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1. RESUMO

A celulose é o principal componente da parede celular e a sua hidrolise
completa produz glicose, um produto de elevado interesse devido suas aplicacfes
biotecnologicas. No entanto, a lignina, presente na parede celular, € um limitante
desta hidrélise e os pré-tratamentos utilizados ndo eliminam completamente sua
acdo, fazendo-se necessaria a compreensdo do mecanismo de inibi¢do da lignina, a
fim de aumentar a eficiéncia da hidrdlise.

No processo de hidrolise da celulose o extrato comercial Novozym 188,
obtido do cultivo de Aspergillus sido muito utilizado. O objetivo desse trabalho foi
purificar B-glicosidases do extrato Novozym 188 através de cromatografias de troca
ibnica, utilizando a resina DEAE-CL6B, e de exclusdo molecular, utilizando a
resina Sephacryl S-100 High Resolution, em pH 5,0. A eficiéncia da cromatografia
foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) em condicgdes
desnaturantes (SDS-PAGE). Com a purificagdo parcial desta enzima pdde-se

detectar a presenca de pelo menos trés isoenzimas da -glicosidase.



2. INTRODUCAO

A celulose é um polissacarideo presente na parede celular das plantas e pode
representar 50% da sua massa (PANDEY et al., 2000), o que a torna o principal
componente da parede celular. De elevada massa molar, esta molécula é formada
por residuos de glicose unidos por ligacdo B-(1—4) (FENGEL; WEGENER, 1989).
A hidrolise completa da celulose resulta em glicose, o que tem despertado grande
interesse por este biopolimero, ja que a glicose tem muitas aplicacdes
biotecnoldgicas, dentre elas a producdo de etanol de segunda geracao (LYND et al.,
2002).

A hidrolise completa da celulose se da pela acéo sinérgica de um complexo
enzimatico, composto principalmente por trés tipos de enzimas. As exoglucanases,
também chamadas de celobiohidrolases (CBH), quebram as ligagdes p-(1—4) nas
extremidades da cadeia de celulose formando o dissacarideo celobiose. As
endoglucanases (EG) hidrolisam as mesmas ligacdes, no entanto, na parte interna
desta cadeia e por fim as celobiases clivam o dissacarideo celobiose, liberado pelas
CBHs, formando glicose. (BRIENZO; ARANTES; MILAGRES, 2009;
JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007)

Apesar do grande interesse pelo produto de hidrdlise da celulose, esse
processo € limitado pela lignina, outra macromolécula da parede celular
(MANSFIELD; MOONEY; SADDLER, 1999; ZHU et al., 2008). A lignina é
responsavel por manter a rigidez da parede celular e por proteger contra ataques de
microrganismos (JORGENSEN; KRISTENSEN; FELBY, 2007), o que dificulta o
acesso das enzimas a celulose. Para contornar este problema, diversos pre-
tratamentos tem sido usados para minimizar o efeito da lignina (ALVIRA et al.,
2010). No entanto, mesmo apds estes pré-tratamentos, a lignina ndo é
completamente retirada do material e, por isso, ainda dificulta a hidrolise da
celulose. Por este motivo a compreensdo do mecanismo de inibicdo da lignina se
faz necesséria, para que se consiga atingir um nivel de eficiéncia maior na hidrélise
da celulose.

O extrato comercial Novozym 188 tem sido muito utilizado no processo de

hidrolise da celulose, como fonte da enzima B-glicosidase. .Essa suplementacao é



importante, uma vez que o extrato celulolitico comercial de Trichoderma reesei
ATCC26921 é deficiente e -glicosidase. De acordo com Vinzant (2001), a
principal B-glicosidase presente nesse extrato possui massa molar 78,4 kDa e ponto
isoelétrico 6,5. Entretanto, Chauve et al. (2010) mostraram a presenca de dufls -
glicosidases nesse preparado comercial através da técnica de -eletroforese
bidimensional.

Com base nos resultados de caracterizacdo fisico quimica e cinética do
extrato comercial Novozym 188 apresentado na literatura, neste trabalho foi feita a
purificacdo das -glicosidases , utilizando cromatografia de troca iénica e exclusao
molecular, visando em um trabalho futuro estudar a influéncia da lignina, de
materiais pré-tratados, nesta enzima purificada. Esse relatorio apresenta os dados

finais da purificacdo parcial de p-glicosidases do extrato Novozym 188.



