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RESUMO

A biodegradagdo da biomassa lignocelulésica, particularmente da celulose, depende de
enzimas produzidas principalmente por microorganismos. Entre outras enzimas, as celulases e
B-glucosidases atuam de forma a liberar unidades de celo-oligossacarideos e glicose. Porém, a
maioria dessas celulases sofre uma inibi¢ao pela acdo do seu proprio produto, além de serem
fortemente inibidas por glicose. O fungo termofilo Humicola brevis var. thermoidea mostrou
ser um bom produtor de uma B-glucosidase tolerante a glicose e estimulada por xilose, em
meio de cultivo solido, simples e barato, constituido por somente farelo de trigo e dgua. A
clivagem da ligacdo glicosidica dos celo-oligossacarideos e celobiose por B-glucosidase
estimuladas ou tolerantes a presenga de glicose ¢ de grande interesse industrial, pois ¢ uma
enzima chave no processo de sacarificagdo de residuos lignocelulosicos. Avangos em
processos biotecnologicos estdo sendo desenvolvidos com objetivo de produzir diferentes
produtos quimicos e/ou melhorar outros produtos como bioetanol de 2? geragdo, nas industrias
de alimentos, panificagcdo, bebidas, téxtil e de papel e celulose. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi a purificagdo e caracterizagdo bioquimica de uma B-glucosidase de H. brevis
var. thermoidea. A enzima B-glucosidase foi purificada até a sua homogeneidade apos 4
passos cromatograficos, onde apresentou um rendimento final de 17% e um fator de
purificagdo de 362,7 vezes. A massa molecular estimada por SDS-PAGE foi de 125kDa. A
enzima demonstrou-se resistente a temperaturas mais altas, apresentando a atividade maxima
entre 60 e 65°C e declinio apds este ponto, apresentou meia-vida apos 3 horas a 60°C e
manteve-se praticamente estavel a partir deste ponto até 8 h. Além disso, os parametros
avaliados indicam que esta enzima tem sua atividade 6tima em pH 5,0 sendo praticamente
estavel a um pH de 2,5 a 8,0. A maioria dos ions, agentes redutores e quelantes, estimularam a
atividade da enzima. Os resultados demonstram que H. brevis pode ser um candidato a
contribuir para o conhecimento das propriedades de uma enzima com grande potencial de

aplicacdo biotecnologica.

Palavras-chave: Fungos Filamentosos, B-glucosidase, Celobiose, Purificacao.
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ABSTRACT

The biodegradation of lignocellulosic biomass, particularly cellulose, depends on enzymes
produced mainly by microorganisms. Among other enzymes, cellulases and B-glucosidases
act to release units of cell-oligosaccharides and glucose. However, most of these cellulases are
inhibited by the action of their own product, in addition to being strongly inhibited by
glucose. The thermophilic fungus Humicola brevis var. thermoidea proved to be a good
producer of a glucose-tolerant B-glucosidase stimulated by xylose, in a solid, simple and
inexpensive culture medium, consisting only of wheat bran and water. The cleavage of the
glycosidic bond of cell-oligosaccharides and cellobiose by stimulated B-glucosidase or
tolerant to the presence of glucose is of great industrial interest, as it is a key enzyme in the
process of saccharification of lignocellulosic residues. Advances in biotechnological
processes are being developed with the objective of producing different chemical products
and / or improving other products such as 2nd generation bioethanol, in the food, bakery,
beverage, textile and paper and cellulose industries. In this context, the objective of this work
was the purification and biochemical characterization of a B-glucosidase from H. brevis var.
thermoidea. The P-glucosidase enzyme was purified until homogeneous after 4
chromatographic steps, where it presented a final yield of 17% and a purification factor of
362,7 times. The molecular mass estimated by SDS-PAGE was 125kDa. The enzyme proved
to be resistant to higher temperatures, showing the maximum activity between 60 and 65°C
and declining after this point, showed a half-life after 3 hours at 60°C and remained
practically stable from this point until 8 h. In addition, the evaluated parameters indicate that
this enzyme has its optimal activity at pH 5,0 and is practically stable at a pH of 2,5 to 8,0.
Most ions, reducing and chelating agents, stimulated the enzyme's activity. The results
demonstrate that H. brevis can be a candidate to contribute to the knowledge of the properties

of an enzyme with great potential for biotechnological application.

Keywords: -glucosidase, Cellobiose, Purification; Filamentous Fungi.
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1- INTRODUCAO

A degradacdo da biomassa lignoceluldsica em agucares fermenteciveis atrai atencao e
tém sido utilizadas em aplicacGes biotecnoldgicas, pois representam uma fonte alternativa
para producdo de diferentes produtos quimicos e/ou melhoria de outros produtos, como
suplementos na alimentacdo animal, nas industrias de panificacdo, bebidas, téxteis e de
branqueamento de polpa de celulose (POLIZELI et al., 2005; KUMAR; SINGH; SINGH,
2008; DASHTBAN; SCHRAFT; QIN, 2009; KUHAD; GUPTA,; SINGH, 2011). Além disso,
a demanda crescente de energia e 0 esgotamento de combustiveis fosseis tem sido alvo de
discussao, sendo que estudos séo direcionados para a busca de fontes alternativas de producgéo
de energia mais amigaveis ao meio ambiente (TIWARI; MISRA; SANGWAN, 2013;
SRIVASTAVA et al., 2019).

Na natureza, a biodegradacéo da lignocelulose envolve a acdo de enzimas produzidas
por uma variedade de microrganismos, como fungos e bactérias, aerébicos e anaerdbicos,
mesofilos e termdfilos (BHAT; BHAT, 1997). Essa biomassa é constituida principalmente
pela celulose, o biopolimero organico mais abundante na terra, além de hemicelulose e
lignina. A clivagem de suas ligacdes glicosidicas por enzimas desempenha um papel crucial
em processos bioldgicos em organismos vivos (TIWARI; MISRA; SANGWAN, 2013).

O “complexo celulolitico” (WARREN, 1996) é um sistema que abrange varias
enzimas que agem sinergicamente para degradar a celulose. Este reune as enzimas
endoglucanases, as exoglucanases e as -glucosidases (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002;
SAHA, 2004; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; SINGHANIA et al., 2010).

A maioria das B-glucosidases (celobiases) descritas na literatura é fortemente inibida
por glicose. Durante a degradacdo da celulose por endo- e exoglucanases, ocorre o acimulo
de celo-oligossacarideos, o que inibe essas enzimas por mecanismo de inibicdo pelo produto
de reacdo. As pB-glucosidases quebram esses celo-oligossacarideos liberando glicose,
revertendo a inibic¢do catabolica pelo produto. O problema é que a maioria das B-glucosidases
geralmente € inibida por glicose. Entretanto, estudos preliminares ja mostraram que f-
glucosidases de H. brevis sdo tolerantes a glicose (MASUI et al., 2012). Assim, nos Gltimos
anos, ha grande interesse por B-glucosidases estimuladas ou tolerantes a presenca de glicose,
pois esta € uma enzima chave visando sua utilizacdo em processos de sacarificacdo de
residuos lignocelulosicos, procurando atingir um maior grau de sacarificacdo da celulose em

processos industriais. Resultados anteriores mostraram que 0s géneros Humicola e
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Scytalidium sdo excelentes produtores de B-glucosidases estimuladas por glicose e xilose, que
parecem constituir uma nova familia de enzimas, caracteristica de fungos termdfilos
(ZANOELDO et al., 2004; SOUZA et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2010; SALGADO et
al., 2018). A ativagdo destas B-glucosidases por glicose, € um aspecto particularmente
interessante, considerando a presenca simultanea de celulose e hemicelulose em residuos
hemicelulésicos. Por outro lado, é extremamente intrigante 0 mecanismo de ativacdo da
atividade destas B-glucosidases pela glicose.

