8 -glicosidase de 50 kDa (BG50)
produzida pelo fungo termofilico Myceliophthora thermophila M.7.7
cultivado em estado solido, em mistura de bagaco de cana e farelo de trigo
(1:1). O zimograma do extrato bruto evidenciou duas isoformas, de
aproximadamente 200 e 50 kDa, as quais foram separadas por
cromatografia de filtracdo em gel. A caracterizacdo da BG50 mostrou
atividade o6tima a 60 °C e pH 5,0 quando usado o 4-nitrofenol-B-D-
glicopiranosideo (pNPG), enquanto com celobiose o valor da temperatura
e pH 6timo foram de 50 °C e pH 4,5, respectivamente. Testes realizados
com adicao de ions e reagentes mostraram diferencas nos efeitos sobre a
atividade da enzima dependendo do substrato, principalmente com a
adicao de Ditiotreitol (DTT) utilizando celobiose, e inibicdo completa com

Cu?* e Fe® para pNPG e celobiose. Além disso, a enzima ndo mostrou



efeito inibitério quando testada na presenca de nove compostos fendlicos,
uma caracteristica significativa. Os estudos cinéticos revelaram um perfil
de inibicAdo competitiva pela glicose quando utilizado pNPG com valor de
Ki=1,5 mM e um Km significativamente menor (0,52 mM) pelo pNPG do que
pela celobiose (Km=8,50 mM). Os parametros termodindmicos mostraram
gue a BG50 é bastante estavel, destacando seu tempo de meia vida de
855,6 minutos a 60 °C, porém desnatura facilmente acima dessa
temperatura. Os resultados enfatizam a importancia de investigar
potencialidades de B-glicosidases baseadas na celobiose, uma vez que no
processo industrial a enzima atuara sobre o substrato natural, além da

compreensao da termoestabilidade da enzima.

Palavras-chave: Microbiologia. Enzimas de fungos — Aplicagdes industriais.
Enzimas de fungos — Purificacdo. Fungos termofilicos. Celulose. Cinética

enzimaética.



ABSTRACT

Cellulases can be used in bioconversion of cellulose from agro-industrial
waste into fermentable sugars in order to obtain renewable fuels and
chemicals. The B-glucosidases are crucial to the overall saccharification of
cellulose, but in most cases, they are strongly inhibited by its product,
glucose. Therefore, knowledge of the hydrolysis kinetics of the enzyme and
its responses against different substrates and products can set the
hydrolysis efficiency and possible incorporation in biotechnological process.
This study aimed to characterize the 50 kDa B-glucosidase (BG50)
produced by the thermophilic fungus Myceliophthora thermophila M.7.7
grown in solid state, in a mixture of sugarcane bagasse and wheat bran
(1:1). The zymogram of the crude extract showed two isoforms of 200 and
50 kDa, which were separated by gel filtration chromatography. The
characterization of BG50 showed optimal activity at 60 °C and pH 5.0 when
used pNPG, whereas using cellobiose the values of the optimal temperature
and pH were 50 °C and pH 4.5, respectively. Tests with addition of reactants
and ions showed differences in the effects on enzyme activity depending on
the substrate, especially with the addition of dithiothreitol (DTT) utilizing
cellobiose, and complete inhibition with Cu?* and Fe3* for 4-nitrophenyl-B-
D-glucopyranoside (pNPG) and cellobiose. Furthermore, the enzyme
showed no inhibitory effect when tested in the presence of nine phenolic

compounds, a remarkable characteristic. Kinetic studies showed a profile of



competitive inhibition by glucose when using pNPG with Ki = 1.5 mM and
Km significantly lower (0.52 mM) with pNPG than using cellobiose (Km =
8.50 mM). The thermodynamic parameters show that BG50 is quite stable,
highlighting its half life of 855.6 minutes at 60 ° C, but above this
temperature easily denatured. The results emphasize the importance of
investigating B-glucosidases’ potential based on cellobiose, since for the
industrial processes the enzyme will function with its natural substrate, in

addition to understanding the thermal stability of the enzyme.

Keywords: Microbiology. Fungal enzymes - industrial applications. Fungal

enzymes - purification. Thermophilic fungi. Cellulose. Enzyme kinetics.
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ABREVIACOES

BG50: B-glicosidase de 50 kDa produzida pelo fungo Myceliophthora
thermophila M.7.7

AGq: Variacdo da energia livre de Gibbs da desnaturagéo térmica
irreversivel

AHq: Variacdo de entalpia da desnaturacao térmica irreversivel
DMSO: Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetilo

ASq: Variacao de entropia da desnaturacgéo térmica irreversivel

DTT: Ditiotreitol

Ea: energia de ativacdo da enzima

Eaw) energia de ativacdo para desnaturacao irreversivel

EDTA: Acido etilenodiamino tetracético

h: Constante de Planck (6,63 x 1073* J.s)

HEPES: Tampao acido N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-2-etanossulfénico
ks: Constante de Boltzmann (1,38 x 10722 J.K™)

ka: Constante de primeira ordem da taxa de reacdo da inativagcéo térmica
MES:Tampéo acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida

PDA: Potato-dextrose-agar ( meio de cultura agar batata dextrose)
PEG: Polietilenoglicol

pPNPG: 4-nitrofenol-B-D-glicopiranosideo

PVA: Alcool polivinilico

Q1o: Coeficiente de temperatura



R: constante universal dos gases (8.314 J.mol* K1)

SDS: Tensoativo Dodecil Sulfato de Sodio

SDS-PAGE: eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS

T: Temperatura absoluta em Kelvin

t¥%2: Tempo de meia vida (em minutos)

TRIS: Tampao Tris (hidroximetil) aminometano
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Conselho Mundial de Energia o petroleo, gas
natural e carvao (fontes de energia ndo renovaveis) , que séo a boa fonte
de energia , contribuem coletivamente com quase 82 % das necessidades
energéticas mundiais e um quinto das emissdes de CO2 é 60% devida aos
combustiveis fosseis baseados no petroleo (SHAHEEN et. al., 2013).
Assim, para reduzir a dependéncia desses recursos uma mudanca
promissora consideravel € necessaria, como por exemplo utilizar
alternativas sustentaveis e renovaveis, bem como energia solar, edlica,
hidrica, biomassa e calor geotérmico. A indlstria quimica pode depender
de biomassa como uma fonte alternativa de energia em um futuro préximo
(KARP; SHIELD, 2008).

A sacarificacdo enzimatica da celulose cristalina por enzimas de
fungos e bactérias com o objetivo de obter aglcares fermentaveis para a
producdo de bioetanol ou etanol de segunda geracdo em processos em
batelada requer a acdo de varias enzimas altamente especificas, cujo
produto final é, principalmente, o monémero de glicose. O complexo
celulolitico é composto por uma grande variedade de enzimas hidroliticas
e de oxirreducao que agem sinergicamente, sendo as principais do primeiro
grupo as endoglicanases, as exoglicanases e as B-glicosidases (RIEDEL,
1997; GOMEZ, 1985).

E conhecido que as enzimas do complexo celulolitico s&o inibidas

pela celobiose ou pelo produto final da hidrélise, a glicose (RABELO, 2010).



O entendimento dos mecanismos inibitérios da B-glicosidase pela glicose
permite propor rotas de remocao dos inibidores, resultando em processos
mais eficientes, de menor custo econdmico e 0 uso de menores
guantidades de enzimas quando aplicadas a processos de sacarificacdo
(JEFFRIES; JIN, 2000; SRIVASTAVA; GOPALKRISHNAN;

RAMACHANDRAN, 1984; SUN; CHENG, 2002).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1Biomassa Lignocelulésica

Os materiais lignoceluldsicos (Figura 1) incluem subprodutos (palha
de cereais, bagaco de cana, residuos florestais), residuos (componentes
organicos dos residuos soélidos urbanos), e matérias-primas dedicadas a
producdo de gramineas vegetativas, florestas de curta rotacdo e outras
culturas energéticas (SIMS et al.,, 2010), os quais sao constituidos
principalmente de celulose (35-50%), hemicelulose (19-25%) e lignina (23-
32%) (HAMELINK; HOOIJDONK; FAAIJ, 2005), ou seja, compostos que
podem ser convertidos em aclUcares fermentaveis por meio de pré-

tratamentos e processos de hidrdlise (DIAS et al., 2011).



Figura 1. llustracdo esquematica da estrutura da lignocelulose.

Fonte: GRAMINHA et. al., 2007.

A celulose é um homopolimero constituido por mondémeros de
glicopiranose ligados entre si por ligacdes glicosidicas B-1,4. Cada
molécula de glicose se relaciona com a seguinte por uma rotacao de 180
graus, onde o atomo de oxigénio do anel estabelece uma ligacdo de
hidrogénio com o grupo 3-OH da molécula seguinte (Figura 2). A
conformagao B permite que a celulose forme cadeias retas bem longas.
Vérias cadeias retas dispostas paralelamente e interligadas por ligagdes de
hidrogénio formam as microfibrilas que sdo muito resistentes. As fibras de
celulose apresentam regides cristalinas e amorfas, sendo que estas ultimas
sdo mais facilmente hidrolisaveis enzimaticamente (DA-SILVA; GOMES;

FRANCO, 1997).



Figura 2. Ligagbes B-1,4 entre as moléculas de glicose do polimero de

celulose.

OH

Fonte: LU; XU; WANG, 2014.

Em 2011, por exemplo, as mais de 400 usinas brasileiras produziram
169 milhdes de toneladas de bagaco e 97 milhdes de toneladas de palha,
um volume enorme de dejetos (RAIZEN, 2012). Devido a sua abundancia
e sua rigueza em sua constituicAo, os materiais lignocelulésicos
representam uma alternativa promissora para suprir o aumento na
demanda pelo bioetanol. Porém, a fim de viabilizar o processo de producéo
do etanol lignoceluldsico, tornando o seu valor competitivo com o etanol
produzido a partir do caldo da cana, maiores estudos sdo necessarios. E
necessaria uma tecnologia mais eficiente de conversao da biomassa, o que
esta diretamente ligado as estratégias de pré-tratamento dessa biomassa,
bem como a identificagdo de coquetéis enzimaticos adequados (LIMA,

2013).



2.2Celulases

A sacarificacdo enzimatica da celulose cristalina, presente na
biomassa lignocelulosica por enzimas de fungos e bactérias requer a acao
de varias enzimas altamente especificas, as chamadas celulases, cujo
produto final &, principalmente, o monémero de glicose (SYRENSEN et al.,
2013). E necessaria, no minimo, a acéo de trés diferentes enzimas, em
sinergia: endoglicanases (EC 3.2.1.4), exoglicanases (EC 3.2.1.91) e a B-
glicosidases (EC 3.2.1.21), conforme mostrado pela figura 3 (DA-SILVA;
GOMES; FRANCO, 1997); PALMA-FERNANDEZ, 2002).

As celulases podem ser utilizadas para converter a porcdo de
celulose da biomassa n&o alimentar, tal como residuos de culturas
agricolas, em acucares fermentaveis para posterior conversdo em
combustiveis renovaveis e produtos quimicos, dentro do conceito de
biorrefinarias (PAYNE et al., 2015) (Figura 4).

As endoglicanases hidrolisam ligagdes internas (B-1,4),
preferencialmente nas regibes amorfas que sdo mais suscetiveis,
reduzindo o grau de polimerizacdo deste substrato, produzindo terminais
redutores e nao-redutores. Sua atuacédo expde as microfibrilas ao ataque
subsequente de outras enzimas, além de aumentar o numero de
oligossacarideos com terminagBes susceptiveis ao ataque das
exoglicanases (MAHESHWARI;BHARADWAJ;BATH, 2000; FUKUDA;
KONDO; TAMALAMPUDI, 2009). As exoglicanases removem mondmeros

ou dimeros das porc¢des terminais das cadeias. (RIEDEL, 1997). Por fim,



as [-glicosidades hidrolisam celobioses e, em alguns casos, outros
oligossacarideos curtos em glicose (MAHESHWARI; BHARADWAJ; BATH,

2000; FUKUDA; KONDO; TAMALAMPUDI,, 2009).

Figura 3. Resumo de hidrélise enzimética da molécula de celulose.