3. METODOLOGIA

3.1. Medida de atividade da p-glicosidase

A atividade da B-glicosidase foi determinada conforme descrito por Tan,
Mayers e Saddler (1987), com adaptacdes. Para isso 0,1 mL da amostra foram
misturados a 0,4 mL do substrato pNP-G (p-nitrofenil-4-D-glicopiranosideo) 0,1%
(m/v), preparado em tampdo acetato de sédio 50 mmol/L,pH 4,8. A mistura foi
deixada incubada a 45°C, por 15 min. Apos esse tempo,foi adicionado 1 mL de
NaHCO3; 10%, a fim de interromper a reacdo. As absorbancias foram medidas no
comprimento de onda 410 nm e os valores de absorbancia foram convertidos em
concentracdo de p-nitrofenol através de uma curva de calibragéo.

Uma unidade internacional (UI) de B-glicosidase foi definida como a

liberacdo de 1 umol de p-nitrofenol por minuto, a 45 °C.

3.2. Medida da atividade da xilanase

A atividade da xilanase foi determinada conforme descrito por Bailey, Biely
e Poutanen (1992). Para isso, 0,9 mL de xilana de birchwood 1% foi misturada com
0,1 mL da amostra, a mistura foi incubada a 45°C por 5 min. A reacdo foi
interrompida adicionando 1,5 mL de DNS e os tubos foram fervidos por 5 min. A

absorbéancia foi medida em comprimento de onda 540 nm.

3.3. Medida de atividade da endoglucanase

A atividade enzimatica da endoglucanase foi determinada conforme o
procedimento descrito por Tanaka (1981) com adaptacGes. Para isso 0,9 mL de
CMC (carboximetil celulose) 0,44% foi misturado a 80 pL de tampéo acetato, pH
4,8 e 10 mM, e aquecido em banho a 50 °C, em seguida foi adicionado 20 uL da
amostra. A reacdo foi interrompida adicionando 1 mL de DNS, ap6s 30 min de



reacdo. A absorbancia foi medida a 540 nm e a concentracao de agucares redutores

foi calculada através de uma curva de calibracéo utilizando glicose.

3.4. Medida do teor de proteina

Para quantificar as proteinas foi usado o método de Bradford (1976). Foi
utilizado 1 mL de Bradford para cada 0,1 mL de amostra e os tubos foram agitados
e deixados em repouso por 10 min.Em seguida, a absorbancia foi medida no
comprimento de onda 595 nm. Com os valores encontrados foi possivel calcular a
quantidade de proteinas presentes nas amostras, através de uma curva de calibracéo

de albumina.

3.5. Purificacéo por troca idnica

O pH ideal para a purificacdo, aquele no qual a proteina adsorvesse a resina,
foi determinado de acordo com o seguinte teste, feito em duplicata: 1,0 mL de
resina DEAE-CL6B foi misturada com 1,0 mL de tampéao em tubos de centrifuga
de 2,0 mL, sendo que 4 valores de pH foram usados: 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 variando-se
os tampdes. Para os valores de pH 4,0 e 5,0, foi utilizado tampéo acetato de sodio.
Os demais valores de pH foram ajustados utilizando tampao fosfato de sédio. Os
tubos foram centrifugados, e o tampé&o descartado, sendo o processo repetido cinco
vezes, a fim de ajustar o pH da resina. Em seguida, 50 pL. do extrato Novozym 188
foi diluida em 50,0 mL de cada tampéo, suas absorbancias foram medidas em 410
nm. Esta mistura foi colocada nos tubos contendo as resinas com os valores de pH
devidamente ajustados e agitou-se. A mistura foi centrifugada e a atividade
enzimatica dos sobrenadantes foi medida, conforme descrito acima.

