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. RESUMO

Neste trabalho as R-glicosidases produzidas pelos microrganismos
Thermoascus aurantiacus e Aureobasidium pullulans foram purificadas,
caracterizadas termodinamicamente, fisico-quimicamente e aplicadas em
terpenos e isoflavonas. O processo de purificacdo da enzima do T. aurantiacus
apresentou rendimento final de 63,6% e fator de purificacdo de 46,3 vezes.
Apés a purificacdo da enzima do A. pullulans, esta apresentou fator de
purificacdo de 35,5 vezes e rendimento de 19%. A (3-glicosidase do T.
aurantiacus apresentou atividade 6tima em pH 4,5 a temperatura de 75°C. Esta
manteve-se estavel na faixa de pH 4,5 a 6,5 e reteve sua atividade original
apés 1 hora a 70°C. A enzima purificada do A. pullulans apresentou maior
atividade catalitica nos valores de pH 4,0-4,5 a temperatura de 80°C. A mesma
foi estavel em ampla faixa de pH 4,0 a 9,5, e, reteve sua atividade original ap6s
1 hora a 75°C. A maior termoestabilidade, da enzima produzida pelo
microrganismo mesofilico, A. pullulans, foi comprovada pela analise dos
parametros termodindmicos. A R-glicosidase do T. aurantiacus apresentou
valores menores de tu), AG, AH e Ea em todas as temperaturas analisadas.
As duas enzimas foram fortemente inibidas por Hg*® e Ag*, sugerindo que o
grupo tiol (SH) é essencial para atividade das mesmas. O pNPRG foi utilizado
para a determinacdo dos parametros cinéticos, os valores de Ky € Vmax Obtidos
foram 0,53 mM e 590,8 pumol/ min/mg de proteina para a enzima do T.
aurantiacus, e, 0,93 mM e 29,9 umol/ min/mg de proteina para a enzima do A.
pullulans. A presenca de etanol no meio de reacao ativou a 3-glicosidase do T.
aurantiacus, indicando atividade glicosil transferase, o mesmo nao foi
observado para enzima do A. pullulans. As duas R-glicosidases atuaram em
diferentes substratos glicosidicos, inclusive sobre terpenos e isoflavonas, o que

confirma a ampla especificidade das enzimas.



II. ABSTRACT

In this work, 3glucosidases produced by the microorganisms Thermoascus
aurantiacus and Aureobasidium pullulans were purified, thermodynamically and
physical-chemically characterized and applied on terpenes and isoflavones.
Purification process of the enzyme from T. aurantiacus exhibited final yield of
63.6% and purification factor of 46.3-fold. Purification process of the enzyme
from A. pullulans resulted in 19% yield and purification factor of 35.5-fold. 13-
glucosidase from T. aurantiacus exhibited optimum activity at pH 4.5 and at
temperature of 75°C. It remained stable at pH range of 45 to 6.5 and
maintained its original activity after 1 hour at 70°C. Purified enzyme from A.
pullulans exhibited a higher catalytic activity in pH values of 4.0-4.5 at an
optimum temperature of 80°C. It was stable over a wide pH range, from 4.0 to
9.5, and, maintained its original activity after 1 hour at 75°C. The higher thermal
stability of the enzyme produced by the mesophilic microorganism, A. pullulans,
was confirmed by analysis of the thermodynamic parameters. R3-glucosidase
from T. aurantiacus exhibited lower values for tu), AG, AH and Ea in all
temperatures tested. Both enzymes were strongly inhibited by Hg*? and Ag",
suggesting that a thiol group (SH) is essential for their activities. pNPRG was
used for the kinetic parameters determination and the values for Ky and Vmax
were 0.53 mM and 590.8 pumol/ min/mg of protein for the enzyme from T.
aurantiacus, and, 0.93 mM and 29.9 pumol/ min/mg of protein for the enzyme
from A. pullulans. The presence of ethanol in the reaction mixture activated the
3-glucosidase from T. aurantiacus, indicating glucosil transferase activity, which
was not observed for the enzyme from A. pullulans. Both (-glucosidases
exhibited activity on different glucosidic substrates, including terpenes and

isoflavones, confirming the broad specificity of the enzymes.



lll. INTRODUCAO

O aumento populacional resulta em uma inevitavel necessidade de
criarmos novas de fontes de alimentos, o que sé serd possivel, com melhor
aproveitamento dos recursos naturais (VILLAS-BOAS e ESPOSITO,2000). A
celulose € a fonte de carbono renovavel mais abundante da Terra, estima-se
gue todos os dias os vegetais sintetizam 50 kg de celulose para cada ser
humano existente no planeta (LEHNINGER, 1990). Nesse sentido, o
desenvolvimento de tecnologias para a utilizacdo deste polissacarideo como
fonte de energia é de fundamental importancia para a manutencdo humana. Os
produtos da hidrolise de materiais celuldsicos, podem ser utilizados em
processos fermentativos para obtencdo de produtos alimenticios, combustiveis
liquidos ou outras substancias quimicas de interesse econémico (LEITE, 2004).

A converséo da celulose em acgucar pode ser realizada por via &cida
ou enzimatica. A hidrélise acida apresenta uma série de desvantagens como o
requerimento adicional de calor, necessidade de equipamentos resistentes a
corrosdo e a formacdo de subprodutos indesejaveis. O emprego do método
enzimatico seria uma alternativa, contudo, ele apresenta problemas de baixa
eficiéncia na degradacdo da estrutura recalcitrante da celulose na sua forma
nativa. Para superar o problema, linhagens microbianas hiperprodutoras de
celulases, com maior especificidade pelo substrato tém sido exaustivamente
pesquisadas (PALMA-FERNANDEZ, 2002). Desta forma, os estudos das
propriedades cataliticas das enzimas produzidas por estes microrganismos,
sdo de fundamental importancia para a otimizacao dos processos celuloliticos,
viabilizando a hidrolise enzimética da celulose.

A [-glicosidase é uma importante enzima do complexo celulolitico,
sendo responséavel pela hidrolise da celobiose a glicose. Com isso, reduz o
efeito inibidor da celobiose sobre as outras enzimas celuloliticas,
desempenhando o controle da velocidade global da reacdo de hidrélise
celulésica PARRY et al., 2001). Esta enzima também pode ser aplicada na
indUstria de alimentos, aumentando a biodisponibilidade dos isoflavondides no
intestino humano, e de bebidas, sendo utilizada para o enriquecimento
aromatico de sucos e vinhos (LIMA, 2003; VILLENA et al., 2007).



Trabalhos anteriores relatam a producdo de [3-glicosidases, com
caracteristicas muito interessantes, pelos microrganismos Thermoascus
aurantiacus e Aureobasidium pullulans (HAYASHI et al., 1999; KALOGERIS et
al., 2003; LEITE, 2004; SAHA et al., 1994). Visando contribuir na aplicacao

industrial destas enzimas, este trabalho teve como objetivos principais:

1) Purificar as [(-glicosidases produzidas pelos microrganismos

Thermoascus aurantiacus e Aureobasidium pullulans.

2) Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e termodinamica das R3-

glicosidases purificadas.

3) Avaliar a aplicabilidade das [-glicosidases para a hidrélise de

isoflavonas e terpenos glicosilados.



IV. REVISAO DA LITERATURA

IV.1. Celulose — Estrutura e Aplicacao Biotecnoldgica

A parede celular dos vegetais é constituida principalmente por
celulose. Este polimero é responsavel pela resisténcia a pressdo osmotica
observada tanto nas células de frutas e hortalicas, quanto nas de plantas de
porte superior, portanto, esta intimamente relacionado com suas sustentacdes
(VOET et al.,, 2000). A celulose é o composto organico mais abundante na
biosfera, abrangendo mais da metade de todo o carbono organico do planeta.
Estima-se que 10'° Kg de celulose séo sintetizados e degradados por ano na
Terra (STRYER, 1995). Entretanto, os vertebrados ndo possuem enzimas
capazes de degradar a celulose, por isso, este polissacarideo apresenta baixo
valor nutricional para os seres humanos (CAMPBELL, 2000).

A celulose € um homopolimero constituido por mondémeros de
glicose ligados entre si por ligacbes glicosidicas 3-1,4. Cada molécula de
glicose relaciona-se com a seguinte por uma rotacdo de 180 graus, e 0 atomo
de oxigénio do anel estabelece uma ligagdo de hidrogénio com o grupamento
3-OH da molécula seguinte (figura 1). A conformacao 3 permite que a celulose
forme cadeias retas bem longas. Varias cadeias retas dispostas paralelamente
e interligadas por pontes de hidrogénio formam as microfibrilas que s&o muito
resistentes. As fibras de celulose apresentam regides cristalinas e amorfas,
sendo que a regido amorfa é mais facilmente hidrolisavel enzimaticamente
(DA-SILVA et al., 1997; STRYER, 1995).

Figura 1: LigagGes 3-1,4 entre as moléculas de glicose do polimero de celulose (STRYER, 1995).



O Brasil é um pais agro-industrial e destaca-se na producéo de soja,
milho, cana-de-agucar, mandioca, café, etc, que geram uma grande quantidade
de residuos ricos em celulose e hemicelulose (SOCCOL e VANDENBERGUE,
2003; VILLAS-BOAS e ESPOSITO, 2000). Geralmente estes residuos s&o
destinados a racdo animal, producéo de energia térmica ou retornam ao solo. A
incorporacd@o no solo para decomposicado natural € bastante demorada, o que
provoca um acumulo excessivo e exige grandes areas nos arredores das
industrias nem sempre disponiveis. A degradacao bioldgica destes compostos
por acdo catalitica de celulases e hemicelulases, resultam na liberagdo de
glicose e outros acucares fermentaveis, que apresentam aplicabilidade nas
industrias de alimentos e alcooleiras, além de ser uma alternativa para a
solugcéo do problema ambiental (AGUIAR e MENEZES, 2002; KALOGERIS et
al., 2003).

Atualmente muitos esforcos estdo sendo realizados no sentido de
viabilizar a aplicacdo industrial das celulases para estes propoésitos. Diversos
trabalhos relatam a producéo destas enzimas por cultivo microbiano utilizando
residuos agro-industriais (ADSUL et al., 2004; JECU, 2000; KALOGERIS et al.,
2003; KANG et al., 2004; LEITE et al., 2007a; PANAGIOTOU et al., 2003; WEN
et al., 2005).

IV.2. Enzimas celuloliticas

A hidrélise enzimatica de material celulésico até glicose envolve a
acao sinergistica de no minimo trés diferentes enzimas: endoglucanase (EC
3.2.1.4), exoglucanase (EC 3.2.1.91) e a R-glicosidase (EC 3.2.1.21) (DA-
SILVA et at., 1997; PALMA-FERNANDEZ, 2002).

Endoglucanase ou endo-(3-1,4-glucanase (EC. 3.2.1.4) hidrolisa as
cadeias ao acaso, atacando os polimeros internamente, resultando em uma
rapida reducdo no tamanho da cadeia ou grau de polimerizacao.

Exoglucanase ou exo-B3-1,4-glucanase ou celobiohidrolase (EC.
3.2.1.91) atua sobre a celulose, removendo unidades de celobiose a partir de
extremidades néo redutoras da molécula.

3-1,4-glicosidase ou celobiase (EC. 3.2.1.21) hidrolisa celobiose e

outras celodextrinas a glicose.
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Figura 2: Resumo de hidrolise enzimatica da molécula de celulose (PALMA-FERNANDES, 2002).

Todas as trés enzimas do complexo sofrem repressédo catabdlica
pelo produto final de hidrélise. Por prevenir o acumulo de celobiose, a -
glicosidase é responsavel pelo controle da velocidade global da reacdo de
hidrélise celulolitica, desempenhando assim, um efeito crucial na degradacéo
enzimatica da celulose (LEITE et al., 2007a; PARRY et al., 2001).

IV.3. Aplicac@es industriais da3-glicosidase

A funcdo desempenhada pela [-glicosidase no processo de
degradacdo enzimatica da celulose, faz com que esta enzima apresente um
grande potencial para a industria de etanol, dessa forma, pesquisas com [3-
glicosidases microbianas associadas as demais enzimas celuloliticas, podem
contribuir para viabilizar a obtencdo de combustiveis a partir de residuos agro-
industriais ricos em celulose.

As [3-glicosidases também apresentam aplicabilidade na industria de
sucos e bebidas. As enzimas celuloliticas desestruturam a matriz da parede
celular dos vegetais, o que facilita a ruptura de célula vegetal aumentando a
extragcdo do suco. Durante o processo de vinificacdo a adicdo de celulases
auxilia a extracdo de antocianinas e terpenos, que estao presentes na casca da

uva e sdo 0s compostos responsaveis pela coloragdo e aroma do vinho



(TRAON-MASSON e PELLERIN, 1998). As antocianinas sdo pigmentos de
ocorréncia natural, que proporcionam a coloracdo azul, vermelha, violeta e
purpura de muitas espécies vegetais (COUTINHO, 2002). 3-glicosidases com
ampla especificidade podem hidrolisar as antocianinas, produzindo
antocianidinas (aglicona) e acucar livre (LEITE et al., 2007b). As antocianidinas
apresentam menor pigmentacdo e solubilidade, caracteristica que permite a
remocdo das mesmas, por precipitacdo e filtracdo. Este efeito pode ser
utilizado, na despigmentacdo de sucos com elevada concentracdo de
antocianinas, ou ainda, na suavizagédo da cor do vinho tinto, para obtengéo de
vinho rosé (PALMA-FERNANDES, 2002).

A presenca de [3-glicosidases no processo de vinificacdo, favorecem
a liberacdo de compostos aromatizantes a partir de seus precursores
glicosidicos (figura 3). Tais compostos s&o coletivamente chamados de
terpenos, dentre eles estdo nerol, a-terpineol, geraniol, linalool, citronellol e
outros, quando glicosilados, apresentam baixa volatilidade e pouco contribuem
para o aroma do vinho (BHATIA et al., 2002). As 3-glicosidases enddgenas da
uva ndo sdo capazes de atuar durante o processo de vinificacdo, devido a
baixa estabilidade das mesmas (BARBAGALLO et al., 2004). Uma alternativa
para 0 aumento aromatico de vinhos, estd na utilizacdo de enzimas
microbianas que atuem nas condicdes de tal processo. Desta forma, inimeros
trabalhos tém sido realizados no sentido de encontrar enzimas que possam ser
utilizadas na vinicultura (BARBAGALLO et al., 2004; GUEGUEN et al., 1997,
HERNANDEZ et al., 2003; SPAGNA et al., 2002).

Os precursores aromaticos ndo volateis podem apresentar outros
acucares ligados a molécula de glicose, tais como, rhamnose e arabinose, 0
que dificulta a acdo das R-glicosidases isoladamente (VILLENA et al., 2007).
Diferentes trabalhos relatam que uma maior eficiéncia na liberacdo dos
terpenos volateis, € obtida pela a acdo sinergistica de rhamnosidases,
arabinosidases e 3-glicosidases (BARBAGALLO et al., 2004; BELANCIC et al.,
2003; HEMINGWAY et al., 1999).
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Figura 3: (A) Hidrolise Neril 3-D- glicosideo anerol e R-D-glicose (HEMINGWAY et. al., 1999).
(B) Terpenos livres que contribuem na aromatizag&o do vinho (MAICAS e MATEO, 2005).

Os vegetais produzem uma ampla variedade de compostos de baixa
massa molecular denominados metabdlitos secundarios, dentre os quais estéao
as isoflavonas, que sao predominantemente encontradas em leguminosas e
especialmente na soja. Nas plantas estes compostos estdo principalmente
relacionados com as funcdes de defesa contra o ataque de predadores e
patdgenos (GENOVESE e LAJOLO, 2001).

A maior parte das isoflavonas da soja se encontram na forma
glicosilada (daidzina, genistina e glicitina), estas moléculas apresentam menor
atividade biologica que as suas correspondentes formas desglicosiladas
(agliconas), ou seja, daidzeina, genisteina e gliciteina (figura 4). A 3-glicosidase
hidrolisa as isoflavonas glicosiladas liberando agliconas e glicose, desta forma,
potencializa a atividade biologica destes compostos (PARK et al., 2001).

Estudos anteriores revelaram que estas agliconas representam uma
alternativa promissora na prevengao e/ou tratamento de muitas doengas
hormdnios-dependentes, incluindo cancer (mama e préstata), sintomas da
menopausa, doencas cardiovasculares e osteoporose (CARRAO-PANIZZI e
BORDINGNON, 2000; LIMA, 2003).

