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RESUMO

MAITAN, Gabriela Piccolo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2011. Producao, purificagao e caracterizagao de B-glicosidases livre e
imobilizada de Debaryomyces hansenii UFV-1. Orientadora: Valéria
Monteze Guimaraes. Coorientadores: Pollyanna Amaral Viana e Sebastiao
Tavares de Rezende.

Os objetivos deste trabalho foram estabelecer melhores condigbes de
cultivo da levedura Debaryomyces hansenii UFV-1 para producdo de [3-
glicosidases, purificar e caracterizar esta enzima, imobilizar as células da
levedura contendo a [-glicosidase intracelular em alginato de calcio e
caracterizar a enzima imobilizada. Para produgcao da B-glicosidase intracelular,
a levedura foi cultivada por 12 h em meio YP contendo celobiose como fonte de
carbono. A enzima foi purificada por cromatografias de troca idnica, filtragcdo em
gel e interacao hidrofébica e, ao final do processo, a B-glicosidase apresentou
um fator de purificacdo de 99,3 vezes, com um rendimento de 8 %. A massa
molecular da enzima foi de aproximadamente 198 kDa, quando estimada por
SDS-PAGE, e de aproximadamente 178 kDa, quando estimada por filtracdo em
gel. A enzima apresentou atividade maxima em pH 6,0 e na temperatura de 45
°C. Os valores de meia-vida para a B-glicosidase foram de 356, 312, 73 e 5
minutos, nas temperaturas de 40, 45, 50 e 55 °C, respectivamente. Os valores
de Ku e Vimax, Utilizando o substrato pNPBGIc, foram 0,434 mM e 0,021 mM/min,
respectivamente. A enzima apresentou especificidade absoluta para glicose em
posicdo B e a atividade enzimatica foi completamente inibida por cloreto de
ferro, nitrato de prata e SDS, todos nas concentragdes finais de 0,2 e 2 mM.
Apoés imobilizagdo das células de D. hansenii em alginato de calcio, a enzima
apresentou maxima atividade em pH 5,5 e na temperatura de 50 °C. A
imobilizacdo proporcionou a enzima maior termoestabilidade nas temperaturas
de 45 e 50 °C. Os valores de Ky app. € de Vimax app., cOM 0 substrato pNPBGilc,
foram, respectivamente, 4,35 mM e 3,63 umol de pNP/min/g célula. D. hansenii
€ uma levedura nédo patogénica e encontrada em diversos tipos de alimentos.
Assim, a utilizagdo das células desta levedura imobilizadas em alginato de
calcio, na industria de alimentos, ndo acarretaria problemas para a saude
humana. Neste caso, a enzima é mais estavel e o processo € mais econdmico
por ndo haver gastos com purificagdo enzimatica e ainda pela possibilidade de

reutilizagdo das esferas de alginato contendo a enzima -glicosidase.
Xi



ABSTRACT

MAITAN, Gabriela Piccolo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2011. Production, purification and characterization of free and
immobilized B-glucosidases from Debaryomyces hansenii UFV-1.
Adviser: Valéria Monteze Guimaraes. Co-Advisers: Pollyanna Amaral Viana
and Sebastido Tavares de Rezende.

The objectives of this work were to establish the best conditions for
Debaryomyces hansenii UFV-1 yeast cultivation for (-glucosidase production,
purification and characterization. In addition, another objective was to
immobilize the yeast cells containing the intracellular B-glucosidase in calcium
alginate and characterize the immobilized enzyme. The yeast produced an
intracellular B-glucosidase when grown for 12 h in YP medium containing
cellobiose as carbon source. The enzyme was purified by ion exchange, gel
filtration and hydrophobic interaction chromatografies and at the end of the
process, the B-glucosidase showed a purification factor of 99.3 times, with a
yield of 8 %. The molecular mass was approximately 198 kDa when estimated
by SDS-PAGE, and approximately 178 kDa when estimated by gel filtration.
The maximum activity occurred at pH 6.0 and temperature of 45 °C. The
intracellular B-glucosidase half-life values were 356, 312, 73 and 5 minutes, at
temperatures of 40, 45, 50 and 55 °C, respectively. The Ky and Vnax values
using the substrate pPNPBGIc were 0.434 mM and 0.021 mM/min, respectively.
The enzyme showed absolute specificity for glucose in B position and the
enzymatic activity was completely inhibited by ferric chloride, silver nitrate and
SDS, all of them at final concentrations of 0.2 and 2 mM. The yeast cells were
immobilized in calcium alginate and the enzyme showed pH and temperature
optima of 5.5 and 50 °C, respectively. The immobilization provided higher
enzyme thermostability at temperatures of 45 and 50 °C. The Ku app @nd Vmax
app- Values, with the substrate pNPBGIlc, were 4.35 mM and 3.63 mmol of
PNP/min/g cell, respectively. D. hansenii is a nonpathogenic yeast and it is
found in various types of food. So, the use of immobilized cells of this yeast in
calcium alginate in food industry would not cause problems for human health. In
this case, the enzyme is more stable and the process is more economical
because there is no spending on enzyme purification and also the possibility of

reuse of alginate beads containing the enzyme B-glucosidase.
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1. INTRODUGAO

B-glicosidases (EC 3.2.1.21) sdo enzimas que hidrolisam ligacoes
glicosidicas 3-(1,4) terminais, funcdo essencial a muitos processos bioldgicos.
Estas enzimas sédo alvo de grande interesse para a bioquimica, medicina e
biotecnologia. As fungdes fisioldgicas postuladas para a enzima B-glicosidase
s&o diversas: hidrélise dos isoflavonodides glicosideos em soja desenvolvendo
agliconas (Xue et al., 2009), catabolismo do glicosideo ceramida em tecidos
humanos, metabolismo de cianoglicosideos, defesa de plantas contra
patdogenos (Khan e Akhtar, 2010), sintese de diversos oligossacarideos e
glicoconjugados, aprimoramento do flavor de alguns alimentos e bebidas
(Ducret et al., 2002), produgéo de etanol a partir da bioconversao da celulose,
gerando combustiveis renovaveis (Bhatia et al., 2002; Howard et al., 2003; Pal
et al., 2010), entre outras.

As B-glicosidases podem ser obtidas de humanos (Hays et al., 1996),
insetos (Terra e Ferreira, 1994), plantas (Geerlings et al., 2000; Bhatia et al.,
2002) e microrganismos. A enzima tem sido produzida por bactérias (Gueguen
et al., 1997), fungos (Dhake e Patil, 2005) e leveduras (Gonzalez-Pombo et al.,
2008).

Debaryomyces hansenii € uma espécie de levedura ndo patogénica,
amplamente encontrada em diversos tipos de alimentos, principalmente
produtos fermentados ricos em proteinas, como salsichas e queijos (Encinas et
al., 2000; Petersen et al., 2002) e que vem sendo estudada para a produgao de
enzimas hidroliticas, especialmente a-galactosidases (Viana et al., 2006, 2007;
Junior et al., 2009). Estudos indicam que esta levedura € também capaz de
produzir B-glicosidase (Riccio et al., 1999, Yanai e Sato, 1999). Assim, a
utilizacdo das células desta levedura ou da enzima produzida pela mesma nao
acarretaria problemas no processamento de alimentos.

Ultimamente, as industrias tém utilizado enzimas isoladas de
microrganismos para obtencdo de varios produtos. A demanda para tais
enzimas € elevada porque as mesmas sao especificas e nao produzem
residuos toxicos (Tortora et al., 2005). Os microrganismos tém a vantagem de
alta produgao de enzimas e, assim, ha um grande interesse por B-glicosidases

de leveduras, com a finalidade de aplicagao em processos industriais.



A utilizacdo de enzimas em processos industriais vem aumentando
significativamente. Este aumento é provocado principalmente pela tendéncia
mundial de substituicdo de processos industriais ja estabelecidos por novos,
especialmente Dbiotecnoldgicos, mais especificos, de menor consumo
energético e menos agressivos ao ambiente. Porém, os métodos que utilizam
enzimas puras tém custo elevado pois os processos de purificagdo sao caros e
trabalhosos e, além disso, a enzima permanece no produto final e ndo pode ser
reutilizada. Uma alternativa para estes problemas é a imobilizacdo de células
que contenham a enzima de interesse. ApdOs imobilizacdo, as enzimas
intracelulares continuam ativas e podem agir sobre seus substratos, com a
vantagem de ndo haver custos com extragdo e purificagcdo, além de permitir
sua reutilizagdo. Segundo Tortora et al. (2005), para a maioria das finalidades
industriais, as enzimas devem estar imobilizadas na superficie de algum
suporte solido e entdo manipuladas de forma que possam converter um fluxo
continuo de substrato a produto, sem haver perdas.

Assim, a imobilizagdo de células de D. hansenii UFV-1 que contenham
B-glicosidase intracelular, que ndo € patogénica, pode ser uma alternativa
promissora e econdmica para melhorar a qualidade de diversos produtos

alimenticios.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Os objetivos gerais deste trabalho foram estabelecer as melhores
condicbes de cultivo da levedura Debaryomyces hansenii UFV-1 para a
producdo de p-glicosidases, purificar as enzimas obtidas para sua
caracterizagao cinético-bioquimica, bem como permeabilizar e imobilizar as
células da levedura contendo a B-glicosidase intracelular em alginato de calcio

para posterior comparag¢ao das propriedades das enzimas livre e imobilizada.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar as melhores condi¢des para a producao de B-glicosidases por D.
hansenii UFV-1;

- Isolar e purificar as B-glicosidases obtidas;

- Caracterizar, bioquimica e cineticamente, a enzima purificada: efeitos de pH,
temperatura, termoestabilidade, estabilidade em diferentes valores de pH,
efeito de ions e outros compostos na atividade enzimatica, determinacédo da
meia-vida da enzima, da especificidade por diferentes substratos naturais,

sintéticos e polimeros e determinagao dos valores de Ky € Vimax;

- Permeabilizar e imobilizar as células de D. hansenii UFV-1 contendo a -
glicosidase intracelular;

- Caracterizar, bioquimica e cineticamente, a enzima contida nas células
imobilizadas de D. hansenii UFV-1. efeitos de pH, temperatura,
termoestabilidade, estabilidade em diferentes valores de pH, e determinacéo do

Va|0r de K|\/| app. e Vmax app_;

- Comparar as propriedades da (B-glicosidase livre e imobilizada.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. B-Glicosidases

As [B-glicosidases ou B-D-glicosideo glicohidrolases (EC 3.2.1.21) s&o
enzimas que hidrolisam ligagdes glicosidicas B-(1,4) terminais (Figura 1). Séao
enzimas que possuem fungdes variadas e se encontram amplamente
difundidas na natureza. O interesse inicial no estudo das B-glicosidases surgiu
na década de 1950, devido ao seu envolvimento na conversao biolégica da
celulose (Lynd et al., 2002; Zhang et al., 2006). p-Glicosidases sao largamente
distribuidas em plantas, fungos e leveduras e apresentam uma série de
propriedades enzimaticas de acordo com a sua origem e as condigdes de
crescimento do microrganismo produtor. As B-glicosidases constituem um
grupo majoritario entre as glicosil hidrolases. Sdo enzimas bem caracterizadas,
bioldgica e industrialmente importantes, e atualmente tém sido objeto de varios
estudos, devido a possibilidade de sua utilizagcdo em um grande numero de

processos biotecnoldgicos (Cairns e Esen, 2010).
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CH 0H EH DH

UHH

CH IJH

Figura 1: Acdo hidrolitica de B-glicosidases e seu ponto de atuagao.

B-glicosidases representam um grupo heterogéneo de enzimas e, em
geral, dois sistemas de classificagdo sdo descritos na literatura, sendo
baseados na especificidade de substrato e na identidade da sequéncia de
aminoacidos (Bathia et al., 2002).

Na classificacdo baseada na especificidade de substrato, as -
glicosidases sao divididas em trés grupos: aril B-glicosidases, que agem em
aril-glicosideos; celobiases verdadeiras, que sdo capazes de hidrolisar

celobiose; e B-glicosidases com ampla especificidade de substrato. Dados da



literatura demonstram que a grande maioria das [-glicosidases ja
caracterizadas pertence a esta ultima categoria (Bhatia et al., 2002).

Entre as classificacdes que foram propostas para a identificacdo das [3-
glicosidases baseada na identidade de sequéncia de aminoacidos, a mais
aceita é aquela baseada tanto na similaridade das sequéncias de aminoacidos
quanto nos padroes de enovelamento destas enzimas (Souza, 2009). Nesta
classificagao, as glicosil hidrolases séo classificadas em 88 familias e as [3-
glicosidases, que representam um grupo importante entre as glicosil hidrolases,
estdo reunidas nas familias 1 e 3. A familia 1 inclui B-glicosidases originarias de
arqueobactérias, plantas e mamiferos; a estrutura tridimensional de varias
destas enzimas ja foi resolvida, revelando um padrao comum de disposigao de
a-hélices e folhas [, além da presenga de varios residuos altamente
conservados, localizados nas proximidades do sitio ativo. Na familia 3 estédo
classificadas 44 [B-glicosidases, originarias de bactérias, fungos e leveduras,

sendo o estudo desta familia um pouco mais restrito (Bhatia et al., 2002).

3.2. B-Glicosidases de leveduras

As B-glicosidases podem ser obtidas de humanos (Hays et al., 1996),
insetos (Terra e Ferreira, 1994), plantas (Geerlings et al., 2000; Bhatia et al.,
2002) e microrganismos. A enzima tem sido produzida por bactérias (Gueguen
et al., 1997), fungos (Dhake e Patil, 2005) e leveduras (Gonzalez-Pombo et al.,
2008).

Diversos trabalhos tém mostrado que algumas leveduras possuem
atividade de p-glicosidase (McMahon et al. 1999; Riccio et al. 1999;
Manzanares et al. 2000). Algumas espécies pertencentes a Candida spp. e
Debaryomyces spp. sao produtoras de B-glicosidases extracelulares (Rosi et al.
1994; McMahon et al., 1999) enquanto que em Hanseniaspora spp. e
Kloeckera spp. a enzima tem sido localizada essencialmente dentro das células
(Vasserot et al., 1989, 1990; Rosi et al., 1994). Em algumas espécies de
leveduras, como Brettanomyces spp., Dekkera spp., Pichia spp., e Hansenula
spp., as pB-glicosidases reportadas sao tanto extra como intracelulares (Rosi et
al., 1994; McMahon et al., 1999; Manzanares et al., 2000; Spagna et al., 2002).
Nestas espécies de leveduras, a repressao da biossintese da enzima foi
observada quando utilizou-se glicose como fonte de carbono (Blondin et al.,
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1983; Vasserot et al., 1989; Charoenchai et al., 1997). Mateo e Di Stefano
(1997) demonstraram que, em Saccharomyces cerevisiae, a atividade de [-
glicosidase é fracamente sensivel a presenga de glicose, de acordo com
prévias observagdes por outros autores (Darriet et al., 1988; Delcroix et al.,
1994).

As pB-glicosidases produzidas pelas leveduras Candida molischiana,
Candida wickeramii e Saccharomyces cerevisiae sdo menos sensiveis a
inibicdo por altas concentragdes de glicose e tém uma vasta especificidade por
agliconas (Gunata et al., 1990; Darriet et al., 1988).

A levedura D. hansenii produz uma B-glicosidase extracelular cuja
atividade nao é inibida por altas concentracdes de etanol e de glicose e néo é
grandemente influenciada por valores acidos de pH e por baixas temperaturas
(Rosi et al., 1994, Rosi et al., 1996). Além disso, também ja foi relatado que
esta levedura produz B-glicosidase intracelular (Riccio et al., 1999, Yanai e
Sato, 1999).

3.3. Aplicacoes biotecnolégicas de B-glicosidases

Juntamente com outras enzimas, as [(-glicosidases tem sido aplicada,
por exemplo, na industria de alimentos, no processamento de frutas, para
melhorar a qualidade do sabor, aroma, coloracao, clarificacdo e viscosidade de
sucos (Daenen et al., 2008). Outra aplicagao biotecnoldgica de B-glicosidases
inclui a redugdo da viscosidade de certos polissacarideos empregados em
preparagdes comerciais de alimentos (Hashimoto et al., 1998).

A industria vinicola também tem feito uso de [-glicosidases para
melhorar a qualidade de vinhos (Tate e Reynolds, 2006). A atividade de [3-
glicosidases produzidas por algumas espécies de Aspergillus (Decker et al.,
2000), Saccharomyces cerevisiae (Hérnandez et al., 2003), Oenococcus oeni
(Barbagallo et al., 2004), entre outros, levam a hidrélise de compostos n&o
volateis a terpenos volateis, contribuindo para aumentar a produgao de aroma
durante a fabricacéo de vinhos.

Além disso, as B-glicosidases tém sido utilizadas na hidrolise das formas
B-glicosidicas das isoflavonas presentes em produtos de soja as formas
agliconas e a glicose (Bhatia et al., 2002, Xue et al., 2009). O interesse em soja
e produtos a base de soja tem crescido significativamente nas ultimas décadas
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devido aos seus beneficios nutricionais e promotores da saude (Marazza et al.,
2009). Muitos pesquisadores tém se voltado para o estudo dos fitoquimicos da
soja, especialmente as isoflavonas, por seus efeitos benéficos a saude. As
isoflavonas da soja tém uma importante fungdo na prevencéo da osteoporose,
de doencgas cardiovasculares, de varios tipos de cancer dependentes de
hormdnio, como cancer de mama e de prostata, e no alivio dos sintomas do
climatério (Adlercreutz, 2002; Omoni e Aluko, 2005) Também s&o eficazes na
diminuicdo dos niveis de colesterol sanguineo total e do LDL colesterol,
reduzindo assim os riscos de doencgas cardiovasculares (Cassidy et al., 2003;
Branca e Lorenzetti, 2005; Park et al., 2005; Wu et al., 2006; Cashman, 2007;
Duffy et al., 2007; Syed et al., 2007; Song et al., 2007).

