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RESUMO

ANDRADE, Lorena Gusmao Alvarenga de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Agosto de 2014. B-Glicosidases do fungo fitopatégeno Chrysoporthe cubensis:
purificacdo, caracterizacdo e aplicacdo na sacarificacdo do bagaco de caiea-
acucar. Orientadora: Valéria Monteze Guimaraes.

Neste trabalho, um complexo de B-glicosidases do fungo fitopatégeno Chrysoporthe
cubensisLPF1 foi purificado, caracterizado bioquimica e cineticamente e avaliado
guanto ao seu potencial em aplicacdo no processo de sacarificacdo de bagacoede cana d
acucar. O fungo C. cubensis foi cultivado sob fermentacdo no estado sélido (SSF)
contendo farelo de trigo como fonte de carbono e, apés 5 dias de fermentacéo o extrato
enzimatico foi obtido. O conjunto derés B-glicosidases, foi purificado por
cromatografias de troca ionica e filtracdo em gel e, ao final do processo, apresentou um
fator de purificacdo de 2,05 vezes com um rendimento de 64,5 %. As massas
moleculaes das p-glicosidases foram de 85,43 e 74,17 kDa, pasa eEEs
respectivamente, e de 63,09, 60,25 e 56,23 kDa par&gEe Ec, respectivamente,
qguando estimadas por SDS-PAGE. énplexo de B-glicosidasesEc) exibiu atividade
maxima em pH 4,0 e na temperatura de 6@«Ioi estavel na faixa de pH de 2,0-8,0 e
apresentou alta termoestabilidade nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C. Os valores de
meia-vida para Ec foram de 52 horas e 39 minutos, 35 horas e 30 minutos e, 15,3
minutos, a 50, 60 e 70 °C, respectivamente. A atividadp-gleosidase de Ec foi
completamente inibida pd#gCl, e MnSQ,, na concentragcdo de 10 mM e, o complexo

de B-glicosidases apresentou especificidade absoluta para residuos de glicose com
ligagdes do tipo B. Os valores de Ky para Ec de 0,132 mM e 0,7816 mM gsy¥de

0,416 uUM.mift e Vma 0,3414 pM.miff, foram obtidos utilizando os substratos
pNPBGlIc e celobiose, respectivamente. Ec apresentou inibicdo do tipo competitiva para

a glicose com valor de ;K843 mM. As p-glicosidases foram utilizadas em
experimentos de sacarificacdo do bagaco de cana, submetido previamente ao pré-
tratamento alcalino. Ec foi utilizado para suplementacéo tanto do extrato proveniente do
C. cubensis como também para um coquetel comercial de celulases. Os resultados da
sacarificacdo com as preparacdes suplementadas as [-glicosidases foram
comparados com aqueles obtidos utilizando somente o coquetel comercial e o extrato do

C. cubensis e, a producéo de glicose e xilose foi avaliada durante 72 horas de hidrélise.
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A sacarificacdo realizada com o coquetel comercial suplementadasfiegiicosidases
promoveu a liberacdo de 2,82 g/L de glicose e 0,98 g/L de xilose ao passo que, somente
com o coquetel comercial foram liberados 1,78 g/L de glicose e 0,85 g/L de xilose. Por
outro lado, a sacarificagcdo com o extrato do C. cubensis liberou 1,69 g/L de glicose e
1,64 g/L de xilose enquanto, que 0 mesmo extrato suplementadas@oegiicosidases,
promoveu a liberacdo de 2,62 g/L de glicose e 2,65 g/L de xilose. Dessa forma, estes
resultados demonstram que as B-glicosidases do C. cubensis apresentam potencial para
serem utilizadas como fonte de suplementacado em outras preparagfes enzimaticas, visto

que a eficiéncia de hidrélise observada foi superior a observada com o coquetel

comercial de celulases bem como com o extrato de C. cubensis.



ABSTRACT

ANDRADE, Lorena Gusmao Alvarenga de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
August, 2014 g-Glucosidase of the phytopathogen fungus Chrysoporthe cubensis
LPF-1: purification, characterization and application of sugarcane bagass
saccharification. Adviser: Valéria Monteze Guimaraes.

In this work, ap-glucosidases complex from the phytopathogen fungus Chrysoporthe
cubensis LPF-1 was purified, biochemistry and kinetically characterized and evaluated
for its potential application in the process of saccharification of sugarcane bagasse. C.
cubensis was grown in solid state fermentation (SSF) contaning wheat bran as carbon
source and after five days of fermentation the enzymatic extract was obtaneid. A Ec
complex containing thre@-glucosidases was purified by ion exchange and gel filtration
chromatographies and the end of the process the Ec showed a purification factor of 2.05
times with a yield of 64.5%. The molecular weight of faglucosidases was as 85,43

and 74,17 kDa for fFand E respectively, and forig Eip Eic was 63,09, 60,25 e 56,23

kDa, respectively, when estimated by SDS-PAGE. The compl@xghfcosidases (Ec)
exhibited maximum activity at pH 4.0 and 60 ° C. Ec was stable in the pH range of 2.0-
8.0 and showed high thermal stability at temperatures of 50, 60 and 70 ° C. The Ec half-
life values were 52 hours and 39 minutes, 35 hours and 30 minutes and 15.3 minutes at
50, 60 and 70 ° C, respectively. The Ec pafjlucosidase activity was completely
innibited by HgC} and MnSQ at a concentration of 10 mM and the complex3of
glucosidases was specific for glucose residugs position. The kK values for Ec of

0.132 and 0.7816 mM and\of 0.416 and 0.3414M.min-1 were obtained using the
pNPBGIc and cellobiose substrates, respectively. The Ec showed competitive inhibition
of glucose to type with Ki value of 8.43 mM. TlReglucosidases were employed in
saccharification of sugarcane bagasse, previously submitted to the alkaline pretreatment.
Ec was used as a source of supplementation for both extract from C. cubensis as well as
in a commercial cellulase cocktail. The saccharification results with the supplemented
preparations withB-glucosidases were compared with those obtained employing a
commercial cocktail and only the extract of C. cubensis and the production of glucose
and xylose were evaluated for 72 hours of hydrolysis. Saccharification performed with
commercial cocktail supplemented with the B-glucosidases promoted the release of 2.82

g/ L of glucose and 0.98 g / L xylose whereas only with the commercial cocktail were
Xi



released 1.78 g / L of glucose and 0.85 g / L of xylose. On the other hand, the
saccharification with the C. cubensis extract produced 1.69 g / L of glucose and 1.64 g/
L xylose while the same fraction supplemented witiglucosidases promoted the
release of 2.62 g / L of glucose and 2.65 g / L of xylose. Thus, the results obtained
suggests that thgglucosidases of C. cubensis evaluated in this work have potential to
be used as a source of supplemental other enzyme preparations, since the hydrolysis
efficiency was higher than that observed in commercial cocktail of cellulase as well as

extract of C. cubensis.
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1. INTRODUCAO

As B-glicosidasesio enzimas que hidrolisam ligagdes glicosidicas do tipo B e
possuem varias funcdes. Em especial, sdo componentes de um sistema de celulases no
qual trés grupos de enzimas, endoglicanases (endbil-glcanases, EC 3.2.1.4),
exo-glicanases (1,8-D-glican-celobiohidrolases, EC 3.2.1.94 B-glicosidaseq3-D-
glicohidrolases, celobiase, EC 3.2.1.21), agem de maneira sinergistica para catalisar a
conversdo de celulose em glicose e outros intermediarios (Almeida et al., 2011;
Brijwani et al., 2010; I-Son Ng et al., 2010).

Estas enzimas sdo alvo de grande interesse para a bioquimica, medicina e
biotecnologia. As funcdes fisioldgicas postuladas parfi-gifcosidases sdo diversas
como catabolismo do glicosideo ceramida em tecidos humanos, metabolismo de
cianoglicosideos, sintese de diversos oligossacarideos e glicoconjugados, hidrélise dos
isoflavondides glicosideos em soja produzindo isoflavonas agliconas (Xue et al,, 2009)
defesa de plantas contra patdogenos (Khan e Akhtar, 2010), producéo de etanol a partir
da bioconversdo da celulose, gerando combustiveis renovaveis (Bhatia et al., 2002;
Howard et al., 2003; Pal et al., 20Imeida et al., 2011; Wongwisansri et al., 2013),
aprimoramento do flavor de alguns alimentos e bebidas (Ducret et al., 2002), entre
outras.

As B-glicosidases podem ser obtidas de micro-organismos, plantas (Maitan-
Alfenas et al., 2014; Geerlings et al., 2000; Bhatia et al., 2002¢tos (Terra e
Ferreira, 1994 humanos (Hays et al., 1996). A demanda para tais enzimas € elevada
porque as mesmas sao especificas e ndo produzem residuos toxicos (Tortora et al.,
2005). Dentre os produtores fialicosidases 0s micro-organismos apresentam grande
vantagem, uma vez que sao bons produtores de enzim#isglkesidasesém sido
obtidas a partir de fungos (Falkoski et al., 2013; Ramani et al., 2012), bactérias (Pei et
al., 2012) e leveduras (Maitan-Alfenas et al., 2014; Gonzélez-Pombo et al., 2008).

A utilizacdo de enzimas em processos industriais tem aumentado ao longo dos
anos, entretanto, o alto custo de producdo dessas enzimas representa uma grande
barreira para aplicacbes em processos industriais como, por exemplo, para a
comercializagao do bioetanol (Almeida et al., 2011; I-Son Ng et al., 2010; Singhania et
al., 2010, 2013; Soccol et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramani%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22415789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pei%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22571470

Nesse sentido, os fungos filamentosos tém sido mais estudados para aplicacéo
industrial. Fungos pertencentes aos géneros Trichoderma, Penicilium, Fusarium, dentre
outros sdo conhecidos como produtores de uma gama de celulases e hemicelulases,
entretanto, os coquetéis enziméticos, em geral, apresentam baixas qesdtidéd
glicosidases, as quais sao fundamentais para a hidrélise completa da celulose (Maitan-
Alfenas et al., 20%4Singhania et al., 2010).

Desse modo, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de se
obter grandes quantidades de celulases para aplicacao biotecnolégica e com custos mais
baixos. Em especial, fisglicosidasesém sido de grande interesse, principalmente na
sua aplicacéo para a hidrélise de celulose (Almeida et al., 201fia Bhal., 2002; I-

Son Ng et al., 2010).

Falkoski e colaboradores (2011; 2013) realizaram um estudo com o fungo
fitopatogeno Chrysoporthe cubensRF1 e mostraram que ele foi capaz de secretar de
forma expressiva um conjunto de celulases e hemicelulases. E ainda, o coquetel
enzimatico doC. cubensis foi mais eficiente no processo de hidrolise do que um
coquetel comercial, quando utilizado o bagaco de cana como biomassa (Falkoski et al.,
2012).

Além disso, Visser e colaboradores (2013) produziram um coquetel enzimatico
com a mistura dos extratos provenientes dos fungos C. culeeRsipinophilume
avaliaram a eficiéncia de hidrolise dessa preparacdo através da sacarificacdo do bagaco
de cana-de-acucar. De acordo com os autores, a liberacdo de glicose e xilose foi
aumentada devido a mistura dos extratos fungicos e a conversdo maxima foi obtida nas
condicBes de 8% de biomassa e 20 FPU/g de carga enzimética.

Dessa forma, estudos feitos por Falkoski et al. (2011,)201Gisser et al.

