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RESUMO - A enzima [-glicosidase (EC 3.2.1.21) catalisa a hidrdlise do
dissacarideo celobiose, resultante da hidrolise da celulose, em dois mondmeros
de glicose. Em processos de hidrélise da celulose por celulases, a B-glicosidase
minimiza a inibicdo das celulases por celobiose aumentando a eficiéncia da
hidrolise do polissacarideo. Este estudo visou a otimizag¢ao da producdo da enzima
por Aspergillus awamori. A formulacao do meio de cultivo foi avaliada por meio
de um delineamento Plackett & Burman seguido de um delineamento completo
composto rotacional (DCCR). A purificagdo de duas isoformas da B-glicosidase a
partir do sobrenadante dos cultivos foi realizada por gel filtragdo e troca idnica e o
grau de homogeneidade das amostras foi avaliado por eletroforese (Native PAGE)
e zimograma. As enzimas apresentaram maior atividade em pH 4,5 e 60 °C.

1. INTRODUCAO

O aumento da demanda energética mundial, a diminuicdo das reservas de
combustiveis fosseis e os problemas ambientais relacionados a exploragao do petroleo e uso
de seus derivados estimulam pesquisas sobre o uso e producao de combustiveis alternativos,
como o etanol. Assim, no Brasil, vem se destacando o estudo da producdao de etanol de
segunda geracdo (também conhecido com etanol celuldsico) proveniente da conversdo por
hidrolise enzimatica da biomassa lignoceluldsica, principalmente de matérias-primas de

grande disponibilidade e baixo custo como o bagaco e a palha da cana-de-agticar (LIN e
TANAKA, 2006).

Os principais constituintes dessas matérias-primas sdo os polissacarideos celulose e
hemicelulose e a macromolécula de natureza fenodlica, lignina (MOOSAVI et al., 2010). O
fungo filamentoso Aspergillus awamori 2B.361U2/1 produz niveis expressivos de enzimas
celobiohidrolases e B-glicosidase (EC 3.2.1.21), que podem ser utilizadas na formulacao de
complexos enzimaticos usados na degradacdo de biomassa. A [-glicosidase catalisa a
hidrolise da celobiose a dois mondmeros de glicose, minimizando a inibi¢cao das celulases por
celobiose e fornecendo glicose para a fermentagdo a etanol.
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Nesse contexto, o objetivo deste presente trabalho foi a maximizagdo da produgdo de
B-glicosidases produzidas pelo fungo Aspergillus awamori 2B.361U2/1, a purificacdo da
enzima e a sua atividade em diferentes valores de pH e em diferentes temperaturas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Condicoes de Cultivo:

A produgdo enzimatica foi conduzida por sete dias a 30 °C e 200 RPM em frascos de
500 mL, contendo 100 mL do meio de cultivo. Os meios foram inoculados com 1% (v/v) da
suspensio de esporos em glicerol 20% (3,0 x 10 esporos/mL). Em uma primeira etapa foram
realizados cultivos em triplicata para definir qual o pH mais adequado para producdo de f3-
glicosidase usando o meio de cultivo complexo descrito por Breccia et al. (1995), como
mostra a Tabela 1, tamponado (tampao fosfato de sddio e potassio 0,1M) em valores de pH
6,5, 7,0 e 7,5. Esses cultivos foram acompanhados por amostragem didria para determinagao
da atividade de B-glicosidase segundo a metodologia descrita pela [IUPAC (GHOSE, 1987).