As isoflavonas sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavondides,
que possuem trés anéis benzeno em sua estrutura (Setchell e Cole, 2003). Os
diferentes radicais ligados a esses anéis dao origem as 12 diferentes formas de
isoflavonas (Figura 2), divididas em quatros grupos: os glicosideos (daidzina,
genistina e glicitina), as formas malonil (malonildaidzina, malonilgenistina e
malonilglicitina), as formas acetil (acetildaidzina, acetilgenistina e acetilglicitina),
e as agliconas (daidzeina, genisteina e gliciteina) (Park et al., 2001). A forma
quimica na qual a isoflanova se encontra é importante devido a sua influéncia
na biodisponibilidade, atividade biologica e, entdo, nos efeitos fisiolégicos
alcangados (Setchell et al., 2002; Tsangalis et al, 2005, 2007).
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Figura 2: Estrutura quimica dos isoflavonoides naturalmente encontrados em
soja (Ribani, 2008).

Muitos pesquisadores tém atribuido o efeito bioldgico das isoflavonas as
formas agliconas e nao as formas glicosidicas (Kaya et al., 2008; lzumi et al.,
2000; Kawakami et al., 2005 ). As agliconas sao altamente bioativas por serem
mais facilmente absorvidas pela mucosa intestinal (Brown et al., 2002). As
isoflavonas nas formas glicosidicas sdo mais polares e soluveis em agua.
Assim, sao mais dificeis de serem absorvidas pelo epitélio intestinal e tém
atividades biologicas relativamente fracas quando comparadas as agliconas
correspondentes (Setchell et al., 2002).

Outro motivo pelo grande interesse por B-glicosidases esta focado na
sua aplicagao para a hidrdlise de celulose (Bhatia et al., 2002). A celulose é a
biomolécula mais abundante na natureza e a maior fonte de energia renovavel
na terra e sua conversdo em agucares soluveis € de grande interesse
biotecnolégico. As B-glicosidases sao componentes de um sistema de
celulases no qual trés categorias de enzimas, endoglucanases (EC 3.2.1.4),

celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e p-glicosidases (EC 3.2.1.21), agem
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sinergisticamente para catalisar a conversao de celulose em glicose e outros
intermediarios (Pal et al., 2010).

B-glicosidases também tém sido aplicadas na industria de combustiveis
para a producado de etanol a partir da celulose. Este processo permite a
producao de combustiveis renovaveis (Howard et al., 2003).

Em adicdo a suas aplicagdes industriais e fungées na sacarificacéo de
materiais celuloliticos, as [(-glicosidases apresentam importantes fungdes
bioldégicas em tecidos de plantas, tais como, ativagao de fitormdnios (Estruch et
al., 1991), resisténcia a fitopatégenos e sintese de [B-glucanas durante o
desenvolvimento da parede celular (Khan e Akhtar, 2010).

Em humanos e outros mamiferos, a [(-glicosidase esta envolvida na
hidrélise de glicocerebrosideos. A deficiéncia desta enzima leva a doenca de
Gaucher, uma doenga genética e progressiva resultante do acumulo de
glicocerebrosideos nos lisossomos (Khan e Akhtar, 2010). Além disso, a
lisozima, uma enzima secretada nas lagrimas para prevenir infecgbes
bacterianas dos olhos, também é uma B-glicosidase que cliva ligagdes B-(1,4)
entre os agucares acido N-acetil glucosamina e acido N-acetil muramico,
localizados na parede celular de bactérias gram-negativas (Khan e Akhtar,
2010).

As [-glicosidases catalisam a clivagem seletiva de ligagdes glicosidicas
que sao essenciais em muitas vias bioldgicas cruciais como a degradacao de
polissacarideos estruturais e de estocagem, sinalizagao celular, oncogénese,
interagcdes hospedeiro-patdgeno, bem como em varias outras aplicagbes
biotecnolégicas (Bhatia et al., 2002). As [B-glicosidases também podem ser
utilizadas na sintese de diversos oligossacarideos, glicoconjugados, alquil e
amino-glicosideos (Khan e Akhtar, 2010).

Entretanto, vale ressaltar que as enzimas com aplicagbes
biotecnolégicas promissoras devem apresentar atividades e propriedades

desejaveis.

3.4. Mecanismo de acao de B-glicosidases

A hidrélise enzimatica de ligagbes glicosidicas geralmente inclui a
catalise acida envolvendo pelo menos dois residuos principais: um residuo
deve ser doador de proton e o outro deve ser um residuo nucledfilo. A hidrdlise
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pode ocorrer via dois mecanismos principais, nos quais havera inversdo ou
retencao da configuracdo do carbono anomérico (Figura 3). O mecanismo pelo
qual a reacado ocorre depende da distancia entre os residuos de aminoacidos
envolvidos na catalise. Nas enzimas que catalisam a reagdo por meio do
mecanismo de retencdo, estes residuos apresentam uma distancia média de
5,5 A, enquanto que naquelas que atuam por meio do mecanismo de inversao,
a distancia média é de 10 A (Cairns e Esen, 2010).

No mecanismo de inversdo, uma molécula de agua ativada é
responsavel pelo ataque nucleofilico direto do carbono anomeérico, para
deslocar a porgao aglicona em um unico passo (Figura 3A). A base catalitica
extrai um proton da molécula de agua enquanto o acido catalitico protona o
grupo aglicona liberado. Em contrapartida, a maioria das [-glicosidases
caracterizadas sdo enzimas retentoras e realizam a catalise em dois passos,
glicosilacdo e desglicosilagao (Figura 3B). Durante a glicosilacdo, a porgéo
aglicona se afasta concomitante a doacdo de proton do sitio catalitico
acido/base e ao ataque nucleofilico da base catalitica ao carbono anomérico,
gerando um intermediario enzima-agucar, ligado covalentemente. No passo de
desglicosilagcédo o processo € revertido, e a molécula de agua ataca para
deslocar o nucledfilo catalitico da glicose. Os dois passos, de glicosilagao e de

desglicosilagao, apresentam um estado de transi¢cao (Cairns e Esen, 2010).
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Figura 3: Mecanismos de hidrélise enzimatica de ligagdes glicosidicas. (A)
Mecanismo de inversdo; (B) mecanismo de retengao (Cairns e Esen, 2010,
traduzido para o portugués).

3.5. Aspectos gerais da produgao de enzimas de microrganismos

De acordo com Azevedo (1985), as enzimas sé&o utilizadas pelo homem no
processamento de alimentos desde a mais remota antiguidade, muito embora
havia pouco ou nenhum conhecimento sobre os fenbmenos que ocorriam. A
singularidade das enzimas decorre do elevado grau de especificidade pelo
substrato em condigdes amenas, sob as quais atuam. As condig¢des
fisiologicas, a temperatura, a presséo, o pH e a concentragdo enzima-substrato
sdo muito moderados quando comparadas as condigdes normalmente exigidas
para obtencdo da mesma velocidade da reacdo com a maioria dos
catalisadores ndo-enzimaticos. Segundo o mesmo autor, o conhecimento sobre
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as propriedades das enzimas e seus mecanismos de atuagao cresceu com o
passar do tempo e técnicas mais adequadas para isolar e purificar enzimas
individuais foram decifradas, além de maiores facilidades de recuperar esses
catalisadores, possibilitando sua reutilizagcdo em diversas configuragbes de
reatores. Como resultado desse desenvolvimento, um maior numero de
utilizagbes potenciais de enzimas na medicina, industria e em técnicas
analiticas foi conduzido.

A maioria das enzimas isoladas em escala industrial é extracelular e seu
isolamento é mais simples do que as enzimas intracelulares. Independente do
interesse na produgao de enzima, intracelular ou extracelular, existem diversos
tipos de manipulacdes que podem ser utilizadas para aumentar a produgao de
uma determinada enzima (Azevedo, 1985). Dentre elas destacam-se a
padronizacao das condi¢des o6timas de cultivo, a concentracdo de células no
indculo e avaliagdo da sua viabilidade, tempo e temperatura de crescimento,
pH do meio e velocidade de agitagdo da cultura.

Segundo Politzer et al. (2006) a tecnologia enzimatica esta visivelmente
em atraso no Brasil, o que é paradoxal considerando que o pais possui uma
enorme quantidade e variedade de matérias-primas renovaveis, passiveis de
serem transformadas, via tecnologia enzimatica, em produtos uteis e de maior
valor agregado. Os autores também ressaltam a importéncia da tecnologia
enzimatica na industria de alimentos, uma das maiores usuarias de enzimas

internacionalmente, sendo o Brasil um grande produtor de alimentos.

3.6. Permeabilizagao de células

O uso de células de microrganismos contendo enzimas de interesse em
bioconversbes é vantajoso quando comparado com o0 uso destas enzimas
purificadas, por dispensar as etapas de purificagdo e pelo aumento da
estabilidade enzimatica (Junior et al., 2009). Entretanto, as barreiras de
permeabilidade do envelope celular para substrato e produtos levam a baixas
taxas de reagao das enzimas contidas nestas células (Kondo et al., 2000).
Assim torna-se muito importante o desenvolvimento de métodos efetivos para a
reducdo das barreiras de permeabilidade e para o preparo de células com alta
taxa de atividade. Uma das maneiras de aumentar a permeabilidade celular é a
extracao de alguns lipidios de membrana pelo uso de solventes. Com este fim,
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varios processos de permeabilizacdo de células de microrganismos, com
solventes organicos como tolueno, tween 80, etanol, mistura cloroférmio-etanol
e isopropanol tém sido testados para o aumento da permeabilidade do
envelope celular (Kubal e D’'Souza, 2004; Stano et al., 2005, Kondo et al.,
2000).

Kondo et al. (2000), trabalhando com células permeabilizadas de
Saccharomyces cerevisiae modificadas geneticamente para a expressédo de
glioxalase 1, relataram que as células permeabilizadas apresentavam 317
vezes mais atividade de glioxalase 1 do que as células ndo permeabilizadas.
Kubal e D’Souza (2004), trabalhando com células permeabilizadas de
Saccharomyces cerevisiae, contendo a enzima catalase, para a remogao de
peréxido de hidrogénio em leite, apos a pasteurizacdo, relataram que a
permeabilizagdo aumentava a atividade de catalase de 300 para 1875 U/g de
célula. Jorddo et al. (2001) estudaram a capacidade das células
permeabilizadas de Kluyveromyces lactis contendo a enzima [(-galactosidase
em hidrolisar o agucar lactose em leite. Os autores relataram que a enzima
contida nas células permeabilizadas e secas apresentou boa capacidade de
hidrolise da lactose no leite (0,35 mM/min/mg de célula) e alta estabilidade a

temperatura ambiente.

3.7. Imobilizagao de células

Imobilizagdo € a restricdo da mobilidade da célula em um espago
definido, provendo altas concentragdes das mesmas, com preservaciao da
atividade catalitica das enzimas (Nursevin et al., 2003). A imobilizagao protege
a célula e as enzimas nela contidas das tensdes ambientais como pH,
temperatura, sais, solventes e inibidores, além de oferecer varias vantagens
como aumento da produtividade da fermentagdo, processo de producio
continuo, estabilidade das células, baixo custo e capacidade de reutilizacéo
(Junior et al., 2009).

Segundo Pikington et al. (1998), as técnicas de imobilizacao podem ser
divididas em quatro categorias principais baseadas nos mecanismos fisicos
empregados: fixagdo ou adsorgdo em suporte sélido; aprisionamento dentro de
uma matriz porosa; agregacao através de floculagdo natural ou artificial e
retencao de células atras de barreiras.
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Imobilizagao de célula em um suporte sdlido é conseguida por adsorgao
fisica devido a forgas eletrostaticas ou por ligagao covalente entre o suporte € a
membrana da célula. Sistemas que usam células imobilizadas em uma
superficie sélida sdo muito populares devido a facilidade relativa da realizacao
deste tipo de imobilizagdo. Como exemplos de suportes sélidos usados neste
tipo de imobilizagdo podem ser citados os materiais derivados de celulose,
como DEAE-celulose, madeira e serragem, e alguns materiais inorganicos,
como porcelana porosa e vidro poroso.

A imobilizagdo por aprisionamento dentro de uma matriz porosa é
baseada na incluséo de células dentro de uma rede rigida impedindo que as
células se difundam no meio circunvizinho, enquanto permitem ainda a
transferéncia de nutrientes e metabdlitos. Um exemplo caracteristico deste tipo
de imobilizagao é o aprisionamento em géis de polissacarideos como alginato,
agar e acido poligalacturénico.

Floculacdo de células € a agregagdo de células que formam uma
unidade maior ou a propriedade das células em suspensdes de aderirem em
grupo e sedimentar rapidamente. A capacidade de formar agregados é
principalmente observada em fungos e células de plantas. Agentes floculantes
artificiais ou cross-linkers podem ser usados para aumentar a agregagao em
culturas de células que nao floculem naturalmente. A floculagdo de leveduras é
uma propriedade importante para a industria de cerveja, afetando a
produtividade e a qualidade, além de remocao e reutilizagdo das leveduras (Jin
e Speers, 1998).

Retengao de células atras de uma barreira pode ser obtida por uso de
membrana de microporos, por aprisionamento das células em microcapsula ou
através de imobilizagcdo de célula em uma superficie de interagdo com dois
liquidos imisciveis.

De acordo com Kourkoutas et al. (2004), o uso de sistemas imobilizados
oferece muitas vantagens em relagdo as células livres incluindo atividade
prolongada e estabilidade do biocatalisador; altas densidades de células por
unidade de volume de biorreator, 0 que conduz a alta produtividade da
fermentagdo; captacdo de substrato aumentada e melhoria de rendimento;
viabilidade de processo continuo; tolerancia aumentada para alta concentracao
de substrato e reducao de inibicdo devido aos produtos formados; viabilidade
de conduzir fermentagdes a baixas temperaturas, melhorando a qualidade de
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produto; recuperagdo dos produtos mais facil por redugdo de exigéncias de
separacao e de filtracdo, reduzindo assim os custos de equipamentos e
demandas de energia; regeneragdo e reutilizagdo do biocatalisador por
periodos estendidos em operagdes em bateladas, sem remové-lo do biorreator,
e reducao do risco de contaminagao microbiana devido as altas densidades de
células.

Kubal e D’Souza (2004) utilizaram células de Saccharomyces cerevisiae,
contendo a enzima catalase, imobilizadas em casca de ovo, para a remocgao de
peréxido de hidrogénio em leite. Os autores relataram que as células
imobilizadas foram capazes de degradar todo o perdoxido de hidrogénio durante
10 reutilizagbes, sem perda de eficiéncia. Além disso, os autores também
relataram o aumento da termoestabilidade da enzima apds a imobilizagéo. Van
Der Sluis et al. (2001) imobilizaram células das leveduras halotolerantes
Candida versatilis e Zygosaccharomyces rouxii em gel de 6xido de polietileno
para a producdo de flavor em molho de soja. Os autores relataram que a
imobilizacdo diminuia consideravelmente o tempo requerido para o

desenvolvimento do flavor.

3.8. Imobilizagao de células em alginato de calcio

Alginato é um Dbiopolimero encontrado na natureza extraido
principalmente de algas marinhas marrons (Phaeophyta). Em termos
moleculares, o alginato € um polissacarideo linear composto de dois blocos
principais formados por unidades de acido manurdnico (M) e acido gulurénico
(G) unidos por ligagdes 1,4 podendo variar em composicdo e sequéncia,

dependendo da alga de origem (Figura 3).

Figura 4: Estrutura quimica do alginato. G é o grupo acido gulurénico e M é o
grupo acido manuronico.
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Em presenca de célcio e outros cations divalentes, o alginato apresenta
a propriedade de formar gel, pois o calcio induz um efeito cooperativo entre os
blocos G formando uma rede 3D de acordo com o modelo egg-box (Clark e
Ross-Murphy, 1987) (Figura 4).

Figura 5: Modelo eggs-box para a formacgao do gel de alginato com ions calcio
(Clark e Ross-Murphy, 1987).

O encapsulamento de biocatalisadores em hidrogel, e mais
especificamente em capsula de gel alginato de calcio, € uma técnica de
imobilizacdo que tem sua aplicacdo amplamente difundida. Ela consiste no
aprisionamento do biocatalisador dentro de uma capsula de gel de membrana
semipermeavel a qual fica em contato com solugdo aquosa. A imobilizacdo em
alginato de calcio oferece vantagens como atoxicidade, biocompatibilidade,
simplicidade, baixo custo e facil disponibilidade (Zhou et al., 2010). O hidrogel
de alginato de calcio é extensamente usado na industria de alimentos como
emulsificante e em aplicagdes biotecnoldgicas, inclusive no encapsulamento de
células ou cultura de tecidos (Miralles et al., 2001).

O gel de alginato, assim com outros hidrogéis, possui em sua estrutura
grupos hidrofilicos carregados. Em solugdo aquosa estes grupos sao capazes
de absorver agua com consequente aumento de volume das particulas do gel
(swelling). A tendéncia osmotica e termodinamica de absorver agua é
contrabalanceada pela forga resultante das ligagdes cruzadas dentro da rede
tridimensional de gel. O ponto de equilibrio entre as forgcas que controlam a
absorgao ou a liberagao de agua nos hidrogéis é conhecido como equilibrio de
swelling (Saraydin et al., 2002). Este equilibrio é afetado por alguns estimulos

externos como temperatura, pH, concentracdo de solvente, luz e campo
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magnético. O equilibrio de swelling € uma caracteristica muito importante para
células imobilizadas em hidrogéis, pois parece estar diretamente ligado a
capacidade de difusao de substrato e produtos dentro da rede tridimensional do
gel (Saraydin et al., 2002).

Zhou et al. (2010) imobilizaram células de Saccharomyces cerevisiae
contendo a enzima alcool desidrogenase em gel de alginato com incorporacgao
de quitosana, para a reducdo do acido fenil glioxilico. A enzima reteve 62,76 %
de sua atividade original apés a imobilizacdo, mas apresentou uma maior
estabilidade térmica quando imobilizada. Apés 1 h de incubacdo a 70 °C, a
alcool desidrogenase imobilizada reteve 48,71 % da sua atividade enquanto a
enzima livre ndo apresentava mais atividade enzimatica.