O maior desafio para a aplicacdo biotecnoldgica das enzimas é seu alto custo de
producdo, a busca por metodologias que possam reduzir o custo de producdo de enzimas e
microrganismos com alta taxa de crescimento que sejam capazes de se desenvolver em fontes
baratas e de facil acesso € a atual abordagem para mudar esse paradigma (NASCIMENTO et
al., 2010). Desta forma sdo necessarios estudos de purificacdo e caracterizacdo biogquimica,

tornando clara a importancia pratica e académica dos resultados pretendidos.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A biomassa lignocelulosica

As matérias-primas lignoceluldsicas sdo as fontes renovaveis mais abundantes na
natureza, incluindo residuos agroindustriais e urbanos, aléem de madeiras (angiospermas e
gimnospermas). O conjunto lignocelulésico dos sistemas florestais representa 20% da reserva
de carbono terrestre (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Os materiais lignoceluldsicos apresentam-se como uma matriz complexa, composta de
trés tipos de polimeros: a celulose (50%), a hemicelulose (20-25%) e a lignina (20-30%). A
celulose é um polimero ndo ramificado de moléculas de glicose unidas por ligacdes O-
glicosidicas do tipo B-1,4 (Figura 1A) (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

A

o OH o OH or OH
PN AN St 08
HO O\;? HO O\;y\o Ho O\m\
OH OH OH
OH OH OH

B OH
OH
0 HO 0
HO O ')
OH Figura 1 - Estrutura quimica da celulose (A) e celobiose (B)
OH . (Modificado de KUMAR; SINGH; SINGH, 2008)

A forma estendida da celulose é a conformacdo mais estavel da molécula, devido a
configuracdo B das ligagdes glicosidicas, originando cadeias longas e retas. Nessa
conformacdo, cada monémero de glicose apresenta uma rotacdo de 180° em relacdo aos
vizinhos, de modo que a celobiose, unidade basica repetitiva da molécula, € constituida por
duas moléculas de glicose unidas por ligagdo B-1,4 com um angulo de rotacdo de 180° uma
em relacdo a outra (Figura 1B) (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008). O comprimento de cada
cadeia varia de 100 a 1400 residuos e o alinhamento de varias cadeias celul6sicas origina
fibras supramoleculares cristalinas, de alta resisténcia tensional (BEGUIN; AUBERT, 1994;
KUMAR; SINGH; SINGH, 2008; BRETHAUER; STUDER, 2015).

A maioria das hemiceluloses ocorre como heteropolissacarideos, consistindo de uma

cadeia linear de residuos de monossacarideos unidos por ligacdes B-1,4 formando uma
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estrutura principal composta por um tipo especifico de residuo, a partir da qual surgem as
ramificagOes laterias de cadeias curtas de outros agucares. Classificam-se de acordo com o
acucar predominante na cadeia principal e na ramificacdo lateral, que podem ser pentoses,
hexoses, xilose, arabinose, manose, glicose e galactose (WONG, 1988; BAJPAI, 1997,
SRIVASTAVA et al, 2019; BIELY; VRSANSKA; CLAEYSSENS, 1991; CASTRO;
PEREIRA, 2010). As hemiceluloses estdo associadas com a celulose, a lignina e também com
a pectina e estas sdo mais faceis de serem hidrolisadas que a celulose, pois possuem massa
molecular mais baixa e ramificacdes com cadeias laterais curtas (SINGH; BATRA; SOBTI,
2001; HENDRIKS; ZEEMAN, 2009).

2.2 Biodegracao de materiais lignocelulésicos

Na natureza, a biodegradacéo da lignocelulose envolve a acdo simultanea de enzimas
produzidas por uma variedade de microrganismos, como fungos filamentosos e bactérias,
mesofilos e termofilos (BHAT; BHAT, 1997). Alguns microrganismos produzem enzimas
capazes de degradar a celulose; o conjunto dessas enzimas, que atuam sinergicamente, é
denominado “sistema enzimatico celulolitico” ou “complexo celulolitico” (WARREN, 1996).
O complexo celulolitico compreende varias enzimas hidroliticas: as endoglucanases (endo-
1,4-B-glucosidases: EG; EC 3.2.1.4) atuam na regido amorfa do polimero, liberando
principalmente oligossacarideos, além de celobiose e glicose; as exoglucanases (exo-1,4-B-
glucosidases; CBH; EC 3.2.1.91) atuam na regido cristalina da celulose, clivando as ligacoes
glicosidicas a partir das extremidades da molécula, e liberam unidades de glicose e celobiose,
sendo divididas em CBH1 (atuam nas extremidades redutoras da molécula) e CBH2 (atuam
nas extremidades ndo redutoras); e por fim, as B-glucosidases (EC), que atuam sobre celo-
oligossacarideos curtos e celobiose, liberando glicose (ENOKI; ITAJURA; TANAKA, 1997;
GOYAL; GHOSH; EVELEIGH, 1991; BHAT; BHAT, 1997; OGEL et al., 2001; SAHA,
2004; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006; ADEBAYO; MARTINEZ-CARRERA, 2015
NIGAM et al., 2018).
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Figura 2 - Modelo de degradacdo enzimatica em celulose com local de agéo.
(Modificado de ADEBAYO; MARTINEZ-CARRERA, 2015)

2.3 As B-glucosidases

As celulases sdo as enzimas responsaveis pela degradacédo da celulose, sendo divididas
em [-1,4-endoglucanase, exoglucanase e B-glucosidases, as quais atuam em sinergismo
(SATYAMURTHY et al., 2011; BINOD et al., 2019).

Para utilizacdo de enzimas, independentemente do método de cultivo ou o organismo a
ser utilizado, é necessario avaliar as condicdes ideais de aplicacdo para um bom resultado na
producdo, pois cada organismo possui sua condi¢do especial para expressao enzimatica, e essa
otimizacdo pode contribuir para diminuir os custos e aumentar a producdo das enzimas de
interesse industrial (CORREA et al., 2014).

E grande a busca por novas enzimas microbianas capazes de atuar eficientemente
sobre celulose e hemicelulose, principalmente, para a producdo de agucares para a obtencéo
do etanol celul6sico, nas industrias de alimentos, bebidas, téxtil, de papel e celulose
(CASTRO; PEREIRA, 2010; MOLONEY et al., 1985).

Neste sentido, a fim de aumentar a utilizacdo das enzimas como biocatalisadores
industriais é obrigatdrio obter enzimas com estabilidades operacionais melhoradas (ASGHER
et al., 2014), pois a maioria dos processos industriais ocorrem em altas temperaturas,

principalmente, devido as altas taxas de reagdo, diminuicdo da viscosidade nos processos
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fluidos, maior solubilidade do substrato e menor risco de contaminagdo por organismos
indesejados (BRUINS; JANSSEN; BOOM, 2001; LEITE; GOMES, 2007; MOL et al., 2019).