Levando em conta que o Brasil € um dos maiores produtores e
exportadores de soja no comercio mundial, torna-se de grande interesse

nacional o desenvolvimento de tecnologia para agregar valor neste produto.
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Figura 4: Estruturas das principais isoflavonas encontradas na soja (SONG et al., 1998).

IV.4. Enzimas termofilicas

A temperatura tem uma grande influéncia no crescimento dos
microrganismos. Existem espécies que podem crescer a temperaturas
préximas de 5°C e outras que toleram temperatura acima de 100°C. De acordo
com a temperatura 6tima de crescimento, os microrganismo sao divididos em
psicréfilos, microrganismos que apresentam melhor crescimento entre 15 e
20°C; mesofilos, microrganismos que crescem melhor em temperaturas que
variam de 25 a 40°C; terméfilos, microrganismo que apresentam temperatura
Otima de crescimento entre 45 a 60°C; hipertermofilos, microrganismos
capazes de crescer em temperaturas acima de 80°C (PELCZAR et al., 1996).

Grande parte das enzimas produzidas pelos microrganismos
termofilicos apresentam atividade 6tima entre 60 e 80°C, sendo denominadas
enzimas termofilicas ou termoenzimas. Geralmente, as enzimas termofilicas
apresentam estabilidade em uma ampla faixa de pH, a agentes quimicos e
toleram exposicdo a elevadas temperaturas. Estas caracteristicas sao
responsaveis pelo grande interesse no estudo dos microrganismos termofilicos
e de suas enzimas termoestaveis (VIEILLE e ZEIKUS, 2001).
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A estabilidade de uma proteina é resultante de um delicado equilibrio
entre as forcas estabilizantes e desestabilizantes, com isso, diversos fatores
sdo capazes de influenciar este equilibrio, como o numero de pontes de
hidrogénio e dissulfeto, o grau de enovelamento e hidrofobicidade da molécula,
a quantidade de interligacdes ibnicas e outros (BRUINS et al., 2001).

Alguns estudos com enzimas estaveis tém mostrado que geralmente
estas diferem muito pouco na sequéncia de aminoacidos, quando comparadas
com enzimas ndo estaveis, que catalisam as mesmas rea¢des. Aparentemente,
alguns aminoacidos, como alanina, arginina, prolina e leucina, contribuem
melhorando a eficiéncia do empacotamento enzimatico, através de maiores
interacdes hidrofdbicas, e aumentam sua rigidez, através da estabilizacdo da a-
hélices e otimizagdo das intera¢cdes (MARTINS, 2003).

Na verdade ndo existe um sistema estrutural definitivo que diferencie
uma proteina estavel de uma nao estavel, desta forma, pequenas alteracdes
moleculares, como numeros extras de pontes salinas, ou uma melhor interacao
hidrofébica, podem gerar grandes mudangas na estabilidade de uma enzima
(GROMIHA, 2001; VIEILLE e ZEIKUS,1996).

A habilidade das enzimas termofilicas em atuar a elevadas
temperaturas permite que os bioprocessos, onde sdo empregadas, ocorram em
temperaturas mais altas, com isso, varias vantagens podem ser inferidas
(BRUINS et al., 2001):

- Apresentam alta estabilidade a temperatura e sdo geralmente, mais
resistentes a agentes detergentes e as enzimas proteoliticas.

- Como o processo ocorre em altas temperaturas, o risco de
contaminacao por microrganismos é reduzido.

- Em processos com substratos fluidos, a viscosidade do meio é
reduzida em altas temperaturas, facilitando o seu bombeamento, filtracdo e
centrifugacado, permitindo uma maior economia de agua e energia.

- Mais substrato pode ser dissolvido em altas temperaturas,
proporcionando um maior rendimento € menor tempo necessario para 0s
processos.

- A estabilidade em ampla faixa de pH, possibilita a utilizacdo destas

enzimas no processamento de diversos tipos de sucos e vegetais.
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Devido ao grande potencial da aplicacdo industrial de enzimas
termoestaveis, atualmente tem crescido significativamente o interesse na
producdo destas. Elas sdo utilizadas em biologia molecular (Tag polimerase),
sdo adicionadas em detergentes (proteases), sdo empregadas nas industrias
de processamento de amido (a-amilases, glicose-isomerases), na hidrolise
enziméatica de materiais lignocelulésicos (celulases), dentre outros (MARTINS,
2003).

IV.5. Termodindmica: Conceituacéo basica

As vantagens da utilizacdo industrial de enzimas termoestaveis, faz
crescer o interesse de obtengcdo das mesmas. Para isso, diferentes estratégias
tém sido utilizadas, tais como: isolamento de microrganismos termofilicos, uso
de aditivos solaveis, modificacbes quimicas, imobilizacdo protéica e
desenvolvimento de proteinas engenheradas. Neste contesto, além do estudo
fisico-quimico tradicional, a determinacdo dos parametros termodinamicos € de
grande valia; estes fornecem informacdes de cada etapa do processo de
desnaturacao protéica, informacdes estas, que ndo sdo obtidas em estudos de
efeito de temperatura e tempo de meia vida (LONGO e COMBES, 1999).

Neste topico do trabalho sera realizado uma conceituacéo basica dos
parametros termodinamicos, enfocado no processo de desnaturacdo térmica
de proteinas.

A energia livre, AG, permite medir variagbes de energia nos
sistemas, uma vez que mede a energia disponivel para realizar trabalho. Em
processos espontaneos, a energia livre do sistema diminui, isto é, ocorre
liberacdo de energia. Neste caso, o AG apresenta valores negativos e 0
processo é chamado de exergdnico. Em processos nao-espontaneos, é
necessario fornecer energia para que a reacdo ocorra. Neste caso, o AG
apresenta valores positivos e o processo € chamado de endergbnico. Quando
o valor de AG for igual a zero, significa que o sistema estd em equilibrio
(CAMPBELL, 2000). Em processos de desnaturacdo protéica por temperatura,
o valor de AG esta intimamente relacionado com a estabilidade da proteina.
Quanto maior for o AG, maior serda a estabilidade da enzima (LONGO e

COMBES, 1999). Esta afirmacao fica bastante clara, se considerarmos que a
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desnaturacao protéica por temperatura € um processo nao-espontaneo, onde é
necessario fornecer energia para elevar a proteina do estado nativo para o
estado desnaturado. Valores elevados de AG, indicam que uma elevada
quantidade de energia é necessaria para que ocorra o desenovelamento da
proteina, o que significa que esta apresenta uma elevada estabilidade
estrutural.

A entalpia, AH, quantifica o calor trocado durante uma dada reac&o.
Valores positivos de AH indicam que a reagdo absorve calor do sistema e
valores negativos indicam que a reacéo libera calor para o meio (CAMPBELL,
2000). Durante o processo de desnaturacdo protéica por temperatura, a
proteina absorve calor do meio, que ocasionara a ruptura das ligacdes réo-
covalentes, resultando em deconformacdo da molécula e perda da atividade
biolégica (LUCARINI et al., 2005). Portanto, valores elevados de AH refletem
elevada estabilidade térmica da proteina, e esta, provavelmente apresenta
namero elevado de ligacdes ndo-covalentes, que estabilizam sua estrutura
terciaria (ORTEGA et al., 2004).

A entropia, AS, esta relacionada com a organizacdo do sistema, o
aumento no valor de AS, representa um aumento na desorganizagdo do
sistema (CAMPBELL, 2000). O aumento do valor de AS por desnaturagio
protéica, ocorre devido a exposicdo das cadeias hidrofébicas durante o
desdobramento da proteina (COBOS e ESTRADA, 2003). Portanto, se
compararmos os valores de AS obtidos para diferentes proteinas, em elevado
nivel de desorganizacao (temperaturas desnaturantes), podemos inferir qual
apresenta um numero maior de cadeias hidrofébicas e consequentemente
maior estabilidade estrutural.

Os parametros termodinamicos das [3-glicosidases purificadas no
presente trabalho foram determinados. Com o objetivo de obter o maior nimero
de informacdes possiveis a respeito do processo de desnaturacao térmica das

enzimas.

IV.6. Purificacéo de 3-glicosidase microbiana

Em geral, as proteinas de interesse biotecnologico estdo presentes

em fluidos naturais tais como: plasma sanguineo, extratos de tecidos animal ou
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vegetal, cultura ou células rompidas de microrganismos. Muitas vezes para
possibilitar a utilizagcdo destas proteinas na area clinica, ou ainda, no
desenvolvimento de pesquisas basicas como caracterizagdo fisico-quimica e
estudos cristalogréaficos, ha necessidade de isolamento desta proteina das
demais moléculas do meio de origem (HO et al., 2000). As proteinas podem
ser purificadas através de métodos que se baseiam em certas propriedades
caracteristicas como solubilidade, tamanho, carga elétrica, polaridade e
afinidade por determinados compostos (VOET e VOET, 1995).

A maior dificuldade nos processos de purificacdo de proteinas, esta
em encontrar as melhores estratégias que garantam a preservacao de todas as
caracteristicas do produto final necessarias para a sua utilizacdo (ALMEIDA e
KURTENBACH, 2002). Para se desenhar um protocolo de purificacdo, outros
fatores também devem ser considerados: facilidade na producdo da proteina;
escala de manufatura necessaria a demanda do produto purificado; eficiéncia
do processo em termos de rendimento e fator de purificacdo e viabilidade
econdmica (HO et al., 2000).

Um meétodo de purificacdo deve conter numero de etapas reduzidas.
Quanto mais extenso for o processo, maior serd 0 seu custo e menor sera a
recuperacao final da proteina de interesse, inviabilizando-o economicamente. A
estratégia ideal de purificacdo vai depender ndo s6 das caracteristicas da
proteina de interesse, mas também das propriedades dos contaminantes
presentes no extrato bruto (PESSOA e KILIKIAN, 2005). Diversas metodologias
de purificagédo de 3-glicosidases microbianas sao descritas na literatura.

Uma R-glicosidase da levedura mesofilica Aureobasidium pullulans
NRRL Y-12974 foi purificada por Saha et al. (1994) resultando em um fator de
purificacdo de 129 vezes e um rendimento de 3%. Primeiramente a enzima foi
precipitada com sulfato de amoénio a 80% de saturagdo, dialisada e
posteriormente realizou-se uma cromatografia de troca ibnica em CMBio-Gel A
agarose. Em seguida, foram realizadas duas cromatografias de filtracdo em
gel, sendo a primeira em Bio-Gel A— 0,5m e a segunda em Sephacryl S-200.

Peralta et al. (1997) obtiveram um rendimento de 15% e um fator de
purificacdo de 38 vezes na purificagdo da [-glicosidase (forma 1) do fungo
termofilico Humicola grisea. O processo de purificacao foi realizado em trés

etapas: A enzima foi precipitada com 75% de saturacéo de acetona ( — 20°C) e
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aplicada em DEAE - celulose (troca idnica). Os autores relatam a presenca de
atividade de R-glicosidase em dois picos (formas | e Il), a forma | ndo aderiu a
resina, esta foi concentrada e aplicada em Bio-Gel P-100.

A R-glicosidase produzida pelo fungo Xylaria regalis foi purificada
com um rendimento de 4% e um fator de purificacdo de 38,4 vezes. Wei et al.
(1996) precipitaram a enzima com 70% de saturacdo de sulfato de amonio e
aplicaram em Sephadex-G25 para a desalinizacdo da amostra.
Posteriormente, realizaram uma cromatografia de troca i6bnica em SP-
Toyopearl 650M e, em seguida, uma filtracdo em gel Superose-12, obtendo a
homogeneidade da enzima.

Hayashi et al. (1999) purificaram uma R-glicosidase produzida pela
levedura mesofilica Aureobasidium sp ATCC 20524, apresentando um
rendimento de 28,9% e um fator de purificacdo de 53,8 vezes. O extrato bruto
foi submetido a duas cromatografias de troca idnica, DEAE — Toyopearl —650S
e S-Sepharose Fast Flow. As amostras coletadas foram concentradas por
ultrafiltragdo e, posteriormente, realizaram uma filtracdo em gel TSK -
Toyopearl HW 55F.

Uma R-glicosidase produzida pelo fungo Thermoascus aurantiacus
foi purificada até a homogeneidade por Parry et al. (2001). Eles precipitaram a
enzima com 80% de saturacdo de sulfato de amoénio, desalinizaram a amostra
por filtragcdo em Bio-Gel P6DG e, posteriormente, realizaram uma cromatografia
de troca idbnica em DEAE — Sepharose. O maior pico resultante desta etapa foi
fracionado por uma cromatografia de filtracdo em Ultrogel AcA 44.

Morais et al. (2002) purificaram uma [3-glicosidase produzida pelo
fungo Pleurotus ostreatus, através de duas etapas: precipitaram a enzima com
polietilenoglicol (PEG) e, posteriormente, realizaram uma cromatografia de
troca idnica em Fractogel EMD-TMAE 650S. Nesta ultima etapa, o extrato
enzimatico foi separado em quatro picos, 0 quarto pico cromatografico
apresentou a R-glicosidase homogénea em SDS-PAGE com um rendimento
final de 2%.

Palma-Fernandez et al. (2002) purificaram duas R-glicosidases
produzidas pelo fungo Thermoascus aurantiacus, apés cinco fases de
purificacdo. Primeiramente a enzima foi concentrada por ultrafiltracdo e entéo

precipitada com 70% de etanol. Posteriormente, foi realizada uma
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cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-100, seguida de duas
cromatografias de troca ibnica em QSepharose, obtendo um rendimento de
3,2 e 2,5% e um fator de purificacdo de 71 e 43 vezes, respectivamente para
as enzimas GL-2 e GL-3.

Belancic et al. (2003) purificaram uma [(3-glicosidase produzida pela
levedura Debaryomyces vanrijiae apresentando um fator de purificacdo de 79
vezes e um rendimento de 49,9% apos trés etapas de purificacdo. A enzima foi
concentrada por ultrafiltracdo, sendo posteriormente, realizada uma
cromatografia por filtracdo em Ultrogel AcA 44 e em seguida, uma
cromatografia de troca idbnica em DEAE — Sepharose CL-6B.

Duas B-glicosidases produzidas pela levedura Pichia etchellsii foram
purificadas por Wallecha e Mishra (2003). Estes autores precipitaram a enzima
com 40 e 80% de saturacdo com sulfato de amoénio, seguida de uma
cromatografia de troca i6bnica em DEAE — Sepharose, e uma cromatografia em
hidroxiapatita, obtendo a homogeneidade das duas enzimas com um
rendimento de 17% para a BGL-Il e de 7,5% para BGL-II.

Mamma et al. (2004) purificaram duas R-glicosidases intracelulares
produzidas pelo microrganismo Penicillium decumbens. O extrato enzimatico
bruto foi concentrado com sulfato de amonio a 80% de saturacéo e submetido
a uma cromatografia de troca i6nica em Q-Sepharose. Nesta etapa, o0 extrato
enzimatico foi fracionado em dois picos contendo atividade de R-glicosidase, Gl
e GIl. As amostras foram purificadas separadamente seguindo o mesmo
protocolo. Com as enzimas parcialmente purificadas, foi realizada uma
cromatografia de troca idbnica em DEAE — Toyopearl — 650M e por ultimo uma
cromatografia de interagdo hidrofébica em coluna t-butil. Apds as quatro etapas
de purificagdo, foram obtidos rendimento final de 11 e 9,36% e fatores de
purificacdo de 5,11 e 8,23 vezes, respectivamente para Gl e GlI.

Uma  B-glicosidase extracelular produzida pela levedura
Debaryomyces pseudopolymorphus foi purificada por Villena et al. (2006). O
extrato enzimatico bruto foi concentrado com acetona a 80% de saturagéo. O
precipitado foi resuspendido em tampéao citrato 50 mM pH 6,0 e submetido a
uma ultrafiltracdo em membranas de diferentes cortes (50 e 100 kDa).

Finalizando o processo foi realizado uma cromatografia de troca idnica em
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DEAE-Sepharose no mesmo tampao. O rendimento e o fator de purificacao
nao foram descritos pelos autores.

Turan e Zheng (2005) purificaram uma [3-glicosidase intracelular
produzida pela levedura Pichia pastoris. O extrato enzimatico foi previamente
fracionado com sulfato de aménio em uma saturagdo de 55 - 90%.
Posteriormente a enzima concentrada foi submetida a uma filtragdo em gel
Sephacryl S-300 e subsequentemente a duas cromatografias de troca idnica,
Q-Sepharose (tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,3) e CM-Sepharose
(tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 6,0). O processo descrito apresentou

um rendimento de 25,3% e um fator de purificacdo 99,5 vezes.