Wang et al. (2010) estudaram a imobilizacdo de celobiase comercial em
gel composto de alginato de sddio e quitosana para posterior comparacao da
atividade enzimatica com relacao a celobiase livre, contra diferentes substratos.
As celobiases livre e imobilizada foram empregadas na hidrolise de Avicel e
papel de filtro, juntamente com celulases comerciais. A eficiéncia de hidrélise
da celobiase imobilizada foi muito maior do que a da enzima livre. Foi também
demonstrado que a estabilidade térmica da enzima a 60 e a 70 °C foi
significativamente aumentada com o processo de imobilizagao.

Um estudo da imobilizagdo de células de Saccharomyces cerevisiae em
alginato de sdédio e alcool polivinilico para fermentacdo de farelo de milho a
etanol foi conduzido por Rakin et al. (2009). Os resultados indicaram que a
fermentacgao foi mais rapida e o rendimento em etanol foi maior para as células
da levedura imobilizadas em alginato.

Pan et al. (2007) imobilizaram B-glicosidase de Aspergillus niger para
analisar a conversao de isoflavonas glicosidicas em suas formas agliconas em
soja. Segundo os autores, a estabilidade da enzima imobilizada foi
consideravelmente melhor do que a da enzima nativa. A B-glicosidase foi
empregada para a producao de genisteina e 84,94 % da atividade enzimatica e
56,05 % de conversao foram mantidos apds 6 reutilizagdes.

Junior et al. (2009) demonstraram que a a-galactosidase contida nas
células de D. hansenii UFV-1 permeabilizadas e imobilizadas em alginato de
calcio foi mais eficiente na hidrélise de oligossacarideos de rafinose em leite de
soja do que a enzima contida nas células somente permeabilizadas. A
imobilizagdo proporcionou a a-galactosidase uma grande estabilidade térmica e
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atividade em uma vasta gama de pH. Além disso, as células imobilizadas foram

reutilizadas, reduzindo os custos do processo.

3.9. Consideragoes sobre a levedura Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii € a espécie de levedura nao patogénica mais
frequentemente encontrada em produtos fermentados ricos em proteinas,
como salsichas e queijos (Encinas et al., 2000; Petersen et al., 2002; Masoud e
Jakobsen, 2005, Andrade et al., 2010; Del Bove et al., 2009). Possui alta
tolerancia ao sal, capacidade de crescimento em baixas temperaturas e em
valores de pH mais baixos, comparada com Saccharomyces cerevisiae. Estas
duas espécies metabolizam acidos organicos e aminoacidos, regulando a
acidez de produtos fermentados e também possuem atividades lipoliticas e
proteoliticas, contribuindo assim para o desenvolvimento do flavor (Dura et al.,
2002; Olensen e Stahnke, 2000; Sorensen e Samuelsen, 1996).

Nos dias atuais, o interesse na fisiologia, bioquimica e nos aspectos
genéticos de D. hansenii tem crescido vertiginosamente devido ao impacto na
industria de fermentagdes (Strauss et al., 2001; Bolumar et al., 2003 a,b).

A levedura D. hansenii tem sido estudada e explorada do ponto de vista
de seu potencial biotecnoldgico, sendo utilizada em pesquisas para produgéo
de proteases (Bolumar et al., 2008), de a-galactosidases extra e intracelulares
(Viana et al., 2006, 2007), de etanol (Menon et al., 2010) e de xilitol a partir de
xilose (Prakash et al., 2010).

Viana et al. (2006, 2007) determinaram as condi¢cdes ideais para a
producdo de a-galactosidases por D. hansenii UFV-1, purificaram e
caracterizaram estas enzimas. Além disso, os autores estudaram o uso das
células permeabilizadas da levedura contendo a enzima o-galactosidase
intracelular para a hidrélise dos oligossacarideos de rafinose presentes em leite
de soja, obtendo reducao de 70% dos teores de rafinose e 100 % dos teores de
estaquiose, apés 6 h de incubacao a 60 °C.

Menon et al. (2010) estudaram a utilizagdo de uma espécie
termotolerante de D. hansenii, bem como suas células imobilizadas em alginato
de calcio, para a produgdo de etanol a partir da fermentagdo de glicose e
xilose. Segundo os autores, as células imobilizadas foram reutilizadas por 6

vezes a 40 °C, com uma eficiéncia de fermentacao de 100 %.
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Prakash et al. (2010) demonstraram um excelente potencial fermentativo
de uma nova espécie termotolerante de D. hansenii para a produgao de xilitol a
partir de xilose. O rendimento da produgao de xilitol se equiparou ao valor
maximo teorico e as células da levedura imobilizadas em alginato de calcio
produziram xilitol mais eficientemente. As células imobilizadas foram
reutilizadas por 6 vezes consecutivas, sem perda aparente da capacidade de
fermentacgao.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Tecnologia
Bioquimica, Enzimologia Aplicada e Analises Bioquimicas, da Universidade

Federal de Vigosa, Minas Gerais.

4.1. Reagentes

Os reagentes maltose, melibiose, gentiobiose, celobiose, glicose,
celulose, p-nitrofenol (oNP), p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (oNPBGIc), p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (poNPaGlc), p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo
(oNPaGal), p-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (poNPBGal), p-nitrofenil-o-D-
manopiranosideo (pNPaMan), p-nitrofenil-B-D-manopiranosideo (oNPBMan), p-
nitrofenil-B-D-xilopiranosideo  (poNPBXyl), p-nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo
(oNPoaAra), m-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (mNPaGal), o-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (oNPBGIc) e o-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (oNPaGal),
acido bicinconinico e solugédo de 4 % (p/v) CuSO4 foram adquiridos da Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO, USA). Da Merk S. A. Industrias Quimicas
(Darmstadt, Germany), foram obtidos os reagentes sacarose e lactose.

As resinas DEAE-Sepharose, Sephacryl S-300 e Phenyl Sepharose
foram obtidas da GE Healthcare (Uppsala, Sweden).

Os demais reagentes utilizados para a execugdo deste trabalho

apresentavam procedéncia e grau de pureza analiticos.

4.2. Microrganismo

A linhagem de Debaryomyces hansenii UFV-1 pertence a colecéo de

leveduras do Laboratério de Fisiologia de Microrganismos - BIOAGRO - UFV.

4.3. Manutencgao da cultura

A levedura mantida a - 80 °C em glicerol e YPD (1 % de extrato de
levedura, 2 % de peptona e 2 % de glicose), foi ativada em meio YPD sdélido

(1,5 % agar), e incubada em camara de crescimento por 72 h a 28 °C. As
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placas foram mantidas a 4 °C e este estoque foi repicado e utilizado para

padronizagao do indculo.

4.4. Meios de cultura, fontes de carbono e tempos para producao de -

glicosidases por Debaryomyces hansenii UFV-1

Os meios de cultura utilizados para o crescimento da levedura
D.hansenii foram:

e Meio YP: 1 % (p/v) de extrato de levedura e 2 % (p/v) de peptona.

e Meio mineral (MME) com extrato de levedura: contém, por litro de agua
destilada, 0,62 g de KH;POy4, 2 g de K;HPO4, 1 g de (NH4)2SOy4, 0,1 g
de MgS0O4.7H,0 e 5 g de extrato de levedura.

e Meio mineral (MM): contém, por litro de agua destilada, 0,62 g de
KH2PO4, 2 g de K;HPO4, 1 g de (NH4)2SO4, 0,1 g de MgSO4.7H,0.

Os acucares utilizados como fonte de carbono, na concentragédo de 1 %
(p/v), foram: celobiose, maltose, celulose (Avicel®) e glicose. Os tempos de
incubacédo testados para produgdo das [B-glicosidases pelo microrganismo
foram 0, 12, 24, 36 e 48 h.

4.5. Cultivo de Debaryomyces hansenii UFV-1

A levedura D. hansenii mantida em placas a 4 °C foi ativada em YPD
liquido, em Erlenmeyers de 250 mL, sendo incubada em Incubator Shaker
Series 25 D New Brunswick, 180 rpm, por 12-15 h, a 28 °C. Apds este periodo,
o meio foi centrifugado a 4000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e as células de D. hansenii foram inoculadas nos meios de cultura
(concentragao inicial de 0,15 mg/mL) contendo as diferentes fontes de carbono,
sendo que estes foram incubados nas mesmas condicdes descritas acima. Nos
tempos 12, 24, 36 e 48 h de cultivo, os Erlenmeyers correspondentes foram
retirados do shaker e os meios neles contidos foram congelados para posterior
analise de determinacgao da atividade enzimatica e do crescimento celular.

O crescimento da levedura foi estimado pela medida da massa celular

fresca obtida a partir da centrifugagcéo dos meios a 15000 g por 20 minutos.
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4.6. Extracao de B-glicosidases

A levedura D. hansenii UFV-1 foi ativada conforme o item 4.5. As células
obtidas apds centrifugagdo a 4000 g por 5 minutos foram inoculadas em meio
de cultivo apropriado. Apoés incubagao em Incubator Shaker Series 25 D New
Brunswick, a 180 rpm, pelos tempos de 12, 24, 36 e 48 h, a 28 °C, a cultura foi
centrifugada a 15000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado como fonte
da enzima extracelular. As células foram rompidas seguindo procedimento
usando ultrasom e Triton X-100 e o extrato centrifugado foi utilizado como fonte

de B-glicosidase intracelular (Figura 6).
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Célula (aproximadamente 15 g)

!

Gral + Nz liquido

\4

Maceracéao

\4

Solugéo de lise (40 mL)

v

Voértex (1 min)

\ 4

5X Congelamento com N liquido

!

Banho maria (40 °C)

\4

Vortex (1 min)

Banho ultrasonicador (10 min)

v

Centrifugagao (15000 g/ 30 min / 4 °C)

\4

Sobrenadante (extrato enzimatico)

Figura 6: SeqUéncia das etapas de extragdo da -glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1.

A solugao de lise foi preparada com tampao acetato de sédio 0,1 M e
Triton X-100 0,25 % (p/v).
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4.7. Purificagcao da B-glicosidase intracelular

A B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1 foi purificada de
acordo com o fluxograma abaixo (Figura 7). Cada uma destas etapas estéo

descritas nas seg¢oes 4.7.1 a 4.7.5.

Extrato bruto

Dialise

A

Cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose

Ultrafiltracao

Cromatografia de filtragdo em gel Sephacryl S-300

Cromatografia de interagao hidrofébica Phenyl Sepharose

Enzima purificada

Figura 7: Sequéncia das operagodes utilizadas no processo de purificagdo da [3-
glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1.

4.7.1. Dialise

O extrato bruto foi submetido a dialise contra 4 L de tampéo fosfato de
sodio 10 mM, pH 6,0, por 15 h, a 4 °C. Neste processo foi utilizada uma

membrana de dialise com um poro de exclusao de 3 kDa.

4.7.2. Cromatografia de troca i6nica

A amostra dialisada foi submetida a cromatografia de troca ibnica
convencional em uma coluna (2,0 x 6,8 cm) de DEAE-Sepharose previamente

equilibrada com tampao fosfato de sédio, 50 mM, pH 7,0. As proteinas foram
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eluidas com o mesmo tampéao, seguido por um gradiente salino crescente
formado por tampao fosfato de sodio, 50 mM, pH 7,0, e o mesmo tampao
contendo 0,8 M de NaCl. Todo o processo foi realizado a 4 °C, com fluxo de 60
mL/h. Fracbes de 2 mL foram coletadas e aquelas que apresentaram atividade

de B-glicosidase foram reunidas.

4.7.3. Ultrafiltragao

O processo de ultrafiltragao foi utilizado durante as etapas de purificacdo
para concentragdo da amostra enzimatica proveniente da cromatografia de
troca ibnica. As fragbes foram coletadas usando uma membrana de
ultrafiltracdo Amicon® Ultra, Millipore (Billerica, MA, USA) com um poro de
exclusdo de 3 kDa. O processo foi realizado em centrifuga refrigerada
Beckman J2-MI a 3500 rpm, por 1 hora, a 4 °C (rotor JA-17).

4.7.4. Cromatografia de filtragao em gel

A amostra concentrada, proveniente da ultrafiltragdo, foi submetida a
cromatografia de filtracdo em gel em FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) em uma coluna (26/60) de Sephacryl S-300 previamente
equilibrada com tampao fosfato de sédio, 50 mM, pH 7,0. As proteinas foram
eluidas com o mesmo tampao com fluxo continuo de 60 mL/h e foram
coletadas fragdes de 1,5 mL. As fragdes com atividade de B-glicosidase foram

reunidas.

4.7.5. Cromatografia de interagao hidrofobica

A amostra proveniente da cromatografia de filtragdo em gel foi
submetida a cromatografia de interagdo hidrofébica, em FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography), em uma coluna (1,6 x 2,5 cm) de Phenyl Sepharose
previamente equilibrada com tampao fosfato de soédio 25 mM, pH 7,0 contendo
0,5 M de (NH4)2SO4. As proteinas foram eluidas com o mesmo tamp&o
contendo (NH4),SO4 seguido por um gradiente salino decrescente formado por
tampao fosfato de sédio, 25 mM, pH 7,0 contendo 0,5 M de (NH4):SO4 e
tampao fosfato de sodio 25 mM, pH 7,0. A corrida foi realizada com fluxo
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continuo de 240 mL/h e foram coletadas fracdes de 1,5 mL. As fracbes com
atividade de B-glicosidase foram reunidas para posterior determinagao do grau

de pureza, da massa molecular e para caracterizagao cinético-bioquimica.

4.8. Determinacao da atividade da B-glicosidase

4.8.1. Com o substrato sintético pNPBGlc

Para o ensaio da atividade da B-glicosidase foi utilizado o substrato
sintético pPNPBGIc (4-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo). As misturas de reacgdes
continham 650 pyL de tampéao fosfato de sédio, 50 mM, pH 6,0, 250 uL de
solugdo pNPBGIc 2 mM e 0 - 100 yL do extrato enzimatico. As reagdes foram
conduzidas por 15 min, em banho-maria a 45 °C, e interrompidas pela adicéo
de 1 mL de solugao de Na,CO3 0,5 M. Os valores de absorbancia obtidos a 410
nm foram transformados em pmoles de oNP, utilizando uma curva padrao
construida com 0 - 0,2 ymoles de pNP a partir de uma solugdo estoque de
concentracdo 2 umoles/mL.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 ymol de pNP por minuto, nas condi¢des de
ensaio.

Para a determinacdo da atividade enzimatica das células
permeabilizadas, o ensaio foi conduzido com 100 yL de suspenséao de células
(extrato enzimatico) previamente diluida em tampéo fosfato de sédio, 50 mM,
pH 6,0. O restante do ensaio seguiu 0s mesmos passos descritos acima.

Para a determinagdo da atividade de [-glicosidase das células
imobilizadas, o ensaio foi conduzido com os mesmos reagentes descritos
anteriormente com a substituicdo da suspensao de células por 4 esferas de

alginato.

4.8.2. Com agucares redutores

Para os ensaios da atividade da B-glicosidase intracelular com os
agucares redutores celobiose, melibiose, maltose, gentiobiose e lactose, a
glicose liberada da reacdo foi determinada por meio do método da glicose

oxidase (Sternberg et al., 1970). O ensaio foi conduzido com 250 uL de solugéo
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de agucar redutor 10 mM em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0 e 250 uL
de extrato enzimatico. O ensaio foi conduzido por 30 minutos a 45 °C. A reagao
foi interrompida pela imersdo dos tubos em banho de agua fervente, por 5
minutos, sendo depois colocados em agua fria para reducédo da temperatura do
meio de reagdo. Ao final desta primeira etapa, 0,5 mL do reativo de glicose
oxidase foi adicionado a reagao e a mistura foi novamente incubada por 15
minutos a 37 °C. A concentragdo de glicose formada foi estimada
espectrofotometricamente, a 510 nm, por uma curva padrao construida com 0-
0,15 umoles de glicose, utilizando-se uma solugéo estoque de concentragéo 1
mg/mL.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 ymol de glicose por minuto, nas condigbes de

ensaio.

4.8.3. Com agucar nao redutor

Para o ensaio com o substrato sacarose, a atividade da B-glicosidase
intracelular foi determinada medindo-se a quantidade de acgucar redutor
produzida com o uso do reagente dinitrossalicilato (DNS) pelo método de Miller
(1956). A mistura de reagdo continha 750 pL de tampé&o fosfato de sédio, 50
mM, pH 6,0, 500 uL de solugcdo do substrato sacarose 10 mM e 250 pL de
extrato enzimatico. O ensaio foi conduzido por 30 minutos a 45 °C. Apds este
periodo, foi adicionado 0,5 mL do reagente DNS. As amostras foram fervidas
por 5 minutos e deixadas em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.
Os valores de absorbéancia obtidos a 540 nm foram transformados em pmoles
de glicose, utilizando uma curva padrao construida com 0-2 umoles de glicose,
a partir de uma solugao estoque de concentragéo 2 mg/mL.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 ymol de acucar redutor por minuto, nas condi¢cdes

de ensaio.

4.8.4. Com polimero

O ensaio para atividade da [-glicosidase intracelular também foi

realizado com o polimero celulose (Avicel®), nas concentragdes de 0,1 e 1 %
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(p/v), com o uso do reagente dinitrossalicilato (Miller, 1956), como descrito no
item 4.8.3.

4.8.5. Com outros substratos sintéticos

Os ensaios da atividade da B-glicosidase intracelular foram idénticos ao
descrito no item 4.8.1, exceto que foram utilizados os substratos p-nitrofenil-3-
D-glicopiranosideo (oNPBGIc), p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNPaGlc), p-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (oNPaGal), p-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo (oNPBGal), p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo (oNPaMan),
p-nitrofenil-B-D-manopiranosideo (oNPBMan), p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo
(oNPBXyl), p-nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo (oNPaAra), m-nitrofenil-o-D-
galactopiranosideo (mNPaGal), o-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (oNPBGIc) e

o-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (oNPaGal).