(2013), demonstraram que o fungo Chrysoporthe cubensis LPF-1 possui potencial para
a producédo de enzimas, principalmente celulases, as quais podem ser utilizadas nos
processos biotecnolégicos como a sacarificacdo da biomassa lignocelulésica.

Assim, ha grande interesse no estudo das enzimas secretadas por esse fungo,
especialmente enzimas com baixa atividade na maioria dos coquetéis comerciais, 0 que
poderia colaborar para o entendimento da eficiéncia superior desse coquetel. Esse

estudo teve por objetivo a purificacdo e caracterizacdop-gdicosidases de



Chrysoporthe cubensid PF1 e sua aplicagdo na suplementacdo de misturas

enzimaticas visando a sacarificacdo do bagaco dedseagiicar.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais
Purificar e caracterizar bioguimica e cineticamepvglicosidases secretadas
pelo fungo Chrysoporthe cubensis (LPF-1), bem como avaliar o potencial de aplicacao
da enzima na suplementacdo de misturas enzimaticas para hidrolise de bagaco de cana

de acucar.

2.2. Objetivos Especificos

- Identificar as enzimas hidroliticas produzidas;

- Purificarasp-glicosidases;

- Determinar a massa molecular das enzimas obtidas;

- Caracterizar bioguimica e cineticamente as enzimas purificadas: efeitos de pH,
temperatura, estabilidade em pH, termoestabilidade, meia-vida, efeito de
acucares, ions e agentes redutores, especificidade3-ghisosidases para
substratos sintéticos e naturais, valores ge Kma com substratos diferentes e,

Ki para a glicose;
- Avaliar o potencial de hidrélise d@sglicosidases na suplementagdo de misturas

enzimaticas para a sacarificacdo do bagaco de cana de agucar.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. p-glicosidases

As B-glicosidases ou B-D-glicosideo glicohidrolases (EC 3.2.1.21) sdo enzimas
que hidrolisam ligagdes glicosidicas do tipo B (Figura 1), possuem funcdes variadas e se
encontram amplamente difundidas na natureza. O interesse inicial no estudo das f-
glicosidases surgiu na década de 1950, devido ao seu envolvimento na conversado
biolégica da celulose (Singhania et al., 2013).

Ligacdo B-(1-4)

HO , H

Figura 1. Acédo hidrolitica de uma B-glicosidase sobre a celobiose (Cairns e Esen,
2010).

As B-glicosidases constituem um grupo majoritario entre as glicosil hidrolases.
Sao enzimas bem caracterizadas, bioldgica e industrialmente importantes, e atualmente
tém sido objeto de varios estudos, devido a possibilidade de sua utilizacdo em um
grande numero de processos biotecnoldgicos (Almeida et al., 2011; I-Son Ng et al.,
2010; Maitan-Alfenas et al., 2018inghania et al., 2013).

Em geral, dois sistemas de classificagdo sao descritos na literatura, sendo
baseados na especificidade de substrato e na identidade da sequéncia de aminoacidos
(Singhania et al., 2013Na classifica¢do baseada na especificidade de substrato, as [3-
glicosidases sdo divididas em trés grupos: aril B-glicosidases, que agem em aril-
glicosideos; celobiases verdadeiras, que sdo capazes de hidrolisar celobiose; e [3-
glicosidases com ampla especificidade de substrato. Dados da literatura demonstram
que a grande maioria das B-glicosidases ja caracterizadas pertence a esta Ultima
categoria (Singhania et al., 2013).

Entre as classificagdes que foram propostas para a identificacdo das B-
glicosidases baseada na identidade de sequéncia de aminoacidos, a mais aceita é aquela
baseada tanto na similaridade das sequéncias de aminoacidos quanto nos padrbes de
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enovelamento destas enzimas (Bhatia et al., 2002; Singhania et al., 2013). Nesta
classificacdo, as gbsil hidrolases sdo classificadas em 88 familias e as B-glicosidases,

gue representam um grupo importante entre as glicosil hidrolases, estdo reunidas nas
familias 1 e 3. A familia linclui B-glicosidases origindrias de arqueas, plantas e
mamiferos; a estrutura tridimensional de varias destas enzimas ja foi resolvida,
revelando um padrao comum de disposi¢cdo de a-hélices e folhas B, além da presenca de

varios residuos altamente conservados, localizados nas proximidades do sitio ativo. Na
familia 3 estdo chaificadas 44 B-glicosidases, origindrias de bactérias, fungos e
leveduras, sendo o estudo desta familia mais restrito (Bhatia et al., 2002; Dyk et al.,
2012.

3.2.  Mecanismo de ac¢ao df-glicosidases

A hidrolise enzimética de ligagBes glicosidicas geralmente inclui a catalise acida
envolvendo pelo menos dois residuos principais: um residuo deve ser doador de préton
e 0 outro deve ser um residuo nucleofilo. A hidrolise pode ocorrer via dois mecanismos
principais, nos quais havera inversdo ou retencdo da configuracdo do carbono
anomérico (Figura)2 O mecanismo pelo qual a reacdo ocorre depende da distancia
entre os residuos de aminoacidos envolvidos na catalise. Nas enzimas que catalisam a
reacdo 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 inverséo,
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 anomérico, para deslocar a porcédo aglicona em
um unico passo (Figura 2A). A base catalitica extrai um préton da molécula de agua
enquanto o acido catalitico protona o grupo aglicona liberado. Em contrapartida, a
maioria das B-glicosidases caracterizadas sao enzimas retentoras e realizam a catalise

emdois passos, glicosilacdo e deglicosilacao (Figura 2B).



(A) Mecanismo de inversao
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Figura 2: Mecanismos de hidrolise enzimatica de ligacdes glicosidicas catalisado pelas
B-glicosidases(A) Mecanismo de inversa{B) mecanismo de retencao (Cairns e Esen,
2010).

Durante a glicosilagdo, a porcédo aglicona se afasta concomitante a doacéo de
préton do sitio catalitico acido/base e ao ataque nucleofilico da base catalitica ao
carbono anomeérico, gerando um intermediario enzima-acgucar, ligado covalentemente.
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No passo de deglicosilacdo o processo € revertido e a molécula de agua ataca para



deslocar o nucledfilo catalitico da glicose. Os dois passos, de glicosilacdo e de
deglicosilacéo, apresentam um estado de transicéo (Cairns e Esen, 2010).
3.3.  Aplicagoes de pB-glicosidases

Juntamente com oul enzimas, as B-glicosidases tém sido aplicadas, por
exemplo, na industria de alimentos como no processamento de frutas para melhorar a
qualidade do sabor, coloracdo, aroma, clarificacdo e viscosidade de sucos (Daenen et
al., 2008).

A industria vinicola também tem feito uso de B-glicosidases para melhorar a
qualidade de vinhos (Tate e Reynolds, 20863tividade de B-glicosidases produzidas
por algumas linhagens de Saccharomyces cerevisiae (Hérnandez et al., 2003),
Aspergillus (Decker et al., 2000), Oenococcus oeni (Barbagallo et al., 2004), entre
outros, levam a hidrdlise de compostos ndo volateis a terpenos volateis, contribuindo
para aumentar a producdo de aroma durante a fabricagéo de vinhos.

Além disso,as B-glicosidases tém sido utilizadas na hidrolise das formas f-
glicosidicas das isoflavonas presentes em produtos de soja as formas agliconas e a
glicose (Bhatia et al., 2002; Maitan-Alfenas et al., 2014; Xue et al., 2009). O interesse
em soja e produtos a base da mesma tem crescido significativamente nas ultimas
décadas devido aos seus beneficios nutricionais e promotores da saude (Marazza et al.
2009).

Outro motivo pelo grande interesse por B-glicosidases a sua aplicacdo para a
hidrélise de celulose (Bhatia et al., 2002; Falkoski et al., 2011,)281&:lulose éo
polimero mais abundante na natureza e a maior fonte de energia renovavel na terra e
sua conversdao em agucares soluveis ¢ de grande interesse biotecnoldgico. As -
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 B-glicosidases
(EC 3.2.1.21), agem sinergisticamente para catalisar a converséo de celulose em glicose
e outros intermediérios (Falkoski et al., 2011, 20Ad et al., 2010)As B-glicosidases
podem ser aplicadas na industria de combustiveis para a producao de etanol a partir da
celulose, permitindo a producdo de combustiveis a partir de fontes renovaveis (Almeida
et al., 2011, Falkoski et al., 2011, 2013, Visser et al.; 2013



Além disso,as B-glicosidases apresentam importantes fung¢des bioldgicas em
tecidos de plantas, relacionadascsisténcia a fitopatogenos ¢ sintese de B-glucanas
durante o desenvolvimento da parede celidhan e Akhtar, 2010).

Em humanos e outros mamiferos, a B-glicosidase esta envolvida na hidrdlise de
glicocerebrosideos. A deficiéncia desta enzima leva a doenca de Gaucher, uma doenca
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 infec¢cdes bacterianas dos olhos, também ¢é uma B-glicosidase que cliva
ligacdes B-(1,4) entre os acUcares acido N-acetil glicosamina e acido N-aceti
muramico, localizados na parede celular de bactérias gram-negativas (Khan e Akhtar,
2010). Por fim, as B-glicosidases também podem ser utilizadas na sintese de diversos
oligossacarideos, glicoconjugados, alquil e amino-glicosideos (Khan e Akhtar, 2010).

3.4. Sacarificacdo enzimatica da biomassa lignocelulésica

A biomassa lignocelulésica consiste de carboidratos como celulose e

hemicelulose, bem como lignina e outros componentes (Almeida et al;, [kl 4t al.;

2012; Falkoski et al.; 2013; Visser et al.; 218 hidrolise enzimatica ou sacarificacdo

se baseia na conversdo enzimatica dos polissacarideos presentes na biomassa
lignoceluldsica em acucares fermentaveis, como glicose e xilose, por exemplo.

Entretanto, antes da etapa de sacarificagdo, a biomassa é submetida ao pré-
tratamento, o qual € decisivo para a hidrélise enzimética, uma vez que tem por objetivo
reduzir o teor de lignina e facilitar o acesso das enzimas a celulose e hemicelulose.
Varios tipos de pré-tratamentos sdo descritos, dentre eles os mais utilizados tem sido os
tratamentos &cido e alcalino. Os tratamentos alcalinos agem especialmente na reducéo
da lignina, ao passo que os acidos atuam principalmente na remog¢éo da hemicelulose
(Falkoski et al.; 2013).

Devido a heterogeneidade e complexidade da biomassa, a sua conversao requer
atividades de mdltiplas enzimas de forma que as celulases s&o centrais no
processamento da biomassa para a producao de bioetanol e seus subprodutos (Brijwani
et al.; 2010; Visser et al.; 2013

A degradacdo da celulose requer a acao sinergistica de um grupo de celulases
que atuam nas ligagdes B-1,4 da celulose e promovem a hidrélise completa com
liberacdo de glicose. Para a hidrélise da celulose, sdo necessarias, pelo menos, trés
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classe de enzimas celuloliticas, incluindo as endoglicanases (EC 3.2.1.4), as quais
hidrolisam as ligacOes internas da celulose liberando celo-oligossacarideos e glicose. A
segunda classe de enzimas sao as exoglicanases ou exocelulases (EC 3.2.1.91), também
conhecidas como celobiohidrolases. Esta classe promove a hidrélise da celulose por
meio da liberagcdo de celobiose dos terminais redutores e ndo reduterés.
glicosidases (EC 3.2.1.21) correspondem a terceira classe de celulases e atuam na
hidrolise da celobiose e celooligossacarideos, liberando monbémeros de glicose
(Almeida et al., 2011; Brijwani et al., 2010; Falkoski et al.; 2013; I-Son Ng et al., 2010).

