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RESUMO

COSTA, Samara Graciane da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Purificacao e caracterizacao bioquimica de p-glicosidases de Penicillium
chrysogenum e sua aplicacao na suplementacao de coquetéis enzimaticos para a
hidrélise de biomassas. Orientadora: Valéria Monteze Guimardes. Coorientador:
Fernando Ariel Genta.

B-glicosidases tem recebido atencdo em varios campos por causa de suas
aplicagdes praticas. Assim, os objetivos deste trabalho foram estabelecer as condigdes
de cultivo de P. chrysogenum em meio liquido contendo farelo de trigo como fonte de
carbono, purificar e caracterizar as p-glicosidases secretadas. O sobrenadante da
cultura foi submetido a precipitacao por sulfato de amdnio e cromatografia de interacao
hidrofébica. Duas B-glicosidases foram encontradas, PcBGlu1 e PcfGlu2. Para melhor
purificacdo PcpGlu2 foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular. PcBGlut
demonstrou ser mais estavel que PcBGlu2 quando colocada a altas temperaturas e as
duas apresentaram atividade étima em pH 5,0. PcBGlu1 e PcBGlu2 possuem massas
moleculares nativas de 241 kDa e 95 kDa, respectivamente. A determinacdo da
configuragdo do carbono anomérico demonstrou que as enzimas atuam sobre seus
substratos pelo mecanismo de retencao de configuracido. A atividade de PcBGlu2 foi
mais inibida pelos fons Cu®*, Mg, Zn** e Hg* a 10 mM que PcBGlul. PcBGlut
demonstrou cinética Micheliana para todos os substratos testados com valores de Ky
variando de 0.09 + 0.01 (laminarina) a 1.7 £ 0.1 mM (C2). PcBGlu2 demonstrou
inibicdo pelos substratos MUBGIi, pNPBGli, celodextrinas (C3, C4 and C5), octilpGli e
Lb, com valores de Ky variando de 0.014 + 0.001 (MUGBGIi) a 0.64 £ 0.06 mM (Cb). As
duas enzimas foram inibidas de forma competitiva por glicose e de acordo com um
modelo de inibicado mista por celobiose quando pNPRGIi foi utilizado como substrato,
sendo PcPGlu2 mais inibida que PcBGlul. PcBGlul foi identificada com 15% de
cobertura como produto codificado pelo gene Pc18g01940 e PcPBGlu2 foi identificada
como produto codificado pelo gene 20910170 com 3,5 % de cobertura. As duas
enzimas possuem maiores afinifidade de ligacao para residuos de glicose nos subsitios
-1 e +1. Comparando as duas enzimas, PcfGlu2 possui maior potencial para aplicacao
em hidrélise de biomassa, visto que foi capaz de hidrolisar biomassas sem a adi¢ao de

enzimas suplementares.
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ABSTRACT

COSTA, Samara Graciane da, M.Sc., Federal University of Vigosa, July, 2013.
Purification and characterization of p-glucosidases from Penicillium
chrysogenum and their application in supplementation of enzymatic cocktails for
biomass hydrolysys. Adviser: Valéria Monteze Guimardes. Co-Adviser: Fernando
Ariel Genta.

B-glucosidases have received attention in many fields, mainly because of their
practical applications. The objectives of this work were to stablish the best conditions for
P. chrysogenum cultivation in submerged culture containing wheat bran as carbon
source and the purification and characterization of B-glucosidases found. The culture
supernatant was subjected to ammonium sulphate precipitation and hydrophobic
interaction chromatography. Two B-glucosidases were found, PcBGlu1 and PcBGlu2.
For further purification, PcfGlu2 was subjected to gel filtration chromatography.
PcBGlu1 was more stable than PcBGlu2 when subjected to high temperatures and both
have optimum activity at pH 5.0. PcfGlu1 and PcBGlu2 have respective native
molecular masses of 241 kDa and 95 kDa (gel filtration). The determination of anomeric
carbon configuration demonstrates that enzymes hydrolyze their substrates with
retention of configuration. The PcBGIu2 activity was more inhibited for Cu®*, Mg®*, Zn?*
e Hg" at 10 mM than PcBGLu1. PcBGlul showed Michaelian-Menten kinetics for all
substrates tested with Ky values ranging from 0.09 + 0.01 (laminarin) to 1.7 £ 0.1 mM
(C2). PcBGlu2 showed substrate inhibition for MUBGIu, pNPBGilu, cellodextrins (C3, C4
and C5), octilGlu and Lb, with Ky values ranging from 0.014 £ 0.001 (MUBGlu) to 0.64
*+ 0.06 mM (Cb). Glucose is competitive inhibitor and celobiose is a mixed-type inhibitor
of PcBGlu1 and PcBGlu2 when pNPBGIu is used as substrate. PcfGlu2 was more
inhibited than PcBGlutfor both inhibitors. PcfGlu1 was identified with 15% of coverage
as the product coded by the gene Pc18g01940 and PcBGlu2 was identified as as the
product coded by the gene Pc20g10170 with 3,5 % of coverage. The two enzymes bind
glucosyl residues with more affinity at -1 and +1 subsites. Comparing the two enzymes
PcBGlu2 has more pontetial to be applied on biomass hydrolysis because it was able to

hydrolyse several sources of biomass without addition of supplementary enzymes.
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1 INTRODUGAO

B-glicosidases ou B-D-glicosideo glicohidrolases (3.2.1.21) fazem parte de um
grupo de enzimas biologicamente importantes responsaveis pela hidrélise de ligagdes
B-glicosidicas terminais. Estas catalisam a hidrélise principalmente de aril, amino ou
alquil-B-D-glicosidios, glicosidios cianogénicos, oligossacarideos de cadeia curta e
dissacarideos. B-glicosidases estdao amplamente difundidas na natureza e podem ser
encontradas por bactérias, fungos, leveduras, insetos, plantas e mamiferos. Possuem
diversas funcdes dependendo de sua origem e possuem ampla especificidade podendo
catalisar a hidrolise de glicosideos com diferentes partes ndo sacaridicas (aglicones).
Estas enzimas constituem um grupo majoritario entre as glicosideo hidrolases e tém
sido largamente estudas devido a possibilidade de utilizacdo em diversos processos
biotecnolégicos.

A atividade de P-glicosidases é fundamental para diversos processos
bioguimicos e fisiol6gicos, como degradacdo de polissacarideos da dieta para liberar
unidades de monossacarideos, que sao entdo capazes de serem metabolicamente
absorvidos e utilizados pelos organismos. Elas sdo importantes para o catabolismo de
glicoconjugados lisossomais, processamento de glicoproteinas e na biossintese de
unidades de oligossacarideos em glicoproteinas e glicolipideos (Melo et al., 2006). B-
glicosidases participam da hidrélise da parede celular de plantas por fungos para
estabelecer relacdées de simbiose ou relagdes patogénicas com plantas (Kubicek et al.,
1993). Elas atuam no mecanismo de defesa de plantas (Xu et al., 2004), e em insetos
podem possuir fungdes digestivas (Zalgrobelny et al., 2008). Em termos de aplicagcdes
biotecnoldgicas podem ser utilizadas na hidrélise de isoflavonas de soja, metabolismo
de glicosideos cianogénicos, hidrolise de biomassa para produgdo de bioetanol,
aprimoramento do flavor em alimentos e bebidas, entre outras.

No entanto a aplicacdo de B-glicosidases requer a producdo em larga escala e
um conhecimento detalhado sobre o seu mecanismo de reacdo. Atualmente, diversas
pesquisas tém sido realizadas para entender a base molecular da ampla especificidade
de substrato destas enzimas. A identificagdo dos aminodcidos que constituem o sitio



ativo destas enzimas é de grande importancia para entender a relagao estrutura-funcao
assim como estabelecer as bases para o desenho de enzimas mutantes com
caracteristicas melhoradas. Varios trabalhos tém sido realizados para a clonagem de
genes de diferentes microrganismos e plantas em sistemas de expressao mesofilicos
com alto rendimento, como E. coli e S. cerevisiae e em alguns casos em fungos
filamentosos (Bhatia et al., 2002).

Dentre os diversos organismos do quais essas enzimas podem ser obtidas, os
fungos sdo bons produtores de B-glicosidases, pois na natureza necessitam hidrolisar
lignocelulose como fonte de carbono. A inducdo da expressdo destas enzimas em
fungos pode ocorrer principalmente pela utilizacdo de celobiose, soforose e celulose,
entre outras fontes de carbono (Suto;Tomita, 2001). Diversos fungos foram descritos na
literatura como bons produtores de (-glicosidases como, por exemplo, Aspergillus niger
(Jung et al., 2012).

Penicillium chrysogenum € um fungo filamentoso, ascomiceto, mesofilico e a
maioria dos estudos relacionados a este microrganismo estdo baseados na capacidade
deste em produzir e sintetizar penicilina e antibiéticos relacionados a B-lactama em
adicdo a outros metabdlitos secundarios (Garcia-Rico et al., 2008). No entanto
trabalhos anteriores ja relataram o uso deste fungo para producdo de celulases
utilizando farelo de trigo como fonte de carbono (Nefisa et al., 1992). Apenas
recentemente estudos tém voltado sua atencédo para a capacidade de producdo de
enzimas do complexo celulolitico por este fungo, baseados na utilizacdo de diversas
fontes de carbono, como bagaco de cana, farelo de trigo e soja (Buaban et al., 2010).

B-glicosidases portanto podem ser aplicadas em diversos setores da economia
como medicina, industria e alimentacdo. Nesse contexto, a producao e purificacao de
B-glicosidases de Penicillium chrysogenum e sua caracterizacdo sao importantes
ferramentas para demonstrar o seu potencial e direcionar a aplicacao destas enzimas

em diferentes processos.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a producao, purificar e caracterizar f3-
glicosidases secretadas por Penicillium chrysogenum quando cultivado em meio liquido
contendo farelo de trigo como fonte de carbono e avaliar a ocorréncia de efeito
sinérgico na utilizacdo destas enzimas na suplementagdo do coquetel enzimatico de
enzimas de T. reesei no processo sacarificacao de diferentes fontes de biomassa.

2.1 Objetivos Especificos

e Determinar as condicoes 6timas de cultivo do fungo P. chrysogenum em meio
liquido contendo farelo de trigo como fonte de carbono para producédo de -
glicosidase extracelular.

e Purificar as B-glicosidases produzidas.

e Estimar a massa molecular das enzimas purificadas por eletroforese em gel e
por cromatografia de exclusdo molecular.

e Determinar a configuracdo anomérica dos carbonos dos produtos de reacao.

e Caracterizar a atividade hidrolitica, avaliando o efeito da temperatura, do pH e
de ions sobre a atividade enzimatica.

e Avaliar a especificidade da enzima sobre diferentes substratos.

e Determinar parametros cinéticos (Ku e K.a) utilizando diferentes substratos e
parametros de inibicao (tipo de inibigcdo e Kj) utilizando glicose e celobiose como
inibidores.

e Fazer o mapeamento da energia de ligagdes a residuos de glicose nos subsitios
do sitio ativo das duas enzimas, utilizando os parametros cinéticos obtidos para
a hidrélise de celooligossacarideos.

e Utilizar o sequenciamento shotgun de proteinas por espectrometria de massas
para identificaras atividades enzimaticas purificadas .

e Avaliar o efeito da adicdo das enzimas purificadas ao coquetel enzimatico de T.
reesei no processo de hidrélise enzimatica de biomassas, utilizando bagaco de
cana, folha de bananeira e fibra de coco.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 pB-glicosidases (EC 3.2.1.21)

Glicosidases sao enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes glicosidicas em
oligossacarideos ou glicoconjugados. As glicosidases sdo especificas para a clivagem
de ligacdes glicosidicas dependendo do numero, posi¢cao ou configuracao dos grupos
hidroxilas na molécula de acucar (Melo et al., 2006). Assim, B-glicosidases ou B-D-
glicosil glicohidrolases constituem um grupo de enzimas bem caracterizado e
biologicamente importante, que catalisam a hidrélise de ligagdes glicosidicas do tipo
beta com a liberacdo de um residuo glicosil terminal de aril, amino ou alquil-B-D-
glicosideos, glicosideos cianogénicos, oligossacarideos de cadeia pequena e
dissacarideos. A sintese de ligacdes glicosidicas também pode ocorrer, sendo por
transglicosilacao ou hidrélise reversa (Bathia et al, 2002). A reagao de transglicosilacdo
esta sob controle cinético, neste caso um doador glicosidico pré-formado é primeiro
hidrolisado pela enzima com a formacao de um intermediario enzima-glicosideo. Este
intermediario sofre ataque de um nucledfilo (sem ser uma molécula de agua), para
formar um novo produto de cadeia mais alongada. No caso da hidrélise reversa o
mecanismo esta sobre controle termodindmico e ocorre devido a modificacdes nas
condicoes de reacdo levando a alteracdo do equilibrio de reacao e sintese (Bathia et
al., 2002).

Henrissat et al. (1996) propuseram uma forma de classificar glicosideo
hidrolases em familias baseando-se na sequencia e nas similaridades de dobramento
entre as enzimas (HCA — Analise de Clusters Hidrofobicos). HCA de varias glicosidases
demonstraram que a-hélices e folhas— sdo localizadas em posi¢cdes similares na
conformacdo enovelada em uma mesma familia de enzimas, e um grande numero de
aminoacidos conservados é agrupado perto do sitio ativo. Neste método as glicosideo
hidrolases tem sido classificadas em 132 familias diferentes.

As B-glicosidases ja foram encontradas nas familias 1, 3, 5, 9, 30 e 116 das
glicosideo hidrolases, sendo as mais comuns pertencentes as familias 1 e 3. As

familias 1 e 3 possuem enzimas que hidrolisam seus substratos pelo mecanismo de



retencdo da configuragdo anomérica. A familia 1 inclui B-glicosidases de bactérias,
plantas e mamiferos que possuem atividade de galactosidase, em adicdo a atividade
de B-glicosidase. Estas atividades sdo encontradas no mesmo sitio catalitico com
valores de kca: Similares, mas com valores de Ky mais altos para galactosideos. As f3-
glicosidases da familia GH1 se dobram em uma estrutura de barril TIM e utilizam dois
glutamatos no sitio catalitico, um como nucledéfilo e outro como acido base/catalitico. A
familia 3 inclui B-glicosidases, a-L-arabinofuranosidases, B-D-xilopiranosidases and N-
acetil-B-D-glucosaminidases de bactérias e leveduras, entre outros microorganismos.
Ha poucas estruturas de B-glicosidases GH3 resolvidas e essas utilizam um aspartato
no ataque nucleofilico e um glutamato como doador de prétons (Cantarel et al., 2009).
B-glicosidases podem ser encontradas em todos os grupos biolégicos, de
bactérias a mamiferos possuindo varias funcdes nesses organismos. Dentre as
funcbées podemos destacar hidrélise de celooligossacarideos em bactérias e fungos e
quebra da parede celular para estabelecer relacbes de simbiose ou relacdes
patogénicas com plantas (Kubicek et al., 1993). No caso de bactérias as B-glicosidases
fazem parte de um grande complexo chamado celulossomo. Em plantas tem-se
encontrado diversas funcdes biolégicas de B-glicosidases, incluindo defesa, simbiose,
catabolismo da parede celular e lignificacdo, sinalizacdo e metabolismo secundario.
Alguns genes de B-glicosidases tém se mostrado induzidos por estresse biético ou
abidtico. Foram encontradas 40 B-glicosidases pertencentes a GH1 expressas em
plantas, muitas expressas no mesmo tecido. O papel destas enzimas é determinado
por sua especificidade de substrato, tecido e localizacao subcelular (Xu et al., 2004).
Em alguns insetos como Drosophila melanogaster, apenas um gene GH1 foi
encontrado sugerindo que certos insetos podem nao ter expandido esta familia génica
durante sua evolugao. Outros insetos, no entanto, adaptaram-se a glicosideos toxicos
de plantas, os quais sdo produzidos para propositos de protecao, através da producao
de multiplas isoformas de B-glicosidases. B-glicosidases digestivas da familia GH1 com
diferentes especificidades foram isoladas de algumas larvas de insetos que se
alimentam de plantas (Zalgrobelny et al., 2008). Mamiferos contém varias pB-
glicosidases, incluindo as B-glicosidases da familia GH1, lactase-floridizina hidrolase,

B-glicosidases citoplasmaticas e uma [-glicosidase lisossomal acida (GBA1),



pertencente a GH3. Estas enzimas possuem papel no metabolismo de glicolipideos e
glicosideos da dieta, e algumas estdo relacionadas a papéis de sinalizacao. Dentre
estas a GBA1 é a mais estudada, sendo responsavel pela hidrélise de
glicosilceramidas (Cairns;Esen, 2010).

Em geral B-glicosidases de diferentes grupos bioldgicos parecem diferir quanto a
sua especificidade em relacdo a parte aglicona do substrato ligada ao grupo
glicosidico. Baseado na especificidade de substrato as P-glicosidases podem ser
classificadas em trés grupos, | - Aril-B-glicosidases, que possuem alta afinidade por aril-
B-glicosideos, Il — celobiases, que hidrolisam somente oligossacarideos e Il - B-
glicosidases de amplo espectro, que exibem atividade em varios tipos de substrato,
sendo estas as mais comuns (Rojas et al.,, 1995). A maioria das [B-glicosidases

caracterizadas até hoje pertencem a esta ultima categoria.
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Figura 1: Exemplos de algumas estruturas de substratos de B-glicosidases (Cairns; Esen, 2010,

traduzido para o portugués).



3.2 Caracteristicas de B-glicosidases Fungicas

Varios estudos tém sido feitos com B-glicosidases de microorganismos, mas a
maioria esta focada na aplicagdo dessas enzimas e ndo na sua fungdo enddgena. As
mais estudadas no seu contexto natural estao envolvidas no processo de bioconversao
para produzir glicose a partir de biomassa ou na quebra de paredes celulares de
plantas para estabelecer relacbes simbidticas ou patogénicas. O fungo P.
chrysosporium possui B-glicosidases citoplasmaticas e exoglucanases extracelulares
que agem no metabolismo da parede celular do proprio microrganismo em adicdo ao
metabolismo da parede celular da planta (Glibert et al., 2008).

Em termos de aplicagao, B-glicosidases foram isoladas de diferentes espécies de
fungos, incluindo ascomicetos como T. reesei e basidiomicetos como fungos de
podriddo branca. B-glicosidases mostram variabilidade em relacdo a outras enzimas
celuloliticas, devido a sua estrutura e localizacdo. Quanto a estrutura, B-glicosidases ja
foram descritas com estrutura monomérica simples com massa molecular de cerca de
35 kDa (por exemplo, de Pleurotus ostreatus), com estruturas diméricas (por exemplo,
Sporobolomyces singularis com 146 kDa) ou mesmo triméricas com mais de 450 kDa
(por exemplo, de Pisolithus tinctorius) (Cao et al., 1993). Além disso, a maioria das 3-
glicosidases sdo glicosiladas e em alguns casos, como na B-glicosidase monomérica
de 300 kDa de Trametes versicolor, o grau de glicosilacdo é de até 90%. Quanto a
localizagdo, podem ser agrupadas em trés formas diferentes incluindo intracelular,
associadas a parede celular e extracelular (Evans C.S., 1985). Nao
surpreendentemente, valores de pH 6timo para esta enzima variam de acordo com sua
localizacdo. Em T. reesei, por exemplo, duas p-glicosidases (BGLI/Cel3A &
BGLII/Cel1A) foram isoladas de sobrenadantes de cultura, mas as enzimas foram
encontradas primeiramente ligadas a parede celular. Além disso, a producao de B-
glicosidase por T. reesei € muito baixa quando comparada com outros fungos
celuloliticos como Aspergillus niger (Jung et al., 2012). Tentativas com algum sucesso
tém sido feitas para melhorar a atividade de pB-glicosidase em T. reesei. Mais

recentemente, a producdo de B-glicosidase por T. reesei foi reforcada por



recombinacdo homologa utilizando promotores de xilanase (xyn3) e celulase (egl3) que
melhoraria a atividade de B-glicosidase de 4,0 e 7,5 vezes em relagdo ao original,
respectivamente (Rahman et al., 2009). Complementacao do sistema celulolitico de T.
reesei com [(-glicosidases de A. niger também tem sido descrita, mas o0 processo
encarece muito o processo de bioconversdo (Jung et al., 2012). Em casos de
deficiéncia de B-glicosidases estas enzimas podem ser imobilizadas em microesferas
magnéticas de quitosana (Zheng et al., 2013) ou em silica gel por adsor¢ao ou ligacao
covalente, com economia de custos devido a facilidade de reciclagem da enzima em
multiplos ciclos de fermentacdo, pois facilita a separacdo da enzima do liquido de
reacao (Jung et al., 2012).

Varias metodologias de purificacdo foram desenvolvidas com o intuito de detalhar
caracteristicas bioquimicas de [B-glicosidases produzidas por fungos. Isso se deve
principalmente ao fato de que essas enzimas muitas vezes sdo um fator limitante em
processos de hidrélise enzimatica, sendo muito sensiveis a glicose, o que limita sua
atividade (Karnchanatat et al., 2007). B-glicosidases intracelulares e extracelulares de
diversos fungos, principalmente de alguns menos estudados, Daldinia eschscholzii
(Karnchanatat et al., 2007), Monascus purpureus (Daroit et al., 2008), Termitomyces
clypeatus (Pal et al., 2010) ja foram purificadas com o objetivo de entender as

caracteristicas dessas enzimas.

3.3 Estruturas de B-glicosidases

As B-glicosidases podem se dobrar de diversas maneiras e existem diversas
estruturas tridimensionais desvendadas. A estrutura em geral do sitio catalitico é a
mesma encontrada para todas as familias de glicosideo hidrolases. As familias GH1,
GH5 e GH30 pertencem ao cla GHA e possuem um dominio barril (B/a)s (barril TIM)
que contém o sitio ativo. Enzimas pertencentes a familia GH3 possuem dois dominios
que contribuem para a formacéo do sitio ativo (Cairns; Esen, 2010).

As enzimas GHA possuem dois residuos de &cido carboxilico conservados nas
folhas 3 4 e 7, servindo como o acido/base catalitico e como nucledfilo respectivamente

(Henrissat et al., 1995). O tamanho e a massa das subunidades de B-glicosidases da



familia GH1 variam consideravelmente, dependendo da presenca de dominios
auxiliares e estas enzimas possuem duas sequéncias consenso altamente
conservadas TL/FNEP e I/'VTENG. O dominio catalitico destas enzimas varia de 440 a
550 residuos, dependendo do tamanho dos loops variaveis presentes nas
extremidades c-terminal das folhas 3 do TIM barril (Sanz-Aparicio et al., 1998).

B-glicosidases pertencentes a familia GH3 possuem uma estrutura com dois
dominios, um barril TIM seguido por uma estrutura tipo sanduiche a/p. Esta estrutura
compreende 6 folhas B em conformacado estendida entre 3 a-hélices de cada lado. O
sitio ativo destas enzimas esta situado entre os dominios (B/a)s € (a/B)s, cada dominio
contribui com um residuo de acido carboxilico catalitico. O nucleéfilo catalitico para a
Exol de cevada é o residuo de aspartato D285, que esta localizado no loop apés a
sétima folha 3 do barril (B/a)s, enquanto o residuo acido/base catalitico € o glutamato
E491, localizado em um grande loop que se estende do dominio (a/P)s (Varghese et
al., 1999).

Figura 2: Estruturas de B-glicosidases das familias GH1 (Zea maysZmGilu1, cédigo PDB 1E1E) e GH3
(Hordeum vulgare, Exol B-glicana glicohidrolase, cddigo PDB 1EX1). As figuras foram coloridas de azul

a vermelho a partir da cauda N-terminal (Cairns; Esen, 2010).

3.4 Mecanismo de Ligacao ao substrato e Especificidade

Os residuos responsaveis pela catalise sdo bem caracterizados, no entanto pouco
se sabe como as B-glicosidases reconhecem e interagem com seus substratos, o que



determina as diversas fungdes desta proteina. Diversas estruturas de B-glicosidases da
familia GH1 foram desvendadas e os complexos de varias destas enzimas com seus
substratos, inibidores e intermediarios covalentes estdo disponiveis, permitindo analise
dos residuos criticos para ligagdo dos substratos e do estado de transicao.
Experimentos de mutagénese sitio dirigida destas B-glicosidases tém sido realizados
para determinar o papel de varios residuos de aminoacidos na funcao dessas enzimas.
B-glicosidases da familia GH1 possuem ampla especificidade para diferentes gliconas,
como [B-glicosideos, B-fucosideos, B-galactosideos ou podem ser especificas para
poucas gliconas (Cairns; Esen, 2010).

Marana et al. (2006) estudaram a especificidade de glicosideo hidrolases da
familia 1 e concluiram que um residuo conservado de glutamato que liga os grupos
hidroxilas 4 e 6 da glicona a enzima com atividade de B-glicosidase e 3-galactosidase e
que nao esta presente em 6-fosfoglicosidases, & critico para distincdo entre essas
enzimas. Ainda nao esta claro como uma enzima possui atividade de B-glicosidase ou
B-manosidase ou demonstra diferentes especificidades frente ao substrato,
considerando que elas se ligam aos agucares com 0s mesmos residuos conservados
(Verdoucq et ac., 2003). A ligacado da aglicona ao sitio ativo pode afetar a posi¢do de
ligacdo da parte glicona, assim residuos distantes do sitio catalitico podem possuir
papéis importantes na especificidade da enzima pela parte glicona.

Estudos realizados por Czjzek et al. (2000) com glicosideo hidrolases de milho
(ZmGilu1) e sorgo (SbDhr1) demonstraram que os residuos F198, F205, F466 e W378
sao responsaveis pela ligacdo da parte aglicona do substrato DIMBOA ao sitio ativo.
Todos estes residuos, exceto W378, sdo varidveis entre algumas [-glicosidases
estudadas que diferem em sua especificidade de substrato. No entanto investigacoes
estruturais de ZmGilu1 e estruturas de outras B-glicosidases da familia GH1 indicaram
que os residuos de aminoacidos varidveis sozinhos ndo podem designar a
especificidade de substrato. Enquanto isso o residuo W378 €& pouco variavel, pois
quando mutado em algumas enzimas GH1 de plantas mostra-se critico para hidrélise
dos substratos naturais.

Assim residuos variados fazem parte do sitio ativo de forma a interagir com a

parte ndo sacaridica do substrato nas B-glicosidases da familia GH1 estudadas, em
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contraste com os residuos conservados que se encontram no sitio de ligacao a parte
glicona.

3.5 Mecanismo de Hidrdlise de B-glicosidases

B-glicosidases atuam sobre seu substrato basicamente por dois mecanismos de
reacao descritos por Koshland, (1953): os mecanismos de retengdo (mecanismo
classico) ou de inversdo. Os dois mecanismos utilizam um par de residuos nucleofilicos
e acidicos, geralmente &cidos carboxilicos, em cada lado da molécula de agucar,
afastados 5 A no mecanismo de retencado e 10 A no mecanismo de inversdo. Neste
caso uma molécula de agua precisa entrar entre a base catalitica e o substrato.

No mecanismo de inversdo ocorre a inversao da configuracdo anomérica do
glicosideo liberado em uma Unica etapa. B-glicosidases da familia 9 (GH9) utilizam o
mecanismo de inversdo, em que uma molécula de agua ativada faz o ataque
nucledfilico no carbono anomérico para liberar a parte aglicona do substrato em uma
Unica etapa (Withers et al., 2001). A base catalitica retira um préton da molécula de
agua enquanto o acido catalitico protona o grupo de saida (parte aglicona). As reacdes
ocorrem com a assisténcia acido/basica da cadeia lateral de dois aminoacidos,

geralmente aspartato ou glutamato (Cantarel et al., 2009).
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Figura 3: Mecanismo de hidrolise de ligagbes glicoliticas por P-glicosidases, com inversdo da

configuragao do carbono anomérico (Cairns; Esen, 2010, traduzido para o portugués).
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O mecanismo de hidrolise com retengcdo de configuracdo ocorre em duas
etapas, sendo conhecido como mecanismo de deslocamento duplo e envolve um
intermediario covalente enzima-glicosideo. Varias B-glicosidases caracterizadas sao
retentoras e catalisam a reacdo em duas etapas, glicosilacdo e deglicosilagdo. Na
glicosilagdo, a porcao aglicona da molécula de substrato é liberada com a doagao de
um proton do acido/base catalitico e ataque nucleofilico do nucledfilo catalitico no
carbono anomérico o que leva a um intermedidrio enzima-glicosideo ligado
covalentemente por ligacdo a. Na etapa de deglicosilacao, o processo € revertido, e
uma molécula de agua ataca com a assisténcia basica do acido/base catalitico para
liberar o nucledfilo catalitico da molécula de glicose. As duas etapas deste mecanismo
passam por um estado de transicdo com a formacao de ion tipo oxocarbénio (Cairns;
Esen, 2010).
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Figura 4: Mecanismo de hidrélise de ligacdes glicoliticas por B-glicosidases, com retencdo da

configuragao do carbono anomérico (Cairns; Esen, 2010, traduzido para o portugués).
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Como descrito acima, B-glicosidases utilizam um glutamato/aspartato em seu
sitio catalitico para o mecanismo de catalise. Anadlises realizando modificagdes
quimicas na estrutura da proteina ou mais especificamente em seu sitio catalitico

permitem saber a natureza dos grupos que participam do processo de catélise.

3.6 Aplicacoes Gerais de B-glicosidases

As enzimas sdo utilizadas em diversas aplicagdes industriais e a demanda por
enzimas mais estaveis, altamente ativas e especificas vem crescendo rapidamente
(Bhat et al., 2000). Os principais impedimentos para exploragdo comercial de enzimas
sdo o0 seu baixo rendimento, baixa estabilidade, especificidade e alto custo de
producdo. Assim [-glicosidases com caracteristicas bioquimicas, fisicas e quimicas
desejaveis e com baixo custo de producao devem ser o foco da prospeccado de novas
enzimas (Bhat e Bhat, 1997).

A aplicacao de B-glicosidases requer a producdo destas enzimas em larga
escala, bem como o estudo de seus mecanismos de reacdo (Bhatia et al., 2002). A
clonagem molecular de genes codificantes de B-glicosidases tem sido estudada para
este fim além de oferecer a possibilidade de aplicacdo de métodos de engenharia de
proteinas na analise da atividade enzimatica e no melhoramento de suas fungdes,

como mutagénese (Li; Lee, 1999).

3.6.1 Biodegradacao de Residuos Lignoceluldsicos

A necessidade de substituicdo de combustiveis fésseis, seu efeito na economia
global e no ambiente tém acelerado as pesquisas em fontes alternativas de energia
como bioetanol. O etanol celulésico tem sido avaliado como uma alternativa potencial
de combustivel, pois a matéria bruta para a producdo deste é a celulose, que € o
componente principal da parede celular de plantas, sendo uma fonte renovavel,
abundante e ubiqua (Lynd et al.,, 2002). A biomassa pode ser enzimaticamente
hidrolisada para produzir glicose, a qual pode ser convertida em combustivel.
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Atualmente a conversao de biomassa celulésica para produgdo de bioetanol
possui grandes desafios econémicos e tecnoldgicos, € 0 sucesso deste processo
depende do desenvolvimento de um processo de hidrélise altamente eficiente.