4.9. Determinagao da concentragcao de proteina nos extratos enzimaticos

As concentragbes protéicas nas preparagdes enzimaticas obtidas logo
apos extragdo da B-glicosidase das células da levedura foram determinadas
pelo método colorimétrico do acido bicinconinico (BCA) conforme descrito por
Smith et al. (1985). Nos tubos contendo a solugao com as proteinas (0-100 pL)
foi adicionado, em intervalos de 30 segundos, 1 mL do reagente de trabalho
(Reagente A: Solugéo de acido bicinconinico - 50 mL e Reagente B: solugéo de
4 % CuS04.5H,0 - 1 mL). A mistura foi agitada rapidamente e em seguida, os
tubos foram colocados em banho-maria a 37 °C, por exatos 30 minutos. Apos
este periodo, os tubos foram retirados em intervalos de 30 segundos e
deixados 20 minutos em temperatura ambiente. As leituras foram efetuadas em
intervalos de 30 segundos em espectrofotdmetro a 562 nm e o teor de proteina
foi determinado conforme curva padrdo construida com 0,24 % (p/v) de
albumina sérica bovina (BSA).

Para quantificar as proteinas presentes nos extratos enzimaticos obtidos
com as etapas de purificagao, utilizou-se o método de absor¢céo no ultravioleta,
ou seja, leitura em espectrofotdbmetro a 280 nm. Em geral, considera-se que
uma leitura de 1,0 em 280 nm equivale a uma concentracdo de 1,0 mg/mL de
proteina.
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4.10. Determinacgao do grau de pureza da B-glicosidase

4.10.1. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), contendo SDS e j-
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Os mini-
géis foram preparados a partir de solugcédo estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30 % (p/v), tampao Tris/HCI 1,5 M, pH 8,6, para o gel
separador e tampao Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8, para o gel empilhador, persulfato
de aménio 10 % (p/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 % (p/v) e, N,N,N,N-
tetrametil-etilenodiamino de sédio (TEMED). As corridas eletroforéticas foram
realizadas a temperatura ambiente, a 100 V, em placas do Sistema Mini-Gel da
Sigma Chemical Company. As amostras submetidas a eletroforese foram,
anteriormente, precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 50 % (p/v), lavadas
com acetona gelada e adicionadas ao tampao de amostra desnaturante 3
vezes concentrado (0,19 M Tris/HCI, pH 6,8, 2,3 % p/v de SDS, 1 % v/v de
glicerol, 5 % v/v de B-mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas durante 4

minutos e aplicadas no gel (Laemmli, 1970).

4.10.2. Coloragao dos géis de eletroforese

As proteinas presentes nos géis foram reveladas com nitrato de prata,
conforme procedimento descrito por Blum et al.(1987).

Apos a corrida eletroforética, os géis foram colocados em 50 mL de
solugédo fixadora (metanol, acido acético glacial e agua, na proporgdo de
50:12:38 em volume) por no minimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10 minutos
com solugdo de etanol 50 % (p/v). Os géis foram lavados, por 1 minuto, em
solucdo de tiossulfato de sédio 0,02 % (p/v). Em seguida, os géis foram
rapidamente lavados com agua destilada e incubados, por 30 minutos, em
solucdo de nitrato de prata 0,2 % (p/v), contendo 37 uL de formaldeido 37 %
(v/v) e lavados 3 vezes, por 20 segundos, com agua destilada. Posteriormente,
os geéis foram tratados com a solugédo reveladora (carbonato de sodio 4 %,
contendo 2 mL de solugdo de tiossulfato de sédio 0,02 % e 50 uL de
formaldeido 37 %), até a visualizacdo das bandas protéicas. A reagdo foi

interrompida pela adi¢cao de acido acético.
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4.11. Determinagcao da massa molecular

A determinacdo da massa molecular da B-glicosidase de D. hansenii
UFV-1 foi feita por duas técnicas descritas nas secgbdes 4.11.1 e 4.11.2,

eletroforese e filtracdo em gel, respectivamente.

4.11.1. Por eletroforese

Para a determinacédo da massa molecular da B-glicosidase intracelular
de D. hansenii UFV-1, foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5
%). Os marcadores de massa molecular utilizados foram os da Fermentas Life
Sciences, uma mistura de 14 proteinas altamente purificadas, com suas
massas moleculares pré-definidas. A massa molecular da B-glicosidase foi
estimada correlacionando-se, por meio de uma curva padrdo, os perfis de
migragdo das proteinas padrao (distédncia percorrida no gel, em centimetros)

com o logaritmo das massas moleculares.

4.11.2. Por filtragao em gel

A massa molecular da B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1,
na sua conformacéo nativa, foi estimada por cromatografia de filtragdo em gel
utiizando a resina Sephacryl S-200, em FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography). A coluna (16/60), foi previamente equilibrada com tampao
Tris-HCI, 50 mM, pH 7,4, contendo 100 mM de KCI. O fluxo utilizado em todas
as cromatografias foi de 60 mL/h, sendo que as fragdes coletadas tinham um
volume de 1,5 mL.

Uma cromatografia utilizando azul de dextrana foi executada, com o
objetivo de determinar o volume vazio da coluna.

A massa molecular da B-glicosidase foi estimada correlacionando-se,
por meio de uma curva padrao, as constantes de eluicdo das proteinas padrao
(relacdo entre o volume de eluicdo da proteina e o volume vazio da coluna)
com as massas moleculares das respectivas proteinas. Os padrdes de massa
molecular foram albumina (66 KDa), alcool desidrogenase (150 KDa), anidrase
carbbnica (29 KDa), B-amilase (200 KDa) e citocromo ¢ (12,4 KDa), todos da
Sigma Chemical Company.
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4.12. Permeabilizagao das células de Debaryomyces hansenii UFV-1

O protocolo de permeabilizagdo das células de D. hansenii UFV-1 foi o
desenvolvido por Junior et al., 2009. As células congeladas, obtidas a partir da
centrifugagcéo do meio YP utilizando celobiose como fonte de carbono apdés 12
h de cultivo, foram pesadas e misturadas a uma solugao de etanol 50 % (v/v)
na seguinte proporgéo: 450 yL de solvente para 0,2 g de célula. A mistura foi
mantida sob agitacdo lenta, a temperatura ambiente, pelos tempos de 5, 10 e
15 minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 4000 g por 10 minutos, a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células foram secas em estufa por 1
hora a 37 °C.

As células de D. hansenii UFV-1 permeabilizadas e secas foram
novamente pesadas para determinacdo da atividade de [-glicosidase
intracelular, conforme descrito no item 4.8.1.

O estudo do tempo de permeabilizagao celular foi feito por comparacgao
dos dados relativos as médias das atividades enzimaticas utilizando ANOVA
seguida de teste de Tukey para médias (a=0,05) no software SAEG verséo
demonstracao (SAEG 9.1, 2007).

4.13. Imobilizagao das células permeabilizadas de Debaryomyces hansenii
UFV-1

A imobilizacdo das células de D. hansenii UFV-1 foi realizada de acordo
com Junior et al., 2009. Apds terem sido permeabilizadas e secas, as células
de D. hansenii foram misturadas a uma solugéo de alginato de sédio 2 % (p/v),
previamente autoclavada, em diferentes proporg¢des de célula para cada 1 g de
alginato. Cada uma das misturas foi adicionada, gota a gota, através de uma
bomba peristaltica, em uma solugdo de CaCl, 0,1 M, para a formacao das
esferas de alginato de calcio contendo as células imobilizadas. Para melhor
formacao do reticulo e estabilizacdo da rede tridimensional do gel de alginato,
as esferas foram mantidas na solucédo de CaCl, 0,1 M por diferentes tempos a
4 °C. Posteriormente, estas foram lavadas com tampéao fosfato de sdédio 50
mM, pH 6,0 e armazenadas no mesmo tampao a 4 °C, até o uso.

Fragcbes contendo um numero especifico de esferas de alginato foram

ensaiadas para a determinacdo da atividade da B-glicosidase contida nas
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células imobilizadas de D. hansenii UFV-1 conforme descrito no item 4.8.1. O
namero de particulas formadas durante o processo de imobilizacdo foi
determinado multiplicando o numero médio de esferas formadas durante 1
minuto pelo tempo total, uma vez que o fluxo da bomba peristaltica

permaneceu constante durante todo o processo.

4.13.1. Efeito da relagao célula:alginato na atividade da B-glicosidase

Para estudar o efeito da relagdo célula:alginato, usada durante a
formacgao das esferas de alginato, na atividade da B-glicosidase, foram testadas
as proporgdes de 4 e 8 g de célula para cada 1 g de alginato. Apos a formagéo
das esferas, a atividade da B-glicosidase foi quantificada conforme o item 4.8.1.

O estudo da relagédo célula:alginato foi realizado por comparagdo dos
dados relativos as médias das atividades enzimaticas utilizando ANOVA
seguida de teste F de Snedecor para médias (a=0,05) no software SAEG
versdo demonstracao (SAEG 9.1, 2007).

4.13.2. Efeito do tempo de reticulagao das esferas de alginato na atividade

da B-glicosidase

Depois de formadas, as esferas de alginato foram mantidas em solugéo
de CaCl; 0,1 M por 12 e 24 horas. As esferas foram lavadas com tampéo
fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0 e armazenadas no mesmo tampao a 4 °C. A
determinacao da atividade da [(3-glicosidase foi realizada conforme descrito no
item 4.8.1.

O estudo do tempo de reticulagao foi realizado por comparagao dos
dados relativos as médias das atividades enzimaticas utilizando ANOVA
seguida de teste F de Snedecor para médias (a=0,05) no software SAEG
versdo demonstracao (SAEG 9.1, 2007).

4.13.3. Efeito do numero de esferas de alginato ensaiadas na atividade da

B-glicosidase

Para melhor quantificacdo da atividade da B-glicosidase contida nas
células imobilizadas, foram testados diferentes numeros de esferas de alginato
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no ensaio de atividade enzimatica. Assim, foram testadas 3, 4 e 12 esferas
sendo que 0 ensaio seguiu 0s mesmos passos do item 4.8.1.

O estudo do numero de esferas de alginato a serem ensaiadas foi feito
por comparacdo dos dados relativos as médias das atividades enzimaticas
utilizando ANOVA seguida de teste de Tukey para médias (a=0,05) no software
SAEG versao demonstracao (SAEG 9.1, 2007).

4.13.4. Efeito da agitagao na determinagao da atividade de B-glicosidase

Para avaliar o efeito da agitagdo sobre a atividade da B-glicosidase
contida nas células imobilizadas, o ensaio de atividade com o substrato
sintético pNPBGIc, descrito no item 4.8.1, foi realizado sob agitacdo lenta,
utilizando-se um agitador de bancada e um banho termostatico.

O estudo do efeito da agitagéo foi realizado por comparagéo dos dados
relativos as médias das atividades enzimaticas utilizando ANOVA seguida de
teste F de Snedecor para médias (0=0,05) no software SAEG versao
demonstracao (SAEG 9.1, 2007).

4.14. Caracterizagao enzimatica
4.14 1. Efeito do pH

Para o estudo do efeito do pH na atividade da [B-glicosidase livre e
imobilizada, as condicbes de ensaio foram as mesmas descritas no item 4.8.1
exceto que o ensaio foi realizado em diferentes valores de pH utilizando-se
tampdes Mcllvaine (Mcllvaine, 1921), na faixa de 2,0 a 8,0.
4.14.2. Efeito da temperatura

Para o estudo do efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase
livre e imobilizada, as condicdes de ensaio foram as mesmas descritas no item

4.8.1 exceto que o ensaio foi realizado em varias temperaturas compreendidas
entre 10 e 60 °C.
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4.14.3. Analise de termoestabilidade

A estabilidade térmica da B-glicosidase livre e imobilizada foi testada em
varias temperaturas. Para a enzima livre, aliquotas (0-100 ulL) da enzima
purificada foram pré-incubadas em solugdo tampéao fosfato de sodio, 25 mM,
pH 7,0, nas temperaturas de 40, 45, 50 e 55 °C, por diferentes tempos. Apds
cada tempo de pré-incubacdo, os ensaios para atividade foram conduzidos
como descrito no item 4.8.1. Para a B-glicosidase imobilizada, as esferas de
alginato contendo as células da levedura foram pré-incubadas em solugéo
tampao fosfato de sddio, 50 mM, pH 6,0, nas temperaturas de 45, 50 e 55 °C,
por diferentes tempos. Apds cada tempo de pré-incubacido, os ensaios para
atividade foram conduzidos como descrito no item 4.8.1.

Também foi determinada a estabilidade da enzima livre durante 15 dias
a temperatura ambiente (23 °C) e durante 3 meses na temperatura de 4 °C. As

atividades da enzima foram determinadas conforme descrito no item 4.8.1.

4.14.4. Efeito do pH na estabilidade e atividade da B-glicosidase

O efeito do pH na estabilidade da B-glicosidase foi testado pré-
incubando a solugdo da enzima ou as esferas de alginato contendo as células
da levedura na faixa de pH de 2,0 a 8,0, por 30 minutos, no gelo. Apés o
periodo de pré-incubacdo, a atividade das enzimas livre e imobilizada foi

conduzida como descrito no item 4.8.1.

4.14.5. Meia-vida da B-glicosidase

O ensaio para determinar a meia-vida da enzima foi feito utilizando-se 0-
100 pL das enzima purificada e 650 uL de tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH
6,0. As misturas foram pré-incubadas nas mesmas temperaturas e tempos
utilizados na determinagcdo das termoestabilidades. Apds cada tempo de pré-
incubac&o, os ensaios para as atividades da B-glicosidase foram conduzidos
conforme descrito no item 4.8.1. As curvas de meia vida foram construidas pelo

programa Curve Expert, versao 1.4 para Windows.
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4.14.6. Determinagcao dos parametros cinéticos

Para obtencado dos valores de Ky € Vmax para a enzima livre, os ensaios
de atividade enzimatica foram realizados utilizando-se concentragdes
crescentes do substrato sintético pNPBRGIc. Os ensaios enzimaticos foram
conduzidos como descrito no item 4.8.1, porém, utilizando-se concentracdes de
0,2; 0,3;0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6; 2,0; 2,2; 2,6; 3,0; 3,2; 3,6; 4,0; 4,2; 4,6 € 5,0
mM para pNPBGlc.

Para determinar o efeito da concentragao do substrato na velocidade da
reacao catalisada pela [(B-glicosidase contida nas células imobilizadas de D.
hansenii UFV-1, os ensaios de atividade foram conduzidos como descrito no
item 4.8.1, porém, utilizando-se concentragdes de 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 mM para pNPBGlc.

Os valores de Ky e Vimax para a enzima livre € de Ky app. € Vimax app. Para a
enzima imobilizada foram calculados pela curva de velocidade em fungao da
concentragdo de substrato, Curva de Michaelis-Menten, e pelo grafico duplo-
reciproco, Grafico de Lineweaver-Burk, pelo programa Curve Expert, versao

1.4 para Windows.

4.14.7. Determinagao da especificidade da B-glicosidase para diversos

substratos

Ensaios enzimaticos foram realizados com diversos substratos
sintéticos, naturais e polimeros com o objetivo de determinar a especificidade
da B-glicosidase purificada.

As atividades da [-glicosidase intracelular foram estimadas com outros
substratos sintéticos, além do pNPBGlc, como, p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(oNPaGlc), p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (pNPaGal), p-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (oNPBGal), p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo (oNPaMan),
p-nitrofenil-B-D-manopiranosideo (pNPBMan), p-nitrofenil-p-D-xilopiranosideo
(oNPBXyl), p-nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo (pNPaAra), m-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (mNPaGal), o-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo (oNPBGIc) e
o-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (oNPaGal), Os ensaios foram realizados

como descrito no item 4.8.5.
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As atividades da B-glicosidase intracelular também foram estimadas com
0os acgucares redutores celobiose, lactose, maltose, melibiose e gentiobiose,
como descrito no item 4.8.2, com o agucar n&o redutor sacarose, como descrito
no item 4.8.3 e com o polimero celulose (Avicel®), conforme descrito no item
4.84.

4.14.8. Efeitos de ions, agentes redutores e agucares na atividade da -

glicosidase

Os efeitos de ions, agentes redutores e acucares na atividade da [-
glicosidase intracelular, foram analisados utilizando-se 450 uL de tampéo
fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, 0-100 uL das enzimas purificadas e 200 uL de
solucbes 1 e 10 mM de cada um dos seguintes compostos: acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), nitrato de prata, cloreto de sodio, dodecil
sulfato de sodio (SDS), cloreto de potassio, cloreto de calcio, B-mercaptoetanol,
D-glicose, uréia, maltose, celobiose, celulose (Avicel®), glicerol, etanol, acido
acético, Triton X-100, carbonato de calcio, cloreto de cobalto, sulfato de
magnésio, cloreto de zinco, sulfato de zinco, iodeto de potassio, sulfato de
sodio, fluoreto de sddio, cloreto de ferro, sulfato de manganés, cloreto de
manganés. Os ensaios das atividades foram conduzidos conforme descricao

no item 4.8.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. INFLUENCIA DA COMPOSIGAO DO MEIO DE CULTURA NA
PRODUGAO DE B-GLICOSIDASES POR Debaryomyces hansenii UFV-1
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5.1.1. Cultivo da levedura Debaryomyces hansenii UFV-1

O crescimento da levedura D. hansenii UFV-1, nos diferentes meios

testados, pode ser visualizado na Figura 8.
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Figura 8: Massa celular obtida a partir da cultura de D. hansenii UFV-1 em (A)
YP, (B) MME e (C) MM, em diferentes tempos de cultivo, com diferentes fontes
de carbono. Os valores estéo corrigidos para mg/mL de meio de cultura.
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Os trés meios, YP, MME e MM, foram testados com o objetivo de avaliar
o requerimento nutricional e o efeito de cada um dos agucares no crescimento
celular e produgéao de B-glicosidase. O meio YP € o meio mais completo, rico
em nutrientes; o meio MME é um meio intermediario, contém sais minerais e
extrato de levedura; e o meio MM é um meio pobre, contendo somente sais
minerais.