A B-glicosidase € muito importante para a hidrolise completa da celulose, visto que
celobiose age como inibidor de atividade da exocelulases (Almeida et a)., 2011

Apds o processo de sacarificacdo da biomassa lignocelulésica, os acucares
fermentdveis podem ser utilizados para a producdo de bioetanol, também conhecido
como etanol de segunda geracéo. O bioetanol tem sido uma das principais alternativas
para a substituicdo de combustiveis fésseis; estudos estimam que uma mistura de 10%
de bioetanol com gasolina poderia promover a reducdo de 3% a 6% a emissao de
diéxido de carbono (Soccol et al.; 2010).

De acordo com @ompanhia Nacional de Abastecimento (Conab 2011) o Brasil
€ 0 segundo maior produtor mundial de bioetanol, tendo a desagicar como
principal matéria-prima. Desse modo, a utilizacdo de bioetanol a partir da biomassa
lignocelulésica promoveria diminui¢cdo nas areas de cultivo de cana-de-agucar, uma vez
que sdo utilizados os residuos agricolas e florestais (Singhania et al.; 2010).

Além disso, a producéo de etanol lignoceluldsico requer a acado de enzimas que
atuam em conjunto na hidrélise da biomassa, principalmente sobre a hemicelulose e
celulose, como ja mencionadas anteriormente.

Existe uma grande variedade de micro-organismos que sao conhecidos como
produtores de celulases e hemicelulases, sendo que os fungos filamentosos tém sido
mais estudados para aplicacdo industrial. Fungos pertencentes aos géneros
Trichoderma, Penicilium, Fusarium, dentre outros sdo conhecidos como produtores de
uma gama de celulases e hemicelulases, entretanto, os coquetéis enzimaticos, em geral,
apresentam baixas quantidades de B-glicosidases, as quais, como supracitado, sao

fundamentais para a hidrolise completa da celulose (Singhania et al.; 2010).
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Dessa forma, a obtencéo de etanol a partir da biomassa lignocelulésicsetorna-
uma alternativa promissora e atrativa. Entretanto, a limitacao principal desse processo é
gue o desenvolvimento de tecnologia enzimatica requer altos custos e o rendimento é
baixo (Singhania et al.; 2010). Segundo I-Son Ng e colaboradores (2010), a reducdo no
custo da producédo de celulases, o0 aumento na eficiéncia das enzimas e nos redimentos
de acucar séo vitais para reduzir os custos do processo em biorefinarias.

Portanto, faz-se necessario o estudo de fungos que sédo capazes de expressar e
secretar altas quantidadesfdglicosidases, a fim de que elas possam servir como fonte
suplementar para os coquetéis deficientes, além de possivelmente tornar o processo
economicamente viavel.

3.5. Consideragdes sobre o fungo Chrysoporthe cubensis LPF-1

Chrysoporthe cubensésconhecido com um dos patdgenos mais importantes do
eucalipto, sendo responsavel por causar a doenca do cancro no eucalipto (Eucalyptus
Myrtaceae, Myrtales), como relatada por Hodges (1979) e Gryzenhout (2010).

De acordo com Merwe e colaboradores (Merwe et al., 2010; Gryzenhout et al.,
2010), este fungo pertence a familia Cryphonectriaceae e é considerado nativo da
América Central e do Sul e também do sudeste da Asia. O fungo apresenta crescimento
rapido, cerca de sete dias em temperatura d&C30ontém o micélio branco com
manchas escuras ao redor e mais claras nas bordas (Hodges et al., 1979).

Falkoski e colaboradores (2011, 2013) realizaram um estudo com Chrysoporthe
cubensis LPF-1 e mostraram que esse fungo foi capaz de secretar de forma expressiva
um conjunto de celulases e hemicelulases. Quando cultivado sob fermentagcéo no estado
sélido (SSF) utilizando farelo de trigo como fonte de carbono, Chrysoporthe cubensis
foi capaz de produzir FPase (2,52 1), gendoglucanse (33,84 Uy xilanase (3638
U g%), B-glicosidase (21,55 U de forma bem expressiva comparado com a producéo
por outros fungos.

Além disso, o coquetel enziméatico do Chrysoporthe cubensis foi mais eficiente
no processo de hidrélise do que um coquetel comercial, quando utilizado o bagaco de
cana como biomassa (Falkoski et al., 2013

Visser et al. (2013) também demonstraram o grande potencial do fungo C.
cubensis quanto a producédo de celulases e hemicelulases bem como no processo de
sacarificacdo enzimatica. Através da mistura dos extratos enzimaticos de C. aubensis
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P. pinophilum, a hidrélise do bagago de cana foi mais eficiente e com altas taxas de
liberacdo de glicose e xilose.

E ainda, apesar de alguns trabalhos relatarem a capacidade de fungos
fitopatogenoseem produzir enzimas hidroliticas de interesse biotecnoldgico, ha poucas
informacdes sobre as possibilidades destes organismos serem utilizados para a producéo
dessas enzimas em larga escala. Apesar dos resultados significativos sobre o fungo
Chrysoporthe cubensiEPF1 (Falkoski et al.; 2013; Visser et al.; 2013), novas
pesquisas devem ser conduzidas para avaliar o potencial deste fungo para secretar outras

enzimas.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Andlises Bioquimicas,
Tecnologia Bioquimica e Enzimologia Aplicada, da Universidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais.
4.1. Materiais e reagentes

Os reagentes, p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo fNPBGIc), p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideopNPaGlc), o-nitrofenil-D-glicopiranosideo (oNFGIc), p-nitrofenil-
B-D-galactopiranosideglPpGal), p-nitrofenil-a-D-galactopiranosidegpilNPaGal), o-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo  (oN#&al), me-nitrofenile-D-galactopiranosideo
(mNPaGal), p-nitrofenil-3-D-manopiranosideo  pNPBMan),  p-nitrofenil-a-D-
manopiranosideo p(PaMan), p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo ¢gNPBXil), p-
nitrofenil-a-D-arabinopiranosidegpNPaAra), celobiose, lactose, maltose, melibiose e
gentiobiose foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA).

As resinas Q-Sepharose e Sephacryl S-200 foram obtidas da GE Healthcare
(Uppsala, Sweden). Os reagentes como acetato de sédio, carbonato de s@dg),(Na
agar (PDA), extrato de levedura e os demais reagentes utilizados para a execucédo deste
trabalho apresentam grau de pureza analitica.
4.2. Micro-organismo e manutencgao da cultura

O fungo Chrysoporthe cubendi®F1 pertence a colecédo de cultura de fungos
do Laboratorio de Patologia Florestal Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) UFV. O fungo foi mantido em placas de PDA, incubadas
em camara de crescimento a 28 ° C por 5 dias. As placas foram mantidas a 4 ° C e
subcultivadas periodicamente.
4.3. Preparo do in6culo

O indculo foi preparado por meio do cultivo do fungo sob fermentacéo submersa
em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio com a seguinte
composicao, em g/L: glucose, 10,0; M5, 1,0, KHPQ,, 1,0, MgSQ 0,5 e extrato de
levedura, 2,0. Cada frasco foi inoculado com 10 discos de agar cortados de uma placa
de C. CubensitPF-1, cultivada por 5 dias, em placas deM(batata, dextrose e agar)

e foram incubados em um Shaker Series 25 D New Brunswick a 180 rpm, poréb dias
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28 ° C. A cultura obtida foi homogeneizada, de forma asséptica, com PBlgtron
imediatamente inoculadckem frascos contendo 0s meios de cultura solidos.
4.4. Cultivo e crescimento de C. cubensisPF-1

Chrysoporthe cubensisPF1 foi cultivado sob fermentagdo em estado soélido
(SSF) utilizando farelo de trigo como fonte de carbono, como descrito por Fagkoski
colaboradores (2012) com algumas alteracfes. A fermentacéo foi realizada em frascos
Erlenmeyers de 125 mL contendo 5 g (peso seco) de farelo de trigo misturado com 12
mL do meio de cultura (umidade final de 70%) com a seguinte composi¢cao, em g/L:
NHsNO;, 1,0; KH,PO,, 1,5; MgSQy, 0,5; CuSQ, 0,25 e extrato de levedura, 2. Além
disso, MnC} (0,1 mg LY, HsBO; (0,075 mg [Y), Na;MoO, (0,02 mg-?), FeCk (1,0
mg L) e ZnSQ (3.5 mg LY) foram adicionados ao meio como elementos tracos.

Os frascos foram esterelizados a 121 °C por 20 minutos e, em seguida, foram
adicionados 3 mL do inéculo obtido, como descrito anteriormente. Os frascos foram
mantidos em uma camara de crescimento com temperatura a 30 ° C durante 5 dias de
fermentacao.

4.5. Obtencédo do extrato enziméatico

O extrato enzimatico foi produzido a partir da cultura em SSF, extraido com
tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5, a uma proporcdo de 10:1 (tampdao / substrato
seco), sob agitacao de 180 rpm por 60 min a temperatura ambiente. A porcao sélida foi
separada por filtracdo através de filtro de nylon, seguida por centrifugacéo a 15000 xg
durante 10 min, e o sobrenadante, denominado extrato bruto, foi congelado
armazenado para subsequentes analises.

4.6. Purificacdo enzimatica

A B-glicosidase foi purificada por cromatografias com colunas de troca-idnica de
Q-Sepharose e exclusdo molecular de Sephacryl S-200. As etapas estdo descritas nas
secOes 4.6.1. e 4.6.2.

4.6.1. Cromatografia de Troca I6nica

O extrato bruto (obtido conforme item 4.5) foi submetido a cromatografia de
troca ibnica em FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) em uma coluna (1,6 x 2,5
cm) de Q-Sepharose previamente equilibrada com tampéao acetato de sddio 50 mM, pH
5,0. As proteinas foram eluidas com 0 mesmo tampé&o, seguido por um gradiente salino

crescente formado por tampéo acetato de sodio, 50 mM, pH 5,0, e 0 mesmo tampao
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contendo NaCl 1MO processo foi realizado com fluxo de 240 mL/h. Fragbes de 2,5
mL foram coletadas ¢ aquelas que apresentaram atividade de PB-glicosidase foram
reunidas.

4.6.2. Cromatografia de filtracdo em gel

A amostra proveniente da cromatografia de troca idnica foi submetida a
cromatografia de filtracdo em gel em FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) em
uma coluna(1,6 x 60cm) de Sephacryl S-200 previamente equilibrada com tampao
acetato de sodio, 25 mM, pH 5,0. As proteinas foram eluidas com o0 mesmo tampao com
fluxo continuo de 60 mL/h e foram coletadas fracbes de 3,0 mL. As fracdes com
atividade dep-glicosidase foram reunidas formando um pool e armazenadas sob
refrigeracao para posterior caracterizagao.

4.7. Determinacéo da atividade dg3-glicosidase
4.7.1. Substratos sintéticos

O ensaio de atividade diaglicosidase foi feito utilizando o substrato sintético
pNPBGlc (4-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo). A reacdo continha 375 pL de tampa
acetato de sodio, 100 mM, pH 4,0, 125 pL de solygdBGlc 4mM e 100 pldo
extrato enzimatico. A reacgao foi realizada por 15 minutos, em banho-maria a 60 °C e,
interrompida pela adicdo de 500 pL ,8&; (0,5 M). A producdo de pNP foi
guantificada espectrofotometricamente a 410 nm. Os valores de absorbancia obtidos
foram convertidos em pmoles @lP utilizando uma curva padrdo construida com 0
0,2 pmoles deNP.