A conversao efetiva de celulose em agucares fermentaveis requer acao de um
complexo multi-enzimatico, constituido por trés classes de enzimas, as
endoglucanases (EC 3.2.1.4) que clivam a cadeia de celulose randomicamente
gerando celooligossacarideos, exoglucanases (EC 3.2.1.91) que atuam exoliticamente
na extremidade redutora ou nao-redutora da cadeia de celulose liberando celobiose e
B-glicosidases (EC 3.2.1.21) que hidrolisam celobiose e celooligossacarideos a glicose
(Ng et al., 2013).

Celulases de T. reesei tem recebido muita atencao devido a sua capacidade de
hidrolisar celulose microcristalina eficientemente. O sistema enzimatico celulolitico
deste fungo, contem duas exoglucanases ou celobiohidrolases (CBH1 e CBH2), pelo
menos quatro endoglucanases (EG1, EG2, EG3, EG5) e uma -glicosidase, sendo esta
muito sensivel a glicose. Assim, este fungo secreta diversas celulases, no entanto o
coquetel é deficiente em atividade de B-glicosidase, requerida para hidrélise eficiente
da biomassa (Kumar et al., 2008). A atividade de PB-glicosidase no processo de
conversao é de extrema importancia para retirada de celobiose do meio, pois esta pode
inibir a atividade de endoglucanases e exoglucanases, inviabilizando o processo (Ng et
al., 2011).

Dessa maneira, para eficientemente hidrolisar celulose a aglcares fermentaveis,
€ desejavel a construcdo de cepas modificadas geneticamente de T. reesei para
producao de B-glicosidases. Estas devem ter caracteristicas desejaveis para atuar com
0s outros componentes em quantidades 6timas. Outra alternativa € a complementacao
do coquetel de T. reesei com B-glicosidases secretadas por outros microrganismos,
com o objetivo de obter um efeito sinérgico entre as enzimas. As B-glicosidases,
portanto, sdo um dos gargalos para o desenvolvimento da tecnologia de producao de
bioetanol através de rotas enzimaticas (Singhania et al., 2013).
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3.6.2 Hidrdlise de Isoflavonas

B-Glicosidases podem ainda ser utilizadas na hidrolise de isoflavonas de soja.
As isoflavonas, compostos estruturalmente homélogos ao estrogénio humano, sdo um
dos componentes mais benéficos e abundantes encontrados na soja. As isoflavonas
sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides, que possuem trés anéis de
benzeno em suas estruturas (Setchell; Cole, 2003). Os diferentes radicais ligados a
esses anéis dao origem a 12 diferentes formas de isoflavonas divididas em 4 grupos:
os glicosideos daidzina, genistina e glicitina, as formas malonil (parte aglicona ligada a
6-O-malonilglicosideo) malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina, as formas
acetil (parte aglicona ligada a 6-O-acetilglicosideo) acetildaidzina, acetilgenistina e
acetilglicitna e as forma agliconas, daidzeina, genisteina e gliceteina (Park et al., 2001).

As isoflavonas tém sido associadas com a prevencao de certas doencas como
cancer, desordens cardiovasculares, sintomas pds-menopausa e atividades
antioxidantes. Em sua forma aglicona, ap6s os glicosideos de isoflavonas serem
hidrolisados por B-glicosidase, s&o altamente bioativas devido a sua absorg¢ao efetiva
no corpo humano. Ao contrario, quando as isoflavonas sdo consumidas em sua forma
glicosilada estas ndo conseguem ser efetivamente absorvidas pelo organismo. A forma
quimica desta molécula € de grande importancia visto que influencia a atividade
biolégica, biodisponibilidade e a contribuicao fisiolégica das isoflavonas (Ismail; Hayes,
2005, Kaya et al., 2008).

Estas descobertas geram muito interesse na industria de alimentos para o
mercado de produtos baseados em soja, como tofu, leite de soja ou outros alimentos

contendo soja como, iogurte e férmulas infantis.
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Figura 5: Estrtura de isoflavonas encontradas em soja (Rostagno et al., 2005, traduzido para o

portugués).

3.6.3 Doenca de Gaucher

B-glicosidases sao estudadas cinética e molecularmente devido a sua gama de
aplicagdes, mas outro fato relacionado aos estudos, é que esta enzima esta envolvida
no aparecimento de diversas condigdes patoldégicas em humanos. Sua deficiéncia ou
superexpressao esta associada a diversos tipos de cancer e desordens metabdlicas. A
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principal condicdo humana associada a deficiéncia desta enzima € a doenca de
Gaucher.

A doenca de Gaucher é uma desordem metabdlica prevalente. Trata-se de uma
doenca genética causada pela deficiéncia de uma p-glicosidase lisossomal acida
devido a mutagdes no gene GBA. A B-glicosidase lisossomal humana € uma enzima
associada a membrana que cliva as ligacbes P-glicosidicas de glicosilceramidas
(glicocerebrosideos) (Grabowski et al., 1990).

A doenga pode se manifestar através de uma grande variedade de sintomas,
afetando o esqueleto e os sitemas nervoso e hematoldgico. Existem trés tipos clinicos
de Doenca de Gaucher (GD), baseados na presenca e progressao das manifestacoes
neurolégicas. Células Gaucher caracteristicas, macrofagos carregados de
glicosilceramidas, resultam do acumulo desses compostos e o acumulo pode ser
observado em diversos 6rgdos como medula 6ssea (principalmente), figado, baco e
parénquima dos linfonodos. O acumulo de células Gaucher causa esplenomegalia e
aumento do baco.

O tratamento para GD consiste apenas em medidas paliativas como
esplenectomia. O desenvolvimento em 1991 da terapia de substituicdo enzimatica
(ERT), tem mudado o fenétipo em casos do tipo | (ndo neuropatica) da doenca em que
o sistema nervoso central ndo é afetado. Estudos tem demonstrado que a terapia tem
melhorado ou resolvido o aspecto visceral da doenca. Em contraste com ERT que visa
remover 0 acumulo de material estocado dentro do lisossomo, a terapia de redugéo de
substrato (SRT) tem como alvo o ciclo de biossintese e reduz parcialmente a carga de
influxo do substrato para o lisossoma, que ja € catabolicamente comprometida. Assim
diversos estudos tém sido realizados de forma a facilitar o diagnéstico e a progressao
desta doenga (Goker-Alpan, 2011).

3.6.4 Outras Aplicacoes Biotecnologicas

Além das aplicacbes citadas acima, B-glicosidases podem ser aplicadas na
agricultura, na industria de alimentos (Kim et al., 2004; Wen et al. 2004), industrias
quimicas, farmacéuticas e téxteis (Bhat; Bhat, 1997).
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Existem varios precursores B-glicosidicos flavorizantes em plantas. A hidrélise
desses precursores aumenta a qualidade de bebidas e alimentos produzidos a partir
dessas plantas. B-glicosidases presentes nos tecidos destas plantas podem hidrolisar
0s precursores para liberar a parte aglicona de interesse. Enzimas de plantas e de
outras fontes podem ser adicionadas aos alimentos e bebidas antes, durante ou apés o
processamento para aumentar a qualidade do alimento. Estas enzimas sao largamente
utilizadas na industria vinicola. B-glicosidases produzidas por alguns fungos sao
capazes de hidrolisar compostos ndo volateis a terpenos volateis, incrementando o
aroma de vinhos. Elas sdo ainda utilizadas para clareamento de sucos de frutas e para
extracdo de agar a partir de algas (Beguin et al., 1993). Na industria de cerveja sao
utilizadas para catalisar a clivagem das ligacoes B-1,3 e B-1,4 de glicanas presentes
em cevadas de baixa qualidade, ajudando no processo de filtracdo (Bhat; Bhat, 1997).

Além do aumento do flavor, alimentos, racées e bebidas podem ser enriquecidas
nutricionalmente pela liberacdo de vitaminas antioxidantes e outros compostos
benéficos (Esen, 2003).

Na industria téxtil sdo aplicadas para retirada de corantes de tecidos jeans,
retirada de microfibrilas ou para restaurar o brilho em tecidos de algodao (Coughlan et
al., 1985).

B-Glicosidases sao especialmente aplicaveis em processos como detoxificagao
de glicosideos cianogénicos. Sistemas de defesa encontrados em tecidos de vegetais
como raizes e folhas de mandioca, feijao, semente de linho e folhas de trevo produzem
HCN quando o tecido é macerado durante a preparacdo do alimento ou por
mastigacdo. A mandioca é altamente consumida em partes da Asia, Africa e América
do Sul, e contém o glicosideo cianogénico linamarina e a B-glicosidase linamarase.
Quando estes alimentos sdo consumidos crus o envenenamento por cianeto pode
ocorrer, com sintomas de dificuldade em respirar, paralisia, convulsdes, coma e até a
morte (Esen, 2003).

B-glicosidases ainda podem participar da sintese de B-glicosideos por
transglicosilacdo como oligossacarideos, alquilglicosideos e glicoconjugados (Yang et
al., 2008).
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Existe também grande interesse na utilizagdo de enzimas extracelulares como
indicadores biologicos da qualidade do solo, devido a relacdo destas com
caracteristicas do solo como matéria orgéanica, propriedades fisicas, atividade
microbioldégica e biomassa presente. A atividade de [-glicosidase é largamente
utilizada para monitoramento da qualidade do solo devido a seu papel central na
degradacao de celulose que esta envolvida no ciclo da matéria organica (Moscatelli et
al., 2012). Pode ser utilizada também para monitorar a presenca de compostos
fendlicos glicosidicos em 6leo de oliva virgem, para indicar a qualidade do azeite. Estes
compostos fendlicos possuem beneficios para o organismo como redugao de dano
oxidativo, perfil protrombético e inflamacéo sistémica (Romero-Segura et al., 2012).

Alguns estudos recentes demonstraram a utilizagcdo de vetores de clonagem
contendo B-glicosidase como indicador de clones recombinantes (Cheong et al., 2012),
ao invés do sistema Lac Z ou de um sistema contendo GFP.

3.7 Degradacao de Biomassa e Producao de Enzimas Celuloliticas por Fungos

Os fungos contribuem significativamente para o decaimento dos residuos
lignocelulésicos na natureza, produzindo diferentes enzimas lignoceluloliticas. A
maioria dos fungos produz enzimas diferentes em grandes quantidades que sao
liberadas no ambiente e atuam em sinergia (Zhou et al., 2000). A capacidade de
degradar a lignocelulose eficientemente é associada com o crescimento micelial que
permite que o fungo transporte nutrientes escassos, como o nitrogénio e o ferro, até o
substrato lignocelulésico pobre, que constitui a sua fonte de carbono (Hammel, 1997).

Celulases fangicas sao produzidas apenas na presenca de celulose como
substrato. Sabe-se que, devido a insolubilidade da celulose, esta ndo é capaz de
induzir celulases diretamente. Assim um nivel basal de celulases expressas
constitutivamente deve degradar a celulose em celooligossacarideos soluveis,
permitindo a entrada destes sacarideos na célula para serem convertidos em indutores
(Suto; Tomita, 2001).

Os fungos produtores de enzimas celuloliticas em alta quantidade incluem as
espécies dos ascomicetos (por exemplo, Trichoderma reesei), basidiomicetos, incluindo
fungos da podridao branca (por exemplo, Penicillium chrysosporium), fungos “brown-
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rot” (por exemplo, Fomitopsis palustris) e, finalmente, algumas espécies anaerodbias
(por exemplo, Orpinomyces sp.) que degradam celulose no trato gastrointestinal de
animais ruminantes (Yoon et al., 2007).

3.7.1 Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum é um fungo filamentoso, ascomiceto e a maioria dos
estudos relacionados a este microrganismo estdo baseados na capacidade deste em
produzir e sintetizar penicilina e antibi6ticos relacionados a -lactama, em adicdo a
outros metabdlitos secundarios (Garcia-Rico et al., 2008). As linhagens industriais sao
derivadas da linhagem P. chrysogenum NRRL1951, isolada de melao (Van de Berg et
al., 2008).

Este fungo também produz pequenas proteinas antifungicas (PFAs), utilizadas
para combate de fungos toxigénicos de alimentos, devido ao perigo das micotoxinas
para o organismo (Rodriguez-Martin et al., 2010). Trabalhos anteriores ja relataram o
uso deste fungo para producgado de celulases utilizando farelo de trigo como fonte de
carbono, como Nefisa et al. (1992), que encontraram alta atividade de B-glicosidase
extracelular, carboximetil celulases e FPases. Este fungo ainda é capaz de crescer em
xilana como unica fonte de carbono produzindo xilanases em altas quantidades (Haas
et al., 1992 e 1993). Mais recentemente, estudos tem voltado sua atencédo para
capacidade de producado de enzimas do complexo celulolitico por este fungo, baseada
na utilizacdo de diversas fontes de carbono, como bagaco de cana, farelo de trigo e
soja (Buaban et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia Bioquimica da
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, € no Laboratério de Bioquimica de
Insetos do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

4.1 Reagentes

Os reagentes p-nitrofenil-B-D- glicopiranosideo (pNPBGIi), metilumbeliferil-B-D-
glicopiranosideo  (MUBGIi),  octil-B-glicopiranosideo  (octilBGli),  gentiobiose,
laminaribiose, celobiose, celotriose, celotetraose, celopentaose, celulose microcristalina
(Avicel®, Cat 11365) e carboximetilcelulose de baixa viscosidade (CMC, Cat C5678), p-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo  (pNPBgal), metilumbeliferil-3-D-manopiranosideo
(MUBMan), p-nitrofenol, metilumbeliferona, glicose, ovoalbumina, BSA, EPPS, AMPSO,
CAPS, MOPS, TEMED, DMSO, glucono-d-lactona, acrilamida, N,N-metileno
bisacrilamida, glicerol, tween 20, acido deoxicdlico, tiossulfato de sddio, dodecil sulfato
de sédio, azul de bromofenol, B-mercaptoetanol, glutaraldeido, iodoacetamida foram
adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA). A enzima tripsina e as
celulases de T. reesei também foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St.
Louis, MO, USA), assim como os padrdes utilizados para estimativa da massa
molecular, citocromo C, anidrase carbbnica , albumina , alcool desidrogenase, B-
amilase e blue dextran.

A enzima glicose oxidase foi adquirida da Bioclin (Minas Gerais, Brasil)

Os demais reagentes utilizados para realizacdo deste trabalho apresentavam
procedéncia e grau de pureza analiticos.

4.2 Origem e Manutencao do Microrganismo

O fungo Penicillium chrysogenum UFV1, pertence a colecdo de fungos do
Laboratério de Tecnologia Bioquimica — UFV. O fungo foi mantido em meio sélido de
BDA, sob refrigeracdo a 4 °C. Para esporulacdo, o fungo foi transferido para novas
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placas de BDA com auxilio de uma alca de platina e incubado em estufa (Nova Etica,
Sao Paulo, Brasil), por 7 dias a 28 °C.

4.3 Inducao da Biossintese de B-glicosidases em Meio Liquido

Apos esporulacao a superficie das placas foi lavada com solug&o de tween 20, 5
% (v/v) para contagem de esporos. A contagem foi realizada utilizando microscépio
optico (Leica DMLS - Leica Microsystems, Alemanha) e cadmara de Neubauer. A
suspensao de esporos do fungo P. chrysogenum UFV1 foi transferida, assepticamente,
para Erlenmeyers de 1000 mL contendo 400 mL de meio mineral minimo, em uma
concentracdo de 10’ esporos/mL. O meio mineral minimo é composto por 1,05 % (p/v)
de KH2POy, 0,3 % (p/v) KoHPOy4, 0,015 % (p/v) MgS04.7H20, 0,15 % (p/v) (NH4).SO4 e
0,09 % (p/v) extrato de levedura (Mandels; Weber, 1969). Apds inoculagédo os frascos
foram colocados em um agitador orbital (INOVA 4230 — New Brunswick Scientific, Nova
Jersey, Estados Unidos), sob temperatura de 28 °C e rotacdo de 180 rpm, durante 240
h. Aliquotas coletadas diariamente foram filtradas em filtro de nylon e centrifugadas a
14500 rpm (Legend Micro 21 R - Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos) por 15
min a 4 °C. As amostras foram analisadas para identificacdo de atividade de PB-
glicosidase conforme descrito no item 4.3.1 e armazenadas a -20 °C em freezer.

4.4 Ensaios Enzimaticos

A atividade de pB-glicosidase foi determinada identificando a liberacdo de
acucares redutores, glicose, compostos fluorescentes ou p-nitrofenol a partir dos
substratos hidrolisados.

4.4.1 Atividade enzimatica sobre p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo

A mistura de reacdao de 0,1 mL, contendo 0,5 mM de p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (pNPBGIi) em tampao acetato de sddio 50 mM pH 5,0 e a enzima em
uma diluicao apropriada, foi incubada a 40 °C em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio

de Janeiro, Brasil). Ap6s diferentes intervalos de tempo de incubacao, a reagao foi
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paralisada pela adi¢cao de 0,25 M de Na>CO3 e a quantidade de p-nitrofenol liberado foi
determinada em 410 nm no leitor de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices,
Califérnia, USA). Os valores de absorbancia a 410 nm obtidos foram transformados em
nmoles de pNP, utilizando uma curva analitica (Y= 0,032 X + 0,116, R? 0,99). A curva
analitica foi construida utilizando de 0-80 nmoles de pNP.

Uma unidade de B-glicosidase (U), foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por min.

4.4.2 Atividade sobre metilumbeliferil-B-D-glicopiranosideo

A mistura de reacao de 0,035 mL, contendo 0,014 mM de metilumbeliferil-B-D-
glicopiranosideo (MUBGIi) em tampéao acetato de sédio 50 mM pH 5,0 e a enzima em
uma diluicdo apropriada, foi incubada em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de
Janeiro, Brasil) a 40 °C. Apos diferentes intervalos de tempo de incubagéo, a reacéo foi
paralisada pela adicdo de 0,4 M de Na,CO3 A fluorescéncia da metilumbeliferol ou
metilumbeliferona (MU) liberada foi detectada em fluorimetro Spectra Max Gemini XPS
(Molecular Devices, Califérnia, USA) em 355 nm excitagdo, 460 nm emissao e cut off
de 455 nm. Os valores de fluorescéncia obtidos foram transformados em nmoles de
MU, utilizando uma curva analitica (Y= 12213,044 X + 29,615, R? 0,99). A curva
analitica foi construida utilizando entre 0-0,035 nmoles de MU.

Uma unidade de B-glicosidase (U), foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 umol de metilumbeliferol por min.

4.4.3 Atividade sobre octil-B-D-glicopiranosideo e oligossacarideos

Os substratos octil3Gli, gentiobiose, laminaribiose, celobiose, celotriose,
celotetraose e celopentaose foram colocados na mistura de reacdo (0,05 mL) na
concentracao de 0,5 mM em tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,0. A reacao foi
incubada em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de Janeiro, Brasil) a 40 °C e
paralisada por diferentes intervalos de tempo, fervendo as aliquotas a 99 °C por 5 min

em termociclador (Applied Biosystems, Singapura). Apés o tempo de incubacdo o
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volume presente na placa de PCR foi transferido para microplaca de 96 pocos e foi
adicionado 50 pL de glicose oxidase (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) (Raabo;Terkildsen,
1960). A mistura foi incubada a 37 °C por 15 min e a glicose liberada foi detectada em
505 nm no leitor de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices, Califérnia, USA). Os
valores de absorbancia a 505 nm obtidos foram transformados em nmoles de glicose,
utilizando uma curva analitica (Y= 0,012 X + 0,045, R? 0,99). A curva analitica foi
construida utilizando entre 0 - 10 nmoles de glicose.

Uma unidade de B-glicosidase (U), foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de glicose por min.

4.4.4 Atividade sobre Polimeros

Os polimeros laminarina, celulose  microcristalina  (Avicel®) e
carboximetilcelulose de baixa viscosidade (CMC) foram colocados na mistura de
reacao (0,05 mL) na concentracao de 0,25 % (p/v) em tampao acetato de sédio 50 mM
pH 5,0. A reagao foi incubada em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de Janeiro,
Brasil) a 40 °C e paralisada por diferentes intervalos de tempo, fervendo as aliquotas a
99 °C por 5 min em termociclador (Applied Biosystems, Singapura) e adicionada de 50
uL do reagente BCA (&cido bicinconinico) (Fox; Robyt, 1991). A mistura foi deixada a
80 °C por 25 min em termociclador (Applied Biosystems, Singapura) e o volume
presente na placa de PCR foi transferido para microplaca de 96 pocgos. Os aglcares
redutores foram detectados a 565 nm no leitor de placa Spectra Max 190 (Molecular
Devices, California, USA) (Lucena et al., 2013). Os valores de absorbancia a 565 nm
obtidos foram transformados em nmoles de acucar redutor, utilizando uma curva
analitica (Y= 0,142 X + 0,255, R? 0,99). A curva analitica foi construida utilizando entre
0 - 10 nmoles de glicose.

Uma unidade de B-glicosidase (U), foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 umol de agucar redutor por min.
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4.5 AQuantificacao Proteina

Devido a pequena quantidade de proteina presente nas amostras obtidas apés
as etapas de purificacdo, a quantificacdo foi realizada por dois métodos diferentes,
descritos nas sec¢oes subsequentes.

4.5.1 Método BCA Miniaturizado

A mistura de reacao continha 0 - 10 uL de amostra e 40 uL do reagente BCA
(Pierce® BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, United States) (Smith et
al., 1985). A reacéo foi incubada em termociclador (Applied Biosystems, Singapura),
por 25 min a 80 °C. Apds o tempo de incubagao, 40 pL do volume presente nas placas
de PCR foi transferido para microplaca de 96 pocos e a absorbancia foi determinada a
562 nm no leitor de placa Spectra max 190 (Molecular Devices, Califérnia, USA). Os
valores de absorbancia a 562 nm obtidos foram transformados em ug de proteina,
utilizando uma curva analitica (Y= 0,273 X + 0,474, R? 0,99). A curva analitica foi
construida utilizando entre 0 - 2 ug de ovoalbumina.

4.5.2 Meétodo Prata Coloidal

Este método foi utilizado para amostras obtidas ap6s as etapas de purificagao.

As amostras foram dialisadas contra tampao A (tris 10 mM, Na,CO3; 10 mM,
tween 20 0,75%, p/v), durante 6 horas, fazendo-se uma troca do tampao da dialise
apos 3 horas e inversdes a cada 30 min. Apds a dialise, mediu-se o volume presente
nos microtubos.

A mistura de reacédo continha entre 0 - 100 uL de amostra, 900 puL de H-O,
glutaraldeido 0,04 % (p/v) e 200 pL do reagente de prata (NaOH 1,4 % (p/v), AgNO3
0,2 % (p/v), 200 pL NH4OH 25 % ,v/v). Apds 10 min, adicionou-se 40 uL de tiossulfato
de sbédio 30 mg/mL, para paralizagdo da reacao (Krystal et al., 1985). Apods
paralizacdo da reagéo, 100 pL do volume presente nos microtubos foi transferido para
microplaca de 96 pocos e a absorbancia foi determinadaa 420 nm no leitor Spectra
Max 190 (Molecular Devices, Califérnia, USA). Os valores de absorbancia a 420 nm

obtidos foram transformados em ng de proteina, utilizando uma curva analitica (Y=
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0,000215 X + 0,341, R? 0,99). A curva analitica foi construida utilizando entre 10 -
2000 ng de ovoalbumina.

4.6 Purificacao p-glicosidases

A purificacdo das B-glicosidases secretadas por P. chrysogenum foi realizada
utilizando precipitacdo com sulfato de aménio (NH4),SO4, cromatografia de interacao
hidrofébica para PcpGlu1 e PcGlu2 e ainda cromatografia de exclusdo molecular para
PcpGlu2.

4.6.1 Precipitacao com Sulfato de Aménio, (NH;)>SO4

O extrato centrifugado foi descongelado e em 10 mL de amostra foram feitos
testes de precipitacdo com sulfato de amoénio nas saturagdes de 20, 40, 50 e 60 %.
Este teste foi conduzido na temperatura de 4 °C, adicionando vagarosamente ao
extrato a quantidade de (NH4)>SO4 previamente macerado, necessaria para atingir a
saturacdo. A mistura foi deixada sob agitacdo por 30 min e centrifugada a 14500 rpm
(Legend Micro 21 R - Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos) durante 15 min. O
precipitado foi ressuspendido em 3 mL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0.
Apés cada precipitacdo, para calculo de atividade especifica, a atividade de [-
glicosidase foi determinada conforme descrito no item 4.4.1 e a quantidade de proteina
total foi quantificada de acordo com o item 4.5.1. Neste caso a proteina foi submetida a
tratamento com &cido deoxicélico para retirada de interferentes de acordo com
Rhoderick et al.(1989).

4.6.2 Cromatografia de Interacdo Hidrofobica

O sobrenadante obtido da precipitagdo com 50 % sulfato de aménio foi
submetido a cromatografia de interagcao hidrofébica, em coluna HiTrap Phenyl FF (2,5
cm x 1,6 cm) (GE, Uppsala, Sweden), com fluxo de 2 mL/min. A separacao foi
conduzida em Akta Prime Plus (GE, Uppsala, Sweden). A coluna foi previamente
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equilibrada com tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 5,0, contendo 2,2 M de sulfato de
amonio (50 % de saturacédo) (Tampao A). Apéds injecdo de 5 mL de amostra, a eluicao
de proteinas nédo aderidas a coluna foi realizada com 25 mL de tampao A. Para eluicdo
de proteinas aderidas, foi utilizado gradiente decrescente de sal (2,2 a 0 M), utilizando
mistura de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0 e tampao A em diferentes
proporgdes, durante 50 min. Para elui¢cdo do restante das proteinas a coluna foi lavada
com mais 25 mL de tampéao acetato de sédio pH 5,0 50 mM. Fragdes de 5 mL foram
coletadas e a atividade de [B-glicosidase determinada de acordo com o item 4.4.2.
Fracoes com maior atividade foram reunidas em uma Unica fracdo e estocadas a -20
°C.

4.6.3 Cromatografia de exclusao molecular

Duas pB-glicosidases foram encontradas apds a cromatografia de interacao
hidrofébica do item 4.6.2, PcBGlu1 and PcBGlu2. Para purificacdo adicional de PcfGlu2
foi realizada um gel filtracao. A amostra foi aplicada (0,5 mL) em uma coluna Superdex
200 10/300 GL (1,0 cm x 30 cm) (GE, Uppsala, Sweden), previamente equilibrada com
tampé&o acetato de sédio 50 mM pH 5,0 contendo 100 mM de (NH4)>SOs. A eluigéo foi
realizada com 35 mL do mesmo tampao em um fluxo de 0,5 mL/min. Fragdes de 0,5
mL foram coletadas e a atividade de MU-B-glicosidase foi quantificada de acordo com o
item 4.4.2. Fragcbes com maior atividade foram reunidas em uma Unica fragéao,
adicionadas de albumina bovina na concentragdo de 1 mg/mL (ver item 4.9) e
estocadas a 4 °C. A separagdo cromatografica foi conduzida utilizando Akta FPLC (GE,
Uppsala, Sweden).

Esta técnica também foi utilizada para estimativa da massa molecular nativa das
duas proteinas purificadas utilizando coluna Superdex 200 10/300 GL (1,0 cm x 30 cm)
(GE, Uppsala, Sweden). Apéds injecao das amostras (0,5 mL) a coluna foi eluida com
tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0 em um fluxo de 0,5 mL/min. A atividade de MU-
B-glicosidase foi identificada nas fragdes coletadas (0,5 mL). O volume vazio da coluna
foi determinado utilizando blue dextran.

A massa molecular das B-glicosidases foi estimada correlacionando-se, por meio
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da curva de calibracdo da coluna, as constantes de eluicdo das proteinas padrao
(relacdo entre o volume de eluicdo da proteina e o volume vazio da coluna) com as
massas moleculares das respectivas proteinas.

Para construcdo da curva de calibracao foram utilizadas as proteinas citocromo
C (12,4 kDa), anidrase carbénica (29 kDa), albumina (66 kDa), alcool desidrogenase
(150 kDa) e B-amilase (200 kDa). Os padrdes utilizados foram obtidos da Sigma Aldrich
Company.

4.7 SDS-PAGE e Estimativa de Massa Molecular

Amostras do extrato bruto e das etapas de purificacdo foram precipitadas com
TCA 12 % (p/v), sendo deixadas no gelo por 40 min (Yvon et al., 1989). As amostras
foram entdo centrifugadas por 15 min a 14500 rpm (Legend Micro 21 R - Thermo
Scientific, Rockford, Estados Unidos). O pellet foi lavado com 1 mL de acetona e
centrifugado por 10 min a 14500 rpm (Legend Micro 21 R - Thermo Scientific, Rockford,
Estados Unidos). Este procedimento foi realizado por 3 vezes.

As amostras concentradas foram ressuspendidas em 20 pL de tampéo de
amostra 3x (glicerol 10 % (v/v), SDS 0,75 % (p/v), 0,05 % (p/v) azul de bromofenol, 5 %
(v/v) B-mercaptoetanol, 0,19 M Tris/HCI pH 6,8) , fervidas por 4 min e submetidas a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE, 7.5 %, p/v) (Laemmli
U.K., 1970). A corrida foi realizada a temperatura ambiente e 120 V.

Os minigéis, foram preparados a partir de solugdao estoque de acrilamida/ N,N-
metileno bisacrilamida 30 % (p/v), Tris/HCI 1,5 M pH 8,6 para o gel separador e
Tris/HCI 0,5 M pH 6,8 para o gel empilhador, persulfato de aménio 10 % (p/v) , SDS 10
% (p/v) e TEMED.

Apbs o tempo de corrida, o gel foi corado por impregnacao por nitrato de prata
(Morrissey J.H., 1981). O gel foi deixado durante a noite em soluc¢éo fixadora (50 %
(v/v) metanol, 12 % (v/v) &cido acético glacial), lavado trés vezes com etanol 50 % (v/v)
por 10 min, 1 vez com solucao de tiossulfato de sédio 0,02 % (p/v) por 1 min e
incubado por 30 min em solugéo contendo 0,013 % (v/v) de formaldeido e 0,2 % (p/v)
de nitrato de prata. A solucédo foi descartada e o gel foi lavado com &agua. Para
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revelacdo das bandas o gel foi incubado em solucdo de carbonato de sédio 0,37 M,
formaldeido 0,0185 % (v/v) e tiossulfato de sdédio 0,0004 % (p/v). Para célculo da
massa molecular relativa das proteinas purificadas, a distancia percorrida por estas
proteinas em centimetros foram transformados em kDa, utilizando uma curva analitica.
A curva foi construida correlacionando-se a distancia percorrida em centimetros por
proteinas padrées com o logaritimo de suas massas moleculares. Para tal foi utilizado
o marcador de massa molecular Precision Plus Protein™ Kaleidoscope Standarts (Bio-

Rad Laboratories, Califérnia, Estados Unidos).

4.8 Zimografia

Para identificacdo de atividade de B-glicosidase em gel, foi realizada uma
eletroforese nao desnaturante (PAGE). As amostras foram dialisadas contra tampao
acetato de sédio 10 mM pH 5,0 para retirada do sal e concentradas em concentrador
Centricon com cut off de 30 kDa (Millipore Corporation, Massachusetts, Estados
Unidos). Apo6s concentracdo, as amostras foram ressuspendidas em tampao de
amostra 3x (sem SDS e B-mercaptoetanol) e submetidas a eletroforese como descrito
no item 4.6. Neste caso os minigéis ndo continham SDS. A eletroforese foi conduzida a
4°Ce120V.