Endoglucanase .
AL N AN AL DAL AN Cadeias de celulose

AN NN oL A AL Cadelas mencres de celulose

w

Exoglucanase

(00 OO OO O N Fragmentos de celobiose

8-Glicosidase
& S clicose

Fonte: PALMA-FERNANDEZ, 2002.
Figura 4. Visao global de um processo de conversao bioguimica

convencional para produzir combustiveis e produtos quimicos a partir de
biomassa lignoceluldsica.

Fermentation

Biomass Enzymatic
Hydrolysis
i Pretreatment
T Fuels &
\ - ‘ Sugars Chemicals

Catalyst Heat Catalytic Upgrading

Fonte: PAYNE et al., 2015.



2.3B-glicosidases

Uma vez que as [B-glicosidases fungicas sdo responsaveis pela
hidrolise da celobiose durante a sacarificacdo da celulose, sdo também
chamadas celobiases, 0 que muitas vezes gera confusdo de conceitos, pois
este nome sugere especificidade pela celobiose, o que ndo € o caso, pois
existem [-glicosidases que também sdo capazes de hidrolisar outros
oligossacarideos 3-1,4 com comprimentos de cadeia de até oito unidades
de glicose (celo-octaose). Tem sido descrito ainda, que para algumas
enzimas a velocidade de hidrolise diminui com o aumento do grau de
polimerizacao (DP) do substrato (HOUNSELL, 1986; SADANA; SHEWALE;
PATIL, 1983; YAZAKI et al. 1997).

A informacéo estrutural da enzima é essencial para entender e
melhorar a estabilidade e atividade enzimatica. Porém, apenas algumas
estruturas de B-glicosidases foram publicadas, sendo apenas uma de fungo
filamentoso (Aspergillus aculeatus) (SORENSEN et al., 2013). A estrutura
da BGL1 do fungo A. aculeatus consiste em trés dominios: um dominio TIM
(triosefosfatoisomerase) (forma de barril), um dominio a/f (forma de
sanduiche) e um dominio FNIII (fibronectina de tipo Ill) (Figura 5). Estes
dominios estdo ligados com duas regifes ligantes. O sitio ativo e o0s
residuos cataliticos da AaBGL1 estdo localizados na interface entre o

dominio de barril e o dominio a/f (SUZUKI et al., 2013).



Figura 5. Estrutura da BGL1. Em (A), um mondmero é mostrado em cinza. (B) é
uma figura do monémero. O dominio catalitico TIM (azul), dominio a/f (verde),
dominio FNIII (amarelo), regido de insergdo (vermelho) e regides ligantes (preto).
Em (C) é mostrado o dominio FNIII (colorido).

Fonte: SUZUKI et al., 2013

Em funcdo da diversidade na especificidade pelo substrato, as -
glicosidases podem ser classificadas em dois grupos, com base em suas

atividades relativas para os substratos celobiose e 4-nitrofenol-3-D-



glicopiranosideo (pNPG) representado na figura 6 (EYZAGUIRRE;

HIDALGO; LESCHOT, 2005).

Figura 6: Reacéao catalisada pela 3-glicosidase. R= pode ser glicose no caso da
celobiose, ou um residuo arila no substrato sintético pNPG.

H OH g OH

H g H g
HO +H0 HO + R—OH
HO o HO . OH
R H OH
H H H

—

Fonte: EYZAGUIRRE; HIDALGO; LESCHOT, 2005)

Eyzaguirre, Hidalgo e Leschot (2005) utilizando informagdes de
afinidade pelo substrato estimadas pelo Km (constante de Michaelis),
classificaram, operacionalmente, as 3-glicosidases em trés grupos:

1) Aril-B-glicosidases: sdo enzimas que apresentam maiores
atividades relativas sobre pNPG do que sobre celobiose, sendo
que algumas néo apresentam nenhuma atividade para este
altimo substrato (menores valores de Km para pNPG);

2) Celobiases: enzimas que tém maior atividade sobre a celobiose
do que sobre o substrato sintético (menores valores de Km para
celobiose);

3) B-glicosidases: com afinidades (Km) similares para ambos os

substratos.



Contudo, cabe lembrarmos que tal premissa € a rigor incorreta, uma
vez que a constante Km ndo € matematicamente uma medida de afinidade
se o valor de k2 (kca) for significativo. A constante € formada pelas
constantes de velocidade das reacdes de formacdo (ki) e quebra do
complexo ES (k1 e Kca): Km = (katkz)/ki, (BUGG, 2004) conforme a

equacdao 1 abaixo.

k1 kat
E + 5 ,,.k__" ER —» E + F Equacao 1
1

A constante Km seria equivalente a uma constante de afinidade se
(k-1/k1)>>kcat, porém em geral os valores das constantes de velocidade ndo
sdo conhecidos para permitirem fazer tal afirmacdo. Se kcar (k2) for
numericamente desprezivel, teremos a equacdo 2 abaixo, na qual Ks
corresponderia  a constante de dissociagdo do complexo ES
(Ks=([E].[S])/[ES]=k-1/k1) e portanto Kmn seria uma medida da afinidade pelo
substrato, o que era um conceito da formulacao original de Michaelis e
Menten, porém as contribuicdes de Briggs e Haldane, com o conceito de
“steady-state” incluiram a constante k2 para definir Kn, e medidas
posteriores mostraram que nem sempre k2 é numericamente desprezivel
(MARANGONI, 2003).

k_ oy k> k,  Equacéo?2
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2.4Importancia e aplicagao das B-glicosidases

2.4.1 Etanol de segunda geracéo

O etanol de segunda geracao proveniente de residuos da agricultura
e agroindustria associada as biorrefinarias emerge como fundamental na
ampliacdo pretendida da producdo de etanol (BASTOS, 2007), sem
aumento da area cultivada com cana de acucar em prejuizo do cultivo de
alimentos. Portanto, o investimento em pesquisa e desenvolvimento é
essencial para tornar cada vez mais viaveis os biocombustiveis de segunda
geracao (SIMS et al., 2010).

Em novembro de 2014, foi iniciada a operacdo da primeira planta
industrial para a fabricacdo do biocombustivel em escala comercial,
localizada em Piracicaba (SP), a qual permitira produzir cerca de 40
milhdes de litros de etanol a mais por ano (RAIZEN, 2015). No entanto, a
conversdo enzimatica da celulose e hemicelulose em etanol é possivel,
mas 0s processos disponiveis no momento ainda sdo caros e complexos
(SOCCOL et al.,, 2010). Portanto, € necessaria uma tecnologia mais
eficiente de conversdo da biomassa, o que esta diretamente ligado as
estratégias de pré-tratamento dessa biomassa, bem como a identificacdo
de coquetéis enzimaticos adequados (LIMA, 2013).

Outros fatores relacionados com as enzimas influenciam a hidrélise
da celulose. Dentre estes, destacam-se: 0s tipos de enzimas presentes no
preparado enziméatico empregado e acdo sinergistica entre elas

(endoglicanase, exoglicanase e B-glicosidase), concentracdo das enzimas,
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acesso das enzimas ao substrato e inativacdo das enzimas por processos
mecanicos, térmicos ou quimicos. Outros fatores como a ligacéo
irreversivel com a lignina, nos casos de hidrélise de material
lignoceluldsico, e inibicdo pelo produto final também afetam a eficiéncia e
o rendimento da hidrolise enzimatica (ANDERSEN, 2007).

E conhecido que as enzimas do complexo celulolitico s&o inibidas
pela celobiose ou pelo produto final da hidrélise, a glicose (MURPHY et al.,
2013; XIAO et al., 2004). Varios métodos para reduzir esses problemas de
inibicdo foram sugeridos, incluindo: aumentar o nivel de B-glicosidase em
preparacdes, quer pela otimizacdo dos processos de producdo ou pela
melhoria das linhagens usadas; remocao simultanea de glicose durante a
hidrolise por ultra-filtragdo; suplementagdo com B-glicosidase nao inibida
pela glicose; sacarificacao e fermentacao simultanea (SFS) e conversao do
produto final da hidrdlise, a glicose, para frutose, a partir do uso de glicose
isomerase (JEFFRIES; JIN, 2000; SRIVASTAVA; GOPALKRISHNAN;

RAMACHANDRAN, 1984; SUN; CHENG, 2002).

2.4.2 Setor alimenticio
As [B-glicosidases possuem aplicacdes na industria de alimentos
onde atuam na remocao de sabores amargos e adstringentes e como
redutores de viscosidade (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). As enzimas
celuloliticas desestruturam a matriz da parede celular dos vegetais, o que
facilita a ruptura de célula vegetal aumentando a extragdo do suco. Durante

0 processo de vinificagdo a adicdo de celulases auxilia a extragao de
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antocianinas e terpenos, que estdo presentes na casca da uva e Sao 0s
compostos responsaveis pela coloracdo e aroma do vinho (TRAON-
MASSON; PELLERIN, 1998). As 3-glicosidases enddgenas da uva ndo sao
capazes de atuar durante o processo de vinificacdo, devido a baixa
estabilidade das mesmas (BARBAGALLO et al.,, 2004). Uma alternativa
para 0 aumento aromatico de vinhos esta na utilizacdo de enzimas
microbianas que atuem nas condi¢cdes de tal processo. Desta forma,
inUmeros trabalhos tém sido realizados no sentido de encontrar enzimas
gue possam ser utilizadas na vinicultura (BARBAGALLO et al., 2004;
GUEGUEN et al., 1997; HERNANDEZ et al., 2003; SPAGNA et al., 2002).

A acéo de B-glicosidases para a liberacdo de compostos fendlicos
antioxidantes também é relatada. Na fermentacdo em estado solido de
cranberry e bagaco de abacaxi com 3-glicosidases produzidas por Lentinus
edodes e Rhizopus oligosporus foi possivel observar um aumento da
guantidade de compostos fendlicos livres extraiveis mostrando atividade

antioxidante (VATTEM; SHETTY, 2003; CORREIA et al., 2004).

2.5 Parametros cinéticos das B-glicosidases

Durante a degradacao da celulose, o aumento da glicose no meio
reacional pode levar a inibicdo da B-glicosidase, limitando, portanto, todo o
processo de degradagdo da celulose (LIU et al., 2011). A eficiéncia de
diversas B-glicosidases, avaliada com base nos parametros cinéticos,Vmax
(taxa maxima de reacédo, quando a enzima é saturada pelo substrato) e Km

(concentragcdo ou constante de Michaelis), tem apresentado valores
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bastante variaveis entre os valores relatados na literatura. No primeiro
caso, € compreensivel dada a relacdo entre Vmax € a concentracdo de
enzima (Et): Vmax = [Ef.kcat; coOmo ndo ha uma regra, cada grupo de
pesquisa usa uma concentracdo diferente de enzima, impedindo as
comparacdes adequadas. Os valores de Km sobre subtratos diversos tém
variado em até mil vezes, embora a grande maioria esteja em torno de 1
mM (CAIRNS; ESEN, 2010). O valor depende de varios fatores: do proprio
substrato e das condi¢bes experimentais: pH, temperatura, forca ibnica e
polaridade (MARANGONI, 2003), ao que podemos somar a presenca ou
nao de cofatores.

Em termos de avaliagdo do desempenho de [B-glicosidases com
base nos parametros cinéticos Vmax € Km, uma 6tima enzima tem Vmax alta
e Km baixo, 0 que caracteriza uma elevada eficiéncia catalitica. A partir da
equacdo de Michaelis Menten (equacdo 3) em situacbes onde a
concentracdo do substrato é muito maior do que Km, a velocidade da
reacdo, v, tendera a atingir Vmax, sem dependéncia de Km; constituira uma
reacao de ordem zero, pois v ndo responde mais a elevacéao da [S].

- M[S] Equacéo 3

VST + Koy

A inibicdo exercida sobre as B-glicosidases pela glicose tem sido
relatada para B-glicosidases de varios fungos, principalmente inibicdo

competitiva, embora os tipos de inibicdo ndo competitivos e a inibicdo mista
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também tenham sido relatados (RABELO, 2010). A maioria das -

glicosidases microbianas tém constantes de inibicédo de glicose (Ki) de 0,35

mM a ndo mais de 100 mM (RIOU et al., 1998). Quanto menor for o valor

de Ki mais efetivo sera o inibidor, ou seja, a enzima serd mais inibida

(MURRAY; GRANNER; RODWELL,

2013). Na

tabela 1 estdo

representados alguns valores de K encontrados na literatura, tendo os

autores utilizado diferentes abordagens para calculo da K.