IV.7. Caracteristicas das 3-glicosidases microbianas

A caracterizacao fisico-quimica enzimatica é um passo importante
para se estabelecer as condi¢bes do processo, pH e temperatura, que resultem
em maxima atividade e também determina a faixa de pH e temperatura nas
quais a enzima se mantém estavel. O conhecimento destas propriedades
permite avaliar o seu potencial de aplicacdo em um determinado processo,
além disso, permite controlar a velocidade do processo variando estes
parametros no meio reacional.

Hayashi et al. (1993) caracterizaram, em sua forma bruta, a enzima
3-glicosidase produzida por uma linhagem do microrganismo Aureobasidium
sp. Esta apresentou maior atividade catalitica em pH 4,0 a uma temperatura de
80°C, apobs 3 horas de incubacdo em diversos valores de pH, foi recuperada
90% da atividade original da enzima em uma faixa de pH 3,7-7,8. Ap6s 15
minutos de tratamento, a enzima manteve-se estavel a 80°C e reteve 81% de
sua atividade a 85°C. Os mesmos autores (1999), relataram a purificacdo de
uma R-glicosidase intracelular produzida pelo mesmo microrganismo com
massa molar de 331 kDa; o pH e a temperatura 6tima descritos, foram os
mesmos da enzima bruta. Entretanto a enzima purificada apresentou-se mais
estavel em relacdo ao pH, manteve-se estavel numa faixa de pH de 2,2-9,8 e
reteve 88% da sua atividade original apds ser incubada por 15 minutos a 80°C.
A celobiose foi utilizada como substrato para a determinacdo dos parametros

cinéticos, onde a Vmax € 0 Ky, obtidos foram 37,5 pumol/min/mg de proteina e
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8,85 mM, respectivamente. A enzima também hidrolisou gentibiose, salicina e
p-nitrofenil-3-glicopiranosideo (pNPRG).

Uma 3-glicosidase extracelular produzida em fermentacdo submersa
pelo microrganismo Aureobasidium pullulans foi purificada e caracterizada por
Saha et al. (1994). A enzima apresentou massa molar de 340 kDa, valor este
muito proximo do encontrado por Hayashi et al. (1999). O pH e a temperatura
otima foram 4,5 e 75°C. Os autores relataram que a enzima manteve-se
estavel em uma faixa de pH 4,0-6,5, retendo 100% de sua atividade original
apos 1 hora a 60°C e quando a temperatura foi elevada para 80°C, houve uma
queda da atividade catalitica para 55% da original. A [3-glicosidase purificada
hidrolisou pNPRG, celobise, celotriose, celotetraose, celopentaose,
celohexaose e celoheptaose. Os valores de K, e Vmax obtidos utilizando
PNPRG e celobiose como substratos foram de 1,17; 1,0 mM e 897; 800
pmol/min/mg de proteina, respectivamente.

Palma-Fernandez (2002) estudou a producdo, a purificagcdo e a
caracterizacdo das [-glicosidases produzidas pelo fungo termofilico
Thermoascus aurantiacus. A enzima bruta apresentou sua melhor atividade
nos pH 4,0-4,5 e uma temperatura 6tima de 80°C. A estabilidade, em funcéo do
pH, ocorreu em pH de 5,0-9,0. A enzima permaneceu estavel apds 1 hora a
60°C, retendo 72% de sua atividade original quando incubada a 70°C. Durante
o0 processo de purificacdo o autor obteve duas R-glicosidases puras com
massas molares de 175 e 157 kDa, denominando-as de GI-2 e GI-3. Os valores
obtidos de pH 6timo foram 4,5 e 4,0. A temperatura 6tima de atividade da GI-2
foi de 80°C e da GI-3 foi de 75°C. A enzima GI-2 mostrou-se estavel em uma
faixa de pH 4,0-9,0 e a GI-3 em uma faixa de 5,5-85. Em relacdo a
termoestabilidade, as R-glicosidases GI-2 e GI-3 mantiveram 85 e 80%,
respectivamente, da sua atividade original apés 1 hora a 70°C, e ambas foram
praticamente inativadas a 80°C. O pNPRG foi utilizado para determinagao dos
parametros cinéticos. Os valores de K, € Vmax foram de 1,17; 1,38 mM e 28,0;
22,4 umol/min/mg de proteina, respectivamente para Gl-2 e GI-3.

Outra 3-glicosidase extracelular de 350 kDa produzida pelo fungo
Thermoascus aurantiacus foi purificada e caracterizada por Parry et al. (2001).
A enzima apresentou sua melhor atividade catalitica em pH 4,5 a uma

temperatura de 80°C. Variando os valores de pH, temperatura e tempo de
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incubacao, estes verificaram que em pH 5,2, a uma temperatura de 70°C, a
enzima permaneceu estavel ap6s 30 minutos de incubacdo, quando a
temperatura foi aumentada para 80°C, esta praticamente foi inativada. A
enzima foi ativa em diferentes substratos pNP glicosideos PNPRG, oNPRG,
pNRBPCelobiosideo) e em diferentes sacarideos (celobiose, B-trehalose e
gentibiose). Os valores de Ky, utilizando pNPRG e celobiose como substratos
foram respectivamente, 0,1137 e 0,6370 mM.

Peralta et al. (1997) purificaram e caracterizaram uma [3-glicosidase
do fungo termofilico Humicola grisea var. thermoidea, com massa molar de 55
kDa. A enzima apresentou sua melhor atividade em pH 6,0 e em temperaturas
de 50 — 60°C, permanecendo estavel em uma faixa de pH 4,0-8,0. Em relacéo
a termoestabilidade, ndo houve reducado da sua atividade original apés 1 hora a
50°C. O aumento da temperatura para 70°C fez com que esta perdesse 50%
de sua atividade. O potencial catalitico para diferentes substratos também foi
estudado. A enzima hidrolisou pNPRG, celobiose, p-nitrofenil 3-xilopiranosideo
(PNPR3X) e CM-celulose, o Ky, encontrado para os respectivos substratos foi de
0,12; 3,24; 0,44 mM e 4,57 mg/ml.

Uma [3-glicosidase extracelular de 85 kDa produzida pelo fungo
mesofilico Xylaria regalis, foi purificada e caracterizada por Wei et al. (1996). A
enzima apresentou melhor atividade catalitica a uma temperatura de 50°C em
pH 5,0, mantendo-se estavel em uma faixa de pH que variou 5,0-8,0. Foram
recuperadas 78% de sua atividade original, depois da enzima ser incubada,
durante 30 minutos a 50°C. Em temperatura de 60°C, a enzima foi rapidamente
inativada. A R-glicosidase purificada apresentou acéo catalitica em diferentes
substratos, tais como, celobiose, gentiobiose, laminaribiose, CM-celulose,
maltose, pNPRG e pNPRX. Os parametros cinéticos foram calculados com
PNPRG, o K, obtido foi de 1,72 mM e a Vmax 326 pmol/min/mg de proteina.

Belancic et al. (2003) purificaram e caracterizaram uma 3-glicosidase
com massa molar de 100 kDa, produzida pela levedura Debaryomyces vanrijae
em fermentacdo submersa. Os valores encontrados pelos autores para
temperatura e pH 6timos foram 40°C e 5,0, respectivamente. A enzima reteve
sua atividade original em uma faixa de pH de 4,0-5,5 e manteve-se estavel a
45°C durante 1 hora de incubacao, sendo totalmente inativada a temperatura

de 70°C. A R¥glicosidase foi ativa em diferentes (¥glicosideos, inclusive em
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monoterpenos precursores aromaticos. Os valores de K, € Vimax obtidos foram
0,77; 57,9 mM e 668; 84,3 umol/min/mg de proteina, para pNPRG e celobiose
respectivamente.

Duas R-glicosidases produzidas pela levedura Pichia etchellsii foram
purificadas e caracterizadas por Wallecha e Mishra (2003). As enzimas
denominadas BGLI (186 kDa) e BGLIl (340 kDa), apresentaram pH e
temperatura otimos de 6,0 e 50°C, respectivamente, e mantiveram-se estaveis
em uma faixa de pH de 4,0-9,0. As enzimas BGLI e BGLII, perderam 50% de
suas atividades originais apés 15 e 14 min de incubacdo a 50°C,
respectivamente. As duas enzimas apresentaram atividade em diferentes
substratos, celobiose, gentiobiose, laminaribiose, salicina e pNPRG, apenas a
BGLI foi ativa em pNPRX. Os parametros cinéticos para ambas as enzimas
foram calculados utilizando pNPRG. A BGLI e BGLII apresentaram o mesmo
valor de Kp, (0,33 mM) enquanto a Vmax foi de 55 para BGLI e 25 pmol/min/mg
para BGLII.

Mamma et al. (2004) purificaram duas 3-glicosidases intracelular do
fungo Penicillium decumbens. A Gl € composta por duas sub-unidades de 28
kDa e em seu estado nativo apresenta 56 kDa. A GIl apresenta quatro sub-
unidades de 115 kDa com uma massa molar total de 460 kDa. O pH 6timo para
as duas enzimas foi 7,0. Gl e Gll apresentaram maior atividade catalitica a 65 e
75°C, respectivamente. Nenhuma das enzimas manteve-se estavel quando
incubas por 1 hora a 70°C. As [-glicosidases exibiram especificidade por
diferentes substratos, hidrolisando ligacdes (1,3), (1,4) e (1,6)-R-glicosideos
assim como aril-glicosideos. Segundo os autores cs valores de Km obtidos
com pNPRG foi o mais baixo descrito na literatura, 0,013 e 0,07 mM
respectivamente para Gl e GIlI.

Uma [&glicosidase extracelular de massa molar 100 kDa produzida
pela levedura Debaryomyces pseudopolymorphus em fermentagdo submersa,
foi purificada por Villena et al. (2006). A enzima apresentou melhor atividade
catalitica em pH 4,0 a 40°C. Esta foi rapidamente inativada, quando incubada
em temperaturas superiores a 40°C. Os autores relatam que a f¥glicosidase
apresentou uma ampla especificidade para diferentes tipos de substratos (¥

glicosideos, e, também foi capaz de hidrolisar maltose. Os valores de Ky e Vmax
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foram 11,9 mM e 70,2 pmol/miYmg de proteina, utilizando celobiose como
substrato.

A R3-glicosidase intracelular da levedura Pichia pastoris purificada por
Turan e Zheng (2005), apresentou massa molar de 275 kDa, sendo composta
por 4 subunidades de 70 kDa. O pH e temperatura 6tima da enzima foram
respectivamente, 7,3 e 40°C. Esta manteve-se estavel em uma faixa de pH que
variou de 55 a 9,5 e perdeu totalmente sua atividade catalitica quando
incubada por 10 minutos a 60°C. A enzima apresentou uma ampla
especificidade para substratos [Fglicosideos e os parametros cinéticos foram
calculados utilizando pNPRG como substratos. O Ky, obtido foi igual 0,12 mM e

a Vmax 10 umol/min/mg de proteina.
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V. MATERIAL E METODOS

V.1. Microrganismos utilizados

Foi utilizado o fungo termofilico Thermoascus aurantiacus CBMAI
756, isolado de madeira em decomposicdo em Manaus (AM), Brasil (DA-
SILVA, 1992), mantido em &gar Sabouraud e a levedura mesofilica
Aureobasidium pullulans ER-16, isolada de residuos da industria de suco de
laranja em Catanduva (SP), Brasil, mantida em PDA potato dextrose agar-

oxoid).

V.2. Producéo das enzimas por fermentacédo em estado sélido

Sabugo de milho moido foi utilizado como substrato para a producao
da enzima, este foi devidamente lavado com agua destilada e posteriormente
seco em estufa a 50°C por 48 horas. A fermentacdo se deu em frascos
Erlenmeyers de 500 ml, contendo 5 g de substratos umedecidos com 8 ml e 10
ml de solugdo nutriente para o Thermoascus aurantiacus e para 0
Aureobasidium pullulans, respectivamente. A composi¢cdo da solucao nutriente
foi de sulfato de amoénio 0,1%, sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,1% e
nitrato de amoénia 0,1% (p/v). O material foi autoclavado a 121°C durante 20
minutos. Apos a inoculacdo do microrganismo, a fermentacdo ocorreu a uma
temperatura de 50°C para o Thermoascus aurantiacus e para o Aureobasidium

pullulans a 28°C.

V.3. In6culo

Thermoascus aurantiacus: O microrganismo foi cultivado em
Erlenmeyers de 250 ml contendo 40 ml do meio agar Sabouraud Dextrose
inclinado, mantido por 48 horas a uma temperatura de 50°C. A suspensao do
microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura

empregando 25 ml de solucdo nutriente (descrita anteriormente) devidamente
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autoclavada. A inoculacédo do fungo no substrato se deu pela transferéncia de 3
ml desta suspensao para os frascos Erlenmeyers contendo sabugo de milho

previamente preparado.

Aureobasidium pullulans: A levedura foi cultivada em erlenmeyers
de 125 ml contendo 20 ml do meio PDA (potato dextrose agar-oxoid) inclinado,
mantido por 48 horas a uma temperatura de 28°C. A suspensao do
microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de cultura
empregando 25 ml de solugdo nutriente devidamente autoclavada. A
inoculacdo da levedura no substrato se deu pela transferéncia de 5 ml desta
suspensdo para os frascos Erlenmeyers contendo sabugo de milho

previamente preparado.

V.4. Extracdo da enzima

Apbs 96 horas de fermentacdo as enzimas foram extraidas pela
adicdo de 50 ml de agua destilada nos meios fermentados e mantidos em
agitacao por 1 hora. Posteriormente o material foi centrifugado (10.000xg / 20
min) a 4°C e o sobrenadante (extrato enzimatico bruto) utilizado para os

ensaios subsequentemente descritos.

V.5. Determinacgéo da atividade de 3-glicosidase

A atividade de [3-glicosidase foi determinada com 50 pl do filtrado
enzimatico, 250 pl de tampéo acetato de sédio 0,1M, pH 5,0 e 250 ul de p-
nitrofenil 3-D-glicopiranosideo 4mM (pPNPRG, Sigma), reagindo por 10 minutos
a uma temperatura de 60°C, a reacdo enzimatica foi paralisada com 2 ml de
carbonato de sodio 2M e o p-nitrofenol liberado, foi quantificado por
espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol

por minuto de reacéao.
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V.6. Determinacdo quantitativa de proteina

O teor total de proteina foi quantificado através do método de Lowry

et al. (1951), utilizando soro albumina bovina como padréo.

V.7. Purificacdo da R-glicosidase produzida pelo microrganismo

T.aurantiacus

V.7.1. Concentracao do extrato bruto

A concentracdo da R-glicosidase bruta foi realizada através da
precipitacdo protéica, utilizando sulfato de amdnio até 80% de saturacao (p/v),
esta solucéo foi deixada em repouso por aproximadamente 12 horas em banho
de gelo. Posteriormente, o extrato bruto foi centrifugado a 10.000xg por 20
minutos e o precipitado foi resuspendido em tamp&o acetato de sédio 20 mM,
pH 5,0. A amostra foi dialisada em tampéao acetato 20 mM, pH 5,0 durante 48

horas.

V.7.2. Cromatografia de troca idnica

A enzima concentrada foi submetida a uma cromatografia de troca
ibnica em resina anionica DEAE-Sephadex A-50 (Amersham Biosciences)
empacotada em coluna X/K 26/40 da Amersham. O sistema foi equilibrado com
tampéo acetato de sodio 20 mM, pH 5,0. A amostra foi eluida com um fluxo de
1ml/min, seguido de um gradiente salino de 0 a 0,5 M de NaCl em 2 volumes
de coluna, fragbes de 4 ml foram coletadas. Neste processo cromatografico foi
utiizado o equipamento AKTA purifier, conectado a um coletor de fragbes Frac
100 (Amersham Biosciences). As amostras que apresentaram atividade de 3-
glicosidase foram concentradas e desalinizadas por ultrafiltracdo (entriprep -

Amicon), para serem utilizadas em subsequentes etapas de purificacao.
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V.7.3. Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex-G50

A enzima parcialmente purificada foi submetida a uma cromatografia
de filtracdo em gel Sephadex-G50 (Amersham Biosciences) em coluna aberta
XK 26/100, contendo 480 ml de resina. A resina foi equilibrada com tampéao
acetato de sodio 20 mM, pH 5,0 e posteriormente a enzima foi eluida com um
fluxo de 0,3 ml/mim. Amostras de 2,0 ml do liquido eluido foram coletadas,
utilizando o coletor de fracdes Frac 100 (Amersham Biosciences). As amostras
que apresentaram atividade de [-glicosidase, foram reunidas e concentradas
por ultrafiltracdo, para serem utilizadas em estudos de caracterizacao fisico-

guimico da enzima.