Apos o tempo de corrida a atividade de B-glicosidase foi revelada utilizando o
substrato fluorescente MUBGIi. O gel foi equilibrado com tampao acetato de sédio 50
mM pH 5,0 durante 5 min, este procedimento foi realizado 3 x, incubado com MUBGIi 4
mM por 15 min a 40 °C em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de Janeiro, Brasil) .
As bandas foram visualizadas em luz ultravioleta para identificacao de atividade com o
aparelho E-gel imager (Life Technologies, Israel). O local de atividade é identificado
pela presenca do composto fluorescente metilumbeliferol liberado pela agdo das
enzimas. O procedimento foi realizado de acordo com Badhan et al.(2007).

4.9 Espectrometria de Massas

As amostras foram dialisadas contra tampao acetato de s6dio 10 mM pH 5,0
para retirada de sal e concentradas em um concentrador 5301 (Eppendorf, Hamburg,
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Germany). Estas foram entao adicionadas de 20 uL de NH4HCO3; 0,4 M/ Uréia8 M e 5
uL de ditiotreitrol 100 mM e incubadas por 3 h a 37 °C em banho termostatico (M.S.
Mistura, Rio de Janeiro, Brasil), para desnaturacdo das proteinas. As amostras foram
esfriadas a temperatura ambiente e 5 uL de iodoacetamida 400 mM foram adicionados
e deixados para reagir por 15 min no escuro. Decorrido o tempo, 130 uL de agua foram
adicionados para diluir a uréia e a tripisinizacao foi realizada adicionando-se tripisina
(Promega Corporation, Wiscosin, Estados Unidos) na propor¢cao de 1/50 (m/m) de
enzima/substrato e deixando reagir por 24 h a 37 °C em banho termostatico (M.S.
Mistura, Rio de Janeiro, Brasil) (Rappsilber et al., 2007). A digestédo foi paralisada pela
adicao de 1% (v/v) de acido férmico.

Para retirada do restante de sal presente, a amostra foi submetida a um ZipTip
C18 (Millipore Corporation, Massachusetts, Estados Unidos). A resina foi ativada com
acetonitrila 100 % e equilibrada com &cido trifluoroacético (TFA) 0,1 % (v/v). A amostra
foi aspirada para a coluna e peptideos nao ligados foram eluidos com TFA 0,1 % (v/v).
Para eluicdo de peptideos aderidos foi utilizada uma solucao de TFA 0,1 % (v/v) em
acetonitrila 50 % (v/v). As amostras foram novamente secas em um concentrador 5301
(Eppendorf, Hamburg, Germany), ressuspendidas em &acido férmico 1 % (v/v),
colocadas em banho ultrassénico (Branson ultrasonics Corporation, Connecticut,
Estados Unidos) por 10 min e submetidas a analise MS/MS utilizando LTQ Orbitrap XL
(Thermo Scientific, EUA). A identificacdo foi realizada utilizando a ferramenta de busca
MASCOT (MASCOT version_1.9.05, Matrix Science, Londres, Reino Unido). Peptideos
com escores de ions individuais menores que 30 foram descartados.

O programa Scaffold (version 4.0.4, Proteome Software Inc., Portland, OR, USA
- http://www.proteomesoftware.com/products/scaffold/download) foi utilizado para
validar as identificacdes de peptideos e proteinas. Como especificado pelo algoritmo
Peptide Prophet, os peptideos foram aceitos apenas se eles tinham probabilidade
maior que 95 % de terem sido identificados corretamente, assim como as proteinas. No

caso, estas também devem conter pelo menos um peptideo uUnico identificado.
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4.10 Estabilizacao PcpGlu2

Ap6és purificagao de PcfGlu2 por cromatografia de exclusao molecular, a enzima
mostrou-se instavel a ciclos de congelamento e descongelamento, quando armazenada
em freezer a -20 °C. Testes foram realizados com etapas sucessivas de congelamento
e descongelamento utilizando nitrogénio liquido, para confirmacao.

Estabilizantes foram testados em diferentes concentragdes e condicées. Foram
adicionados a diferentes aliquotas de proteina purificada, glicerol 20 % (v/v), NaCl 1 M
e DMSO 40 % (v/v) (concentragdes finais). Aliquotas foram retiradas e a atividade de B-
glicosidase determinada de acordo com o item 4.4.2. As amostras foram entéo
congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas a -20 °C por um dia. Apds
descongelamento a atividade residual foi novamente quantificada.

A estabilidade foi testada a 4 °C, adicionando glicerol 10 % (v/v), octilBGli nas
concentracées de 5 mM e 100 mM, Tween 20 0,05 mM e 0,5 mM, ovoalbumina 1
mg/mL, BSA 1 mg/mL, glicose 200 mM e celobiose 10 mM (concentracdes finais). No
caso dos detergentes, as duas concentracdes escolhidas correspondem a uma
condicao abaixo ou acima da concentracdo micelar critica (CMC). A atividade residual
foi quantificada apds adicdo dos estabilizantes e apdés um dia de armazenamento em
geladeira, conforme descrito no item 4.4.2. A atividade enzimatica relativa foi
determinada pela correlacdo com a atividade da enzima nao submetida aos
tratamentos, a qual foi considerada como sendo 100 % de atividade enzimatica.

4.11 Determinacao da Configuracao do Carbono Anomérico dos Produtos de
Reacao

Este método foi desenvolvido por Semenza et al. (1968). A mistura de reacao de
0,05 mL, contendo 10 mM de celobiose em tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,0 e a
enzima em uma diluicdo apropriada, foi incubada a 40 °C em banho termostatico (M.S.
Mistura, Rio de Janeiro, Brasil), por 30 min para Pcpglu1 e por 120 min para PcBGlu2.
A reacao foi paralisada adicionando-se 100 mM do inibidor glucono-6-lactona ou
incubando a reacdo por 5 min a 99 °C em termociclador (Applied Biosystems,
Singapura), e adicionando glucono-d-lactona posteriormente. O volume presente nas
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placas de PCR foi transferido para microplacas de 96 pocos e adicionado de 100 uL de
glicose oxidase (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) (Raabo;Terkildsen, 1960). Leituras foram
realizadas a 505 nm no leitor de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices, Califérnia,
USA) a cada 1 min por 20 min a 37 °C.

Como controles, foram utilizadas solugdes de a-glicose incubada a 99 °C por 5
min em termociclador (Applied Biosystems, Singapura) e nao fervida, preparadas na
hora. Na aliquota de 100 yL contendo 24 nmol de glicose foi adicionado 100 uL de
glicose monoreagente (Bioclin, Minas Gerais, Brasil). As amostras foram transferidas
para microplacas de 96 pocos e leituras foram realizadas a cada 1 min a 505 nm no
leitor de placa Spectra Max 190 (Molecular Devices, Califérnia, USA) a 37 °C por 20

min.

4.12 Caracterizacao Bioquimica das B-glicosidases

4.12.1 Efeito da Temperatura

A estabilidade térmica das enzimas purificadas foi avaliada incubando 500 pL
das proteinas em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de Janeiro, Brasil) durante 4 h
nas temperaturas de 40, 50, 60, 70 ou 80 °C, para PcBGlut e 30, 40, 50, 60 ou 70 °C
para PcpGlu2. No caso de PcBGlu2 foram feitos testes de estabilidade na presenca e
auséncia de BSA 1 mg/mL. PcBGlu1 foi incubada na temperatura de 50 °C na presenca
e auséncia de sulfato de aménio. Aliquotas foram retiradas em diferentes intervalos de
tempo. A atividade residual foi determinada conforme descrito no item 4.4.2 A atividade
enzimatica relativa foi determinada pela correlagcdo com a atividade da enzima nao
submetida a incubacdo, a qual foi considerada como sendo 100 % de atividade
enzimatica.

A partir dos resultados encontrados foi possivel calcular a constante de
desnaturacdo (kg) das proteinas e a meia vida (ti2), que seria o tempo no qual a
enzima perde 50 % de sua atividade.

Foram utilizadas as seguintes equagodes:
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= —kg4t
E, ©
T, — In0,5
1/2 - kd

Sendo E; a atividade da enzima no tempo 0 e E a atividade da enzima no tempo

4.12.2 Efeito do pH

Para determinagéo do pH 6timo de atividade das enzimas, o ensaio enzimatico
foi realizado em diferentes valores de pH. Diversos tampdes foram testados de forma a
identificar os que ndo inibiam a atividade das enzimas. Para PcfGlu1 foram utilizados
os tampodes citrato/fosfato (pH 3 a 7), EPPS (pH 7 a 9), AMPSO (pH 9 e 10) e CAPS
(pH 10 e 11) e para PcBGlu2 foram utilizados os tampdes acetato de sédio/acido
acético (pH 3,7 a 6), MOPS (pH 6 a 8), EPPS (pH 7 a 9) e AMPSO (pH 9 e 10). A
determinacao de atividade foi realizada como descrito no item 4.3.2, porém o tampéao
acetato foi substituido pelos tampdes citados acima.

A estabilidade em diferentes valores de pH foi avaliada pré-incubando as
enzimas por 4 h a 40 °C em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de Janeiro, Brasil),
nos mesmos tampdes utilizados para pH étimo. A mistura de reacdo de 0,1 mL,
continha 20 pL de amostra e 100 mM de tampao. Apds 4 h de incubagao aliquotas
foram retiradas e a atividade residual de B-glicosidase foi determinada de acordo com o
item 4.4.2, no entanto foi utilizado tampao acetato de sédio 200 mM (concentracao
final), para garantir que a atividade residual seja medida em pH 5. A atividade
enzimatica relativa foi determinada pela correlacdo com a atividade da enzima nao
submetida aos tratamentos, a qual foi considerada como sendo 100 % de atividade

enzimatica.

4.12.3 Especificidade para o Substrato
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Com o objetivo de determinar a especificidade das enzimas purificadas, ensaios
enzimaticos foram realizados com substratos naturais, sintéticos e poliméricos.

Além da determinacdo da atividade de [-glicosidase sobre os substratos
sintéticos pNPBGli e MUBGIi, a atividade foi também determinada sobre pNPBgal,
octilBGli, MUBMan, os substratos gentiobiose, laminaribiose, celobiose, celotriose,
celotetraose, celopentaose e os polimeros laminarina, carboximetilcelulose (CMC) e
celulose microcristalina (Avicel®).

A atividade de B-glicosidase foi determinada identificando a liberagdo de
acucares redutores, glicose, compostos fluorescentes ou p-nitrofenol. A atividade sobre
pNPBgal, foi identificada conforme descrito no item 4.4.1 e para MUBMan a atividade
foi identificada conforme descrito no item 4.4.2.

A atividade sobre os substratos octilBgli, gentiobiose, laminaribiose, C2, C3, C4
e C5 foi identificada conforme descrito no item 4.4.3 e sobre os polimeros laminarina,
celulose microcristalina e CMC, foi identificada conforme descrito no item 4.4.4.

4.12.4 Efeito de lons

O efeito de ions na atividade de PcpGlu1 e PcBGlu2 foi determinado incubando
as enzimas em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio de Janeiro, Brasil), na presenca
de 100 mM dos fons testados, a 40 °C por 30 min. A atividade residual foi determinada,
conforme descrito no item 4.3.2. Foram utilizados os seguintes ions: NaCl, NaNO3, KCl,
NH4Cl, Pb(NOg3),, BaCl,, ZnCly, MgClz, MnCl,, CaCl,, CoCly, FeCls, HgCl, CuSOs,.

A atividade enzimatica residual foi determinada pela correlacdo com a atividade
da enzima nao submetida aos tratamentos, a qual foi considerada como sendo 100 %

de atividade enzimatica.

4.13 Caracterizacao Cinética

4.13.1 Determinacao Parametros Cinéticos

Os valores da Constante de Michaelis (Kuy) e Velocidade Maxima (Vpmax) foram
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determinados sobre diversos substratos, incubando as enzimas com concentracdes
crescentes destes substratos. O ensaio foi realizado a 40 °C em banho termostatico
(M.S. Mistura, Rio de Janeiro, Brasil) e o tempo de incubacéo variou com o substrato
utilizado. Os ensaios foram realizados de acordo com o item 4.4, dependendo do
substrato utilizado.

Foram utilizados os seguintes substratos: pNPBGl, MUBGI, OctilBGli,
gentiobiose, laminaribiose, celobiose, celotriose, celotetraose, celopentaose e
laminarina.

Os valores foram determinados a partir da curva de velocidade em funcao da
concentracao de substrato (Plote de Michaelis-Menten), e pelo grafico Duplo-Reciproco
(Plote de Lineweaver-Burk), obtidos no programa GraFit (GraFit version_7.0.3,
Erithacus Software Limited- http://www.erithacus.com/grafit/Software Updates.htm).

A partir destes resultados e dos resultados de quantificacdo de proteina e de
estimativa da massa molecular das proteinas purificadas, foi possivel o célculo da

constante catalitica (kcar), a partir da equacgao:

Vmax
[Enzima Total]

kear =

4.13.2 Determinacao de padroes de inibicao e constantes de inibicao (Kj)

A inibicdo das B-glicosidases por glicose e celobiose foi determinada utilizando
pNPBGIi como substrato. A enzima PcBGlu1 foi incubada em banho termostatico (M.S.
Mistura, Rio de Janeiro, Brasil) a 40 °C por 30 min com o substrato pNPBGIi em
concentracdes de 0,1 a 3 mM em tampao acetato de sddio 50 mM pH 5,0 e glicose nas
concentragdes de 0, 0,25, 0,5, 1,5, 5 e 15 mM ou celobiose nas concentragdes de 0,
2,5,5,10, 15 e 18 mM. PcBGlu2 foi incubada em banho termostatico (M.S. Mistura, Rio
de Janeiro, Brasil) a 40 °C por 120 min com o substrato pNPBGIli em concentracdes de
0,02 a 0,5 mM em tampao acetato de sddio 50 mM pH 5,0 e glicose nas concentracdes
de 0, 0,5, 1, 2,5, 5 e 10 mM ou celobiose nas concentracdes de 0, 0,5, 1, 2,5, 5, e 10
mM. A atividade foi determinada de acordo o item 4.4.1.

Os valores de K| foram determinados utilizando o grafico Duplo-Reciproco ou
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Plote de Dixon obtidos pelo programa GraFit (GraFit version_7.0.3).

4.13.3 Afinidade de Ligacao a Residuos Glicosil em Subsitios no Sitio Ativo

Segundo Hiromi et al. (1973) o valor de kc/Ky pode ser utilizado para
determinar a afinidade de subsitios utilizando substratos lineares com diferentes graus
de polimerizacdo. Os valores de afinidade de subsitios (A;) e da Constante da taxa
intrinseca de hidrélise (kint) que é a taxa de hidrélise das ligagdes do substrato
independente do seu grau de polimerizacado, podem ser obtidos a partir das equacgdes
descritas abaixo. Existem duas formas de nomenclatura de subsitios, de acordo com
Davies et al. (1997) os subsitios que ligam residuos presentes na extremidade nao-
redutora em relacao ao restante do substrato sdo numerados como -1, -2 e etc., a partir
do sitio de hidrélise (ligacédo posicionada entre os residuos de glicose nos subsitios -1 e
+1). Aqueles subsitios colocados na direcao da extremidade redutora sdo chamados
+1, +2 e assim por diante. De acordo com a teoria de Hiromi et al. (1973) os subsitios
sdo numerados a partir do sitio ao qual se liga a extremidade nao redutora dos

substratos e A;para i>2 pode ser obtido por,

kcat
)

Ane1 = RT {(In (22) [~ Ing

M7 nt
sendo R a constante dos gases ideais e T a temperatura em kelvin.

A-1 e kint podem ser calculados a partir de um gréafico de exp (An+1/RT) X (1/kcat),
pois Kcat € proporcional a fracao produtiva dos complexos de ligagcao enzima-substrato.

A,

(RT) int A4
= eXx — | — eX _—
)= X S, P RY

ex (An+1

PURT

No caso das B-glicosidases purificadas os valores de Kca/Km obtidos para os
substratos celobiose, celotriose, celotetraose e celopentaose foram utilizados.

A, pode entdo ser calculado a partir da equacao:

36



(A1+A2+A3+A4+--)

kca
(e, = Kyne 0,018 exp( HIAZRIAL)y

Ky

A validade dos calculos pode ser confirmada comparando os dados
experimentais com os dados teoricos obtidos. Os valores teoricos foram obtidos pela
equacao:

n

k A;

G = kint 0,018 exp(z1 )
1=

De acordo com Hiromi et al. (1973), os dados experimentais e teéricos ndo devem
possuir desvio maior que 20 %, para confirmar a validade da teoria de que kint €
independente de n e de que os valores de A; sao aditivos.

Para o célculo das afinididades dos sitios A1 e A ou A.1 e A,y de PcpGlu2 foram
utilizados os valores das constantes de afinidade de ligacdo molecular da celotetraose,
B1.c4 € de celobiose, B¢ € as afinidades dos subsitios 3 e 4( +2 e +3), utilizando as
seguintes equagoes:

Bcaapp = Al + A2 + A3 + A4 = RT In (K;M) + 2,4
BC4—,app — A3 - A4 = BI,CZ
Bcoapp = Al + A2 = RT In (KMCZ) + 2,4

Sendo 2,4 kcal/mol o valor de entropia livre da 4gua a 25 °C.

4.14 Hidrolise Enzimatica

Para testar a capacidade de hidrolise de substratos complexos e para determinar
a existéncia de sinergismo entre as enzimas purificadas e enzimas de um coquetel de

Trichoderma reesei, foram realizados testes de hidrélise utilizando bagago de cana
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coloidal, fibra de coco coloidal e folha de bananeira coloidal como substratos.
Os ensaios foram realizados da seguinte maneira:
(1) 2,5 % (p/v) de substrato + tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0+ 0,01 % (p/v) de
azida sédica — CONTROLE

(2) 2,5 % (p/v) de substrato + tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0+ 0,01 % (p/v) de
azida sodica + 10 CBU/g de biomassa de PcpGlu1 ou PcBGlu2.

(3) 2,5 % (p/v) de substrato + tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0 + 0,01 % (p/v) de
azida sodica + 7 CBU/g de biomassa de coquetel T. reesei.

(4) 2,5 % (p/v) de substrato + tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0 + 0,01 % (p/v) de
azida sodica + 7 CBU/g de biomassa de coquetel T. reesei + 10 CBU/g de biomassa de
PcBGlu1 ou PcpGlu2 pH5,0.

1 CBU é definido como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol
de glicose por min a partir de celobiose nas condi¢des de ensaio.

Os ensaios (3 mL) foram realizados em criotubos e deixados em agitador orbital
(INOVA 4230 — New Brunswick Scientific, Nova Jersey, Estados Unidos) sob
temperatura de 40 °C e 150 rpm durante 24 h. Aliquotas de 150 uL foram retiradas em
diferentes intervalos de tempo e incubadas a 99 °C por 5 min em termociclador
(Applied Biosystems, Singapura). As amostras foram entdo centrifugadas por 5 min a
14500 rpm (Legend Micro 21 R - Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos), para
precipitacdo do substrato insoluvel. O sobrenadante foi recolhido para determinagéo
de acucares.

A presenca de acucares redutores no sobrenadante (aclUcares soluveis) foi
quantificada de acordo com o método de Miller (1959). A mistura reacional contendo
20 uL de sobrenadante foi adicionada de 40 uL do reagente de DNS e incubada por 5
min a 99 °C em termociclador (Applied Biosystems, Singapura). A absorbancia final da
reacdo foi determinada a 550 nm no leitor Spectra Max 190 (Molecular Devices,
Califérnia, USA). Os valores de absorbancia a 550 nm obtidos foram transformados
em pmol de agucar redutor, utilizando uma curva analitica (Y = 1,556 X + 0,036, R®

0,99). A curva analitica foi construida utilizando de 0 a 0,20 umol de glicose.

38



A determinacao de acucares totais presentes nos substratos, necessaria para o
calculo da porcentagem de hidrdlise, foi realizada de acordo com Dubois et al., (1956).
Os substratos foram diluidos em concentracdes apropriadas e em 400 uL foram
adicionados 400 pL de fenol 5 % (p/v) € 2 mL de HoSO4 96 % (p/v). Apds 5 min de
reacao a absorbancia foi determinada a 490 nm no leitor Spectra Max 190 (Molecular
Devices, California, USA). Os valores de absorbancia a 490 nm obtidos foram
transformados em ug de acucar, utilizando uma curva analitica (Y = 0,0023 X + 0,073,

R? 0,99). A curva analitica foi construida utilizando de 0 a 200 pg de glicose.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inducao da producao de B-glicosidases por Penicillium chrysogenum em
meio liquido

Fungos filamentosos sdo conhecidos como bons produtores de B-glicosidases e
um grande numero de B-glicosidases da familia GH1 e GH3 tem sido purificado e
caracterizado a partir desses organismos. A habilidade destes fungos em crescer em
substratos de baixo custo, faz deles fontes potenciais de enzimas para aplicacdes
industriais (Wang et al., 2005). Existem varios dados disponiveis para produgéao de B-
glicosidases por fungos filamentosos como Penicillium brasilianum (Krogh et al., 2010),
P. decumbens (Chen et al., 2010), Phanerochaete chrysosporium (Tsukada et al.2006),
Paecilomyces sp., (Yang et al.,, 2009), entre outras espécies de Penicillium que
apresentam alta atividade de enzimas lignoceluloliticas.

O fungo mesofilico Penicillium chrysogenum é largamente conhecido, devido a
seu uso para producdo de penicilinas. As linhagens industriais sdo derivadas da
linhagem P. chrysogenum NRRL1951, isolada de melao (Van de Berg et al., 2008).
Trabalhos anteriores ja relataram o uso deste fungo para producdo de celulases
utilizando farelo de trigo como fonte de carbono, como Nefisa et al., (1992), que
encontraram alta atividade de B-glicosidase extracelular, carboximetil celulases e
FPases. Este fungo ainda é capaz de crescer em xilana como Unica fonte de carbono
produzindo xilanases em altas quantidades (Haas et al., 1992 e 1993).

A utilizacdo de residuos agroindustriais para producdo destas enzimas tem
atraido muito interesse visto que isso pode contribuir para a diminuicdo dos custos de
producado destas enzimas e também para diminuicdo da poluicdo ambiental causada
pelo acumulo destes residuos no ambiente. O farelo de trigo € um produto secundario
produzido por diversas industrias e uma fonte de carbono largamente disponivel.
Possui um baixo conteddo de lignina (< 20 % p/p), sendo uma fonte rica em
carboidratos (30 % celulose e 50 % hemiceluloses) (Zilliox et al., 1998). Além da
presenca de componentes nutricionais importantes, caracteristicas fisicas do farelo de
trigo também desempenham um papel vital no processo de fermentacao,pois ofarelo
tem a capacidade de manter alto teor de umidade no meio. Esta habilidade promove o
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crescimento do fungo, se assemelhando as condicbes ambientais naturais. Como
demonstrado em trabalhos anteriores o farelo de trigo é uma fonte de carbono
adequada para producdo de enzimas do complexo celulolitico (Javed et al., 2011,
Soarse et al., 2010, Assareh et al., 2012).

O fungo P. chrysogenum UFV1, isolado de bagago de cana e utilizado neste
trabalho, mostrou-se um eficiente produtor de enzimas lignoceluloliticas quando
cultivado em meio liquido contendo farelo de trigo como fonte de carbono. De acordo
com a figura 6 o farelo de trigo foi capaz de induzir a producéo de B-glicosidase.

Tem sido reportado que a atividade de celulases € regulada por proteinas
conhecidas como CreA, CreB e CreC, que participam do processo de repressao por
catabdlito, o que faz com que a célula passe a expressar genes que codificam
proteinas para utilizacdo da fonte de carbono mais disponivel no ambiente em que se
encontram (Mach et al., 2003). Assim, quando cultivado em meio contendo uma fonte
de carbono disponivel, no caso farelo de trigo, o fungo inicia a producao de celulases e
hemicelulases para utilizacdo desta fonte. Em fungos, a expressao dos genes que
codificam para enzimas do complexo lignocelulolitico ocorre de forma constitutiva
basal, assim a celulose pode ser hidrolisada a pequenas quantidades de celobiose e
esta pode por exemplo ser absorvida pela célula e estimular a secrecdo de outras
celulases (Suto; Tomita, 2001). De acordo com Jorgensen et al. (2004), o crescimento
de Penicillium em meio mineral contendo glicose reprime a producdo de enzimas, e
somente apOs a exaustao de glicose 0os microorganismos iniciam a produgdo de B-

glicosidases.
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Figura 6: Producéo de -glicosidase ao longo do tempo, secretada por Penicillium chrysogenum UFV1

quando cultivado em meio liquido contendo farelo trigo como fonte de carbono.

As aliquotas coletadas diariamente durante o cultivo de P. chrysogenum UFV1
em farelo de trigo foram analisadas para atividade de B-glicosidase (figura 6). A
atividade foi identificada apds 48 h de inoculagdo. No entanto as maiores atividades
foram encontradas apés 9 e 10 dias, com producdo de 1 U/mL e 0,94 U/mL,
respectivamente. Observando a figura 6 nota-se que a produgcdo de B-glicosidase
permanece elevada entre o sexto e décimo dias. Decker et al. (2000) encontraram
valores de 81,1 U/mL para Aspergillus japonicus e 122,4 U/mL para Aspergillus
aculeatus utilizando arabinoxilana de trigo como fonte de carbono, apés 168 h de
fermentacdo. Elyas et al. (2010), testaram diversas fontes para producdo de B -
glicosidase por Aspergillus-SA 58, os resultados mais significativos foram encontrados
apos 96 h de incubacao quando pectina foi utilizada como fonte de carbono (80 U/mL)
e o0s piores resultados foram encontrados quando utilizou-se glicose como fonte de
carbono. Kovacs et al. (2008) descreveram a producao de B-glicosidase por mutantes
de T. artroviride e compararam com producdo por T. reesei, utilizando folhas de
salgueiro como fonte de carbono. Foram encontrados valores de 4,7 U/mL a 11,7 U/mL
para os mutantes de T. artroviride e valores de 0,05 U/mL e 0,07 U/mL para mutantes
de T. reesei Rut C30.
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Em termos de atividade especifica, neste trabalho, nos oitavo e nono dias foram
encontrados 104,7 e 105,6 U/g de proteina, respectivamente. Falkoski et al. (2013),
também encontraram atividades de B-glicosidases mais elevadas ap6s 8 dias de
fermentacdo utilizando farelo de trigo como fonte de carbono para Chrysoporthe
cubensis, mas a atividade especifica (21,5 U/g proteina) foi menor que a encontrada
neste trabalho. Pal et al. (2010), demonstraram a produg¢do de B-glicosidase intra e
extracelular em meio contendo 2-deoxy-D-glucose e celobiose, apds 3 dias de cultivo,
com atividade especifica de 40 U/mg de proteina para a enzima intracelular. Liu et al.
(2006), utilizaram fermentacdo em estado sélido para a producdo de B-glicosidase e
apos 3 dias obteve atividade especifica de 0,52 U/g proteina para Thricoderma viride
utilizando palha e farelo de arroz como fontes de carbono. Em outros trabalhos foram
encontrados valores de 0,01 U/g proteina para Aspergillus Niger utilizando forragem de
amendoin (Chandra et al., 2007) e 9,45 U/g proteina para Aspergillus oryzae utilizando
farelo de trigo e casca de soja (Brijwani et al., 2010).

Visando a purificagdo da enzima, que busca aumentar atividade especifica da
enzima retirando proteinas contaminantes, o extrato obtido apds 192 h de inoculacao
do fungo foi utilizado para as etapas posteriores.

5.2 Purificacao de B- glicosidases de P. chrysogenum

O processo de purificacdo visa a retirada de proteinas indesejadas do meio
aumentando a concentracdo da proteina de interesse. A pureza das proteinas é um
pré-requisito para o estudo de suas estrutura, fungcdo e potenciais aplicacdes. No
entanto, para aplicagdes na industria de alimentos ou para producado de detergentes
domésticos, por exemplo, baixo ou moderado grau de pureza é aceitavel (Queiroz et
al., 2001). Assim o nivel de purificacdo requerido depende do uso final da enzima.

O cultivo obtido de P. chrysogenum em meio liquido por 8 dias foi submetido a
quatro etapas para purificacdo de duas pB-glicosidases secretadas. O meio foi
centrifugado e o0 sobrenadante submetido a precipitagdo com sulfato de aménio,
cromatografia de interacédo hidrofébica e cromatografia de exclusdo molecular.
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A precipitagao por sulfato de aménio é uma técnica que pode ser utilizada antes
da cromatografia de interacao hidrofdbica, pois diminui a interagéo das proteinas com a
agua e aumenta a hidrofobicidade do meio, ajudando no processo de ligacao das
regides periféricas hidrofébicas das proteinas aos grupamentos imobilizados na resina
hidrofébica. Com o intuito de acoplar as duas técnicas no processo de purificacao da -
glicosidase de Penicillium chrysogenum, foram feitos testes de precipitacdo de
proteinas em concentragdes de 20, 40, 50 e 60 % de sulfato de amdnio. De acordo
com a figura 7, observamos o aumento da atividade especifica no sobrenadante
quando uma quantidade maior de sulfato de amdnio foi adicionada no meio. Em baixas
concentracbes a presenca de sal no meio pode estabilizar proteinas através de
interacoes eletrostaticas nao especificas, dependentes da forga ibnica do meio. Com o
aumento de sal no meio, no caso sulfato de amdnio, o sal compete com as proteinas
pelo solvente, retirando a capa de solvatacao das proteinas e favorecendo a formacao
de agregados proteicos, que precipitam (Arakawa; Timasheff, 1984). Com adi¢do de
20, 40 e 50 % de sal a recuperacao de atividade enzimatica no sobrenadante foi de 88,
83 e 77 % respectivamente. Apos adicdo de 60 % de sulfato de aménio, apenas 61 %
da atividade foi recuperada. O calculo de atividade especifica é dificultado nesta etapa
devido a grande quantidade de sal presente na amostra, pois o sulfato de aménio é
interferente em diversos métodos de quantificacdo de proteina. Para minimizar o erro
provocado pela presenca de sal, as amostras do sobrenadante foram precipitadas com
acido deoxicolico como descrito no item 4.6.1. De acordo com os valores obtidos, a
atividade especifica no sobrenadante aumentou com a adicédo de sal até a saturacao
de 50 %, apresentando atividade especifica de 215 U/g de proteina e incremento de
2,1 vezes. Com a adicao de 60 % de sal a atividade especifica cai para 168 U/g de
proteina, demonstrando a precipitacdo de B-glicosidase. Portanto para as etapas
posteriores foi utilizado o sobrenadante saturado com 50 % de sulfato de aménio. Bhiri
et al. (2008) também utilizaram fracionamento com sulfato de aménio para purificacao
de B-glicosidase de P. occitanis, conseguindo um incremento de 1,09 vezes na
atividade especifica saturando o meio com 50 % de sal. Souza et al. (2010) utilizaram
75 % de saturacao do meio com sulfato de amonio para purificacao de B-glicosidase de
Humicula Insolens com incremento 1,5 vezes na atividade especifica e recuperacao de
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95 %. Walleca e Mishra (2003) submeteram a proteina a concentragdes entre 40 e 80
% de sulfato de amdnio e obteve fator de purificacdo de 3,3 vezes para esta etapa da
purificacdo com 80 % de recuperacao da atividade de B-glicosidase para a levedura
Pichia etchellsii.
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Figura 7: Adicao de sulfato de aménio em diferentes porcentagens de saturacdo para precipitacdo de

proteinas do extrato de Penicillium chrysogenum.