Tabela 1. Valores da constante de inibicdo K, de B-glicosidases de diferentes

fungos.

Fungo
Candida
beltata

Aspergillus
niger

Daldinia
eschscholzii

Penicillium
italicum

Aspergillus
niger

Aspergillus
niger

Fonte: Autoria propria.

Substrato
p-nitrofenil-B3-
D-glicosideo

p-nitrofenil-B3-
D-glicosideo

p-nitrofenil-B3-
D-glicosideo

p-nitrofenil-B3-
D-glicosideo

p-nitrofenil-B3-
D-glicosideo

celobiose

Abordagem
Cinética

Lineweaver-
Burk

Dixon
Lineweaver-
Burk

Lineweaver-
Burk

Michaelis-
Menten

Michaelis-
Menten

Tipo de

inibicédo
competitiva
competitiva
competitiva
N&o
competitiva

competitiva

competitiva

Ki

(mM)

1,4

5,7

0,79

8,9

2,7

3,4

Referéncia

(SAHA;
1996)

BOTHAST,

(YAN; LIN; LIN, 1998)

(KARNCHANATAT et

al., 2007)

(PARK et al., 2012)

(CHAUVE et al., 2010)

(CHAUVE et al,
2010)

O conhecimento das cinéticas de hidrélise e as respostas das

enzimas frente aos diferentes substratos e aos produtos podem definir a
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eficiéncia de uma hidrélise e do processo biotecnolégico no qual esta
envolvida. Portanto, o entendimento dos mecanismos inibitérios da -
glicosidase pela glicose permitiria propor rotas de remocéo dos inibidores,
resultando em processos mais eficientes, de menor custo e 0 uso de
menores quantidades de enzimas quando aplicadas a processos de
sacarificacdo da biomassa lignocelulésica (JEFFRIES; JIN, 2000;
SRIVASTAVA; GOPALKRISHNAN; RAMACHANDRAN, 1984; SUN;

CHENG, 2002).

2.6 Microrganismos e enzimas termofilicas

Microrganismos capazes de crescer em temperaturas elevadas sao
chamados termofilicos ou termdfilos e s&o classificados em
termotolerantes, quando a faixa de temperatura de crescimento esta entre
20 e 55°C; termofilos extremos, quando seu crescimento se da em
temperaturas de 65 a 85°C; ou ainda hipertermofilos, quando cresce entre
85 até 110°C. Os microrganismos termotolerantes podem ser encontrados
dentro dos dominios Bacteria, Archaea e Eukarya (fungos filamentosos); os
microrganismos terméfilos extremos sédo encontrados dentro dos dominios
Bacteria e Archaea; e os hiperterméfilos apenas sdo encontrados dentre o
dominio Archaea (MADIGAN; OREN, 1999). Existe uma estreita relacéo
entre o nicho ocupado por um microrganismo e as caracteristicas de suas
enzimas intra e extracelulares. Espera-se que microrganismos termdfilos
produzam enzimas extracelulares capazes de tolerar uma temperatura

correspondente a, no minimo, aquela 6tima para seu crescimento. Estudos
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com enzimas de terméfilos tém mostrado que essa relacdo é verdadeira,
estimulando o isolamento de novas linhagens termdfilas, assim como a
caracterizacdo das enzimas produzidas e o entendimento dos fatores que
levam a sua termoestabilidade (GOMES et al., 2007).

A habilidade das enzimas termofilicas em atuar a elevadas
temperaturas permite que os bioprocessos onde sdo empregadas ocorram
em maiores temperaturas; com isso, varias vantagens podem ser obtidas
(BRUINS; JANSSEN, BOOM, 2001):

- Apresentam alta estabilidade térmica e geralmente sdo mais
resistentes a agentes detergentes e as enzimas proteoliticas. Como o
processo de cultivo ocorre em altas temperaturas, o risco de contaminacao
por microrganismos é reduzido;

-Por outro lado, em processos com substratos fluidos, em altas
temperaturas a viscosidade do meio é reduzida, facilitando o seu
bombeamento, filtracdo e centrifugacdo, permitindo uma maior economia
de &gua e energia. Ao mesmo tempo, mais substrato pode ser dissolvido
em altas temperaturas, proporcionando um maior rendimento e menor
tempo necessario para 0S processos.

As vantagens da utilizagdo industrial de enzimas termoestaveis faz
crescer o interesse de obtengdo das mesmas. Portanto, além do estudo
fisico-quimico tradicional, a determinag&o dos parametros termodindmicos
é de grande valia; estes fornecem informacdes de cada etapa do processo

de desnaturacdo proteica, informagdes estas, que nao sdo obtidas em
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estudos de efeito de temperatura e tempo de meia vida (LONGO;

COMBES, 1999).

2.7 Termodinamica

Diferentes proteinas sdo desnaturadas em diferentes temperaturas.
O calor fornece energia para romper as interacdes nao covalentes (ligacdes
de hidrogénio e ligacdes ibnicas), que estabilizam a estrutura nativa da
proteina, expondo e permitindo a interacdo de grupos hidrofébicos
presentes no seu interior (ARAUJO, 1995). Um aumento da temperatura
favorece vibracfes no interior da molécula e a energia dessas vibracdes
pode tornar-se grande o suficiente para desfazer as estruturas secundaria

e terciaria da proteina (COOPER, 1999).

A variacao da energia livre de Gibbs, AG, mede a energia disponivel
para realizar trabalho em condi¢cdes de temperatura e pressao constantes.
Em processos favoraveis, a energia livre do sistema diminui, isto €, ocorre
liberacdo de energia. Neste caso, o AG apresenta valores negativos e o
processo € chamado de exergdnico. Em processos nao-favoraveis no
sentido indicado, é necessario fornecer energia para que a reacéo ocorra.
Neste caso, o AG apresenta valores positivos e o processo é chamado de
endergdnico. Quando o valor de AG for igual a zero, significa que o sistema
esta em equilibrio (COOPER, 1999). Em processos de desnaturacdo

térmica, o valor de variagdo de energia livre de Gibbs da desnaturagéo

termica, AGd ,esta intimamente relacionado com a estabilidade da proteina.
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Quanto maior for o AGg, maior sera a estabilidade da enzima (LONGO;
COMBES, 1999). Esta afirmacéo fica bastante clara, se considerarmos que
a desnaturacao térmica € um processo ndo-espontaneo, onde é necessario
fornecer energia para levar a proteina do estado nativo para o estado

desnaturado.

A variacdo da entalpia da desnaturacdo térmica irreversivel, AHad,
quantifica o calor trocado durante uma dada reacéo entre o sistema e 0
ambiente. Valores positivos de AHq (reagcfes endotérmicas) indicam que a
reacdo absorve calor do entorno e valores negativos (rea¢des exotérmicas)
indicam que a reacéo libera calor para o meio (COOPER, 1999). Durante o
processo de desnaturacdo protéica por temperatura, a proteina absorve
calor do meio, que ocasionara a ruptura das ligacbes ndo covalentes,
resultando em alteracdo conformacional da molécula e perda da atividade
biolégica (LUCARINI; KILIKIAN; PESSOA, 2005). Portanto, valores
elevados de AHq refletem elevada estabilidade térmica da proteina, e esta,
provavelmente, apresenta numero elevado de ligacbes nao-covalentes,

gue estabilizam sua estrutura terciaria (ORTEGA et al., 2004).

A variacao da entropia, AS, esta relacionada com a organizacao do
sistema; o aumento no valor de variacdo de entropia da desnaturacao
térmica irreversivel, ASq, representa um aumento na desorganizacdo do
sistema (COOPER,1999). O aumento do valor de AS4 por desnaturacao
proteica ocorre devido a exposicdo das cadeias hidrofébicas durante o

desdobramento da proteina (COBOS; ESTRADA, 2003). Portanto, se
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compararmos os valores de ASq obtidos para diferentes proteinas, em
elevado nivel de desorganizacao (temperaturas desnaturantes), podemos
inferir qual apresenta um numero maior de cadeias hidrofobicas e

consequentemente maior estabilidade estrutural.

2.8 Purificacdo enzimatica

Para efetuar andlises adequadas em relacdo as propriedades
estruturais de uma dada proteina ou enzima, € necessario proceder ao seu
isolamento, para poder analisa-la na forma pura. Um método de purificacdo
deve conter um numero de etapas reduzidas, pois quanto mais longo for o
processo, maior sera 0 seu custo e menor sera a recuperacao final da
proteina de interesse, inviabilizando-o economicamente. A estratégia ideal
de purificacdo vai depender ndo s6 das caracteristicas da proteina de
interesse, mas também das propriedades dos contaminantes presentes no
extrato bruto (PESSOA; KILIKIAN, 2005). Um protocolo de purificacdo deve
ser determinado considerando varios fatores: facilidade na producédo da
proteina; escala de manufatura necessaria a demanda do produto
purificado; eficiéncia do processo em termos de rendimento e fator de
purificacdo, além da viabilidade econémica (HO et. al., 2000). A maior
dificuldade nos processos de purificacdo de proteinas esta em encontrar as
melhores estratégias que garantam a preservacdo de todas as
caracteristicas do produto final necessarias para a sua utilizacdo

(ALMEIDA; KURTENBACH, 2002).
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Alguns protocolos de purificacdo de [-glicosidases de fungos

termofilicos sdo encontrados na literatura (Tabela 2).

Tabela 2. Protocolos de purificagdo de B-glicosidases de diferentes fungos

termofilicos.
Fungo Rendimento Fator de
(%) purificagao
(Vezes)
Humicola grisea 15 38
Thermoascus 3,2 71
aurantiacus
Thermoascus 2,5 43
aurantiacus
Scytalidium 4 2
thermophilum
Scytalidium 2 2.4

thermophilum

Fonte: Autoria propria.

Etapas

- precipitada com acetona;
- cromatografia de troca
ibnica (DEAE - celulose);
- cromatografia de filtracao
(Bio-Gel P-100).

- ultrafiltracéo;

- precipitada com etanol;
- cromatografia de filtracao
(Sephadex G-100);

- duas cromatografias de

troca idnica (Q-

Sepharose).

- ultrafiltracéo;

- precipitada com etanol;
- cromatografia de filtracao
(Sephadex G-100);

- duas cromatografias de

troca idnica (Q-

Sepharose).

- precipitada com sulfato

de amoénio;

- cromatografia de troca

idnica (DEAE-celulose);

- cromatografia de troca
ibnica (CM-celulose).

- precipitada com sulfato

de amonio;

- cromatografias de troca
idnica (DEAE-celulose);
- cromatografia de filtracao
(Sephadex G-100).

Peso
(kDa)

55

175

157

40,7

147

Referéncia

PERALTA et
al. (1997)

PALMA-
FERNANDE
Z(2002)

PALMA-
FERNANDE
Z (2002)

ZANOELDO,
2005

ZANOELO,
2005
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Em trabalhos anteriores (MORETTI et al., 2012) o fungo
Myceliophthora thermophila se destacou entre outros, mostrando ser um
bom produtor de enzimas celuloliticas obtidas por cultivo em estado sdlido,
onde foram utilizados residuos agroindustriais, como bagaco de cana e
farelo de trigo, e fontes de nitrogénio de baixo custo. Esse fungo produz
duas B-glicosidases, uma de 200 e outra de 50 kDa, denominadas BG200
e BG50, respectivamente. Santos (2014) explorou a BG200, no presente
projeto buscou-se estudar a B-glicosidade de menor massa molecular
(BG50) expressa pelo fungo M. thermophila sob a oOtica de sua
caracterizacdo enzimatica e cinética utilizando substrato artificial (pNPG) e

substrato natural (celobiose).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente projeto teve por objetivo estudar a isoforma de (-
glicosidase de menor massa molecular (BG50) produzida pelo fungo
termofilico Myceliophthora thermophila isolado M.7.7., com relagéo as suas

caracteristicas bioquimicas e seu comportamento cinético.