Outros substratos sintéticos copwmitrofenil-a-D-glicopiranosideopNPaGlc),
o-nitrofenilf3-D-glicopiranosideo  (oNPBGlc),  p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(PNPBGal),  p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo  pNPaGal),  o-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (oNPaGal), m-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (mNPaGal), p-
nitrofenil-B-D-manopiranosideo  pNPpMan), p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo
(pPNPaMan), p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo  gNPBXil), p-nitrofenil-a-D-
arabinopiranosideoplNPaAra), foram utilizados e o ensaios realizados conforme
descrito anteriormente.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir 1 pmol de prodpit¢P) por minuto, nas condi¢des de ensaio.
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4.7.2. Acucares redutores

Para os ensaios deividade da B-glicosidasecom os substratos celobiose,
lactose, maltose, melibiose e gentiobiose, a glicose liberada na reacédo enzimatica foi
determinada pelo método da glicose oxidase (Sternberg et al), 1977

A reacao continha 450 pL de solucéao de substrato 8,0 mM em tampé&o acetato de
sodio 100 mM, pH 4,0 e 50 pL de extrato enzimatico. O ensaio foi realizadCapb0
30 minutose em seguida as amostras foram fervidas por 5 minutos. Os tubos foram,
entdo, colocados em agua a temperatura ambiente por 5 minutos e, foi adicidhado 50
UL do reativo de glicose oxidase e a mistura foi novamente incubaddCGa@s 15
minutos. A concentracédo de glicose formada foi estimada em espectrofotometro a 510
nm, por meio de uma curva padrédo construida com 0-1,0 pmoles de glicose, utilizando-
se uma solucgédo estoque de concentragéo 1 mg/mL.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 pmol de glicose por minuto, nas condi¢des de ensaio.
4.7.3. Com sacarose e Avicél

O ensaio de atividadéa -glicosidase utilizando a sacarose como substrato foi
feito pelo método de Miller (1956), no qual utiliza o reagente dinitrossalicilat&)DN
para medira quantidade de acucar redutor liberada. A mistura de reagcédo continha 450
uL de solucédo do substrato sacarose 8 mM em tampédo acetato de sodio, 100 mM, pH
4,0e50 pL de extrato enzimatico. O ensaio foi realizad6 °C por 30 minutos. Apos
este periodo, foi adicionado 500 do reagente DNS. As amostras foram fervidas por 5
minutos e, em seguida foi adicionado 1 mL de agua destilada ao tubos os quais
permaneceram em repouso a temperatura ambiente até esfriar. Os valores de
absorbéancia obtidos a 540 nm foram transformados em pmoles de glicose, por meio de
uma curva padrao construida com 0-2 umoles de glicose, a partir de uma solucdo
egdoque de concentracdo 1 mg/mL.

Para o ensaio de atividade fgglicosidase com o polimero celulose (Avicel®),
as condicdes foram as mesmas como descrito acima, sendo que as concentracbes de
celulose utilizadas foram de 0,1 e 1,0 % (p/v).

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para produzir 1 pmol de acucar redutor por minuto, nas condi¢des de ensaio.
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4.8. Dosagem de proteinas nos extratos enzimaticos

O método de Bradford (1976) foi utilizado para determinar a concentracao de
proteinas nos extratos enzimaticos, a fim de calcular os valores de atividade especifica e
determinar o grau de pureza da -glicosidase para montagem da tabela de purificag&o.

O reagente de Bradford continha 100 mg de Coomassie Brilhant Blue G-250,
100 mL de acido fosférico 85% (v/v) e 50 mL de etanol 95% (v/v), solubilizados em
200 mL de solucéo. Apods a solubilizacdo, a solucdo permaneceu em agitacdo por 30
minutos e em seguida foi filtrada em papel Whatnfah n

O ensaio para a determinacédo da concentracdo proteica foi realizado a partir da
mistura de 10-500uL do extrato protéico, 0-800uL de agua destilada e 200uL do
reagente de Bradford. Os tubos foram agitados em vortex e mantidos por 15 minutos a
temperatura ambiente. As leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro a 595 nm e os
valores de absorbancia foram convertidos em valores de massa proté€ica através de uma
curva padréao obtida com BSA.
4.9. Determinacédo do grau de pureza da enzima purificada
4.9.1. Eletroforese

A eletrofores em gel de poliacrilamida (12,0 %), contendo SDS e -
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Os mini-géis
foram preparados a partir de solucéo estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida
(bis) 30 % (p/v), tampao Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8, 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
soédio (TEMED). As amostras submetidas a eletroforese foram adicionadas ao tampéo
de amostra desnaturante 3 vezes concentrado (0,19 M Tris/HCI, pH 6,8, 2,3 % p/v de
SDS, 1 % W de glicerol, 5 % v/v de B-mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas
durante 4 minutos e aplicadas no gel (Laemmli, 1970). As corridas eletroforéticas foram
realizadas a temperatura ambiente, a 85 V, em placas do Sistema Mini-Gel da Sigma
Chemical Company. Coloracao e revelacéo dos géis de eletroforese

As proteinas presentes no gel foram reveladas com nitrato de prata, conforme
procedimento descrito por Blum et al.(1987). Apds a corrida eletroforética, o gel foi
colocado em 10 mL de solucédo fixadora, metanol, acido acético glacial e agua, na

propor¢cdo de 50:12:38 em volume, por no minimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10
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minutos com solucdo de etanol 50 % (p/v). O gel foi lavado, por 1 minuto, em solugéo
de tiossulfato de sodio 0,02 % (p/v). Em seguida, o gel foi rapidamente lavado com
agua destilada e incubado, por 20 minutos, em solucdo de nitrato de prata 0,2 % (p/v),
contendo 37 pL de formaldeido 37 % (v/v) e lavado 3 vezes, por 20 segundos, com
agua destilada. Posteriormente, o gel foi tratado com a solucéo reveladora (carbonato de
sédio 4 %, contendo 2 mL de solucéo de tiossulfato de sédio 0,02 % e 50 pL de
formaldeido 37 %), até a visualizacdo das bandas proteicas. A reacdo foi interrompida
pela adicdo de acido acético.
4.9.2. Zimograma

Para a deteccdoaditividade de B-glicosidase em gel foi feita a analise por
zimografia. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (10
%) e foi realizada conforme descrito no item 4.9.1., exceto que nao foi adicionado SDS
e B-mercaptoetanol, por se tratar de um gel ndo desnaturante. As corridas eletroforéticas
foram realizadas a temperatura ambiente, a 80 V, em placas do Sistema Mini-Gel da
Sigma Chemical Company.

Apos a corrida de eletroforese, o gel foi dividido em duas partes. Uma parte do
gel foi colocada em uma placa de Petri e incubada com tampéo acetato de sddio, 100
mM, pH 40 por 10 minutos. Em seguida, o gel foi coberto lentamente com solugao
tamponada (tamp&o acetato de sédio, 100 mM, pH 4,0N#8GIc (4-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo) 3mg/mL. A banda protéica correspondente a enzima f-glicosidase
pode ser evidenciada devido ao surgimento de uma banda de coloracdo amarela na
posicdo a qual a enzima se encontrava no momento em que a eletroforese foi
interrompida. A outra parte do gel foi acondicionada em tampéao acetato de sédio, 100
mM, pH 4,0 por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionada ao gel uma solugdo de 0,5
mM de 4-metilumbeliferil-D-glicopiranosideo (MUG- Sigma Aldrich), em tampéao
acetato de sodio 100 mM, pH 4,0, por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
o gel foi colocado sob luz ultravioleta e a presencga do produto fluorescente, oriundo da
reacdo enzimatica, foi visualizada, o gel foi fotografado sob luz UV e denominado
MUG-PAGE.

Com o intuito de determinar a massa molecular, a parte do gel nativo revelada
com o 4-MUG foi extraida do gel. Essa faixa de gel foi acondicionada em tubo de

polipropileno (tipo Falcon) contendo 1mL de tampdao acetato de sédio, 100 mM, pH 4,0
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e triturada no gelo utilizando um bastéo de vidro, até que o gel estivesse em pequenos
fragmentos. Para que ocorresse a difusdo da enzima do gel para a solucdo tampao, o
tubo ficou no gelo por 2 h. Em seguida, foi feita centrifugac&o (10000 g / 10 min / 4 °C)
e 0 sobrenadante foi coletado e utilizado para anélise em SDS-PAGE (item 4.9).
4.10. Determinacédo da massa molecular

Para ao calculoda massa molecular da p-glicosidase secretada pelo
Chrysoporthe cubensisPF-1, foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida
(12,0 %) em condi¢cbes desnaturantes (item 4.9.1.) e o gel foi corado com nitrato de
prata. Os marcadores de massa molecular utilizados foram os da Thermo Scientific, uma
mistura de 14 proteinas altamente purificadas, com suas massas moleculares pré-
definidas (200-10 kDa) A massa molecular da p-glicosidase foi estimada
correlacionando-se, por meio de uma curva padrdo, os perfis de migracdo das proteinas
padrdo (distancia percorrida no gel, em centimetros) com o logaritmo das massas
moleculares.
4.11. Caracterizacdo enzimatica
4.11.1. Efeito do pH

Paa determinar o efeito do pH na atividade fdglicosidase as condi¢des de
ensaio foramas mesmas descritas no item 4.7.1, porém o ensaio foi realeasado
diferentes valores de pH (2.0-8.0) utilizando tampdes Mcllvaine. (Mcllvaine, 1921).
4.11.2. Efeito da temperatura

Para o estudo do efeito da temperatura na atividaglegtiaosidase os ensaios
enzimaticos foram realizados como descritos no item 4.7.1, exceto que as condi¢des de
ensaio foram em diferentes valores de temperatura, na faixa de 30 a 80 °C.
4.11.3. Efeito do pH na estabilidade e atividade da enzima

O efeito do pH na estabilidade e atividadepeglicosidase foi analisado por
meio da pré-incubacao da solucdo da enzima na faixa de pH de 2,0 a 8,0, no gelo por 30
minutos. Apdés o periodo de pré-incubagdo, o ensaio de atividade enzimética foi
conduzido como descrito no item 4.7.1.

4.11.4. Andlise de termoestabilidade
Aliquotas da enzima purificada-000 pL) foram pré-incubadas, em solucéo

tampao acetato de sodio, 100 mM, pH 4,0, nas temperaturas de 50, 60 e 70 °C por 96 h.
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Em diferentes intervalos de tempo, aliquotas foram retiradas e a atividade respiual d
glicosidase foi medida conforme descrito no item 4.7.1.
4.11.5.Célculo da meiavida da p-glicosidase

Para determinar a meia-vida da enzima o ensaio foi feito nas mesmas condi¢cbes
do item 4.11.4. As curvas de meia-vida foram construidas pelo programa Sigma Plot
10.0, versao para Windows.

4.11.6 Efeitos de ions, acticares e agentes redutores na atividade da p-glicosidase

Para determinar o efeito de ions, agentes redutores e acglcares na atividade da
enzima, os ensaios enzimaticos foram realizados conforme descrito no item 4.7.1,
porém foram adicionadas solu¢cdes dos seguintes compostos efetores: cloreto de calcio
(CaCl), carbonato de célcio (CaGQcloreto de mercurio (Hgg)l cloreto de magnésio
(MgCly), sulfato de magnésio (MgS) cloreto de manganés (Mnfl sulfato @
manganés (MnSf), cloreto de sbédio (NaCl), fluoreto de sddio (NaF), sulfato de sédio
(NaSQy), cloreto de potassio (KCI), iodeto de potassio (KI), cloreto de zinco £¢ZnCl
duodecil sulfato de sodio (SDS), acido etilenodiaminotetracético (EDTA), Uréia,
Etanol, B-mercaptoetanol, Furfural, Hidroximetilfurfural (HMF), glicose e galactose,
com concentragdes finais de 1 e 10 mM, e Triton X-100 1% e 5%. As atividades
determinadas com os efetores foram entdo comparadas com a atividade na auséncia
desses.