A cromatografia de interacao hidrofobica faz a separacao de proteinas através
da interacao de regides periféricas ndao-polares das proteinas com ligantes hidrofébicos
imobilizados na resina. Na presenca de alta concentracdo de sais as proteinas tem seu
carater hidrofébico ressaltado e passam a interagir menos com agua, ou seja, a
hidrofobicidade do meio é aumentada, facilitando a interacdo das proteinas com a
resina. Assim neste tipo de cromatografia a coluna é equilibrada com tampao contendo
alta concentracéo de sal, no caso sulfato de aménio, a amostra é aplicada e a eluicao
ocorre aplicando-se gradiente decrescente da concentracéo de sal.

O sobrenandante obtido da precipitacdo com 50 % de saturacdo de sulfato de
amonio foi submetido a cromatografia de interacao hidrofébica em resina de Phenil
Sepharose previamente equilibrada em tampao acetato de sdédio 50 mM pH 5,0
contendo 2,2 M de sulfato de aménio (mesma concentracdo de sal presente na

amostra). Foram coletadas 30 amostras com 5 mL cada e a atividade sobre pNPBGli e
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MURBGIi foi determinada em cada amostra. Foi observado no perfil cromatografico, a
separacao de dois picos proteicos com atividade enzimatica sobre os dois substratos
nas fracbes 12 a 16 e 25 a 30, sugerindo que duas isoformas da enzima foram
secretadas por Penicillium chrysogenum nas condi¢des de fermentacdo a que foi
submetido (Figura 8). Neste caso 0s picos proteicos com maior absorcdo a 280 nm,
nao correspondem as proteinas de interesse, 0 que é interessante, pois demonstra a
retirada de grande parte das proteinas contaminantes com esta etapa de purificacao.
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Figura 8: Perfil cromatografico obtido apdés submeter o sobrenadante do cultivo de Penicillium
chrysogenum em meio liquido a precipitagdo com 50 % de sulfato de ambnio e a cromatografia de
interacdo hidrofébica em coluna de Phenyl Sepharose. PcfGlu1 - fragdes 12 a 16 e PcpGlu2 - fragbes
25 a 30.

As fragdes com atividade de B-glicosidase obtidas apds a cromatografia de
interacao hidrofébica foram identificadas como PcBGlu1 e PcBGlu2. Grande parte das
proteinas presentes no extrato foram eluidas antes do gradiente decrescente de sal, ou
seja, grande parte das proteinas nao ficou aderida a coluna na condicao utilizada.
PcBGlu1 foi eluida no inicio do gradiente decrescente de sal e PcfGlu2 foi eluida no
fim do gradiente, demonstrando que PcBGlu1 possui menos residuos de aminoacidos

hidrofébicos periféricos capazes de interagir com a resina que PcfGlu2. Como pode
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ser observado na figura acima, PcGlu1 apresentou maior atividade sobre o substrato
pNPBGIi enquanto PcBGlu2 apresentou maior atividade sobre MUBGIi. Nesta etapa de
purificacdo foi obtido fator de purificacdo de 3,9 X com recuperacédo de 9,9 % para
PcBGlu1 e de 3,3 X com recuperacao de 15,8 % para PcpGlu2.

Ap6s a cromatografia de interacdo hidrofébica as fracdes correspondentes a
PcBGlu1 e PcBGlu2 foram reunidas, sendo parte precipitada e submetida a eletroforese
(SDS PAGE, 7,5%). O perfil de migracdo estd apresentado na figura 10. A andlise
eletroforética das amostras demonstrou a purificacdo de PcBGlul, e a presenca de
duas bandas contaminantes para PcBGlu2, estando esta apenas parcialmente
purificada.

Para purificacdo adicional de PcfGlu2 esta foi submetida a cromatografia de
exclusdo molecular. A cromatografia de exclusdo molecular separa moléculas de
acordo com seu tamanho e forma, sendo que moléculas maiores séao eluidas antes das
moléculas menores, que possuem um caminho médio livre maior a ser percorrido. A
resina utilizada para este tipo de cromatografia possui poros € no caso, moléculas
menores tem acesso a uma quantidade maior de poros e possuem uma velocidade
menor de migragdo. As moléculas sao eluidas com a utilizagao do tampao de equilibrio
da coluna, no caso tampao acetato de sddio 50 mM pH 5 contendo 100 mM de sulfato
de aménio. Nao é necessario aplicar gradiente neste caso. Devido a baixa estabilidade
de PcpGlu2 foi necessario saturar a coluna com 100 mM de sulfato de aménio para
que a amostra ndo fosse dessalinizada.

O material obtido da cromatografia de interacdo hidrofdbica foi aplicado em
resina Superdex 200, tendo sido coletadas 60 amostras com volume de 0,5 mL cada. A
atividade de B-glicosidase foi determinada com a utilizagdo do substrato fluorescente
MuBGli. PcBGlu2 foi identificada nas fracdes de 29 a 32 como pode ser visto no perfil
cromatografico demonstrado na Figura 9. A maioria das proteinas contaminantes foram
eluidas apds o pico de PcBGlu2 como esperado, pois de acordo com a figura 10, os
contaminantes apresentam menor massa molecular que a proteina de interesse.

O resumo do processo de purificacdo esta apresentado na Tabela 1.
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A amostra obtida foi precipitada e submetida a eletroforese em gel desnaturante
(SDS PAGE 7,5 %), Figura 10B. O perfil eletroforético demonstra a presenca de
apenas uma banda proteica e, assim, a purificacao de PcpGlu2.
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Figura 9: Perfil cromatografico obtido apos submeter PcBGlu2 a cromatografia de excluséo molecular

em coluna Superdex 200. PcBGlu2: fragdes 29 a 32.

Apés esta etapa de purificacdo foi obtido uma recuperacao de 3,2 % final para
esta proteina e fator de purificacéo de 3,4 vezes, como demonstrado na tabela 1.

Ao final do processo de purificacao, PcGlu1 apresentou atividade especifica de
398,3 U/g de proteina e PcpGlu2 atividade especifica de 349,2 U/g de proteina.
Podemos observar pelos resultados que ndo houve incremento significativo no fator de
purificacdo da proteina, este fato ocorre devido a baixa concentragdo de proteina
secretada pelo fungo nas condi¢cdes impostas, o que leva a uma alta atividade
especifica inicial e a perda de atividade durante as etapas de purificacdo. Além disso, a
quantificacdo de proteina pode ser subestimada devido a presenca de sulfato de
aménio no meio, que interfere nos métodos de quantificagdo, dificultando a
determinacao do fator de purificacdo das proteinas. A recuperacao final das proteinas
purificadas foi baixa, mas esse baixo rendimento ja foi relatado por alguns autores.
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Nguyen et al., (2010) purificaram a B-glicosidase de S. hirsutum com apenas
uma etapa de gel filtracdo em Superdex 200 e com fator de purificacdo de 208 vezes,
mas apenas 6,4 % de recuperacao.

Tabela 1: Tabela de purificacdo obtida para B-glicosidases de P. chrysogenum utilizando o substrato
fluorescente MuBGli para identificagcao da atividade.

Fator de

e Proteina Total  Atividade Especifica e Recuperacio
Amostra Atividade Total (mU) B Purificagdo

(mg) {mU/mg of proteina) X) (%)
Extrato Bruto 3464.1 34.2 101.4 1.0 100.0
50% (NH,),50, 2666.0 12.9 205.9 2.0 77.0

PcfGlul 341.6 0.9 398.3 3.9 9.9

Phenyl Sefarose CBEly

PcpGluz 547.2 1.6 338.1 3.3 15.8

Superdex 200 PcpGlu2 111.1 0.3 349.2 3.4 3.2

Pal et al. (2010) purificaram uma B-glicosidase de Termitomyces clypeatus com
utilizacao de trés etapas de purificacao e obteve rendimento final de 6,5 %. Daroit et al.,
(2008) utilizaram precipitacdo com acetona, gel filtragdo e interagdo hidrofobica para
purificacdo de B-glicosidase de Monascus purpureos, com rendimento final de 23 %,
fator de purificacdo de 92 vezes e atividade especifica de 84 U/mg de proteina. Souza
et al. (2010), purificaram uma B-glicosidase de Humicola insolens através da utilizacao
de precipitacdo com sulfato de amédnio, cromatografia de troca ibnica e exclusédo
molecular, neste caso obtiveram um rendimento de 44 %, fator de purificacdo de 21
vezes e atividade especifica de 18 U/mg de proteina. Bhiri et al. (2008), encontraram
duas p-glicosidases de P. occitanis no processo de purificagcdo, ambas foram
purificadas apds etapas de precipitacdo com sulfato de amédnio, cromatografia de
exclusdo molecular e troca ibnica. Foram obtidas atividades especificas de 102,5 e 173
U/g de proteina e fator de purificacao de 4,45 vezes e 7,5 vezes para as [B-glicosidases
encontradas. O rendimento do processo nao foi relatado pelos autores.
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Figura 10: Eletroforese desnaturante (SDS PAGE 7,5 %) corada com prata demonstrando as etapas de
purificacdo. A1: Marcador de peso molecular. A2: Extrato bruto. A3: Cromatografia de interagéo
hidrofébica Phenyl Sepharose, PcfGlu1. A4: Cromatografia de interagdo hidrofobica Phenyl Sepharose,
PcBGlu2. B1: Marcador de peso molecular.B2: Cromatografia de exclusdo molecular Superdex 200,
PcBGlu2.

5.3 Caracterizacado Bioquimica das p-glicosidases

5.3.1 Estimativa da Massa Molecular

Apbs obtencdo das proteinas purificadas, a massa molecular das proteinas
purificadas foi estimada a partir de regressao linear obtida pela correlagdo do logaritimo
da massa molecular de proteinas padrdao com a distancia percorrida no gel de SDS
PAGE em centimetros. A curva padrao obtida esta representada na Figura 11.

A massa molecular das enzimas purificadas foi estimada em 134 kDa e 98 kDa
para PcBGlul e PcBGlu2 respectivamente.
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Figura 11: Determinagdo da massa molecular das B-glicosidases purificadas de Penicillium
chrysogenum por eletroforese desnaturante SDS PAGE (7,5 %).

A estimativa da massa molecular das 3-glicosidases em sua conformagéo nativa
foi determinada por cromatografia de exclusdo molecular em coluna superdex 200 a
partir do volume de eluicdo das B-glicosidases. De acordo com a Figura 12 podemos
observar que PcBGlu1 possui volume de eluicdo menor que PcpGlu2 e que portanto
percorre um caminho menor dentro da resina de gel filtracdo, o que confirma que esta
possui uma massa molecular maior que PcfGlu2. Os volumes de eluigéo para PcfGlu1

e PcpGlu2, foram 10,8 mL e 15,1 mL respetivamente.
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Figura 12: Perfil cromatogréfico obtido apds submeter PcfGlul e PcBGlu2 a cromatografia de exclusdo
molecular em coluna Superdex 200, para estimativa de massa molecular da proteina em conformacao

nativa.

A Figura 13, representa a curva padrdo obtida a partir do volume de eluicdo de
proteinas com massas moleculares conhecidas. Neste caso podemos observar que o
coeficiente de correlacao da curva padrao € mais baixo que o encontrado para a curva
estimativa de massa molecular a partir da distancia percorrida no gel, isto ocorre
porque na filtragdo em gel além do tamanho as proteinas migram também de acordo
com sua forma.

As massas moleculares de PcpGlu1 e PcfGlu2 foram estimadas em 258 kDa e
98 kDa, respectivamente. Os valores encontrados para as proteinas na sua forma
nativa demonstram que PcBGlu1 é provavelmente um homodimero, pois em condigbes
desnaturantes a massa estimada foi de aproximadamente 134 kDa e que PcBGlu2 é
um monémero apresentando apenas uma subunidade.

De acordo com a literatura enzimas que possuem subunidade com massa
molecular entre 40-60 kDa sao geralmente monoméricas, enquanto subunidades com
massas moleculares de 70-120 kDa sdo observadas como multiméricas (Zanoelo et al.,
2004). Segundo Wood et al. (1982) a massa molecular de B-glicosidases produzidas
por fungos aerdbios possuem em geral de 40 a 480 kDa.
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Figura 13: Determinacdo da massa molecular das B-glicosidases de Penicillium chrysogenum por

filtragdo em gel em resina Superdex 200, em FPLC.

Resultado semelhante ao encontrado neste trabalho foi descrito por Souza et al.
(2010), que purificaram uma B-glicosidase de Humicola Insolens com massa molecular
nativa de 94 kDa enquanto a massa estimada em SDS PAGE foi de 55 kDa, indicando
que esta enzima também é um homodimero. Yang et al. (2008) também purificaram
uma B-glicosidase de Paecilomyces thermophila com caracteristicas de homodimero,
com massa molecular nativa de 197 kDa e a massa estimada em SDS PAGE de 116
kDa. Chen et al., (2010) purificaram uma B-glicosidase de P. decumbens com massa
molecular de 120 kDa e Joo et al., (2010) também encontraram uma B-glicosidase na
forma de mondémero ativo de 120 kDa para P. pinophilum. Os dados presentes na
literatura demostram que B-glicosidases podem variar muito em relacdo a sua massa
molecular e em sua homogeneidade de subunidades principalmente devido as
modificagcdes pds-traducionais, pois algumas B-glicosidases sdo altamente glicosiladas.
Parry et al. (2001) identificaram uma p-glicosidase trimérica de Thermoscus
aurantiacus, a enzima apresentou massa molecular desnaturada de 120 kDa e massa

molecular nativa de 350 kDa.
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5.3.2 Zimografia

Amostras do extrato bruto e das etapas de purificacdo foram submetidas a
eletroforese nao desnaturante em gel de poliacrilamida (PAGE) para verificar a
atividade das proteinas em gel. A atividade beta-glicosidasica foi identificada no gel
através da utilizacao do substrato fluorescente MupBGli como pode ser observado na
Figura 14.

Como confirmado pela técnica, apenas duas bandas aparecem no extrato bruto
com atividade de B-glicosidase, confirmando que o fungo secretou apenas duas B-
glicosidases nas condi¢des de fermentacdo a que foi submetido. Van de Berg et al.,
(2008) identificaram a presenca de varios genes de [B-glicosidase no genoma de P.
chrysogenum.

Das amostras obtidas durante as etapas de purificacdo, percebe-se que nao
existe contaminacdo de PcfGlul na fracdo de PcBGlu2 e vice versa. Além disso,
podemos confirmar que as proteinas existentes nas fracdes obtidas no processo de
purificacao corrrespondem as proteinas com atividade B-glicolitica presente no extrato
bruto de P. chrysogenum.

Figura 14: Eletroforese em gel nativo (PAGE 7,5 %) demonstrando a atividade de B-glicosidase sobre
MuBGili. 1:Extrato bruto. 2: Cromatografia de interagao hidrofébica, pico 1 (PcfGlu1). 3: Cromatografia de

interagdo hidrofobica, pico 2 (PcfGlu2). 4: cromatografia de exclusdo molecular de PcfGlu2.
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5.3.3 Estabilizacdo de PcGlu2

Apés a etapa de gel filtracdo utilizada para purificacdo de PcpGlu2, percebemos
que a retirada de sal causada pelo processo cromatografico desestabilizou a proteina.
Para que a enzima nao perdesse totalmente a atividade ap6s a cromatografia de
exclusdo molecular, saturamos a coluna com 100 mM de sulfato de aménio. O sal nao
foi suficiente para manter a estabilidade da enzima submetida aos processos de
congelamento e descongelamento quando armazenada a -20 °C como podemos
observar na Figura 15.
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Figura 15: Atividade de PcBGlu2 apds cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 e

submetida a diversos ciclos de congelamento e descongelamento utilizando nitrogénio liquido.

A atividade da enzima foi medida logo apds o processo de purificacao e esta foi
submetida ao congelamento rapido utilizando nitrogénio liquido e armazenada a -20 °C.
Apés 1 ciclo de congelamento e descongelamento a enzima perdeu mais de 50 % de
atividade e apds 5 ciclos de congelamento e descongelamento a enzima possuia
apenas 10 % de atividade remanescente.

A estabilizacao desta proteina pela adicao de substratos, aglcares, detergentes
e proteinas, foi testada a -20 e 4 °C.
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Tabela 2: Efeito da adicédo de estabilizantes na atividade de PcBGlu2 antes e apds submeter a proteina a

-20 ou 4 °C.

Atividade L.
5 adicio Atividade
Temperatura (°C) Estabilizantes EPDE_ E! i Residual apds
estabilizante( 1 dia (%)
)
Controle 100.0 27.8
-20 DMSO 40 % 121.7 25.1
Glicerol 20 % 93.0 63.6
MNaCl 1m 98.2 36.0
Controle 100.0 3.8
Glicerol 10 % 100.5 5.5
Octil-p-glic 5 mM 6.2 5.9
Octil-p-glic 100 mM 0.4 0.5
4 Tween 20 0,05 mh 176.1 138.7
Tween 20 0,5 mh 178.1 1334
Ovoalbumina 1 mg/mL 141.8 99.6
BSA 1 mg/mL 139.2 113.7
Glicose 200 mM 2.1 1.6
Celobiose 10 mM 29.3 0.4

Testamos a adicgdo de DMSO 40 %, Glicerol 20 % e NaCl 1 M, para
estabilizacdo a — 20 °C, os dois primeiros atuam como crioprotetores impedindo a
formacao de cristais de gelo. A adicado de DMSO 40 % aumentou a atividade da
enzima, no entanto apés 1 dia de armazenamento e descongelamento da amostra a
atividade foi reduzida a 85,1 % em relacdo ao controle, e ocorreu estabilizagcdo de
apenas 70 % do inicial, demonstrando a perda de atividade apdés 1 dia de
armazenamento.

A adicao de glicerol 20 % e NaCl 1 M n&o afetou a atividade da enzima, mas os
reagentes ndo foram capazes de estabilizar a enzima, de acordo com a Tabela 2,
observamos a perda de atividade apés um dia de armazenamento. Glicerol 20 %
manteve apenas 63,6 % da atividade e NaCl apenas 36 %, com 68 e 37 % de
estabilizacdo. O glicerol pode atuar também como um estabilizante osmético, pois é
polihidroxilado podendo formar ligagées de hidrogénio com a proteina. O NaCl € um sal
e pode estabilizar a proteina através de interacdes eletrostaticas nao especificas,

protegendo as cargas superficiais da proteina.
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Portanto dos estabilizantes testados a -20 °C, nenhum foi efetivo em estabilizar

a enzima 100 % apo6s um dia de congelamento (Figura 16).

80

60

40 1

20 A

Estabilizacdo a -20 °C (%)

0 T T T T
Controle DMSO 40 %  Glicerol 20 % NaCl 1M

Figura 16: Estabilizacdo apés adicao de diferentes reagentes a PcfGlu2 apds 1 dia de armazenamento
a-20 °C.

A estabilizacdo a 4 °C foi testada, utilizando glicerol 10 %, octilpGli, Tween,
ovoalbumina, BSA, glicose e celobiose. A adicdo de glicerol 10 % nao afetou a
atividade da enzima, no entanto ap6s 1 dia de armazenamento em geladeira apenas 5
% de atividade foi encontrada, mostrando que este ndo pode ser utilizado como
estabilizante nestas condicdes . A adicao de octil3Gli e celobiose, reduziu a atividade
nas concentracoes utilizadas, como estes sdo substratos, provavelmente competiram
com o substrato pNPBGIi utilizado na quantificacdo da atividade, demonstrando
atividade reduzida. A adicao de glicose também reduziu a atividade, pois a glicose é
conhecidamente um inibidor competitivo de p-glicosidases. Apdés 1 dia de
armazenamento octilpgli foi capaz de estabilizar a enzima, neste caso utilizamos
concentracdes abaixo e acima da concentracao micelar critica, e nas duas condicoes a
enzima foi estabilizada. No entanto, devido a inibicdo da atividade por este
estabilizante, este nao foi escolhido, além disso a retirada do inibidor do meio poderia
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causar mais perda da atividade da enzima. Celobiose e glicose ndo foram capazes de
manter a estabilidade da enzima, apdés um dia de incubacdo a enzima apresentou
atividade residual de 1,6 e 0,4 %, com estabilizagdo de 78,3 e 1,2 %, respectivamente.
Tween 20 % também foi utilizado em duas concentragdes, abaixo e acima da
concentracao micelar critica (0,05 e 0,5 mM), o mesmo efeito foi obtido nas duas
concentracdes. Ocorreu ativagdo apds adicao de tween 20 %, mas houve estabilizacao
apenas de 79 % e 75 %, nas concentracdes de 0,05 e 0,5 mM.

Dentre os estabilizantes testados, os melhores resultados foram encontrados
pela adicdo de proteinas ao meio. BSA e ovoalbumina, além de nao inibirem a
atividade, ndo precisam ser retirados do meio para determinacdao de constates
cinéticas, efeito de temperatura, efeito de ions, efeito de pH, entre outros, pois ndo sao
interferentes. De acordo com os resultados obtidos a ovoalbumina foi capaz de
estabilizar a enzima em 70 % e BSA em 81 % ap6s 1 dia de incubacéo. A adicao de
proteinas no meio, diminui a movimentacdo de moléculas e consequentemente a

colisdo entre moléculas de proteina, o que pode causar sua desnaturacao.
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Figura 17:Estabilizacédo apés adigao de diferentes reagentes a PcfGlu2 apds 1 dia de armazenamento a
4°C.

Assim escolhemos a albumina 1 mg/mL como estabilizante para PcBGlu2. A
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estabilizacdo foi ainda avaliada, deixando a enzima a 4 °C por cinco dias e
determinando a atividade residual. De acordo com a Figura 18 observamos que a

enzima é mantida estavel ap6s cinco dias de incubagéo a 4 °C.
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Figura 18: Atividade de PcBGlu2 apds adicao de albumina 1 mg/mL e armazenada a 4 °c por cinco dias.

A estabilizacdo de algumas B-glicosidases foi estudada com o objetivo de
aumentar sua estabilidade em altas temperaturas. Hagerdal et al. (1980) reportaram
uma B-glicosidase de T. fusca instavel ao processo de purificacdo e estudaram a
estabilidade desta enzima na presenca de alcoois polihidricos. De acordo com os
autores a atividade desta enzima era dependente de sua associacdo com a célula.
Bernier e Stutzenberger (1988) também estudaram a estabilizagdo de uma pB-
glicosidase de T. curvata por alcoois polihidroxilados, neste caso o melhor estabilizante
foi o sorbitol. Flachner et al. (1999) utilizaram glutaraldeido para estabilizar uma f3-

glicosidase imobilizada de A. phoenicis.

5.3.4 Determinacao da Configuracao do Carbono Anomeérico dos Produtos de
Reacao

A hidrélise das ligacdes glicosidicas por B-glicosidases pode acontecer por dois

mecanismos descritos por Koshland (1953): inversdo ou retencao (mecanismo
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classico) da configuracdo do carbono anomérico. No mecanismo de inversdo, dois
grupos carboxilicos atuam como uma base e um acido geral, e sdo mantidos a uma
distancia que permita que a agua e o substrato se liguem entre eles. A reacdo ocorre
via um mecanismo de deslocamento simples do grupo de saida pela agua, envolvendo
um ion oxocarbdnio no estado de transicao e inversao da configuracdo anomérica do
glicosideo liberado, neste caso liberando a-D-glicose. No mecanismo de retengcédo, um
acido carboxilico atua como acido/base geral e o outro atua como nucleéfilo e grupo de
saida. A reacgao ocorre via um mecanismo de deslocamento duplo, envolvendo um ion
oxocarb6nio e um intermediario covalente enzima-glicosideo no estado de transicao,
assim ocorre a retencdo da configuracdo anomérica e B-D-glicose € liberada como
produto. Esquema demonstrado no item 3.5. Devido a formacao de um intermediario
covalente enzima-glicosideo, os acidos carboxilicos se encontram a uma distancia
menor que nas enzimas que atuam por mecanismo de inversao (Zechel; Withers, 2000,
McCarter; Withers, 1994). Portanto as hipéteses sobre o0 mecanismo de reacdo de uma
enzima deve levar em consideragao a configuracao anomérica dos acucares liberados.

Em uma solucao recém preparada de glicose, as formas de a e B glicose
encontram-se em equilibrio. Como a enzima glicose oxidase possue maior afinidade
para a forma B esta solucdo recém preparada de glicose é oxidada vagarosamente
pela enzima. No entanto, quando a solugdo é colocada sob alta temperatura
deslocando o equilibrio em direcdo a forma B, a solugao é rapidamente oxidada pela
glicose oxidase (Semenza et al., 1968). Com adicéo do reagente contendo as enzimas
oxidase/peroxidase, a glicose é oxidada pela glicose oxidase, formando acido glucénico
e liberando peroxido de hidrogénio. O perdoxido de hidrogénio, na presenca de
peroxidase, 4-aminoantipirina e fenol, forma um cromoégeno vermelho cereja cuja
intensidade é proporcional a concentracdo de glicose (Instrucdes de uso glicose
monoreagente — K082/ Bioclin). Assim na presenca da forma B-glicose o cromoégeno

vermelho cereja é formado mais rapidamente, como demonstrado na figura 19.
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Figura 19: Identificagdo da configuracdo anomérica de D-Glucose, antes e apos anomerizagao (fervura).

Podemos observar que apesar de a mesma concentracdo de glicose ter sido
adicionada aos dois meios, a amostra que foi submetida a fervura é oxidada mais
rapidamente.

Para determinar a configuracdo anomérica da glicose liberada por PcfGlul e
PcBGlu2 quando hidrolisam celobiose, a reacao de hidrolise foi paralisada com adicao
de glucono-8-lactona ou fervendo a 99 °C por 5 min e adicionando o inibidor
posteriormente. Apo6s adicdo do reagente glicose oxidase a absorbancia foi
determinada a 505 nm. De acordo com as figuras 20 e 21 podemos observar que nao
houve alteracdo na velocidade de reagdo da glicose liberada com o reagente glicose
oxidase, antes ou depois do processo de anomerizagado por fervura.
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Figura 20: Identificagcdo enzimatica da configuracdo anomérica da D-glicose liberada por PcBglui. Curva
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Figura 21: Identificagcdo enzimatica da configuragdo anomérica da D-glicose liberada por Pcglu2. Curva
A: D-glicose liberada por PcpGlu2. Curva B: D-glicose liberada por PcpGlu2 apdés anomerizagao
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(fervura).

Assim podemos dizer que PcpGlul e PcBGlu2 liberam B-D-glicose a partir de
celobiose, sugerindo que a reagao catalizada por estas enzimas ocorrem com retencéao
de configuragdo ou produzindo os dois anémeros de glicose. Portanto o mecanismo de
reagcdo de PcPGlul e PcPBGlu2 envolve a protonacdo do oxigénio do substrato
glicosidico seguido pelo saida da parte aglicona e ataque do ion oxocarbdnio resultante
pela agua (Sinnott, M.L.;1990).

Utilizando o mesmo protocolo descrito neste trabalho, Saibi et al. (2011),
também determinaram a configuracao do carbono anomérico da glicose liberada. De
acordo com os resultados foi determinado que a PB-glicosidase de S. microspora
também hidrolisa seu substrato por um mecanismo com retengdo da configuracdo do
carbono anomérico. De acordo com Thongpoo et al., (2013), B-glicosidases que
utilizam o mecanismo de retencao estao classificadas nas familias GH1, GH3, GH5,
GH30 e GH116. Diversas B-glicosidases ja foram descritas na literatura como
retentoras.

Thongpoo et al. (2013) descreveram uma p-glicosidase de A. Niger ASKU 28
que atua pelo mecanismo de deslocamento duplo com retencdo da configuragcado do
carbono anomérico do produto de reagado. Esta B-glicosidase foi classificada como
pertencente a familia GH3.0 mecanismo de deslocamento duplo empregado pelas
enzimas que atuam por retencdo da configuracdo do carbono anomérico permite a
estas fazer transglicosilacao (hidrolise reversa) (Bathia et al., 2002). Uma B-glicosidase
de Aspergillus Niger da familia GH3 com mecanismo de hidrélise de retencao e
atividade de transglicosilcao foi descrita por Seidle et al. (2006),

Marana et al. (1995) também descreveram um alquil-B-glicosidase que catalisa
octilBgli pelo mecanismo de retengdo de configuracdo. Esta enzima foi purificada de

Abracris flavolineata.

5.3.5 Sequenciamento de f3-glicosidases por espectrometria de massas.

Com o intuito de identificar quais B-glicosidases foram secretadas pelo fungo

nas condicoes de fermentacdo a que foi submetido, foi realizado o sequenciamento
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pela técnica de shotgun. Esta técnica acopla a cromatografia liquida de alta
performance com a espectrometria de massas. As amostras contendo PcBGlul e
PcBGlu2 foram digeridas com tripsina e os peptideos foram separados utilizando
cromatografia de fase reversa em coluna C18. Apds a separacao, os peptideos foram
submetidos a analise MS/MS utilizando LTQ Orbitrap XL (Thermo Scientific, EUA), que
utiliza ionizagao por eletrospray, selecdo de ions em uma armadilha linear de ions
(Liner lon Trap), fragmentagé@o de ions em uma célula de colisdo HCD e deteccédo de
massa em um analizador Orbitrap para analise baseada em transformada de Fourrier.
Os peptideos foram identificados utilizando a ferramenta de busca MASCOT (MASCOT
version_1.9.05, Matrix Science, Londres, Reino Unido).

PcBGlu1 foi identificada como uma proteina codificada pelo gene Pc18g01940
de P. chrysogenum pertencente a familia GH3 com 15 % de cobertura e obtencéo de
dois peptideos uUnicos. A proteina identificada possui 865 aminoacidos e massa
molecular de 94,3 kDa. Essa massa novamente confirma a teoria de que esta proteina

apresenta-se na forma de homodimero.

>Qi|255942539|ref|XP_002562038.1| Pc18g01940 [Penicillium chrysogenum Wisconsin
54-1255]gi|211586771|emb|CAP94418.1| Pc189g01940  [Penicillium  chrysogenum
Wisconsin 54-1255].