3.2 Especificos

- purificacéo da isoforma de menor peso molecular de B-glicosidase
(BG50) expressa pelo fungo Myceliophthora thermophila M.7.7.;

- caracterizacdo fisico-quimica da BG50 (pH 6timo, temperatura
Otima, estabilidade e efeito de ions e reagentes) utilizando substrato
artificial (pNPG) e natural (celobiose);

- calcular os parametros cinéticos sobre o substrato artificial (pNPG)
e natural (celobiose);

- calcular os parametros termodinamicos da desnaturacéo térmica

irreversivel da BG50;

- avaliar o efeito de compostos fendlicos liberados pelo pré-

tratamento da massa lignocelulésica sobre a atividade da enzima;

- avaliar o efeito sobre a liberacdo de compostos fendlicos da borra

do café.?

! Este experimento mostrou que a enzima n3o induz a libera¢do dos compostos fendlicos, ent3o
optamos por ndo incluir nem a descricdo do método nem os resultados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo

Foi utilizado o fungo termofilico Myceliophthora thermophila M.7.7,
isolado de pilha de compostagem de bagaco de cana-de-agUcar em
trabalho anterior (MORETTI, 2012), o qual faz parte do estoque de culturas
do Laboratoério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, IBILCE/UNESP,

Sao José do Rio Preto, SP.

4.2 Substratos

Para o cultivo do fungo M. thermophila M.7.7 foi usada uma mistura
de bagaco de cana e farelo de trigo (m/m 1:1). O farelo de trigo foi obtido
de mercado local e o bagaco de cana-de-acucar cedido pela usina de
acucar e alcool Acucareira Virgolino de Oliveira S.A. de José Bonifacio, SP.
Os dois substratos foram lavados com agua corrente para remocdo de
residuos, seguido de secagem em estufa a 60 °C com ventilacdo até a
estabilizacdo do peso seco. Apenas o bagaco passou pelo processo de
moagem para reduzir o tamanho das particulas e peneirado em peneira
granulométrica para a homogeneizacdo do tamanho das particulas (1-3

mm).
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4.3. Obtencao da enzima para estudos

4.3.1 Inoculo

Para o in6culo foram utilizados dois Erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de meio PDA inclinado. O fungo M. thermophila M.7.7. foi
incubado a 45 °C por 72 h. Apos este periodo foram adicionados 100 mL
de solucdo nutriente composta por: (g/L) KH2PO4, 3,0; MgSO4 7H20 0,5;
CaCl2 0,5 e Tween 80 (1.0 % v/v), aléem de (1 %) de extrato de levedura
(EL), como fonte de nitrogénio e o pH foi ajustado para 5. Utilizando uma
alca de platina, os esporos, produzidos pelo fungo apés as 72h de
incubacéo, foram ressuspendidos na solu¢éo para prosseguir com o cultivo

em estado soélido.

4.3.2 Cultivo em estado sélido (CES)

A selecédo dos substratos utilizados no cultivo foi feita com base nos
resultados obtidos por Moretti et al (2012), que mostraram que a mistura de
bagaco de cana-de-acUcar e farelo de trigo permitiu uma maior producéo
B-glicosidase para M. thermophila. Foram utilizadas embalagens de
polipropileno contendo 5 g de substrato (2,5 g de farelo de trigo e 2,5 g de
bagaco de cana) onde 20 mL da solugéo nutriente contendo esporos foram
adicionados, resultando em umidade final de 80 %. Esse material foi
incubado a 45 °C e ap6s 96 h de cultivo a amostra foi retirada da incubadora
e foram adicionados 50 mL de &agua destilada (1:10 m/v) ao material

fermentado. O material foi agitado por 30 min. em shaker a 100 rpm, filtrado
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com tecido e centrifugado em 10.000 xg por 15 min. a 10 °C para

clarificacéo.

4.4 Quantificacao de proteinas totais
A gquantificacdo de proteinas totais se deu pelo método de Lowry
(LOWRY et al.,, 1959). Para a confecgdo da curva-padrao foi utilizada

albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich).

4.5 Determinacao da atividade enzimatica

4.5.1 Atividade de B-glicosidase utilizando pNPG

Para a determinacao da atividade de B-glicosidase, 50 uL da solugao
enzimatica foram adicionados a uma mistura de 250 yL de solugéo tampao
acetato de sodio (0,1 M e pH 5,0) e 250 uL de 4-nitrofenol-p-D-
glicopiranosideo (4 mM) — PNPG (Sigma-Aldrich). A reacado foi mantida a
60 °C por 5 minutos e interrompida com 2 mL de solucédo 2 M de Na2COs.
O nitrofenol liberado foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm. A
metodologia foi executada conforme Leite et al. (2008). Uma unidade de
atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1,0 pymol de nitrofenol por minuto de reagdo. Os calculos em
micromoles de produto liberado por minuto por mL (umoles.min.mL) foram
feitos relacionando a absorbancia obtida com os valores de uma curva
padrao pela equacao 4, a seguir:

umoles. min. mL = W -+ 10 + 0,05 x Diluicao Equacéo 4
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No qual:

0,012 X obtido da curva padrao

3,19 y obtido da curva padréo

Tempo de reacdo em
10
minutos

Quantidade de amostra em
0,05
mL

4.5.2 Atividade enzimatica de B-glicosidase utilizando

celobiose como substrato
No protocolo para a determinacdo da atividade de [B-glicosidase
utilizando celobiose sdo realizadas duas reagdes. Na reacao 1, 20 uL da
solugdo enzimatica foram adicionados a 10 yL de celobiose (4mM) em
tampdao acetato de sédio (0,1 M e pH 5,0). A reacédo foi mantida a 50 °C por
20 minutos e interrompida pela imersédo dos tubos em agua fervente por 2
minutos. Em seguida foi determinada a concentracdo de glicose liberada
pelo Kit enzimatico de Glicose (KATAL) (reacdo 2), onde 1 mL do Kit foi
adicionado a 10 yL da reagao 1 e a reagao 2 foi mantida a 37 °C por 15
minutos. Para interromper a reag¢ao os tubos foram imersos no gelo. A
leitura foi realizada em espectrofotometria a 505 nm e a quantidade de
glicose liberada foi determinada a partir de uma curva padréo de glicose.

Essa metodologia foi adaptada de Goncgalves (2010). Os célculos foram
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feitos relacionando a absorbancia obtida com os valores de uma curva
padrao pela equacao 5, a sequir:

Abs — (—0,01589)

umoles. min. mL = ( x 0,03 = 0,01) +0,02+20 =2

0,32707
No qual:

0,2513 X obtido da curva padréo

26,48487 y obtido da curva padrdo

0,03 Volume total da reagéo 1
0,01 Quantidade de amostra em ml na reagéo 2
0,02 Quantidade de amostra em ml na reagéo 1
20 Tempo de reagdo em minutos da reacgéo 1
2 glicoses liberadas representa a acdo de 1

’ enzima

4.6 Precipitacao salina “salting-out”

Com o intuito de concentrar a solu¢cdo enzimética bruta obtida pelo
cultivo em estado solido e testar sua viabilidade como meétodo de
purificacdo, quatro amostras foram submetidas a diferentes concentracdes
de sulfato de aménio (30, 50 70 e 90 %) por meia hora de agitacdo em
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 3.000 xg por 40
minutos a 4 °C e foi realizada a atividade de B-glicosidase (método 4.5.1)

das fracOes precipitadas e do sobrenadante resultante.
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4.7 Anédlises eletroforéticas: SDS-PAGE

O perfil proteico foi analisado por eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
(RHODES; LAUE, 1990; SEE; JACKOWSKI, 1990). O gel de corrida
preparado foi de 10 % e o gel de empilhamento de 5 %, o tampao de corrida
utilizado foi Tris 25 mM - Glicina 0,2 M (pH 8,3) contendo SDS. A amostra
foi preparada na proporcdo 1 de amostra: 1 de glicerol 20 % + azul de
bromofenol, sendo aplicados aproximadamente 30 uL de amostra em cada
poco. Como método de coloracdo utilizou-se impregnacédo por nitrato de
prata (ALFENAS, 1998) e foram aplicados ao gel 4 yL de marcadores de

massa molecular wide range (Sigma-Aldrich).

4.8 Zimograma de atividade de B-glicosidase

Com o objetivo de detectar diferentes isoformas de B-glicosidases
na solucdo enzimatica bruta, foi realizada uma eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10 % em condi¢des ndo desnaturantes (sem SDS). Apés a
corrida eletroforética a 110 V, em tampao de corrida pH 8,3, o gel foi
dividido em 2 partes, uma denominada “A” contendo os padrbes de massa
molecular para proteinas globulares e tampao de amostra com -
mercaptoetanol (1:20), cujas bandas foram coradas por Coomassie Blue
(Sigma-Aldrich) e uma parte denominada “B” contendo duplicata de 10 pL
da amostra com 5 uL de tampao de amostra sem B-mercaptoetanol, a qual
foi usada para determinacao da atividade de B-glicosidase. Apds a corrida

eletroforética o gel foi imerso em tampéao acetato de sédio 0,2 M e pH 5 por
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10 minutos, em seguida, imerso em tampédo acetato de sodio contendo
Esculina (6,7-dihidroxicoumarina 6-glicosideo) e Cloreto Férrico, sendo
mantido a 60 °C por 10 minutos. Durante a incubacéo, a atividade de [3-
glicosidase foi detectada pela formacdo de um precipitado escuro,
caracteristico da presenca de esculetina, liberada pela hidrdlise da esculina

pela B-glicosidase, com o ion férrico (KWON; LEE; KANG, 1994).

4.9 Estimativa da massa molar das isoformas de B-glicosidase

Para a estimativa da massa molecular das isoformas em condicdes
desnaturantes, foi feita uma eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), usando gel de corrida a
10 % e gel de empilhnamento a 5 %. O gel foi dividido em duas partes, uma
denominada “A” corado com Coomassie Blue e o outro denominado “B”
corado pelo método esculina/cloreto férrico. A estimativa das massas
moleculares das isoformas foi determinada comparando as bandas do
zimograma com os padrdes de proteinas globulares de massa molecular

conhecida.

4.10 Purificagcédo da isoforma BG50
4.10.1 Cromatografia de Filtragcdo em gel Sephacryl S-100 HR
A solucdo enzimatica concentrada por salting out foi aplicada em
coluna cromatografica contendo resina Sephacryl S-100 empacotada em
coluna XK16 e conectada a um equipamento FPLC AKTA Purifier (GE

Healthcare Life Sciences). As proteinas foram eluidas isocraticamente com
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tampéao Tris pH 5,0 (20 mM) contendo NaCl 0,3 M, com fluxo volumétrico
de 0,2 mL/min e fracbes de 1 mL foram coletadas por tubo. A atividade de
B-glicosidase foi determinada usando pNPG, e para evidenciar a separacao
das duas isoformas foi realizado um zimograma conforme Kwon, Lee e

Kang (1994).

4.11 Caracterizacdo daisoforma BG50
4.11.1 Teste de linearidade do tempo de incubacédo para
determinacdo da taxainicial de reacéo (Vo)

Para determinar o tempo de incubacdo ideal dos ensaios
enzimaticos foram realizadas as atividades enziméaticas conforme o método
4.5.1 para pNPG e método 4.5.2 para celobiose alterando apenas o tempo
de reacdo (2 a 20 minutos) para cada substrato. Foi adotado o tempo
maximo de incubacao que permitiu a liberacdo linear do produto em relacéo

ao tempo.