Foram aplicados 10,0 mL do extrato Novozym 188 diluido 100 vezes em
uma coluna DEAE-CL6B (1,0 x 6,0 cm), previamente equilibrada em tampao
acetato de sodio 10 mmol/L, pH 5,0. O fluxo foi mantido em 0,7 mL/min com o
auxilio de uma bomba peristaltica. Depois de aplicar a amostra, a coluna foi lavada

com 25,0 mL do mesmo tampdo. Na sequéncia, para eluir as proteinas retidas na



coluna, foram aplicados volumes diferentes de solugdes de NaCl 10 mmol/L, 20
mmol/L e 50 mmol/L. Durante toda a corrida, fragcbes de 1,0 mL foram coletadas
com auxilio de um coletor automatico. A absorbancia das fracdes foi medida em
280 nm ¢ a atividade de B-glicosidase foi determinada, conforme descrito acima.

As amostras foram agrupadas de acordo com a atividade enzimaética e

concentradas. Em seguida, cada grupo foi ressuspendido em agua destilada.

3.6. Purificacdo por exclusdo molecular

A amostra (descrita nos resultados) foi aplicada em uma coluna Sephacryl
S100 High Resolution (2,5 x 60,5 cm), previamente equilibrada com tampao
acetato de sodio, 100 mmol/L, pH 5,0. O fluxo foi mantido em 0,42 mL/min com o
auxilio de uma bomba peristéltica e fragdes de 5,0 mL foram coletadas
manualmente. Os primeiros 150,0 mL, aproximadamente o volume vazio da coluna,
foram coletados em uma unica fracao.

As fracbes foram analisadas quanto ao teor de proteinas em

espectrofotometro, a 280 nm, e tiveram a atividade da -glicosidase medida.

3.7. Separacao de proteinas por ultrafiltacédo

As amostras, apds troca ionica, foram submetida a ultrafiltracio em
centrifuga, utilizando um modulo de ultrafiltracdo de 5,0 kDa e rotagdo de 4000
rpm, por 15 min. O procedimento foi feito em temperatura baixa (4 °C), afim de
evitar desnaturacdo da enzima.

Tanto as fracOes que ficaram retidas na membrana quanto as que passaram
por ela foram armazenadas. As fraces que ficaram retidas foram avolumadas para

2,0 mL com tampao acetato 10 mM, pH 5,0.



3.8. SDS-PAGE

A eficiéncia da cromatografia foi avaliada através da eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%) em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), conforme
proposto por Laemmli (1970). As eletroforeses foram realizadas em uma cuba de
eletroforese vertical Ruby SE 600 (GE Healthcare).

Os géis de concentracdo e separacdo foram preparados de acordo com as
composicdes descritas na tabela 1. Persulfato de aménio 10% e TEMED foram
adicionados por ultimo, e simultaneamente, a mistura foi colocada imediatamente

nas placas.

Tabela 1: Composicédo dos géis de concentracéo e separacao.

Volume (mL)

Gel concentrador  Gel separador (12%)

(4%)

H,0 3,075 10,200
Tris-HCI0,5 mmol/L, pH 6,8 (concentrador) 1,250 -

ou 1,5 mmol/L, pH 8,8 (separador) - 7,500
SDS 20% (m/v) 0,025 0,150
Acrilamida/Bis-acrilamida 30%/0,8% (m/v) 0,670 12.000
Persulfato de amoénio 10% 0,100 0,500
TEMED 0,020 0,060

Os tampdes de amostra e de corrida foram preparados conforme as tabelas

abaixo:

Tabela 2: Composicdo do tampé&o de amostra.

Tampéao de amostra (5x)
Quantidade pra 10 mL

B-mercaptoetanol 10 mmol/L 0,0078 g

Tris-HCI 0,2M pH 6,8 4,000 mL da solugédo 0,5 mol/L
SDS 10% (m/v) 1,000 g

Glicerol 20% (v/v) 2,000 mL

Azul de bromofenol 0,05% (m/v)  0,005¢g




Tabela 3: Composicdo do tampao de corrida.

Tampéo de corrida

Quantidade paral L

Tris 25 mmol/L 3,028 g
SDS 0,1% (m/v) 15,012 g
Glicina 2° mmol/L 1,000 g

As amostras foram misturadas com tampao de amostra, numa propor¢éo de
4:1 (amostra:tampdo) e, em seguida, foram fervidas por 5 min e aplicadas nas
canaletas do gel. O volume de amostra utilizado foi determinado de acordo com a
quantidade de proteina, de forma que, no maximo, 30 pg de proteinas fossem
aplicados em cada canaleta. Durante a corrida, no gel de concentracdo foi mantida a
diferenca de potencial de 100V e no gel de separacdo 150V.