MKFAWFEVAALTASVANANSLAYSPPYYPSPWMTGEGDWSEAYTRAVEFVSNLTLAEKVNLTTGS
GWMQESCVGETGGIPRLGMWGMCMQDAPLGIRFSDYNSAFPAGVNVAAAWDKRLAYQRGVAMG
EEHRDKGVDVQLGPVAGPLGKFPDGGRNWEGFSPDPVLTGVMMAETIKGMQDAGVIACAKHFIGN
EQEHFRQSGEAQGYGYNISQSLSSNIDDKTMHELYLWPFVDSIRAGVGSVMCSYNQINNSYGCANS
YSLNKLLKGELGFQGFVMSDWGAHHSGVESALAGLDMSMPGDVILGSPYSYWGTNLTISVLNGTM
PEWRVDDMAVRIMSAYYKVGRDRFRTPPNFSSWTRDEYNFQHSMVSEDWGKVNERVNVQRDHA
QIIRKIGSDSTVLLKNKGGALPLTHNEKFISILGEDAGSNAHGANGCDDRGCDNGTLAMGWGSGTAN
YPYLITPEQAIQNEALEYSNGQTNVFAVTDNWALTQMAALASQADVALVFVNADSGEGFINVDGNE
GDRKNLTLWKNGEEVIKTASQHCNNTIVVIHSTSAVLISDWYDNDNITAIIWAGLPGQESGHSLVDVL
YGRINPGGKTPFTWGKTRKDYGPPLVTVPNNGADAPQDNFEDGVFIDYRRFDKDNIEPIYEFGYGL
SYTKFAFSDIKVTPLASSQRGEYKATTGKSQKAPVLGEPSTVSDNLFPEGIKRVRQYLYPWLNSTDL
RASSGDPDYGMDSKDYLPEGATDGSPQDLLPSSGSSGGNPGLFEDLYQVTATITNTGSVTGDEVP
QLYLSLGGNDDPTKVLRQFDRVTIAPGQSLQWTTTLTRRDVSNWDVASQNWVISGAQKKVYVGNS
SRKLPLSADLPSVE

Figura 22: Sequéncia da proteina codificada pelo gene Pc18g01940 de P. chrysogenum
identificada como PcBGlu1. Os peptideos em destaque foram identificados por espectrometria de massa

a partir da proteina purificada.

PcBGlu2 foi identificada como uma B-glicosidase pertencente a familia GH3 com
3,3 % de cobertura como produto do gene Pc20g10170 e obtencdo de um peptideo
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unico. A proteina identificada apresenta 736 aminoacidos e massa molecular de 77,5
kDa. Para confirmacao da identificacao desta proteina corretamente € necessario que

um novo sequenciamento seja realizado para maior cobertura da sequéncia.

>0i|255945487|ref|XP_002563511.1| Pc20g10170 [Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-
1255]gi|211588246|emb|CAP86346.1| Pc20g10170 [Penicillium chrysogenum Wisconsin
54-1255].

MQNLLVSALALSAAADAYGAGAAGWDAAYSKAQAALLKLNQTEKVGIATGVGWEGGPCVGNTYAP
SSIDYPSLCLQDSPLGIRYANPVTAFPAGINAGATWDRSLLYARGAAMGQEAKGLGVHVQLGPSAGP
LGKNPDGGRNWEGFSVDPYLAGVGMEETIQGMQDSGVQACAKHWLGNEQEHNRETMSSNIGDRA
THELYLWPFMNAVKANVASVMCSYNKLNGTWACESDAVLNDLLKDELGFPGYVMSDWNAQHTGVN
SALAGLDMTMPGSDFNKPPGSIFWGPNLVEAVTNGSVPQSRLDDMATRILASWYLLGQDQGYPEVT
FSSWNGGKATVDVTADHASVVRTVARDSIVLLKNQEHALPLRKPKSLAIIGQDAIVNPDGPNACVDRG
CNTGTLAMGWGSGTAEFPYLIAPLDAIKVQAQKDGTKIVESTTDSTTAAASAAAAADTAVVFINADAG
EGYLTVEGNAGDRNNLDPWHNGNELVKSVAAANKNVIVVVHSVGPIILETILAQPSVKAIVWAGLPGQ
ESGNALVDVMYGTTSPSGKLPYTIAKQPSDYGAGWNSALVDNFVEDLFIDYRHFDKNGIAPRYEFGY
GLSYTTFNYSGLAVSVSATAGPSNGPIVPGGAEELFQSVGTISVIVENTGEVAGAEVAQLYLGLPDSV
LSTPPKQLRGFQKLNLQPGEQGTATFELTRRDLSYWDVQTQKWVVPSGTFTVYVGASSRDIHGEGK
FTVA

Figura 23: Seqléncia da proteina codificada pelo gene Pc20g10170 de P. chrysogenum identificada
para PcBGlu2. Os peptideos em destaque foram identificados por espectrometria de massa a partir da

proteina purificada.

Assim, as duas proteinas foram identificadas como B-glicosidases pertencentes
a familia GH3. Enzimas classificadas nesta familia atuam por um mecanismo de
retencdo, o que € coerente com os resultados neste trabalho, que caracterizou as duas
enzimas como retentoras. Enzimas GH3 possuem um aspartato como nucledfilo
catalitico e um glutamato como doador de protons no sitio catalitico. A estrutura destas
enzimas é formada por dois dominios, um TIM barril seguido por uma estrutura tipo
sanduiche a/p. Esta estrutura compreende 6 folhas B em conformacéao estendida entre
3 a-hélices de cada lado. O sitio ativo destas enzimas esta situado entre os dominios
(B/a)s e (a/B)s (Varghese et al., 1997).

5.3.6 Efeito da Temperatura

Para analisar a estabilidade térmica das enzimas estudadas estas foram
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incubadas por 4 h em diferentes temperaturas variando de 40 a 80 °C. Aliquotas foram
retiradas em diferentes intervalos de tempo e depois avaliadas quanto a atividade
residual.

A atividade catalitica de uma enzima provém de uma estrutura terciaria precisa,
altamente ordenada com grupos de aminoacidos justapostos de tal modo a formar
sitios especificos de ligacdo do substrato com o centro catalitico. Esta estrutura
terciaria € mantida por inumeras ligacées fracas, ou seja, € uma estrutura relativamente
fragil. Com o aumento da temperatura a molécula pode absorver energia e a estrutura
podera se romper, ficando a enzima desnaturada com perda de atividade catalitica.

PcBGlul mostrou-se estavel por 4 h nas temperaturas de 30, 40, 50 e 60 °C,
sendo que a 70 °C a enzima manteve 96 % de sua atividade inicial enquanto a 80 °C foi
completamente desnaturada. Apés 10 min de incubacdo a 70 °C a atividade ainda
manteve-se em 100 % e a 80 °C a enzima manteve apenas 3 % de atividade.

25

2.0 & s = * [ 3 =
S 15
ie)
‘@
[0
o 1.0
()
el
3
= 057 }
<
(@]
S 00+ N e 5°
o 60°C
v 70°C
0.5 7 5 A 80°
’10 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 50 100 150 200 250
Tempo (min)

Figura 24: Efeito da temperatura sobre a atividade de PcBGlul. A atividade relativa foi calculada

considerando a atividade da enzima ndo submetida a incubag¢do como 100 %.

Devido ao processo de purificacdo desta enzima por cromatografia de interacao
hidrofébica, a enzima encontra-se em meio com aproximadamente 1 M de sulfato de
amonio, pois como observamos na Figura 8, PcBGlu1 é eluida na metade do gradiente

aplicado no processo cromatografico. Para avaliar se o sal é responsavel pela
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estabilidade da enzima, foi realizada didlise da amostra contra tampao acetato de sédio
pH 5 50 mM e esta foi submetida a incubagdo por 4 h na temperatura de 50 °C. De
acordo com a Figura 25 podemos observar que o sulfato de aménio funciona como um
estabilizante, pois a sua retirada fez com que PcpGlul deixasse de ser estavel. O
sulfato de aménio presente em baixa concentracao pode estabilizar proteinas através
de interacbes eletrostaticas ndo especificas, dependentes da forca ibnica do meio
(Arakawa; Timasheff, 1984).

Na auséncia de sulfato de ambnio a enzima possui apenas 56 % de atividade
apos 30 min e apenas 4 % apds 4 h de incubacao. Na presenca de sulfato de aménio a
enzima mostra-se completamente estavel apos 4 h.

A enzima pode sofrer desenovelamento parcial quando a temperatura atinge um
certo limite, resultando em uma mudanca da conformacéo nativa e perda de atividade.
Apbés um curto tempo de tratamento em temperaturas mais altas a proteina pode
recuperar sua atividade, mas apdés longos periodos de exposi¢cdo apenas uma pequena
porcao é recuperada, configurando um processo de termoinativacao irreversivel (Leite
et al.,, 2007). Os valores de kg representam a constante de inativacao térmica em
determinada temperatura, e esta constante é inversamente proporcional a estabilidade
térmica da proteina. Ou seja, um valor de kg maior indica uma baixa estabilidade
térmica. A constante de termoinativagdo e a meia vida da enzima foram determinadas
para a enzima sem sulfato de aménio quando incubada a 50 °C, e para a enzima no
meio contendo sulfato de aménio nao foi possivel a determinagéao de kg pois ndo ocorre
termoinativacdo. A meia vida de PcpGlu1 quando incubada a 50 °C na auséncia de sal

foi de 52 min com kyde 2,21 x 10*s™.
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Figura 25: Efeito da temperatura sobre a atividade de PcBGlu1 na auséncia ou presenca de sulfato de
aménio quando incubada a 50 °C. A atividade relativa foi calculada considerando a atividade da enzima

ndo submetida a incuba¢cao como 100 %.

PcBGlu2 na presenca de BSA 1 mg/mL mostrou-se estavel por 4 h nas
temperaturas de 30 e 40 °C, sendo que a 50 °C a enzima manteve 84 % de sua
atividade inicial, enquanto a 60 °C foi completamente inativada. Apés 30 min de
incubacdo a 50 °C a atividade ainda manteve-se em 100 % e a 60 °C a enzima
manteve apenas 17 % de atividade. Na temperatura de 70 °C PcBGlu2 perde a
atividade totalmente em menos de 4 min. Na auséncia de estabilizante PcBGlu2

apresentou meia vida de 32 min a 30 °C.
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Figura 26: Efeito da temperatura sobre a atividade de PcBGlu2. A atividade relativa foi calculada

considerando a atividade da enzima nao submetida a incubagao como 100 %.

A termoinativacdo das duas enzimas foi determinada conforme resultados da
Tabela 3. Para PcBGlu1 foi possivel a determinacdo de Ky nas temperaturas de 70 e
80 °C e para PcBGlu2 nas temperaturas de 50 e 60 °C. A regressao linear de log da
atividade residual contra tempo de pré-incubagdo mostrou coeficiente de correlacao
maior que 0,99. Os plots demonstram que a inativacdo das duas proteinas seguiu uma
cinética de inativacdo de primeira ordem, como indicado pela linearidade dos dados.
Isto indica inativacdo por um processo monomolecular ou que a inativacao causada
pelo agregamento de proteinas ndo foi suficiente para causar a perda de linearidade
(Cobos et al., 2003).

De acordo com os dados relatados acima e com a Tabela 3 abaixo, podemos
afirmar que na presencga de sulfato de aménio PcfGlu1 é mais estavel que PcpGlu2.
PcBGlul apresentou estabilidade nas temperaturas de 30 — 60 °C e meia vida de 9174
min na temperatura de 70 °C e de 3 min a 80 °C. PcBGlu2 apresentou-se estavel
apenas nas temperaturas de 30 e 40 °C com meia vida de 814 min a 50 °C e de 16 min
a 60 °C.
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Tabela 3: Constante de termoinativacao (k) € meia vida (T;,) para PcfGlu1 na presenca de sulfato de
aménio e PcBGlu2 na presenga de BSA, quando incubadas em diferentes temperaturas, obtidas a partir

do plot log da atividade relativa contra tempo de incubagéo.

50°C 60 °c 70 °c 80°C
k4 PcBGlul - - 1,4x10°+ 5x107  4,4x10” £8x10™
kgPcBGlu2  1,4x10°+2x10°  7,3x107+ 3x10°
Ty PcpGlul - - 9174+ 904 340.3
T2 PcBGlu2 814+121 16+1
ky=5" T /2= min

Bhiri et al. (2008) testaram a estabilidade térmica de duas P-glicosidases,
incubando-as entre as temperaturas 30 a 70 °C por 30 min na auséncia de substrato.
As duas B-glicosidases mantiveram 80 % de sua atividade inicial a 60 °C, no entanto a
70 °C as enzimas perderam a atividade totalmente, ndo foi determinada a meia vida
das enzimas purificadas.

Pal et al. (2010) estudaram a estabilidade térmica da B-glicosidase purificada de
T. clypeatus incubando-a por 1 h em temperaturas de 30 a 80 °C. A enzima manteve
atividade acima de 80 %, entre as temperaturas de 30 a 60 °C e 64 e 46 % de atividade
nas temperaturas de 70 e 80 °C, respectivamente.

A estabilidade da p-glicosidase de Daldinia eschscholsii foi determinada
incubando a proteina por 30 min em temperaturas de 30 a 80 °C. A enzima mostrou-se
estavel por 30 min em temperaturas até 60 °C e foi completamente inativada em 70 e
80 °C (Karnchanatat et al., 2007).

De acordo com Park et al. (2012) a B-glicosidase purificada de P. italicum
apresentou cinética de primeira ordem para inativagao térmica e meia vida de 1737,
330, 34 e 1 h nas temperaturas de 50, 55, 60 e 65 °C respectivamente.

Leite et al. (2007) purificaram uma B-glicosidase secretada pelo fungo mesofilico
A. pullulans e uma fB-glicosidase do fungo termofilico T. aurantiacus. Estas enzimas
foram incubadas por 1h em temperaturas de 40 a 90 °C. Segundo estes autores
enzimas produzidas por fungos termofilicos sdo mais estaveis que as enzimas
produzidas por fungos mesofilicos, no entanto neste trabalho foi encontrado que a f3-

glicosidase produzida por A. pullulans € mais estavel que a enzima secretada por T.
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aurantiacus. A B-glicosidase produzida pelo primeiro manteve mais de 90 % de sua
atividade na temperatura de 75 °C e a B-glicosidase secretada por T. aurantiacus 90 %
de sua atividade na temperatura de 70 °C. A meia vida para a enzima T. aurantiacus foi
de 29, 7 min a 80 °C, 6,2 min a 82.5 °C 3,8 min a 85 °C e 1,3 min a 87, 5 °C. Para a B-
glicosidase de A. pullulans a meia vida foi de 88,7 min a 80 °C, 22,7 min a 82,5 °C 11
min a 85 °C e de 1,83 min a 87,5 °C. A meia vida da B-glicosidase purificada de P.
pinophilum foi determinada por Joo et al. (2010), foram encontrados valores de 35, 24,
9 e 2,5 h nas temperaturas de 40, 50, 60 e 70 °C respectivamente.

Daroit et al. (2008) determinou a estabilidade da B-glicosidase de Chalara
paradoxa, quando incubada a 60 °C a enzima manteve 83 % de sua atividade inicial
apés 1 h e 78 % apds 2 h, possuindo meia vida de 315 min. A 65 °C a enzima
apresentou meia vida de 57 min e 50 % e 22 % da atividade inicial apés 1 e 2 h de
incubacdo. A 70 °C a meia vida desta enzima foi de apenas 1,8 min.

5.3.7 Efeito do pH

O efeito do pH sobre a atividade e sobre a estabilidade de PcfGlu1 e PcpGlu2
foi avaliado. O sitio catalitico das proteinas & constituido por grupos ionizaveis que
devem se encontrar em uma forma ibnica adequada, para que mantenham a
conformacao do sitio ativo, liguem-se aos substratos, ou catalisem a reacdao. Assim a
mudanca do pH do meio altera a protonogcdo das cadeias laterais dos aminoacidos,
alterando a estrutura das proteinas e principalmente a protonocao dos aminoacidos no
sitio ativo e até mesmo a forma do sitio ativo. A forma como a enzima atua sobre os
substratos € alterada e a mudanca do pH causa alteracdo da atividade enzimatica. Os
substratos podem também conter grupos ionizaveis e somente uma forma deste
substrato pode se ligar a enzima e sofrer catalise.

De acordo com a Figura 27 podemos observar que a maxima atividade de
PcBGlul ocorre em pH 5 e em pH 6 a enzima ainda possui 72 % da atividade. Em

valores de pH 3 e 4 e na faixa de 7 a 9, a atividade enzimética ndo atinge 50 %.
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Figura 27: Efeito do pH sobre a atividade de PcBGlu1. Determinagéo da atividade étima de PcBGlu1 em
diferentes valores de pH e efeito do pH sobre a estabilidade de PcfGlu1 quando incubada a 40 °c por 4

h em diferentes valores de pH.

Para PcpGlu2, podemos observar pela figura 28 que sua atividade ndo é
alterada tao drasticamente com a alteragao do pH, assim como ocorre para PcfGlu1. A
maxima atividade para esta enzima também ocorre em pH 5, no entanto em pH 6 a
enzima ainda mantém quase 100 % de sua atividade e em pH 3,6 e 4 a atividade
mantém-se acima de 80 %. Estes dados demonstram que a enzima possui
caracteristicas mais acidicas que PcpBGlul. Em pH 7 PcBGlu2 apresenta 60 % de
atividade e em pH 8 e 9 a atividade foi drasticamente alterada permanecendo em 17 e
11 % respectivamente.

Pcpglu1 parece ser mais sensivel a mudanca de pH que PcpGlu2 de acordo

com os resultados demonstrados nas Figuras 27 e 28.
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Figura 28: Efeito do pH sobre a atividade de PcpGlu2. Determinagao da atividade étima de PcBGlu2 em

diferentes valores de pH e efeito do pH sobre a estabilidade de PcBGlu2 quando incubada a 40 °C por 4

h em diferentes valores de pH.

Para B-glicosidases fangicas, segundo Bathia et al. (2002), sdo encontrados
valores de pH 6timo entre 4 e 6. Duas [B-glicosidases purificadas de P. occitanis
apresentaram atividade o6tima em pH 4,5 (Bhiri et al.,, 2008), assim como a pB-
glicosidase purificada de P. italicum (Park et al., 2012).

Resultados semelhantes aos descritos neste trabalho foram encontrados por
Jeya et al. (2010) que purificaram uma B-glicosidase de P. purpurogenum com
atividade 6tima em pH 5, assim como a 3-glicosidase de P. verruculosum purificada por
Korotkova et al. (2009). B-glicosidases de A. pullulans e T. aurantiacus foram mais
ativas em pH 4 a 4,5 e 4,5 respectivamente, como descrito por Leite et al. (2007). Joo
et al. (2010) purificaram uma B-glicosidase de P. pinophilum com atividade 6tima em
pH 5 e esta enzima ainda possui atividade de 92 e 83 % em pH 6 e 7, respectivamente.
Daroit et al. (2008), purificou uma B-glicosidase de Chalara paradoxa com atividade
6tima entre pH 4 a 5.

Para avaliacdo da estabilidade das enzimas em diferentes valores de pH,
PcBGlu1 foi incubada em valores de pH entre 3 e 10 e PcfGlu2 em valores de pH 3,6 a
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9 por 4 h a 40 °C.

Como demonstrado na Figura 27, quando PcpfGlu1 é incubada em pH 3 ocorre
desnaturacao irreversivel da enzima, pois quando retornada ao pH 6timo ela néo
consegue hidrolisar o substrato. Quando incubada em valores de pH 5 a 7, a enzima
manteve 100 % de sua atividade, e 87 % quando incubada em pH 8. Em pH 4 a enzima
manteve 54 % de sua atividade, mas em pHs 9 a 11 apenas 20 % da atividade foi
mantida.

PcBglu2, como observado na Figura 28, em pH 5 a 7 manteve sua atividade
acima de 90 % e em pH 8 manteve 81 % da atividade. No entanto quando incubada em
pH 3,6 e 9, a enzima nao é capaz de hidrolisar o substrato quando retorna ao pH étimo,
ou seja ocorre desnaturacao irreversivel. Em pH 4 apenas 54 % da atividade é
recuperada.

Resultado semelhante ao deste trabalho, foi encontrado por Pal et al. (2010) que
purificou uma B-glicosidase intracelular de Termitomyces clypeatus. A enzima possui
pH étimo em 5 e manteve 100, 95 e 80 % da atividade apds ser incubada empH 6, 7 e
8 por 1 hora a 45 °C. Neste caso, PcBGlu1 e 2 sdo mais estaveis a mudanga de pH na
faixa de 5 a 8 que a B-glicosidase purificada de Termitomyces clypeatus.

Karnchanatat et al. (2007) purificaram uma -glicosidase de Daldinia
eschscholzii com atividade 6tima em pH 5 e incubaram a enzima a 30 °C por 1h em pH
variando de 3 a 9. A enzima foi estavel em valores de pH de 5 a 8, mantendo 85 % de
sua atividade apés incubacdo, no entanto esta mostrou-se sensivel quando incubada
em valores de pH abaixo de 4. Neste caso a proteina foi estavel em condicdes neutras
e alcalinas, em pH 9 ainda manteve 75 % de atividade.

B-glicosidase de P. decumbens foi purificada por Chen et al. (2010) e apresentou
atividade 6tima em pH entre 4,5 e 5,5. A B-glicosidase foi estavel em pH 5 e manteve
95 % de sua atividade original apds ser incubada por 18 h a temperatura ambiente.

Nguyen et al. (2010) investigaram a estabilidade de pH de uma B-glicosidase
purificada de Stereum hirsutum apés incubacéo a 20 °C por 24 h. A enzima mostrou-se
estavel em valores de pH acidicos entre 3 a 5 e manteve 15 % e 76 % de atividade em
pH2e25.
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B-glicosidases de P. occitanis purificadas por Bhiri et al. (2008) mostraram-se
estaveis em faixas de pH de 3 a 8 quando incubadas por 24 h a 4 °C. No entanto em
pH 2 e 9 a atividade foi totalmente perdida.

5.3.8 Efeito de lons

O efeito de diversos cations sobre a capacidade de Pcpglul e Pcpglu2 em
hidrolisar pNPRGIi foi testado. As enzimas foram incubadas a 40 °C por 30 min na
presenca de 100 mM dos diferentes ions.

Como podemos observar na Tabela 4, os ions testados n&o apresentaram
efeitos de ativacao significativos sobre as duas enzimas. Para PcpfGlul podemos
destacar apenas K*, Mg?* e NH,".

A atividade de PcBGlul foi fortemente inibida por Fe**, Pb* e Ba**. Em um
menor nivel a inibicdo também ocorreu pelos seguintes ifons na ordem Cu?*>
Hg*>Mn?*> Co®**> Ca®**> Zn?* .

A atividade de PcBGlu2 foi fortemente inibida por Cu®*, Ba®*, Hg*, Pb* e Fe**. Os
outros fons foram inibidores na seguinte ordem Zn?**> Mg?* = Mn®*> Co®*> Ca*".

O interessante é que atividade de PcBGlu2 foi mais inibida pelos ions Cu?*,
Mg®*, Zn®** e Hg", que a atividade de PcpGlu1, podendo indicar a presenca de mais
grupos tidis no sitio ativo de PcpGlu2, necessarios para a catalise, que no sitio ativo de
PcBGlu1, ou que PcBGlu2 possui mais grupos tidis ajudando a manter a estabilidade e
conformacao da proteina nativa. Segundo Riou et al. (1998) a modificacao da atividade
enzimatica de B-glicosidases por cations como Ag?*, Cu?*, Hg*, Zn** e Fe*', indica a
presenca de grupos tiois nos sitios cataliticos, pois este grupos sdo alvos de metais
pesados. Estes estdo envolvidos na ligacdo ou catdlise do substrato ou estes grupos
estdo envolvidos na manutencao da estrutura terciaria da enzima. Estes dados sao
consistentes com o envolvimento de residuos de cisteina na manutencdo da
estabilidade e na atividade de B-glicosidases. A ativacdo por Mn?*, quando este ndo
esta envolvido na estabilidade da enzima pode indicar um papel funcional deste cation,

como a modulacao da atividade enzimatica.
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Tabela 4: Efeito de diferentes ions sobre a atividade de PcBGlu1 e PcBGIu2 apés incubacéo a 40 °C por
30 min.

Atividade Residual (%)

PcpGlul PcfGlu2
Controle 1000 1000
Macl 1076 01+4
MNaNO; 101+6 107+13
KCl 111 +3 100+13
Cus0, D+ 0.5 1]
BacCl, 13.3+x0.9 0.9+0.01
Mgcl, 114+3 B1+1
CacCl, 89+0.4 g6t2
ZnCl, 92+1 2211
HgCl 57+1 0.55+0.01
Pb(NO;), 1.2+04 3.3+1
NHACI 108 +0.2 101+14
MnCl, J2+0.3 64+ 0.5
CoCl, T+ 0.1 Jit2
FeCl, 0.3+0 0

B-glicosidase de S. microspora foi ativada pelo ion Fe** com atividade de 161 %
na concentracdo de 10 mM e foi fortemente inibida por Fe®*, demonstrando que Fe?* é
especificamente reconhecido por alguns residuos da p-glicosidase. Outros ions
aumentaram a atividade a um nivel moderado, como Manganés (140 %), bario e calcio
(120 %). No entanto mercurio reduziu a atividade a 15,79 %. Cobalto ndo apresentou
efeito sobre a atividade de B-glicosidase na concentracao utilizada (Saibi et al, 2011).

Yang et al. (2008) testaram o efeito de diversos ions sobre a atividade de -
glicosidase de Paecilomyces termophila na concentracdo de 4 mM. A atividade foi
fortemente inibida pelo fon mercurio (3,5 %) e prata (20,1 %). Os fons Zn** (142 %),
Fe?* (136 %), Ni¢* (125 %) Co** (124 %), Mn** (119 %) e Mg?* (114 %) ativaram a
enzima.

B-glicosidase de Periconia sp.apresentou atividade inibida quando colocada na
presenca de 10 mM dos fons Cu®*, Co?*, Zn**, Fe?*, Mg®*, Mn?*, Ca®*, Ni**, Sr**, Ba**.

Todos os ions reduziram a atividade enzimatica entre 30 e 80 %, aproximadamente
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(Harnpicharnchai et al., 2009).

Os fons Fe* e Hg®' causaram completa inibicdo da B-glicosidase de P.
pinophilum na concentragdo de 0,1 mM. Enquanto MgCly, ZnCl,, CaCl,, NiCl, nao
inibiram nem ativaram a atividade enzimatica. Manganés e cobalto inibiram a atividade
em 64 e 50 % de acordo com Joo et al. (2010).

De acordo com Ng et al. (2010) os fons Zn?** e Cu?* inibiram a atividade de B-
glicosidase de P. citrinum, indicando a presenca de aminoacidos basicos (arginina,
lisina e histina) e aminoacidos acidos (aspartato e glutamato) nos dominios cataliticos
no sitio ativo da enzima. Os ifons Na*, Ca?*, Mg?*, Mn®*" e Co®* ndo tiveram efeito sobre
a atividade enzimatica.

A B-glicosidase de Stereum hirsutum teve a atividade enzimatica inibida 20 % na
presenca de Fe® na concentragdo de 1 mM. Os fons Ca?*, Co?*, Mg®*, Mn?** e Zn?* ndo
tiveram efeito inibitério (Nguyen et al., 2010).

A atividade de uma -glicosidase purificada de T. clypeatus foi inibida de 50 a 60
% na presencga de cloreto de célcio, sulfato de magnésio, sulfato de cobre, sulfato de
zinco e cloreto de magnésio. Na presenca de cloreto de mercurio a enzima foi
completamente inativada e na presenca de cloreto de magnésio apresentou atividade
residual de 26 % (Pal et al., 2010).

5.3.9 Especificidade para o Substrato

B-glicosidases sao enzimas que catalisam a hidrélise de ligacdes glicosidicas em
oligossacarideos e glicoconjugados. Varias [-glicosidases sao especificas para
clivagem de ligacdes glicosidicas dependendo do numero, posicao ou configuracéo dos
grupos hidroxilas na molécula de acucar (Melo et al., 2006). Em geral B-glicosidases de
diferentes ordens e reinos diferem em sua especificidade de substrato devido a
especificidade pela parte aglicona ligada ao glicosideo. Pouco se sabe sobre a
interacao de B-glicosidases com seus substratos, especialmente com a parte aglicona.
A interacdo de B-glicosidases com a parte aglicona do substrato é a base da grande
diversidade de substratos que esta enzima é capaz de hidrolisar e € o que faz com que
esta enzima tenha diferenca de especificidade de substratos. O entendimento deste

mecanismo de reconhecimento do substrato na parte aglicona é critico para modificar
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enzimas de forma que estas hidrolisem ou sintetizem compostos de interesse com a
eficiéncia catalitica desejada para aplicagdes medicas e biotecnoldgicas (Bhatia et al.,
2002).

Tabela 5: Atividades de PcBGlul e PcBGlu2 purificadas de Penicillium chrysogenum sobre substratos

sintéticos, naturais e polissacarideos.

Substrato Atividade Relativa (%) PcpGlul Atividade Relativa (%) PcpGlu2
p-Nitrofenil-p-D-glicopiranosideo {0,5 mM) 100.0 100.0
p-Nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (0,5 mM} M.D. M.D.
Octil-B-glucopiranosideo (0,5 mM) 29.1 881.2
Metilumbeliferil-G-D-glicopiranosideo | 0,01 mM) 3.1 122.5
Metilumbelliferil-B-D-manopiranosideo ( 0,01 mM) N.D. MN.D.
Celobiose (0,5 mM) 18.9 1608.5
Celotriose (0,5 mM) 22.6 4810.1
Celotetraose (0,5 mM) 80.5 6240.4
Celopentaose { 0,5 mM) 59.8 5432.2
Gentiobiose (0,5 m\) 52.9 3524.8
Laminaribiose (0,5 mM)} 93.4 1278.2
CMC (0,25 %) N.D. N.D.
Laminarina (0,25 %) 0.2 37.0
Avicel (0,25 %) N.D. N.D.

As atividades sobre os diversos substratos foram determinadas em relacédo a
hidrélise de pNPBGli, considerando a atividade obtida sobre este substrato como 100
%. PcBGlul e PcBGlu2 mostraram-se capazes de hidrolisar pNPBGIli e MUBGI,
substratos aril glicosideos sintéticos, sendo que este possui uma cadeia aglicona maior
que o primeiro. A preferéncia de B-glicosidases por aril glicosideos é devido a alta
eletrofilicidade da parte aglicona, o que aumenta a estabilidade do &anion p-
nitrofenéxido gerado durante a primeira etapa da catalise (Plant et al., 1988).

As duas enzimas hidrolisam eficientemente oligossacarideos naturais contendo
ligacGes (1-4) - B-glicosidicas, como celobiose, celotriose, celotetraose e celopentaose.
As enzimas também demonstraram nao ser especificas para ligagcoes (1-4)—B-
glicosidicas encontradas na celobiose, pois hidrolisaram glicosideos em ligacao 3-1,3
como laminaribiose e o polissacarideo soluvel laminarina e um glicosideo B-1,6 como
gentiobiose. OctilpGli, um alquil glicosideo com cadeia hidrofébica de oito carbonos,
também foi eficientemente hidrolisado pelas duas enzimas.

PcBGlul e PcBGlu2 ndo foram capazes de hidrolisar polimeros de celulose
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como carboximetilcelulose e Avicel®. As duas enzimas nao foram capazes de hidrolisar
substratos que apresentavam manose ou galactose ligada a parte aglicona,
demonstrando a especificidade desta enzima para glicosideos.

As pB-glicosidases podem ser divididas em trés grupos baseados na
especificidade de substrato: |- Aril-B-glicosidases, que possuem alta afinidade por aril-
B-glicosideos, Il — celobiases, que hidrolisam somente oligossacarideos e Ill- B-
glicosidases de amplo espectro, que exibem atividade em varios tipos de substrato,
sendo estas as mais comuns (Rojas et al.,1995). Como podemos observar na Tabela
5, as P-glicosidases secretadas por P. chrysogenum possuem uma ampla
especificidade de substrato, pois foram capazes de hidrolisar aril e alquil-p-glicosideos,
assim como oligossacarideos. Podemos entéo classifica-las como enzimas do grupo I
- B-glicosidases de ampla especificidade.