4.11.2 Teste de inativacéo de Selwyn
Os ensaios enzimaticos realizados para esse teste foram feitos
conforme o método 4.5.1 para pNPG e método 4.5.2 para celobiose, com
base na proposta de Selwyn (SELWYN, 1965), que testa a estabilidade da
enzima durante o ensaio enzimatico. Foi feita a atividade enzimatica com a
amostra sem diluir e diluida duas vezes, variando também o tempo de
reacao (30 s, 1, 3 e 5 min para pNPG e 30 min, 1, 2, 3, 4, 5 e, 6 h para

celobiose). Como nado tinhamos a concentracdo real da enzima, para
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confeccionar o grafico foram multiplicados por dois os tempos das reacdes
sem diluicdo e montado o grafico no programa QtiPlot 0.9.8.8 Svn 2255 (©
2004-2011 lon Vasilief). O valor de [P] € determinado apenas pelo produto
do tempo e da concentracdo de enzima. Assim, se um conjunto de curvas
de progresso da reacao (Abs vs. tempo multiplicado pela concentracao de
enzima) no qual os parametros da reacdo sao mantidos constantes (com

excecdo da concentracdo de enzima), devem se sobrepor: [E].t = f[P].

4.11.3 Efeito da temperatura de conservacdo sobre a

atividade da BG50
Também foi avaliado o efeito da temperatura na conservacdo da
enzima as temperaturas de -80, -10, 10 e 25 °C. Os ensaios enzimaticos

foram feitos apds 6 horas, 1 dia, 1 més e 2 meses em cada condicao.

4.11.4 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade e
estabilidade da BG50
Os testes de caracterizacdo da enzima foram realizados da mesma
forma para os dois substratos, variando apenas o ensaio enzimatico final
utilizado para cada um (método 4.5.1. para pNPG e método 4.5.2. para
celobiose).
O comportamento da atividade das enzimas em fungao do pH foi
estudado incubando a solugdo enzimética e substrato em diversos

tampdes, de tal maneira que o pH fosse proximo do pKa do mesmo: acetato
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(pH 3,0 a 5,5), MES (pH 5,5-6,5), HEPES (pH 7,0-8,0) e glicina-NaOH (pH
8,5 a 10,5), sendo medida a atividade a 60 °C.

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi avaliado
incubando-se a mistura de reacdo em temperaturas de 30 a 80 °C, e a
atividade foi medida no pH determinado como 6timo.

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a estabilidade da enzima
em auséncia de substrato, a solu¢do enzimatica foi mantida por uma hora,
em temperaturas de 30 a 80 °C. ApOs esse periodo, foram tomadas
amostras para o ensaio da atividade enzimatica, realizado nas condi¢cdes
de pH e temperatura 6timos. O efeito do pH sobre a estabilidade da enzima
foi realizado mantendo a solucdo enzimatica por 24 horas, a 25 °C, em
tampdes de pH 3 a 11, e o0 ensaio da atividade enzimatica realizado nas

condicBes de pH e temperatura 6timos.

4.11.5 Efeito de ions e reagentes sobre a atividade da

BG50
A influéncia de ions e reagentes foi avaliada realizando a medida de
atividade enzimatica em presenca de KCI, MgClz, NaCl, MnClz, FeCls,
CuClz, CoClz, NiCl, AlCIz, BaClz, ZnClz, LiCl2, PVA, DMSO, Triton-X-100,
Isopropanol, PEG, Etanol, Acetona, EDTA, DTT, SDS e glicose em
concentracdo 2,5 mM na mistura reacional. Os resultados foram
comparados com os da amostra controle (referéncia de 100 % utilizando o

teste t de Student (ZAR, 2010), adotando como significantes valores de
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p<0,05, realizada pelo software QtiPlot 0.9.8.8 Svn 2255 (© 2004-2011 lon

Vasilief).

4.12 Determinacao dos parametros cinéticos

4.12.1 Parametros cinéticos da BG50 utilizando pNPG
Os parametros cinéticos utilizando substrato artificial foram
determinados variando-se a concentracdo do substrato pNPG (0,2 a 20
mM) na auséncia e na presenca de glicose (8 mM) com tempo de reacéo
de 5 minutos, conforme o método 4.5.1. Os valores de Km e Vmax foram
obtidos a partir do grafico de Michaelis-Menten realizado pelo gréfico no
programa QtiPlot antes mencionado. A Ki foi calculada a partir das

equacodes 6 e 7, a seguir (WILSON; WALKER, 2010):

K,,aparente = K, real x a Equacdo 6

Equacéao7

4.12.2 Parametros cinéticos da BG50 utilizando celobiose
Os parametros cinéticos utilizando substrato natural foram
determinados variando-se a concentracdo do substrato celobiose (0,5 a 80

mM) com tempo de reagdo de 3 minutos, conforme o método 4.5.2. Os
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valores de Km e Vmax foram obtidos a partir do grafico de Michaelis-Menten

realizado pelo grafico no programa QtiPlot.

4.13 Termodinamica da termoinativacao irreversivel

A analise termodinamica da BG50 parcialmente pura seguiu o
protocolo proposto por Saquib et al. (2010, 2012), por meio da
determinacao da atividade enzimatica utilizando pNPG. Assume-se que, no
esquema abaixo, onde “N” representa a conformacgao nativa e “D” a
desnaturada passivel de reversao, seja medida a desnaturacéo irreversivel

N D— |

4.13.1 Caracterizacdo quanto a temperatura O6tima,
calculo de Ea e Quo
Os experimentos para determinacéo da temperatura 6tima de
atividade foram executados como descrito no item 4.11.4. Os resultados
foram representados em um grafico de Arrhenius: logaritmo natural (In) da
atividade em U/mL vs. 1000/T na qual T corresponde a temperatura
absoluta em Kelvin. Realizamos um ajuste linear para obter o valor da
inclinacéo da porcéo descendente. A energia de ativacdo (Ea) em kJ.mol*
foi calculada a partir do grafico descrito pela equacdo 8, na qual R

corresponde a constante geral dos gases, 8,314 J. K1.mol:

Ea= -(inclinacdo.R) Equacéao 8
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Por outro lado, o coeficiente de temperatura (Qio) foi calculado pela

equacéao 9.

Eg.10
R.T?

InQqp = Equacgao 9

A temperatura 6tima em graus Celsius foi calculada pela equacéo

10, na qual “x” € o ponto de intersegao das retas ascendente e descendente

do gréafico de Arrhenius.

T 6tima = (100/x) — 273 Equacéao 10

4.13.2. Parametros termodinamicos da desnaturacao

térmica irreversivel
A enzima foi incubada em diversas temperaturas (50, 55, 60, 63 e
65 °C) por diferentes periodos (10 até 150 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 que qualquer desdobramento reversivel fosse refeito

(SAQUIB et al., 2012).

4.13.3. Determinacéao do kaq
Para calculo da constante de primeira ordem da taxa de
desnaturacao kq foi confeccionado um gréafico de In atividade residual vs o

tempo (min.) para cada temperatura de incubagéo. Realizou-se o ajuste
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linear de cada curva para calculo do valor da inclinacdo, simbolizado por kqd
(min.™).

4.13.4 Tempo de meia-vida t%.

O tempo de meia-vida, em minutos, foi estimado conforme

descrito na equacao 11.:

t¥%%=In 2/kd = 0,693/kd Equacao 11

4.13.5 Energia de ativacdo da desnaturacdo térmica

Ead(kJ.mol™).

Foi construido um gréfico de In kd vs. 1000/T, sendo a Ead

calculada pela equacéo 12:

Eag= - (inclinagdo.R) Equacéo 12

4.13.6 Entalpia de ativacdo da desnaturacdo térmica

AHd(kJ.mol™).

A entalpia de ativacao da desnaturacdo térmica foi estimada

pela equacao 13:

AH; = Egpy— RT Equacéo 13
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4.13.7 Energialivre de Gibbs de ativacdo da desnaturacao

térmica AGd(kJ.mol™1)
A energia livre de ativacdo da desnaturacao térmica irreversivel foi
estimada pela equacédo 14 abaixo, na qual Kb é a constante de Boltzmann

(1,38 x 1072 J.K™") e h a constante de Planck (6,63 x 1073 J.s):

AG; = —RT - In (:d—:) Equacéo 14
B-

4.13.8 Entropia de ativacdo da desnaturacdo térmica
ASq(J.mol™1.K™)
A entropia de ativacao da desnaturacdo térmica foi estimada
pela equacao 15:

AH4—AGy

AS,; = Equacéo 15

38



4.14 Acentuacédo da Purificacdo Parcial da BG50

Para tentarmos obter uma enzima mais pura a fim de fazer outros
experimentos como deshaturacdo térmica em dicroismo circular e
espectrometria de massa, dois procedimentos foram acrescentados na
metodologia de purificacdo: (a) Clarificagcdo do extrato enzimatico com
carvao ativado (Etapa anterior a precipitacao salina) e (b) Cromatografia de

troca i6nica (Etapa posterior a cromatografia em filtracdo em gel).

4.14.1 Clarificacdo do extrato enzimatico com carvao
ativado

O extrato enzimético bruto foi filtrado em carvao ativado em pé
(Synth). O teste foi realizado em coluna de plastico com filtro de 10 mL, a
qual foi empacotada com 0,2 g de carvao ativado e adicionado 10 mL de
amostra resultando em 2 % de carvao ativado em relagcédo a quantidade de
amostra aplicada. A solucéo foi coletada e centrifugada 3.000 xg por 10

minutos a 4 ‘C a fim de decantar o carvao em suspensao.

4.14.2 Teste piloto para estabelecer as condi¢cbes de

adsorcao e eluicdo da BG50 em resina Q-Sepharose
Esse teste foi realizado em tubos de ensaio, simulando as condicdes
da coluna de purificacdo em pequena escala. A estratégia baseia-se em
duas etapas: (a) determinacao do pH que permite a adsor¢céao da proteina
a resina ibnica e (b) determinacdo da concentracdo ideal de sal para a

eluicdo da proteina na resina ibnica. A resina utilizada no teste foi a Q-
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Sepharose (Sigma-Aldrich) suspensa em agua deionizada (1:1) e 1 mL de
resina foi adicionado a cada tubo de ensaio.

Inicialmente cada tubo de ensaio foi equilibrado com 2,5 mL de
diferentes tampdes: Bis-Tris (20 mM) pH 6, 6,5 e 7 e Tris (20 mM) pH 7,5,
8 e 8,5. As solucbes foram agitadas em vortex e ap6s decantacéo da resina
o sobrenadante foi removido e o procedimento repetido 2 vezes. Em
seguida 0,5 mL de amostra e 0,5 mL dos respectivos tampdes foram
adicionados e agitados em vortex por 10 minutos. Apds decantacdo da
resina os sobrenadantes foram retirados para realizar atividade enzimatica
conforme o método 4.5.1 e selecionado o pH com nenhuma atividade,
condicdo na qual toda a enzima teria sido adsorvida pela resina (tampéao
de ligacao).

Com o pH selecionado do tampao de ligacdo agora mantido
constante foram reequilibrados mais 10 tubos de ensaio e foi feito o
procedimento anterior novamente, porém diferentes concentracbes de
NaCl foram adicionadas (0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,0,5e 0,6
M) e agitados em vortex por 10 minutos. Apds decantacdo da resina o0s
sobrenadantes foram retirados para realizar atividade enziméatica conforme
o0 método 4.5.1 e selecionada a concentracdo de sal mais baixa com maior

atividade.

4.14.3 Cromatografia de troca idnica (Q - Sepharose)
Dez mL de amostra retirada apos a filtragdo em gel foi aplicada em

coluna cromatografica de troca idnica contendo resina Q-Sepharose
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empacotada em coluna XK16 e conectada a um equipamento FPLC AKTA
Purifier (GE Healthcare Life Sciences). Inicialmente as proteinas foram
eluidas com tampéo Tris pH 7,5 (20 mM) com fluxo volumétrico de 0,2
mL/min Apds passado 5 vezes o0 volume de coluna do tampé&o inicial,
variacOes de sal foram aplicadas a coluna a partir do tampéao de elui¢ao
Tris pH 7,5 (20 mM) com 0,5 M de NaCl com fluxo volumétrico de 0,2
mL/min e fragdes de 1 mL foram coletadas por tubo. A atividade de -

glicosidase foi determinada pelo método 4.5.1.