Tabela 1 - Meio de cultivo de Breccia modificado (BRECCIA et al., 1995)

Meio de cultivo Concentracio (g/L)
Nitrato de So6dio (NaNO;) 1,20
Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) 0,20 2.2. .
Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) 0,05 M.a’“
Sulfato de manganés (MnSO,.7H,0) 0,0016 miza¢
Sulfato de zinco (ZnS0,.7H,0) 0,0014 a0 da
Sulfato de ferro (FeSO,4.7H,0) 0,005 P{Odll
Cloreto de cobalto (CoCl,.6H,0) 0,020 ¢ao
Concentragio (p/v) d‘? B'
Extrato de Levedura 1,2% ghCOSI
Fonte de Carbono 3,0% dase
por

Planejamento Estatistico

Na tentativa de otimizar as condi¢des de producao de B-glicosidase, foram adotados os
delineamentos experimentais do tipo Plackett-Burman (PB), para a triagem dos componentes
do meio de cultivo, e DCCR, para maximizar a producdo de B-glicosidase por meio da
otimizagdo da formulacdo do meio de cultivo. Duas fontes de nitrogénio foram testadas no
delineamento PB: extrato de levedura (fonte organica) e nitrato de sodio (fonte inorganica). A
atividade de PB-glicosidase foi expressa em Ul/mL, sendo uma unidade de atividade
enzimatica (Ul — unidade internacional) correspondente a liberagdo de 1 pumol de agucar
redutor (equivalente a xilose ou glicose) por minuto, em condi¢des de velocidade inicial.

Avaliacdo da formulacdo do meio por delineamento Plackett-Burman. Para a primeira
série de experimentos de triagem dos componentes do meio foram realizados 21 ensaios. Esse
experimento foi realizado seguindo a matriz gerada pelo software Statistica 7.0 (StatSoft,
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Tulsa, OK, USA). A Tabela 2 mostra as concentracdes de cada variavel independente em cada
nivel do planejamento PB.

Tabela 2 - Variaveis e faixa de concentragdo dos componentes do meio de cultivo e os

respectivos niveis da matriz gerada

wl:fi ;i:el Varisveis independentes C_(;ncentragﬁo (g:)L) para os niveii da
x1 Nitrato de Sodio (NaNOs) 0,00 1,50 3,00
x2 Sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0) 0,00 0,20 0,40
X3 Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) 0,00 0,05 0,10
x4 Sulfato de manganés 0,00 0,005 0,01
x5 Sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0) 0,00 0,020 0,040
X6 Sulfato de ferro (FeSO,4.7H,0) 0,00 0,002 0,004
x7 Cloreto de cobalto (CoCl,.6H,0) 0,00 0,002 0,004
x8 Extrato de levedura 6 9 12
x9 Farelo de trigo 20 30 40

Otimizacdo do meio de cultivo por DCCR: Apds os experimentos de triagem, foram
definidas as variaveis significativas para a producdo de B-glicosidase. Esse experimento foi
realizado seguindo a matriz gerada pelo software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
Foram selecionados trés componentes para o DCCR 23: nitrato de sodio, farelo de trigo e
extrato de levedura. Na Tabela 3 s3o mostradas as variaveis com os valores codificados e os
valores reais de concentragdo em g/L usadas nos 18 ensaios realizados.

Tabela 3 - Variaveis e concentracdo em g/L para cada um dos niveis da matriz dos
componentes do meio de cultivo

Concentracao (g/L) de cada componente para seus respectivos niveis da matriz

-1,68 -1 0 1 1,68
x1 NaNO3 1 1,81 3 4.2 6
x2 Farelo de trigo 20 28,1 30 31,9 40
x3 Extrato de levedura 5 9,05 10 10,95 15

2.3. Purificacio e caracterizacao da B-glicosidase

Utilizando o meio otimizado, foi produzido um litro de sobrenadante do cultivo de A.
awamori. Este volume foi fracionado e concentrado 10 vezes por ultrafiltragdo tangencial em
moédulo Amicon utilizando membrana de 10 kDa. Na primeira etapa de purificagdo, a fragao
concentrada foi fracionada por filtragao em gel (Sephadex G-75), sendo a coluna eluida com
tampao acetato de sdédio 50 mM, pH 5,0. Na segunda etapa de purificacdo, as fragdes com
atividade de B-glicosidase foram coletadas e subsequentemente fracionadas em coluna de
troca i6nica (DEAE 650), sendo esta eluida com tampao fosfato de sodio 50 mM, pH 6,5. Em
ambas as etapas, a atividade enzimatica das fracdes coletadas foi medida usando o substrato
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sintético p-nitrophenyl B-D-glucoside (pNPG) pelo método descrito por SINGHANIA et al.
(2011) e a concentracao de proteina foi estimada por leitura a 280nm.