4.11.7. Determinacio da especificidade da p-glicosidase para diversos substratos

Para determinar a especificidade da enzima os ensaios enzimaticos foram
realizados com diversos substratos sintéticos, naturais e polimeros.

Os ensaios com 0s substratos sintétigesitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(pPNPaGle), o-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (oNPBGle), p-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo pNPBGal), p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo pNPaGal), o-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo ~ (oNPaGal), m-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo
(mNPaGal),  p-nitrofenil-§-D-manopiranosideo  pNPBMan),  p-nitrofenil-a-D-
manopiranosideo pNPaMan), p-nitrofenil-3-D-xilopiranosideo @¢NPpXil), p-
nitrofenil-a-D-arabinopiranosidegpNPoAra), foram conduzidos conforme descrito no
item 4.7.2.

As atividadesda pB-glicosidase foram estimadas com o0s agucares redutores

celobiose, lactose, maltose, melibiose, gentiobiose, como descrito no item 4.7.3, com a
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sacarose, que € um acucar nao redutor e com o polimero celulose (Avicel ®), conforme
descrito no item 4.7 4.
4.11.8.Determinacao dos parametros cinéticosyKe Vimax

Para a determinacdo dos valores qe eKVmax 0S ensaios enzimaticos foram
realizados utilizando concentracbes crescentes do substrato sipleHfGlc e do
substrato natural celobiose. As condi¢ces doierfeaam conforme descritas no item
4.7.1, exceto que foram utilizadas concentra¢des de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,40;
0,50; 0,70; 0,80 e 1,0 mM pargdPBGlc e as concentragdes de 0,05; 0,10; 0,15; 0,25;

0,50; 0,70; 0,80; 0,90; 1,0; 1,5; 2,0; 5,0 e 8,0 mM para a celobiose.

Os valores de K e Vmax foram calculados através da curva de Michaelis-
Menten, curva da concentracdo do substrato em funcdo da velocidade enzimética, pelo
programa Curve Expert, versao 1.4 para Windows.
4.11.9.Determinacéo de Ki para a glicose

Para a obtencao do valor depira a glicose, os ensaios de atividade enzimatica
foram realizados como descrito no item 4.7.1, porém, utilizando-se concentracfes de 1,
5 e 10 mM para a glicose e de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,40; 0,50; 0,70; 0,80 e 1,0
mM parapNPBGlec.

O valor de Ki foi calculado através do grafico duplo-reciproco (Lineweaver-
Burk) e do grafico da concentracdo do inibidor (glicose) versus a inclinacédo do gréfico
do duplo reciproco de cada uma das concentracdes, pelo programa Sigma Plot 10.0,
versao para Windows.

4.12. Sacarificacdo enzimatica do bagaco de carte-acucar

O bagaco de cana-de-acUcar proveniente da usina de Jatiboca, na cidade de
Urucrania, Minas Gerais, submetido ao pré-tratamento alcalino, conforme descrito por
Falkoski et al. (2013), foi utilizado para a sacarificacdo enzimatica.

A sacarificacdo foi realizada em frascos Erlenmeyers de 125 mL na
concentracdo de 2% (p/v) de bagaco em 15 mL de tampao acetato de sodio 50 mM, pH
5,0. A fim de inibir a contaminacdo por outros micro-organismos foram adicionadas a
mistura de reacao tetraciclina (40 ug/mL) e azida 10 mM.

As reacdes de sacarificacdo enzimatica foram padronizadas para 15 U de FPase
de cada mistura enzimatica por grama de bagaco e conduzidas utilizando o coquetel

comercial Multifect®CL (CL), o extrato do fungo C. cubensis (C&£gssas misturas
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enzimaticas suplementadas com 15 B-dgicosidases, os quais foram designados CLS
e CCS, respectivamente.

As reacdes foram conduzidas em Shaker Series 25 D New Brurs80CkC e
250 rpm durante 72 horas. Aliqguotas de 1,0 mL foram coletadas em diferentes
intervalos de tempo pré-determinados e submetidas a centrifugacdo por 5 minutos a
10000 g. O sobrenadante foi recolhido e imediatamente congelado para analises.

Os acucares glicose e xilose foram quantificados utilizando um sistema HPLC
(High Protein Liquid Chromatography) com um detector de indice de refracdo
(Shimadzu, Kioto, Japdo) em coluna Aminex HPX-87 P (300 x 7,3 an80°C e o

fluxo foi de 0.6 mL.min* com agua como eluente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Purificacéo dasp-glicosidaseslo fungo Chrysoporthe cubensis LPF-1

No processo de purificacdo enzimatica o extrato bruto foi submetido a
cromatografia de troca idbnica em coluna de Q-Sepharose e, posteriormente a fracdo de
maior atividade enzimatica foi submetida a cromatografia de filtracdo em gel em coluna
Sephacryl S-200.

O perfil de eluicdo da cromatografia em coluna de troca idnica (Fig. 3) mostrou
a presenca de apenas um piom atividade da pB-glicosidase, a qual foi eluida logo no
inicio do gradiente de NaCl. Com isso, padeaferir que o conjunto de B-glicosidases,
nas condi¢cOes estabelecidas da cromatografia, apresenta carga negativa, uma vez que a
coluna Q-Sepharose é trocadora de anierSHe-N'-(CHs)s). E ainda, a amostra
proteica apresenta carga negativa pequena, pois aderiu a resina, mas foi eluido
facilmente, o que sugere um valor de pl pouco menor do que o valor de pH 4,0. O
restante das proteinas foi eluido ao longo da cromatografia, de maneira que alguns picos
foram observados no inicio do processo e outros durante o gradiente salino, sendo que

estes picos ndo apresentaram atividadge gleosidase.
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Figura 3: Perfil cromatografico da amostra de B-glicosidases provenientes do extrato
bruto de Chrysoporthe cubensiBF1, em cromatografia de troca idnica em coluna de
Q-Sepharose. Atividade drglicosidase @); proteina Q); gradiente de NaCl de 0 a
1,0M (9.
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As fracdes contendo atividade enzimatica foram reunidas e submetidas a
cromatografia de filtracdo em gel, em coluna Sephacryl S-200, como descrito no item
4.6.2.

O perfil de eluicdo da cromatografia de filtracdo em gel (Fig. 4) revelou um pico
mais amplo de fragdes protéicas com atividade de B-glicosidase. Por se tratar de uma
coluna de exclusdo molecular, pode-se perceber que o pico que apresentou atividade
enzimatica foi eluido no inicio da cromatografia e corresponde a moléculas de maior
peso molecular, as quais passam mais rapidas pela coluna e ndo ficam retidas nos poros,
enquanto que os picos proteicos eluidos mais tarde se tratam de proteinas de menor
tamanho. A amplitude do pico sugere a presenca de proteinas de massas moleculares

diferentes com atividade @eglicosidases.
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Figura 4: Perfil cromatografico da fragcdo enzimatica proveniente da cromatografia de
troca i6nica contendo [-glicosidases de Chrysoporthe cubendiPF1, em
cromatografia de filtracdo em gel, em coluna Sephacryl S-200. Atividadg- de
glicosidase @) e proteina®).

Com essa etapa foi observado que a concentracdo de proteinas em relagdo ao
passo anterior reduziu quase na metade, o fator de purificagdo praticamente dobrou e a

atividade especifica aumentou, como mostrado na tabela 1.
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Ao final do processo de purificacdo pode-se perceber que a fragdo proteica com
atividade deB-glicosidases de C. cubensiBF1 apresentou um fator de purificacdo de

2,05 vezes com um rendimento de 64,5 % (Tabela 1).

Tabela I Resumo das etapas de purificacas [ttglicosidases (Ec) de Chrysoporthe
cubensis LPF-1, cultivado em SSF contendo farelo de como fonte de carbono.

Atividade Proteina At|V|da}Qe F"’?‘.Or d? Rendimento
Etapa L) (mg) Especifica Purificacédo (%)
(U/mg) X)
Extrato bruto 9570,0 2005,0 4,77 1,00 1000
Q-Sepharose 8010,0 11775 6,80 1,43 83,7
Sephacryl 200 6174,0 630,0 9,80 2,05 64,5

As fragBes ativas que foram eluidas a cada etapa do processo de purificagéo

foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE,%2.,0

40

30 %\

25 —> S
20 > N—
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10 e a—

Figura 5: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12,0 &bamostras contendo -
glicosidase do Chrysoporthe cubensBF1, corado com pratal- marcadores de
massa moleculag- extrato bruto3- fracdo enzimatica proveniente cromatografia de
troca ibnicad- fracdo enzimatica proveniente cromatografia de filtracdo em gel.

25



A partir do gel SDS-PAGE obtido, pode ser observado que o numero de bandas
protéicas diminuiu de forma consideravel ao longo das etapas de purificacdo. Além
disso, a andlise eletroforética da amostra proteica com atividageglitsidases
proveniente da cromatografia de exclusdo molecular revelou a presenca de uma banda
protéica forte, a qual foi também bem evidente no extrato bruto, entretanto outras
bandas estavam presentes (Figura 5). Para identificar as bandas referentes as possiveis
B-glicosidases, foi realizada a atividade enzimatica em gel, utilizando a técnica de
zimografia.

5.2. Zimograma

A analise por zimograma foi realizada para detectar a atividaglgldsidase

em gel, conforme descrito no item 4.10.2 e, os resultados obtidos podem ser observados

na figura 6.

Figura 6: Zimograma para atividade de B-glicosidase. A esquerda revelacdo do gel
nativo com adicao de solucéo tamponpi®pGlc e a direita com solugdo tamponada
de 4MUG, evidenciando a localizacg&o figlicosidase.

De acordo com os resultados, pode-se perceber a presenca de trés bandas fortes
que correspondem a [-glicosidases ativas, reveladas com os dois substratos. Isso
demonstra que o fungo C. cubenkRF1 foi capaz de secretar um conjunto de f-

glicosidases que permaneceram juntas mesmo apos o processo de purificacdo. A fim de
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validar esse resultado foi realizado o zimograma (4.10.2) com amostras provenientes da
cromatografia de troca ibnica e de filtracdo em gel, para comparacao (figura 7). Esse
procedimento revelou o mesmo perfil de bandas observado tanto na fracdo enzimatica
proveniente da cromatografia de troca ibnica, primeira etapa cromatografica do
processo de purificacdo, quanto na cromatografia de gel filtracdo, etapa final da
purificacéo.

Fgura7: Zimograma para atividade dgglicosidase. Revelacdo do gel nativo com
adicdo de solugéo tamponada dBI¥G, evidenciando a localizagdo de B-glicosidase.

1- fracdo enzimatica proveniente da cromatografia de troca iGhif@cao enzimatica
oriunda da cromatografia de filtragdo em gel.