4.15 Teste de inibicdo por compostos fendlicos

A influéncia de compostos fendlicos representativos daqueles que
podem ser liberados durante o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica
foi avaliada realizando a medida de atividade enzimatica em presenca de
Acido Tanico, Acido p-Comarico, Acido Siringico, Acido Galico, Acido
Ferdlico, Acido 4-hidroxibenzoico, Vanilina, Acido Vanilico, Siringalgeido
em concentracdo 2,5 mM na mistura reacional para o método 4.5.2
(celobiose). Devido & coloracéo dos reagentes Acido Tanico, Acido Ferdlico
e Siringalgeido, as concentra¢fes foram alteradas para 0,062, 0,5 e 0,25
mM para o método 4.5.1 (pNPG). Os resultados foram comparados com os
da amostra controle (referéncia de 100 % utilizando o teste t de Student,
adotando como significantes valores de p<0,05, realizada pelo software

QtiPlot).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencao das enzimas para estudo

5.1.1 Cultivo em estado sdlido (CES)
Foram obtidos dois litros de extrato enzimatico por cultivo em estado
sélido contendo bagaco de cana-de-acucar e farelo de trigo. A
concentracdo total de proteinas presente na amostra determinada pelo
ensaio de Lowry resultou em 2,8 mg/mL e a atividade para B-glicosidase
em 17 U/mL, um total aproximado de 34.000 U, com atividade especifica

total de 6 U/mg.

5.1.2 Precipitagao salina “salting-out”

A precipitagcdo com sulfato de aménio de proteinas é uma técnica
classica muito utilizada na purificacdo de enzimas, que leva vantagens
devido ao efeito de precipitacdo causada por elevadas concentracdes de
sais. Este fendmeno pode ndo ser adequado para a purificacdo total da
proteina desejada, mas é uma eficiente ferramenta para a sua
concentracéo, e também é Util para a remocao de alguns contaminantes
(BARROS et al., 2001).

Nesse caso, a precipitacdo com sulfato de amoénio do extrato bruto
mostrou que a concentracao de B-glicosidase em 70 % de saturagdo, com
atividade resultante de 72,7 U/mL, foi a melhor (Figura 7). As atividades

das fracbes do sobrenadante mostraram que com 0 aumento da
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concentracdo salina a atividade enzimatica chegou a zero ja na
concentracdo de 70%. Portanto, esse teste mostrou que com 70 % de sal
ja foi possivel obter precipitacéo total da enzima desejada, ja com 90 % de
sal observou-se que embora também ocorra a precipitagao total de B-
glicosidase a atividade na fracao precipitada mostrou uma diminuicao.
Esse teste permitiu encontrar a condicéo ideal para os experimentos
seguintes, onde o extrato bruto foi concentrado por “salting-out” com 70 %
de sulfato de aménio a fim de obter uma amostra com alta concentracao de

B-glicosidase.

Figura 7. Relacéo da atividade de B-glicosidase das amostras do teste de
“salting-out” das fragbes precipitadas (= ) e dos sobrenadantes ().
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Fonte: Autoria propria.
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5.2 Zimograma e estimativa da massa molecular das isoformas
de B-glicosidase

O zimograma realizado seguindo metodologia descrita por Kwon,
Lee e Kang (1994) mostrou duas bandas escuras presentes na solucao
bruta, correspondendo a formacdo da esculetina com ion férrico,
evidenciando a atividade de duas isoformas de B-glicosidase (Figura 8 - gel
B). As massas moleculares estimadas para as isoformas de B-glicosidase,
relacionando com o padrdo de massas moleculares utilizado no gel A
(Figura 8) ja determinadas, foram de aproximadamente de 200 e 50 kDa, e
assim denominadas BG200 e BG50 respectivamente.

Figura 8. Gel de poliacrilamida a 10 % em condi¢cdes ndo desnaturantes para
amostras de solugdo enziméatica bruta de M. thermophila M.7.7. O gel A foi corado
para proteinas com Coomassie Blue e o gel B corado pelo método esculina/cloreto
férrico (zimograma) evidencia a atividade enzimatica. P: Padrdo de massa
molecular de proteina, EB: solu¢do enzimatica bruta.
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Fonte: Autoria propria.
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Varios fungos filamentosos apresentam a propriedade de expressar
diferentes isoformas de pB-glicosidase, dependendo das condi¢bes de
cultura ou de fontes de carbono (SINGHANIA et al., 2011) e a regulacéo da
expressao de multiplas isoformas de celulases ainda néo esta totalmente
elucidada, o que exige mais pesquisas sobre as sequéncias e diferentes
expressodes das isoformas (BADHAN et al., 2007). A inducéo de diferentes
isoformas pode ter relacdo com os metabdlitos presentes nos meios de
cultura, e o entendimento sobre a regulacdo seria importante na concepcao
de condicBes de cultura para a superproducdo desejada de isoformas ou
metabdlitos secundarios. O tipo de substrato submerso ou sélido também
influéncia a expresséo das isoformas distintas (WILLICK; SELIGY, 1985;
NAZIR et al., 2010).

A partir desse resultado procedemos a purificagdo parcial da (-

glicosidase de menor peso molecular (BG50) e sua caracterizacao.

5.3 Separacao e purificacdo parcial da isoforma BG50

5.3.1 Cromatografia de Gel Filtracao (S-100)

ApoOs a aplicacdo da solugcédo bruta e concentrada por salting out a
uma coluna de gel de Sephacryl S-100 conectada a um cromatégrafo
liquido (AKTA purifier) a separagdo das isoformas de B-glicosidase foi
analisada realizando um zimograma em gel de poliacrilamida a 10 %,
utilizando esculina como substrato e cloreto férrico para o zimograma

(Figura 9). Para a caracterizacao da isoforma de 50 kDa foi coletado o
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material dos tubos 35 até o tubo 49, o qual ainda obteve atividade
enzimatica para a enzima (Figura 10). O processo foi realizado mais de

uma vez para obtencédo de maiores quantidades de amostra.

Figura 9. Zimograma das isoformas de 3-glicosidase parcialmente purificadas por
filtracdo em gel em Sephacryl S-200. A partir do tubo 35 = BG50.A figura n&o
mostra as fra¢des além do tubo 35, que continham apenas a isoforma BG50.

1719221 2325 ¢ 27 29¢31%<334«35

Fonte: Autoria propria.
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Figura 10. Perfil cromatografico da solucdo bruta e concentrada por salting-out
com sulfato de aménio produzida pelo fungo M. thermophila M.7.7. em coluna
XK16 com Sephacryl — S200. Valores de absorbancia proteica em 280 nm (linha
preta) e atividade enzimatica de B-glicosidase (linha azul), expressa como
absorbéncia em 410 nm do produto p-nitrofenol.
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5.4 Caracterizacao da isoforma BG50

5.4.1 Teste de linearidade do tempo de incubacéo para
determinacédo da taxa inicial de reacéo (Vo)

O tempo ideal maximo de reacdo para realizar o ensaio enzimatico
€ o periodo durante o qual a linearidade da reta de d[P]/d[t] € mantida
constante, uma vez que as equacdes de cinética propostas por Michaelis e
Menten e outros pesquisadores se baseiam na denominada taxa inicial de
reacao ou velocidade inicial, Vo. Na figura 11 € possivel observar que o

tempo maximo para os ensaios foram de 5 minutos para pNPG e 3 minutos

47



para celobiose. Esses tempos de reacao foram adotados para realizar os

testes seguintes.

Figura 11. Determinacdo do tempo de incubacéo para 0s ensaios de cinética
enzimatica, representado pela linha vermelha. (a) para teste com pNPG e (b) para
teste com celobiose.
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5.4.2 Teste de estabilidade de Selwyn

E conhecido que muitas enzimas s&o mais instaveis em baixas do
gue em altas concentracdes. O teste de Selwyn (1965) detecta a inativacéo
da enzima por efeito da diluicdo da mesma e permite descartar a perda de
linearidade da liberagdo do produto com o tempo de incubacdo devido
aquela causa. Assim, diluicdes diferentes da solucdo da enzima poderiam
gerar solugbes com diferentes graus de inativagdo. O gréafico [P] x [E].t
permite detectar a inativagdo da enzima decorrente da sua diluicdo, onde
curvas tracadas para diferentes concentragdes de enzima mantendo-se a
reacdo nas condicdes iniciais deverdo ser sobreponiveis. Curvas distintas,
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gue ndo consigam ser sobrepostas, indicam que a enzima ndo se manteve
estavel no processo, sendo dependente da concentracdo de enzima
utilizada (PINTO; MENEZES, 2009).

Os testes efetuados com a BG50 e pNPG mostraram sobreposicéo
para 0s ensaios com ambos o0s substratos (Figura 12). No caso da
celobiose ha maior dispersdo provavelmente por envolver dois

procedimentos consecutivos sujeitos a maior variabilidade.

Figura 12. Teste de estabilidade de Selwyn (a) ensaio com pNPG (b) ensaio com
celobiose.
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5.4.3 Efeito da temperatura de conservagcdo sobre a

atividade da BG50
Um dos desafios em estudarmos enzimas e suas caracteristicas € a
variacdo de sua atividade durante o periodo o qual se mantém
armazenada, uma das informacbes que pode determinar sua eventual

aplicacdo em escala industrial, pois seria armazenada até sua utilizacéo.
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Portanto, estudou-se o comportamento da BG50 parcialmente purificada
durante o armazenamento refrigerado e congelado até dois meses e foi
observado um resultado muito interessante, pois a atividade enzimatica se
manteve estavel durante dois meses em todas as condicbes a que foi
submetida, inclusive quando mantida a temperatura ambiente em torno de

30 °C (Figura 13).

Figura 13 . Efeito da temperatura de estocagem da BG50 sobre a atividade
enzimatica. A atividade foi testada utilizando (a) pNPG como substrato (b)
celobiose como substrato.
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Fonte: Autoria prépria.

5.4.4 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade e
estabilidade da BG50

A maioria das B-glicosidases fungicas exibe temperaturas 6timas para

atividade entre 40 e 50 °C (BHATIA; MISHRA, BISARIA, 2002). O perfil de

atividade enzimatica para a BG50 variando a temperatura do ensaio

resultou em temperaturas 6timas de 60 e 50°C para pNPG e celobiose,
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respectivamente (Figura 14 a). Quanto a termoestabilidade, a BG50
manteve-se estavel apdés uma hora de incubacéo até 60°C na auséncia de
substratos (Figura 14 b). Segundo Shiraki et al. (2001) a alta rigidez das
enzimas termofilicas decorrentes da estabilidade de enovelamento requer
uma alta temperatura de atividade (em geral, maior que 40 °C) para
promover uma movimentacdo térmica e o aumento da flexibilidade

estrutural que é essencial para a catalise.
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Figura 14 . Efeito da temperatura sobre a BG50 utilizando como substrato
celobiose (=) e pNPG (+): (A) Variacdo da atividade da BG50 em diferentes
valores de temperatura; (B) Atividade residual da BG50 quando incubada a
diferentes temperaturas por 1 hora, na auséncia de substrato. Nos gréficos séo
representados as meédias (pontos) e desvios padrdes (barras).
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Fonte: Autoria prépria.

No que se refere ao pH, encontra-se na literatura que as p-

glicosidases fungicas exibem valores 6timos de pH entre 4,0 e 6,0
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(BHATIA, 2002). O pH ¢étimo da BG50 frente aos diferentes substratos foi

pH 5 para pNPG e pH 4,5 para a celobiose (Figura 15).

Figura 15. Efeito do pH sobre a BG50 utilizando como substrato celobiose (=) e
PNPG (+): (A) Variagcéo da atividade da BG50 em diferentes valores de pH; (B)
Atividade residual da BG50 quando incubada a diferentes pHs por 24 horas a
temperatura ambiente, na auséncia de substrato. Nos graficos sdo representados
as médias (pontos) e desvios padrbes (barras).
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5.4.5 Efeito de ions e reagentes sobre a atividade da BG50

A atividade enzimatica foi inibida totalmente pelos fons Cu?* e Fe?*
utilizando ambos os substratos (Tabela 3). Uma inibicdo significativa por
Fe?* e Cu?* também foi observada para uma B-glicosidase produzida por
Thermoascus aurantiacus em trabalho apresentado por Leite et al. (2007).
Os metais pesados, como o Cu?*, apresentam uma elevada afinidade pelos
grupos tiois; geralmente estes ions oxidam os grupos funcionais dos
residuos de cisteina, e podem inibir a atividade enzimatica de determinadas
proteinas (HAYASHI, 1999).