As hidrolases de glicosideos (mais de 2000 ja foram identificadas) séo classificadas
em 164 familias (SRIVASTAVA et al., 2019), com base na similaridade das suas seqtiéncias
de nucleotideos e padrdes de enovelamento, segundo um modelo proposto por Henrissat e
colaboradores (HENRISSAT; BAIROCH, 1996; HENRISSAT; DAVIES, 1997; revisto por
BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). Outro sistema de classifica¢do para as B-glucosidases
é baseado na especificidade do substrato da enzima sendo divididas em trés grupos; (1) aril-p-
glucosidases, que clivam preferencialmente aril-glucosideos, como p-nitrofenil-p-D
glucopiranésideo (pNP-Glu), (2) celobiases verdadeiras, que hidrolisam a celobiose em
glicose, ou (3) enzimas com ampla especificidade de substrato, que atuam em uma ampla
variedade de substratos, grupo que engloba a maioria das B-glucosidases (SINGH; VERMA;
KUMAR, 2016; SINGHANIA et al., 2013). Apesar desses sistemas de classificacdo serem
muito utilizados, nao levam em consideragao muitos aspectos funcionais importantes das [3-
glucosidases, como tolerancia a glicose e estimulacdo a glicose. Neste sentido, posteriormente
foi proposto categorizar essas enzimas com base no efeito da glicose em sua atividade
catalitica, entretanto, foram divididas em quatro classes: (I) B-glucosidases fortemente
inibidas por baixas concentragdes de glicose, (IT) B-glucosidases tolerantes a glicose, (II) B-
glucosidases estimuladas por baixas concentracdes de glicose e inibidas por altas
concentragdes de glicose; e (IV) B-glucosidases ndo inibidas pela glicose em altas
concentragdes (SALGADO et al., 2018).

As B-glucosidases sdo um grupo importante entre as hidrolases de glicosideos, e estdo
reunidas nas familias GH1 e GH3 (TEUGJAS; VALJAMAE, 2013; SINGH; VERMA;
KUMAR, 2016). A familia 1 inclui 62 B-glucosidases, originarias de arqueobactérias, plantas
e mamiferos; a estrutura tridimensional de varias destas enzimas ja foi resolvida, revelando
um padrdo comum de disposicao de a-hélices e B-folhas, além da presenca de varios residuos
de aminoéacidos altamente conservados, localizados nas proximidades do sitio ativo. Na
familia 3 estdo classificadas 2362 hidrolases de glicosideos, originarias de bactérias, bolores e
leveduras, mas somente 4 delas tiveram sua estrutura tridimensional determinada até o
momento. (JENKINS et al., 1995; BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002).

Estudos biofisicos e estruturais de B-glucosidases estimuladas por glicose, seguidos de
uma analise comparativa com outras -glucosidases que ndo apresentam esta propriedade,

podem contribuir para esclarecer quais as caracteristicas estruturais que conferem a estas
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enzimas a propriedade de estimulo pelo produto. A B-glucosidase pode acelerar a
decomposicdo da celulose e melhorar o rendimento de glicose, catalisando a etapa de
limitacdo da taxa de hidrolise da celobiose (TEUGJAS; VALJIAMAE, 2013; NG et al., 2011).

2.4 Producéo de enzimas microbianas de interesse industrial e suas aplicagdes

Enzimas produzidas por microrganismos sao preferidas para uso industrial, em relagédo
as enzimas de origem animal e vegetal, devido a sua ampla diversidade bioquimica,
susceptibilidade de manipulacdo genética, sua grande variedade catalitica, além de serem
obtidas em elevadas quantidades, com preco relativamente reduzido, possuindo bastante
homogeneidade e qualidade, além do mais apresentam quase todas as caracteristicas
desejaveis para aplicagdo biotecnoldgica (RAO et al., 1998; KUMAR; TAKAGI, 1999).

Essas enzimas tém sido utilizadas mundialmente nas industrias para as mais diversas
aplicacdes, como industria de algoddo e papel, detergentes, extracdo de sucos, aditivos para
racdo animal, extracdo de compostos quimicos como flavonoides, producdo de etanol de
segunda geracdo, na industria de bebidas, na producéo de vinho, também ajuda na remocgéao do
composto aromatico dos precursores dos glicosideos presentes nos sucos e mostos de frutas,
no aroma do cha e no suco de frutas, entre outras, garantindo um grande mercado financeiro
para essas enzimas (SU et al., 2010; FAN et al., 2011; KEERTI et al., 2014; GUPTA, 2016;
DELGADO et al., 2019; SERRA; FUNCH; FORSTER, 2019).

Dependendo da aplicacdo onde a enzima sera utilizada, € necessario que esta esteja em
sua forma bruta ou pura. A sua forma bruta, devido ao seu baixo custo de producao, é a forma
preferida pelos setores industriais (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018). Ja a sua forma
purificada permite ao pesquisador descobrir suas caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e
biologicas sem que haja a interferéncia por inibidores ou contaminantes que estavam
presentes no extrato bruto de onde foi retirada inicialmente. Os processos cromatograficos
sdo, de longe, a técnica mais comum quando se deseja produtos com alta pureza e alto
rendimento. (GOMES et al., 2017; MOL et al., 2019). Estes métodos fornecem a base para o
conhecimento dos processos bioldgicos envolvendo seres vivos, auxiliando no continuo
aperfeicoamento da industria biotecnoldgica, que ndo seria possivel com a utilizagdo do
extrato bruto, uma vez que determinados processos necessitam de um alto grau de pureza
(MCATEE et al., 2016; BOYCE; WALSH, 2018).
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O processo de fermentacdo, do ponto de vista bioquimico, é um procedimento
metabdlico de obtencdo de energia a partir de compostos organicos (BOURDICHON et al.,
2012) sendo uma técnica muito utilizada para a conservacao de alimentos e bebidas. Fungos
filamentosos produzem enzimas de interesse que sdo utilizadas na inddstria alimenticia
(humana e animal) como produtos fermentados e bebidas alcodlicas, contribuem na industria
farmacéutica, estdo presentes no processo de biodegradacdo e tratamento bioldgico de
efluentes, nas industrias téxtil de papel e celulose, nos quais a utilizacdo auxiliaria na reducéo
do impacto ambiental ocasionado pelo descarte incorreto dos materiais lignocelulésicos, na
producdo de enzimas de interesse industrial e na biotransformagdo. Eles também sdo
utilizados em larga escala na area de gerenciamento de residuos agroindustriais e ecoldgicos,
pois mantém o equilibrio do ambiente, decompondo restos vegetais (ABREU; ROVIDA,
PAMPHILE, 2015; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

2.5 Fungos Filamentosos

Na natureza, organismos decompositores exercem papel fundamental na degradagéo
da matéria organica do substrato. Os fungos filamentosos séo os principais decompositores da
biosfera. Estes microrganismos decompdem o0s cadaveres, 0s excrementos, restos de vegetais,
ou seja, toda matéria organica dispersa no solo. A matéria organica incorporada nos
organismos, libera dioxido de carbono na atmosfera e retorna ao solo os compostos
nitrogenados e outras substancias, para serem reutilizadas por plantas e animais (RAVEN,;
EVERT; EICHHORN, 2007). Como excelentes decompositores, os fungos produzem grande
guantidade de enzimas para a quebra das moléculas organicas, 0 que 0s torna agentes
importantes nas areas médica e industrial (DEMAIN; SANCHEZ, 2009).

Dentre os fungos, os filamentosos sdo preferidos, devido a facilidade de extracéo
enzimatica, pois estes possuem forma extracelular, isto €, secretada do meio de cultura
(BENASSI et al., 2014; POLIZELI et al., 2005), o que facilita a recuperacdo do bioproduto
do meio fermentado. Além disso, seus compostos de interesse podem ser obtidos a um baixo
custo de producdo. Portanto, os fungos sdo fontes importantes de varios compostos
economicamente significantes, incluindo peptideos, vitaminas, acidos organicos, antibioticos,
substancias para a indastria farmacéutica, alimenticia, quimica e biotecnoldgica
(CHAMBERGO; VALENCIA, 2016; KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).
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Apenas algumas espécies de fungos tém a capacidade de se desenvolver a
temperaturas entre 45 e 55°C. Esses fungos compreendem formas termofilicas e
termotolerantes, que sdo distintos com base no seu minimo e maximo de temperatura de
crescimento (COONEY; EMERSON, 1964). As enzimas termoestaveis Sdo interessantes
porque a elevagdo da temperatura da reacdo (até um certo limite) geralmente aumenta a taxa
de reacdo e reduz o risco de contaminacdo microbiana (COLLINS; GERDAY; FELLER,
2005).