V.8. Purificacdo da R-glicosidase produzida pelo microrganismo

A.pullulans.

V.8.1. Concentragédo do extrato bruto

O extrato bruto foi concentrado com 65% de saturacdo de etanol
(viv). Sob leve agitagdo, o etanol (18°C) foi lentamente adicionado ao extrato
bruto, previamente refrigerado a 5°C. A solucéo foi mantida por 12 horas em
banho de gelo e o precipitado foi separado do sobrenadante por centrifugacéo
(10.000xg / 20 min) a 4°C. O precipitado foi resuspendido em tamp&o acetato
de so6dio 50 mM, pH 4,0 e entdo submetido a duas filtracbes em gel com

tamanho diferente de poros.

V.8.2. Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex-G100

A amostra concentrada foi submetida a uma filtracdo em gel
Sephadex-G100 (Amersham Biosciences) em coluna aberta XK 26/100,
contendo 500 ml de resina. A resina foi equilibrada com tampao acetato de
sodio 50 mM, pH 4,0 e posteriormente a enzima foi eluida com um fluxo de 0,3

ml/mim. Aliquotas de 3,5 ml do liquido eluido foram coletadas e as fragfes que
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apresentaram atividade da enzima foram unidas, concentradas por ultrafiltracao

e aplicadas em uma filtracdo em gel Sephacryl S-200.

V.8.3. Cromatografia de filtracdo em gel Sephacryl S-200

A enzima parcialmente purificada foi submetida a uma cromatografia
de filtracdo em gel Sephacryl S-200 em coluna 16/60 pré-empacotada acoplada
ao equipamento AKTA purifier (Amersham Biosciences). A coluna foi
equilibrada com o tampéo acetato de sddio 20 mM, pH 4,0, contendo 200 mM
de NaCl. A amostra foi aplicada com um fluxo constante de 0,4 ml/min. Nesta
etapa aliquotas de 2 ml foram coletadas. As fracbes com atividade de [3-

glicosidase foram unidas e submetidas a uma cromatografia de troca idnica.

V.8.4. Cromatografia de troca idnica

Para finalizar o processo de purificacdo da enzima, foi realizada uma
cromatografia de polimento em coluna pré-empacotada Mono-Q HR 5/50 (5 x
50 mm) (Amersham Biosciences). A amostra foi eluida no mesmo tampéo das
etapas anteriores, com um fluxo de 1 ml/min, seguido de um gradiente salino
0,0 a 1,0 M de NaCl em 40 volumes de coluna, amostras de 0,5 ml foram
coletadas. O perfil de eluicdo e o gradiente salino foram realizados com o
auxilio do equipamento AKTA purifier. As fragdes que apresentaram atividade
de R-glicosidase foram unidas para serem utilizadas em estudos de

caracterizacao fisico-quimico da enzima.

V.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida

V.9.1. Eletroforese em gel desnaturante

O grau de purificacdo das amostras foi analisado através de
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida — dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970). As proteinas foram desnaturadas por

fervura a 100°C por 5 minutos em tampao de amostra Tris-HCI 0,1 M, pH 6,8
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contendo SDS 2%, glicerol 10%, DTT 0,1M e azul de bromofenol 0,001 M. O
gel separador foi preparado na concentragdo de 8% e o0 gel concentrador na
concentracdo de 5%. Como marcador de massa molecular foi utilizado o
BenchMark ™Protein Ladder (Invitrogen, U.S.A.) no qual estdo presentes
proteinas que variam de 10 a 220 kDa. Para a revelagdo dos geéis foram

utilizados os métodos com reagente de prata e comassie Blue R-250.

V.9.2. Eletroforese em gel ndo desnaturante

A eletroforese ndo desnaturante foi realizada da mesma forma
descrita no item V.9.1, entretanto, foram retirados a etapa de fervura, o DTT e
0 SDS de todo o sistema. Além da revelacdo com prata e comassie, também foi
realizado o método de coloracdo de carboidratos com o reativo de Schiff, com o
objetivo de confirmar a presenca de acUcares na estrutura da molécula

protéica.

V.9.3. Determinacdo da atividade de [3-glicosidase em gel de

poliacrilamida.

Apoés a corrida eletroforética em sistema ndo desnaturante (descrito
no item anterior), o gel foi colocado em tampé&o acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0,
por 10 minutos em temperatura ambiente, para ocorrer a troca do pH do
sistema. Posteriormente, o gel foi imerso no mesmo tampao contendo 0,1% de
esculina (Sigma) e 0,03% de cloreto férrico, a 50°C, até o aparecimento de
manchas escuras no gel decorrente da atividade de 3-glicosidase. A reacao foi
paralisada com solucédo de glicose 10%, responsavel pela inibicdo da atividade
enzimatica (KWON et al., 1994).
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V.9.4. Desglicosilacdo da R-glicosidase produzida pelo

microrganismo A. pullulans

Para provar a homogeneidade da proteina, foi necessario
desglicosilar a enzima, anteriormente a aplicacdo desta no gel. Para isso, foi
utilizado o “Kit Enzimatico para Desglicosilacdo de Proteina” (Sigma), que
apresenta cinco enzimas que atuam sinergisticamente em diferentes pontos
dos oligossacarideos e entre as ligacbes carboidrato - proteina. A
desglicosilacao foi realizada sob condi¢cdes desnaturantes, que de acordo com
o fabricante, aumenta a eficiéncia do processo. Apds a adicdo das enzimas e
dos reagentes do “Kit’, a amostra foi mantida por 12 horas a 37°C e
posteriormente aplicada em SDS-PAGE. Para a revelacado do gel foi utilizado

comassie Blue R-250.

V. 10. Caracterizacao das enzimas purificadas

V.10.1. Determinacao do pH 6timo

A determinacéo do efeito do pH sobre a atividade enzimatica de 13-
glicosidase foi realizada incubando-se 0,05 ml das enzimas purificadas em 0,25
ml do substrato p-nitrofenil (-D-glicopiranosideo 4mM (pNPG, Sigma), em
diferentes valores de pH, foi utilizado tamp&o Mcllvaine 0,1M variando o0s
valores de pH entre 3,0 e 8,0. A atividade enzimatica foi quantificada a 60°C e

paralisada com carbonato de sodio 2M apds 10 minutos de reacao.

V.10.2. Determinacédo da temperatura 6tima

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi realizado
incubando-se 0,05 ml da R-glicosidase nas mesmas condi¢des descritas para a
determinacédo da atividade, em diferentes temperaturas, variando entre 40 e
90°C. Os ensaios de atividade foram realizados em tampéao Mcllvaine 0,1M no

pH 6timo das respectivas enzimas.
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V.10.3. Determinacao do pH de estabilidade

A estabilidade das enzimas referente a variacado da escala de pH foi
analisada através da incubacdo das enzimas durante 24 horas a uma
temperatura de 25°C em tampéo, variando a escala de 3,0 a 11,0. Os tampdes
utilizados foram o Mcllvaine 0,1 M ( 3,0 — 8,0) e o Glicina — Hidréxido de Sédio
0,1 M (8,5-11,0). A atividade remanescente das enzimas foi determinada nas

respectivas condi¢cfes 6timas de pH e temperatura.

V.10.4. Determinacgao da temperatura de estabilidade

A termoestabilidade das enzimas foi estudada incubando-as diluidas
em tampdo acetato 100 mM, pH 5,0, durante 1 hora em diferentes
temperaturas, que variaram de 35 a 85°C. Posteriormente, a atividade
enzimética remanescente foi quantificada nas respectivas condigdes 6timas de
pH e temperatura.

V.10.5. Cinética de termoinativacéo irreversivel

As cinéticas foram medidas como descrito por Tomazic e Klibanov
(1988), com pequenas modificagbes. O percurso de tempo de termoinativacao
das R-glicosidases foi medido incubando-se as respectivas enzimas (em
tampdo acetato de soédio 0,1 M pH 5,0), as temperaturas indicadas,
acondicionadas em tubos de vidros pequenos vedados com tampas de
borracha. Periodicamente, usando uma seringa com agulha, amostras foram
retiradas, esfriadas a 25°C e armazenadas nesta temperatura por 24 h antes
de serem analisadas as atividades residuais. Para a enzima do T. aurantiacus,
as temperaturas de preincubacao e os tempos para remoc¢ao foram: a 80°C, a
cada 6 min até 60 min; a 82,5°C, a cada 1,5 min até 9 min; a 85°C, a cada 1
min até 6 min e a 87,5°C, a cada meio min até 3 min. Para a enzima do A.
pullulans, as condicdes foram: a 80°C, a cada 18 min até 180 min; a 82,5°C, a
cada 6 min até 36 min; a 85°C, a cada 3 min até 18 min e a 87,5°C, a cada 1,5

min até 9 min. O tempo de meia vida (ty2) das enzimas foi definido como o
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tempo no qual, apds incubacdo a 80°C (ou outra temperatura), a atividade
residual da enzima sera 50% da atividade original. O tgyp) tambem foi
determinado de acordo com a equacao (1) abaixo. O coeficiente de velocidade
de termoinativacdo (kg) foi determinado por regressao linear da representacéo
grafica do logaritmo natural da atividade residual (Ln ar) em funcdo do tempo
de preincubacdo nas temperaturas indicadas, nos quais as enzimas foram
irreversivelmente inativadas, obedecendo cinética de velocidade de primeira

ordem. O kq seré o valor absoluto da inclinacéo da linha de regresséao.

V.10.6. Determinacao dos parametros termodinamicos

Os parametros termodinamicos de desnaturacdo das [-glicosidases,
energia livre, entalpia e entropia foram calculados conforme as seguintes
equacoes:

t1/2) = 0,693 / kd 1)
AG =-RTIn(kg h / kg T) 2
AH=E,- RT (3)
AS=(AH-AG)IT 4)
Ea=-R (slope) )

Onde AG é energia livre (kJ mol! ), R é a constante dos gases
(8.314 Jmol* K1), T é a correspondente temperatura absoluta (K), kg é a
constante de termoinativacdo (min), h é a constante de Plank (11.04 x 107°
Jmolt J), kg é a constante de Boltzmann (1.38 x 102 J K), AH é a entalpia
(kJ mol), E, é a energia de ativacéo para desnaturacéo (kJ mol'), e AS é a
entropia (J mol! ). A energia de ativacdo para desnaturacdo (E.) foi
determinada por regressao linear da representacdo grafica do logaritmo natural

de kq (Ln kq ) em funcéo do reciproco das temperaturas absolutas (1/T, K) nas
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quais as enzimas foram irreversivelmente inativadas com cinética de

velocidade de primeira ordem, de acordo com equagao 5.

V.10.7. Determinacado dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram calculados utilizando p-NP-3-D-
glicopiranosideo como substrato 0,05-1,5 mM). A atividade foi dosada nas
condicbes o6timas de cada enzima (pH 4,5 a 75°C para a enzima do T.
aurantiacus e pH 4,0 a 80°C para a enzima do A. pullulans). Os valores de Ky, e
Vmax foram obtidos pela representacéo grafica do duplo reciproco (Lineweaver-
Burk).

V.10.8. Determinacéo da especificidade ao substrato

A atividade catalitica das enzimas foi testada em diferentes
substratos aril-glicosideos (p-NP-3-D-glicopiranosideo, p-NP-a-D-
glicopiranosideo, p-NP-[3-D-xilopiranosideo, p-NP-a-D-galactopiranosideo, p-
NP-3-D-mannopiranosideo e p-NP-a-L-arabinofuranosideo), dissacarideos
(maltose, lactose, celobiose, laminariobiose e gentiobiose) e polissacarideos
(CM-celulose, avicel, paramilo, pustulano). A concentracdo dos substratos foi
padronizada em 5 mM, 30 mM e 0,5% (p/v), respectivamente para aril-
glicosideos, dissacarideos e polissacarideos. A metodologia utilizada para
dosar a atividade das enzimas sobre os substratos aril-glicosideos foi a mesma
descrita anteriormente noitem V. 5.

A atividade das enzimas sobre os diferentes sacarideos foi dosada
incubando 0,1 ml de enzima, em suas respectivas condi¢des oOtimas, por 10
minutos, em 0,4 ml de tampéo acetato de sdédio 0,1 M contendo substrato. O
acUcar redutor (glicose) proveniente da hidrolise enzimatica foi quantificado
pelo método glicose-oxidase. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por

minuto de reacao.
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V.10.9. Efeito de ions, EDTA e SDS sobre a atividade das

enzimas

O efeito de ions, EDTA e SDS sobre a atividade das R-glicosidases
purificadas, foi determinado com a adicdo de Ca*?, Co*?, Mg*?, Zn*?, Fe*?, Cu*?,
Ba*?, Cr?, AI"®, Mn", Hg™, Ni*?, Na', Ag*, K*, EDTA e SDS, em uma
concentracdo final de 10 mM, nas enzimas purificadas. Apdés 15 minutos a
25°C, a atividade residual foi quantificada e comparada o controle (enzima sem

tratamento).

V.10.10. Efeito da glicose e etanol sobre a atividade das enzimas

Para a determinacéo do efeito da glicose e etanol sobre a atividade
das enzimas, foi utilizado pNPRG (2 mM) como substrato. A atividade
enzimatica foi quantificada com a adicdo destes compostos, em diferentes
concentracdes, na mistura de reacdo (0-100 mM de glicose e 0-20% de
etanol). Os ensaios foram realizados a 60°C em tampao acetato de sodio 0,1 M
pH 4,5.

V.11. Aplicacao das R-glicosidases em terpenos glicosideos
V.11.1. Extracao dos terpenos glicosideos da uva

O processo de extracdo dos precursores aromaticos glicosideos
seguiu a metodologia descrita por Mateo et al. (1997), com algumas
modificacdes. Nesta etapa do trabalho a uva Isabel (Vitis labrusca), variedade
mais plantada e empregada na elaboracédo dos vinhos de mesa em nosso pais
(MANFROI, 2004), foi utilizada para a obtencdo dos terpenos glicosideos. Os
graos de uva (300g) foram rompidos e a casca separada da polpa. A casca foi
batida em liquidificador com 300 ml de agua milli-Q e posteriormente
centrifugada 10.000xg / 20 min, o sobrenadante (extrato da casca) foi utilizado

nas etapas seguintes.
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O extrato de casca (5 ml) foi eluido por um cartucho de C,g fase
reversa, Supelco C-18 1g/6ml, (previamente ativado com 5 ml de metanol
seguido de 15 ml de agua), apoés a total eluicdo do extrato de casca, o cartucho
foi lavado com 10 ml de agua milli-Q, seguido de 5 ml de diclorometano. Os
precursores aromaticos glicosideos foram eluidos com 5 ml de metanol. Este
processo foi repetido varias vezes para a obtencdo de um maior volume. A
amostra extraida (120 ml) foi completamente seca por rotaevaporacao a 40°C,
0s compostos nao volatilizados foram resuspendidos em 30 ml de tampéo

acetato 0,1 M, pH 4,5 e utilizados como substrato para a acdo das enzimas.

V.11.2. Hidrdlise dos terpenos glicosideos

A hidrélise dos terpenos ocorreu no interior de pequenos frascos de
vidro, vedados com tampas de borracha, contendo 1,2 ml de terpeno extraido e
0,3 ml de enzima, mantidos a 60°C por 24 horas. Os ensaios foram realizados
com 0s extratos enzimaticos brutos e com as enzimas purificadas, sendo
adicionadas 0,5 U de R-glicosidase em cada tubo de hidrélise. O hidrolisado foi
comparado com diferentes controles (substrato mais tampao e substrato mais
enzima desnaturada por temperatura), para termos certeza que o0 aparecimento

de novos compostos foi resultante da acao enzimatica.

V.11.3. Andlise dos produtos de hidrdélise por cromatografia

gasosa (CG)

Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso Hewlett-Packard (HP) 5890
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de
silica fundida HP-FFAP 25 m x 0,2 mm x 0,3 um. O nitrogénio foi utilizado como
gas de arraste com um fluxo de 1 ml/min, a razdo de split foi 1:10 e a
temperatura do detector e do injetor igual a 250°C.