Todas as amostras de interesse de cada uma das etapas de purificacdo descritas acima
foram acompanhadas pela medida da atividade especifica de [B-glicosidase das fragdes
relevantes seguindo a metodologia descrita pela [UPAC (GHOSE, 1987) e da concentragdo de
proteina seguindo a metodologia descrita por BRADFORD (1976).

O grau de homogeneidade das amostras de cada etapa e a identificacio de -
glicosidases provenientes da cromatografia de gel filtracao e troca idnica foram analisadas por
eletroforese Native-PAGE 8% e zimograma. O gel de Native-PAGE para andlise de proteinas
foi corado com Coomassie Coloidal e o zimograma para identificagdo de B-glicosidase foi
incubado a 50 °C por 30 minutos em solucdo de esculin 0,2% e revelados com solucdo de
cloreto férrico 0,06%, assim como descrito por SINGHANIA et al. (2011).

O efeito do pH e da temperatura na atividade de B-glicosidase da amostra concentrada
em membrana de 100 kDa foi determinado pela dosagem enzimatica seguindo o protocolo
descrito pela IUPAC (GHOSE, 1987). Os ensaios foram realizados a 50°C utilizando tampao
citrato de sodio nos pHs 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 4,8, 5,0, 5,5; e tampao fosfato de sodio nos pHs 6.0,
6.5, 7.0, 7,5 e 8,0. Os ensaios para estudo do efeito da temperatura foram realizados no pH
otimo encontrado e na faixa de temperaturas de 30 °C a 80 °C com variagdes de 5°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Maximizacdo da Producio de p-glicosidase por Planejamento
Estatistico

Efeito do pH na Producdo de [-glicosidase

O pH do meio de cultivo ¢ de grande relevancia para a produgdo de B-glicosidase pelo
fungo 4. awamori. A produgdo enzimatica medida no 7° dia de cultivo variou de acordo com
o pH inicial ajustado para 6,5, 7,0 e 7,5, apresentando atividades iguais a 17,7 £ 1,8 Ul/mL,
24,1 + 4,0 e 26,3 = 4,9 Ul/mL, respectivamente. O tamponamento em pH 7,5 foi o que
influenciou mais positivamente a producao da enzima, e por esta razdo, este pH foi escolhido
para os experimentos de otimizagdo dos componentes do meio.

Delineamento Plackett-Burman

A Figura 1 apresenta o Diagrama de Pareto que mostra as variaveis significativas e
seus efeitos para a producao de B-glicosidase. Os componentes nitrato de sddio, farelo de trigo
e extrato de levedura - fonte de carbono e nitrogénio do meio - mostraram-se significativos e
com efeito positivo na producdo de B-glicosidase, ou seja, quanto maior sua concentracao
dentro da faixa de concentragdo estudada, maior a atividade de B-glicosidase apds sete dias de
cultivo. As demais varidveis ndo apresentaram efeito significativo e podem ser utilizadas na
concentracdo mais baixa estudada. Como a concentracdo de muitas delas foi igualada a zero,
elas puderam ser retiradas do meio de cultivo. A presenca de cloreto de céalcio no meio foi
significativa para o sétimo dia de cultivo, entretanto ndo foi significativa no sexto dia de



Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
Quimica em Iniciagao Cientifica

:;n resso si reim:b .e ngenhax1 r ¥ Unicamp - Campinas y SP
Quimicn orm micingio crentiica 20195 19 a 22 de julho de 2015

L ¥

cultivo e em p valores inferiores a 0,1 em ambos os dias. Assim, optamos por estudar apenas
o nitrato de soédio, farelo de trigo e extrato de levedura, que apresentaram maior efeito
positivo na produ¢do de B-glicosidase, como variaveis independentes em um delineamento
completo central rotacional (DCCR) 23.