Conforme pode ser observado na Figura 8A, o meio de cultura contendo
extrato de levedura e peptona (YP) foi o que promoveu maior producdo de
massa celular comparado aos demais. D. hansenii UFV-1 cresceu em todas as
fontes de carbono testadas e em todos os tempos testados. No meio YP, que
possui diversos precursores biossintéticos, os agucares foram principalmente
utilizados como fonte de energia. Assim, assimilados como fonte de energia, os
acucares foram menos especificos em promover o crescimento celular.
Quando celobiose e (glicose foram utilizadas, a levedura cresceu
progressivamente até 48 h. Para a maltose e a celulose, a levedura cresceu até
36 h, diminuindo em seguida até 48 h. Observa-se que, para o meio YP, os
agucares que mais induziram o crescimento da levedura foram a glicose e a
celobiose, no tempo de 48 h de cultivo (21,1 e 20 mg/mL, respectivamente).
Provavelmente a glicose, que € um monossacarideo, serviu como fonte de
energia mais facilmente assimilada pela levedura. Os dissacarideos celobiose
e maltose também promoveram aumento de massa celular, entretanto
celobiose foi mais eficiente. Por outro lado, o polissacarideo celulose foi o
menos eficiente em promover o crescimento celular.

Villena et al. (2006) testaram o crescimento da levedura D.
pseudopolymorphus em meio YP, contendo celobiose ou glicose como fontes
de carbono, por 72 h a 30 °C. Os autores relataram que a levedura produziu
massa celular 1,2 vezes menor no meio contendo glicose.

No meio de cultura contendo sais minerais e extrato de levedura (MME)
(Figura 8B), também foi observado crescimento de D. hansenii UFV-1 em todos
os agucares testados, mas nao nos diferentes tempos. No caso da celobiose, a
levedura cresceu progressivamente até 48 h. Para a maltose, houve
crescimento do microrganismo até 36 h, diminuindo em seguida até 48 h.
Quando se utilizou glicose, D. hansenii UFV-1 cresceu até 24 h e, em seguida,
seu crescimento diminuiu nos tempos 36 € 48 h. No caso da celulose, o
crescimento so6 foi verificado no tempo 48 h de cultivo. Observa-se que, para o
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meio MME, a fonte de carbono que mais induziu o crescimento da levedura foi
a celobiose, no tempo de 48 h (17,6 mg/mL). No caso do meio MME, observa-
se uma maior especificidade dos agucares na producdo de massa celular. A
levedura provavelmente utilizou os agucares como fonte de energia mas mais
especificamente como fonte de carbono. O extrato de levedura presente no
meio deve ter fornecido os co-fatores e co-enzimas necessarios a atividade
enzimatica e assim, a celobiose, que tem 12 carbonos foi mais eficiente como
fonte de carbono do que o monossacarideo glicose (6 C) em promover o
crescimento celular.

De acordo com a Figura 8C, no meio de cultura contendo apenas sais
minerais (MM), a levedura exibiu menor crescimento comparada aos outros
meios. D. hansenii UFV-1 foi capaz de crescer em todas as fontes de carbono
testadas, mas ndao em todos os tempos. Observou-se que com a celobiose e a
glicose o crescimento aumentou progressivamente até 48 h. Ja para o agucar
maltose, D. hansenii UFV-1 cresceu até 36 h, diminuindo em seguida até 48 h.
Para a celulose, o crescimento so foi verificado no tempo 48 h de cultivo.
Observa-se que, para o meio MM, a fonte de carbono que mais induziu o
crescimento da levedura foi a glicose, no tempo de 48 h (8,68 mg/mL). No meio
MM, o acgucar provavelmente foi utilizado principalmente como fonte de
carbono, mas para ativagdo do complexo enzimatico que permite sua utilizagcao
sao necessarios os co-fatores enzimaticos. Nestas condi¢des, provavelmente o
agucar mais facilmente metabolizavel pela levedura foi a glicose, e assim foi
capaz de promover aumento de massa celular, embora reduzido quando

comparado aos outros meios.

5.1.2. Atividade de B-glicosidases de Debaryomyces hansenii UFV-1

Para os trés meios testados - YP, MM, MME - com as diferentes fontes
de carbono - celobiose, maltose, celulose e glicose — nado foi observada
producao da B-glicosidase extracelular por D. hansenii UFV-1.

Porém, a levedura produziu uma quantidade significante da enzima

intracelular (Figura 9).
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Figura 9: Atividade da p-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1 cultivada
nos meios (A) YP, (B) MME e (C) MM, em diferentes tempos e fontes de
carbono. Os valores de atividade foram corrigidos para U/mL de cultura.

Os dados mostrados na Figura 9 indicam que nas condi¢gdes de cultivo
testadas, celobiose foi um bom indutor da atividade de [-glicosidase
intracelular de D. hansenii UFV-1. De acordo com a Figura 9A, observa-se que

a levedura, quando cultivada por 36 h em meio YP com o agucar celobiose,
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apresentou maxima atividade de B-glicosidase, 0,019 U/mL. Porém, esta
atividade foi proxima aquela determinada com 12 h de cultivo, também com
celobiose como fonte de carbono (0,016 U/mL). As outras fontes de carbono
praticamente ndo induziram atividade de p-glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1 no meio YP, nos tempos testados, com excegao da glicose, no
tempo de 24 h (0,002 U/mL).

Quando a levedura foi cultivada no meio mineral contendo extrato de
levedura (MME) (Figura 9B), a celobiose induziu maior atividade de p-
glicosidase intracelular, 0,014 U/mL, no tempo de 48 h. As outras fontes de
carbono praticamente ndo induziram atividade de 3-glicosidase no meio MME,
nos tempos testados.

De acordo com a Figura 9C, no meio mineral MM com a fonte de
carbono celobiose, a maior atividade de p-glicosidase intracelular, 0,004 U/mL,
foi detectada com 24 h de cultivo, muito préxima da atividade encontrada para
este mesmo acgucar, no tempo de 12 h.

Pode-se observar que, para os meios YP e MM, a fonte de carbono que
mais favoreceu o crescimento celular ndo foi aquela que mais induziu a
atividade enzimatica. A maior atividade enzimatica ocorreu na presenca de
celobiose, nos tempos de cultivo de 36, 48 e 24 h, respectivamente, para os
meios YP, MM e MME. Porém para os meios YP e MM, o maior crescimento
celular ocorreu com a fonte de carbono glicose no tempo de 48 h. Somente
para o meio MME, as condi¢cdes de maior crescimento celular e maior atividade
enzimatica coincidiram.

Resultado semelhante de indugdo da atividade de B-glicosidase pela
celobiose, observado para D. hansenii UFV-1, foi descrito para outros
microrganismos. Belancic et al. (2003) observaram que quando cultivada em
meio YP contendo celobiose como fonte de carbono, a levedura D. vanrijiae
produziu grandes quantidades de p-glicosidase extracelular com atividade
maxima detectada em 60 h de cultivo. Segundo os mesmos autores, esta
producdo se aproximou a de fungos filamentosos comumente utilizados em
aplicagdes biotecnoldgicas. Num estudo realizado por Villena et al. (2006), D.
pseudopolymorphus foi crescida em meio YP contendo duas diferentes fontes
de carbono, celobiose e glicose, para a producéo de B-glicosidase extracelular.
A levedura cresceu nos dois meios testados, mas a maior atividade enzimatica

foi obtida quando se utilizou celobiose como acgucar indutor no tempo de 40 h.
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Porém, segundo os autores, a atividade enzimatica decresceu apos 48 h de
cultivo. Barbosa et al. (2010) demonstraram que a levedura D.
pseudopolymorphus apresentou maior atividade de B-glicosidase extracelular
(0,02 U/mL) quando crescida em meio YP contendo celobiose. Os autores
testaram quatro fontes de carbono - glicose, maltose, lactose e celobiose - e
concluiram que a celobiose é comumente utilizada para o screening de
leveduras produtoras de -glicosidases devido a sua capacidade indutora.
Entretanto, Hernandez et al. (2003) relataram que a maior produgdo de [-
glicosidase por Saccharomyces cerevisiae foi obtida quando se utilizou meio
YP com glicose como agucar indutor.

Em acordo com os resultados obtidos para a levedura D. hansenii UFV-
1, a utilizacdo de celobiose também induziu a sintese de [-glicosidase
intracelular por D. hansenii, e de forma semelhante, ndo houve producdo da
enzima extracelular (Riccio et al., 1999; Yanai e Sato, 1999).

A atividade de [B-glicosidase foi também expressa em fungcédo da massa

celular obtida para cada meio, nos diferentes tempos de cultivo (Figura 10).
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Figura 10: Atividade da p-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1
relacionada com a massa celular obtida nos meios (A) YP, (B) MME e (C) MM,
em diferentes tempos de cultivo, com diferentes fontes de carbono. Os valores
de atividade foram corrigidos para a massa inicial de células e o volume inicial
de meio. No caso dos meios MM e MME com a fonte celulose, os valores de
atividade para os tempos de 12, 24 e 36 h ndo puderam ser calculados visto
que nao houve crescimento celular.

Na Figura 10 A, B e C, observa-se que nos meios YP, MME e MM a

atividade enzimatica proporcional a massa celular foi sempre maior quando se
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utilizou celobiose como fonte de carbono no tempo de cultivo de 12 h (0,004,
0,002 e 0,004 U/mg célula, respectivamente). Nesse tempo, a atividade
enzimatica era razoavelmente alta enquanto a massa celular ainda era
reduzida. Esses dados mais uma vez confirmam a eficiéncia da celobiose em
induzir a atividade de B-glicosidase.

Uma vez que esse trabalho visou a produgdo da [-glicosidase
intracelular de D. hansenii UFV-1 para purificacéo e caracterizacéo, a atividade
de pB-glicosidase também foi expressa em atividade especifica (U/mg de

proteina) (Figura 11).
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Figura 11: Atividade especifica da B-glicosidase intracelular de D. hansenii
UFV-1 cultivada nos meios (A) YP, (B) MME e (C) MM, em diferentes tempos e
fontes de carbono.

Na Figura 11 A, B e C, maiores atividades especificas, 0,42, 0,26 e 0,53,
U/mg proteina, foram determinadas nos meios YP, MME e MM,
respectivamente, com celobiose no tempo de 12 h de cultivo. Assim, estes trés

meios contendo celobiose seriam os melhores para posterior purificacdo da
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enzima intracelular, visto que as relagdes entre a atividade da B-glicosidase e a
quantidade total de proteinas sao as maiores.

Uma vez que o processo de purificagdo visa a aumentar a atividade
especifica da amostra enzimatica, retirando as proteinas contaminantes, seria
suposto que a amostra mais adequada para esse fim deveria ser aquela que
apresentasse maior atividade especifica inicial. Entretanto, outros fatores
devem ser analisados no processo de producdo da enzima pela levedura.
Como mostrado na Tabela 1, D. hansenii UFV-1 cultivada no meio YP
contendo celobiose, por 12 h, produziu quantidade expressiva de células (4,36
mg/mL), rendeu alta atividade enzimatica (0,016 U/mL) e a atividade especifica
foi relativamente alta (0,42 U/mg proteina). Isso € desejavel visto que a enzima
€ intracelular e, portanto, para este caso, quanto maior a quantidade de células,

maior sera a produgao de B-glicosidase.

Tabela 1: Produgdo de B-glicosidase intracelular por D. hansenii UFV-1, nos
meios YP, MME e MM contendo celobiose como fonte de carbono, no tempo
12 h de cultivo.

Meios Atividade B-glucosidase Massa celular Atividade B-glucosidase
(12 h) (U/mL) (mg/mL) (U/mg de proteina)

YP + Celobiose 0,016 4,36 0,42

MME + Celobiose 0,008 4,92 0,26

MM + Celobiose 0,004 0,96 0,53

Visando a producéo e a purificagdo da p-glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1, com base nos resultados obtidos, selecionou-se, para o
crescimento da levedura e consequente producdo da enzima, o meio YP
contendo celobiose como fonte de carbono, no tempo de 12 h de cultivo
(Tabela 1). Vale ressaltar que, embora a atividade de [3-glicosidase intracelular
da levedura cultivada no meio YP com celobiose por 36 h tenha sido maior
(0,019 U/mL) em relagao ao tempo de 12 h, os valores foram muito préximos,
e, assim, optou-se pelo cultivo por 12 h, levando a uma maior economia de

tempo e de energia, além de evitar possiveis contaminacoes.
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5.2. PURIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DA B-GLICOSIDASE
INTRACELULAR DE Debaryomyces hansenii UFV-1
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5.2.1. Purificagao da B-glicosidase intracelular produzida pela levedura

Debaryomyces hansenii UFV-1

A B-glicosidase intracelular produzida por D. hansenii UFV-1 foi extraida
conforme descrito no item 4.6 e as etapas de purificagao estdo apresentadas

na Tabela 2.

Tabela 2: Resumo das operacdes que constituiram o processo de purificacéo
da B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1.

Proteina Atividade AtiVid?qe Fa_t9r d% Rendimento
Etapa (mg) (U) Especifica Purificagao (%)
(U/mg) (X)

Extrato bruto 1171,81 174,02 0,15 1 100
Dialise 621,06 125,43 0,2 1,4 72
DEAE-Sepharose 22,05 111,61 5,06 33,9 64
Ultrafiltracao 8,88 55,05 6,19 41,6 32
Sephacryl S-300 4,75 45,6 9,6 64,4 26
Phenyl Sepharose 0,97 14,53 14,8 99,3 8

No processo de purificagdo da enzima (item 4.7), primeiramente o
extrato bruto sofreu uma dialise, uma vez que o tampao de lise das células
continha o detergente Triton X-100 e sais que interfeririam na etapa seguinte
do processo de purificagdo. A amostra foi entdo submetida a cromatografia de
troca ibnica em uma coluna de DEAE-Sepharose e, posteriormente, a fracdo de
maior atividade enzimatica foi concentrada por ultrafiltracdo e submetida a
cromatografia de filtracdo em gel, em uma coluna de Sephacryl S-300. Como
ultima etapa do processo, realizou-se uma cromatografia de interacdo
hidrofébica em uma coluna de Phenyl Sepharose.

O perfil cromatografico da cromatografia de troca ibnica esta

representado na Figura 12.
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Figura 12: Perfil cromatografico da amostra de B-glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1, proveniente da etapa de didlise, em cromatografia de troca-
ibnica em coluna de DEAE-Sepharose. Atividade de (B-glicosidase (x); proteina
(#); gradiente de NaCl de 0 a 0,8 M (o).

O perfil da eluicao da cromatografia em coluna de troca iénica revelou
a presenca de apenas uma fragédo protéica com atividade de B-glicosidase, que
foi eluida com aproximadamente 0,1 M de NaCl. A maior parte das proteinas foi
eluida em um pico anterior, que n&o apresentou atividade de B-glicosidase. As
fracbes contendo atividade enzimatica foram reunidas e concentradas por
ultrafiltracdo para posteriormente serem submetidas a cromatografia de
filtracdo em gel, em coluna Sephacryl S-300, em FPLC.

O perfil da cromatografia de filtragcado em gel esta representado na Figura
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Figura 13: Perfil cromatografico da fragao enzimatica contendo a B-glicosidase
intracelular de D. hansenii UFV-1 proveniente da cromatografia de troca idnica,
em cromatografia de filtragcado em gel, em coluna de Sephacryl S-300. Atividade
de B-glicosidase (o) e proteina (e).
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O perfil de eluicao da cromatografia de filtracdo em gel também revelou
a presenca de apenas um pico protéico com atividade de B-glicosidase. As
fragbes contendo atividade enzimatica foram reunidas e posteriormente
submetidas a cromatografia de interacéo hidrofébica, em uma coluna de Phenyl
Sepharose, em FPLC.

O perfil cromatografico da interacdo hidrofdbica esta representado na
Figura 14.
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Figura 14: Perfil cromatografico da fragao enzimatica contendo a B-glicosidase
intracelular de D. hansenii UFV-1, proveniente da cromatografia de filtragdo em
gel, em cromatografia de interagdo hidrofébica em coluna de Phenyl
Sepharose. Atividade de B-glicosidase (o); proteina (e); gradiente de (NH4)2SO4
de 0,5a 0 M (o).

O perfil de eluicao da cromatografia de interagao hidrofébica também
revelou a presenga de apenas um pico protéico com atividade de [3-glicosidase,
que foi eluido quando o gradiente salino ja tinha se esgotado, ou seja, apenas
com tampao fosfato de sédio, 25 mM, pH 7,0. Foi observado um aumento na
atividade especifica de 1,5 vezes em relagao a etapa anterior.

Ao final do processo de purificagdo, a (B-glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1 apresentou um fator de purificacdo de 99,3 vezes, com um
rendimento de 8 % (Tabela 2).

As fracbes ativas, eluidas de cada etapa do processo de purificacao,
foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE, 12,5 %) e o perfil de migragéao
estd apresentado na Figura 15. A analise eletroforética da amostra de [3-
glicosidase proveniente da cromatografia de interagdo hidrofébica revelou a

presenca de trés bandas protéicas (Figura 15B).
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Figura 15: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12,5 %) corado com prata
de amostras contendo B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1. (A) 1-
marcadores de massa molecular, 2 - extrato bruto, 3 - fracdo enzimatica
proveniente da troca ibnica, 4 - fracdo enzimatica proveniente de filtragcdo em
gel. (B) 1 - fragcdo enzimatica proveniente da interacdo hidrofobica, 2 -
marcadores de massa molecular.

Como pode ser verificado, com base no gel SDS-PAGE obtido, observa-
se que o0 numero de bandas protéicas diminuiu consideravelmente do extrato
bruto para a ultima etapa de purificagdo, a cromatografia de interagao
hidrofébica. Isso valida a tabela de purificacdo apresentada anteriormente
(Tabela 2) pois confirma o alto grau de pureza da B-glicosidase intracelular de

D. hansenii UFV-1obtido apds todas as etapas cromatograficas.

5.2.2. Determinagao da massa molecular

A massa molecular da B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1 foi
estimada a partir da regressao linear obtida correlacionando-se o logaritmo das
massas moleculares das proteinas padrdo com a distancia percorrida no gel
SDS-PAGE, em centimetros (Figura 16). Como a amostra proveniente da
cromatografia de interacdo hidrofobica apresentou trés bandas no gel,
pressupde-se que a enzima possa ser um trimero, com subunidades de 72, 68
e 58 kDa e, portanto, com massa molecular total de aproximadamente 198
kDa.
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Figura 16: Determinacdo da massa molecular da B-glicosidase intracelular
purificada de D. hansenii UFV-1. Distancias percorridas pelos padrdes
protéicos (¢) e pela B-glicosidase (m).