Programacéo térmica do forno: Nos 3 primeiros minutos o forno
manteve-se a 70°C, posteriormente a temperatura foi elevada a 180°C a

3,8°C/min e para finalizar foi aumentada até 230°C a 15°C/min.
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As amostras foram injetadas por “Head Space” estatico com o auxilio
de uma fibra de adsorcao (Supelco — polidimetilsiloxano com espessura de 100
pum). Anteriormente a injecdo no cromatografo, as amostra foram mantidas por
40 minutos a 50°C, com o objetivo de volatilizar os terpenos desglicosilados,
apos este periodo a fibra foi inserida nos frascos e mantida por 5 minutos,
posteriormente esta foi exposta no interior do injetor. Os terpenos volateis
(desglicosilados) foram identificados pela comparacdo do tempo de retencéo
dos respectivos padrdes (Sigma-Aldrich), injetados nas mesmas condi¢cbes

cromatograficas em que foram realizadas as anélises.

V.12. Aplicacao das 3-glicosidases em isoflavonas glicosiladas

V.12.1. Extragéo das isoflavonas da soja

Para a extragcéo das isoflavonas 1 kg de soja em gréos foram batidas
em liquidificador e passadas por uma peneira de 1,41 mm. A farinha de soja
(200g) foi desengordurada pela adicdo de 400 ml de n-hexano, mantido em
constante agitacdo por 30 minutos a 25°C. Apos centrifugacdo (10.000xg / 20
min), a farinha de soja desengordurada foi seca a temperatura ambiente (LIMA,
2003). As isoflavonas foram extraidas pela adicdo de 500 ml de metanol 80%
em 50 g de farinha de soja desengordurada, mantido em agitacdo constante
por 1 hora a temperatura ambiente (GENOVESE e LAJOLO, 2001). As
particulas em suspensdo foram separadas do extrato metanolico por
centrifugacdo (10.000xg / 20 min), 300 ml deste extrato foi concentrado, por
rotaevaporacdo a 35°C, para aproximadamente 10 ml. O volume do extrato
concentrado foi completado para 50 ml com tampéo acetato pH 4,5 com uma
molaridade final de 0,1M. Este foi usado como substrato para a hidrélise das

isoflavonas pelas enzimas.

V.12.2. Hidrolise das isoflavonas glicosiladas

A hidrélise das isoflavonas ocorreu no interior de pequenos frascos

de vidro, vedados com tampas de borrachas, contendo 1,2 ml de isoflavona
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extraida e 0,3 ml de enzima, mantidos a 60°C por 24 horas. Os ensaios foram
realizados com os extratos enzimaticos brutos e com as enzimas purificadas,
sendo adicionadas 0,5 U de R-glicosidase em cada tubo de hidrélise. O
hidrolisado foi comparado com diferentes controles (substrato mais tampéo e
substrato mais enzima desnaturada por temperatura), para termos certeza que

0 aparecimento de novos compostos foi resultante da acao enzimatica.

V.12.3. Andlise dos produtos de hidrdlise por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a analise do produto de hidrolise enzimética foi utilizado o
cromatografo Dionex equipado com bomba binaria P—680, detector de arranjo
de diodos (UVD 340U) e coluna de fases reversa Sephasil Peptide C1g de 4,6 X
250 mm, 5um (Pharmacia Biotech). Como fase mével foi utilizado acido acético
0,1% em agua (A) e acido acético 0,1% em acetonitrila (B) com um fluxo de 0,8
ml/min. A coluna foi inicialmente equilibrada com 0% de B, apds a injecao de
20 W de amostra, a concentracdo de B foi elevada para 40% em 30 minutos,
nos 5 minutos seguintes a concentragdo de B subiu de 40 para 100%,
mantendo-se constante por 1,5 minutos, posteriormente desceu para 0%,
finalizando a analise com 40 minutos. O processo cromatografico foi
monitorado com comprimento de onda de 260 nm. As isoflavonas foram
identificadas pelo tempo de retencdo e comparacéo do espectro de absorcao
dos respectivos padrdes (Sigma-Aldrich), injetados nas mesmas condicfes
cromatograficas em que foram realizadas as analises.

Toda a parte analitica deste trabalho foi desenvolvida no Laboratoério
de Fisico-Quimica, IBILCE — UNESP - Sao José do Rio Preto — SP, em

colaboracéao com o Prof. Dr. Mauricio Boscolo.
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VI. RESULTADOS E DISCUSSAO

VI.1. Purificacdo da 3-glicosidase produzida pelo microrganismo

Themoascus aurantiacus

Uma R-glicosidase produzida pelo fungo T. aurantiacus foi purificada
a homogeneidade. O extrato enzimatico bruto foi inicialmente concentrado por
precipitacdo com sulfato de amoénio a 80% de saturacdo. O precipitado foi
separado por centrifugacéo e resuspendido em tampéao acetato 20 mM, pH 5,0.
A amostra foi desalinizada por didlise no mesmo tampdo. Esta etapa
apresentou um rendimento final de 91,5% e um fator de purificacdo de 2,3
vezes (tabelal).

A amostra concentrada foi submetida a uma cromatografia de troca
ibnica em resina DEAE-Sephadex A-50, sendo fracionada em quatro picos de
proteina. Foi detectada a presenca de R-glicosidase nas fracdes coletadas
durante a eluicdo do quarto pico cromatografico. O segundo pico protéico
apresentou uma alta atividade de xilanase (figura 5), enzima cujo
microrganismo € um dos maiores produtores descrito na literatura (LEITE,
2004, PALMA-FERNANDEZ, 2002). A cromatografia de troca idnica apresentou
um rendimento final de 75,9% e um fator de purificacdo de 9,4 (tabela 1). As
amostras com atividade de R-glicosidase foram unidas e concentradas por
ultrafiltracdo, para posteriormente serem submetidas a um outro processo

cromatografico.
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Figura 5: Perfil de eluigéo da R-glicosidase em cromatografia de troca ibnica em resina DEAE- Sephadex
A-50. (Sistema AKTA Purifier; tampé&o de eluicdo acetato 20 mM, pH 5,0; fluxo de 1 ml/min., gradiente

salino 0-0,5 M de NacCl).
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A enzima parcialmente purificada foi submetida a uma cromatografia
de filtracdo em gel Sephadex-G50 (Pharmacia Biotech, Sweden), as fracbes
coletadas entre o volume 170 e 190 ml de eluicdo, apresentaram atividade de
3-glicosidase. Estas fragcbes foram unidas, concentradas e apds analise por
SDS-PAGE, constatou-se a homogeneidade protéica (figura 6). O processo de
purificacdo da enzima apresentou um rendimento final de 63,6% e um fator de
purificacdo 46,3 vezes, atingindo uma atividade especifica de 104,7 U/mg
(tabela 1).

Tabela 1: Resumo dos processos de purificagdo da R-glicosidase produzida pelo
microrganismo Thermoascus aurantiacus.

. Atividade . Fator de
Atividade (U) especifica (U/mg) Rendimento (%) purificao
Extrato bruto 119,39 2,26 100 1
concentracao
(NH),S0, 109,25 5,2 91,5 2,3
DEAE-Sephadex
A50 90,68 21,37 75,9 9,4
Sephadex G-50 75,96 104,71 63,6 46,3

Os resultados de purificacdo obtidos no presente trabalho
apresentam um excelente rendimento e um consideravel fator de purificacao,
guando comparados a trabalhos anteriores. Palma-Fernandez et al. (2002)
purificaram duas R-glicosidases (Gl-2 e GI-3) do fungo Thermoascus
aurantiacus, apos a realizacdo de cinco etapas de purificacdo, os autores
relatam um rendimento de 3,2 e 2,5% e um fator de purificagcdo 71 e 43 vezes,
respectivamente para as enzimas GIl-2 e GI-3. Belancic et al. (2003) purificaram
uma R-glicosidase produzida pela levedura Debaryomyces vanrijiae
apresentando um fator de purificacdo de 79 vezes e um rendimento de 49,9%,
apos trés etapas de purificacdo. Uma R-glicosidase do fungo Pleurotus
ostreatus foi purificada por Morais et al. (2002), ap6s duas etapas
cromatogréficas, com um rendimento final de 2%. Mamma et al. (2004) relatam

a purificacdo de duas R3-glicosidases do fungo Penicillium decumbens, obtendo
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como rendimento final 11 e 9,36% e um fator de purificacdo de 5,11 e 8,23
vezes, para as enzimas Gl e Gll, respectivamente.

Andlises realizadas por eletroforese (SDS-PAGE) apos a concluséao
dos processos cromatograficos, possibilitaram a observacdo de uma Unica
banda protéica demonstrando que uma B-glicosidase foi purificada. A enzima
apresentou massa molar proxima de 120 kDa (figura 6).

——» 120 kDa

Figura 6: Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida da etapa final de
purificacéo da R-glicosidase do fungo T. aurantiacus. 1. Marcador molecular em kDa, 2.
fracdo coletada da cromatografia de gel filtracdo com alta atividade de -glicosidase.

Trabalhos anteriores relatam o isolamento de [3-glicosidases com
massas molares proximas a encontrada no presente trabalho. A enzima
purificada por Belancic et al. (2003), da levedura Debaryomyces vanrijiae,
apresentou massa molar de 100 kDa. Palma-Fernandez et al. (2002)
purificaram duas R-glicosidases produzidas pelo fungo Thermoascus
aurantiacus, apresentando massas molares de 175 e 157 kDa para GI-2 e
GI-3, respectivamente. Parry et al. (2001) purificaram uma [3-glicosidase do
fungo Thermoascus aurantiacus com massa molar de 350 kDa. Quando
comparamos os dados obtidos no presente trabalho com os descritos pela

literatura, podemos concluir que o microrganismo Thermoascus aurantiacus
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apresenta variabilidade genética que resulta na sintese de diferentes

isoformas de 3-glicosidase.

VI.2. Purificacdo da 3-glicosidase produzida pelo microrganismo

Aureobasidium pullulans

O extrato enzimatico bruto foi concentrado com diferentes saturacdes
de etanol, 50%, 65%, 75% e 80% (v/v). A saturacdo de 65% apresentou uma
recuperacao de 80,2% da enzima e um elevado fator de purificacdo, 5,3 vezes
(tabela 2). Definindo-a como primeira etapa do processo de purificacdo desta
proteina.

Apoés a precipitacdo protéica, a B-glicosidase presente na amostra foi
tentativamente isolada em diferentes resinas de troca ionica, com diferentes
valores de pH (4,0; 5,5 e 7,4). No entanto, ndo obtivemos em nenhuma das
condi¢des testadas uma resolucdo satisfatoria. Devido a isso, foram realizadas
sequencialmente, diferentes estratégias de separacdo baseadas na massa
molecular, e, finalizando o processo de purificacdo, utilizou-se uma
cromatografia de troca ibnica de alta resolucéo.

A enzima concentrada foi submetida a uma filtragdo em gel
Sephadex G-100, que resultou em um rendimento de 48,1% e um fator de 9,3
vezes. Posteriormente a enzima foi submetida a uma cromatografia de filtracdo
em gel Sephacryl S200. O cromatograma gerado pelo equipamento AKTA
purifier, demonstrou a eluicdo de apenas um pico protéico, que coincidiu com a
atividade de R-glicosidase (figura 7). O ndo aparecimento de outros picos
protéicos durante esta etapa, provavelmente esta relacionado com a etapa
anterior, onde a grande maioria das proteinas de baixa massa molar foram
separadas da enzima. No entanto, por eletroforese foi possivel observar
eficiéncia na filtracdo em Sephacryl S200, eficiéncia esta, confirmada pelo

aumento do fator de purificacdo observado na tabela 2.



40

Proteina

B-Glicosidase

140 - 1,6
120 - q 1,4
100 - 1,2

E 80 .o
5 | =
2 0,8 5

o 60

< J 0,6

E 40-

| 0,4
20-_ J 0.2
0_:‘*—' T T T '_IFF' T T T T T T T T 010

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Volume (ml)

Figura 7: Perfil de eluicdo da R-glicosidase em cromatografia de filtracdo em gel Sephacryl £-200
(Sistema AKTA Purifier; tamp&o de eluicio acetato 20 mM, pH 4,0, 0,2 M de NaCl; fluxo de 0,4 ml/min).

Para finalizar o processo de purificagdo, a enzima foi submetida a
uma cromatografia de polimento em resina anionica Mono-Q HR 5/50. Nesta
etapa a amostra foi fracionada em trés picos protéicos, sendo o primeiro eluido
anteriormente ao gradiente salino. Somente 0 terceiro pico apresentou
atividade da enzima. As fragbes correspondentes a este pico foram juntadas e

armazenadas para a utilizagdo nas futuras etapas do trabalho (figura 8).
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Figura 8: Perfil de eluicdo da R-glicosidase em cromatografia de troca ibnica em resina Mono-Q HR
5/50 (Sistema AKTA Purifier; tamp&o de eluigdo acetato 20 mM, pH 4,0; fluxo de 1 ml/min., gradiente
salino 0-1,0 M de NacCl).
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O processo de purificagdo apresentou um rendimento final de 19%,
e, a atividade especifica que inicialmente era de 0,794 U/mg, foi aumentada

para 28,2 U/mg, refletindo um fator de purificacdo de 35,5 vezes (tabela 2).

Tabela 2: Resumo dos processos de purificacdo da R-glicosidase produzida pelo microrganismo
Aureobasidium pullulans.

Atividade Atividade Rendimento (%) Fator de
total (U) especifica (U/mg) purificacdo
Extrato Bruto 26 0,794 100 1
Concentragéao c/ 20.85 423 80.2 53
etanol (65%) ' ' ' '
Sephadex G-100 12,51 7,38 48,1 9,3
Sephacryl S-200 7,75 10,09 29,8 12,7
Mono-Q 4,96 28,25 19 35,5

Apesar das dificuldades de purificar enzimas produzidas por
fermentacdo solida, o processo obtido no presente trabalho, apresenta um
perfil similar aos descrito na literatura: um rendimento ndo muito expressivo e
um elevado fator de purificacdo. Uma R-glicosidase da levedura mesofilica
Aureobasidium pullulans NRRL Y-12974 foi purificada por Saha et al. (1994)
resultando em um fator de purificacdo de 129 vezes e um rendimento de 3%.
Peralta et al. (1997) relatam a purificacdo de uma 3-glicosidase produzida pelo
microrganismo Humicola grisea, com um rendimento final de 15% e um fator de
purificacdo de 38 vezes. Uma R-glicosidase produzida pela levedura
Aureobasidium sp, foi purificada por Hayashi et al. (1999), estes obtiveram um
rendimento final de 28,9% e um fator de purificacdo de 53,8 vezes. Wei et al.
(1996) apresentaram um fator de purificacdo de 38,4 vezes e um rendimento
de 4% na purificacdo da R-glicosidase produzida pelo fungo Xylaria regalis.

Duas [3-glicosidases produzidas pela levedura Pichia etchellsii foram
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purificadas por Wallecha e Mishra (2003), obtendo a homogeneidade das duas

enzimas com um rendimento de 17% para a BGL-I e de 7,5% para BGL-II.

VI.2.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Uma das maiores dificuldades encontrada no desenvolvimento deste
trabalho, foi analise eletroforética da R-glicosidase purificada da levedura A.
pullulans. Diferentes malhas de gel de poliacrilamida foram testadas, 6%, 7%
8% e 10%, em sistema desnaturante e ndo desnaturante. No entanto, a
proteina espalhava-se pela malha do gel e ndo era observada a formacao de

bandas protéicas bem definidas (figura 9).

Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sistema ndo desnaturante,
revelacdo com prata. Amostra resultante da etapa final do processo de purificagcdo da
3-glicosidase do A. pullulans.

Com o objetivo de resolver este problema, diversos métodos de
coloracdo foram utilizados, tais como: prata, comassie blue (coloracao
protéica), reativo de Schiff (coloracdo de carboidratos) e esculina mais cloreto
de ferro (gel de atividade). Em todos os tipos de coloracéo o perfil do gel foi o
mesmo, um arraste no inicio do gel separador. Posteriormente foi constatado
que este arraste era ocasionado, devido a grande quantidade de carboidratos

na estrutura protéica (hiper-glicosilacdo), que foi comprovado pela coloracéo
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com o reativo de Schiff. A figura 10 ilustra géis revelados com diferentes

métodos de coloracao, que apresentam o perfil descrito anteriormente.

Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sistema n&o desnaturante,
revelagdo com diferentes métodos. 1. Comassie Blue, 2. Reativo de Schiff, 3. Prata.
Amostra resultante da etapa final do processo de purificagdo da R-glicosidase do A.
pullulans.