B-glicosidases com ampla especificidade de substratos ja foram reportadas para
diversos fungos. Nguyen et al. (2010) caracterizaram uma [B-glicosidase de S. hirsutum
com especificidade para pNPBGlIi, oNPRGIi, celobiose e pNP-B-galactopiranosideo. A
atividade sobre pNPBGli foi maior que a atividade sobre oNPRGli, demonstrando que o
grupo na posicao orto atrapalha no mecanismo de hidrélise.

Riou et al. (1998) caracterizaram uma [-glicosidase de A. oryzae com
especificidade para oligossacarideos naturais com ligacdo B-1,4 como celobiose,
lactose e xilobiose e ligagdes B-1,3 como laminaribiose e 3-1,6 como gentiobiose. A
enzima também foi capaz de hidrolisar celooligossacarideos, mas a eficiéncia de
hidrélise diminui com o aumento da cadeia. O polissacarideo soluvel laminarina foi
pouco hidrolisado confirmando a preferéncia da enzima por substratos pequenos.

A B-glicosidase de P. pinophilum caracterizada por Joo et al. (2010), demonstrou
atividade sobre pNPRGIi, pNPBGal com menor atividade quando oNPBGIi e oNPRGal
foram utilizados, e demonstrando menor especificidade para ligacées p-1,2. Esta
enzima também foi capaz de hidrolisar pNP-B-manopiranosideo e celulose
microcristalina com menor eficiéncia. A atividade sobre celooligossacarideos diminuiu
com o0 aumento da cadeia glicosidica.

Parry et al. (2001) também descreveram uma [-glicosidase de T. aurantiacus

com ampla especificidade. A enzima apresentou maior atividade sobre pNPBGIi e
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quando o grupo nitro apresentava-se na posi¢ao orto a atividade era menor. A enzima
também  apresentou  atividade sobre  pNPpcelobiosideo, pNPlactosideo,
pNPBxilosideo, pNPgentiobiose, entre outros substratos.

B-glicosidase de P. italicum demonstrou atividade apenas sobre alguns aril-
glicosideos como pNPBGlIi e pNPBXil e sobre celobiose, sendo uma [B-glicosidase de

espectro reduzido de substratos (Park et al., 2012).

5.4 Caracterizacao Cinética

5.4.1 Especificidade frente a diferentes substratos

A velocidade maxima de hidrélise e a constante de Michaelis (Ky) foram
determinadas conforme descrito no item 4.13.1, nos substratos sobre os quais a
enzima demonstrou atividade.

A constante catalitica kca determina o numero de moléculas de substrato que
sera convertido em produto por segundo por molécula de enzima ou seja, descreve a
eficiéncia de catalise de uma determinada proteina. A constante de especificidade
(kca/Km) relaciona, portanto a especificidade catalitica da enzima com sua afinidade
pelo substrato.

Para PcPglu1l os substratos testados apresentaram curvas de saturacao
hiperbolica e o plot de duplo reciproco correspondente foi linear. A atividade desta
enzima seguiu a cinética de Michaelis-Menten de acordo com o aumento da
concentracao dos diferentes substratos utilizados.

De acordo com os resultados obtidos para PcBGlu1, a eficiéncia catalitica
(kca/Km) para o substrato pNPRGIi é de 143,8 s'mM™, comparado com MUBGIi que
possui uma eficiéncia catalitica de 109,1 s'mM™”, demonstrando a preferéncia desta
enzima por pNPBGIi. Podemos notar também o maior valor de kca: para pNPBGIli em
relacdo a MUPBGIi, mas como estes dois substratos possuem a mesma parte glicona,
podemos dizer que a diferenga de catélise ocorre devido ao processo de glicosilacéao e
liberacdo da parte aglicona (ver item 3.5). Como podemos observar na tabela abaixo os
dois substratos possuem valores muito préximos de afinidade de ligagéo ao sitio ativo

da enzima (Kuy), mas a eficiéncia catalitica de PcBGlu1l sobre pNPRGIli é 1,5 vezes

80



maior que a eficiéncia com que hidrolisa MUBGli, resultado demonstrado pelo valor Kcar.
A eficiéncia catalitica para o substrato octilpgli demonstra a preferéncia desta enzima
por substratos com cadeias agliconas arilicas em relagéo as alquilicas.

Dentre a série de oligossacarideos observamos o aumento da constante de
especificidade com o aumento da cadeia glicosidica do substrato, isto ocorre porque a
enzima parece ter maior afinidade de ligacdo com substratos de cadeias maiores, no
entanto percebemos que a eficiéncia catalitica da enzima aumenta até
oligossacarideos possuindo 4 grupos glicosidicos, a presenca de um quinto grupo
interfere na catalise diminuindo o valor de Kcat.

Em termos de k., podemos observar que a enzima possui a mesma eficiéncia
catalitica para glicosideos com ligacao -1,3, B-1,4 ou B-1,6, o que diferencia a
eficiéncia catalitica para estes substratos é a afinidade de ligacdo dos substratos a
enzima. Podemos observar que a laminariobiose e gentiobiose possuem Kymenor que
o substrato celobiose. A laminarina demonstrou eficiéncia catalitica como substrato
semelhante a do substrato celobiose, isto ocorre porque a laminarina possui Ky e Kcat
10 vezes menor que o0 apresentado para celobiose, demonstrando novamente que a

proteina deve possuir um sitio catalitico que permita a ligacdo de substratos maiores.

Tabela 6: Parametros cinéticos determinados a partir da hidrélise de diversos substratos por PcfGlu1.

Substrato Kpy (mM) key (1) keoo/Kp (5'mM )
p-Mitrofenil-B-D-glicopiranosideo 0.2810.01 40.3+0.4 143.8
Metilumbeliferil-B-D-glicopiranosideo 0.24+0.01 26.2+ 0.5 109.1
Gentiobiose 0.38 £ 0.04 18.2+ 0.4 48.0
Celobiose 1.710:1 184+ 0.4 10.8
Celotriose 0.810.1 220+ 0.8 27.5
Celotetracse 0.42+0.05 23.5+ 0.9 56.0
Celopentaose 0.25+0.02 222+ 0.7 88.9
Laminaribiose 0.33£0.04 19.6£0.6 59.3
Cctil-B-glicopiranosideo 0.54+0.03 144+0.3 26.7
Laminarina 0.03+0.01 1.06+ 0.04 11.8

Para PcBGlu2, a hidrélise dos substratos gentiobiose, celopentaose e laminarina
também apresentou curvas de saturagdo hiperbdlica, com plote de duplo reciproco
correspondente linear, demonstrando cinética de Michaelis-Menten.
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Tabela 7: Pardmetros cinéticos determinados a partir da hidrélise de diversos substratos por PcfGlu2.

Substrato K (mM) kewt (5-1) keoo/ K (S mM ™) K, (mM)
p-Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo 0.072+0.007 1.36+0.03 18.9 24+0.2
Metilumbeliferil-B-D-glicopiranosideo  0.0144+0.0015 1.51+0.06 105.2 0.70+0.08
Gentiobiose 0.64 = 0.06 0.35£0.01 0.6 -
Celobiose 0.31+0.08 2.09 £0.04 6.7 3.3+x1.2
Celotriose 0.28 £ 0.07 3.15+0.37 11.2 1.1+0.3
Celotetraose 0.07+0.01 1.56+0.25 22.3 4.3+x0.8
Celopentaose 0.62 £ 0.07 0.61+0.02 1.0 -
Laminaribiose 0.42+0.03 1.55+0.06 3.7 10.2+1.3
Cctil-B-glicopiranosideo 0.13+0.03 0.26 +0.02 1.4 4.2+0.7
Laminarina 0.027+0.001 1.20+0.02 44.3 3

PcBGlu2 apresentou maior eficiéncia catalitica para MUBGIi e laminarina, pois
possui um valor de Ky bem pequeno para este dois substratos. O valor de Kkear/Km
obtido para pNPBgli foi de 18,9 s'mM™. Os valores da constante de especificidade
para o substrato MUBGIi para PcBGlu1 e PcBGlu2 sdo praticamente iguais no entanto,
PcBGlu2 possui maior especificidade para MUBGIi quando comparado com pNPRGli
que PcBGlui, além disso PcBGlu2 possui constante de especificidade para laminarina
40 vezes maior que PcBGlul. PcBGlul possui eficiéncia de catalise de pNPBRGIi 29
vezes maior que a eficiéncia com que PcBGlu2 hidrolisa este substrato. A constante de
especificidade para octilpgli foi de 1,4 s'mM™, o que sugere novamente a preferéncia
da enzima por substratos com a parte aglicona arilica. Dentre a série de
oligossacarideos podemos notar mais diferencas entre as duas proteinas, neste caso
PcBGlu2 possui baixa especificidade para celopentaose, pois possui Ky de 0,62 mM e
baixa eficiéncia catalitica. Esta enzima também possui aumento da especificidade de
substrato com o aumento da cadeia glicosidica, neste caso até quatro glicoses. Apesar
de o substrato celotetraose se ligar a enzima com uma afinidade muito maior que
celotriose e celobiose, o valor de ks para celotetraose é menor, a enzima perde
eficiéncia de catalise com a presenca de uma quarta molécula de glicose na cadeia.
Neste caso PcBGlul possui maior eficiéncia catalitica e maior constante de
especificidade (37 vezes) sobre celopentaose que PcGlu2.

De acordo com os valores obtidos de kea: podemos observar que a enzima
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PcBGlu2 possui eficiéncia de catélise diferente para substratos em ligacao B- 1,3, B- 1,4
e B-1,6. A especificidade de substrato assim como a eficiéncia catalitica € maior para
celobiose, seguida por laminaribiose e gentiobiose, demonstrando que a enzima possui
preferéncia por ligacdes B-1,4, seguida por p-1,3 e - 1,6.

De acordo com Singhania et al. (2013), na maioria dos casos P-glicosidases
demonstram alta atividade catalitica sobre substratos sintéticos como pNPBGIi ou
MURBGIi em relacao a celobiose. A cinética das B-glicosidases depende da configuragao
do substrato e a celobiose requer uma mudanca conformacional para que a catalise
ocorra. B-glicosidases apresentam uma estrutura rigida no sitio de ligacdo ao substrato
S1. No caso da celobiose, um dos residuos de glicose se acomoda no sitio, mas a
segunda glicose precisa mudar a conformacédo utilizando rotagdo da ligacdo-sigma do
glicosideo para caber no sitio de ligacao do substrato (Nam et al., 2010).

No caso de pNPBGIi ndo é necessario seguir o mesmo modo de ligacdo da
glicose, por isso os valores de kc./Ky encontrados para celobiose s&o mais baixos que
os valores encontrados para pNPBGli.

De acordo com os resultados encontrados observamos que PcBGlu2 nao seguiu
uma cinética Michaeliana para alguns substratos, sendo inibida quando altas
concentracdes de MUBGIi, pNPBGli, celobiose, celotriose, celotetraose, laminaribiose e
octilBGli sdo utilizadas (exemplo na Figura 30). A inibicao pode ter sido causada pela
ligacdo de uma segunda molécula no sitio catalitico ou pode ser um artefato causado
pela reacdo dos produtos com as moléculas de substrato, a transglicosilacdo. Neste
caso as moléculas de substratos devem ter um residuo de glicose na extremidade para
serem aceptoras na reacado de transglicosilacdo, no lugar da molécula de agua. De
acordo com Yagi e Tadera (1996), na transglicosilacdo a formagéo do oligossacarideo
depende da particdo do intermediario enzima-glicosideo entre a reacgao hidrolitica e
transglicosidica. Se o tempo de reagao é longo e/ou a concentracado da enzima é alta a
hidrélise dos oligossacaridos ocorre. Diversos trabalhos ja relataram a atividade de
transglicosilacdo de algumas B-glicosidases. Kongsaeree et al. (2010) descreveram
atividade de transglicosilagdo de uma dalcoquinase de Dalbergia cochinchinensis
Pierre utilizando alcodis primarios e secundarios como aceptores e de uma linamarase

de Manihot esculenta Crantz utilizando alcodis primarios, secundarios e terciarios.
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Neste caso as enzimas hidrolisam pNPBGIi para formacao de um intermediario enzima-
glicosideo e transfere a glicose para um alcool aceptor, formando alquilglicosideos.
Christakopoulos et al. (1994) descreveram a sintese de trioses a partir de celobiose e
gentiobiose utilizando B-glicosidases de Fusarium oxysporum. Yagi e Tandera (1996)
descreveram a atividade de transglicosilacao de B-glicosidase de cicadaceas utilizando
diglicosideos e diglicose-azoglicosideos como aceptores. Experimentos com a
utilizacdo de cromatografia em camada delgada ou HPLC devem ser utilizados para
confirmar a transglicosilacao.

Os valores de K;encontrados para estes substratos estdo descritos na tabela 7.
O substrato MUBGIi e celotriose apresentaram menores valores de K;de 0,7 e 1,1 mM,
mostrando que estes comecam a inibir a enzima quando se encontram em uma
concentracdo menor que laminariobiose, ou que estes sdo melhores aceptores na
reacdo de transglicosilacdo. A laminaribiose foi o substrato que apresentou menor
efeito de inibigdo por substrato com K; de 10,2 mM. O restante dos substratos
apresentaram valores de K;na faixa de 2 a 4 mM.

O equilibrio que explica os resultados quando levamos em conta a ligagdo de
uma segunda molécula de substrato e que leva ao melhor ajuste experimental dos
dados teoricos das curvas esta representado abaixo (Figura 29) pela equacado de

velocidade:
Ks Kcat e o
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Figura 29: Sistema de equilibrio utilizado para descrever a inibigao pelo substrato.
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Figura 30: Hidrolise de MUBGIi por PcfGlu2 em diferentes concentragbes de substratos.

De acordo com o0 modelo apresentado, o complexo enzima-substrato é capaz de
se ligar a outra molécula de substrato quando este se encontra em altas concentragbes
formando um complexo ternario inativo (ES2). Esta segunda molécula de substrato
pode se ligar ao sitio catalitico impedindo ou diminuindo a hidrélise da molécula que se
encontra ligada no sitio ativo.

De acordo com Riou et al. (1998), a inibicdo causada pelo substrato é uma
propriedade comum de [-glicosidases. A B-glicosidase de A. oryzae, nao foi inibida na
presenca de 50 mM de pNPBGIi, no entanto na presenca de 15 % de laminaribiose,
gentiobiose, celobiose e maltose, a hidrdlise reduziu-se a 50 % da taxa inicial de
reacdo. De acordo com Saha et al. (1996), a inibicdo por substrato causada por
celobiose é uma propriedade comum de [-glicosidase de Trichoderma spp. e outros
microrganismos.

Resultado semelhante ao encontrado para Ky de celobiose hidrolisado por
PcBGlu1 foi encontrado para B-glicosidase de Stachybotrys microspora que apresentou
Ky de 1,9 mM, para pNPRgli o Ky foi de 0,9 mM (Saibi et al., 2011).

De acordo com Yang et al. (2008) a p-glicosidase de P. termophila é
efetivamente ativa sobre pNPRGIi, celobiose, gentiobiose, soforose, amidalina e

salicilina, com Ky de 0,26, 0,65, 0,77, 1,06, 145 e 1,39 mM respectivamente. A cinética
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de hidrélise dos substratos indicam que a enzima € mais especifica para pNPRGIi que
para dissacarideos como celobiose, gentiobiose e soforose.

Harnpicharnchai et al. (2009), demonstraram que a B-glicosidase recombinante
do fungo endofitico Periconia sp., possui preferéncia de hidrélise para pNPRGIi,
celobiose e metilumbeliferil-p-celobiosideo, com Ky de 0,19, 0,5 e 0,04 mM
respectivamente. Esta enzima também demonstrou capacidade de hidrélise de
pNPaGli, pNPBxilopiranosideo e pNPBfucopiranosideo.

B-glicosidase de P. decumbens apresentou Ky de 0,019 mM para o substrato
salicilina e de 0,0064 mM sobre pNPBGIi, possuindo esta enzima uma alta afinidade
pelo extrato salicina , comparado com resultados obtidos anteriormente (Chen et al.,
2010). B-glicosidase de P. pinophilum, no entanto apresentou Ky de 5,6 mM para o
substrato pNPRGIi (Joo et al., 2010).

Resultados obtidos para eficiéncia catalitica de um B-glicosidase T. thermophilus
com atividade de galactosidase, demonstrou que os glicopiranosideos sao melhores
substratos que galactopiranosideos para esta enzima. Os valores de kca/Ky foram 257,
29, 12, 4,4 s'mM’, para os substratos oNPRGIi, celobiose, oNPGal e lactose,
respectivamente. Estes resultados ocorrem devido ao baixo Ky encontrado para os
glicosideos em relacao aos galactosideos (Nakkharat et al., 2006).

B-glicosidase de Stereum hirsutum possui maior preferéncia para substratos aril-
glicosidicos que para substratos naturais, apresentando Ky de 2,5 mM e kear de 5 s
para pNPRgli e Ky de 86 mM e kqar 281 s para o substrato celobiose. As andlises
demonstram que esta glicosidase possui afinidade 34 vezes maior para pNPpgli e é
capaz de hidrolisar pNPBgli 18 vezes mais rapido que celobiose (Nguyen et al., 2010).

Os parametros cinéticos para os substratos celobiose e pNPBGIi foram
determinados para P-glicosidase de P. italicum. Os plotes de Lineweaver-Burk
indicaram que o Ky para pNPBGIli e celobiose foram de 0,11 e 0,41 mM,
respectivamente. Os valores de eficiéncia catalitica foram de 15,8 e 6,4 s'mM™" para
pPNPBGIi e celobiose. Os resultados demonstram que a enzima € capaz de hidrolisar
celobiose com alta eficiéncia catalitica (Park et al., 2012).

Parry et al. (2001) determinaram os parametros cinéticos para hidrolise de aril-

glicosideos e dissacarideos, para [-glicosidase de T. aurantiacus. A enzima
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apresentou o menor valor de Ky para pNPBGlIi (0,11 mM) e o maior para soforose (1,34
mM). Trealose e celobiose possuiram os maiores valores de kqr. E a eficiéncia
catalitica para hidrolise de B,B-trealose (39 min'mM™) e celobiose (26,7 min"'mM™) foi
menor que a eficiéncia de hidrélise de pNPRGIi (127,8 min'mM™). A eficiéncia de
hidrélise de pNPRGIi foi 2 vezes maior que a encontrada para oNPBGli (56,4 min 'mM’
') e octilpgli (51,8 min" mM™).

5.4.2 Inibicao por Celobiose e Glicose

O efeito de inibicdo causado pela adicdo de glicose e celobiose ao meio de
reacdo contendo PcBGlul e PcBGlu2 e pNPBGIi como substrato foi avaliado conforme
descrito no item 4.12.2.

Estudos de inibicdo frequentemente indicam algo com relacdo a especificidade
de uma enzima, a arquitetura quimica e fisica do sitio ativo e ao mecanismo cinético de
reacdo. Diversos inibidores para uma enzima podem ser encontrados como drogas,
toxinas, antibioticos e venenos. Algumas enzimas sofrem retroinibicdo e podem ser
inibidas pelo préprio produto da reacdo. Estudar o efeito de inibicdo de celobiose e
glicose sobre a atividade B-glicosidase é de extrema importancia, principalmente para o
uso dessas enzimas em aplicacbes biotecnolégicas. Em processos de hidrélise
enzimatica de biomassas, por exemplo, a celobiose gerada no meio como produto da
acao de celobiohidrolases e a glicose gerada pela hidrélise de celobiose podem atuar
como inibidores da atividade de B-glicosidases, diminuindo a eficiéncia de hidrdlise.

As curvas de Michaelis-Menten obtidas para as diferentes concentracées de
inibidores assim como os perfis dos plotes de Lineweaver-Burk, demonstraram que,
quando utilizamos glicose como inibidor, PcpGlul e PcBGlu2 sao inibidas
competitivamente. A partir do replote da inclinagcdo das retas obtidas no plote de
Lineweaver-Burk versus concentracao do inibidor podemos obter o valor de K;. Quanto
menor o valor de K;, maior o grau de inibicdo a uma dada concentracao de substrato e
inibidor.

A inibicao competitiva é caracterizada pela ligacao do inibidor no sitio ativo da
enzima, esta situacao faz com que a enzima complexada ao inibidor ndo seja capaz de

se ligar ao substrato. Neste tipo de inibicdo a Vpnax permanece constante, no entanto, o
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valor de Ky aumenta (Ky aparente) com o aumento de inibidor no meio, como se o
inibidor diminuisse a afinidade da enzima pelo substrato.

De acordo com a tabela 8 podemos observar que o grau de inibicao de PcpGlu2,
quando utilizamos glicose, foi maior que a inibicdo causada em PcBGlu1. O valores de
K;foram determinados em 3,89 e 0,89 mM para PcBGlu1 e PcpGlu2 respectivamente.

De acordo com Cairns e Esen (2010), B-glicosidases sao inibidas pelo estado de
transicdo de analogos de acucares, analogos de substratos glicosidicos e agliconas
livres de seus substratos, assim como substratos pouco hidrolisados. Como as
agliconas e os bolsos de ligacao a parte glicona do sitio ativo s&o distintos, analogos de
acucares dobrados na conformacgédo de meia cadeira no estado de transicdo podem se
ligar ao sitio de ligagao a parte glicona e inibir a enzima, enquanto agliconas livres se
ligam ao sitio de ligacao a parte aglicona. Ainda de acordo com estes autores agliconas
livres podem ser melhores inibidores que a glicose pois esta necessita ser distorcida na
conformacao de meia cadeira para se ligar ao sitio de ligacdo a glicona, requerendo

energia.
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Figura 31: Plote de Lineweaver—Burk para inibicao de PcBGlul por glicose utilizando pNPBGIli como

substrato. Para determinagéo de K; a concentracao de glicose variou de 0 a 5 mM.
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Figura 32: Plote de inclina¢des obtido a partir do plote de Lineweaver-Burk para determinagédo de K; de
PcBGlu1 por glicose.
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Figura 33: Plote de Lineweaver—Burk para inibicdo de PcBGlu2 por glicose utilizando pNPBGIi como
substrato. Para determinagéo de K a concentragéo de glicose variou de 0 a 10 mM.
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Figura 34: Plote de inclina¢des obtido a partir do plote de Lineweaver-Burk para determinagédo de K; de
PcBGlu2 por glicose.

As curvas de Michaelis-Mentem obtidas para as diferentes concentracdes de
inibidores assim como os perfis dos plotes de Lineweaver-Burk, demonstraram que,
quando utilizamos celobiose como inibidor, PcBGlu1l e PcPGlu2 sao inibidas nao-
competitivamente, em um tipo de inibicdo caracterizada como mista linear. A inibicao
mista linear indica que a ligagdo do substrato e do inibidor ndo sdo mutuamente
exclusivas. A partir do replote da inclinacdo e da intercepcao das retas obtidas no plote
de Lineweaver-Burk versus concentracdo do inibidor podemos obter o valor de K. e de
a.

A inibicdo mista linear é caracterizada pela ligacdo do inibidor em um sitio
préximo ao sitio ativo da enzima, impedindo a ligagdo da molécula de substrato, ou o
inibidor pode se ligar a outro sitio distante do sitio ativo da enzima causando alteragéao
na conformacgédo da enzima o que faz com que esta nao ligue mais o substrato com a
mesma afinidade no sitio ativo. Neste tipo de inibicdo o complexo ESI é cataliticamente
inativo e a presenga do inibidor modifica a constante de dissociacdo do complexo
enzima-substrato (ES) por um fator a, assim o valor de Ky aumenta (Ky aparente) e
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diminui a Vmax.

De acordo com a Tabela 8 podemos observar que PcpGlul e PcBGlu2
apresentaram diferentes graus de inibicdo quando utilizamos celobiose. Os valores de
K; foram determinados em 10,7 mM e 3,74 mM para PcpGlul e PcpGlu2,
respectivamente. Sendo o valor da constante de dissociagdo do complexo ES para
PcBGlu1 alterado por um fator a=8 e PcfGlu2 por um fator a= 2,5, o que indica nos
dois casos uma maior afinidade do inibidor pela enzima livre do que pelo complexo
enzima-substrato. Os valores de K; encontrados sdo diferentes dos valores em
encontrados para Ky quando utilizamos celobiose como substrato, o que indica que
quando utilizamos esta como inibidor ela se liga em um sitio diferente do sitio de

ligacao do substrato, o que € coerente com 0 modelo de inibigao mista linear.
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Figura 35: Plote de Lineweaver—Burk para inibicdo de PcBGlu1 por celobiose utilizando pNPBGli como

substrato. Para determinacao de K;a concentracao de celobiose variou de 0 a 18 mM.
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Figura 36: Plote dos parametros da reta obtidos a partir do plote de Lineweaver-Burk para determinagéo

de K; e a para inibicao de PcpGlu1 por celobiose.
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Figura 37: Plote de Lineweaver—Burk para inibicdo de PcfGlu2 por celobiose utilizando pNPBGIli como

substrato. Para determinacao de K;a concentracao de celobiose variou de 0 a 5 mM.
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Figura 38: Plote dos parametros da reta obtidos a partir do plote de Lineweaver-Burk para determinagéo
de K e a para inibicao de PcBGlu2 por celobiose.

Tabela 8: Pardmetros e tipos de inibigdo determinada quando glicose e celobiose séo utilizadas como
inibidores de PcBGlu1 e PcpGlu2, utilizando pNPBGIi como substrato.

Proteina Tipo Inibigdo  Inibidor K, (mM) a
iti Glicose 1.89 £ 0.08 -
PeBGluL Competitiva
Mista Linear Celobiose 10.7% 0.1 g
Competitiva Glicose 0.881 0.08 -
PcBGlu2

Mista Linear Celobiose 3.74+ 0.07 2.5

B-glicosidases lisossomais  &cidas  (glicosilcerebrosidases) ja foram
caracterizadas com um tipo de inibicao mista linear por galactosilesfingosinas. Radin et
al. (1975) e LaMarco e Glew (1984) sugerem que nesta enzima o segundo sitio de
ligacdo ao inibidor, pode ter resultado de uma duplicacdo génica parcial do sitio ativo
da enzima e que com as modificacées evolutivas a atividade catalitica foi perdida
enguanto o sitio de ligacao ao substrato foi preservado.

A inibicdo do tipo mista linear também foi descrita para uma B-glicosidase de A.
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ornatus utilizando glucono-6-lactona como inibidor (Yeoh et al., 1986).

Duas B-glicosidases secretadas por Penicillium occitanis, foram testadas quanto
a inibicdo por glicose e glucono-6-lactona. As duas enzimas foram inibidas
competitivamente e apresentaram o mesmo valor de K;, sendo de 1 mM para glicose e
0,03 mM glucono-6-lactona (Bhiri et al., 2008). A enzima de T. aurantiacus mostrou-se
fortemente inibida por glucono-6-lactona apresentando K; de 8,3 nM (Parry et al.,
2001).

Seidle et al. (2006) demonstraram inibicdo de uma B-glicosidase por glicose,
celobiose, glucono-6-lactona e gentiobiose, com K; de 3,0, 1,8, 0,4 e 4,8 mM,
demonstrando que glucono-&-lactona é o inibidor mais forte.

Chauve et al. (2010) determinaram o efeito de inibicdo por glicose sobre uma -
glicosidase de T. reesei e outra de A. Niger, utilizando pNPBGIi como substrato. Os
resultados demonstraram que a enzima secretada por T. reesei € menos inibida por
glicose que a enzima de A. Niger, com K;de 3,25 e 2,70 mM.

Uma B-glicosidase de S. hirsutum apresentou K; de 29 mM para inibicao
competitiva por glicose utilizando pNPBGIli como substrato (Nguyen et al., 2010) e a B-
glicosidase de P. pinophilum foi inibida competitivamente por glicose com K;de 26,6
mM (Joo et al., 2010).

O trabalho de Park et al. (2012) demonstrou inibicdo nao-competitiva de uma B-
glicosidase de P. italicum por glicose e glucono-d-lactona quando pNPRGIi é utilizado
como substrato, com valores de K;de 8,9 e 11,3 mM respectivamente. O resultado
indica que a glicose é um inibidor mais forte que a glucono-d-lactona. De acordo com
os autores este foi o primeiro trabalho a demonstrar B-glicosidases inibidas nao-
competitivamente. Na inibicdo ndo-competitiva o inibidor se liga em um sitio diferente
do sitio ativo.

A presenca de celobiose inibiu competitivamente a hidrélise de pNPRGIi por uma
B-glicosidase de S. thermophilum com K; de 1,32 mM, sugerindo que o substrato

sintético e o natural sdo hidrolisados no mesmo sitio catalitico (Zanoelo et al., 2004).
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5.4.3 Afinidade Subsitios

Na degradacdo de substratos poliméricos por hidrolases, é observado que a
Constante de Michaelis (Ku) e a velocidade maxima (Vmax) estao inteiramente ligadas
ao grau de polimerizacao dos substratos (dp) (Im, Henson, 1995). De acordo com a
teoria dos subsitios, o sitio ativo destas enzimas consiste em um numero definido de
subsitios e cada um possui afinidade e interage de maneira diferente com o substrato.
Esta teoria também propde que a taxa de hidrélise intrinseca do substrato (Kin),
quando este esta em um complexo enzima-substrato produtivo, € constante e
independente do grau de polimerizacao do substrato. A dependéncia aparente de Vpax
com dp ocorre somente devido a probabilidade de formagcao de complexos produtivos,
que € determinada pelo arranjo das afinidades de subsitios no sitio ativo da enzima (A;;
onde i=nUmero subsitio). Os valores de Ky observados sao menores que os valores da
constante de dissociacdo de complexos enzima-substrato produtivos por causa da
existéncia de modos de ligagdo nao produtivos. As constantes de dissociacao de
complexos produtivos e nao produtivos, podem ser atribuidas a soma das afinidades
dos subsitios ocupados em cada modo de ligacdo para cada substrato. O valor de
Keat Km pode ser utilizado para determinar as afinidades de subsitios utilizando
substratos linerares com diferentes graus de polimeriza¢do (Hiromi et al., 1973).

Os subsitios foram numerados como descrito no item 4.12.3, de acordo com
Davies et al. (1997). Os valores experimentais obtidos de kca/Kmpermitem o calculo de
afinidade de subsitios para PcfGlu1 e PcpGlu2. Para PcfGlu1 podemos observar que
o sitio catalitico se encontra entre os subsitios -1 e +1, como esperado, pois esta
enzima cliva seu substrato a partir da extremidade ndo-redutora. O subsitio que
apresenta o maior valor de afinidade € A,y € 0 valor diminui em dire¢cao a extremidade
redutora, com o aumento da distancia em relacdo ao sitio catalitico. Nenhum subsitio
apresentou valor negativo de afinidade, demonstrando que os subsitios sdo efetivos na
ligacdo do substrato. O valor obtido para A,; = 1,29 Kcal/mol é comparavel ao valor
obtido para afinidade de ligacdo molecular da glicose, Bg - 2,00 Kcal/mol, obtida a partir
da constante de inibicdo K e esta similaridade sugere que a glicose se liga aos
segundo subsitio quando inibe a proteina.
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Figura 39: Histograma demonstrando afinidade de subsitios de PcBfGlul de P. chrysogenum por

residuos glicosil em oligocelodextrinas. A seta indica a posi¢édo da ligacao glicosidica hidrolisada.

Tabela 9: Valores de afinidades para residuos glicosil de subsitios A; e ki para PcBGlu1 a 40 °%Ce pH

5,0, usando oligocelodextrinas como substratos.