Além disso, a massa molecular da B-glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1, na sua conformagao nativa, foi determinada por cromatografia
de filtracdo em gel em coluna Sephacryl S-200, em FPLC. A massa molecular
da enzima foi estimada a partir da regresséao linear obtida correlacionando-se
as massas moleculares das proteinas padrdao com a constante de eluicdo das
mesmas (Figura 17). Como o volume de eluicdo do composto azul de dextrana
foi de 39,85 mL e o volume de eluigdo da B-glicosidase foi de 47 mL, a
constante de elui¢gdo da B-glicosidase foi 1,179 e, assim, o valor estimado para

a massa molecular da enzima foi de aproximadamente 178 kDa.
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Figura 17: Determinagdo da massa molecular da B-glicosidase de D. hansenii
UFV-1 por filtragdo em gel em resina Sephacryl S-200, em FPLC. Constantes
de eluicdo dos padrdes de massa molecular (m); constante de eluicdo da [3-
glicosidase (o).

Comparando os resultados obtidos para a determinacdo da massa
molecular por SDS-PAGE e por filtragdo em gel, percebe-se que as trés
bandas visualizadas no gel eletroforético equivalem a uma massa molecular de
198 kDa, que é um valor relativamente proximo ao obtido pela cromatografia de
filtracdo em gel, de 178 kDa. Baseado nestes valores pode-se pressupor que a
B-glicosidase intracelular seja um trimero, mais especificamente um
heterotrimero. Obviamente seria necessario um estudo mais aprofundado para
tal afirmacado como, por exemplo, a realizagdo da técnica de espectrometria de
massa.

Dados existentes na literatura demonstram resultados diferentes ao
obtido para a B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1. Parry et al.
(2001) relataram que a [-glicosidase extracelular purificada do fungo
Thermoascus aurantiacus apresentou-se como um homotrimero, sendo que a
massa molecular de cada um dos mondmeros foi de 120 kDa, por SDS-PAGE.
Belancic et al. (2003) concluiram que a massa molecular da B-glicosidase de D.
vanrijiae foi de 100 kDa, quando determinada por SDS-PAGE. Villena et al.
(2006) demonstraram que a B-glicosidase de D. pseudopolymorphus € um
mondmero e sua massa molecular nativa foi de aproximadamente 100 kDa.
Riccio et al. (1999) relataram que duas B-glicosidases extracelulares de D.
hansenii apresentaram massas moleculares de 109 e 81 kDa por SDS-PAGE.
Segundo os autores, as duas bandas foram observadas em gel nativo,

indicando que as duas enzimas sdo mondémeros. Ja Yanai e Sato (1999)
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determinaram que a massa molecular da [B-glicosidase intracelular de D.
hansenii Y-44 foi de 95 kDa por gel nativo, sendo esta enzima um monémero.
Kaur et al. (2007) determinaram que a massa molecular da B-glicosidase de
Melanocarpus sp. foi de aproximadamente 92 e 102 kDa, por SDS-PAGE e

filtracdo em gel, respectivamente.

5.2.3. Caracterizagao Enzimatica

5.2.3.1. Efeito do pH

Atividades acima de 65 % foram observadas na faixa de pH entre 5,5 e
7,0; entretanto, a atividade maxima foi determinada em pH 6,0. Atividades
menores foram observadas em pH 5,0 (37 % da atividade) e 7,5 (34 %). Nos
valores de pH 4,5 e 8 a atividade reduziu drasticamente e entre os pHs 2 € 4 a

atividade da B-glicosidase foi nula (Figura 18).

100 +

80

60 -

40

Atividade Relativa (%)

20 1

Figura 18: Efeito do pH na atividade da B-glicosidase intracelular purificada de
D. hansenii UFV-1 na temperatura de 45 °C.

Valores préximos foram obtidos para as B-glicosidases intracelulares do
fungo Sporotrichum themophile (Meyer e Canevascini, 1981). Estes autores
purificaram duas B-glicosidases (aril-B-glicosidase e celobiase) que
apresentaram pHs 6timos de 6,2 e 6,3, respectivamente. Gueguen et al. (1995)
encontraram um valor de 6,5 para o pH 6timo de uma [-glicosidase intracelular
de Botrytis cinerea (utilizando tampao fosfato de sddio, 0,1 M). Belancic et al.,
(2003) encontraram para a B-glicosidase extracelular de D. vanrijiae um pH
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6timo de 5,0. Segundo os autores, as atividades se mantiveram consideraveis
entre os valores 4,0 e 5,5 (maiores do que 89 %). De acordo com Rosi et al.
(1994), o pH 6timo para a B-glicosidase de D. hansenii foi de 4,0 a 5,0, a 40 °C.
Um trabalho publicado por Riccio et al. (1999), revelou que duas B-glicosidases
secretadas por D. hansenii apresentaram pH 6timo em torno de 5,0 e que as
enzimas mantiveram suas atividades elevadas (acima de 80 %) para os valores
de pH entre 4,0 e 6,0. Um estudo conduzido por Villena et al. (2006) revelou
que a B-glicosidase extracelular de D. pseudopolymorphus exibiu alta atividade
em valores de pH mais acidos. De acordo com os autores, a enzima exibiu um
pH 6timo em torno de 4,0 e as atividades nos pHs 3,0, 6,0 e 7,0 foram 80, 94 e
82 % da atividade maxima exibida, respectivamente. A [(-glicosidase
intracelular do fungo Termitomyces clypeatus exibiu maxima atividade em pH
5,0, a 45 °C (Pal et al., 2010).

Apos incubacao da B-glicosidase de D. hansenii UFV-1 em valores de
pH entre 2,0 e 8,0, no gelo, por 30 minutos, a enzima conseguiu manter a
atividade relativamente alta, acima de 85 %, em pH 4,5 e acima de 90 % entre
os valores de pH de 5,5 a 8,0 (Figura 19). Para os valores de pH abaixo de 3,5
a atividade enzimatica foi nula e para o pH 4,0 a atividade ficou em torno de 64
%.
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Figura 19: Efeito do pH sobre a estabilidade da B-glicosidase intracelular de D.
hansenii UFV-1. Curva de pH (o) e curva de estabilidade (e).

Belancic et al. (2003) determinaram que a B-glicosidase de D. vanrijiae
foi sensivel a baixos valores de pH; apds 24 h de incubacdo em pH 3,15, a 25

°C, a enzima perdeu 80 % da sua atividade inicial. Segundo 0os mesmos

56



autores, a B-glicosidase se manteve mais estavel em valores de pH entre 5,6 e
7,0, conservando 42 a 52 % da sua atividade inicial. De acordo Pal et al.
(2010), a B-glicosidase intracelular do fungo Termitomyces clypeatus manteve
95 % de sua atividade nos valores de pH 6,0 a 7,0 apds incubagao por 1 h, a

temperatura ambiente, em valores de pH 3,0 a 10,0.

5.2.3.2. Efeito da temperatura

Maiores atividades (acima de 70 %) foram detectadas entre as
temperaturas de 30 e 50 °C, entretanto, a temperatura 6tima foi de 45 °C. Em
valores abaixo de 30 °C a atividade enzimatica foi bastante diminuida (55 % a
25 °C, chegando a 20 % a 10 °C) e, a 55 °C, a atividade foi de 21 % (Figura
20).
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Figura 20: Efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase intracelular
purificada de D. hansenii UFV-1 em pH 6,0.

Valor proximo foi obtido para a [-glicosidase extracelular de D.
pseudopolymorphus que, de acordo com Villena et al. (2006), teve sua
temperatura 6tima a 40 °C. Além disso, a enzima manteve 60 e 80 % da
atividade a 20 e 30 °C, respectivamente. Ainda segundo os autores, a enzima
foi praticamente inativada acima de 40 °C, mantendo apenas 20 e 10 % da
atividade a 50 e 70 °C, respectivamente. A B-glicosidase de D. vanrijiae
apresentou temperatura étima de 40 °C (Belancic et al., 2003) mantendo 38 %
da sua atividade a 20 °C e sendo totalmente inativada a 70 °C. Para a B-

glicosidase intracelular de Botrytis cinerea, a temperatura 6tima foi de 50 °C
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(Gueguen et al., 1995) e, de acordo com Pal et al. (2010), a B-glicosidase
intracelular do fungo Termitomyces clypeatus apresentou temperatura 6tima de
45 °C e manteve 95, 80 e 46 % da atividade nas temperaturas de 40, 60 e 80

°C, respectivamente.

5.2.3.3. Analise da termoestabilidade

Para os ensaios de termoestabilidade, as amostras enzimaticas foram
pré-incubadas nas temperaturas de 40, 45, 50 e 55 °C, por varios tempos. A B-
glicosidase intracelular purificada manteve 92 % de sua atividade original
quando pré-incubada a 40 °C, por um periodo de 60 minutos, perdendo 70 %
de sua atividade apds 10 h. No entanto, a 45 °C, a enzima manteve 83 % de
sua atividade original por 15 minutos e, a 50 °C, a enzima perdeu 70 % da sua
atividade em 1 h de pré-incubacao. A 55 °C, a B-glicosidase manteve apenas
28 % de sua atividade original por 10 minutos, sendo praticamente inativada

apos 15 minutos (Figura 21).
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Figura 21: Efeito da temperatura na estabilidade da B-glicosidase intracelular
purificada de D. hansenii UFV-1. As amostras enzimaticas foram pré-incubadas
nas temperaturas de 40 °C (o); 45 °C (o), 50 °C (m) e 55 °C (e). As atividades
relativas foram calculadas considerando-se a atividade sem pré-incubagao
como 100 %.

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que a enzima
intracelular foi razoavelmente termoestavel em temperaturas mais elevadas (50
e 55 °C). Porém, a B-glicosidase apresentou maior estabilidade térmica a 40 e
a 45 °C.

58



Observa-se também que entre 8 e 10 h, a enzima se torna mais estavel
na temperatura de 45 °C, comparada a 40 °C. Sendo as duas temperaturas
muito proximas, para elucidar este fato seria necessario um estudo mais
aprofundado da estrutura da enzima intracelular. Além disso, a levedura
possivelmente pode ter se adaptado a temperaturas mais altas, o que
favoreceu a estabilidade enzimatica na temperatura de 45°C.

Villena et al. (2006) relataram que a B-glicosidase extracelular de D.
pseudopolymorphus manteve uma atividade residual de 30 % apdés 3 h de
incubacao a 40 °C. De acordo com Pal et al. (2010), a B-glicosidase intracelular
de Termitomyces clypeatus manteve 64 % da sua atividade apds incubagao por
1 h a 70 °C, sendo considerada bastante termoestavel.

A atividade da B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1 também
foi avaliada na temperatura de 4 °C, durante 3 meses, e na temperatura
ambiente durante 15 dias. A enzima manteve 97 % de sua atividade original
nos primeiros 30 dias, 75 % com 60 dias e 62 % com 90 dias de pré-incubacao
a 4 °C. Ja a temperatura ambiente, a B-glicosidase manteve 87 % de sua
atividade com 1 dia, 61 % com 5 dias e 47 % com 15 dias, incubada a 23 °C.

De acordo com Riccio et al. (1999), a B-glicosidase de D. hansenii
manteve 90 % de sua atividade apds 55 dias de estocagem, em pH 5,0, a 4 °C.
Entretanto, de acordo com Riou et al. (1998), a B-glicosidase extracelular de
Aspergillus oryzae manteve a totalidade da sua atividade apds 6 meses de

estocagem a 4 °C.

5.2.3.4. Meia-vida da B-glicosidase intracelular

Para determinacdo dos valores de meia-vida da [-glicosidase
intracelular purificada de D. hansenii UFV-1, os ensaios foram conduzidos nas
temperaturas de 40, 45, 50 e 55 °C. Na temperatura de 40 °C, o tempo
estimado para a meia-vida da B-glicosidase intracelular foi de 356 minutos e a
45 °C, a meia-vida foi de 312 minutos. Porém, a 50 °C, a meia-vida foi de 73

minutos e, a 55 °C, a meia-vida foi de somente 5 minutos (Figura 22).

59



A
A

o - Y=99,4%et0.02%)
r2=0,98

[

[\

Atividade Relativa (%)

20

T T T T T
0 200 400 600 800

Tempo (min)

AQ0
| B

® - Y=1/(0,01+0,0006*x°.5)
r2=0,98
w @

[\

70 1

Atividade Relativa (%)
[ ]

T
0 200 400 600 800

Tempo (min)

AR

Cc

Y=1/(0,0001*x+0,01)
r2=0,99

2 2 %
| I R N T—|

Atividdae Relativa (%)

°
1

0 120 240 360 480

Tempo (min)

o0 - Y=92,6*et0.12%)
|l @ r2=0,98

Atividade Relativa (%)

\} T T T T T T T
0 5 10 15 20

Tempo (min)

Figura 22: Valores de meia-vida estimados para a B-glicosidase intracelular de
D. hansenii UFV-1 em diferentes temperaturas. (A) 40 °C, (B) 45 °C, (C) 50 °C
e (D) 55 °C.
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Analisando os resultados obtidos, pode-se concluir que a B-glicosidase
poderia ser utilizada em processos biotecnoldgicos que sao realizados a
temperaturas mais brandas, como 40 ou 45 °C, por um tempo relativamente
elevado, uma vez que o tempo necessario para a enzima perder metade da
sua atividade a 40 e a 45 °C foi de aproximadamente 6 e 5 h, respectivamente.

A meia-vida a 40 °C foi superior ao valor encontrado para 45 °C (Figura
22), embora em tempos mais prolongados de incubagao da enzima a 45 °C sua
estabilidade tenha sido ligeiramente superior do que a 40 °C (Figura 21).

Souza (2009) determinou a meia-vida para duas B-glicosidases
intracelulares do fungo Humicola insolens (BGH | e BGH Il). Para BGH |, a
meia-vida foi 47 minutos a 60 °C e superior a 2 h a 55 °C, enquanto que BGH Il

apresentou meia-vida de 40 minutos a 55 °C.

5.2.3.5. Constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade maxima (Vmax)

O efeito da concentragdo do substrato pPNPBGIc na velocidade da reacéo
catalisada pela B-glicosidase intracelular purificada de D. hansenii UFV-1, foi
determinado pela curva de Michaelis-Menten e pelo grafico de Lineweaver-
Burk.

Os parametros cinéticos, calculados a partir da curva de Michaelis-

Menten, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de Ky, Vimax, Vmax esps Vmax/Km, Keat € Keat/ Km com o substrato
sintético pNPBGlc.

KM Vmax \ max esp Vmaxl KM Kcat Kcat/ KM
Substrato (mM)  (mM/min) (U/mg proteina) (min-1) (s (M's™)
PNPBGIc 0,43 0,02 10,5 0,05 32,9 758x10°

Os valores e Ky e Vimax para a B-glicosidase intracelular de D.hansenii
UFV-1, calculados pela curva de Michaelis-Menten, sédo 0,43 mM e 0,02
mM/min. A constante catalitica desta enzima (Keat) € 32,9 s e a constante de
especificidade (Kea/Kn) € 75,8x10° M's™. Pelo grafico duplo-reciproco, os
valores de Ky e Vmaxsdo 0,53 mM e 0,02 mM/min, respectivamente.

Belancic et al. (2003) determinaram os parametros cinéticos para a B-

glicosidase de D. vanrijiae utilizando como substratos celobiose e pNPBGIc.
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Para a celobiose, os valores encontrados para Ky € Viax foram 57,9 mM e 84,3
U/mg de proteina, respectivamente. Para o substrato sintético pNPBGIc, os
valores de Ky e Vmax foram 0,77 mM e 668 U/mg proteina, respectivamente. A
B-glicosidase intracelular do fungo Termitomyces clypeatus apresentou um
valor de Ky de 0,148 mM e Vnax igual a 0,077 U/mg proteina, valores
determinados com a utilizacdo do substrato pNPBGIc (Pal et al., 2010). Kaur et
al. (2007) determinaram que a [3-glicosidase do fungo termofilico Melanocarpus
sp. apresentou valores de Ky e Vmax, 3,3 mMM e 43,68 U/mg proteina,
respectivamente, ambos determinados com o substrato pNPBGlc.

Pode-se perceber que as B-glicosidases de diferentes fontes possuem
diferentes afinidades pelo substrato sintético pNPBGIc. A B-glicosidase de D.
hansenii UFV-1 apresentou menores valores de Ky € Vmax esp d0 que a mesma
enzima de D. vanrijiae (Belancic et al., 2003). Estes resultados indicam que a
B-glicosidase de D. hansenii UFV-1 apresenta maior afinidade pelo pNPBGIc e,

provavelmente, a formag¢ao do complexo ES nao € a etapa limitante da reacgao.

5.2.3.6. Especificidade da p-glicosidase intracelular purificada de

Debaryomyces hansenii UFV-1
A enzima B-glicosidase intracelular purificada de D. hansenii UFV-1 foi

avaliada quanto a capacidade de hidrolisar diferentes substratos, como

mostrado na Tabela 4.
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Tabela 4: Atividade da B-glicosidase intracelular purificada de D. hansenii UFV-
1 com substratos sintéticos, naturais e o polimero celulose.