Assim, a utilizagdo da técnica do gel nativo e zimografia tornaeamportante
para o processo de analise enzimatica, pois ele permitiu que as enzimas estivessem em
suas conformacfes nativas e atividades cataliticas. A partir dos resultagbs, as
glicosidases evidenciadas nos zimogramas foram nomeadaseEE;, e esse conjunto

dep-glicosidases foi denominado Ec, conforme mostrado nas figuras 6 e 7.
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5.3. Determinacédo da massa molecular

Para o célculo da massa molecular, as bandas correspondentes; & k&,
provenientes da cromatografia de filtracdo em gel,foram excisadas do gel nativo, as
enzimas foram eluidas (item 4.10.2) e submetidazletroforese em gel de
poliacrilamida (12,0 %), conforme descrito por Laemmli (1970) e, os resultados podem

ser visualizados na figura 8.
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De acordo com a figura 8, pode-se perceber que a fragdo denomingida E
glicosidase Edo gel nativo) apds desnaturacéo, apresenta pelo menos trés subunidades
proteicas com massas moleculares entre 50 e 70 kDa (denomingdés, E E. na
ordem decrescente de massa molecular), sugerindo;querga proteina oligomérica
de alta massa molecular. As bandas proteicas observadas apos desnaturafiifarde E
vistas também nas canaletas contendce Bz desnaturadas. Isto sugere quepas
glicosidases E E, e & poderiam ser formadas de subunidades proteicas com massas
moleculares semelhantes e que se organizam de diferentes formas para compor as
enzimas ativas.

Outra hipotese seria a de queno se separou de maneira eficientemente,de E
e Eno gel nativo e, quando estas foram transferidas para o SDS-PAB&Nt&aneceu

nas amostras excisadas. A amostra dpds desnaturacdo, além dos tracos de
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subunidades proteicas com massas moleculares referentesnasiou-se com uma
banda uUnica com massa molecular superior. Do mesmo medapoE desnaturacao,
além dos tracos de proteinas referenteg, anéstrou-se com uma unica banda bem
forte e evidente, a qual corresponde a banda mais forte observada na fracdo da
cromatografia de filtracdo em gel, mostrada na figura 5. A presenca das fracdes
proteicas referentes a Em & e B, bem como a nédo separacdo deEEe B mesmo
apos duas etapas cromatogréficas, sugere gfeglésosidases de C. cubendiPF1
podem se apresentar como um complexo proteico, estando de alguma forma associadas.
Alguns trabalhos tém mostrado que enzimas, mesmo apOs processos de
purificacdo, permanecan unidas. Almeida et al. (2013), purificou um complexo
multienzimatico contendo duas endoglicanases (GH3 e GH10), uma celobiohidrolase
(GH7) e uma xilanase (GH10), proveniente do fungo endofitico Fusarium
verticillioides. E ainda, as pesquisas de Costa (2013), mostraram que o fungo
Penicillium chrysogenum foi capaz de secretar dpagicosidases com massas
moleculares bem distantes (95 e 241 kDa), o que possibilitou a separacdo destas por
cromatografia de filtracdo em gel.
Desse modo, as massas molecularespegigosidases de C. cubendiPF1
foram estimadas por meio da regressao linear da curva construida com o logaritmo das
massas moleculares de proteinas padrédo com a distancia, em centimetros, percorrida no
SDS-PAGE (figura 9).

y=2,039 - 0,0767x

r2=0,98

log MM

deslocamento (cm)

Figura 9: Determinagdo das massas mole@gdatasp-glicosidases de Chrysoporthe
cubensis LPF1. Distancias percorridas pelos padrdoes protéid®3 € pelasp-

glicosidases H¢), Ex(m) e B(V¥).
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Assim, as massas moleculares flagicosidases E£e Eestimadas atravées da
analise eletroforética em SDS-PEGforam de 85,43 e 74,17 kDa, respectivamente
(figura 8). & apresentou pelo menos trés subunidade proteicas com massas moleculares
de 63,09, 60,25 e 56,23 kDa pang, [E;, € B, respectivamente.

Dados da literatura mostram que tanto o extrato comercial bem como o extrato
bruto de Trichoderma Aspergillus spapresentam p-glicosidases com massa molecular
em torno de 80 kDa (Brijwani et al.; 2010). Li et al.(2013), avaliaram as caracteristicas
bioguimicas e cinéticas de urgalicosidase recombinante, cujo gene é proveniente de
T. pendens e a massa molecular estimada por SDS-PAGE Paglicasidase foi de
77,8 kDa.

Além disso, Brijwani e colaboradores obtiveram uma B-glicosidase com massa
molecular de 80 kDa, proveniente de um cultivo misto dos fungos Trichodermaereesei
Aspergillus oryzae e, esta enzimaepiitou o mesmo tamanho de uma B-glicosidase
comercial de A. niger, utilizada para fins de comparacao.

Okamoto e colaboradores purificaram e caracterizaram phgisosidases
acidicas de Fomitopsis palustris. As massas moleculares estimadas por SDS-PAGE
foram de 130 e 213 kDa para a BGI e BGII, respectivamente. Segundo os autores, um
grande numero de estudos tem descritos B-glicosidases de basidiomicetos purificadas e
caracterizadas com massas moleculares que variam de 53 a 320 kDa (Okamoto et al.;
2011).

Dessa forma, os valores de massas moleculares estimados para a trés f-
glicosidases de C. cubensis sdo similares aos valores descritos na literatura. Esses
resultados mostram que C. cuberd®~1 quando cultivado nas condi¢cdes descritas
neste trabalhosecretam pelo menos trés B-glicosidases que podem estar associadas
formando um complexo enzimatico, o que poderia conferir vantagens no que se refere a
estabilidade e atividade catalitica.

5.4. Caracterizacdo enzimatica

Uma vez que o extrato bruto de C. culiehPF1 é utilizado para sacarificacao
de biomassa lignocelulésica, ou seja, as B-glicosidases estardo exercendo as atividades
conjuntamente e, que mesmo apds o processo de purificacdo as f-glicosidases n&o se
separaram. A caracterizacdo enzimatica descrita a seguir foi realizada na fracao obtida

30



apos a cromatografia de filtracdo em gel, contendo atividades conjuntaskies B,
referida como complexo de B-glicosidases (Ec).
5.4.1. Efeito do pH

Valores de atividades acima de 73 % foram observados na faixa de pH entre 3,5
e 4,5 e a atividade maxima foi em pH 4,0. Atividades menores foram observadas em pH
3,0 (38 % da atividade) e 6,0 (18,5 %). E ainda, nos valores de pH 6,0 e 6,5 a atividade
reduziu drasticamente e entre os valors de pH 7 e 8 a atividade de Ec foi praticamente
nula (Figura 1R Os resultados mostram que [aglicosidases de C. cubensis s&o
enzimas 4cidas.
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Figura 10: Efeito do pH na atividade slg-glicosidases de Chrysoporthe cubensis
LPF1 na temperatura de 50 °C

Valores préximos foram relatadgmra B-glicosidases de outros fungo®.
fitopatébgeno Pycnoporus sanguineus foi capaz de seaneidi-glicosidase que exibiu
atividade maxima em pH 4,5 (Falkoski et 20]2), o mesmo valor foi obtido para a -
glicosidase de Phoma sp. (Choi et al., 2011). Choi e colaboradores, observaram que em
pH 4,0 e 5,0 a atividade enziméatica foi aproximadamente 97% e 81% do valor maximo
obtido, respectivamente e, ainda nos valores de pH abaixo deadjfiaede 7,0 a -
glicosidade nao apresentou atividade. Por outro ladiglecosidase de T. pendens
apresentou atividade maxima no valor de pH 3,5. Na faixa de pH de 3,5 a 4,0 a
atividade foi de 80 % enquanto que 60% de atividade foi observado nos valores de pH
de 4,5 a 6,0 (Li et al.; 2013).
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Em geral, B-glicosidases produzidas por fungos apresentam valores de pH
otimos na faixa de 4,0 a 6,5 (Choi et al., 2011). Outros trabalhos mostraram um valor de
pH 5,0 para a B-glicosidase do fungo Termitomyces clypeatus (Pal et al., 2010), de
forma semelhante, B-glicosidase de Penicillium citrinum YS40-5 apresentou maior
atividade também nesse valor (IFSon et al., 2010).

Além disso, foi avaliado o efeito do pH sobre a estabilidade e atividade de Ec
como mostrado na figura 11. Apds a incubacao de Ec em solu¢des de pH na faixa de 2,0

a 8,0, no gelo por 1 hora, o ensaio de atividade enzimatica foi conduzido (item 4.7.1).

7
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Figura 11. Efeito do pH sobre a estabilidade daglicosidases de Chrysopoeth
cubensis LPF-1. Curva de pR] e curva de estabilidad®j.

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que apés Ec ter sido
incubado nos valores de pH de 2,0 a 8,0, as enzimas conseguiram manter atividade alta
quando retornadas ao pH OtimRara as B-glicosidases de C. cubensis, valores de
atividade acima de 90% foram observados ap0s pré-incubacéo na faixa de pH entre 2,0
e 6,0, sendo que em pH 8,0 a atividade residual foi de 78%. Estes resultados mostram
que mesmo apos pré-incubacdo de Ec em valores de pH abixo de 3,0 e acima de 5,5, nos
quais EC perdeu mais de 50% de sua atividade, quando ensaiadas no pH 6timo, a
atividade foi recuperada, indicando uma possivel renaturacdo das enzimas. Estudos
mostraram que a B-glicosidade de T. clypeatus na faixa de pH 6,0 a 7,0, apds 1 hora de

incubacédo a temperatura ambiente, manteve 95 % de sua atividade (Pal et al., 2010).
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5.4.2. Efeito da temperatura
O efeito na temperatura na atividade enzimatica foi avaliado na faixa de 30-90
°C (figural2).
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Figura 12: Efeito da temperatura na atividadas@-glicosidases de Chrysoporthe
cubensis LPF-1 em pH 4,0.

O complexo dég-glicosidases de C. cubensis LPF-1 apresentou maior atividade
na temperatura de 60 °C. Diminuicbes drasticas de atividade foram observadas em
valores de temperatura acima de 75 °C. Entretanto a atividade residual de 71% foi
obtida quando a reacé&o foi conduzida a 70°C e de 38,5 % a 75°C.

Valores proximos foram obtidos para as B-glicosidases de Phoma sp. e P.
citrinum, as quais exibiram atividade maxima nas temperaturas de 65 °C@ 70
respectivamente (Choi et al., 2011; I-Son et al., 2010). De acordo com os relatos de
Choi, nos valores de 6@ e 70°Ca B-glicosidase de Phoma sp. apresentou 99% e 22%
da atividade maxima obtida, respectivamente. Além disso, Pal et al. (2010) encontraram
valor de temperatura 6tima de 45 &a p-glicosidase de T. clypeatus, enquanto que
para P. sanguineus a enzima foi mais ativa na temperatura de 50 °C.

5.4.3. Andlise de Termoestabilidade

A andlise de estabilidade térmica de Ec foi realizada nas temperaturas de 50°C,

60°C e 70°C por 96 horas e, os perfis de atividade relativa obtidos durante

experimento estéo na figura 13.
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Figura 13: Andlise de termoestabilidades-glicosidases de Chrysoporthe cubensis
LPF1. As amostras enzimaticas foram pré-incubadas nas temperaturas de@)) °C (
60 °C ©) e 70 °C ¥). As atividades foram calculadas considerando-se como 100% a
atividade sem pré-incubacéo.

Nas temperaturas de 50°C e 60 °C a atividade residual foi de 86% e 60%,
respectivamente, apés 12 horas de pré-incubacdo. A 70 °C Ec foi razoavelmente
termoestavel, sendo que ap6s 30 minutos a atividade foi apenas 29% da atividade
maxima. A partir dos resultados obtidos, pode-se perceber que Ec foi altamente
termoestavel, considerando que o C. cubensis é um fungo fitopatogénico.