Diversos fungos filamentosos tém a propriedade de expressar diferentes isoformas da
B-glucosidase, dependendo das condicdes de cultura ou fontes de carbono (SINGHANIA et
al., 2011), assim, a descoberta e caracterizagdo bioquimica de novas B-glucosidases flngicas
sdo de grande importancia (XIA et al., 2016).

2.6 O fungo termofilo Humicola brevis

A linhagem de Humicola brevis var. thermoidea utilizada neste trabalho foi obtida do
American Type Culture Collection (ATCC) N° 28402. Trata-se de um fungo termofilo, ou seja,
cresce em altas temperaturas. Sua velocidade maxima de crescimento ocorre entre 37-60°C,
enquanto as temperaturas minima e maxima em que foi observado crescimento foram de 23 e
65°C, respectivamente. A termofilia ¢ uma caracteristica altamente desejavel para a utilizagao
industrial de microrganismos, bem como de suas enzimas, as quais, devido a maior
termoestabilidade tendem a ser preservadas de uma possivel inativacao térmica em operacoes
de transporte e/ou manuseio.

O rendimento do processo de sacarificagdo da celulose pode ser melhorado com
metodologias relacionando o uso de B-glucosidases tolerantes ao produto final (ZANOELO et
al., 2004; SOUZA et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2010). Resultados preliminares obtidos
em nosso laboratdrio mostraram que H. brevis var. thermoidea € um bom produtor de uma [3-
glucosidase estimulada em até 2 vezes por glicose, a qual ¢ secretada para o meio extracelular
quando o microrganismo ¢ cultivado tanto em meio liquido como semi soélido (farelo de trigo
e agua 1:2, m:v). O fato de H. brevis secretar a enzima para o meio de cultivo ¢ muito
interessante, pois as P-glucosidases estimuladas por glicose descritas na literatura estdo
ligadas ao micélio ou ao espago periplasmatico (ZANOELO et al., 2004; SOUZA et al., 2010;
NASCIMENTO et al., 2010). A glicosilagdo ¢ uma alteracdo pds-traducional muito comum
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em enzimas de fungos termofilos e seu grau pode ter influéncia pela fonte de carbono, na qual
foi relatado anteriormente para Chaetomium thermphilum var coprophilum (VENTURI, et al.,
2002), também em Humicola grisea var thermoidea (PERALTA et al., 1997). Assim, os dados
sugerem fortemente que este microrganismo pode representar uma fonte promissora de uma
B-glucosidase bastante termoestavel e com caracteristicas particularmente interessantes para
uma possivel aplicagcdo na hidrélise de materiais lignoceluldsicos.

Trés B-glucosidases produzidas pelo fungo Humicola insolens mostraram que essas
enzimas sdao altamente tolerantes a inibicdo da glicose, compartilham caracteristicas
termofilicas e neutras, mas variam nas especificidades do substrato (XIA et al., 2016;
SALGADO et al., 2018). Estudo realizado com uma B-glucosidase da familia GH1, foi
demonstrado que ocorrem interagdes alostéricas regulada pelas afinidades relativas dos locais
de ligacdo para o substrato, como uma estratégia evolutiva em relacdo a estimula¢do ou

tolerancia a glicose/xilose (MELEIRO et al., 2017; SALGADO et al., 2018).
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3-0OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi a purificacdo e caracterizacdo das propriedades
bioquimicas de uma [-glucosidase de H. brevis var. thermoidea, visando futuramente a
formulacdo de coquetéis enzimaticos eficientes para a sacarificacdo de materiais

lignocelulosicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Purificar a enzima;

b) Realizar eletroforese em gel de poliacrilamida em condicGes desnaturantes (SDS-PAGE) e
ndo desnaturantes (PAGE) da enzima purificada;

c) Verificar do nimero de B-glucosidases diferentes presentes no meio de cultivo por meio da
analise de atividade ap6s PAGE/ SDS-PAGE;

d) Analisar a enzima purificada por zimograma;

e) Caracterizar bioquimicamente a enzima purificada. Efeito do pH e da temperatura sobre a
atividade da B-glucosidase. Estabilidade térmica e ao pH;

f) Analisar o efeito de diferentes substancias: ions, quelantes, agentes redutores, surfactantes e

solventes.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 Organismo e manutencéo da linhagem

A linhagem de H. brevis var. thermoidea usada neste trabalho foi obtida da ATCC
(ATCC 28402).

Humicola brevis foi mantido por meio de repiques sucessivos em meio inclinado
solidificado BDA (batata, dextrose e agar) segundo instru¢des do fabricante (Oxoid, UK).
Ap0s o repique, H. brevis foi incubado por 7-14 dias a 50°C. Apds o crescimento, o fungo foi

armazenado em geladeira por até um més.

4.2 Crescimento em meio semi-solido

Humicola brevis foi cultivado a 40°C em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, em meio
de cultivo semi-solido contendo 5,0 g de farelo de trigo em 10 mL de 4gua por 2-10 dias, com
monitoramento da umidade. Foi realizado a padroniza¢do do meio de cultura e do tempo de

cultivo mais adequado para a produgao de -glucosidases por H. brevis.

4.3 Extraciao enzimatica

Apbs o crescimento, o meio de cultivo foi suspenso em 30 mL de dgua destilada e o

extrato obtido filtrado em peneira sintética. O filtrado foi centrifugado por 10 minutos a

10.000 g a 4°C e o sobrenadante utilizado como extrato bruto enzimatico.

4.4 Determinacio da atividade B-glucosidase

A atividade B-glucosidase foi realizada utilizando hidrolise do substrato sintético p-

nitrofenil-B-D  glucopirandésideo  (pNP-Glu)  foi  determinado  descontinuamente,
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acompanhando a liberagdo do fon p-nitrofenolato (g410nm, pH 12,0= 17.500 mol? L cm™). As
condicBes padrdo dos ensaios foram tampao acetato de sédio 50 mmol L, pH 5,0, contendo
pPNP-Glu em um volume final de 0,6 mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 100 pL da
amostra contendo enzima, convenientemente diluida ao meio reacional, realizada em banho-
maria a 60 °C, em intervalos de tempo adequados e interrompida pela adi¢do de 600 pL em
solucdo aquosa saturada de tetraborato de sodio. Controles sem adi¢do de enzima foram
realizados com a finalidade de avaliar a hidrélise espontéanea do substrato nas condigdes
utilizadas nos ensaios. As leituras da atividade B-glucosidade foram realizadas em
espectrofotbmetro T80+ (PG Instruments, GBR) a 410nm. Uma unidade de atividade
enzimatica (1U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1,0 pmol
do substrato por minuto. A atividade especifica foi definida como a relagdo entre o nimero de
unidades e a massa de proteina, em miligramas, presente no meio de reacéo (U mg™).
Alternativamente, a atividade B-glucosidase foi realizada em leitor de microplacas.
Resumidamente, a atividade p-glucosidase foi medida descontinuamente em meio de reacédo
contendo tampdo acetato de sddio 50 mmol L, pH 5,0, contendo pNP-Glu em um volume
final de 0,19 mL. A atividade foi interrompida adicionando 0,6 mL de tetraborato de sodio, e
0 produto da reacdo determinado transferindo 0,1 mL para microplacas de 96 poc¢os (Nunc)

usando leitor de microplacas Spectramax Plus 384 (Molecular Devices, EUA).

Os valores das medidas de atividade mostrados representam a média + desvio padrao e
foram calculados a partir de dados de dois homogeneizados diferentes (N= 2). As curvas
apresentadas sdo aquelas onde se obteve o melhor ajuste dos dados e cada figura é uma curva

representativa de uma purificacéo.