Substrato Concentragio final Atividade (umol.min™") £ DP

PNPBGIc 0,5 Mm 0,102 £ 0,00200
PNPaGlc 0,5 mM 0
PNPBGal 0,5mM 0
pNPoGal 0,5mM 0
PNPaMan 0,5 mM 0
PNPBMan 0,5 mM 0
PNPBXyl 0,5mM 0
PpNPaAra 0,5mM 0
mNPoGal 0,5mM 0
oNPaGal 0,5mM 0
oNPBGIc 0,5mM 0,030 + 0,00080
Celobiose 2,5mM 0,002 £ 0,00002
Lactose 25mM 0
Maltose 2,5 mM 0
Melibiose 2,5mM 0
Gentiobiose 25mM 0
Sacarose 2,5mM 0
Celulose 0,25 % 0,013 + 0,00009
Celulose 0,025 % 0,018 + 0,00050

De acordo com os resultados relativos aos substratos sintéticos
apresentados na Tabela 4, a enzima B-glicosidase demonstrou ser altamente
seletiva, apresentando especificidade absoluta para a glicose em posi¢ao f3,
uma vez que hidrolisou apenas os substratos pNPBRGIc e oNPBGlc, este ultimo
em menor escala. A enzima n&o hidrolisou os outros substratos sintéticos com
residuos de agucar diferentes da glicose ou unidos por ligagao a.

Contrariamente, em um estudo conduzido por Riccio et al. (1999), a -
glicosidase de D. hansenii foi capaz de hidrolisar diferentes substratos
sintéticos com configuragdes a e 3, em concentragdes de 15 mM. Segundo os
autores, a enzima foi capaz de hidrolisar pNPBRGIc (100 % de atividade
enzimatica) e p-nitofenil-B-D-fucopiranosideo (15 %). Ainda, a B-glicosidase
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apresentou baixa atividade contra pNPBGal (1,5 %), pNPaGlc (2 %), pNPBXyI
(1,5 %) e p-nitrofenil-B-D-celobiosideo (1,5 %). A enzima ndo foi capaz de
hidrolisar outros substratos sintéticos testados pelos autores.

A B-glicosidase de Aspergillus oryzae foi capaz de hidrolisar pNPBGIc
(100 % de atividade enzimatica), pNPBRXyl (50 %) e pNPBGal (8,2 %), todos
estes substratos na concentracdo de 5 mM (Riou et al., 1998).

De acordo com os resultados relativos aos substratos naturais
apresentados na Tabela 4, a enzima [B-glicosidase intracelular de D. hansenii
UFV-1 foi altamente especifica para a ligacao B-(1,4) entre residuos de glicose
visto que a enzima s6 foi capaz de hidrolisar o agucar celobiose.

Villena et al. (2006) conduziram um estudo da especificidade da -
glicosidase de D. pseudopolymorphus com diferentes substratos naturais na
concentragdo de 10 mM. Segundo os autores, a enzima apresentou maior
atividade quando o substrato foi a celobiose (100 % de atividade enzimatica).
Quando foi utilizado maltose, a atividade caiu a metade (52 %) e, com a
lactose, a enzima n&o apresentou atividade enzimatica.

Pal et al. (2010) determinaram que a B-glicosidase intracelular de
Termitomyces clypeatus apresentou maxima atividade com celobiose (0,15
U/mg) mas sua atividade foi nula com melibiose, ambos os substratos na
concentracao de 4 mM.

Riou et al. (1998) relataram que a B-glicosidase de Asperqillus oryzae foi
capaz de hidrolisar gentiobiose (100 % de atividade enzimatica), celobiose (88
%), lactose (73 %) e maltose (68 %), todos estes substratos na concentragéo
de 2 mg/mL. Porém, segundo os autores, para o substrato sacarose na
concentragédo de 2 mg/mL, nenhuma atividade foi detectada.

Por fim, de acordo com os dados relativos a hidrélise da celulose da
Tabela 4, observa-se que a B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1 foi
capaz de hidrolisar a celulose, nas duas concentragdes testadas.

A B-glicosidase intracelular de Termitomyces clypeatus nao apresentou
atividade quando o polimero celulose foi utilizado como substrato (Pal et al.,
2010) e segundo Riou et al. (1998), a celulose se mostrou um substrato muito

pobre para a atividade da B-glicosidase de Aspergillus oryzae.
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5.2.3.7. Efeito de ions, agentes redutores e agucares na atividade da B-

glicosidase intracelular purificada de Debaryomyces hansenii UFV-1

Para determinar o efeito de ions, agentes redutores e agucares na
atividade da [B-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1, solugdes com
concentracdes definidas desses compostos foram pré-incubadas com a enzima
purificada de acordo com o item 4.14.8 (Tabela 5). A atividade relativa foi
calculada considerando-se a atividade da enzima pré-incubada sem efetor

como 100 % (controle).

Tabela 5: Atividade relativa da [-glicosidase intracelular purificada de D.
hansenii submetida aos diferentes efetores.

Efetor Concentragio Atividade Relativa Concentragio Atividade Relativa
(%) * DP (%) £ DP

Na,SO, 0,2mM 117,92+ 2,13 2mM 127,96 £ 3,27
NaCl 0,2 mM 122,73 £ 0,40 2mM 126,78 £ 1,33
NaF 0,2 mM 124,57 £ 0,20 2mM 117,40 £ 0,20
Kl 0,2 mM 130,68 £ 1,23 2mM 112,25+ 1,34
KCI 0,2mM 124,24 +0,27 2mM 0
CaCl, 0,2 mM 116,31 £ 0,80 2mM 124,8 £1,80
CaCOs3 0,2mM 120,46 + 1,87 2 mM 122,02 £ 0,73
CoCl,.6H,0 0,2 mM 111,60 £ 2,29 2 mM 120,412 £ 2,07
MgSO,.7H,0 0,2 mM 115,40 £ 1,63 2mM 127,22 + 3,78
ZnS0,.7H,0 0,2mM 120,84 + 0,67 2mM 125,89 £ 2,20
ZnCl, 0,2 mM 120,79 £ 1,80 2mM 57,64 + 1,07
MnCl,.4H,0O 0,2 mM 117,44 + 2,13 2 mM 126,69 £ 0,27
MnSQO,.H,O 0,2mM 127,25+ 3,2 2mM 119,66 £ 0,07
AICI3.6H,0 0,2 mM 118,58 £ 0,40 2mM 134,85 £ 0,07
FeCl; 0,2 mM 0 2mM 0
AgNO; 0,2 mM 0 2mM 0
SDS 0,2 mM 0 2mM 0
Uréia 0,2mM 129,61 £ 0,53 2 mM 134,80 £ 0,53
Glicose 0,2mM 121,69 + 2,07 2mM 136,64 £+ 2,07
EDTA 0,2 mM 123,39 £ 0,94 2mM 109,80 £ 1,39
Maltose 0,2mM 93,28 + 1,81 2mM 131,52 £ 0,48
Celobiose 0,2 mM 97,63 £ 1,65 2mM 93,19 £ 2,41
Celulose 0,02% 105,50 £ 1,72 0,20% 94,68 + 0,96
Glicerol 0,2 mM 102,60 £ 1,30 2mM 90,21 £ 1,65
Etanol 0,2 mM 92,05 £ 3,05 2mM 100,80 £ 2,06
Acido acético 0,2 mM 100,85 £ 0,67 2mM 96,36 £ 0,24
Triton X-100 0,02% 95,46 + 2,33 0,20% 89,87 £ 1,99
B-mercaptoetanol 0,2 mM 132,85+ 2,73 2 mM 170,26 + 0,34
Controle 0,2 mM 100 £ 1,05 2mM 100 £ 1,80
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jons monovalentes e divalentes, agentes redutores e aclcares
promoveram efeitos diversos sobre a atividade da B-glicosidase intracelular de
D. hansenii UFV-1 (Tabela 5). A atividade da enzima foi completamente inibida
por cloreto de ferro, nitrato de prata e pelo detergente dodecilsulfato de sédio
(SDS), todos nas concentragdes finais de 0,2 e 2 mM, e por cloreto de potassio
na concentracdo final de 2 mM. A atividade da p-glicosidase foi
consideravelmente diminuida pelo cloreto de zinco na concentragao final de 2
mM, a enzima perdeu 53% de sua atividade.

Pelo fato da atividade enzimatica da B-glicosidase ser inibida por SDS,
pode-se deduzir que nas condigdes do ensaio, a integridade da estrutura
tridimensional da enzima, fundamental para a atividade catalitica, foi perdida
em funcdo da agao desnaturante desse detergente.

A B-glicosidase intracelular foi muito pouco ou nao foi afetada por
maltose, na concentragao final de 0,2 mM, e também por celobiose, glicerol,
etanol e acido acético, todos nas concentragdes finais de 0,2 e 2 mM, e por
celulose e pelo detergente Triton X-100, ambos nas concentragdes finais de
0,02 e 0,2 %.

Porém, a atividade da B-glicosidase foi aumentada por sulfato de sddio,
cloreto de sodio, fluoreto de sdédio, iodeto de potassio, cloreto de calcio,
carbonato de calcio, cloreto de cobalto, sulfato de magnésio, sulfato de zinco,
cloreto de magnésio, sulfato de magnésio, cloreto de aluminio, ureia, glicose e
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), todos nas concentragdes finais de
0,2 e 2 mM. O cloreto de potassio e o cloreto de zinco, nas concentragdes
finais de 0,2 mM, também aumentaram a atividade enzimatica enquanto que a
maltose so foi capaz de ativar a enzima na concentragdo final de 2 mM. [3-
mercaptoetanol foi o agente que mais promoveu ativagao enzimatica, tanto na
concentracao final de 0,2 mM como em 2 mM, sendo que a atividade aumentou
70 % quando a concentragao do referido efetor foi de 2 mM.

Como a [-glicosidase intracelular de D. hansenii UFV-1 teve sua
atividade aumentada por EDTA, que é um agente quelante, pressupde-se que
esta ndo € uma metaloenzima. Curiosamente, vale ressaltar que os ions calcio
aumentaram a atividade enzimatica. Isso € bastante interessante pelo fato de
que as células da levedura D. hansenii UFV-1, contendo a [B-glicosidase
intracelular, podem ser utilizadas de forma imobilizada em solugéo se alginato
de calcio (item 5.3). Por fim, o B-mercaptoetanol, um agente redutor, contribuiu
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para ativagao da enzima. Isso poderia ser explicado pelo fato de que algumas
ligagcdes quimicas que fazem parte da estrutura da enzima, na forma reduzida,
s&o favoraveis a atividade catalitica.

Villena et al. (2006) estudaram o efeito de diferentes efetores na
atividade de B-glicosidase de D. pseudopolymorphus, todos em concentragdes
de 1 e 10 mM. A enzima foi moderadamente inibida por 10 mM de Ca**, Mg** e
Zn?*, apresentando 69, 81 e 53 % da atividade maxima, respectivamente. Para
a mesma concentracdo de 10 mM, os ions Co?*, K* e Na* ndo inibiram a
atividade enzimatica. A B-glicosidase foi ativada por Co®*, Mg?*, K* e Na* nas
concentracdo de 1 mM. Além disso, a enzima foi moderadamente ativada por
acido aceético e etanol, em concentracdo de 1 mM, mas foi inibida pelos
mesmos compostos na concentragcao de 10 mM, apresentando 47 e 63 % da
atividade maxima, respectivamente. A enzima apresentou 70 % de sua
atividade maxima com 1 mM de glicose e foi moderadamente ativada por este
mesmo agucar na concentracdo de 10 mM. Finalmente, a enzima foi ativada
por glicerol na concentragdo de 1 mM (119 % da atividade maxima), nao foi
afetada por glicerol na concentracdo de 10 mM e foi inibida por SDS na
concentragéo de 1 mM, perdendo 70 % de sua atividade maxima.

De acordo com Belancic et al. (2003), a atividade de B-glicosidase de D.
vanrijiae foi totalmente inibida na presencga de SDS 0,4 %.

Riou et al. (1998) também testaram o efeito de diferentes efetores sobre
a atividade da B-glicosidase de Aspergillus oryzae (os cations foram utilizados
na concentragdo de 5 mM e os reagentes na concentracdo de 10 mM).
Segundo os autores, a B-glicosidase sofreu uma significante inativacdo na
presenca de Ag®, Zn**, Fe*" e SDS. A atividade enzimatica n3o foi afetada por
EDTA e a enzima ndo requereu Ca?*, Mg®* ou Co®* para sua atividade mas foi
significantemente ativada por Mn?*.

De acordo com Pal et al. (2010), a B-glicosidase de Termitomyces
clypeatus perdeu 34 % de sua atividade na presenca de uréia (4mM). O
detergente Triton X-100 (1 % v/v) ndo afetou a atividade da enzima enquanto o

B-mercaptoetanol (1 % v/v) aumentou a atividade em 54 %.
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5.3. IMOBILIZAGAO DAS CELULAS PERMEABILIZADAS DE
Debaryomyces hansenii UFV-1 EM ALGINATO DE CALCIO
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5.3.1. Efeito do tempo de permeabilizagcao das células de Debaryomyces
hansenii UFV-1 na atividade de B-glicosidase

Foi avaliado o efeito do tempo de permeabilizagdo na atividade da [3-
glicosidase presente nas células de D. hansenii UFV-1. A permeabilizagao foi
realizada com etanol 50 % (v/v), uma vez que, este reagente foi o que
promoveu melhores condicbes de permeabilizacdo das células de D. hansenii
UFV-1, sem que houvesse perda da atividade enzimatica (Junior et al., 2009).
As atividades da enzima contida nas células permeabilizadas com etanol 50 %

(v/v), pelos tempos 5, 10 e 15 minutos, estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Atividade da B-glicosidase contida nas células de D. hansenii UFV-1
permeabilizadas com etanol 50 % (v/v), por diferentes tempos.

Tempo Atividade enzimatica
(min) (Ulg célula)’
5 0,19 a
10 0,14 b
15 0,09¢

' médias seguidas por letras diferentes diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de significancia.

Os valores de atividade de B-glicosidase determinados nos tempos
testados (Tabela 5) demonstram que a maior atividade foi obtida quando as
células da levedura foram permeabilizadas pelo menor tempo, 5 minutos. Nos
tempos de 10 e 15 minutos a enzima apresentou, respectivamente, 74 e 52 %
da atividade determinada com 5 minutos de permeabilizagdo. Como o aumento
do tempo de permeabilizagdo resultou em maior periodo de exposicao da
enzima a condi¢gbes adversas, como contato com o solvente, temperatura
ambiente e agitacdo, provavelmente esses efeitos promoveram maior
desestabilizacdo da estrutura da enzima, com consequente diminuicdo da
atividade.

Vale ressaltar que a obtencdo da condigao ideal de permeabilizagdo das
células é muito importante para que haja o aumento da taxa de difusdo sem
haver perdas do conteudo protéico. Assim, a permeabilizacado branda, realizada
neste experimento, facilitou o transporte de substrato e de produto mas os

poros formados ndo permitiram a saida da enzima de interesse.
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5.3.2. Estudo das condi¢b6es de imobilizagao das células permeabilizadas
de Debaryomyces hansenii UFV-1

Para a determinacdao das melhores condicbes de imobilizagdo das
células de D. hansenii UFV-1, alguns parametros que pudessem afetar a
atividade da [-glicosidase intracelular foram testados: efeito da relagdo
célula:alginato, efeito do tempo de reticulagéo das esferas de alginato, efeito do
numero de esferas ensaiadas e efeito da agitacdo durante o ensaio de

atividade.

5.3.2.1. Efeito da relagao célula:alginato na atividade da B-glicosidase

As células de D. hansenii UFV-1 permeabilizadas foram imobilizadas em
gel de alginato de calcio, conforme descrito no item 4.13, testando a relagdo
entre a concentragdo de células e de alginato, visando a uma maior atividade
enzimatica. Para isso, foram testadas as proporgdes de 4 e 8 g de célula para

cada 1 g de alginato (Tabela 7).

Tabela 7: Efeito da relagdo célula:alginato na atividade da [B-glicosidase
contida nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1

Relagao célula:alginato Atividade enzimatica

(9:9) (U/g célula)’
4:1 0,13
8:1 0,14

' ndo houve diferenca significativa entre as médias, pelo teste F de Snedecor, a
5% de significancia.

Como apresentado na Tabela 6, o aumento da relagdo célula:alginato
nao promoveu aumento significativo na atividade da 3-glicosidase intracelular.

Uma das grandes vantagens da imobilizacdo de células em alginato € a
possibilidade de uso de grandes concentragdes de células imobilizadas por
volume de gel. Porém, existe um limite entre 0 aumento da concentragéo de
células e de atividade enzimatica presente nas células imobilizadas. Isso
porque, quanto maiores as concentragdes de células por esfera de alginato,
maior sera a dificuldade de difusdo, tanto do substrato como do produto,

diminuindo assim a atividade enzimatica (Junior et al., 2009).
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Junior et al. (2009) perceberam um efeito diferente ao obtido neste
trabalho quando testaram o efeito da relagdo célula:alginato na atividade da a-
galactosidase contidas nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1.
Segundo os autores, a atividade de o-galactosidase foi maior quando se

utilizou a proporgao de 4 g de célula para 1 g de alginato (0,9 U/g célula).

5.3.2.2. Efeito do tempo de reticulagiao das esferas de alginato na

atividade da B-glicosidase

Apos a formacédo das esferas de alginato, estas foram mantidas em
solucdo de cloreto de calcio 0,1 M, por 12 e 24 h, para formagao da rede
tridimensional do gel de alginato de calcio, visando ao aumento da atividade

enzimatica (Tabela 8).

Tabela 8: Efeito do tempo de reticulacdo na atividade de [-glicosidase de D.
hansenii UFV-1

Tempo de reticulagcao Atividade enzimatica
(h) (U/g célula)’
12 0,55 a
24 0,42 b

' as médias diferiram significativamente, pelo teste F de Snedecor, a 5% de
significancia.

Como observado na Tabela 7, a atividade enzimatica foi
significativamente maior quando as esferas de alginato foram submetidas ao
tempo de reticulacdo de 12 h, quando comparadas aquelas submetidas ao
tempo de 24 h (perda de 25 % da atividade enzimatica).

Porém, quando as atividades foram mensuradas um més apds o
armazenamento das esferas de alginato em tampao fosfato de sédio, 50 mM,

pH 6,0, a 4 °C, os resultados foram diferentes (Tabela 9).
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Tabela 9: Efeito do tempo de reticulagdo na atividade de B-glicosidase de D.
hansenii UFV-1 ap6s 1 més de armazenamento das esferas de alginato em
tampao fosfato de sddio, 50 mM, pH 6,0, a 4 °C

Tempo de reticulagao Atividade enzimatica
(h) (U/g célula)’
12 0,39b
24 0,86 a

' as médias diferiram significativamente, pelo teste F de Snedecor, a 5% de
significancia.