Eletroforeses realizadas em sistema desnaturante também
apresentaram arraste na porcao superior do gel, no entanto, € possivel a

visualizacao de “indicios” de bandas com péssima resolucdo (figura 11).

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sistema desnaturante, revela¢éo
com prata. 1 e 2. Amostra resultante da etapa final do processo de purificacdo da R3-
glicosidase do A. pullulans. 3. Marcador de peso molecular.
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A determinacdo da atividade de [-glicosidase em gel néo
desnaturante, revelou uma elevada atividade da enzima na regido superior do
gel de separacdo, que coincide com a regidao do arraste protéico (figura 12).
Fato este, que confirma o espalhamento da amostra pela malha do gel. Como
nao foi observada a formacdo de bandas fora da regido de arraste, em
nenhuma das metodologias de revelacdo utilizadas, acreditamos na

homogeneidade da enzima.

Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sistema ndo desnaturante. 1.
Revelacdo com Prata, 2. Esculina (atividade R-glicosidase). Amostra resultante da
etapa final do processo de purificagdo da R-glicosidase do A. pullulans.

Okuyama et al. (2005) purificaram uma a-glicosidase hiper-
glicosilada da levedura Schizosaccharomyces pombe (cerca de 90% da massa
molar da enzima constituida de acucar). Os autores apresentam em seu
trabalho um SDS-PAGE com arraste na regido superior do gel separador,
idéntico aos apresentados anteriormente. Para solucionar o problema, os
mesmos utilizaram a enzima endoglycosidase F para desglicosilar a proteina.

Com o intuito de provar a homogeneidade da 3-glicosidase produzida
pelo microrganismo A. pullulans, a amostra resultante do processo de
purificacdo anteriormente descrito foi submetida a um tratamento enzimatico
para desglicosilacdo protéica. Nesta etapa o0 “Kit Enzimatico para
Desglicosilacdo de Proteina” (Sigma) foi utlizado. A [R-glicosidase

desglicosilada apresentou uma melhor permeabilidade no gel de poliacrilamida,
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onde foi possivel observar a formacdo de apenas uma banda protéica,

confirmando a eficiéncia do processo de purificacdo da enzima (figura 13).

Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, sistema desnaturante, revelacéo
com mmassie blue. 1. Marcador de peso molecular, 2. B-glicosidase do A. pullulans
purificada e desglicosilada. 3. R-glicosidase do A. pullulans purificada né&o
desglicosilada.

Como pode ser observado na figura 13, a R-glicosidase, mesmo
desglicosilada, apresentou uma pequena migracdo pelo gel, localizando-se
acima da proteina de maior massa molar do marcador utilizado (220 kDa). Fato
este, ndo nos permitiu a determinagdo precisa da massa da mesma. No
entanto, estes dados associados ao perfil de eluicdo da enzima em gel
Sephacryl S-200 (enzima saiu no V zero da coluna "void”), nos permite inferir
gue a R-glicosidase purificada do A. pullulans, apresenta massa molar maior
que 250 kDa. Saha et al. (1994) relatam a purificacdo de uma R-glicosidase
produzida pelo microrganismo Aureobasidium pullulans com massa molecular
aproximada de 340 kDa. Hayashi et al. (1999) purificaram uma R-glicosidase
intracelular do microrganismo Aureobasidium sp ATCC 20524, esta apresentou
uma massa molecular de 331 kDa. Ambos os autores, observaram a presenca
de carboidratos na estrutura das enzimas, confirmando assim, os resultados

obtidos no presente trabalho.
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VI1.3. Caracterizacdo das R-glicosidases Purificadas

VI.3.1. Efeito do pH e temperatura sobre a atividade e
estabilidade das 3-glicosidases purificadas

Os valores encontrados para pH e temperatura 6tima da -
glicosidase purificada do fungo T. aurantiacus, foram 4,5 e 75°C. A enzima
purificada do microrganismo A. pullulans, apresentou sua melhor atividade nos
valores de pH 4,0-4,5 e a temperatura de 6tima foi de 80°C (figuras 14 e 15).
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Figura 14: Atividade de R-glicosidase em Figura 15: Atividade de R-glicosidase em
fungédo da variagdo do pH. fung@o da variagdo da temperatura.

A [R-glicosidase purificada do fungo T. aurantiacus demonstrou
estabilidade em uma faixa de pH de 4,5 a 6,5, retendo cerca de 80% de sua
atividade original apos 24 horas em pH 7,0. Quanto a termoestabilidade, esta
manteve -se estavel apds uma hora de incubacdo a 70°C. A enzima purificada
do microrganismo mesofilico A. pullulans reteve sua atividade original em uma
ampla faixa de pH, 4,0 a 9,5, e, manteve-se estavel ap6s 1 hora a 75°C (figuras
16 e 17).

Os primeiros ensaios de caracterizagao realizados com as enzimas
purificadas, indicaram uma maior termoestabilidade da enzima produzida pelo
microrganismo mesofilico. Trabalhos anteriores confirmam a elevada
estabilidade, ao pH e a temperatura, das R-glicosidases produzidas pelos
microrganismos T. aurantiacus e A. pullulans. Hayashi et al. (1999)
caracterizaram uma R3-glicosidase purificada do microrganismo Aureobasidium

sp, o pH e a temperatura 6tima obtidos foram 4,0 e 80°C, respectivamente, a
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enzima descrita manteve-se estavel em uma faixa de pH 2,2 — 9,8 e reteve
88% da sua atividade original ap6s 15 minutos a 80°C. Saha et al. (1994)
purificaram uma 3-glicosidase do microrganismo Aureobasidium pullulans, esta
apresentou sua melhor atividade catalitica em pH 4,5 a 75°C, manteve sua
atividade original em uma faixa de pH 4,5 — 6,5, os autores relatam que apos 1
hora a 60°C nao foi observado reducao de sua atividade catalitica, e quando a
temperatura foi elevada para 80°C a recuperacao foi de 55% da original. Os
trabalhos citados confirmam a elevada estabilidade da 3-glicosidase produzida
pelo microrganismo A. pullulans.
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Figura 16: Estabilidade enziméatica em Figura 17: Estabilidade enziméatica em

funcéo da variacdo do pH.

funcéo da variacdo da temperatura.

Palma-Fernandez et al. (2002) purificaram duas R-glicosidases,
produzidas pelo fungo Thermoascus aurantiacus, com caracteristicas muito
proximas as obtidas no presente trabalho. Os valores obtidos de pH 6timo
foram 4,5 e 4,0, respectivamente, para GI-2 e GI-3. A temperatura 6tima de
atividade da GI-2 foi de 80°C e da GI-3 foi de 75°C. A enzima GI-2 mostrou-se
estavel em uma faixa de pH 4,0-9,0 e a GI-3 em uma faixa de 5,5-8,5. Em
relacdo a termoestabilidade, as [3-glicosidases GIl-2 e GI-3 mantiveram 85 e
80%, respectivamente, da sua atividade original apds 1 hora a 70°C, e ambas
foram praticamente inativadas a 80°C. Outra [3-glicosidase do fungo
Thermoascus aurantiacus foi purificada e caracterizada por Parry et al. (2001),
a enzima apresentou sua melhor atividade catalitca em pH 4,5 a uma
temperatura de 80°C. Variando os valores de pH, temperatura e tempo de

incubacéo, estes verificaram que em pH 5,2 a uma temperatura de 70°C, a
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enzima permaneceu estavel apds 30 minutos de incubacdo, quando a
temperatura foi aumentada para 80°C, esta praticamente foi inativada.

A termoestabilidade das enzimas descritas no presente trabalho
torna-se mais significativa quando comparada com enzimas produzidas por
outros microrganismos. A R-glicosidase purificada do fungo mesofilico Xylaria
regalis, por Wei et al. (1996), reteve 78% de sua atividade original apés 30
minutos a 50°C, quando incubada a 60°C a enzima foi rapidamente inativada.
Peralta et al. (1997) purificaram uma [(-glicosidase do fungo termofilico
Humicola grisea, a enzima manteve-se estavel durante 1 hora a 50°C, quando
incubada a 70°C pelo mesmo periodo, perdeu 50% da sua atividade original.
Belancic et al. (2003) caracterizaram uma [3-glicosidase pura da levedura
Debaryomyces vanrijae, os autores relatam que a enzima manteve-se estavel
apos 1 hora a 45°C e foi totalmente inativada a 70°C.

A expressiva estabilidade apresentada pelas enzimas e a maior
termoestabilidade da R-glicosidase produzida pelo microrganismo mesofilico,
estimularam a realizagdo de novos estudos do comportamento das mesmas,
em elevadas temperaturas, e a determinacdo de seus parametros

termodinamicos.

VI.3.2. Termoinativacdo irreversivel das enzimas

Como pode ser observado na figura 18, o tratamento a 80°C resultou
em uma progressiva inativacdo de ambas as enzimas, no entanto, a B3-
glicosidase produzida pelo microrganismo mesofilico A. pullulans apresentou
uma termoestabilidade muito maior quando comparado com a enzima
produzida pelo microrganismo termofilico T. aurantiacus. A 80°C a meia vida
ta2) da enzima do A. pullulans foi obtida apds 90 minutos de incubagéo,
enquanto a do T. aurantiacus ap6s 30 minutos apresentava 50% de sua
atividade original. Quando calculada pela Eq. 1, a ti da enzima do T.
aurantiacus foi de 29,7 min para 80°C, 6,2 min para 82,5°C, 3,8 min para 85°C
e 1,3 min para 87,5°C. Para a (¥glicosidase do A. pullulans os valores tg/2)
foram de 88,7 min para 80°C, 22,7 min para 82,5°C, 11 min para 85°C e 1,83
min para 87,5°C. Os resultados calculados pela equacdo a 80°C, confirmam os

obtidos a 80°C graficamente.
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Figura 18: Atividade residual das R-glicosidases brutas em fung&o do tempo de incubagio a 80°C.

Os valores do Ky (coeficiente de velocidade de termoinativacéo)
foram obtidos pela inclinacdo da regresséo linear da representacdo grafica do
Ln ar (atividade residual) em funcdo do tempo de incubacéo (figura 19). Em
todas as temperaturas analisadas, a regressdo linear (Ln ar x Tempo)
apresentou coeficiente de correlacao (r) maior que 0,98, e, a linearidade obtida
indica que termoinativacdo das R-glicosidases obedeceram uma cinética de
primeira ordem (figura 19). Isto sugere que a inativacao irreversivel ocorreu por
processo monomolecular (COBOS e ESTRADA, 2003). Rashid e Siddiqui
(1998) também reportam uma cinética de primeira ordem para a [-glicosidase

do A. niger.
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Figura 19: Regresséo linear do plote de Ln ar (atividade residual) pelo tempo de incubagéo a 80;
82,5; 85 e 87,5°C, para a determinacao do Kg.
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A representacédo grafica do Ky em funcdo da temperatura absoluta
(figura 20) confirmam a alta termoestabilidade da 3-glicosidase do A. pullulans.
Em todas as temperaturas representadas ao longo da reta, a enzima do A.
pullulans apresenta um menor Kq quando comparado com o Ky obtido para a
enzima do T. aurantiacus. A enzima do A. pullulans apresentou uma maior
estabilidade tanto em temperaturas mais baixas (80°C) quanto nas mais
elevadas (87,5°C).

As enzimas quando submetidas a temperaturas elevadas, sofrem um
desdobramento parcial, resultando na alteracdo de sua conformacgao original e
perda da atividade catalitica. Quando o periodo de incubacdo em altas
temperaturas € relativamente curto, a proteina pode se reorganizar, e, ap6s um
determinado tempo, a atividade catalitica é completamente revertida. Mas
quando incubada por um longo periodo, somente uma pequena fragdo da
atividade € recuperada, caracterizando um processo de termoinativacao
irreversivel. (TOMAZIC e KLIBANOV, 1988). Como as atividades
remanescentes foram calculadas apos 24h do tratamento térmico, podemos
inferir que o tempo de incubacdo e as temperaturas utilizadas, foram
suficientes para promover uma termoinativacdo irreversivel de ambas as

enzimas.

O A pullulans T. aurantiacus

Ln K,
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1T (10*/K)

Figura 20: Efeito da temperatura na termoinativagao irreversivel das R-glicosidases.
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A energia de ativacdo para desnaturacdo E,) foi determinada por
regressdo linear da representacdo grafica do Ln Kq em funcdo de 1/T
(inclinagdo multiplicada pela constante dos gases, Eq. 5). A E, foi de 414 KJ
mol " para a enzima do T. aurantiacus e de 537 KJ mol " para a enzima do A.
pullulans. A energia de ativagcdo para desnaturacéo (E,) indica a energia
necessaria para mudar a conformacdo da enzima (COBOS e ESTRADA,
2003). Portanto, os resultados obtidos sugerem que, nas temperaturas
analisadas, a R3-glicosidase do A. pullulans apresentou uma maior estabilidade
de sua estrutura conformacional, quando comparada com a enzima

correspondente produzida pelo T. aurantiacus.

Tabela 3: Resumo dos parametros termodinamicos das 3-glicosidases purificadas.

Temperatura (°C)

Pardmetros 80 825 85 87.5

T.a A p T.a A.p T.a A p T.a A.p

AG (kI mol'h 97,76 101,63 9559 98,55 93,4 95,47 91,3 92,38

AH (k3 molt) 411,46 | 534,12 | 411,44 | 534,10 | 411,42 | 534,08 | 411,40 | 534,06

AS (Imol* K') | 88886 | 122518 | 88846 | 122517 | 88832 | 122516 | 887,93 | 122518

Como pode ser observado na tabela 3, a enzima produzida pelo
microrganismo mesofilico apresentou maior AG em todas as temperaturas
analisadas. O valor de AG esta intimamente relacionado com a estabilidade da
proteina, quanto maior for o AG, maior sera a estabilidade da enzima (LONGO
e COMBES, 1999). Quando a temperatura de incubacao foi elevada de 80 para
87,5°C houve uma significativa reducdo dos valores de AG, para ambas as
enzimas, indicando que a desestabilizacdo destas proteinas acompanhou o
aumento da temperatura. O AS praticamente ndo sofreu alteracdo com o
aumento da temperatura, acredita-se que o0 aumento da entropia por
desnaturacdo, ocorre devido a exposi¢cado das cadeias hidrofébicas durante o
desdobramento da proteina (COBOS e ESTRADA, 2003). Os resultados

obtidos no presente trabalho indicam que a 80°C, grande parte da organizacéo
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estrutural, de ambas as enzimas, ja foi destruida. Estes resultados estdo de
acordo com os dados apresentados na figura 17.

Analisando separadamente os valores de AH de cada enzima,
podemos observar que ndo houve variacfes significativas com o aumento da
temperatura. Fato este, sugere que a capacidade térmica das enzimas
independe da temperatura (COBOS e ESTRADA, 2003). O AH obtido para a
enzima do A. pullulans foi maior que o obtido para a enzima do T. aurantiacus.
Segundo Ortega et al. (2004) o valor do AH aponta o nimero de ligagdes néo
covalentes que foram quebradas durante o processo de desnaturagéo protéica.
Logo, quanto maior for o AH, maior serd o nimero de ligacdes ndo covalentes
presentes na molécula de proteina. Bruins et al. (2001) relatam que nado existe
um sistema estrutural complexo que diferencie uma proteina estavel de uma
ndo estavel; e pequenas alteracdes moleculares como o niumero de pontes
hidrogénio e dissulfeto, o grau de enovelamento e hidrofobicidade da molécula,
a quantidade de interligagbes ibnicas podem gerar grandes mudancas na
estabilidade de uma proteina. No entanto, acreditamos que a hiper-glicosilacao
apresentada pela R-glicosidase do A. pullulans, € de fundamental importancia
na estabilizacéo térmica desta enzima. Segundo Okuyama et al. (2005) a hiper-
glicasilacdo confere a proteina uma menor flexibilidade, resultando em uma
maior estabilidade de sua estrutura conformacional.

Comparando as duas enzimas, podemos concluir que a 3-glicosidase
do microrganismo mesofilico A. pullulans é mais resistente a inativacao
térmica, do que a R-glicosidase produzida pelo fungo termofilico T. aurantiacus.
Estes resultados contribuem para demonstrar que a complexa compreensao da
termoestabilidade enzimatica, ndo esta somente associado a termofilia do

organismo pelo qual a enzima foi originada.