Terminada a corrida, o gel foi embebido em uma solucdo fixadora,
composta por acido acético:metanol:agua (2:9:9). Em seguida, foi mantido por 12
h, a 37 °C, em uma solucdo corante de composicdo semelhante a fixadora, mas
acrescida de Comassie Blue R-250 0,1%(m/v). Apds esse tempo, o gel foi lavado

sucessivas vezes na solucéo fixadora até que as bandas ficassem aparentes.



4, Resultados e Discussao

4.1. Purificagéo por troca idnica

Durante o teste de adsorcdo em diferentes valores de pH foi possivel
observar que uma fracdo representativa da enzima nao ficou retida na resina ao usar

o tampdo acetato de sdédio em pH 4,0 (Tabela 4).

Tabela 4: Absorbancias a 410 nm da reacdo do extrato comercial com p-NPG antes e
depois do teste de adsorcéo a resina equilibrada em diferentes valores de pH.

pH Absorbéancia Absorbéancia do
inicial sobrenadante

4,0 0,725 0,237

5,0 0,820 0,020

6,0 0,776 0,020

7,0 0,835 0,019

A comparacdo dos valores de absorbancias também deixa claro que o ponto
isoelétrico (pl) da enzima esta entre 4,0 e 5,0, uma vez que a partir do valor de pH
5,0 a proteina aderiu a resina. Neste ponto hd uma divergéncia do resultado
apresentado por Vinzant (2001), que encontrou o valor de pl 6,5 para a B-
glicosidase desse extrato. O valor de pH 5,0 foi escolhido, ja que esse foi 0 menor
valor no qual houve adsorcdo da enzima de interesse. Dessa forma, proteinas com
valores de pl maiores que 5,0 seriam eluidas da coluna por repulséo entre 0s seus
grupos trocadores e a enzima..

A fim de averiguar se a p-glicosidase adsorveu na resina durante a corrida,
foi feita a determinacdo da atividade enzimatica das fracdes eluidas.. N&o foi
detectada atividade de B-glicosidase, indicando que a enzima ficou retida na coluna.
A figura 1 mostra o perfil de eluicdo com NaCl das proteinas que ficaram retidas na
coluna anionica DEAE-CL6B. Foram feitas as analises de proteina a 280 nm e de

atividade de B-glicosidase a 410nm de cada uma das 112 fragdes coletadas.
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Figura 1: Perfil de eluicdo das proteinas do extrato comercial Novozym em DEAE CL6B.
As setas indicam o inicio da aplicacdo sequencial das solugdes de NaCl nas concentragdes
de 10 mmol/L, 20 mmol/L e 50 mmol/L.

A eluicdo da coluna, com 20,0 mL a solugdo de NaCl 10 mmol/L, coincidiu
com um pico de proteina, evidenciado pelo aumento da absorbancia a 280 nm
(primeira seta na figura 1). Ndo foi detectada atividadp de -glicosidase nessa
fracdo.

Ao aumentar a forca idnica do tampao com NaCl 20 mmol/L (segunda seta
na figura 1), proteinas com atividade d§ -glicosidase foram eluidas, evidenciado
pelo aumento da absorbancia a 410 nm, apos teste de atividade enzimatica. O
primeiro pico que aparece a 280 nm, tubo 29, ndo apresenta atividade de B-
glicosidase, que tem inicio no tubo 31. Até o tubo 47, a absorbancia a 410 nm apds
0 ensaio de atividade enzimatica ultrapassou a capacidade de deteccdo do
espectrofotdmetro, mostrando alta atividade da (3-glicosidase.

Analisando os picos de proteina (280 nm), pode ser observado um patamar
que comeca a ser detectado no tubo 33. Se fosse possivel detectar o inicio desse
pico (caso o0s picos tivessem sido resolvidos), muito provavelmente coincidiria com
0 inicio da atividade enzimatica, indicando que esse pico corresfonde a -
glicosidase. O préximo pico de absorbancia a 280 nm, que tem inicio no tubo 47,

também coincide com uma regido de grande atividade enzimatica. Esta atividade,



apos o tubo 47, decresce ao mesmo tempo em que decresce a absorbancia a 280
nm, indicando a presenca de outra isoenzima com atividade B-glicosidase.