Pela analise da Tabela 9, percebe-se que, um més apds a formagao das
esferas de alginato, aquelas que foram submetidas ao tempo de reticulagao de
24 h apresentaram um aumento na atividade de [B-glicosidase, 2,2 vezes maior
do que a atividade enzimatica das esferas relativas ao tempo de 12 h. As
esferas submetidas a 12 h de reticulacao tiveram sua atividade reduzida apos
um més de armazenamento. Sendo assim, para o presente trabalho, adotou-se
o tempo de reticulagéo de 24 h das esferas de alginato.

Uma possivel explicagao para este resultado é que, provavelmente, com
o tempo de armazenamento, a rede tridimensional do gel de alginato se
estabilizou. Com isso, as esferas de alginato sofreram um inchago (efeito
swelling) causado pela absor¢do de agua. Provavelmente o equilibrio de
swelling tenha sido atingido diferentemente para as esferas reticuladas por 12 e
24 h. Segundo Junior et al. (2009), quanto maior o tempo de maturagdo em
cloreto de calcio, maior a estabilidade das esferas de alginato, devido ao
fortalecimento da rede tridimensional do gel de alginato formado. Sendo assim,
as esferas submetidas ao tempo de reticulacdo de 24 h, por serem mais
estaveis, promoveram maior protecdo da molécula da enzima durante o

swelling, o que explica os resultados observados.

5.3.2.3. Efeito do numero de esferas de alginato ensaiadas na atividade da

B-glicosidase
Para melhor quantificacdo da atividade da B-glicosidase contida nas

células imobilizadas, foram testados para o ensaio de atividade enzimatica, 3,4

e 12 esferas de alginato (Tabela 10).
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Tabela 10: Efeito do numero de esferas de alginato ensaiadas na atividade de
B-glicosidase de D. hansenii UFV-1

Atividade enzimatica

Ndmero de esferas U +DP (U/esfera)1
3 0,06 +0,02 0,18b
4 0,10+0,04 0,26a
12 0,23+0,056 0,19ab

' médias seguidas por letras diferentes diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de significancia.

Como pode ser observado na Tabela 9, quando se aumenta o numero
de esferas de alginato por ensaio, a atividade, em U, aumenta. Porém, se
analisarmos as atividades em U/esfera, os resultados indicam que a proporgao
que promove maior atividade é de 4 esferas por ensaio. Assim, adotou-se 4
esferas como sendo o numero ideal para a realizagdo dos ensaios de atividade
de pB-glicosidase porque este numero proporciona valores de atividade
enzimatica satisfatorios e economia de material.

Junior et al. (2009) também utilizaram em seu trabalho 4 esferas de
alginato de caélcio contendo células de D. hansenii UFV-1 para a quantificagéo

da atividade de a-galactosidase da levedura.

5.3.2.4. Efeito da agitacao durante o ensaio de determinacao da atividade

enzimatica na atividade de B-glicosidase

Quando foi realizado o ensaio para o estudo do efeito da imobilizagcédo
em alginato de calcio na atividade da p-glicosidase das células
permeabilizadas de D. hansenii UFV-1, percebeu-se que o valor de atividade
da B-glicosidase contida nas células permeabilizadas livres foi 10 vezes maior

do que o valor de atividade para as células imobilizadas (Tabela 11).

Tabela 11: Efeito da imobilizacdo das células de D. hansenii UFV-1 na
atividade da [3-glicosidase

Atividade enzimatica

Células (Ulg célula)  DP
Permeabilizadas Livres 1,42 £ 0,015
Permeabilizadas Imobilizadas 0,10 £ 0,039
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Jordao et al. (2001), trabalhando com células de Kluyveromyces lactis
contendo (3-galactosidase, relataram a diminuicdo de 4,5 vezes na atividade de
B-galactosidase apos a imobilizagdo em alginato. Junior et al. (2009) relataram
uma diminuigao de 20,5 vezes na atividade de a-galactosidase de D. hansenii
UFV-1 apds imobilizagao das células permeabilizadas em alginato de calcio.

A baixa capacidade de difusdo € uma caracteristica exibida por sistemas
de imobilizagdo em alginato devido ao alto grau de ligagbes cruzadas da rede
tridimensional deste gel, o que acaba por limitar a taxa de difusdo tanto do
substrato como do produto (Florido et al., 2001). Entretanto, a baixa atividade
enzimatica dos sistemas de imobilizagdo em alginato pode ser compensada
pela capacidade de reutilizagao, que leva a um aumento da produtividade final
destes sistemas e, consequentemente, da economia do processo (Junior et al.,
2006).

Sendo assim, os resultados exibidos na Tabela 10 ja eram esperados.
Entdo, numa tentativa de minimizar esta perda de atividade enzimatica ocorrida
com a imobilizagao das células, testou-se o efeito da agitagcao sobre a atividade
da B-glicosidase contida nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1. Logo,
0 ensaio para a determinacdo da atividade da B-glicosidase foi realizado sob
agitacao lenta, utilizando-se um agitador de bancada e um banho termostatico.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12: Efeito da agitagao lenta sobre a atividade da B-glicosidase contida
nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1.

Condigio do ensaio Atividade enzimatica

(Ulg célula)’
Sem agitacao 0,98 b
Com agitagao 1,78 a

' as médias diferiram significativamente, pelo teste F de Snedecor, a 5% de
signifcancia.

De acordo com a Tabela 12, a atividade da (-glicosidase aumentou e
praticamente dobrou com o ensaio realizado sob agitacdo lenta. Assim,
observa-se que a agitacdo favoreceu a entrada do substrato e a saida do
produto das células imobilizadas. Conclui-se, entdo, que a perda de atividade
que ocorre com a imobilizacdo das células pode ser compensada com a
agitacdo durante a realizagdo do ensaio de determinacdo da atividade

enzimatica. Também ¢é necessario enfatizar que para uma aplicacédo
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biotecnolégica das esferas de alginato contendo a B-glicosidase intracelular de
D. hansenii UFV-1, a agitacdo seria fundamental para maiores rendimento e

eficiéncia do processo.

5.3.3. Caracterizagao da B-glicosidase contida em células imobilizadas de

Debaryomyces hansenii UFV-1
5.3.3.1. Efeito do pH
A influéncia do pH na atividade da [B-glicosidase contida nas células

imobilizadas de D. hansenii UFV-1 foi estudada na faixa compreendida entre
2,0 e 8,0 (Figura 23).
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Figura 23: Efeito do pH na atividade da B-glicosidase contida nas células
imobilizadas de D. hansenii UFV-1.

Observa-se que a enzima contida nas células imobilizadas da levedura
apresentou valor de pH 6timo de 5,5, ligeiramente mais acido do que o valor de
6,0 apresentado para a atividade maxima da enzima livre. Esta mudanca do
valor de pH étimo para um valor mais baixo, apds a imobilizagdo em alginato
de caélcio, pode ser explicada, em parte, pelo efeito do micro ambiente na
matriz do gel de alginato de calcio, particularmente devido a presenca de
cargas positivas dos ions Ca*? no suporte (Adami et al., 1998).

Além disso, os grupos hidrofilicos carregados presentes na estrutura
polimérica do gel de alginato levam ao efeito de swelling, pela absor¢ao de

agua. O equilibrio de swelling é afetado pelo pH do meio e, certamente, no

75



valor de pH 5,5, a capacidade de difusao de substrato e produto dentro da rede
tridimensional do gel € maior.

Junior et al. (2009) obtiveram um resultado muito semelhante ao
determinar o pH 6timo para a a-galactosidase contida nas células imobilizadas
de D. hansenii UFV-1. Segundo os autores, o pH 6timo igual a 4,0 para a
enzima contida nas células imobilizadas da levedura foi ligeiramente mais acido
do que o valor de 4,5 apresentado para atividade maxima da enzima contida
nas células permeabilizadas livres da levedura. Wang et al. (2010) também
relataram que a imobilizagdo da celobiase comercial em gel composto de
alginato de sddio e quitosana levou a um decaimento no valor de pH 6timo de
uma unidade em relacdo a enzima livre. Para a celobiase livre, o pH 6timo foi
5,0 enquanto que para a enzima imobilizada, o pH 6étimo foi 4,0. Assim, os
autores concluiram que a matriz do gel se comporta como um polication.

Apo6s incubacao das células imoblizadas de D. hansenii UFV-1 contendo
a B-glicosidase em valores de pH entre 2,0 e 8,0, no gelo, por 30 minutos,
percebeu-se que a enzima manteve a atividade relativamente alta, acima de 90
%, entre os valores de pH 6,0 e 8,0. Além disso, a B-glicosidase manteve 83 e
70 % da sua atividade nos valores de pH de 5,5 e 5,0, respectivamente. Para
os valores de pH abaixo de 3,0 a atividade enzimatica foi nula e para os pHs
3,5, 4,0 e 4,5 a atividade ficou em torno de 6, 14 e 23 %, respectivamente
(Figura 24).

Atividade Relativa (%)

Figura 24: Efeito do pH sobre a estabilidade da B-glicosidase contida nas
células imobilizadas de D. hansenii UFV-1. Curva de pH (e) e curva de
estabilidade (o).
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Um fato interessante € que a imobilizacdo em alginato de calcio
provavelmente protegeu a B-glicosidase contida nas células, de forma que a
enzima incubada em valores mais extremos de pH apresentou atividade

enzimatica quando o pH voltou a ser o étimo.
5.3.3.2. Efeito da temperatura
O efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase contida nas

células imobilizadas de D. hansenii UFV-1 foi testado na faixa de 10 a 60 °C
(Figura 25).

100 4

80 1

60 -

40 4

Atividade Relativa (%)

20 1

0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 25: Efeito da temperatura na atividade da [(-glicosidase contida nas
células imobilizadas de D. hansenii UFV-1, em pH 5,5.

Como pode ser observado na Figura 26, a temperatura 6tima para a
enzima contida nas células imobilizadas foi 50 °C, valor superior aquele obtido
para a temperatura 6tima da enzima livre (45 °C). Na temperatura 6tima da [3-
glicosidase contida nas células imobilizadas, a enzima livre apresentou apenas
73 % da sua atividade maxima. Além disso, a B-glicosidase contida nas células
imobilizadas de D. hansenii UFV-1 manteve 58 % da sua atividade a 55 °C,
enquanto que nesta temperatura a enzima livre s6 manteve 21 % da sua
atividade maxima. O deslocamento da temperatura 6tima de atividade de -
glicosidase para 50 °C, observado nas células imobilizadas, provavelmente
favoreceu o equilibrio de swelling, levando a uma maior taxa de difusdo de

substrato e de produto através da rede tridimensional do gel.
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Junior et al. (2009) obtiveram um resultado semelhante para a o-
galactosidase contida nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1 que
apresentou temperatura 6tima de 70 °C enquanto que, a enzima contida nas
células livres, teve sua temperatura 6tima no valor de 60 °C, ou seja, uma
mudanca de 10 unidades na temperatura 6tima.

Esses resultados também sugerem que a imobilizagdo em alginato de
célcio, tanto de enzimas como de células contendo enzimas, protege a enzima
contra os efeitos deletérios de altas temperaturas, conferindo maior

estabilidade a essas moléculas.
5.3.3.3. Analise da termoestabilidade
Para os ensaios de termoestabilidade, as esferas de alginato contendo a

B-glicosidase imobilizada foram pré-incubadas nas temperaturas de 45, 50 e 55

°C, por varios tempos (Figura 26).
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Figura 26: Efeito da temperatura na estabilidade térmica da [B-glicosidase
contida nas células imobilizadas de D. hansenii UFV-1. As amostras foram pré-
incubadas nas temperaturas: 45 (m), 50 (0) e 55 °C (e). As atividades relativas
foram calculadas considerando-se a atividade sem pré-incubagao como 100 %.

De acordo com a Figura 27, observa-se que a estabilidade térmica, a 45
e 50 °C, para a enzima contida nas células imobilizadas foi superior a da
enzima livre. A 45 e a 50 °C, a enzima imobilizada ainda manteve acima de 90
% da sua atividade maxima com 60 minutos de pré-incubagdo, enquanto a
enzima livre a 45 e a 50 °C reteve aproximadamente 60 % da sua atividade

nesse periodo.
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Segundo Wang et al. (2010), o processo de imobilizagdo leva a um
aumento da rigidez enzimatica, comumente refletido por um aumento na
estabilidade térmica. Além disso, segundo os mesmos autores, a imobilizag&o
preserva a estrutura terciaria da proteina e previne mudangas conformacionais
na enzima em diferentes ambientes.

Zhou et al. (2010) imobilizaram a enzima alcool desidrogenase de
Saccharomyces cerevisiae em esferas de alginato-quitosana. Os autores
relataram que a imobilizagdo enzimatica resultou em um aumento da
estabilidade térmica sendo que, apds a incubacao por 1 h a 65 °C, a enzima
livre reteve 22,05 % da atividade maxima enquanto que, a enzima imobilizada,
reteve 64,73 %. Os autores concluiram que o aumento na estabilidade térmica
das enzimas imobilizadas é devido ao gel de alginato-quitosana que absorve
uma quantidade consideravel de calor e protege a enzima, retardando seu
processo de desnaturagdo. Assim, o0 processo de imobilizacdo torna as
enzimas mais uUteis em aplicagdes biotecnoldgicas.

A estabilidade térmica apresentada para a [B-glicosidase livre de D.
hansenii UFV-1, a 55 °C, foi maior do que a obtida para a enzima contida nas
células imobilizadas em alginato de calcio. Isso pode ser explicado pelo fato de
a temperatura 55 °C afetar a estrutura da esfera de alginato e, assim, o

processo de imobilizagdo ndo seria capaz de suportar essa temperatura.

5.3.3.4. Efeito da concentragcdo do substrato na velocidade da reagao
catalisada pela B-glicosidase contida nas células imobilizadas de
Debaryomyces hansenii UFV-1

O efeito da concentragao do substrato pNPBGIc na velocidade da reacao
catalisada pela B-glicosidase contida nas células imobilizadas de D. hansenii
UFV-1 foi determinado pela curva de Michaelis-Menten (Tabela 13) e pelo

grafico de Lineweaver-Burk.

Tabela 13: Valores de Ky e Vmax com 0 substrato sintético pNPBGlc.

KM app. Vmax app
Substrato oy (mM/min)

pNPBGIc 435 3,63
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Os valores de K app. € de Vmax app. para o substrato pNPBGlc foram 4,35
mM e 3,63 U/g célula, respectivamente, calculados pela curva de Michaelis-
Menten. Pelo grafico duplo-reciproco, os valores de Ku app. € Vmax app. fOoram
3,95 mM e 3,28 U/g célula, respectivamente.

A B-glicosidase contida nas células imobilizadas apresentou um valor de
Kwm app. dez vezes maior do que aquele apresentado para o Ky da enzima livre
(0,43 mM). Isso porque a enzima contida nas células imobilizadas
provavelmente apresentou menor acessibilidade ao substrato pNPBGIc. Zhou
et al. (2010) relataram que o valor de Ky para a alcool desidrogenase de S.
cerevisiae foi de 24,45 mM com o substrato acido fenilglioxilico enquanto que o
Kv para a enzima imobilizada foi de 37,33 mM. Segundo os autores, o
aumento no valor de Ky para a enzima imobilizada se deve a resisténcia

difusional imposta pelo gel de alginato-quitosana.
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6. CONCLUSOES

A levedura Debaryomyces hansenii UFV-1 produziu, em meio contendo
celobiose, uma [-glicosidase intracelular de massa molecular
aproximada de 198 kDa, estimada por SDS-PAGE, e de 178 kDa,
estimada por cromatografia de filtracdo em gel, sendo provavelmente um

trimero.

A B-glicosidase livre apresentou atividade maxima em pH 6,0 e a 45 °C
enquanto que o processo de imobilizagdo das células em alginato de
calcio deslocou a atividade maxima para um valor mais acido de pH, 5,5,

e aumentou a temperatura 6tima para 50 °C.

A PB-glicosidase contida nas células imobilizadas apresentou maior

termoestabilidade do que a enzima livre a 45 e a 50 °C.

Para a B-glicosidase contida nas células imobilizadas, o valor de Ky app.
com o substrato pNPBGIc foi 10 vezes superior ao valor de Ky obtido

para a enzima livre.

A B-glicosidase intracelular purificada foi altamente seletiva,

apresentando especificidade absoluta para a glicose em posigao .

A B-glicosidase intracelular purificada foi totalmente inibida por cloreto de
ferro, nitrato de prata e SDS, todos nas concentracdes finais de 0,2 e 2

mM, e por cloreto de potassio na concentragao final de 2 mM.
A agitacdo do meio reacional foi fundamental para maiores rendimento e

eficiéncia de hidrolise para a [-glicosidase contida nas células

imobilizadas.
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7. PERSPECTIVAS

A B-glicosidase de D. hansenii UFV-1 pode ser indicada para diversas
aplicagdes na industria de alimentos. Por exemplo, a enzima poderia ser
indicada para uso na hidrélise de isoflavonas glicosidicas em suas formas
aglicona em produtos de soja, visto que a enzima apresenta termoestabilidade
razoavel para este tipo de aplicacdo. Poderia também ser indicada para o
processamento de frutas, visando a melhorar a qualidade do sabor, aroma,
coloracgao, clarificacao e viscosidade de sucos.

Por se tratar de uma levedura nao patogénica e encontrada em diversos
tipos de alimentos, a utilizagdo das células deste microrganismo imobilizadas
em alginato de calcio ndo acarretaria problemas para a saude humana. Assim,
a aplicacdo da enzima imobilizada seria ainda mais interessante para os
processos industriais descritos acima. Neste caso, a enzima é mais estavel e o
processo € mais econémico por ndao haver gastos com purificagdo enzimatica e
ainda pela possibilidade de reutilizacdo das esferas de alginato contendo a
enzima B-glicosidase. A aplicagdo dessa enzima e das células imobilizadas

sera testada nos processos descritos.
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