VI.3.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

Os parémetros cinéticos foram calculados utilizando pNPRG como
substrato. Nas condicfes 6timas de atividade, pH 4,5 a 75°C para a enzima do
T. aurantiacus e pH 4,0 a 80°C para a enzima do A. pullulans. A representacao
grafica do duplo reciproco (1/V x 1/S) apresentouse linear, confirmando o

comportamento michaeliano, para ambas as enzimas (figura 21).
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A R-glicosidase do T. aurantiacus apresentou Ky, de 0,53 + 0,03 mM
e Vmax de 590,8 + 14,0 umol/min/mg de proteina. Os valores obtidos de K e
Vmax para a enzima do A. pullulans foram respectivamente, 0,93 £ 0,06 mM e
29,9 £ 1,2 umol/min/mg de proteina. Os resultados indicam que a enzima
produzida pelo T. aurantiacus apresenta maior afinidade pelo pNPRG que a
enzima produzida pelo A. pullulans. A Vmax oObtida para a (¥glicosidase do T.
aurantiacus, também foi significativamente maior (cerca de 20 vezes) quando

comparada com a do A. pullulans.
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Figura 21: Grafico duplo reciproco da velocidade de reagdo em funcé@o da concentragdo de p-nitrofenil-3-
D-glicopiranosideo. (A) A. pullulans; (B) T. aurantiacus.

Os valores de Ky e Vimax para 3-glicosidases microbianas, citados na
literatura, sdo os mais variados possiveis desde 0,013 a 1,72 mM para o K, e
10 a 897 pmol/min/mg para a Vmax (BELANCIC et al., 2003; KIMURA et al.,
1999; MAMMA et al., 2004; PALMA-FERNANDEZ et al., 2002; PARRY et al.,
2001; SAHA et al., 1994; TURAN e ZHENG, 2005; WALLECHA e MISHRA,
2003; WEI et al., 1996). Assim, podemos concluir que nao existe um perfil
esperado para os valores de Ky, e Vmax de R-glicosisidases microbianas, tais

parametros sao tipicos para cada enzima.



54

VI.3.4. Determinacéo da especificidade ao substrato

A determinacdo da especificidade das enzimas foi realizada em
diferentes substratos aril-gicosideos e sacarideos (tabela 4). Os valores obtidos
(U/ml) com p-NP-B-D-glicopiranosideo e celobiose foram utilizados como
padrbes para comparagdo com 0s demais substratos. No entanto, as duas
enzimas apresentaram maior atividade catalitica em pNPRG. As atividades
relativas obtidas com a hidrélise da celobiose corresponderam a 31,8 e 62,1%,
das atividades obtidas utilizando p-NP-3-D-glicopiranosideo, para as enzimas
dos microrganismos T. aurantiacus e A. pullulans, respectivamente. Estes
dados confirmam a elevada afinidade da enzima do T. aurantiacus pelo
PNPRG.

Dentre os substratos aril-gicosideos utilizados, a [(-glicosidase
purificada do microrganismo T. aurantiacus apresentou atividade catalitica em
p-NP-3-D-glicopiranosideo e p-NP-a-D-galactopiranosideo. A enzima também
apresentou um excelente potencial para a hidrélise de dissacarideos de glicose
tais como: celobiose (3-1,4), laminariobiose (3-1,3) e gentiobiose (3-1,6). Nao
foi observada hidrolise significativa de maltose (duas glicoses ligadas por a-1,4)
e lactose (galactose e glicose ligadas por 3-1,4) (tabela 4).

A R-glicosidase produzida pelo microrganismo A. pullulans hidrolisou
p-NP-3-D-glicopiranosideo,  p-NP-a-L-arabinofuranosideo e  p-NP-R-D-
xilopiranosideo. E importante ressaltar, o elevado potencial desta enzima para
a hidrdlise de ligagbes 3-1,4 xilosidicas, foi alcancado na hidrélise do pNPRX,
cerca de 97% da atividade catalitica obtida com o pNPRG. A mesma enzima,
apresentou atividade sobre celobiose, laminariobiose e gentiobiose. A quebra
de maltose e lactose também foi observada, mas com uma menor eficiéncia
(tabela 4). Ambas as enzimas ndo atuaram sobre os polissacarideos CM-
celulose, avicel, paramilo e pustulano, demonstrando uma elevada
especificidade para sacarideos com menor grau de polimerizacao.

Atividade catalitica para diferentes substratos € comumente
encontrada nas f¥glicosidases microbianas. Mamma et al. (2004) relatam a
hidrolise de diferentes substratos aril-glicosideos (pNPRG, pNPaG,
pNPRCelobiosideo, pNPRX), sacarideos (celobiose, gentiobiose, salicina e

outros) e flavondides glicosilados, pela R-glicosidase do Penicillium
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decumbens. Wallecha e Mishra (2003) purificaram duas (-glicosidases da
levedura Pichia etchellsii, as enzimas atuaram em diferentes substratos aril-
glicosideos, sacarideos e alkil 3-glicosideos. Villena et al. (2006) observaram
uma hidrélise significativa de maltose, pela 3-glicosidase purificada da levedura
Debaryomyces pseudopolymorphus. Kimura et al. (1999) obtiveram valores
muito proximos de Ky, € Vmax utilizando pNPRG e pNPRX como substratos.

Tabela 4: Atividade relativa em diferentes substratos das 3-glicosidases purificadas

Substratos T. au";\:r:/tiida?:cfjes Relati,\&é |:(JofI)IZIans
Aril-glicosideos (5 mM)
p-NP-B—D-glicopiranosideob 100 100
p-NP -a-D-glicopiranosideo 0,0 0,0
p-NP -3-D-xilopiranosideo 0,0 97,8
p-NP -a-D-galactopiranosideo 33 0,0
p-NP-R3-D-mannopiranosideo 0,0 0,0
p-NP -a-L-arabinofuranosideo 0,0 25,2
Dissacarideos (30mM)
Celobiose (1,4)-RGIc” 100 100
Laminariobiose(1,3)-RGlc 105,3 99,1
Gentiobiose (1,6)-RGlc 110,6 101,6
Maltose (1,4)-aGlc 0,0 17,9
Lactose (1,4)-RGal 0,0 16,3
Polissacarideos (0,5%)
CM-celulose (3-1,4) 0,0 0,0
Avicel (3-1,4) 0,0 0,0
Paramilo (3-1,3-glucan) 0,0 0,0
Pustulano (3-1,6-glucan) 0,0 0,0

®As atividades relativas obtidas pela hidrélise dos substratos alril-glicosideos e dissacarideos, foram
expressas em porcentagem da atividade enzimatica obtida utilizando respectivamente, p-NP-3-D-
glicopiranosideo e celobiose, como substratos. ®As atividades relativas obtidas com a hidrélise da
celobiose, correspondem a 31,8 e 62,1%, das atividades obtidas utilizando pNP-R-D-glicopiranosideo
como substrato, para as enzimas dos microrganismos T. aurantiacus e A. pullulans.
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Os dados descritos na tabela 4 demonstram que as duas [3-
glicosidases atuam em diferentes substratos glicosideos, isto é, apresentam
uma ampla especificidade. Entretanto, o perfil de hidrolise das enzimas é
bastante diferente.

Em geral, as 3-glicosidases podem ser classificadas pela identidade
da sequéncia de nucleotideos ou pela especificidade ao substrato (BHATIA et
al., 2002). Quanto a especificidade ao substrato, as [3-glicosidases podem ser
classificadas em trés grandes grupos: (1) Aril R-glicosidases, (2) celobiases
verdadeiras e (3) enzimas com ampla especificidade, que atuam em diferentes
tipos de substratos BHATIA et al., 2002; VILLENA et al., 2006). Os resultados
obtidos no presente trabalho, indicam que as duas enzimas pertencem ao
terceiro grupo. Segundo Bhatia et al. (2002) a maioria das [3-glicosidases

microbianas sao classificadas nesta mesma categoria.

VI.3.5. Efeito de ions, EDTA e SDS sobre a atividade das enzimas

A R-glicosidase produzida pelo microrganismo T. aurantiacus
apresentou uma significativa reducdo em sua atividade catalitica na presenca
de AI"®, Fe™, Mn*?, Cu*? Zn*? e Ca™. A enzima produzida pelo microrganismos
A. pullulans exibiu uma menor sensibilidade a presenca dos ions analisados,
sendo fracamente inibida por Al*® e significativamente por Fe*? e Cu*? (tabela
5). As duas enzimas ndo dependem de ions metalicos como cofator para suas
respectivas atividades, pois ndo foram afetadas com a presenca de agentes
quelantes como EDTA (VILLENA et al.,, 2006). Na concentracdo utilizada, o
detergente SDS nao alterou a estrutura tridimensional das -glicosidases. Apds
serem incubadas em solugdo contendo 10 mM de SDS, ambas apresentaram
mais de 90% de atividade remanescente.

Os resultados obtidos apresentam similaridades com trabalhos
anteriores. Saha et al. (1994) relatam uma independéncia de cofatores e uma
ampla tolerancia a presenca de ions, para a R-glicosidase produzida pelo
microrganismo A. pullulans. Duas R-glicosidases do microrganismo T.
aurantiacus (Gl-2 e GI-3) foram purificadas por Palma-Fernandez et al. (2002).
Os autores relatam uma pequena queda na atividade catalitica, quando a

enzima GI-3 foi tratada com EDTA, e uma expressiva sensibilidade a presenca
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de determinados ions. A atividade da enzima GI-2 foi menos afetada pela
presenca de fons metélicos, exceto Ag* e Cu*?, e o tratamento com EDTA

aumentou em 9% a atividade da mesma.

Tabela 5: Efeito de ions, EDTA e SDS sobre a atividade enzimatica

Reagentes Atividade Residual (%)
(10 mM) | T.aurantiacus | A. pullulans
Controle 100 100

Na" 98,6 90,7
K" 100 94,4
Ag* 8,6 11,9
A™ 34,4 71,7
Fe™ 31 62,4
Cr 73,7 82,4
Zn*? 64,9 87,8
Hg™ 78 15,9
Mn* 58 89,6
Mg ™ 100 92,5
Cu™ 46,5 41,4
Ca” 67,3 91,5
Ba™ 94,9 87,8
Ni** 74,7 89.9
Co"” 99.2 87,8
EDTA 100 93,3
SDS 94,3 93,8

Os metais pesados como Hg*?, Cu*? e Ag" apresentam uma elevada
afinidade pelos grupos sulfidrila. Geralmente estes ions oxidam 0s grupos
funcionais dos residuos de cisteina, e podem inibir a atividade enzimatica de
determinadas proteinas (HAYASHI et al.,, 1999). As duas [R-glicosidases
isoladas no presente trabalho foram fortemente inibidas por Ag* e Hg*?
sugerindo que o grupo tiol (SH) é essencial para atividade das mesmas (Wei et
al., 1996). A inibicdo da atividade por metais sulfidil-oxidantes € comumente
observada em [3-glicosidases microbianas (HAYASHI et al.,, 1999; PALMA-
FERNANDEZ et al., 2002; PERALTA et al., 1997; WALLECHA e MISHRA,
2003; WEl et al., 1996).
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VI.3.6. Efeito da glicose e etanol sobre a atividade das enzimas

A [glicosidase purificada do A. pullulans manteve-se estavel (80%
da atividade original) em concentracbes de 10% de etanol {/v). Quando a
concentracdo de alcool foi elevada para 20% (v/v) a enzima apresentou apenas
31% de sua atividade (figura 22).

—O— A, pullulans —&— T. aurantiacus
140+

- =
120 \ﬁ

100@5—0

/

Atividade Residual (%)
[o2]
o
1 1

N
o
M

\o

0 5 10 15 20
Etanol (%)
Figura 22: Efeito da concentracao de etanol sobre a atividade das [3-glicosidases purificadas.

A enzima purificada do T. aurantiacus foi ativada com a presenca
etanol no meio de reacdo. Em concentracdes de 5 a 15% de etanol, a atividade
da enzima foi 35% maior que a original. Quando aumentamos a concentracao
de etanol para 20%, foi possivel observar uma tendéncia para a queda da
atividade (figura 22). O aumento do potencial catalitico pelo etanol, esta
associado com a atividade glicosil transferase (VILLENA et al., 2006). O etanol
pode aumentar a taxa de reacdo, de algumas [3-glicosidases, por atuar como
aceptor para o cation glicosil intermediario, durante a hidrolise do substrato
(BARBAGALLO et al., 2004; PARRY et al., 2001).

As [-glicosdidases purificadas foram fortemente inibidas por glicose.
N&do foi observada atividade enzimatica, para ambas as enzimas, em
concentracfes de 5% de glicose. Para acompanharmos o efeito da glicose
sobre a acédo das enzimas, a concentracdo de inibidor foi variada de 0 a 100
mM. Como pode ser observado na figura 23, as enzimas apresentaram um
perfil de inibicho muito semelhante. Em concentracdo igual a 100 mM de

glicose, foi recuperada aproximadamente 20% da atividade original, para
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ambas as enzimas. Quando a concentracdo do substrato (pNPRG) foi elevada
para o dobro da concentragdo do inibidor, a inibicdo da R-glicosidase do A.
pullulans foi completamente revertida, enquanto, a enzima do T. aurantiacus

manteve -se inibida (tabela 6).

100 T. aurantiacus

O A pullulans

Atividade Residual (%)

Glicose (mM)

Figura 23: Efeito da concentragdo de glicose sobre a atividade das 3-glicosidases purificadas.

A inibicAo competitiva pode ser revertida pelo o aumento da
concentracdo do substrato, 0 mesmo ndo €& observado na inibigdo nao-
competitiva (CAMPBELL, 2000). Portanto, o tipo de inibicdo exercida pela
glicose sobre as R-glicosidases é: Competitiva para a enzima do A. pullulans e
N&o-Competitiva para a enzima do T. aurantiacus. Segundo Mamma et al.
(2004) a inibicdo competitiva por glicose € uma caracteristica muito comum das

3-glicosidases microbianas, embora existam algumas excecoes.

Tabela 6: Atividade residual em concentracdes diferentes de substrato e inibidor.

Enzimas

At. residual (%)

At. residual (%)
pNPG -2 mM

At. residual (%)
pNPG - 40 mM

Tipo de Inibicéo

PNPG -2 mM Glicose - 20 mM | Glicose - 20 mM
T. aurantiacus 100 52,3 48,6% Nao-Competitiva
A. pullulans 100 45,8 138,8° Competitiva

% A inibicdo da glicose sobre a atividade da enzima do T. aurantiacus nao foi revertida com o
aumento da concentracdo do substrato, caracteristica tipica de inibicdo nao-competitiva. ® Para
a enzima produzida pelo A. pullulans, a inibicdo por glicose foi completamente revertida com o
aumento da concentragdo de substrato, caracteristica tipica de inibicdo competitiva.
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Um dos maiores obstaculos na utilizacdo das R-glicosidases em
processos industriais é a forte inibicdo da enzima por glicose. Atualmente
existe uma constante busca por [(3-glicosidases que apresentem elevada
termoestabilidade e ndo sejam inibidas pelo seu produto de hidrolise. Tais
caracteristicas seriam muito apreciaveis em uma enzima, e, provavelmente
auxiliariam no processo de sacarificagdo enziméatica do material celulésico
(ZANOELO et al., 2004).

Uma alternativa para contornar o problema da inibicdo por acucares
fermentaveis, estd em associar a hidrolise enzimatica da celulose a uma
fermentacdo alcodlica, onde a glicose liberada serd microbiologicamente
convertida em etanol (CARDONA e SANCHEZ, 2007; SAHA et al., 1994). A
reversdo da inibicdo por glicose, observada para a enzima do A. pullulans, é
uma caracteristica muito interessante neste tipo de processo. Entretanto, o
consumo de glicose pelo microrganismo fermentador, resulta no aumento da
concentragdo de etanol no meio de reagdo, cuja enzima apresenta baixa
estabilidade (figura 22). Devemos ressaltar que o efeito do etanol sobre a
atividade das R-glicosidases foi analisado a 60°C, e a figura 22, ilustra o
comportamento das enzimas nesta temperatura. A estabilidade protéica a
solventes organicos, esta intimamente relacionada com a temperatura. Em
temperaturas elevadas, as proteinas apresentam uma maior flexibilidade,
permitindo a interacdo do etanol com residuos internos hidrofébicos da
molécula. Essas interacdes causam alteragdes irreversiveis na conformacgéo da
proteina, resultando na perda da atividade enzimatica (LUCARINI et al., 2005).
Portanto a diminuicdo da temperatura do processo de hidrolise, pode aumentar
a estabilidade da R-glicosidase do A. pullulans ao etanol, e, viabilizar a
utilizacdo da mesma para a sacarificagdo de materiais celulésicos.