Subsitio (i) -1 +1 +2 +3 +]

Afinidade Subsitio (A;) A A A,a A B
A, (Kcal/Mol) 0.27 1.29 0.58 0.44 0.29
ki (57 49.2

A constante intrinseca de hidrélise da ligagdo de um substrato em um complexo
produtivo (kiny) foi de 49,2 s™', este valor foi maior que o maior valor de kear encontrado
para celotetraose (23,5 s™'), indicando que a contribuicdo de complexos ndo produtivos
estdo envolvidos, podendo levar a inibicdo por substrato. Além disso, o valor da
afinidade de A.i € menor que a afinidade para os sitios A,2 e A,s, indicando novamente
a presenca de modos nao produtivos de ligacdo. Os valores obtidos para KcaKu
tedricos calculados a partir dos dados de afinidade apresentam um desvio muito

pequeno em relacdo ao valores obtidos, como pode ser observado na tabela 10,
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demonstrando a teoria de que ki € independente do grau de polimerizacdo dos
substratos, ou seja cada subsitio possui sua prépria afinidade para cada residuo de
glicose presente no polimero de glicose e ndo existe interagdo entre estes subsitios e

que os valores de A; sao aditivos, € valida para PcpRGlu1.

Tabela 10: Comparacao entre parametros experimentais e teoéricos de PcfGlu1 de P. chrysogenum.

k cat !KM is-jmm -1]

Substrato Experimental Tedrico Taxa (Exp/Teo)

Celobiose 10.8288 10.8046 1.0022

Celotriose 27.4691 27.5117 0.9985
Celotetraose 56.0244 56.0238 1.000:0
Celopentaose 88.9377 88.9377 1.0000

Para PcpGlu2 a afinidade de ligagdo molecular para celatetraose foi de Bca,app=
4,05 Kcal/mol, e para celobiose foi de Bczapp= 3,13 Kcal/mol, se calcularmos o valor
tedrico de Bcoapp Utilizando o valor de Beasapp € as afinidade dos sitios +2 e +3,
encontraremos um valor de 3,31 Kcal/mol, o que indica que modos nao produtivos de
ligacdo ndo estdo afetando os valores de Ky encontrados e portanto a afinidade de
ligacdo molecular para celobiose pode ser representada pela soma das afinidades dos
subsitios A4+ A,q. Assim o sitio catalitico também se encontra entre os sitios +1 e -1,
como pode ser notado a soma das afinidades destes subsitios € maior que a afinidade
encontrada para os outros subsitios.

Os subsitios que apresentam o maior valor de afinidade sdo A.i+A,1 e 0 valor
diminui em relacdo a extremidade redutora para n igual 3, tendo um pequeno
incremento no subsitio +3 e valor negativo no sitio +4. Para Pcpglu2, kit ndo pode ser
determinada. O valor de Ky é decrescente com os substratos, C2, C3, e C4
respectivamente, sugerindo que esta enzima possui quatro subsitios que se ligam a
residuos de glicose, em acordo com os valores de afinidade positivos encontrados nos
sitios -1, +1, +2 e +3 e 0 valor negativo encontrado no sitio hipotético +4. O valor
negativo encontrado para A,4 pode também indicar que esse subsitio ndo é efetivo na

ligacdo ao substrato, devido a presenca de mais ligacbes nao especificas que
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especificas neste subsitio.

A, (Kcal/mol)

'3 T T T
-1/+1 +2 +3

Subsitios

+4

Figura 40: Histogramas demonstrando afinidade de subsitios de PcBGlu2 de P. chrysogenum por

residuos glicosil em oligocelodextrinas.

Tabela 11: Valores de afinidades de subsitios A; para PcBGlu2 a 40 °Ce pH 5,0, utilizando

oligocelodextrinas como substrato.

Subsitio (i) -1 +1 +2
Afinidade Subsitio (4;) Ao+, AL
A; [Kcal/Mol) 3,13 0,32

+3 +4
A Ay
0,43 -1,94

Alguns dados estao disponiveis relatando que a afinidade nos subsitios -1 e +1

de exo-glicosidases sdo positivas enquanto nas posi¢cdes +2 e +3, s4o menos positivas

ou préximas de zero (Yazaki et al., 1997; Chiba, 1997).

Yazaki et al. (1997) estudaram os subsitios de uma B-glicosidase de A. Niger e

de uma B-glicosidase da levedura Candida wickerhamii. As afinidades para os subsitios

-1, +1 e +2 sdo maiores que as afinidades encontradas para os subsitios +3, +4 e +5

para as duas enzimas. E as afinidades de subsitios para as enzimas da levedura séo

menores que 0s encontrados para a enzima de A. Niger, demonstrado que esta é uma
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enzima mais efetiva na hidrélise de oligossacarideos.

Ferreira et al. (2001) caracterizaram o subsitio de uma B-glicosidase de Tenebrio
molitor. De acordo com os autores todos os subsitios apresentam afinidade por glicose,
exceto o subsitio +4. A constante catalitica intrinseca encontrada foi de 21, 2 s. Ainda
segundo os autores o subsitio +2 possui maior afinidade para compostos hidrofdbicos

do que para residuos de glicose.

5.5 Hidrolise Enzimatica

Atualmente a conversao de biomassa celulésica para produgdo de bioetanol
possui grandes desafios econdmicos e tecnologicos, € 0 sucesso deste processo
depende do desenvolvimento de um processo de hidrélise altamente eficiente.

A converséao efetiva de celulose em acgucares fermentaveis requer acao de trés
classes de enzimas, as endoglucanases (EC 3.2.1.4) que clivam a cadeia de celulose
randomicamente gerando celooligossacarideos, exoglucanases (EC 3.2.1.91) que
atuam exoliticamente na extremidade redutora ou n&o-redutora da cadeia de celulose
liberando celobiose e [-glicosidases (EC 3.2.1.21) que hidrolisam celulose e
celooligossacarideos a glicose. A atividade de p-glicosidase no processo de
conversao é de extrema importancia, para retirada de celobiose do meio, pois esta
pode inibir a atividade de endoglucanases e exoglucanases, inviabilizando o processo
(Ng et al,, 2011). Artigos recentes também demonstraram que a diminuicdo da
porcentagem de conversdo da biomassa em acgucares fermentaveis esté relacionada
com a inibicdo de endoglucanases e exoglucanases por agucares de 4 e 5 carbonos
(Ximenes et al., 2010). Este fato torna as enzimas secretadas por P. chrysogenum
fortes canditadas a hidrolisar eficientemente biomassas. Como observamos pelos
valores de kca: € afinidades de subsitios encontrados, estas enzimas sado capazes de
hidrolisar celooligossacarideos com alta eficiéncia catalitica.

Celulases de T. reesei tem recebido muita atencao devido a sua capacidade de
hidrolisar celulose microcristalina eficientemente. Este fungo secreta diversas
celulases, no entanto o coquetel é deficiente em atividade de B-glicosidase. Assim para

eficientemente hidrolisar celulose a agucares fermentaveis, a complementagéao com f3-
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glicosidase € necessaria.

Assim avaliamos a suplementacdo de um coquetel enzimatico de T. reesei com
as P-glicosidases secretadas por P. chrysogenum, para incremento da porcentagem de
acucar total hidrolisado. Para os ensaios de hidrélise utilizamos trés biomassas
coloidais com composi¢des diferentes, o bagaco de cana, folha de bananeira e fibra de
coco, tendo esta Ultima uma maior porcentagem de lignina em relacdo as duas
primeiras. Aos ensaios adicionamos 7 CBU/g de biomassa para o coquetel de T. reesei
e testamos a complementacdo com 10 CBU/g de biomassa das B-glicosidases
purificadas de P. chrysogenum. A hidrélise foi avaliada por 24 h. Curvas foram
ajustadas aos graficos apenas para avaliar a tendéncia de hidrélise.

Uma das maiores preocupacdes quando utilizamos substratos sintéticos ou
comerciais para testar a capacidade de hidrolise de enzimas é que eles nao refletem
necessariamente a atividade destas sobre fontes lignocelulésicas. O uso de substratos
naturais é dificultado pela presenca de particulas insollveis. As biomassas coloidais
sdo preparadas utilizando pré-tratamentos minimos do material bruto (Lucena et al.,
2011) e o substrato formado é homogéneo, facilitando o rastreamento de atividades
hidrdliticas.

De acordo com os resultados encontrados observamos pela figura 41, que
PcBGlul ndo é capaz de utilizar bagaco de cana como substrato sem acao de outras
enzimas para gerar oligossacarideos menores nas condigcdes testadas, pois a
porcentagem de agucar redutor encontrado quando adicionamos ao meio reacional
apenas PcBGlu1 € o mesmo valor encontrado no controle. Quando suplementamos o
coquetel de T. reesei com PcpBGlul a porcentagem de hidrélise é reduzida em relacao
a hidrélise realizada utilizando somente as enzimas de T. reesei. A velocidade inicial de
hidrélise é praticamente a mesma nos ensaios contendo enzimas de T. reesei com ou

sem adicao de PcBGlut, V= 0,05 umol/h e Vo = 0,04 umol/h, respectivamente.
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Figura 41: Hidrdlise de bagaco de cana coloidal ao longo do tempo, utilizando enzimas de T. reesei 7

CBU/g de biomassa e PcfGlu1 10 CBU/g de biomassa. O controle ndo apresentou adigdo de enzimas.

O mesmo ocorre quando suplementamos o coquetel de T. reesei com PcpGlu2
(Figura 42). A velocidade inicial de hidrélise é de V, 0,05 pmol/h utilizando apenas as
enzimas de T. reesei e de 0,06 umol/h quando adicionamos PcBGlu2 ao coquetel de
enzimas. Contudo, a porcentagem final de hidrélise é menor apds a suplementacéo do
coquetel de T. reesei com a enzima de P. chrysogenum. I1sso ocorre por que PcRGlu2 é
capaz de hidrolisar bagago de cana coloidal sem a adicdo de outras proteinas no meio,
com Vy de 0,02 pmol/h.
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Figura 42: Hidrolise de bagaco de cana coloidal ao longo do tempo, utilizando enzimas de T. reesei 7

CBU/g de biomassa e PcBGlu2 10 CBU/g de biomassa. O controle ndo apresentou adigdo de enzimas.

Observamos pela tabela 12 que nas condigdes utilizadas a hidrélise de bagaco
de cana coloidal por enzimas de T. reesei alcancou 9,7 % de hidrélise do acucar total
enquanto a suplementacao com PcBGlu1 causou uma queda de 3 % na porcentagem
de hidrolise e adicdo de PcBGlu2 casou perda de 2 %. PcBGlu2 sozinha consegue
utilizar o substrato atingindo 2,5 % de hidrdlise.

De acordo com os resultados encontrados observamos pela figura 43, que
PcBGlul nao é capaz de utilizar folha de bananeira coloidal como substrato sem acao
de outras enzimas para gerar oligossacarideos menores nas condi¢des testadas, pois
novamente a quantidade de acUcar redutor detectado neste ensaio é similar ao
encontrado para o ensaio o controle. Quando suplementamos o coquetel de T. reesei
com PcpGlul a porcentagem de hidrélise permaneceu praticamente a mesma em
relagdo a hidrélise realizada utilizando somente as enzimas de T. reesei. Com o
coquetel de T. reesei a hidrélise do substrato em relacdo a quantidade de agulcares
totais presentes no meio foi de 10, 6 %, com a adicdo de PcpGlul ao extrato de T.
reesei a hidrélise atingiu 11 %. No entanto a velocidade inicial de hidrélise foi reduzida,

no ensaio utilizando apenas enzimas de T. reesei Vo 0,07 pmol/h, com a adicdo de
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PcpGlul Vy 0,03 umol/h.
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Figura 43: Hidrolise de folha de bananeira coloidal ao longo do tempo, utilizando enzimas de T. reesei 7

CBU/g de biomassa e PcBGlu1 10 CBU/g de biomassa. O controle ndo apresentou adigdo de enzimas.

A porcentagem de hidrélise de folha de bananeira coloidal utilizando apenas
PcBGlu2 foi a mesma encontrada para a hidrélise utilizando apenas enzimas do extrato
de T. reesei, 11,0 e 10, 6 % respectivamente. Sendo que as enzimas de T. reesei
apresentam uma velocidade inicial de hidrélise maior, como demonstrado na tabela 12,
atingindo 50 % da porcentagem maxima de hidrélise em tempo menor que PcpGlu2.
Quando suplementamos o extrato de T. reesei com PcBGlu2, um aumento de 7 % na
porcentagem de hidrélise do substrato coloidal foi encontrado. No entanto nao
observamos sinergismo entre as enzimas de T. reesei e a enzima adicionada de P.
chrysogenum. O sinergismo ocorre quando a atividade exibida pelas duas enzimas é
maior que a soma das atividades das enzimas individualmente. A velocidade inicial de
hidrélise foi de 0,07 umol/h sem adicao de PcpGlu2, para 0,1 umol/h com a adicéo da
enzima, sendo possivel atingir 50 % da porcentagem maxima de hidrélise em um
tempo de 1,3 h. O aumento da velocidade incial pode ter ocorrido devido a retirada de
celobiose do meio devido a adicdo extra de B-glicosidases. Sabe-se que a celobiose é

um inibidor de celulases, o que pode diminuir a velocidade de hidrélise.
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Figura 44: Hidrolise de folha de bananeira coloidal ao longo do tempo, utilizando enzimas de T. reesei 7

CBU/g de biomassa e PcBGlu2 10 CBU/g de biomassa. O controle ndo apresentou adigdo de enzimas.

Quando utilizamos fibra de coco coloidal como substrato PcBGlu1 foi capaz de
hidrolisar o substrato tdo eficientemente quanto o coquetel enzimatico de T. reesei,
atingindo 12,2 % de hidrdlise e 11,5 % para enzima de Trichoderma e com velocidades
iniciais de hidrolise praticamente iguais. No entanto quando utilizamos apenas a
enzima de T. reesei, esta € capaz de atingir 50 % da capacidade maxima de hidrélise
em um tempo de 0,1 h, enquanto a enzima de P. chrysogenum leva um tempo de 1,1 h.
Quando suplementamos o coquetel enzimatico de T. reesei com PcBGlul nao foi
observado efeito sinérgico entre as enzimas e a porcentagem de hidrélise dos aglcares
totais foi a mesma, no entanto a velocidade inicial de hidrélise foi aumentada de 0,06
pumol/h utilizando apenas a enzima de T. reesei para 0,1 umol/h com a adigdo de
PcBGlul. Na tabela 12 podemos encontrar os valores de hidrélise maxima obtidas com

os diferentes extratos utilizados.

104



14
Tr i T
T
=]
m
[
m
<]
‘=
==
m
=]
m
[P 5]
=
* -*»
-*
& Cmrok
2 T
T Fopon
& Toreserd + PofiGul
T T T
15 20 25 20

Tempa (haras)

Figura 45: Hidrdlise de fibra de coco coloidal ao longo do tempo, utilizando enzimas de T. reesei 7

CBU/g de biomassa e PcBGlu1 10 CBU/g de biomassa. O controle ndo apresentou adicdo de enzimas.

O mesmo resultado foi encontrado para porcentagem de hidrélise maxima de
fibora de coco coloidal quando utilizamos apenas o coquetel de PcBGlu2 ou a
suplementacdo do coquetel de T. reesei com PcBGlu2. Quando utilizamos apenas
PcBGlu2 a velocidade inicial de hidrélise permanece a mesma, assim como o tempo
gasto para atingir 50 % da porcentagem de hidrélise maxima. No entanto a para a
completacdo do coquetel de T. reesei com PcBGlu2, V, foi reduzida a 0,02 umol/h.

Para hidrolide fibra de coco coloidal ndo houve diferencas entre a utilizagcdo de

PcBGlu1 ou PcBGlu2 para a porcentagem final de hidrélise.
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Figura 46: Hidrdlise de fibra de coco coloidal ao longo do tempo, utilizando enzimas de T. reesei 7CBU/g

de biomassa e PcBGlu2 10 CBU/g de biomassa. O controle ndo apresentou adigdo de enzimas.

Assim podemos concluir que, nas condicoes testadas, PcBGlu1 ndo é capaz de
suplementar o coquetel enzimatico de T. reesei para hidrélise de bagago de cana e
folna de bananeira. No entanto, possui a mesma eficiéncia de hidrélise quando
utilizamos fibra de coco. PcBGlu2 também néo € capaz de suplementar o coquetel de
T. reesei , nas condicdes testadas, quando utilizamos bagaco de cana, no entanto
possui a mesma eficiéncia de hidrélise quando utilizamos fibra de coco. Apesar de nao
apresentar efeito sinérgico a adicdo de PcfGlu2 suplementou o coquetel de T. reesei
na hidrélise de folha de bananeira.

Comparando as duas enzimas purificadas de P. chrysogenum, podemos dizer
que PcBGlu2 possui um maior potencial de aplicagdo para hidrolise de biomassas, visto
que conseguiu hidrolisar as trés biomassas sem adicdo de enzimas suplementares,
enquanto PcBGlul foi capaz de hidrolisar apenas fibra de coco. Devido as
caracteristicas apresentadas por estas enzimas, podemos dizer que a suplementacao
do coquetel de T. reesei com o extrato de P. chrysogenum, apresenta grande potencial

na hidrélise de biomassas.
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Tabela 12: Efeito da utilizagdo de enzimas secretadas por T. reesei e P. chrysogenum sobre hidrélise

dos substratos colidais, bagago de cana, folha de bananeira e fibra de coco.

Bagaco Bananeira Coco
V, (mmol/h)® % Hidrélise Maxima Tsgy(h)® V, (pmol/h)® % Hidrolise Maxima T, (h)® V, (umol/h)® % Hidrélise Maxima T, (h)"

T. reesei 0.05 9.7 4.4 0.07 10.6 0.3 0.06 11.5 0.1
PcpGlul - - - - - - 0.05 12.2 11
PcpGlu2 0.02 2.5 1.6 0.04 11.0 1.7 0.07 11.6 0.2
T. reesei + PcpGlul 0.04 5.7 1.6 0.03 11.0 0.7 0.1 11.1 0.1
T.reesei + PcpGlu2 0.06 6.6 2.6 0.1 17.6 1.3 0.02 12.0 0.2

*velocidade inicial de hidralise.

l’Tempu:r gasto para atingir 50 % da hidralise maxima nas condicfes de ensaio.

Sabe-se que as celulases sao inibidas pelo produto de reacao celobiose, assim
€ esperado que a remocgao de celobiose pela adicdo de [B-glicosidase, aumente a
hidrélise de celulose. No entanto o processo de hidrélise de celobiose libera glicose,
que pode inibir as B-glicosidases. Varias hipoteses para o rapido declinio nas taxas de
hidrélise das celuloses tém sido propostas, como inativagdo enzimatica, mudancgas na
acessibilidade do substrato e reatividade, aumento na cristalinidade da celulose, falta
de extremidades nas cadeias de celuloses para agdo de celobiohidrolases, diminuicdo
do sinergismo entre as enzimas, obstaculos na superficie do substrato e a natureza
fractal do substrato (Bansal et al., 2012). No entanto a determinacdo e quantificacdo
destes fatores ainda é um desafio. A fracdo nao hidrolisada de celulose, devido a uma
adsorcao nao produtiva da enzima ao substrato, pode acontecer por diversas razdes
como a falta de sitios reativos, orientacao imprépria da cadeia de celulose em relacao
ao dominio catalitico, inacessibilidade das extremidades da cadeia de celulose e
competicao pelo substrato entre as enzimas adsorvidas (Bansal et al., 2012).

De acordo com Ng et al. (2011) B-glicosidases de A. Niger e de Chaetomella
raphigera foram capazes de suplementar de forma sinérgica um coquetel de T. reesei
utilizado para a hidrélise bagaco de cana. A porcentagem de hidrélise obtida com as
enzimas de T. reesei foi de 11 %, com a adicdo da enzima de A. Niger a hidrélise foi
incrementada em 49 % e com a adi¢ao da B-glicosidase de C. raphigera a hidrélise foi
de 68 %. No trabalho é demonstrado que dentre todas as B-glicosidases estudadas as
que se apresentaram menos sensiveis a inibicdo por glicose foram capazes de
suplementar o coquetel de T. reesei. Utilizando pNPBGIli como substrato a enzima de
A. Niger apresentou K;de 1, 39 mM e a enzima de C. raphigera K, de 4,39 mM, quando

celobiose foi utilizado como substrato foram encontrados valores de K; de 59,5 mM e
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46,3 mM para A. Niger e C. raphigera respectivamente.

Berlin et al. (2007), suplementaram um coquetel comercial de T. reesei
(Celulaclast) com Novozym 188, um coquetel de A. niger contendo grande quantidade
de B-glicosidase. De acordo com os autores a suplementacao levou ao aumento de 37
% na liberacao de glicose.

Wang et al. (2012), estudaram o efeito sinérgico da adicdo de uma B-glicosidase
em uma mistura de T. reesei Rut C-30, utilizando celulose microcristalina como
substrato. Esta B-glicosidase foi identificada em uma biblioteca metagenémica como
pertencente ao instestino de Globitermes sulphureus. A adicao da B-glicosidase ao
meio de hidrdlise aumentou a porcentagem de glucose em 87 % apds trés dias.

Bai et al. (2013), testaram o efeito sinergistico de uma p-glicosidase de
Caldicellulosiroptor bescii sobre trés celulases diferentes, utilizando celulose amorfa
como substrato. As celulases utilizadas foram uma celobiohidrolase de C. bescii, uma
endoglucanase de C. bescii e uma endoglucanase de Fervidobacterium nodosumand.
A taxa de sinergia foi considerada como a soma das atividades individuais sobre a
atividade produzida pela mistura de enzimas. Uma taxa de sinergia de 1,3 foi
encontrada entre a B-glicosidase e a endoglucanase de F. nodosumand. Para a adicao
a celobiohidrolase de C. bescii ocorreu taxa de sinergia foi de 2,6 e para a

endoglucanase de C. bescii a taxa de sinergia foi aproximadamente 2,0.
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6 CONCLUSOES

O fungo P. chrysogenum foi capaz de secretar duas B-glicosidases quando
cultivado em meio liquido contendo farelo de trigo como indutor da atividade de
celulases. O processo de purificacdo com resina hidrofébica demonstrou que PcRGlu1
possui menos aminoacidos hidrofébicos periféricos que PcBGlu2. As B-glicosidases
purificadas, PcpGlul e Pcpglu2, apresentaram massas de 134 e 98 kDa em gel
desnaturante de poliacrilamida e massa de 258 e 98 kDa estimadas por cromatografia
de exclusdo molecular, respectivamente, sugerindo que PcfGlul é provavelmente um
homodimero. O Sequencimento por espectrometria de massas demonstrou que
PcBGlul é um homodimero e identificou as duas proteinas como B-glicosidases
pertencentes a familia GH3. PcpBGlui foi identificada com 15 % de cobertura como
produto codificado pelo gene Pc18g01940 e PcpGlu2 foi identificada com 3,3% de
cobertura como produto codificado pelo gene Pc20g10170.

A determinacao da configuracdo do carbono anomérico dos produtos de reacao
demonstrou que as duas enzimas atuam por um mecanismo de retencdo de
configuracao do carbono anomérico.

Dentre as caracteristicas estudadas para estas enzimas, PcBGlu1 mostrou-se
mais estavel que PcpGlu2, com meia vida de 9174 min a 70 °C enquanto a segunda
perdia a atividade totalmente em menos de 4 min a 70 °C. No entanto a estabilidade de
PcBGlu1 é conferida pela presenca de sulfato de am6nio no meio. No caso da variacao
de pH PcpGlu1l mostrou-se mais sensivel que PcBGlu2 e as duas proteinas possuem
atividade étima em pH 5,0, e mantem-se estavel quando incubadas em valores de pH
de 4-8. A atividade de PcpGlu2 foi mais inibida pelos ions Cu®*, Mg®*, Zn** e Hg", que a
atividade de PcpBGlu1, podendo indicar a presenca de mais grupos tidis no sitio ativo ou
na estrutura de PcfGlu2 do que em PcBGlul.

As duas enzimas demonstraram preferéncia para aril-glicosideos em relagao a
alquil glicosideos e hidrolisaram eficientemente oligossacarideos naturais. Além disso,
as duas enzimas nao foram especificas para a hidrélise de ligacdes 3-1,4, pois foram
capazes de hidrolisar laminaribiose e gentiobiose. PcfGlu2 foi inibida por alguns

substratos quando estes apresentavam-se em alta concentragdo no meio.
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Provavelmente nestas concentragdes uma segunda molécula era capaz de se ligar a
enzima formando um complexo terndrio inativo, ou a diminuicdo da presenga do
produto no meio pode ter acontecido devido a atividade de transglicosilacao da enzima.
As duas enzimas foram inibidas competitivamente por glicose e ndo competitivamente
por celobiose quando utilizamos pNPBGIli como substrato. Este resultado demonstra a
presenca de um segundo sitio de ligacao a inibidor presente na enzima e ainda que
PcBGlu2 é mais fortemente inibida pelo substrato celobiose e pelo produto de reacao
glicose que PcBGlul. Foi determinado que as duas enzimas sao capazes de hidrolisar
os oligossacarideos de glicose nos subsitios -1 e +1 e que PcpGlul possui cinco
subsitios de ligacao a substratos e que PcBGlu2 possui apenas quatro.

Devido as caracteristicas apresentadas por estas enzimas, principalmente alta
eficiéncia catalitica para celodextrinas, a suplementacado do coquetel de T. reesei com
o extrato de P. chrysogenum, apresenta grande potencial para hidrélise de biomassas.
PcBGlul e PcBGlu2 nao foram capazes de suplementar o coquetel de T. reesei para
hidrélise de bagago de cana, folha de bananeira e fibra de coco, nas condigbes
testadas, no entanto hidrolisaram fibra de coco com a mesma eficiéncia do coquetel
utilizado. Apesar de nao apresentar efeito sinérgico a adicdo de PcBGlu2 suplementou
o coquetel de T. reesei na hidrélise de folha de bananeira, incrementando a
porcentagem de hidrolise. Comparando as duas enzimas purificadas de P.
chrysogenum, podemos dizer que PcpGlu2 possui um maior potencial de aplicacao

para hidrélise de biomassas.

110



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arakawa, T.; Timasheff, S.N. Mechanism of Protein Salting In and Salting Out by
Divalent Cation Salts: Balance between Hydration and Salt Binding? Biochemistry, v.
23, p. 5912-5923, 1984.

Assareh, R.; Zahiri, H. S.; Noghabi, K. H.; Aminzadeh, S.; khaniki, G.B. Characterization
of the newly isolated Geobacillus sp. T1, the efficient cellulase-producer on untreated
barley and wheat straws. Bioresource Technology, v. 120, p. 99-105, 2012.

Badhan, A.K.; Chadha, B.S.; Kaur, J.; Saini, H.S.; Bhat, M.K. Production of multiple
xylanolytic and cellulolytic enzymes by thermophilic fungus Myceliophthora sp. IMI
387099. Bioresource Technology, v. 98, p. 504-510, 2007.

Bai, A.; Zhao, X.; Jin, Y.; Yanga, G.; Feng, Y. A novel thermophilic B-glucosidase from
Caldicellulosiruptor bescii: Characterization and its synergistic catalysis with other
cellulases. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 85-86, p. 248-256, 2013.

Bansal, P.; Vowell, B.J.; Hall, M.; Realff, M.J.; Lee, J.H.; Bommarius, A.S. Elucidation of
cellulose accessibility, hydrolysability and reactivity as the major limitations in the
enzymatic hydrolysis of cellulose. Bioresource Technology, v. 107, p. 243-250, 2012.

Beguin, P., Aubert, J. P. The biological degradation of cellulose. FEMS Microbiol. Rev.,
v. 13, p.25-58, 1993.

Berlin, A.; Maximenko, V.; Gilkes, N.; Saddler, J. Optimization of Enzyme Complexes
for Lignocellulose Hydrolysis. Biotechnology and Bioengineering, v. 97, p. 287-296,
2007.

Bernier, R.F.; Stutzenberger, F.J .Stabilization of B-glucosidase by polyhydric alcohols.
Journal of Biotechnology, v.7, 293-298, 1988.

111



Bhat, M.K. Cellulases and related enzymes in biotechnology. Biotechnology Advances,
v. 18, p. 355-383, 2000.

Bhat, M.K.; Bhat, S. Cellulose degrading enzymes and their potencial industrial

aplications. Biotechnology advances, v. 15, p. 583-620, 1997.

Bhatia, Y.; Mishra, S.; Bisaria, V.S. Microbial 3-Glucosidases: Cloning, Properties and
Applications. Critical Reviews in Biotechnology, v. 22, p. 375-407, 2002.

Bhiri, F.; Chaabouni, S.E.; Limam, F.; Ghrir, R.; Marzouki, N. Purification and
Biochemical Characterization of Extracellular B-Glucosidases from the Hypercellulolytic
Pol6 Mutant of Penicillium occitanis. Appl. Biochem. Biotechnol., v. 149, p. 169-182,
2008.

Brijwani, K.; Oberoi, H.S.; Vadlani, P.V. Production of a cellulolytic enzyme system in
mixed-culture solid-state fermentation of soybean hulls supplemented with wheat bran.
Process Biochemistry, v. 45, p. 120—128, 2010.

Buaban,B.; Inoue,H.; Yano,S.; Tanapongpipat,S.; Ruanglek,V.; ChampredaV.;
Pichyangkura, R.; Rengpipa, T.S.; Eurwilaichitr,L. Bioethanol production from ball milled
bagasse using an on-site produced fungal enzyme cocktail and xylose-fermenting
Pichia stipitis. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 110, p. 18-25, 2010.

Cairns, J.R.K.; Esen, A. B-Glucosidases. Cell.Mol. Life Sci., v. 67, p. 3389-3405, 2010.
Cao, W.G.; Crawford, D.L. Purification and some properties of beta-glucosidase from

the ectomycorrhizal fungus Pisolithus tinctorius Strain. J. Microbiol., v. 39, p. 125-129,
1998.

112



Cantarel, B.L.; Coutinho, P.M.; Rancurel, C.; Bernard, T.; Lombard, V.; Henrissat, B.
The Carbohydrate-Active EnZymes database (CAZy): an expert resource for
glycogenomics. Nucleic Acids Res., v. 37, p. D233—-D238, 2009.

Chandra, M.S.; Viswanath, B.; Reddy, B.R. Cellulolytic enzymes on lignocellulosic
substrates in solid state fermentation by Aspergillus niger. Indian Journal of
Microbiology, v. 47, p. 323-328, 2007.

Chauve, M.; Mathis, H.; Huc, D.; Casanave, D.; Monot, F.; Ferreira, N.L. Comparative
kinetic analysis of two fungal B-glucosidases. Biotechnology for Biofuels, v. 3, p.3,
2010.

Chen, M.; Qinb, Y.; Liu, Z.; Liu, K.; Wang, F.; Qua, Y. Isolation and characterization of a
B-glucosidase from Penicillium decumbens and improving hydrolysis of corncob residue
by using it as cellulase supplementation. Enzyme and Microbial Technology, v. 46, p.
444-449, 2010.

Cheong, D. E.; Chang, W. S.; Kim, G. J.A. cloning vector employing a versatile -
glucosidase as an indicator for recombinant clones, Anal.Biochem., v. 425, p. 166-168,
2012.

Chiba, S. Molecular mechanism in a-glucosidase and glucoamylase. Biosci.
Biothechnol. Biochem., v. 61, p. 1233—-1239, 1997.