4.5 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada empregando o método descrito por Read e

Northcote (1981), usando BSA (soroalbumina bovina) como padréo.

4.6 Purificacdo da B-glucosidase

O extrato bruto contendo B-glucosidase de H. brevis foi submetido a precipitacdo com
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sulfato de amoénio (NH4)2SO4 a 60% durante 24h, conservado sob refrigeragdo. O extrato
bruto foi centrifugado a 8000g a 4°C, durante 10 minutos. O precipitado foi diluido em &gua
destilada e posteriormente dialisado para remocdo do sal, com trocas sucessivas de agua
deionizada e por Gltimo com tamp&o Tris.HCI 10 mmol L* em pH 8,0 durante 24 horas. A
amostra foi estocada em geladeira e teve sua atividade testada periodicamente.

Apbs a concentracdo da enzima a padroniza¢do da purificacdo da enzima envolveu
procedimentos classicos de cromatografia.

A amostra foi aplicada em coluna de cromatografia com resina de troca ionica DMAE
Fractogel (2,0 x 8,5cm), aplicando primeiramente tampdo Tris.HCl 10 mmol L' em pH 8,0,
em seguida, foi aplicado gradiente em diferentes concentracdes de cloreto de sodio (80 mmol
L, 100 mmol L? e gradiente de 1,0 mol L, respectivamente).

Apbs a coluna DMAE Fractogel, a amostra foi submetida a didlise com trocas
sucessivas de agua deionizada e com tamp&o Tris.HCI 10 mmol L™ em pH 8,0 durante a
noite, para posteriormente ser aplicada em coluna de exclusdo por peso molecular Sephacryl
S-200 (1,8 x 60cm) (GE, DEU), aplicando tampao Tris.HCI 10 mmol L™ em pH 8,0 com
150mM de cloreto de sodio.

Posteriormente, a amostra foi submetida a coluna de interagdo hidrofobica Phenyl
Sepharose (1,0 x 10 cm) (GE, DEU). A amostra e a coluna foram primeiramente tratadas com
tamp&o Tris.HCI 10 mmol L em pH 8,0 contendo 2,0 mol L de cloreto de sédio.

Em todas as colunas cromatograficas foi utilizado o coletor de fragdes através de um
fluxo continuo, coletando um volume de 1,2 mL/tubo correspondente a 50 gotas. As fragdes
contendo atividade da B-glucosidase foram reunidas, dialisadas e analisado quanto a sua

pureza em gel de poliacrilamida (PAGE).

4.7 Analise eletroforética

A pureza das fracbes obtidas a cada passo de cromatografia foi analisada por
eletroforese em condicBes ndo desnaturantes (PAGE) de acordo com os métodos descritos por
Davis (1964). Eletroforese em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada de acordo
com o metodo de Laemmli (1970), as proteinas foram aplicadas em géis de poliacrilamida e a
migracdo das bandas foi comparada com peso molecular de 10 a 250 kDa Kaleidoscope
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(BioRad, EUA). Apo6s dialise em &agua destilada as amostras foram preparadas em
concentradores Microcon Amicon (Millipore, EUA).

Para a eletroforese PAGE, 10 puL da amostra foi preparada utilizando 10 pL de azul de
bromofenol e 10 pL de glicerol. Foi aplicado 25 pL dessa amostra em gel de poliacrilamida
7%. As eletroforeses foram realizadas em tamp&o de corrida Tris.HCI 0,05 mol L™ /glicina
0,384 mol L pH 8.3. O campo elétrico aplicado foi de 120V constante.

Para o SDS-PAGE, foi utilizado 10 pL de amostra preparada com 10 uL de tampéo
Tris.HCI 5 mmol L, pH 7,5, 0,1 mL de B-mercaptoetanol, 0,2 mL de glicerol e 0,2 mL de
solucdo de azul de bromofenol. Essa ressuspensdo foi incubada em agua fervente durante
cinco minutos e a seguir 25 pL foi aplicado em gel de poliacrilamida 7% contendo SDS. Para
0 extrato bruto foi aplicado 0,9 pg de proteina, para a coluna DMAE 1,1 ug, Sephacryl S-200
1,4 pg e Phenyl Sepharose 0,6 pg. A eletroforese foi realizada na presenca de tampéo
Tris.HCI 0,05 mol L, Glicina 0,384 mol L e SDS 0,2% em pH 8,3. A separagio das
proteinas foi realizada através da aplicacdo de uma voltagem constante de 120V.

As bandas de proteina foram reveladas com Coomassie Brilliant blue R250 ou Nitrato
de Prata (BLUM, BEIER, GROSS, 1987).

4.8 Analise por zimograma

Para verificar a atividade B-glucosidésica no gel apds SDS-PAGE foi analisado por um
zimograma em gel de poliacrilamida a 7,0 %, usando a esculina 0,1 % e como substrato
cloreto férrico 0,03% (KWON et al., 1994), em tamp&o acetato de sddio 100 mmol L, pH
5,0. A amostra foi preparada de acordo com a descrita acima para SDS-PAGE, porém sem

ferver a amostra.

4.9 Efeito do pH na atividade e na estabilidade da enzima purificada

O pH o6timo para a atividade da enzima foi determinado em duplicata incubando a
enzima purificada e diluida a 60°C em solucdo tampao Mcllvaine (MCILVAINE, 1921)
diluida com variagdo de pH de 2,5 a 8,0. A estabilidade ao pH foi realizada por incubagdo da

enzima em tampao Mcllvaine pH de 2,5 a 8,0, sob refrigera¢do (4°C), medindo sua atividade
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ap6s 24 h. A atividade foi mensurada utilizando tampao acetato de sédio 50 mmol L'}, pH 5,5,

contendo pNP-Glu 1,0 mmol L.

4.10 Efeito da temperatura na atividade e na termoestabilidade da enzima purificada

A temperatura 6tima para a enzima purificada foi determinada em duplicata incubando
a mistura de reacdo em diferentes temperaturas, na faixa de 40 °C a 80 °C. A estabilidade
térmica foi determinada por incubacdo da enzima purificada em diferentes intervalos de
tempo (de 0 a 8 horas) a temperaturas de 55, 60, 65 e 70 °C. A atividade foi mensurada
utilizando tampdo acetato de sédio 50 mmol L', pH 5,5, contendo pNP-Glu 1,0 mmol L.

4.11 Efeito de diferentes ions na atividade enzimatica

A atividade da B-glucosidase purificada foi investigada em duplicata na presenca dos
sais CoCl,, CuSQ4, HgCl,, SrClo, MgSOs, CaCl,, LiCl, KCI, MnCl2, NaCl, AgNOz, nas
concentracdes de 1,0 e 10 mmol L, em condigOes utilizando tampado acetato de sédio 50
mmol L, pH 5,5, contendo pNP-Glu 1,0 mmol L. Os resultados foram expressos em

atividade relativa, sendo que no controle nao foi adicionado os ions.

4.12 Efeito de inibidores na atividade enzimatica (quelantes e agentes redutores)

O efeito de inibidores na atividade enzimatica foi avaliado em duplicata utilizando-se
0s seguintes compostos: Acido Etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Acido
aminopolicarboxilico (EGTA), Mercaptoetanol, Temed e Acido ascorbico. A enzima foi
incubada com os inibidores em concentragdes de 1,0 e 10 mmol L', Posteriormente, foi
determinada a atividade residual de acordo o ensaio padrdo, utilizando tampao acetato de
s6dio 50 mmol L™, pH 5,5, contendo pNP-Glu 1,0 mmol L', Os resultados foram expressos

em atividade relativa, sendo que no controle nao foi adicionado inibidores.
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4.13 Efeito de surfactantes na atividade enzimatica

O efeito de surfactantes na atividade foi analisado em duplicata com a presenca de
Dodecil Sulfato de Sddio (SDS) e Tween 80. A enzima foi incubada com os surfactantes
administrados em concentragdes de 0,5 e 1,0 %. Posteriormente a atividade residual foi
dosada utilizando tampdo acetato de sédio 50 mmol LI, pH 5,5, contendo pNP-Glu 1 mmol
L1, Os resultados foram expressos em atividade relativa, sendo no controle niio foi adicionado

os surfactantes.