A estabilidade e o aumento da atividade catalitica na presenca de
etanol, observada para a R-glicosidase do T. aurantiacus, sdo caracteristicas
muito interessantes, mas a tipo de inibicdo exercida pela glicose dificulta

aplicacado da mesma, em processos onde exista a presenca do inibidor.
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VI.4. Aplicacdo das 3-glicosidases em terpenos glicosideos

O extrato enziméatico bruto e as R-glicosidases purificadas foram
utilizados para hidrolisar cs terpenos glicosideos extraidos da casca da uva
Isabel. As amostras e os controles foram incubados por 24 horas a 60°C. O
controle continha extrato de uva (substrato) diluido em tampao sem enzima, a
concentracdo de substrato, o pH e a molaridade do tampéo foram mantidas
idénticas aos da reacdo. O extrato enzimatico bruto, de ambos os
microrganismos, apresentaram atividade catalitica sobre os precursores
aromaticos glicosideos. As analises por cromatografia gasosa, indicaram um
significativo aumento na concentracdo de terpenos livres, nas amostras
hidrolisadas com as enzimas brutas (figura 24). Os terpenos foram identificados
pela comparacdo do tempo de retencdo dos respectivos padrdes, injetados nas

mesmas condicdes das analises.
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Figura 24: Andlise por cromatografia gasosa do produto de hidrélise, dos terpenos glicosideos, com
extrato enzimético bruto. 1. a-Terpineol; 2. Nerol; 3. Geraniol. A) T. aurantiacus; B) A. pullulans.
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A eficiéncia na hidrélise dos terpenos glicosideos, pelos extratos
enzimaticos brutos de ambos 0s microrganismos, fica bastante evidente
quando a concentracado dos terpenos volateis no hidrolisado, é expressa em
vezes do controle (tabelas 7 e 9).

Tabela 7: Concentracfes de terpenos livres presentes no controle e no hidrolisado com o
extrato enzimatico bruto do T. aurantiacus.

Controle Hidrolisado Fator de X
Terpenos area do pico (mV*min) area do pico (mV*min) conversio (vezes)
Nerol 0,0706 0,2861 4,1
Geraniol 0,0054 0,5567 103,1
a-Terpineol 0,0358 0,7555 21,1

Tabela 8: Concentragdes de terpenos livres presentes no controle e
glicosidase purificada do T. aurantiacus.

no hidrolisado com a f3-

Controle Hidrolisado Fator de X

Terpenos area do pico (mV*min) area do pico (mV*min) conversio (vezes)
Nerol 0,0706 0,0738 1,0
Geraniol 0,0054 0,0493 9,1
a-Terpineol 0,0358 0,0918 2,6

Tabela 9: Concentragfes de terpenos livres presentes no controle e no hidrolisado com o

extrato enzimético bruto do A. pullulans.

Controle Hidrolisado Fator de .

Terpenos area do pico (mV*min) area do pico (mV*min) converséo (vezes)
Nerol 0,0706 0,2413 34
Geraniol 0,0054 0,3846 71,2
a-Terpineol 0,0358 0,4413 12,3

Tabela 10: Concentrag 0es de terpenos livres presentes no controle e

glicosidase purificada do A. pullulans.

no hidrolisado com a 3-

Controle Hidrolisado Fator de .

Terpenos area do pico (mV*min) area do pico (mV*min) converséo (vezes)
Nerol 0,0706 0,1818 2,6
Geraniol 0,0054 0,2848 52,7
a-Terpineol 0,0358 0,3876 10,8

" Fator de convers&o (FC): Comparagdo em vezes, entre a quantidade de terpenos volateis presente no
controle (sem enzima) com a obtida apds o tratamento enzimatico (hidrolisado). Os valores foram
calculados dividindo a area do hidrolisado pela area do controle. FC = area hidrolisado / area do

controle.
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Na hidrélise realizada com as enzimas purificadas também foi
possivel observar um aumento na concentracdo de a-terpineol, nerol e geraniol
(figura 25). Entretanto, a eficiéncia do processo de hidrélise foi bastante
reduzida (tabelas 8 e 10). A [¥glicosidase purificada do T. aurantiacus
apresentou menor potencial catalitico que a enzima purificada do A. pullulans,
para a hidrélise dos terpenos glicosideos da uva Isabel. Estes resultados
corroboram com os obtidos para a especificidade enzimatica. Onde as duas

enzimas apresentam uma ampla especificidade, mas com um perfil de hidrélise
diferente.
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Figura 25: Analise por cromatografia gasosa do produto de hidrdlise, dos terpenos glicosideos, com as
3-glicosidases purificadas. 1. a-Terpineol; 2. Nerol; 3. Geraniol. A) T. aurantiacus; B) A. pullulans.
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N&o foi observada a presenca de citronellol e linalool, no controle e
em nenhuma das amostras hidrolisadas. A auséncia destes terpenos livres
pode estar associada a auséncia dos respectivos precursores glicosideos na
uva Isabel, a baixa recuperacdo dos precursores durante 0 processo de
extracdo, ou ainda, a baixa especificidade das enzimas para a hidrolise de tais
compostos. Sabe-se que a constituicdo quimica da uva pode ser influenciada
por diversos fatores, tis como, variedade cultivada, caracteristicas do solo,
condicBes climaticas, grau de amadurecimento, condicbes de armazenamento,
etc (CATALUNA, 1988); durante as diferentes etapas do processo extracio, a
recuperacdo dos terpenos glicosideos foi ndo monitorada. Tais fatores,
associados a eficiéncia apresentada pelas enzimas, na hidrolise dos demais
terpenos analisados, faz-nos crer que a auséncia de citronellol e linalool no
hidrolisado enzimatico, esta relacionada com a auséncia de seus precursores
no extrato de uva.

O extrato enzimatico ndo purificado, de ambos 0s microrganismos,
apresentou uma maior eficiéncia na hidrélise dos terpenos glicosideos, quando
comparados com as enzimas purificadas. Caracteristica bastante apreciavel,
tendo em vista que a utilizacdo industrial de enzimas purificadas €
economicamente inviavel. Os precursores aromaticos ndo volateis, podem
apresentar outros acgucares, como rhamnose ou arabinose, ligados a molécula
de glicose, o que dificulta a acdo das R-glicosidases isoladamente (VILLENA et
al., 2007). Diferentes trabalhos relatam que uma maior eficiéncia na liberacao
dos terpenos volateis € obtida pela a acdo sinergistica de rhamnosidases,
arabinosidases e 3-glicosidases (BARBAGALLO et al., 2004; BELANCIC et al.,
2003; HEMINGWAY et al., 1999).

Os resultados obtidos permitem-nos concluir, que as [>glicosidases
produzidas pelos microrganismos T. aurantiacus e A. pullulans, apresentam
potencial para hidrolisar os precursores de aroma do vinho, principalmente
guando nao purificadas. Devemos ressaltar que todos 0s ensaios descritos no
do presente trabalho, foram realizados com terpenos extraidos da uva, e,
trabalhos futuros seréo necessarios para o desenvolvimento de processos
adaptativos, que contornem o efeito inibidor da glicose sobre a atividade das
enzimas, possibilitando a utilizacdo das mesmas no enriquecimento aromatico

de sucos e vinhos.
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VI.5. Aplicacédo das 3-glicosidases em isoflavonas glicosiladas

As isoflavonas foram extraidas da soja com a adicdo metanol
80%, apos a centrifugacdo o sobrenadante foi concentrado e analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, que indicou uma predominancia das
formas glicosiladas: daidzina, glicitina e genistina (figura 26). As isoflavonas
foram identificadas pelo tempo de retencdo e comparacdo do espectro de
absorcdo dos respectivos padrdes, injetados nas mesmas condicoes
cromatograficas em que foram realizadas as andlises. Trabalhos anteriores
relatam a maior concentracdo de isoflavonas glicosiladas e apresentam
cromatogramas muito similares ao obtido no presente trabalho (GENOVESE
e LAJOLO, 2001; LIMA, 2003; PARK et al., 2002).
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Figura 26: Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato de isoflavonas, sem tratamento
enzimatico. 1. Daidzina; 2. Glicitina; 3. Genistina; 4. Daidzeina; 5. Gliciteina; 6. Genisteina.

As [3-glicosidases brutas e purificadas foram utilizadas para hidrolisar
as isoflavonas glicosiladas da soja. As enzimas foram incubadas, junto ao
extrato de soja, por 24 horas a 60°C em tampao acetato 0,1 M, pH 4,5.
Amostras contendo extrato de soja, diluidas em tampdo sem enzima, foram
mantidas nas mesmas condicbes descritas anteriormente, para nos
certificarmos que as alteracdes nas isoflavonas ndo foram provocadas pela

exposicao ao pH e temperatura.
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Como pode ser observado na figura 27, apdés o tratamento
enzimatico, as isoflavonas glicosiladas foram totalmente convertidas em
agliconas, e, o extrato de soja hidrolisado apresenta a predominancia de
daidzeina, gliciteina e genisteina. Tais resultados foram obtidos com as

enzimas brutas e purificadas, de ambos 0s microrganismos.
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Figura 27: Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato de soja hidrolisado. 4. Daidzeina;
5. Gliciteina; 6. Genisteina. A) Hidrélise com extrato enzimatico bruto do A. pullulans; B) Hidrélise com R3-
glicosidase purificada do A. pullulans; C) Hidrélise com o extrato enzimatico bruto do T. aurantiacus; D)
Hidrolise com a R-glicosidase purificada do T. aurantiacus.

Ao contrario dos resultados obtidos na hidrélise dos terpenos. Para a
hidrolise das isoflavonas glicosiladas, a eficiéncia catalitica das R-glicosidases
purificadas e dos extratos enzimaticos brutos, ndo apresentaram diferencas
significativas (tabelas 11 a 14). O perfil de hidrélise apresentado pelas enzimas
brutas e purificadas de cada microrganismo foi muito semelhante. No entanto,
gquando comparamos o perfil de hidrélise entre as R-glicosidases dos dois

microrganismos, fica claro que estas apresentam um espectro de agao
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bastante diferente (figura 27). Tais resultados confirmam os obtidos para a

especificidade enzimatica, descritos anteriormente.

As tabelas a seguir expressam quantas vezes foi aumentada a

concentracdo de agliconas no extrato de soja, apds o tratamento enzimatico.

Tabela 11: Concentracdes de agliconas presentes no controle e no hidrolisado pelo extrato
enzimatico bruto do T. aurantiacus.

Controle Hidrolisado Fator de X

Isoflavonas area do pico (mAU*min) area do pico (mAU*min) converséo (vezes)
Daidzeina 37,1 188,25 51
Gliciteina 7,21 95,91 13,3
Genisteina 47,91 373,36 7,8

Tabela 12: ConcentracBes de agliconas presentes no controle e no hidrolisado pela B-

glicosidase purificada do T. aurantiacus.

Controle Hidrolisado Fator de X

Isoflavonas area do pico (mAU*min) area do pico (mAU*min) conversio (vezes)
Daidzeina 37,1 167,28 451
Gliciteina 7,21 81,63 11,32
Genisteina 47,91 298,0 6,22

Tabela 13: Concentracbes de agliconas presentes no controle e no hidrolisado pelo extrato
enzimatico bruto do A. pullulans.

Controle Hidrolisado Fator de X

Isoflavonas area do pico (mAU*min) area do pico (mAU*min) conversio (vezes)
Daidzeina 371 184,71 5,0
Gliciteina 7,21 94,38 13,1
Genisteina 47,91 387,35 8,1

Tabela 14: Concentracbes de agliconas presentes no controle e no hidrolisado pela B-
glicosidase purificada do A. pullulans.

Controle Hidrolisado Fator de X

Isoflavonas area do pico (mAU*min) area do pico (mAU*min) conversio (vezes)
Daidzeina 37,1 178,16 51
Gliciteina 7,21 92,18 13,3
Genisteina 47,91 325,94 6,8

" Fator de conversao (FC): Comparacgdo em vezes, entre a quantidade de agliconas presente no controle
(sem enzima) com a obtida apds o tratamento enzimético (hidrolisado). Os valores foram calculados
dividindo a area do hidrolisado pela area do controle. FC = area hidrolisado / area do controle.
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As isoflavonas glicosiladas que foram analisadas no presente
trabalho, daidzina, glicitina e genistina, apresentam apenas uma molécula de
glicose em sua estrutura (LIMA, 2003; PARK et al., 2002; RIEDL et al., 2005).
Por tanto, a presenca de outras enzimas nao favorecem a eficiéncia catalitica
das R-glicosidases. Fato que explica a equivaléncia obtida na hidrélise com as
enzimas brutas e purificadas.

Podemos concluir que as [R-glicosidases produzidas pelos
microrganismos, T. aurantiacus e A. pullulans, apresentam excelente potencial
para a hidrélise das isoflavonas da soja. O que nos estimula a dar continuidade
ao trabalho, no sentido de otimizar a hidrélise enzimatica destes compostos,

viabilizando a aplicacao industrial das enzimas.
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VIl. CONCLUSOES

As duas R-glicosidases foram purificadas a homogeneidade
apresentando um elevado fator de purificacdo e um consideravel rendimento. A
hiper-glicosilacdo apresentada pela enzima do A. pullulans impossibilitou a
determinacdo exata da massa molecular da proteina, no entanto, os resultados
obtidos permite-nos inferir que a proteina apresenta massa maior que 250 kDa.
A massa molar estimada para a (¥glicosidase do T. aurantiacus foi cerca de
120 kDa. Os dados obtidos no presente trabalho comparados aos descritos na
literatura, permitem concluir que microrganismo T. aurantiacus apresenta
variabilidade genética que resulta na sintese de diferentes isoformas de R3-

glicosidase.

As analises do efeito do pH e temperatura sobre a estabilidade das
3-glicosidases, associados aos parametros termodinamicos obtidos no
presente trabalho, confirmam a maior estabilidade da enzima produzida pelo
microrganismo mesofilico A. pullulans. Provavelmente a expressiva
estabilidade apresentada por esta enzima esta associada a hiper-glicosilacdo

protéica descrita anteriormente.

Os valores de Ky e Vmax foram obtidos utilizando pNPRG como
substrato. A enzima do T. aurantiacus apresentou um menor valor de K, e uma
maior Vmax, quando comparados com os valores obtidos para a enzima do A.
pullulans, indicando uma maior afinidade pelo substrato. Ambas as B3-
glicosidases hidrolisaram diferentes substratos glicosideos, sugerindo uma

ampla especificidade para as duas, porém, com perfis de hidrdlise distintos.

Ambas as enzimas foram fortemente inibidas por glicose, mas a
inibicdo da R-glicosidase do A. pullulans foi completamente revertida quando a
concentracao de substrato foi aumentada, o que a torna bastante interessante
para os processos de sacarificacdo. O mesmo néo foi observado para a enzima
do T. aurantiacus. A presenca de etanol aumentou o potencial catalitico da 3-

glicosidase purificada do T. aurantiacus, 0 que caracteriza a presenca de
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atividade glicosil transferase. O mesmo nao foi observado para a enzima do A.
pullulans. A elevada atividade na presenca de etanol associada a estabilidade
térmica apresentada pela enzima do T. aurantiacus, sdo caracteristicas muito
apreciaveis para a utilizacdo da mesma em processos de hidrolise enzimatica
da celulose. A inibicdo exercida pela glicose poderia ser contornada em

processos de simultanea sacarificacao e fermentacéo.

Tanto o extrato enzimatico bruto como as enzimas purificadas, de
ambos o0s microrganismos, hidrolisaram os terpenos glicosideos extraidos da
uva Isabel. O extrato enzimatico bruto apresentou uma maior eficiéncia
hidrolitica. Provavelmente a presenca de diferentes acucares ligados aos
precursores aromaticos, dificultaram a acdo das (-glicosidases isoladamente.
O extrato enzimético bruto e as enzimas purificadas também hidrolisaram as
isoflavonas extraidas da soja. Nao foram observadas diferencas significativas
entre o potencial catalitico das R-glicosidases purificadas e do extrato
enzimatico bruto. As isoflavonas glicosiladas que foram analisadas no presente
trabalho, daidzina, glicitina e genistina, apresentam apenas uma molécula de
glicose em sua estrutura. O que explica a equivaléncia obtida na hidrélise com

as enzimas brutas e purificadas.

Os resultados obtidos até o presente momento, estimulam a
continuidade do trabalho, no sentido de viabilizar a aplicagédo industrial destas

enzimas.
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