Figura 1 - Diagrama de Pareto construido pela andlise estatistica da atividade de f-
glicosidase dos 21 ensaios do PB, com 168 horas de cultivo

Delineamento PB de 9 variaveis independentes; MS Residual=6,217644
Atividade de B-glicosidase (Ul/mL)- 168 h

3,02444

(1)NaNO,
OFarelodetigo 77777777
(8)Extrato de levedura 2,038099
| e
T i
,1631328

2,581018

(3)CaCl,

(4)FeSO,.7H,0

(5)CoCl,.6H,0 7741805

(6)MNSO,4H,0
(

2)MgS0,.7H,0 ,2493642

(7)ZnSO,.7H,0

p=1

Estimativa dos efeitos padronizados (valor ty,)

Delineamento DCCR 23

A otimizacdo dos componentes significativos para uma maior produgdo de B-
glicosidase - nitrato de sddio, farelo de trigo e extrato de levedura - foi realizada por meio de
um delineamento DCCR 23. A Tabela 4 apresenta os niveis da matriz previstos para a
composicdo do meio de cultivo com pH inicial de 7,5 do modelo gerado pelo programa
Statistica 7.0 para maximizar a producao de B-glicosidase, bem como os valores em massa
equivalentes a cada nivel, baseados nas concentragdes da Tabela 3.

Tabela 4 — Niveis da matriz gerada por previsao computacional para maximizagao da
produgdo de B-glicosidase

NaNO3 Farelo de trigo Extrato de levedura

Niveis da matriz 0,144716 0,18953 -0,497541
Massa correspondente (g/L) 3,173659 30,36011 9,527336

3.2. Identificacdo das Fracoes Purificadas

Duas B-glicosidases de A. awamori, BGL1 e BGL2, com massas moleculares distintas
foram separadas na primeira etapa de cromatografia, como mostrado na Figura 2. A fracdo da
B-glicosidase de maior massa molecular (BGL1) foi subsequentemente fracionada em coluna
de troca ionica (DEAE 650), como mostrado na Figura 3.
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Figura 2 - Perfil de eluigao da B-glicosidase Figura 3 - Perfil de elui¢do da -glicosidase
de A. awamori em Sephadex G75 BGL1 em DEAE 650
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O grau de homogeneidade das amostras foi avaliado por eletroforese (Native-PAGE),

gel B, e zimograma, gel C, como mostrado na Figura 4. A massa molecular da BGL1 e BGL
puderam ser estimadas em 140 kDa e 30 kDa, respectivamente.

Figura 4 - Eletroforese: A — Marcador molecular; B - Zimograma; C — Native PAGE 8%
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3.3. Caracterizacao da pB-glicosidase

2

O efeito do pH e da temperatura na atividade de B-glicosidase foi estudado. A maior
atividade de B-glicosidase, tanto no concentrado em 100 kDa quanto na B-glicosidase BGL1,
foi observada em pH 4,5 e 60 °C. Entretanto, a BGL1 nao apresentou estabilidade a 50 °C

com meia-vida de aproximadamente 3 horas.

4. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram que foi possivel reduzir a quantidade de
componentes usados no meio de cultivo do fungo 4. awamori, chegando a uma formulacdo
otima que visa o aumento da producdo da enzima de interesse. Duas B-glicosidases do fungo
trabalhado, com massas moleculares distintas, foram identificadas e purificadas em duas

etapas de cromatografia. A caracterizacdo destas enzimas foi de suma importancia para
otimizacao das misturas enzimaticas usadas na hidrolise de biomassa da cana-de-acucar.
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