O ion Zn?* e o reagente DTT mostraram grandes diferencas no
comportamento da enzima quando ensaiada nos diferentes substratos,
onde utilizando celobiose observou-se a inibicdo total da enzima, enquanto
gue utilizando pNPG a inibicdo média foi de 37% e 17,5 %, respectivamente
(Tabelas 3 e 4). Nenhum ion induziu elevacéo significante de atividade
enzimatica. Os efeitos do Zinco e DTT exclusivamente sobre a enzima no
ensaio com celobiose chamam a atenc¢do, pois tem origem por interferéncia
no ensaio propriamente dito.

A independéncia de cofatores e uma ampla tolerancia a presenca de
ions observada para a BG50 de M. thermophila apresenta similaridade com
a R-glicosidase produzida pelo fungo Aureobasidium pullulans em trabalho

apresentado por Saha, Freer e Bothast (1994).
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Tabela 3. Efeito de ions sobre a atividade enzimatica da BG50. (*) diferencas

significantes (p<0,05) no teste t de Student.

Atividade residual % (média e desvio padréo)

Controle
NaCl
MnCI2
KCI
FeCI3
BaCl2
MgClI2
AICI3
ZnCI2
CuCI2

LiCI2

pNPG DP Celobiose DP
100 +13,3 100 +0,3
70,6* +6,7 S57,1* +8/4
49,6* +9,9 67,1* +8,8
76,2* +5,0 81,9 +15,6
0,0% 0 0,0* 0
105,4 6,9 76,7 +111
100,0 +7,8 62,7* +9,1
83,5 +6,9 43,7* +7,2
63,0 +10,6 0,0* 0

0,0% 0 0,0* 0
102,6 2,7 128,4 + 37,3

Fonte: Autoria proépria.

Embora nenhum dos céations divalentes testados tenha elevado

significativamente a atividade da BG50 (Tabela 3), a diminuicdo da

atividade promovida pelo sequestrante EDTA (Tabela 4) sugere a

necessidade de algum ion metélico divalente para a acdo da enzima.
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Tabela 4. Efeito de reagentes sobre a atividade enzimética da BG50. (*) diferencas

significantes (p<0,05) no teste t de Student.

Atividade residual % (média e desvio padréo)

Controle
DMSO
PVA

Triton
Isopropanol
PEG 8000
Etanol
Acetona
EDTA

DTT

SDS

pNPG DP Celobiose DP
100 +13,3 100 +0,3
92,9 +5,6 57,0* +1,3
71,2 +3,0 56,8 +19,0
45,0 +10,6 57,5* +8,9
70,1 +79 66,5 +149
67,6 +6,2 58,5* +8,3
70,6 +159 55,6* +5,7
76,5 +8,9 52,8* +1,3
68,3 +17,0 62,0* +8,5
82,5 +6,9 0,0* 0
82,4 +9,2 60,6 +27,1

Fonte: Autoria proépria.

5.5. Determinacéo dos parametros cinéticos

Os resultados dos testes de cinética enzimatica foram representados

em dois programas graficos: Origin 8 (OriginLab Corporation) e SciDavis

1.D005 (2014). Ambos foram também utilizados para realizar a estimativa

da Taxa maxima de reacdo (Vmax) € Km (Constante de Michaelis) através

de regressédo nao linear, um método mais adequado do que a popular
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linearizacédo de Lineweaver-Burk (MASON; LAI, 2000; HELFGOTT; SEIER,
2007). Os meétodos de linearizacdo assumem linearidade, variancia
constante e erros com distribuicdo normal, o que frequentemente néo
ocorre ou 0O operador desconhece a validade dessas premissas
(HELFGOTT; MOORE, 2011).

Os valores de Vmax € Km obtidos por meio dos graficos de Michaelis-
Menten para a BG50 utilizando pNPG como substrato (Figura 16) foram,
respectivamente, para a reagdo sem inibidor de 0,42 + 0,01 ymol/min.mg e
0,52 + 0,07 mM e com inibidor, de 0,45 + 0,02 pmol/min.mg e 3,27 £ 0,49
mM (Figura 16), confirmando, na margem de erro, que o parametro cinético
afetado pela presenca de glicose é a constante Km, 0 que seria tipico de
uma inibicdo competitiva, quando o inibidor tem estrutura quimica
semelhante a do substrato, podendo ocupar também o sitio ativo, porém
de forma nao produtiva.

A partir desses dados foi possivel também obter a constante de
inibicdo Ki=1,5 mM. Segundo estudos realizados por Roy et. al. (1989) a
glicose apresenta forte poder de inibicdo competitiva sobre a B-glicosidase
de M. thermophila, obtendo o valor de K para a glicose igual a 22,5 mM.
Valores de K, para B-glicosidase de outros microrganismos chegam a até
1.360 mM (RIOU et al.,1998). Foram relatados valores cinéticos da (-
glicosidase de Myceliophthora thermophila, expressa quando o gene bgl3a
foi clonado em Pichia pastoris de Vmax=100,66 pmol/min.mg, Km=7,62 mM

e Ki=0,28 mM (KARNAOURI et al., 2013).
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Os valores de Vmax e Km obtidos por meio dos gréficos de Michaelis-
Menten para a BG50 utilizando celobiose como substrato (Figura 17) foram,
respectivamente, de 2,55 + 0,09 pmol/min.mg e 8,50 + 1,03 mM. A
quantificacdo do produto liberado da atividade enzimatica com a presenca
do inibidor (glicose) néo foi eficiente, pois o produto quantificado € a propria
glicose, uma vez que os valores quantificados ndo tiveram alteracdes
significativas nas diferentes reacfes. Portanto, a adicdo da glicose interferiu
no ensaio, impossibilitando a comparacao dos valores cinéticos sem e com
a adicao do inibidor.

Os valores cinéticos obtidos mostram que a BG50 tem um Km muito
menor pelo substrato sintético do que para o substrato natural. A rigor néo
podemos afirmar se a afinidade por ambos os substratos é tao diferente,
pois para isso deveriamos ter calculado a k2 ou kcat para estimarmos a
influéncia desse parametro sobre a constante de dissociac&do, porém nao
conseguimos a enzima totalmente pura e portanto ndo temos [Et], a
concentracdo molar da enzima.

Na maioria dos casos as [-glicosidases mostram alta atividade
catalitica e alta afinidade com o substrato artificial pNPG e MUG (metilo
umbeliferil beta-D-glicosideo), mas ndo com a celobiose (NAM, 2010). Riou
et al. (1998) estudaram a [-glicosidase de Aspergillus oryzae, que
apresentou valores de Km diferentes para os substratos pNPG (0,55 mM) e
celobiose (7 mM), evidenciando uma afinidade maior da enzima com o
substrato artificial, 0 que também foi observado para a B-glicosidase de

Trichoderma reesei 0,18mM (pNPG) e 2,1mM (celobiose); Aspergillus
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niger 0,57mM (pNPG) e 0,88mM (celobiose) (CHAUVE et al.,2010);
Aspergillus niger 7,5mM (pNPG) e 50mM (celobiose) (YAN; LIN; LIN, 1998)
e Humicola insolens 0,16mM (pNPG) e 0,51mM (celobiose) (SOUZA et al.,
2010). Roy et al. (1989) determinaram Km de 4,5 mM para [-glicosidase
produzida por Myceliophthora thermophila com pNPG como substrato.

A cinética da B-glicosidase depende da configuracao do seu substrato
e a celobiose requer uma mudanga conformacional para a catalise. A B-
glicosidase tem uma estrutura muito rigida no sitio S1 do substrato de
ligacdo que ird acomodar a glicose da celobiose, mas a segunda glicose da
celobiose ira alterar a conformacéao de rotacdo de forma a encaixar no sitio
de ligacdo do substrato (NAM; SUNG; HWANG, 2010). Segundo Singhania
et al. (2013) esta é a razdo por tras de uma menor eficiéncia de [3-
glicosidases para celobiose do que para o substrato sintético (pNPG). A

glicose liberada, por sua vez, também pode exercer inibicdo da enzima.
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Figura 16. Curva de Michaelis-Menten da BG50 utilizando como substrato o
PNPG na presenca (preto) e na auséncia (vermelho) de glicose.
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Figura 17. Curva de Michaelis-Menten da BG50 utilizando como substrato a
celobiose.
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5.6 Termodindmica da desnaturacao térmica irreversivel

Foi possivel estimar a temperatura étima (62,6°C) e a energia de
ativacdo da BG50 (Ea) (46,18 kJ.mol?) por meio da curva de Arrhenius
representada na figura 18. O coeficiente de temperatura (Qio), que
representa o aumento da velocidade a cada 10 graus de elevagao da
temperatura, também foi estimado em diferentes temperaturas (Tabela 5).
A energia de ativacdo da BG50 foi trés vezes maior do que a encontrada
para a B-glicosidase de Aspergillus fumigatus (14,82 kJ.molt) (DAS et. al.,
2015) indicando que deve superar uma barreira energética muito maior
para hidrolisar o substrato, por outro lado encontra-se também energia de
ativacdo mais alta, como para a B-glicosidase de Fusarium solani (53,31

kJ.molY) (BHATTI; BATOOL; AFZAL, 2013).

Figura 18. Gréfico de Arrhenius para o calculo da energia de ativacdo (Ea) e
temperatura 6tima da BG50. No gréfico séo representados as médias (pontos).
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Fonte: Autoria propria.
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Tabela 5. Coeficiente de temperatura (Qio) estimados com base no Grafico de
Arrhenius.

Temp |Temp

(°C) (K) Q1o
30 303 1,83
40 313 1,76
50 323 1,70
60 333 1,65
70 343 1,60

Fonte: Autoria proépria.

Os valores de Qo (Tabela 5) mostram um decréscimo conforme
aumenta a temperatura, decorrente da desnaturacdo térmica. Ja a figura
19 mostra que a transicao irreversivel entre o estado nativo e desnaturado
ocorreu em uma faixa estreita de temperatura.

A figura 19 mostra o efeito do tempo de incubacdo em diferentes
temperaturas (60, 63 e 65°C) na atividade da BG50. A partir do grafico de
Arrhenius de primeira ordem (Figura 20) permitiu-se o célculo da energia
de ativacdo da desnaturacdo térmica (Ead) da BG50: 614,7 kJ.mol*. Os
demais parametros termodinamicos encontram-se na tabela 6.

O parametro que melhor indica a energia necessaria para mudar a
conformacao da enzima € a energia de ativagdo para desnaturacéo (Ead),
representando a barreira energética necessaria para levar a enzima de um
estado nativo para o estado desnaturado (SAQUIB et al, 2010).
Comparando com as [B-glicosidases dos fungos Aspergillus fumigatus
(48,80 kJ.mol?) (DAS et. al., 2015), Thermoascus aurantiacus (414 kJ.mol-
1) e Aureobasidium pullulans (537 kJ.mol?) (LEITE et al.,, 2007) a

estabilidade conformacional da BG50 é maior.
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Figura 19. Grafico de primeira ordem do efeito da temperatura na atividade da
BG50: 60 °C (A ); 63 °C (¥ ) e 65 °C (4 ). No grafico sio representados as
médias (pontos) e desvios padrdes (linhas verticais).
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Fonte: Autoria proépria.

Figura 20. Gréafico de Arrhenius de primeira ordem para o calculo da energia de
ativacdo da desnaturacéo térmica (Eaq) da BG50.
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Tabela 6. Parametros cinéticos e termodinamicos da termoinativagéo irreversivel.

Tempe | Tempe Kd t Y AHqg AGq ASq
ratura | ratura | (min.%) | (min.) | (kJ.mol?) | (kJ.mol?) | (J.mol.K?)
W) (K)
60 328 0,00081 | 855,6 2,154 101,58 -311,5
63 333 0,01417 | 48,9 2,179 94,52 -287,8
65 338 0,01897 | 36,5 2,196 94,28 -285/4

Fonte: Autoria proépria.