4.14 Efeito de solventes organicos na atividade enzimatica (solventes)

Para efeito de solventes organicos a enzima foi incubada com os solventes: Metanol,
Acetona e Acetonitrila em concentracfes de 1 e 10 %. A incubacdo foi realizada e
posteriormente, dosou-se a atividade residual em duplicata de acordo com as condi¢cdes
utilizando tamp#&o acetato de sodio 50 mmol L, pH 5,5, contendo pNP-Glu 1,0 mmol L. Os
resultados foram expressos em atividade relativa, sendo no controle ndo foi adicionado os

solventes.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a producao da linhagem de Humicola brevis var. thermoidea, em meio semi-
solido para a producdo da B-glucosidase e etapas de ensaios enzimaticos, garantiram a
purificagdao da enzima.

Para uma enzima ser utilizada industrialmente, é necessario antes passar por um
processo de purificacdo a fim de conhecer suas propriedades bioquimicas, estrutura, funcéo e
potenciais aplicacdes. Em nosso estudo, as amostras a partir do extrato bruto, passaram pelas
seguintes etapas para obtencdo de sua forma purificada, precipitacdo em sulfato de amonio,
seguido de colunas de purificagdo, DMAE-Fractogel, Sephacryl S200 e por ultimo a Phenyl-
Sepharose.

Na Tabela 1 esta representado um resumo das etapas de purificacdo, onde a enzima
purificada apresentou um rendimento final de 17,0% e um fator de purificacdo de 362,7 vezes

quando comparada ao extrato bruto.

Tabela 1 - Purificagdo da -glucosidase de Humicola brevis

Passo UmL? mL Uwta mgmL? mg Umg? Rendimento (%) Purificagdo
Extrato bruto 4,145 120 4974 0,99 118,8 4,18 100 1,0
Precipitacdo (NH.),SO, 1,872 89 1666 092 819 2,03 33,5 05
DMAE-Fractogel (PIll) 1,155 101 116,6 0,59 596 1,95 23,4 0,5
Sephacryl S200 1,497 58 86,8 0,017 0,99 87,6 17,4 20,9
Phenyl-Sepharose (PI) 0,903 94 84,9 0,0006 0,056 1,52x10° 17,0 362,7

A B-glucosidase de H. brevis foi purificada até sua homogeneidade apos quatro etapas
de purificacdo. O processo de pré-purificagdo da B-glucosidase iniciou-se a partir do extrato
bruto que resultou em uma atividade enzimatica de 497,4 Utonis € 4,18 U mg™!. Foi realizado a
eletroforese do extrato bruto em condi¢des ndo desnaturantes (PAGE).

Posteriormente, foi realizada a precipitacdo da enzima usando (NH4)2SO4. O melhor
resultado foi obtido usando 60% de sulfato de amonio (dados ndo mostrados).

Comparando o rendimento do processo de purificacdo entre extrato bruto e a obtencao
da enzima pura, a amostra apresentou uma queda, principalmente no processo de precipitagdo
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com sulfato de amonio, porém, entre as outras colunas, manteve o rendimento dentro do perfil
de um processo de purificagdo. O rendimento final da enzima foi de 17,0% e teve uma
diminuicdo na atividade enzimatica se comparado ao extrato bruto. Enquanto isso, o indice de
purificacdo aumentou 362,7 vezes.

Durante as etapas de purificacdo, geralmente a recuperacdo da enzima de interesse é
reduzida, diminuindo seu rendimento e cerca de 10% da enzima pode ser perdida durante cada
etapa, levando a uma baixa recuperagio (SINGHANIA et al., 2010; MOL et al., 2019) neste
sentido, é necessario a otimizacdo, e 0 uso de uma sequéncia de técnicas de cromatografia
combinada que aumentara os valores de purificagao.

Ap0s a concentracdo da enzima através de precipitacdo com (NHa4)2SOs, foi realizada a
didlise da amostra que apresentou 166,6 Ui € 2,03 U mg™?, obtendo um rendimento de
33,5% e um fator de purificacdo de 0,5 vezes. Posteriormente, a amostra foi aplicada em
coluna cromatogréafica com resina de troca ibnica DMAE Fractogel.

Na cromatografia em DMAE a amostra apresentou trés picos de proteinas (Abs 280

nm), e trés picos de atividade B-glucosidase (Figura 3).
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Figura 3 — Perfil cromatogréafico da concentracéo de proteinas (0) e atividade enzimatica (e) da B-glucosidases

de H. brevis, apés coluna DMAE-Fractogel.
Os circulos em preto e em branco representam a atividade B-glucosidase € a leitura a 280 nm de proteinas,

respectivamente
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Os picos contendo maior atividade B-glucosidase (Pico Il e Ill) foram reunidos
separadamente, dialisados, determinado sua atividade p-glucosidasica e concentracdo de
proteinas. As fracbes | e Il foram dialisadas e apos tiveram sua atividade B-glucosidase
medida novamente. Na coluna DMAE ap06s elui¢do no tampdo com NaCl 80 mmol L (Pico
I) a amostra apresentou 12,3 Uota € apos tampdo com NaCl 1 M (Pico Ill) a amostra
apresentou 116,6 Utta de atividade -glucosidase.

O pico 11 proveniente da coluna de troca i6nica apresentou um rendimento de 23,4 %
e um fator de purificacdo de 0,5 vezes.

Para o teste de pureza foi realizado uma eletroforese em condi¢fes ndo desnaturantes
(PAGE). As frages correspondentes aos picos Il e 111 apresentaram mais de uma banda sendo
necessario mais etapas de purificagéo (Figura 4).

Figura 4 — Eletroforese em condic¢des ndo desnaturantes (PAGE). A) Extrato Bruto; B) Coluna DMAE-
Fractogel PICO II; C) Coluna DMAE-Fractogel PICO IlI

A eletroforese em condigdes ndo desnaturantes mostrou que a amostra ndo estava
pura, entdo a fracdo contendo maior rendimento (Pico Ill) foi equilibrada com tampdo
Tris.HCI 10 mmol L em pH 8,0 contendo (150 mmol L) de NaCl, concentrado e
posteriormente, aplicado em coluna Sephacryl S-200.
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A cromatografia em Sephacryl S-200 mostrou a presenca de dois picos de proteina e

apenas um pico com atividade -glucosidase (Figura 5).
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Figura 5 — Perfil cromatografico da concentracdo de proteinas (0) e atividade enzimatica (e) de B-glucosidases
de H. brevis, ap6s coluna Sephacryl S-200.
Os circulos em preto e em branco representam a atividade B-glucosidase € a leitura a 280 nm de proteinas,

respectivamente

As fragdes correspondentes do Unico pico contendo atividade de B-glucosidase foram
reunidas, e apos dialise foi mensurada sua atividade B-glucosidase e dosagem de proteina. A
amostra apresentou 86,8 Ut € 87,6 U mg™ com um rendimento de 17,4% e um fator de
purificacdo de 20,9 vezes.

Foi entdo, realizado uma andlise por eletroforese em condi¢fes ndo desnaturantes

(PAGE) com o pico resultante da eluicdo da Sephacryl S-200 (Figura 6).