Os dois ultimos picos de proteina, tubos 66 a 69 e 86 a 90, ocorrem
simultaneamente a deteccdo de picos atividade enzimatica, o que indica que nestes
dois picos também estdo presentes enzimas com atividade de B-glicosidase. De
acordo com esse cromatograma, é possivel inferir que pelo menos 4 isoenzimas
com atividade de B-glicosidase possam estar presentes no extrato da Novozym 188.

Em seguida, a coluna foi eluida com 25,0 mL NaCl 50mmol/L (terceira
seta) e 0 volume foi coletado em um béquer. Nessa fracdo, apenas uma pequena
atividade de B-glicosidase foi detectada.

As fracGes foram agrupadas, apos andalise do cromatograma, conforme a
tabela 5. Os tubos 1 a 29 foram descartados, por ndo apresentarem atividade

enzimatica.

Tabela 5: Agrupamento dos tubos de acordo com atividade enzimética.

Grupo Tubos

30a39

40a53

54 a 64

65a 72

73a82

83a91

92a112

25 mL de NaCl 0,5 M
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4.2. SDS-PAGE apos troca ibnica

Para evidenciar o perfil protéico das fragdes, foram realizadas eletroforeses
em condicOes desnaturantes (SDS-PAGE). O resultado pode ser observado nas
figuras 2 e 3.



Figura 2: SDS-PAGE das fracdes de 1 a 4, coletadas ap6s cromatografia de troca i6nica. A
primeira coluna do gel corresponde ao padrdo de massa molar.

Figura 3: SDS-PAGE das fracdes de 5 a 8, coletadas ap6s cromatografia de troca i6nica. A
primeira coluna do gel corresponde ao padrdo de massa molar.



Nas canaletas 1 e 2, foram aplicados 30 pg de proteina e nas demais foram
utilizadas 150 pL de amostra. As letras de ‘a’ até ‘i’, nos géis indicam as diferentes
bandas detectadas na eletroforese. Nenhum dos grupos apresentou uma banda
Unica, o que demonstra que a B-glicosidase ndo foi completamente purificada neste
procedimento.

O primeiro gel tem as bandas mais evidentes que o segundo, devido a maior
guantidade de proteina aplicada. Apesar de terem sido detectadas proteinas na
fracdo 8 pelo método de Bradford, nenhuma banda pode ser observada no gel
(Figura 2), sugerindo que nessa fracdo haja algum interferente a0 meétodo de
determinacdo protéica..

Pela massa molar das bandas do padrdo e mobilidade relativa (Rf) foi

estimada a massa molar das bandas presentes no gel, conforme tabela 6.

Tabela 6: Estimativa das massas molares das bandas presentes no gel.

Banda Massa molar (kDa)
A 93,1

84,1

73,9

139,3

104,4

80,6

63,1

100,6

I 82,7

T O m m O O W

Pode-se inferir que as bandas ‘i’ e ‘f’ representam a mesma proteina, assim
como as bandas ‘h’ e “e’, pois apresentam massas molares bastante proximas. No
entanto, como foram feitas em géis diferentes o valor de Rf pode sofrer pequenas
alteracdes, o que leva a uma variagdo na estimativa da massa molar.

Além disso, é possivel inferir que a B-glicosidase descrita por Vinzant
(2001) pode ser a proteina representada pela banda ‘c’, j& que sua massa molar

estimada foi 73,9 kDa, um valor préximo da massa citada por ele, 78,4 kDa.



4.3. Purificacdo por exclusdo molecular

O grupo 1 foi submetido a cromatografia de exclusdo molecular, por ser o
grupo que apresenta maior atividade da -glicosidase.