[-Son e colaboradores (2010) relataram qu@-glicosidase de Penicillium
citrinum foi estavel na faixa de temperatura de 45 a 75°C, retendo cerca de 80% da
atividade maxima, entretanto a estabilidade da enzima diminui drasticamente em
temperaturas acima de 60 °C, resultando em menos de 20% de atividade residual.

Além disso, o complexo deglicosidases de C. cubensis apds 96 horas de pré-
incubacao, reteve 26% e 12% da atividade maxima nas temperaturas de 50 °C e 60 °C,
respectivamente, sendo que a 70 °C apdés 60 horas de pré-incubacéo a atividade residual
foi de apenas 6% da atividade maxima.

Dessa forma, o complexo d¢eglicosidases de C. cubendi®PF1 se mostrou
muito mais termoestavel do que relatado para a maioria de gugbsosidase

fungicas.
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5.4.4. Determinacdo da meia-vida dag-glicosidases

Para a determinacéo dos valores de meia \ad@-dlicosidases de C. cubensis
0s ensaios foram realizados nas temperaturas de 50, 60 e 70°C (Figura 14). Na
temperatura de 50 °C, o valor estimado para a meia-vida foi de 52 horas e 39 minutos,
enquanto que a 60 °C com 35 horas e 30 minutos Ec teve sua atividade reduzida a
metade. A estimativa para a meia-viltacomplexo de B-glicosidases de C. cubensis na
temperatura de 70 °C foi de 15,3 minutos.

SegunddChoi et al. (2011), a B-glicosidase de Phoma sp. apresentou tempo de
meia-vida de 197 minutos a 50 °C. E ainda, estudos de I-Son (2010) mostraram que o
tempo de meiadda da B-glicosidase de P. citrinum a 58 °C foi de 2 horas.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluespgeomplexo de3-
glicosidases de C. cubensis, poderia ser utilizado em processos que requerem
temperaturas acima de 50 °C e por um longo periodo de tempo, uma vez que as enzimas
foram altamente estaveis tanto a 50 quanto a 60 °C.

Como a sacarificagcdo enzimatica € um processo que requer longos periodos de
reacao, a estabilidade térmica € uma caracteristica essencial para eficiéncia da hidrolise
da biomassa. Dessa forma, a alta termoestabilidade para Ec a 50 °C indica que
complexo de B-glicosidases obtido do fungo C. cubensis apresenta potencial para ser

usado no processo de sacarificacdo da biomassa.
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Figura 14. Valores de meia-vida estimados pa®mp-glicosidases de Chrysoporthe
cubensis LPF-1 em diferentes temperatu@s50 °C,(B) 60 °C ¢C) 70 °C.
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5.4.5. Efeito de ions, agucares e agentes desnaturantes na atividade d¢as
glicosidases de Chrysoporthe cubensis LPF-1
Para determinar o efeito de ions, agentes redutores e agucares na ativilade das
glicosidases de C. cubensis, 0s ensaios enzimaticos foram realizados conforme descrito
no item 4.11.6. A atividade relativa foi calculada em relacédo a atividade da enzima sem

efetor, considerada como controle com 100% de atividade (fighra 15
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Figura 15: Atividade relativa ds B-glicosidases de Chrysoporthe cubensis LPF-
submetido aos diferentes efetorés) ions, (B) acgUcares, agentes redutores e outros

efetoes.
Agentes redutores, ions e acguUcares resultaram em diversos efeitos sobre a
atividade dag3-glicosidases de C. cubensis (figura 15). A atividade das enzimas foi

completamente inibida por cloreto de mercurio e sulfato de manganés, na concentracao
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final de 10 mM. Carbonato de célcio, cloreto de manganés e cloreto de zinco inibiram
consideravelmente as tr8$glicosidases, sendo que as atividades residuais na
concentracdo de 10 mM foram de 51,21, 51,52 e 20,15 %, respectivamente.

Além disso, o detergente dodecilsulfato de sédio (SDS) e o cloreto de zinco na
concentragdo de 10 mM resultaram em atividades residuais de 65,02 e 20,15%, e a
glicose inibiu consideravelmente nas concentracdes de 1 e 10 mM, sendo que na
segunda, a atividade enzimatica foi reduzida em 73,40%.

A atividade das enzimas praticamente n&o foi alterada por cloreto de célcio,
cloreto de magnésio, sulfato de magnésio, cloreto de sodio, fluoreto de sddio, sulfato de
sédio, cloreto de potassio, iodeto de potassio, furfural, hidroximetilfurfural e galactose,
todos nas concentracoes finais de 1 e 10 mM e, por triton X-100, nas concentracdes
finais de 1 e 5%.

Ec teve sua atividade aumentada em 20% na presenca de uréia, 15% com etanol,
25% com pB-mercaptoetanok 12% com o &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
todos nas concentracdes finais de 1e 10 mM. Devido a uréia ser um agente caotropico
pode-se inferir que a mesma promoveu desagregasgbglicosidases, resultando em
exposicdo das enzimas, 0 que propiciou em aumento de atividade. O EDTA é um agente
guelante e, uma vez que a atividade foi aumentada na sua presenca, pode-se sugerir que
as B-glicosidases ndo sejam enzimas complexadas com mitaig-mercaptoetanol
foi um dos efetores que promoveu maior aumento na atividade enzimatica. Por se tratar
de um agente redutor, esse efetor pode atuar em ligacdes quimicas na estrutura da
enzima, que resultam na estabilizacdo do sitio catalitico e, portanto contribui para a
ativacdo dag-glicosidases.

Choi et al. (2011), avaliaram o efeito de ions na atividadgé gleosidase de
Phomasp. A atividade da enzima foi aumentada na presenca de magnésio e zinco, nas
concentracdes de 5 e 10 mM em ambos os ions, sendo que com 0 primeiro 0 aumento
na atividade foi de 20% e com o segundo de 10%. Por outro lado, os ions manganés,
ferro, cobalto e calcio ndo apresentaram nenhuma influencia significativa na atividade,
enquanto que a enzima teve sua atividade reduzida em 52% na presencga de cobre.

Resultados similares foram descritos por [-Son e colaboradies). A p-
glicosidade do fungo P. citrinum foi fortemente inibida por ions de cobre, os quais
promoveram uma reducdo de 73% da atividade. E ainda, a atividade da enzima
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praticamente ndo foi alterada na presenca de célcio, manganés e cobalto. Erdretanto,
presenca de zinco, na concentracdo de 10 mM, resultou em uma diminuicao de 22% da
atividade enzimatica.

Além disso, a B-glicosidase de T. pendens foi incubada na presenca de varios
ions metais e solventes orgéanicos. Os ions magnésio, ferro e mercurio inibiram a
atividade enzimatica na concentracdo de 5 mM, sendo que o ultimo reduziu a atividade
para 3,5%. Por outro lado, cobalto, zinco e manganés resultaram em aumento na
atividade enzimética e ainda, na presenca de solventes organicos a enzima exibiu um
leve aumento de atividade, tendo o etanol promovido um aumento de 11% (Li et al.;
2013).
5.4.6. Especificidade de substrato dag3-glicosidases de Chrysoporthe cubensis

LPF-1

Para determinar a especificidade do complex@-dkcosidases de C. cubensis
foram realizados ensaios enzimaticos com diversos substratos sintéticos, naturais e
polimeros, conforme descrito no item 4.11.7.

A partir dos resultados obtidos para os substratos sintéticos, pode-se perceber
que Ec foi altamente seletivo para ligagdes do tipo B e para residuos de glicose (Tabela
2). As enzimas associadas foram capazes de hidrolisar somente pNPBGlc ¢ oNPBGlc, de
maneira que ndo apresentaram nenhuma atividade significativa para outros substratos
sintéticos, todos nas concentracdes de 0,5 mM, os quais continham residuos de acucares
diferentes da glicose e com ligagdes na posi¢ao o.

Considerando a atividade com o pNPBGIlc como 100%, o substrato oNPBGlc
resultou em 25,4% de atividade relativa. Isso mostra que além de hidrolisar ligacdes 3
do tipo 1-4, ceo ocorre no pNPBGlc, na celobiose e na celulose, Ec foi capaz também
de hidrolisar liga¢des do tipo 1-2, presente no subsitdPBGlc e ligagdes do tipo 1-6,

gue unem os mondmeros de glicose para formar a gentiobiose.

39



Tabela 2: Atividade dasp-glicosidases de Chrysoporthe cubeh$t&-1 com substratos

sintéticos, naturais e o polimero celulose.

Substrato  Concentrac&o final Atividade (UM.min™) + DP
pNPBGlc 0,5 mM 0,585 + 0,037
pNPoGlc 0,5 mM 0
oNPBGlc 0,5 mM 0,149 £ 0,04
pNPBGal 0,5mM 0
pNPaGal 0,5 mM 0
oNPaGal 0,5mM 0
mNPaGal 0,5mM 0
pNPBMan 0,5 mM 0
pNPaMan 0,5 mM 0
pNPBXil 0,5mM 0
pNPoAra 0,5mM 0
Celobiose 2,5mM 0,157 + 0,006
Lactose 2,5 mM 0
Maltose 25mM 0
Melibiose 2,5mM 0
Gentiobiose 2,5mM 0,104 = 0,003
Sacarose 2,5mM 0
Celulose 0,1% 0
Celulose 1% 0,018+ 0,04

Kara e colaboradores (2011) avaliaram a atividade da B-glicosidase de Olea

europaed. com substratos sintéticos pNPBGlc ¢ oNPBGlc. O substrato na posigdo para



foi mais especifico para a enzima do queNPpGlc na posi¢cdo orto, sendo que 0s
valores de I obtidos foram de 2,22 e 14,11 mM, respectivamente.

Ja a B-glicosidase de Phoma sfoi capaz de hidrolisar o pNPBGlc bem como
pNPBCel e pNPBXil, com atividades relativas de %£8,0%, respectivamente, todos
nas concentragdes de 1 mM (Choi et al.; 2011).

De acordo com os resultados encontrados para 0s substratos n&tufais,
capaz de hidrolisar celobiose, gentiobiose, nas concentracdes de Z%ehNbse, na
concentragdo de 0,1 e 1%, sendo o ultimo em uma escala bem menor do que os demais.
A atividade relativa com a celobiose foi de 26,9%, enquanto que com gentiobiose
atividade foi de 17,7% e com a celulose bem menos expressiva, no total de 3,1%, na
concentracéo de 1%.

Choi et al. (2011) relataram quepeglicosidase de Phoma sp. foi altamente
especifica para a celobiose, de maneira que a enzima apresentou 54,9% de atividade
relativa com esse substrato.

Além disso, o complexo d@-glicosidases de C. cubensis ndo apresentou
nenhuma ou muito pouca capacidade de hidrolisar maltose, lactose, melibiose e
sacarose, nas concentragdes de 2,5 mM e, celulose na concentragéo de 0,1%.

5.4.7. Constante de Michaelis-Menten (k) e velocidade maxima (Max)

O efeito da concentracdo dos substratéBpGlc e celobiose na velocidade da

reacdo catalisada pelo Bcde C. cubensis foram determinados através da curva de

Michaelis-Menten, como demonstrado na figura 16.
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Figura 16: Efeito de diferentes concentragdes de substratos na velocidade da reacao
catalisada pelo conjunto @eglicosidases de Chrysoporthe cubemn$is-1. (A) Com o
substrato sintéticpNPBGlc, (B) com o substrato natural celobiose.