33



Luciane Gomes Freire - Mestrado Resultados e Discussdo

Figura 6 — Eletroforese em condicfes ndo desnaturantes (PAGE)
A) Extrato Bruto; B) Coluna Sephacryl S-200.

A eletroforese mostrou mais de uma banda, mostrando que a amostra ndo estava pura,
porém demonstrou consideravel melhoria na resolucdo se comparado a eletroforese da coluna
anterior (DMAE).

A eletroforese da amostra proveniente da coluna de exclusédo por peso molecular
Sephacryl S-200 mostrou que a amostra ndo estava pura, por este motivo a amostra e a coluna
foram equilibradas com tamp&o Tris.HCI 10 mmol L* em pH 8,0 contendo NaCl (2,0-0 mol
L), e aplicada em coluna de interagdo hidrofdbica Phenyl Sepharose (Figura 7).

Na coluna de interacdo hidrofobica, o perfil cromatogréfico mostrou a presenca de trés
picos de atividade. As fragdes correspondentes aos picos foram dialisadas separadamente e
tiveram sua atividade de B-glucosidase medida novamente. As frages do pico | obtiveram
84,9 Utotar, € 0 pico 11 7,1 Urotar € 0 pico 11 2,3 Uretal, de atividade B-glucosidase.

Souza et al., (2010), em seus experimentos purificaram uma B-glucosidase de H.
insolens, e também utilizaram a precipitagdo com sulfato de aménio, seguida das colunas de
troca ibnica e exclusdo de peso molecular, entretanto, ndo utilizaram a coluna de interacdo
hidrofébica. Neste caso obtiveram um maior rendimento de 44% e um fator de purificacdo de
21 vezes, valores bem menores quando comparado com a B-glucosidase apresentada neste
trabalho. Daroit et al., (2008) analisaram uma B-glucosidase de Monascus purpureos, com
rendimento final de 23% e fator de purificacdo de 92 vezes, entretanto, utilizaram precipitacdo

com acetona, gel de filtracdo e de interacdo hidrofébica.
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Figura 7 — Perfil cromatografico da concentracéo de proteinas (0) e atividade enzimatica (e) da B-glucosidases
de H. brevis, ap6s coluna Phenyl Sepharose.
Os circulos em preto e em branco representam a atividade B-glucosidase € a leitura a 280 nm de proteinas,

respectivamente

Como o pico | proveniente da coluna de interagdo hidrofobica apresentou uma maior
atividade B-glucosidase, foi realizado eletroforese em condig¢Ges desnaturantes. A eletroforese
mostrou apenas uma banda da enzima, concluindo que a amostra estava purificada.

As amostras provenientes das etapas de purificacdo (precipitacdo em sulfato de
amonio seguidos dos métodos cromatograficos) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida em condigbes desnaturantes (Figura 8).

Como pode ser observado no gel SDS-PAGE, o numero de bandas diminuiu
consideravelmente durante as etapas de purificagdo. Em Phenyl-Sepharose, é possivel
observar apenas uma banda da enzima, uma vez que a amostra migrou como uma Unica banda
proteica, demonstrando obter a massa molecular estimada de 125 kDa ao final de quatro

etapas de purificacao.
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Figura 8 — Eletroforese em condic8es desnaturantes (SDS-PAGE)

1) Marcador de peso molecular de 10 a 250 kDa (1A); Extrato Bruto (1B); Marcador de peso molecular de 10 a
250 kDa (2A); Coluna DMAE-Fractogel (2B); Coluna Sephacryl S200 (2C); Coluna Phenyl-Sepharose (2D).

Uma banda principal com massa molecular de 125 KDa foi obtido por SDS-PAGE (Figura 9).
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Figura 9 — Determinacdo da massa molecular da proteina.
Os circulos marcados em preto e 0 em branco representam o padréo de massa molecular e a -glucosidase

purificada, respectivamente
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As caracteristicas moleculares de B-glucosidases sdo variaveis, com massas de 45 a
250 kDa (MASHESHWARI; BHARADWAJ; BHAT, 2000). A massa molecular da proteina
de H. brevis tem aproximadamente (125 kDa), resultado similar foi obtido com dois fungos
termofilos, como Humicola lanuginosa que possui (110kDa) (ANAND; VITHAYATHIL,
1989), Talaromuces emersonii (135 kDa) (COUGHLAN; MCHALE, 1988), H. insolens com
(94 kDa) (MASHESHWARI; BHARADWAJ; BHAT, 2000; BHATIA; MISHRA; BISARIA,
2002). Parry et al., (2001) relataram que a B-glucosidase purificada do fungo Thermoascus
aurantiacus apresentou-se como um homotrimero, com massa molecular de 120 kDa em cada
subunidade.

A amostra foi submetida a eletroforese para o teste de zimograma em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE). Em seguida, a B-glucosidase foi renaturada e mostrou uma Gnica

banda de atividade coincidente com a banda revelada com Comassie R (Figura 10).
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. Figura 10 - Eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) e zimograma da 3-glucosidase purificada.

A) Marcador de peso molecular de 10 a 250 kDa; B) Zimograma.

No teste de influéncia ao pH foi encontrado que o pH 6timo de atividade obtido apos a
purificacdo foi de 5,0, apresentando 13,05 =+ 1,34 U mg™. O mesmo valor de pH 6timo foi
observado para seu extrato bruto (MASUI et al., 2012) e para B-glucosidase do fungo

termofilico Myceliophthora heterothallica (SILVA et al., 2016). Valores 6timos de pH entre
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45 e 6,0 foram observados para B-glucosidase de Aspergillus versicolor (OLIVEIRA;
NUNES-SILVA; SANTA-ROSA, 2018). A enzima apresentou aumento de atividade a partir
do pH 4,0 e perdeu até 50% da atividade a partir do pH 6,5 (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito do pH na atividade B-glucosidase de H. brevis purificada. Atividade enzimética avaliada em

intervalos de pH variando de 2,5 a 8,0.

A estabilidade ao pH foi avaliada apo6s incubacdo por um periodo de 24 h, onde a
enzima purificada se mostrou praticamente estavel a um pH de 2,5 a 8,0, apresentando queda
de 20,3% (10,4 + 0,35 U mg™) em relagdo a atividade controle de 13,05 + 1,34 U mg* (Figura
12). Para B-glucosidase de H. insolens (SOUZA et al., 2010) encontrou estabilidade ao pH
entre 5,5 a 8,0. Os valores relatados para pH 6timo de B-glucosidase de fungos séo variaveis,

porém a maioria se enquadram na faixa de pH entre 4,0 e 5,0 (SORENSEN et al., 2013).
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Figura 12 — Efeito da estabilidade ao pH na atividade -glucosidase de H. brevis purificada. Atividade

enzimatica avaliada em intervalos de pH variando de 2,5 a 8,0, durante um periodo de 24 h.

Em relacdo a temperatura, a enzima purificada apresentou um aumento gradativo na
atividade B-glucosidase a partir de 40 °C, obtendo a temperatura 6tima a 60°C com 12,55 +
0,58 U mg?. A temperatura de 65 °C, a enzima apresentou atividade de 12,14 U mg?,
mostrando uma queda de atividade de 22% a 70 °C (Figura 13), resultado semelhante
encontrado para o0 extrato bruto, onde a atividade da pB-glucosidase aumentou cerca de quatro
vezes com 0 aumento da temperatura de 40°C para 65°C, diminuindo abruptamente para 50%
da atividade méxima a 70 °C (MASUI et al., 2012). Para pB-glucosidase do fungo termofilico
M. heterothallica, Silva et al. (2016), encontrou temperatura 6tima semelhante, a 65 °C.
lembo et al. (2002) também detectou essa mesma temperatura para o fungo termofilico
Aureobasidium sp.