Christakopoulos, P.; Kekos, D.; Marcris, B.J.; Goodenough, P.W.; Bhat, M.K.
Purification and characterization of an extracellular B-glucosidase  with
transglycosylation and exo-glucosidase activities from Fusarium oxysporum. Biotech.
Lett., v. 16, p. 587-592, 1994.

Cobos, A.; Estrada, P. Effect of polyhydroxylic cosolvents on the thermostability and
activity of xylanase from Trichoderma reesei QM 9414. Enzyme Microb. Technol., v. 33,
p. 810-818, 2003.

113



Coughlan, M. P. The properties of fungal and bacterial cellulases with comment on their
production and application. In: G.E. Russell, Editor, Biotechnology and Genetic
Engineering Reviews, v. 3, p. 39-109, 1985.

Czjzek, M.; Cicek, M.; Zamboni, V.; Bevan, D.R.; Henrissat, B.; Esen, A. The
mechanism of substrate (aglycone) specificity in B-glucosidases is revealed by crystal
structures of mutant maize B-glucosidase -DIMBOA, -DIMBOAGIc, and dhurrin
complexes. Proc.Natl. Acad. Sci. USA, v. 97, p. 13555-13560, 2000.

Daroit, D. J.; Simonetti, A.; Hertz, P. F.; Brandelli, A. Purification and characterization of
an extracellular B-glucosidase from Monascus purpureus. J. Microbiol. Biotechnol., v.
18, p. 933-941, 2008.

Davies, G.J.; Wilson, K.S.; Henrissat, B. Nomenclature for sugar-bindingsubsites in
glycosyl hydrolyses, Biochem. J., v. 321, p. 557-559, 1997.

Decker, C. H.; Visser, J.; Schreier, P. B-Glucosidases from Five Black Aspergillus
species: study of their physico-chemical and biocatalytic properties. J Agric Food Chem,
v. 48, p. 4929 — 4936, 2000.

Dubois, M.; Gilles, K.A.; Hamilton, J.K.; Rebers, P.A.; Smith, F. Colorimetric Method for
Determination of Sugars and Related Substances. Analytical chemistry, v. 28, n. 3, p.
350 — 356, 1956.

Elyas, K.K.; Mathew, A.; Sukumaran, R.K.; Manzur Ali, P.P.; Sapna, K.; Kumar, S.R.;
Mol, K.R. Production optimization and properties of beta glucosidases from a marine

fungus Aspergillus-SA 58. New Biotechnology, v. 27, p. 347-351, 2010.

Esen, A. B-Glucosidases. In: Whitaker, J.R.; Voragen, A.G.J.; Wong, D.W.S.; editors.
Handbook of food enzymology. MarcelDekker Inc., New York, pp 791-804, 2003.

114



Evans, CS. Properties of the beta-D-glucosidase (cellobiase) from the wood-rotting

fungus, Coriolus versicolor. Appl Microbiol Biotechnol, v. 22, p. 128-131, 1985.

Falkoski, D.L.; Guimaraes, V.M.; de Almeida, M.N.; Alfenas, A.C.; Colodette, J.L.; de
Rezende, S.T. Chrysoporthe cubensis: A new source of cellulases and hemicellulases
to application in biomass saccharification processes. Bioresource Technology, v. 130, p.
296-305, 2013.

Flachner, B.; Brumbauer, A.; Reczey, K. Stabilization of B-glucosidase in Aspergillus
phoenicis QM 329 pellets. Enzyme and Microbial Technology, v. 24, p. 362-367, 1999.

Fox, J.D.; Robyt, J.F. Miniaturization of three carbohydrate analyses using a

microsample plate reader. Anal.Biochem. v. 195, p. 93-96, 1991.

Garcia-Rico, R.O.; Fierro, F.; Mauriz, E.; Gébmez, A.; Fernandez-Bodega, M.A.; Martin
J.F. The heterotrimeric Ga protein Pgai regulates biosynthesis of penicillin, chrysogenin

and roquefortine in Penicillium chrysogenum. Microbiology, v. 154, p. 3567-3578, 2008.

Gilbert, H.J.; Sta Ibrand, H.; Brumer, H.How the walls cometumbling down: recent
structural biochemistry of plant polysaccharide degradation. Current Opinion Plant Biol.,
v. 11, p. 338-348, 2008.

Goker-Alpan, O. Therapeutic approaches to bone pathology in Gaucher disease: Past,
present and future. Molecular Genetics and Metabolism, v. 104, p. 438—447, 2011.

Grabowski, G.A.; Gatt, S.; Horowitz, M. Acid beta-glucosidase: enzymology and
molecular biology of Gaucher disease. Crit Rev Biochem Mol Biol., v. 25, p. 385-414,
1990.

Gunata, Z. Flavor enhancement in fruit juices and derivedbeverages by exogenous

glycosidases and consequences of theuse of enzyme preparations. In: Whitaker, J.R.;

115



Voragen, A.G.J.; Wong, D.W.S.; editors. Handbook of food enzymology. Marcel Dekker
Inc., New York, p. 303-330, 2003.

Haas, H.; Friedlin, E.; Stoffler, G.; Redl, B.Cloning and structural organization of a
xylanase-encoding gene from Penicillium chrysogenum. Gene, v. 126, p. 237-242,
1993.

Haas, H.; Herfurth, E.; Stéffler, G.; Redl, B. Purification, characterization and partial
amino acid sequences of a xylanase produced by Penicillium chrysogenum. Biochim.
Biophys. Acta., v. 1117, p. 279-286, 1992.

Hagerdal, B.; Ferchak, J.D.; Pye, E.K. Saccharification of cellulose by the cellulolytic
enzymesystem of Thermomonospora sp. |. Stability of cellulolytic activities with respect
to time, temperature,and pH. Biotechnol. Bioeng., v. 22, p. 1515-1526, 1980.

Hammel, K. E. Fungal degradation of lignin. In: Cadisch, G.; Giller, K.E.; editors. Plant
litter quality and decomposition. CAB-International, p. 33—46, 1997.

Harnpicharnchai, P.; Champreda, V.; Sornlake, W.; Eurwilaichitr, L. A thermotolerant 3-
glucosidase isolated from an endophytic fungi, Periconia sp., with a possible use for
biomass conversion to sugars. Protein Expression and Purification, v. 67, p. 61-69,
2009.

Henrissat, B.; Callebaut, I.; Fabrega, S.; Lehn, P.; Mornon, J.P.; Davies, G. Conserved
catalytic machinery and the prediction of acommon fold for several families of glycosyl

hydrolases. Proc. Natl. Acad. Sci., v. 92, p. 7090-7094, 1995.

Henrissat, B; Bairoch, A. Updating the sequence-based classification of glycosyl
hydrolases. Biochem.dJ., v. 316, p. 695-696, 1996.

116



Hiromi, K.; Nitta, Y.; Numata, C.; Ono, S. Subsite Affinities Of Glucoamylase:
Examination Of The Validity Of The Subsite Theory. Biochirnica el Biophysica Acta, v.
302, p. 362-375, 1973.

Im, H.; Henson, C.A. Characterization of high pl a-glucosidase from germinated barley
seeds: substrate specificity, subsite affinities and active-site residues. Carbohydrate
Research, v. 277, p. 145 - 159, 1995.

Ismail, B.; Hayes, K. B-Glycosidase Activity toward Different Glycosidic Forms of
Isoflavones. J. Agric. Food Chem., v. 53, p. 4918-4924, 2005.

Javed, M.R.; Rashid, M.H.; Mukhtar, Z.; Riaz, M.; Nadeem, H.; Huma, T.; Ashiq, N.
Kinetics and thermodynamics of high level B-glucosidase production by mutant
derivative of Aspergillus niger under submerged growth conditions. Afr. J. Microbiol.
Res., v. 5, p. 2528-2538, 2011.

Jeya, M.; Joo, A.R.; Lee, K.M.; Tiwari, M.K.; Lee, K.M.; Kim, S.H.; Lee, J.K
Characterization of beta-glucosidase from a strain of Penicillium purpurogenum
KJS506. Appl. Microbiol. Biotechnol., v. 86, p. 1473-1484, 2010.

Joo, A.; Jeya, M.; Lee, K.; Moon, H.; Kim, Y.; Lee, J. Production and characterization of
B-1,4-glucosidase from a strain of Penicillium pinophilum. Process Biochemistry, v. 45,
p. 851-858, 2010.

Jargensen, H.; Mgrkeberg, A.; Krogh, K.B.; Olsson, L.Growth and enzyme production
by three Penicillium species on monosaccharides. J Biotechnol., v. 109, p. 295 -299,
2004.

Jung,Y.R.; Shin, H.Y.; Song, Y.S.; Kim, S.B.; Kim, S.W. Enhancement of immobilized

enzyme activity by pretreatment of B-glucosidase with cellobiose and glucose. Journal
of Industrial and Engineering Chemistry, v. 18, p. 702-706, 2012.

117



Karnchanatat, A.; Petsom, A.; Sangvanich, P.; Piaphukiew, J.; Whalley, A.J;
Reynolds, C.D.; Sihanonth, P. Purification and biochemical characterization of an
extracellular beta-glucosidase from the wood-decaying fungus Daldinia eschscholzii
(Ehrenb.:Fr.) Rehm. FEMS Microbiol Lett, v. 270, p. 162-170, 2007.

Kaya, M.; lto, J.; Kotaka, A.; Matsumura, K.; Bando, H.; Sahara, H.; Ogino, C.;
Shibasaki, s.; Kuroda, K.; Ueda, M.; Kondo, A.; Hata, Y. Isoflavone aglycones
production from isoflavone glycosides by display of B-glucosidase from Aspergillus

oryzaeon yeast cell surfasse. Appl Microbiol Biotechnol., v. 79, p. 51-60, 2008.

Kim, S., Dale, B. E. Global potential bioethanol production from wasted crops and crop

residues. Biomass and Bioenergy, v. 26, p. 361-375, 2004.

Kongsaereea, P.T.; Ratananikoma, K.; Choengpanyab, K.; Tongtubtima, N.;
Sujiwattanaratb, P.; Porncharoennop, C.; Onpiuma, A.; Svastic, J. Substrate specificity
in hydrolysis and transglucosylation by family 1 B-glucosidases from cassava and Thai
rosewood. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 67, p. 257—-265, 2010.

Korotkova, O.G.; Semenova, M.V.; Morozova, V.V.; Zorov, |.N.; Sokolova, L.M;
Bubnova, T.M.; Okunev, O.N.; Sinitsyn, A.P. Isolation and properties of fungal beta-
glucosidases. Biochemistry (Mosc), v. 74, p. 569-577, 2009.

Koshland, D.E. Stereochemistry and the mechanism of enzymatic reactions. Biol Rev,
v. 28, p. 416-436, 1953.

Kovacs, K.; Megyeri, L.; Szakacs, G.; Kubicekc, C.P.; Galbeb, M.; Zacchib, G.
Trichoderma atroviride mutants with enhanced production of cellulase and B-
glucosidase on pretreated willow. Enzyme and Microbial Technology, v. 43, p. 48-55,
2008.

Krogh, K.B.R.; Harris, P.V.; Olsen, C.L.; Johansen, K.S.; Hojer-Pedersen, J.; Borjesson,
J.; Olsson, L. Characterization and kinetic analysis of a thermostable GH3 beta-

118



glucosidase from Penicillium brasilianum. Appl. Microbiol. Biotechnol., v. 86, p. 143—
154, 2010.

Krystal, G.; Macdonald, C.; Munt, B.; Ashwell, S.A method for quantitating nanogram
amounts of soluble protein using the principle of silver binding. Analytical Biochemistry,
v. 148, p. 451-460, 1985.

Kubicek, C.P.; Messner, R.; Gruber, F.; Mach, R.L.; Kubicek-Pranz, E.M. The
Trichoderma reesei cellulase regulatory puzzle: from the interior life of a secretory

fungus. Enzyme and Microbial Technology, v. 15, p. 90-99, 1993.

Kumar, R.; Singh, S.; Singh, O.V. Bioconversion of lignocellulosic biomass: biochemical
and molecular perspectives. J. Ind. Microbiol. Biotechnol,, v. 35, p. 377-391, 2008.

Laemmli, U.K. Cleavage of structural proteins during the assembly of head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-683, 1970.

LaMarco, K. L.; Glew, R.H. Galactosylsphingosine Inhibition of the Broad-Specificity
Cytosolic B-Glucosidase of Human Liver. Archives of Biochemistry And Biophysics., V.
236, p. 669-676, 1985

Leite, R.S.R.; Gomes, E.; da Silva, R. Characterization and comparison of
thermostability of purified B-glucosidases from a mesophilic Aureobasidium pullulans
and a thermophilic Thermoascus aurantiacus. Process Biochemistry, v. 42, p. 1101—
1106, 2007.

Li, Y.K.; Lee, J.A. Cloning and expression of B-glucosidase from Flavobacterium
meningosepticum: a new member of family B B-glucosidase - Homology to fungal B-

glucosidases. Enzyme and Microbial Technology, v. 24, p. 144-150, 1999.

119



Liu, J.; Yuan, X.; Zeng, G.; Shi, J.; Chen, S. Effect of biosurfactant on cellulose and
xylanase production by Trichoderma viride in solid substrate fermentation. Process
Biochemistry, v. 41, p. 2347-2351, 2006.

Lucena, S.A.;Moraes, C.S.;Costa, S.G.;de Souza, W.;Azambuja, P.;Garcia,
E.S.; Genta, F.A. Miniaturization of hydrolase assays in thermocyclers. Anal.
Biochem., v. 434, n. 1, p. 39-43, 2013.

Lynd, L.R.; Weimer, P.J.; van Zyl, W.H.; Pretorious, I.S. Microbial cellulose utilization:
fundamentals and biotechnology. Microbiol.Mol. Biol. Rev., v. 66, p. 506-577, 2002.

Mach, R.L.; Zeilinger. S. Regulation of gene expression in industrial fungi: Trichoderma.
Appl. Microbiol. Biotechnol., v. 60, p. 515-522, 2003.

Mandels, M.; Weber, J. The production of cellulases. Advances in Chemistry, v. 95, cap.
23, p. 391-414, 1969.

Marana, S.R. Molecular basis of substrate specificity infamily 1 glycoside hydrolases.
IUBMB Life, v. 58, p. 63-73, 2006.

Marana, S.R.; Terra, W.R.; Ferreira, C. Midgut B-D-Glucosidases from Abracris
Flavolineata (Orthoptera: Acrididae). Physical Properties, Substrate Specificities and
Function. Insect Biochern. Molec. Biol., v. 25, p. 835-843, 1995.

McCarter, J.D.; Withers, S.G. Mechanisms of enzymatic glycoside hydrolysis. Current
Opinion in Structural Biology, v. 4, p. 885-892, 1994.

Melo, E.B.; Gomes, A.S.; Carvalho, I. a- and B-Glucosidase inhibitors: chemical
structure and biological activity. Tetrahedron, v. 62, p. 10277—10302, 2006.

Miller, G. L. Use of dinitrosalicyclic acid reagent for determination of reducing sugars.
Anal. Chem., v. 31, p. 426-428, 1959.

120



Morrissey, J. H. Silver stain for proteins in polyacrylamide gel. A modified procedure
with enhanced uniform sensitivity. Anal.Biochem., v. 11, p.307-310, 1981.

Moscatelli, M. C.;Lagomarsino, A.; Garzillo, A.M.V.; Pignataro, A.; Grego, S. B-
Glucosidase kinetic parameters as indicators of soil quality under conventional and
organic cropping systems applying two analytical approaches. Ecological Indicators, v.
13, p. 322-327, 2012.

Nakkharat, P.; Haltrich, D. Purification and characterisation of an intracellular enzyme
with B-glucosidase and B-galactosidase activity from the thermophilic fungus
Talaromyces thermophilus CBS 236.58. Journal of Biotechnology, v. 123, p. 304-313,
2006.

Nam, K.H.; Sung, M.N.; Hwang, K.Y. Structural insights into the substrate recognition
properties of B-glucosidase. Biochem. Biophys. Res. Commun., v. 391, p. 1131-1135,
2010.

Nefisa, EI-Shayeb, M. A.; Mabrouk, S.S.; Ismail, S. A.; Abdel-Fattah, A. F. Production of
fungal enzymes with special reference to B-glucosidases. Zentralblatt fir Mikrobiologie,
v. 147, p. 563-568, 1992.

Ng, I.; Li, C.; Chan, S.; Chir, J.; Chen, P.T.; Tong, C.; Yu, S.; Ho, T.D. High-level
production of a thermoacidophilic b-glucosidase from Penicillium citrinum YS40-5 by
solid-state fermentation with rice bran. Bioresource Technology, v. 101, p. 1310-1317,
2010.

Ng, |.; Tsai, S.; Ju, Y.; Yu, S.; Ho, T.D. Dynamic synergistic effect on Trichoderma

reesei  cellulases by  novel B-glucosidases  from  Taiwanese  fungi.
Bioresource Technology, v. 102, p. 6073-6081, 2011.

121



Nguyen, N.; Lee, K.; Kim, I.; Kim, Y.; Jeya, M.; Lee, J. One-step purification and
characterization of a B-1,4-glucosidase from a newly isolated strain of Stereum
hirsutum. Appl. Microbiol. Biotechnology, v. 87, p. 2107-2116, 2010.

Pal, S.; Banik, S.P.; Ghorai, S.; Chowdhury, S.; Khowala, S. Purification and
characterization of a thermostable intra-cellular B-glucosidase with transglycosylation
properties from filamentous fungus Termitomyces clypeatus. Bioresource Technology,
v. 101, p. 2412-2420, 2010.

Park, A.; Hong, J.H.; Kim, J.; Yoon, J. Biochemical Characterization of an Extracellular
B-Glucosidase from the Fungus, Penicillium italicum, Isolated from Rotten Citrus Peel.
Mycobiology, v. 40, p. 173-180, 2012.

Park, Y.P.; Aguiar, C.L.; Alencar, S.M.; Scamparini, A.R.P. Biotransformacao de
isoflavonas de soja. Biotecnologia, Ciéncia e Desenvolvimento, v. 20, p. 12-14, 2001.

Parry, N. J.; Beever, D. E.; Owen, E.; Vandenberghe, |.; Van Beeumen, J.; Bhat, M. K.
Biochemical characterization and mechanism of action of a thermostable B-glucosidase
purified from Thermoascus aurantiacus. Biochem. J., v. 353, p. 117-127, 2001.

Plant, A.R.; Oliver, J.E.; Patchett, M.L.; Daniel, R.M.; Morgan, H.W. Stability and
substrate specificity of a B-glucosidase from thethermophilic bacterium Tp8 cloned into

Escherichia coli. Archn. Biochem. Biophys., v. 262, p.181, 1988.

Queiroz, J.A.; Tomaz, C.T.; Cabral, J.M.S. Hydrophobic interaction chromatography of
proteins. Journal of Biotechnology, v. 87, p. 143—159, 2001.

Raabo E.; Terkildsen, T.C. On the enzymatic determination of blood glucose. Scand. J.
Clin. Lab. Invest.,v. 12, n. 4, p. 402—-407, 1960.

122



Radin, N. S.; Warren, K. R.; Arora, R. C.; Hyun, J. C.; Misra, R. S. Modification of Lipid
Metabolism (Perkins, E. G., and Witting, L. A., eds.), Academic Press, New York, p. 87-
104, 1975.

Rahman, Z.; Shida, Y.; Furukawa, T.; Suzuki, Y.; Okada, H.; Ogasawara, W.; Morikawa,
Y. Application of Trichoderma reesei cellulose and xylanase promoters through
homologous recombination for enhanced production of extracellular beta-glucosidase I.
Biosci. Biotechnol. Biochem., v. 73, p. 1083-1089, 2009.

Rappsilber, J.; Mann, M.; Ishihama, Y. Protocol for micro-purification, enrichment, pre-
fractionation and storage of peptides for proteomics using StageTips. Nat. Protoc., v. 2,
p. 1896-906, 2007.

Rhoderick, E.; Brown, K.L.; Jarvis, K.J.; Hyland, K.J. Protein measurement using
bicinchoninic acid: elimination of interfering substances. Analytical Biochemistry, v. 180,
p. 136—139, 1989.

Riou, C.; Salmon, J.; Vallier, M.; Nata, Z.G.; Barre, P. Purification, Characterization and
Substrate Specificity of a Novel Highly Glucose-Tolerant 3-Glucosidase from Aspergillus

oryzae. Applied And Environmental Microbiology, v. 64, p. 3607-3614, 1998.

Rodriguez-Martin, A.; Acosta, R.; Liddell, S.; Nunez, F.; Benito, M.J.; Asensio,
M.A.Characterization of the novel antifungal protein PQAFP and the encoding gene of
Penicillium chrysogenum. Peptides, v. 31, p. 541-547, 2010.

Rojas, A.; Arola, Li.; Romeu, A. B-Glucosidase families revealed by computer analysis
of protein sequences. Biochem. Mol. Biol. Int., v. 35, p. 1223-1231, 1995.

Romero-Segura, C.; Garcia-Rodriguez, R.; Sanchez-Ortiz, A.; Sanz, C.; Pérez, A.G.

The role of olive B-glucosidase in shaping the phenolic profile of virgin olive oil. Food
Research International, v. 4, p. 191-196, 2012.

123



Rostagno, M.A.; Palma, M.; Barroso, C.G. Solid-phase extraction of soy isoflavones. J.
Chromatogr.A, v. 1076, p. 110, 2005.

Saha, B.C.; Bothast, R.J. Production, Purification, and Characterization of a Highly
Glucose-Tolerant Novel B-Glucosidase from Candida peltata. Aplied and Environmental
Microbiology, v. 62, p. 3165-3170, 1996.

Saibi, W.; Gargouri, A. Purification and biochemical characterization of an atypical B-
glucosidase from Stachybotrys microspora. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, v. 72, p. 107— 115, 2011.

Sanz-Aparicio, J.; Hermoso, J.A.; Martinez-Ripoll, M.; Lequerica, J.L.; Polaina, J.
Crystal structure of beta-glucosidase A from Bacillus polymyxa: insights into the

catalytic activity in family 1 glycosyl hydrolases. J. Mol. Biol., v. 275, p. 491-502, 1998.

Seidle, H.F.; Allison, S.J.; George, E.; Huber, R.E. Trp-49 of the family 3 B-glucosidase
from Aspergillus niger is important for its transglucosidic activity: Creation of novel 3-
glucosidases with low transglucosidic efficiencies. Archives of Biochemistry and
Biophysics, v. 455, p. 110-118, 2006.

Semenza, G.; Curtis, H.C.; Raunhardt, O.; More, P.; Muler, M. The configurations at the
anomeric carbon of the reaction products of some digestive enzymes. Carbohyd. Res.,
v. 10, p. 417 - 428, 1969.

Setchell, K.D.; Cole, S.J.Variations in isoflavone levels in soy foods and soy protein
isolates and issues related to isoflavone databases and food labeling. J. Agric. Food
Chem., v. 51, p. 4146-4155, 2003.

Singhania, R.E.; Patel, A.; Sukumaran, R.K.; Larroche, C.; Pandey, A. Role and
significance of beta-glucosidases in the hydrolysis of cellulose for bioethanol production.
Bioresource Technology, v. 127, p. 500-507, 2013.

124



Sinnott, M.L. Catalytic mechanisms of enzymic glycosyl transfer. Chem. Rev., v. 911, p.
1171-1202, 1990.

Smith, P.K.; Krohn, R.l.; Hermanson, G.T.; Mallia, A.K.;, Gartner, F.H.; Provenzano,
M.D.;Fujimoto, E.K.; Goeke, N.M.; Olson, B.J.; Klenk, D.C. Measurement of protein
using Bicinchoninic Acid. Anal. Biochem., v. 150, p. 76-86, 1985

Soarse, F.E.F.; Braga, F.R.; Genier, H.L.A.; Araujo, J.V.; Ferriera, S.R.; Araujo, J.M.;
Tavela, A.O.; Vilela, V.L.R.; Queir6z, J.H. Optimization of medium composition for
protease production by Paecilomyces marquandii in solid-state-fermentation using
response surface methodology. Afr. J. Microbiol. Res., v. 4, p. 2699-2703, 2010.

Souza, F.H.; Nascimento, C, V.; Rosa, J.C.; Masui, D.C.; Leone, F.A.; Jorge, J.A;;
Furriel, R.P.M. Purification and biochemical characterization of a mycelial glucose- and
xylose-stimulated B-glucosidase from the thermophilic fungus Humicola insolens.
Process Biochemistry, v. 45, p. 272-278, 2010.

Suto, M.; Tomita, F. Induction and catabolite repression mechanisms of cellulase in
fungi. Journal of bioscience and bioengineering, v. 92, p. 305 -311, 2001.

Thongpoo, P.; McKee, L.S.; Araujo, A.C.; Kongsaeree, P.T.; Brumer, H. Identification of
the acid/base catalyst of a glycoside hydrolase family 3 (GH3) B-glucosidase from
Aspergillus niger ASKU28. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1830, p. 2739-2749, 2013.

Tsukada, T.; Igarashi, K.; Yoshid, M.; Samejima, M. Molecular cloning and
characterization of two intracellular beta-glucosidases belonging to glycoside hydrolase
family 1 from the basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. Appl. Microbiol.
Biotechnol., v. 73, p. 807-814, 2006.

125



van den Berg, M.A.; Albang, R.; Albermann, K.; Badger, J.H.; Daran, J.; Driessen,
A.J.M.; Garcia-Estrada, C.; Fedorova, N.D.; Harris, D.M.; Heijne, W.H.M.; Joardar, V.;
Kiel, J.A.K.W.; Kovalchuk, A.; Martin, J.F.; Nierman, W.C.; Nijland, J.G.; Pronk, J.T.;
Roubos, J.A.; van der Klei, I.J.; van Peij, N.LN.M.E.; Veenhuis, M.; von Dohren, H.;
Wagner, C.; Wortman, J.; Bovenberg, R.A.L. Genome sequencing and analysis of the
filamentous fungus Penicillium chrysogenum. Nature Biotechnology, v. 26, p. 1161-
1168, 2008.

Verdoucq, L.; Czjzek, M.; Moriniere, J.; Bevan, D.R.; Esen, A. Mutational and structural
analysis of aglycone specificity in maize and sorghum B-glucosidases. J. Biol. Chem., v.
278, p. 25055-25062, 2003.

Wallecha, A.; Mishra, S. Purification and characterization of two B-glucosidases from
a thermo-tolerant yeast Pichia etchellsii. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1649, p. 74—
84, 2003.

Wanga, Q.; Qiana, C.; Zhang, X.; Liu, N.; Yana, X.; Zhou, Z. Characterization of a novel
thermostable B-glucosidase from a metagenomic library of termite gut. Enzyme and
Microbial Technology, v. 51, p. 319— 324, 2012.

Wang, L., Ridgway, D., Gu, T., Moo-Young, M.Bioprocessing strategies to improve
heterologous protein production in filamentous fungal fermentations. Biotechnol. Adv., v.
23, p. 115-129, 2005.

Wen, Z.; Liao, W.; Chen, S. Hydrolysis of animal manure lignocellulosics for reducing
sugar production. Bioresour. Technol., v. 91, p. 31-39, 2004.

Withers, S.G. Mechanisms of glycosyl transferases and hydrolases. Carbohydrate
Polymers, v. 44, p. 325-337, 2001.

126



Wood, T.M.; McCrae, S.l. Purification and some properties of the extracellular B-
glucosidase of the cellulolytic fungus Trichoderma koningii. J. Gen. Microbiol., v. 128, p.
2973-2982, 1982.

Ximenes, E., Kima, Y., Mosiera, N., Dien, B., Ladisch, M. Inhibition of cellulases by
phenols. Enzyme and Microbial Technology, v. 46, p. 170-176, 2010.

Xu, Z.; Escamilla-Trevino, L.L.; Zeng, L.; Lalgondar, M.; Bevan, D.R.; Winkel, B.S.J.;
Mohamed, A.; Cheng, C.; Shih, M.; Poulton, J.E.; Esen, A. Functional genomic analysis
of Arabidopsis thaliana glycoside hydrolase family 1. Plant Mol Biol., v. 55, p. 343—-367,
2004.

Yagi, F.; Tadera, K. Substrate specificity and transglucosylation catalyzed by cycad (-

glucosidase. Biochimica et Biophysics Acta, v.1289, 315-321, 1996.

Yang, S.; Jiang, Z.; Yan, Q.; Zhu, H. Characterization of a thermostable extracellular 3-
glucosidase with activities of exoglucanase and transglycosylation from paecilomyces
thermophile. J. Agric. Food Chem., v. 56, p.602—608, 2008.

Yang, S.; Wang, L.; Yan, Q.; Jiang, Z.; Li, L. Hydrolysis of soybean isoflavone
glycosides by a thermostable beta-glucosidase from Paecilomyces thermophila. Food
Chem., v. 115, p. 1247-1252, 2009.

Yazaki, T.; Ohnishi, M.; Rokushika, S.; Okada, G. Subsite structure of the/3-glucosidase
from Aspergillus niger, evaluated by steady-state kinetics with cello-oligosaccharides as

substrates.Carbohydrate Research, v. 298, p. 51-57, 1997.

Yeoh, H.H.; Tan, T.K.; Koh, S.K. Kinetic Properties of B-glucosidase from Aspergyillus
ornatus. Microbiol. Biotechnol., v. 25, p. 25—28, 1986.

127



Yoon, J.J.; Cha, C.J.; Kim, Y.S.; Son, D.W.; Kim, Y.K. The brown-rot basidiomycete
Fomitopsis palustris has the endo-glucanases capable of degrading microcrystalline
cellulose. J. Microbiol. Biotechnol., v. 17, p. 800-805, 2007.

Yvon, M.; Chabanet, C.; Pélissier, J.P. Solubility of peptides in trichloroacetic acid
(TCA) solutions. Hypothesis on the precipitation mechanism. Int. J. Pept. Protein Res.,
v. 34, p. 166-76, 1989.

Zagrobelny, M.; Bak, S.; Mgller, B.L. Cyanogenesis in plants and arthropods.
Phytochemistry, v. 69, p. 1457—-1468, 2008.

Zanoelo, F.F.; Polizeli, M.L.T.M.; Terenzi, H.F.; Jorge, J.A. B-Glucosidase activity from
the thermophilic fungus Scytalidium thermophilum is stimulated by glucose and xylose.
FEMS Microbiology Letters, v. 240, p. 137—143, 2004.

Zechel, D.L.; Withers, S.G. Glycosidase Mechanisms: Anatomy of a Finely Tuned
Catalyst. Acc. Chem. Res., v. 33, p. 11-18, 2000.

Zheng, P.; Wang, J.; Lu, C.; Xu, Y.; Sun, Z. Immobilized - glucosidase on magnetic
chitosan microspheres for hydrolysis of straw cellulose. Process Biochemistry, v. 46, p.
683-687, 2013.

Zhou, S.; Ingram, L.O. Synergistic hydrolysis of carboxymethyl cellulose and acid-
swollen cellulose by two endoglucanases (CelZ and CelY) from Erwinia chrysanthemi.

J. Bacteriol., v. 182, p. 5676-5682, 2000.

Zilliox, C.; Deberie, P. Hydrolysis of wheat straw by a thermostable endoxylanase:
Adsorption and kinetic studies. Enzyme Microb. Technol., v. 22, p. 58—63, 1998.

128