As fragOes foram coletadas em 52 tubos e, depois de medidas as
absorbancias a 280 nm e 410 nm (apds ensaio de atividade enzimatica). A figura 4

mostra o cromatograma gerado por essa etapa de purificacao.
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Figura 4. Perfil de eluicdo das proteinas obtidas da troca iénica (grupo I) que foram
aplicadas na cromatografia de exclusdo molecular

E observar a presenca de dois picos de atividade de p-glicosidase, sendo que
0 primeiro (tubos 1 a 7) apresenta maior atividade do que o segundo (tubos 27 a
31), estes picos de atividade enzimética coincidem com um aumento na quantidade
de proteinas ( favor fazer uma segunda escala para a proteina ai vocé vai ver melhor
0s picos). Isto nos leva a crer que a quantidade de proteinas nessas fracdes foi
baixa, sendo a B-glicosidase a proteina mais presente. Os tubos foram reagrupados,

conforme a tabela 7, de acordo com suas atividades.



Tabela 7. Agrupamento ap6s exclusdo molecular.

Grupo Tubos
G1/1 le?2
G1/2 3ao08
G1/3 9ao0 27
Gl/4 28 a0 31

Os tubos 32 a 52 foram descartados por ndo apresentarem atividade de B-
glicosidase.

Os grupos G1/1, G2/2 e G1/4 foram liofilizados interrompendo a
liofilizacdo antes da sublimacgdo total. O grupo G1/3 nédo foi liofilizado, j& que
possuia baixa atividade enzimatica e quase inexistente presenca de proteina.

A figura 5 mostra o perfil protéico das fracBes coletadas apds a
cromatografia de exclusdo molecular G1/1, G1/2 e G1/4, analisado por SDS-PAGE.

Padrao G1M G112 G1/4
3 T AT, ¥
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Figura 5. Gel de separacéo do grupo 1, apds exclusdo molecular.



Mesmo apds a segunda cromatografia, nenhum dos grupos apresentou uma
banda unica, ou seja, § -glicosidase ndo foi completamente purificada apos este
procedimento.

No entanto, ap0s essa etapa de purificacdo a enzima perdeu muito de sua
atividade. A tabela abaixo mostra os dados da purificacdo apds a exclusdo molecular.

Tabela 8. Purificagdo apos exclusédo molecular.

Grupo Atividade Proteina  Atividade

un (mg) especifica
G1/1 0,51 0,72 0,71
G1/2 0,15 0,61 0,24
G1/4 0,06 0,04 1,63

Apos a liofilizacdo, houve uma queda acentuada na atividade enzimatica e,
consequentemente a atividade especifica, a purificacdo e o rendimento apresentaram
valores extremamente baixos. E possivel que a enzima tenha perdido atividade
devido a algum residuo de NaCl proveniente da etapa de troca i6nica que foi
concentrado apos a liofilizagdo. Outro fato que pode ter contribuido para a perda de
atividade ¢ o0 modo como a enzima foi congelada. O congelamento a -60°C foi feito
em ultrafreezer, que é um procedimento mais lento do que se tivesse sido utilizado,
por exemplo, o nitrogénio liquido. Dessa forma pode ter havido a formacéo de
cristais os quais poderiam desnaturar a enzima. A combinacgdo da presenca de sal e 0
modo de congelamento também que ser considerados como fatores responsaveis pela
perda de atividade enzimatica.

Como o objetivo deste trabalho foi purificar a B-glicosidase para estudar a
influéncia da lignina de materiais pré-tratados nesta enzima, era necessario que a
enzima estava pura e ativa. Por este motivo, uma nova purificagdo foi iniciada e a

liofilizagé&o foi descartada como forma de concentragéo.

4.4, Segunda purificacdo por troca ionica.

A troca ionica foi realizada seguindo os mesmos parametros utilizados na
primeira. No entanto, as fragcOes foram coletadas a partir do momento que a enzima

diluida foi aplicada na coluna. As absorbancias nos comprimentos de onda 280 nm e



410 nm (ap0Os ensaio enzimatico) foram medidas e o cromatograma pode ser

observado na figura 6:

~+280 nm

410 nm
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Figura 6. Perfil de elui¢do das proteinas do extrato comercial Novozym em DEAE CL6B. As
setas indicam o inicio da aplicacdo seqiencial das solu¢des de NaCl nas concentracgdes de
10 mmol/L, 20 mmol/L e 50 mmol/L.