Nos testes de termoestabilidade (Figura 14), a enzima B-glucosidase de H. brevis
purificada apresentou perda de atividade gradativa nos primeiros tempos de incubagdo, em
relagdo ao controle (13,05 + 1,34 U mg™). Na temperatura de 55 °C, a enzima apresentou

tempo de meia-vida a aproximadamente 90 minutos (1,5 h) praticamente estavel a partir de
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Figura 13 — Efeito da temperatura na atividade B-glucosidase de H. brevis purificada. Atividade enziméatica

avaliada em temperaturas entre 40 e 80°C, durante um periodo de 10minutos.

até 480 minutos (8 h). Na temperatura de 60 °C, a enzima purificada apresentou tempo de
meia-vida de 173 minutos (aproximadamente 2,9h), com perda de aproximadamente 70 %
apos 8h de incubacdo. Oliveira et al., (2018) mostrou que para B-glucosidase de A. versicolor,
na temperatura de 60 °C, apds 60 minutos a enzima manteve a 68 % sua atividade com tempo
de meia-vida de 120 minutos. Ja na temperatura de 65 °C, B-glucosidase de H. brevis
purificada foi instavel a essa temperatura e apresentou uma queda abrupta da atividade nos
primeiros 10 minutos (5,36 U mg™), perdendo totalmente sua atividade da enzima a partir dos
20 minutos. Esse resultado difere daquele observado para enzima em seu estado bruto
(MASUI et al., 2012), na qual a enzima manteve de 80 a 95% de sua atividade a temperatura
de 55 °C ap0s 26h, e apresentou tempo de meia-vida de 15,7 e 5,1 h nas temperaturas de 60 e
65° C, respectivamente. A perda de estabilidade da enzima B-glucosidase em temperaturas
mais altas também foi reportado para o fungo termofilico M. heterothallica que foi estavel a
temperatura 60 °C, porém perdendo totalmente a atividade da enzima em 70°C (SILVA et al.,
2016).
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Figura 14 — Efeito da estabilidade térmica na atividade B-glucosidase de H. brevis purificada. A enzima foi
incubada nas temperaturas de 55°C (m), 60°C () e 65°C ( A) durante um periodo de 10 a 480 minutos (8h).

Aliquotas foram retiradas nos tempos indicados para a dosagem de atividade enzimaética.

Cerca de 40 % das enzimas possuem metais como parte da sua estrutura
(GUENGERICH, 2016), neste sentido, a interacdo desses metais com residuos de
amino&cidos presente no seu sitio ativo das enzimas podem aumentar ou diminuir a atividade
catalitica.

A maioria dos fons metalicos, em concentracdo de 1,0 mmol L?, estimularam a
atividade da enzima (Tabela 2). O HgCl,, NaCl e AgNOs apresentaram reducdo de
aproximadamente 60% da atividade enzimatica na concentragdo de 1,0 mmol L. O HgClz e 0
AgNO; inibiram completamente a atividade enzimatica na concentragdo de 10 mmol L. O
efeito inibitorio observado com a adicdo de HgCl, é geralmente observado em outras 3-
glucosidases (YAZDI et al., 2003; ZANOELO et al., 2004; L1 et al., 2005; PERALTA et al.,
1997).
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O CuSOyq, inibiu a atividade enzimatica em 51,2% a 1,0 mmol L e estimulou em
355,8% a 10 mmol L sobre a atividade da B-glucosidase de H. brevis purificada. Em uma p-
glucosidase de A. versicolor esse ion inibiu completamente a atividade (OLIVEIRA; NUNES-
SILVA; SANTA-ROSA, 2018), em Neurospora crassa este ion teve efeito contrario,
ativando a atividade enzimatica em até 113% (YAZDI et al., 2003). Neste sentido, € possivel
concluir que os ions metais atuam diferentemente sobre cada enzima, podendo ativar ou inibir
a atividade enzimatica (DAIROT, 2007).

Tabela 2 - Efeito de fons na atividade da B-glucosidase de H. brevis purificada.

Atividade B-glucosidase (%)

1,0 mmol L? 10 mmol L
Controle 100,0 100,0

CoCly 138,4 + 4,66 155,8 + 2,68
CuSOq 51,2 £5,79 355,8 + 3,81

HgCl; 63,5+ 1,55 0
SrCl; 121,9+1,41 130,1 +£1,27
MgSO4 139,4 + 2,54 143,5+2,40
CaCl, 132,2 +1,41 137,3 £ 0,56
LiCl 115,8 + 2,68 126,1 +1,13
KCI 112,7 £ 1,27 104,5 + 1,69
MnCl; 129,1 + 0,98 148,6 + 1,69
NaCl 72,7 +1,27 120,0 £ 0,84

AgNO3 62,5 + 2,54 0

Controle: sem adicéo de fons com atividade de 100% correspondente a 13,05 + 1,34 U mg*

O agente redutor Temed provocou estimulacdo de 155,8% em relacdo ao controle, na
concentracdo de 1,0 mmol L e inibiu a atividade em 5,0% a 10 mmol L (Tabela 3). J4 o
mercaptoetanol e o acido ascorbico nas concentragbes de 1,0 e 10 mmol L™, provocaram
estimulacdo na atividade da p-glucosidase purificada. Resultados semelhantes foram
observados com o0s quelantes EGTA e EDTA, resultando na estimulagdo enzimética em
ambas concentragdes, sugerindo que B-glucosidase de H. brevis ndo € uma metaloenzima,
resultados também encontrados para enzimas de H. insolens (SOUZA et al., 2010) e
Scytalidium thermophilum (ZANOELO et al., 2004). Para os detergentes, ocorreu inibicao da
atividade B-glucosidase. Com os solventes, nas concentragGes de 1 e 10%, foi observado

inibicdo na atividade da enzima 3-glucosidase.
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Tabela 3 - Efeito de substancias na atividade da B-glucosidase de H. brevis purificada.

Atividade B-glucosidase (%)

Agentes redutores

1 mmol L* 10 mmol L*
Controle 100,0 100,0
Mercaptoetanol 145,5+ 1,69 172,2 + 1,55
Temed 155,8 + 2,40 50+0,84
Acido Ascorbico 120,0 + 0,70 145,5 + 1,69
Quelantes Atividafjle B-glucosidase (%) .
1 mmol L 10 mmol L
EDTA 115,8 £ 1,97 126,1 £ 0,56
EGTA 112,7+2,12 118,9 + 2,54
Detergentes Atividade B-glucosidase (%)
0,5% 1%
SDS 0 0
Tween 80 0 0
Solventes Atividade B-glucosidase (%)
1% 10%
Metanol 1,9+0,70 0
Acetona 12,2+0,84 0
Acetonitrila 10,1+ 0,28 0

Controle: sem adicéo de ions com atividade de 100% correspondente a 13,05 %+ 1,34 U mg*
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6 - CONCLUSAO

A enzima B-glucosidase produzida pelo fungo termofilo Humicola brevis var.
thermoidea apresentou um bom fator de purificagdo, porém um rendimento baixo. Entretanto,
a B-glucosidase de H. brevis possui muitas caracteristicas desejaveis, como o fato de suportar
altas temperaturas e crescer em meios de cultura baratos. Desta forma, € clara a importancia
pratica e académica dos resultados pretendidos. Os resultados podem contribuir para melhorar
0 conhecimento das propriedades de uma enzima com grande potencial de aplicagédo
biotecnoldgica para o emprego industrial.

7 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Acreditamos que as caracteristicas das enzimas p-glucosidase de H. brevis séo
interessantes tanto do ponto de vista académico como de aplicacdo, e justificam a pesquisa
atual, bem como, pesquisas futuras, visandoa formulacdo de coquetéis enzimaticos

eficientes para a sacarificacdo de materiais lignoceluldsicos.
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