Os valores de K e Vnax para o complexale p-glicosidases de C. cubensis
foram de 0,132 mM e 0,416 puM.riprespectivamente, utilizandoptNPBGlc (figura
16 A), enquanto que com a celobiose o valor obtido ggd{de 0,782 mM e ¥«

0,341 uM.mift (figura 16B).

Choi et al. (2011), avaliaram os parametros cinéticos pé#rglicosidase de
Phoma sp. e utilizaram como substratosN#*BGlc e a celobiose. Os valores de Ky
encontrados foram d@3 mM parapNPBGlc ¢ de 3,2 mM para a celobiose. Kara e
colaboradores (2011) obtiveram o valor dedé 2,22 mM para peglicosidase de Olea
europaea L, como o substrafdPpGlc. Okamoto e colaboradores obtiveram valores de
Km de 0,706 e 0,971 mM, respectivamente, para BGI e BGII, utilizando o pNPBGlc
como substrato (Okamoto et al.; 2011).

A B-glicosidase do fungo P. citrinum apresentou o valor ged& 1,2 mM
quando utilizado o substrafdNPBGlc e de 32,17 mM com a celobiofeSon et al.;
2010). A B-glicosidase recombinante de Thermofilum pendens foi altamente especifica
tanto para o pNPBGlc quanto para a celobiose e, os valores de dbtidos foram de
0,189 e 0,149 mM, respectivamente (Li et al.; 2013).

Em comparacdo com os dados da literatura, pode-se perceber que os valores de
Km € Vinax Obtidos para o complexo gieglicosidases de C. cubensis sdo bem menores

daqueles descritos na literatura, embora, sabe-se que enzimas oriundas de diferentes
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fontes apresentam valores distintos de afinidades para os subgip&Ic e
celobiose.

Assim, Ec apresenta maior afinidade para o substrato sintétiepGlc em
comparacao com a celobiose e ainda, o valongdenontrado para a celobiose € muito
baixo, 0 que demonstra que o conjunto de enzimas também apresenta alta afinidade por
esse substrato. Esses resultados demonstram que o complgxghiabsidases de C.
cubensis apresenta grande potencial para aplicacdo no processo de sacarificagcdo da
biomassa, uma vez que a celobiose atua como forte inibidor de celulases e o acumulo
dessesubstrato impede a hidrolise completa da celulose.

5.4.8. Determinacao da constante de inibicao (K

Para a obtencao do valor depidra a glicose, os ensaios de atividade enzimatica
foram realizados como descrito no item 4.11.7. A partir do gréfico do duplo-reciproco
(figura 17), pode-se perceber que a glicose apresenta o comportamento de um inibidor
competitivo. As retas que representam ensaios enzimaticos na auséncia e na presenca de
glicose interceptam no mesmo ponto no eixo y, indicando, portanto o mesmo valor de
Vmax €nquanto que o na presenca do inibidoralor de Kk aumentou (intercepto no

eixo X).

20 ~

1N

-20 -10 0 10 20
1/[S]

Figural7: Grafico do duplo reciproco. Glicose nas concentracfesnié (®), 5mM
(0), 10 mM (¥) e Controle- sem glicoseA).
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De acordo com o gréfico da inclinacdo da reta do grafico duplo-reciproco versus
a concentracdo de inibidor correspondente, o valor dmliulado foi de 8,43 mM
(Figura 18).

As B-glicosidases de diferentes fontes possuem comportamento diferente com a
glicose. A B-glicosidase de Penicillium funiculosum (Ramani, G.; et al; 2012)
apresentou o valor de Kle 1,5 mM, enquanto que @ jpara a3-glicosidase de Phoma
sp. foi de 1,7 mM (Choi et al.; 2011).

Comparando com os dados da literatura, o valor;de 8,43 mM determinado
para Ec usando glicose com inibidor, estd bem acima dos valores relatados. Este
resultado mostra que @sglicosidases de C. cubensis apresentam menor afinidade po

glicose, ou seja, tolerancia a glicose.
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Figural8: Grafico da concentracdo do inibidor versus a inclinacdo do grafico do duplo
reciproco de cada uma das concentracdes de glicose.

A glicose produzida por meio do processo de sacarificagdo atua como inibidor
da hidrdlise da celulose, poés um inibidor de varias celulases, especialmente [-
glicosidasesAssim, a eficiéncia da hidrolise da biomassa requer B-glicosidases que
sejam tolerantes a glicose e que possam ser ativas em altas concentracdes desse inibidor.

Dessa forma,as B-glicosidases de C. cubensis tornam-se extremamente

interessante para aplicacdo na sacarificagcdo enzimatica, uma vez que apresenta
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especificidade para a celobiose, a qual € um forte inibidor de celulases, bem como
apresenta razoavel tolerancia a glicose.
5.5. Sacarificacdo enzimatica com bagaco de camke-acucar

O bagaco de cana foi submetido ao pré-tratamento alcalino e as sacarificacdes
enzimaticas foram realizadas, conforme descrito no item 4.12.

Falkoski et al. (2013), realizaram um estudo com o C. cubensis e avaliaram o
potencial desse fungo para a producdo de enzimas lignoceluloliticas bem como para a
sacarificacdo do bagaco de cana com o extrato enzimético obtido. De acordo com 0s
autores, C. cubensis foi capaz produzir de forma expressiva um conjunto de celulases e
hemicelulases, as quais foram eficientes na sacarificagdo do bagaco de cana apos pré-
tratamento alcalino.

Além disso, o coquetel enzimatico do Chrysoporthe cubensis foi mais eficiente
no processo de hidrolise do que um coquetel comercial, quando utilizado o bagaco de
cana como biomassa (Falkoski et al., 2013).

Segundo Singhania et al. (2013), a maioriafdagos filamentosos produtores
de celulases séo conhecidos por secretar baixos nivgiglidesidase, o que diminui a
eficiéncia da conversao de celobiose em glicose. E ainda, enzimas recombinantes com
tolerancia a glicose vém sendo desenvolvidas e utilizadas como fonte de suplementacao
em outras fontes de celulases, como no coquetel do fungo T. reesei, por exemplo.

Dessa forma, um coquetel comercial foi utilizado no processo de hidrolise do
bagaco de cana tendo o compleko p-glicosidases de C. cubensis como fonte de

suplementacao.
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Figura 19: Sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana de agucar apos pré-tratamento
alcalino usando um coquetel comercial de celulases Multif€tt®CL) 15 FPU/g de

bagaco ¢ o mesmo coquetel suplementado com 15 U de B-glicosidases/g de bagaco
(CLS). CL: glicose ©) e xilose n); CLS: glicose @) e xilose @).

A producdo de glicose e xilose apds 72 horas de sacarificacdo do bagago com o
coquetel Multifect® CL e do mesmo coquetel suplementado com as B-glicosidases de
C. cubensis estédo na figura 19.

De acordo com os resultados, pode-se perceber que a hidrélise do bagaco com o
coquetel suplementado caas B-glicosidases de C. cubensis foi mais eficiente do que
somente com o0 coquetel. A sacarificacdo realizada com o coquetel comercial
suplementado coras 3-glicosidases de C. cubensis promoveu a liberacéo de 2,82 g/L
de glicose e 0,98 g/L de xilose ao passo que, somente com o coquetel comercial foram
liberados 1,78 g/L de glicose e 0,85 g/L de xilose (Tabela 3).

Outro experimento de hidrélise do bagaco de cana de acucar apos pré-tratamento
alcalino, usando o extrato de C. cubensiplementado com as -glicosidases,

provenientes do mesmo fungo, foi realizado e os resultados estdo apresentados na figura
20.
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Figura 20: Sacarificacdo enzimatica do bagaco de cana de acucar apés pré-tratamento
alcalino usando o extrato bruto de Chrysoporthe cubérdisl (CC) e o mesmo
extrao suplementado com B-glicosidases oriunda dfungo supracitado (CCS). CC
glicose ©) e xilose (A); CCS: glicose®) e xilose @&).

Apoés 72 horas, a sacarificacdo com o extrato do C. cubensis liberou 1,69 g/L de
glicose e 1,64 g/L de xilose enquanto que, o extrato de C. cubensis suplementado com
asp-glicosidase oriundas do mesmo fungo, promoveu a liberagéao de 2,62 g/L de glicose
e 2,65 g/L de xilose.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se perceber que a sacarificacdo com
os extratos de C. cubensis (C£€9 comercial (CL) quando suplementados com as f3-
glicosidases promoveram maior liberacdo dos acucares glicose e xilose, em relacédo aos
mesmos extratos sem suplementacdo. E ainda, ao analisar os produtos da hidrdlise,
nota-se que a sacarificacdo com o C. cubensis suplementada (CCS) foi similar em
relacdo ao coquetel comercial suplementado (CLS), visto que, com o CCS a liberagao
de glicose foi de 2,62 g/L enquanto que a sacarificagdo com o CLS promoveu liberacdo
de 2,82 g/L de glicose (Tabela 3).
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Tabela 3: Liberacéo de glicose e xilose. Sacarificacdo enzimética do bagaco de cana-
de-acticar com pré-tratamento alcalino, utilizando coquetel Muftif€tt e extrato
bruto de Chrysoporthe cubensiBF1 e, ambos suplementados corobmplexo de f-

glicosidases do fungo supracitado.

Tratamento Glicose (g/L) Xilose (g/L)

CL 1,78 0,85
CLS 2,82 0,98
CC 1,69 1,64
CCs 2,62 2,65

A suplementagdo de B-glicosidases no coquetel comercial Multifect® CL e no
extrato de C. cubensis foi altamente eficiente, promovendo a liberagao de cerca de 50%
a mais de glicose.

Dessa forma, os resultados demonstram que as B-glicosidases de C. cubensis
apresentam grande potencial para aplicacdo na hidrolise da biomassa, quando utilizadas
como fonte de suplementacdo em outros extratos e coquetéis comerciais, tendo em vista

a producéo de etanol de segunda geracao.
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6. CONCLUSOES
O fungo fitopatdgeno Chrysoporthe cuberid®~1 cultivado sob fermentacao
no estado solido (SSF) utilizando farelo de trigo como fonte de carbono

produziu um conjunto de trés B-glicosidases, E E; e E.

Quando estimadas por SDS-PAGE, as massas moleculares das enzimas foram de
85,43 e 74,7 kDa, para ke E respectivamentes para k&, E;p e B. foram de
63,09, 60,25 e 56,23 kDa, respectivamente.

O complexaode B-glicosidases (g exibiu atividade maxima em pH 4,0 a &),
estabilidade na faixa de pH de 2,0-8,0 e, alta termoestabilidade na faixa de 50 a
70 °C.

Tempos de meia-vida calculados para Ec foram de 52 horas e 39 minutos a 50
°C e 35 horas e 30 minutos a 60 °C, enquanto que a 70 °C foi de 15,3 minutos.

As pB-glicosidases foram completamente inibidas na presenca @, eg

MnSQy, na concentracdo de 10 mM.

Ec apresentoespecificidade absoluta para glicose na posigao f.

Os valores de ffe Vma foram de 0,132 mM 0,416 pM.mif* para o pNPBGlc
e 0,782 mM e 0,341 pM.mifrpara a celobiose, respectivamente.

O complexo de B-glicosidases apresentou inibicdo do tipo competitiva para a

glicose com valor deik8,43 mM.

A utilizagdo das B-glicosidases como fonte de suplementacdo em outro extrato
bem como em um coquetel comercial se mostrou muito eficiente no processo de
sacarificacdo do bagaco de cana-de-acucar, demonstrando que essas enzimas
apresentam grande potencial para atuar na hidrolise de biomassas

lignoceluldsicas.
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