O tempo de meia vida da BG50 a 60°C € bastante alto comparado
com as outras temperaturas testadas, representando uma alta estabilidade
estrutural quando mantida a essa temperatura. Em comparagdo com 0s
resultados encontrados na literatura, o tempo de meia-vida da BG50 é
muito menor, onde para a B-glicosidase do fungo Fusarium solani (BHATTI;
BATOOL; AFZAL, 2013) a 65 °C o tempo de meia vida € 159 minutos, ja
para a B-glicosidase de Aureobasidium pullulans encontra-se tempo de
meia vida de 90 min. em 80°C e para Thermoascus aurantiacus de 30 min.
em 80 °C (LEITE et al., 2007).

O valor do AHq4 aponta a quantidade de ligacdes ndo covalentes que
foram quebradas durante o processo de desnaturacdo proteica. Logo,
quanto maior for o AHg, maior serd o numero de ligagbes ndo covalentes
presentes na molécula de proteina. Os valores de AHq4 para a BG50 séo
inferiores em relagdo ao encontrado para Fusarium solani (50 kJ.mol?)
(BHATTI; BATOOL; AFZAL, 2013) Aureobasidium pullulans (534 kJ.mol?)

e Thermoascus aurantiacus (411 kJ.mol ') (LEITE, 2007).
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O valor de AGd esta intimamente relacionado com a estabilidade da
proteina, quanto maior for o AGq, maior sera a estabilidade da enzima
(LONGO; COMBES, 1999), e isso dependera da temperatura. Portanto, a
BG50 mostra maior estabilidade em 60°C, como pode ser observado na
tabela 6, a BG50 apresentou maior AGd em 60°C e a sua desestabilizacdo
acompanhou o aumento da temperatura. Os resultados obtidos para a
BG50 indicam que a 65°C, grande parte da organizacdo estrutural ja foi
destruida. Corroborando com o que podemos observar na figura 13, onde
a 70°C a BG50 ja ndo apresentou nenhuma atividade.

A variacdo negativa da entropia de desnaturacdo a 65°C foi de -
285,4 J.mol.K! inferior ao resultado de Bhatti et al. (2013) para a B-
glicosidase de Fusarium solani, na faixa de -176 J.mol.K1. Baixos valores
de AS4 sugerem a exposicdo de cadeias laterais apolares, causando
ordenamento das moléculas de agua na forma de clatratos ou “gaiolas”
(SIDDIQUI et al., 1997).

Os parametros termodinamicos para a B-glicosidase produzida pelo
microrganismo mesofilico Aureobasidium pullulans (LEITE et al., 2007)
foram avaliados para 80°C, mostrando ser mais resistente a inativacao
térmica do que a BG50 produzida pelo fungo termofilico deste trabalho.
Portanto, demonstra-se que a complexa compreensdao da
termoestabilidade enzimatica ndo estd somente associado a termofilia do

organismo.
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5.7 Clarificac&o do extrato enzimatico com carvao ativado

O teste com carvado ativado evidenciou uma sutil clarificacdo da
amostra bruta (Figura 21). A retirada de compostos pigmentados e até
inibidores por carvdo ativado € conhecida por ser eficaz e ter elevada
capacidade de adsorcdo de compostos sem afetar a solucdo enzimatica
(CANILHA et. al., 2008), embora em alguns casos a enzima possa ser
adsorvida ao carvao ativado. Em relacdo a atividade enzimatica, o teste
nao apresentou diminuicado na quantificacdo da enzima, evidenciando a nao

interferéncia negativa desse procedimento de clarificacao.

Figura 21. (A) Amostra bruta (B) Amostra bruta apos filtragdo com carvao ativado.

Fonte: Autoria prépria.
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5.8 Teste piloto para estabelecer as condi¢cbes de adsorcédo e
eluicdo da B50 em resina Q-Sepharose

O teste piloto para estabelecer a adsorcao da enzima na resina Q-
Sepharose mostrou um pH de ligacao de 7,5 (Tabela 7), determinando que
pHs mais baixos ndo adsorvem totalmente a enzima na resina e acima
desse valor a enzima também €& adsorvida, porém com maior interagdo
entre a resina e a enzima, levando posteriormente a utilizacdo de maiores
concentracbes de sal para a sua eluicdo. Apds a adsorcdo em pH 7,5 a
concentracéo de sal ideal para a eluicao total da enzima da resina foi de
0,2 Molar (Tabela 8). A partir desses resultados foram determinadas as

condi¢cbes para a aplicacado da amostra na resina Q-Sepharose.

Tabela 7. Valores de absorbancia do ensaio enzimatico utilizando pNPG em
diferentes pHs para a adsorcdo da BG50 na resina Q-Sepharose.(ND: nédo
detectado).

pH Abs
6,0 0,382
6,5 0,361
7,0 0,188
7,5 ND
8,0 ND
8,5 ND

Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 8. Valores de absorbancia do ensaio enzimatico utilizando pNPG em
diferentes concentractes de sal para a eluicdo da BG50 na resina Q-Sepharose.

NacCl (M) Abs
0,02 0,009
0,04 0,005
0,06 0,026
0,08 0,052
0,1 0,187
0,2 0,407
0,3 0,394
0,4 0,424
0,5 0,389
0,6 0,414

Fonte: Autoria propria.

5.9 Cromatografia de troca iénica (Q - Sepharose)

O perfil cromatogréfico da troca ibnica realizada esta ilustrada pela
figura 22, onde € possivel observar pela atividade enzimética (linha azul) a
eluicdo da BG50 a partir da adicdo progressiva (nao linear) de 0,17 M de
NaCl (linha vermelha) sendo ainda mais acentuada a partir da adicao de
0,19 M do sal. A eliminagdo de proteinas indesejadas na amostra por essa
metodologia foi evidenciada por gel SDS-PAGE (Figura 23).

Apos a cromatografia de troca ibnica foi montada uma tabela de
purificacdo a partir de todas as etapas realizadas, informando a eficiéncia

e rendimento de cada etapa (Tabela 9).
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Figura 22. Perfil cromatogréfico da amostra selecionada apés gel filtracdo em
coluna XK16 com Q-Sepharose. Valores de absorbéancia proteica em 280 nm
(linha preta), atividade enzimatica de B-glicosidase (linha azul) e concentracdo

salina (linha vermelha).
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Figura 23. Gel de poliacrilamida 10% em condi¢des desnaturantes, corado com
nitrato de prata. P: Padrao de massa molecular de proteina, B: solu¢ao enzimatica
bruta, C: solucdo enzimatica apos filtragcdo com carvao ativado, S: amostra apos
precipitacdo salina, G: amostra ap0ds filtracdo em gel, I: amostra apos troca idnica.

Fonte: Autoria prépria.

69



Tabela 9. Etapas da purificacéo parcial da 3-glicosidase BG50 do fungo termofilico
Myceliophythora thermofila M.7.7.

Etapas de Volume Proteinas Unidades Atividade Rendimento Fator de

purificacéo (mL) totais totais (U) Especifica (%) purificacéo
(mg) (U/mg)

Bruta 10 28,3 50,1 1,7 100,0 1,0

Carvao 10 22,9 56,3 2,4 1124 1,3

Ativado

Precipitacédo 1 7,4 27,8 3,7 55,5 2,1

salina

Filtracdo em 18 0,6 12,5 19,7 25,1 11,2

gel

Troca lonica 21 0,6 7,9 12,7 15,8 7,2

Fonte: Autoria propria.

Observa-se, na Tabela 9, um grau de purificacao significativo até a
fitracdo em gel, porém a queda da atividade verificada apds a
cromatografia de troca ibnica afetou o calculo do fator de purificacdo. Nao
tivemos tempo de testar outras abordagens que permitissem chegar a

forma pura, o que permitiria a realizacao de outros experimentos.

5.10 Teste de inibi¢cdo por compostos fendlicos
O teste para avaliacdo dos efeitos dos compostos fendlicos sobre a
BG50 foi realizado ap0s a amostra passar pela etapa de cromatografia de

troca ibnica, os resultados sdo mostrados na tabela 10.
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Tabela 10. Efeito de fenois sobre a atividade enziméatica da BG50 com os
substratos pNPG e celobiose, medida como atividade residual % (média e desvio

padréo).
mM pNPG DP mM Celobiose DP

Controle 2,5 100 +13,7 2,5 100 8,1
Acido Tanico 0,0625 - - 2,5 99,5 +12,3
Acido p-Comarico 2,5 70,5 +17,4 2,5 118,0 +0,9
Acido Siringico 2,5 95,2 +18,9 2,5 111,4 +2,3
Acido Galico 2,5 91,1 +14.4 2,5 75,3 +2,3
Acido Fertlico 0,5 97,4 +3,1 2,5 99,1 +4,2
Acido 4- 2,5 97,5 +6,0 2,5 109,7 +1,4
hidroxibenzoico
Vanilina 2,5 94,0 +1,3 2,5 118,0 4,7
Acido Vanilico 2,5 87,6 +0,1 2,5 125,1 +4,7
Siringalgeido 0,25 92,8 +36,9 2,5 96,4 2,3

Fonte: Autoria propria.

Devido as condicbes empregadas nos pré-tratamentos térmicos e
quimicos, é originada uma série de compostos que podem atuar como
inibidores potenciais tanto da hidrolise enzimatica, quanto da fermentacéo.
Os tipos de compostos téxicos e suas concentragcbes em hidrolisados
lignocelulésicos dependem tanto da matéria-prima, quanto das condi¢des
operacionais empregadas no pré-tratamento. Um dos produtos de
degradacédo, que sao potenciais inibidores da fermentagcdo sao o0s

derivados fendlicos (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000).
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Os fenois sao inibidores importantes para a hidrolise de glicanos,
celobiose e para combinacdes enzimaticas (XIMENES et. al., 2010). Dentre
os fendis liberados na hidrolise do material lignocelulésico, Ximenes e
colaboradores (2010) confirmaram que a Vanilina, Siringaldeido e o Acido
Hidroxibenzoico inibem significativamente celulases, especialmente (-
glicosidases.

O resultado do atual trabalho mostra uma ampla resisténcia da BG50
a varios compostos fendlicos, mostrando ser uma enzima com alto
potencial de aplicacdo na hidrolise de materiais lignocelulésicos que
liberam esses derivados fendlicos. Os efeitos de fendis em B-glicosidases
a partir de Trichoderma reesei e Aspergillus niger foram comparados por
Ximenes e colaboradores (2011) onde, além da celobiose o pNPG foi
também utilizado como um substrato para medir a atividade de -
glicosidase. O Acido Tanico teve pouco efeito sobre a B-glicosidase numa
preparacdo comercial de Aspergillus niger, ao passo que quase inibiu
completamente a hidrolise de pNPG. Para os outros fenois testados
somente o Acido Galico inibiu a B-glicosidase de Trichoderma reesei para
a atividade medida com pNPG. Ximenes e colaboradores (2011)
concluiram que a B-glicosidase de Trichoderma reesei € mais suscetivel a

inibicdo do que a B-glicosidase de Aspergillus niger.
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6. CONCLUSOES

- A purificacdo parcial da BG50 apresentou um grau de purificacdo
significativo até a filtracdo em gel, porém a queda da atividade verificada
apo0s a cromatografia de troca idnica afetou o calculo do fator de
purificacdo, por outro lado, apenas com a filtracdo em gel ja foi possivel a
obtencéo da enzima separada para o estudo.

- A BG50 produzida pelo fungo Myceliophthora thermophila mostrou
elevada estabilidade em relacdo a temperatura de conservacdo, e uma
ampla tolerancia a presenca de ions;

- A caracterizacao bioquimica da BG50 enfatiza a importancia de investigar
potencialidades de B-glicosidases baseadas no substrato natural, uma vez
gue terdo de lidar com celobiose no processo natural, e os valores cinéticos
obtidos com o pNPG séo bastante diferentes;

- Os parametros cinéticos indicaram inibicdo competitiva da glicose sobre
a BG50 utilizando o substrato pNPG.

- Os parametros termodinamicos mostraram que a BG50 é bastante estavel
a 60°C, porém com uma baixa variacdo na temperatura a sua conformacao
€ alterada e passa do seu estado nativo para um estado de desnaturacao.
- A enzima néo foi inibida significativamente quando testada na presenca
de nove compostos fendlicos eventualmente presentes em biomassa

lignocelulGsica pré-tratada, o que constitui um aspecto relevante.
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