A primeira seta corresponde ao inicio da passagem da Novozym 188
diluida, a segunda mostra 0 momento de aplicacdo do tampéo, as setas trés, quatro e
cinco equivalem a aplicagdo do NaCl 10mmol/L, 20 mmol/L e 50 mmol/L,
respectivamente.

Pode-se ver que ha picos de proteina antes que comece a ser detectada
atividade enzimaética, indicando a separacdo de proteinas sem atividg8le de -
glicosidase. A solugéo salina 10 mmol/L nédo foi capaz de dessorver a B-glicosidase
da coluna, mas teve forca suficiente para arrastar outras proteinas que interagem
menos intensamente com a resina.

Foi medida a atividade da endoglucanase e da xilanase nos tubos que
apresentavam picos de proteinas, mas ndo foi detectada atividade de nenhuma das
duas enzimas. No entanto, o fato de ndo ser possivel detectar atividade da
endoglucanase e da xilanase ndo nos da a certeza de que estas enzimas nao estejam
presentes no extrato, pois ele foi diluido inicialmente. Além disso, a concentragédo
dessas enzimas é bem menor do que da B-glicosidase no extrato original.

Semelhante ao que aconteceu na primeira purificacdo por troca ionica, a
eluicdo da B-glicosidase teve inicio com a aplicacdo da solucdo de NaCl 20 mmol/L.
Também podem ser observados picos de atividade enzimatica coincidentes com
picos proteicos em diferentes pontos do cromatograma.

Ha trés picos de atividade enzimatica. O primeiro (tubos 62 a 85) € o que

apresenta maior concentracdo de proteinas e maior atividade enzimatica. Assim



como no primeiro cromatograma (Figura 1), é possivel notar um ombro (tubo 76) no
primeiro pico. No entanto, no primeiro cromatograma este ombro é visivel apenas na
analise protéica (280 nm). No cromatograma da segunda troca i6nica (Figura 6) ele
pode ser visto, sutilmente, também na analise da atividade da B-glicosidase (410 nm).

O segundo pico (tubos 92 a 96) € o que tem menor ativijdade da -
glicosidase e menor quantidade de proteina. Enquanto que o terceiro (tubos 132 a
140) apresenta a absorbancia intermediaria em ambos os comprimentos de onda.

Os tubos foram agrupados de acordo com a atividade enzimatica (Tabela 9).
Os tubos de 1 a 62 foram descartados por ndo apresentarem atividade da -

glicosidase.

Tabela 9. Grupamento conforme atividade enziméatica.

Grupo Tubos
G1-3 63 a 88
G2-3 89a91
G3-3 92a95
G4-3 96 a 132
G5-3 1332143
G6-3 144 a 164

Com o intuito de remover o sal dos grupos e de concentra-los, eles foram
submetidos a ultrafiltragdo, conforme descrito na metodologia, e foi medida a
atividade da B-glicosidase e a quantidade de proteinas nos grupos em todas as etapas.

A tabela 10 mostra os resultados:

Tabela 10. Procedimento de purificagdo da B-glicosidase do extrato Novozym.

Atividade Proteina Atividade Fator de Rendimento
(Ul/mL) (ng) especifica purificacéo

Extrato inicial ~ 4540,19 2197,60 2066,00 1 100

Troca l6nica

G1-3 287,94 1678,80 4459,34 2,16 63,40

G2-3 48,06 28,10 5122,88 2,48 10,60

G3-3 46,57 87,90 2120,08 1,03 10,30

G4-3 6,94 i i - 1,50

G5-3 47,69 - - - 10,50

G6-3 6,44 - - - 1,40



Ultrafiltracéo
(fracdo retida)

G1-3 26,58 - - - 5,85
G2-3 42,90 66,00 1300,02 0,63 9,45
G3-3 0,76 27,80 56,45 0,03 0,17
G4-3 68,45 218,10 627,68 0,30 15,08
G5-3 191 ; - - 0,42
G6-3 0,49 i} - - 0,11
Ultrafiltracéo

(fragdo passou)

G1-3 16,19 12,03 24562,23 11,89 3,56
G2-3 - - - - -
G3-3 - - - - -
G4-3 - - - - -
G5-3 11,87 0,061 1536772,76 743,84 2,62
G6-3 - - - -

Houve perda de proteina, principalmente ap0s a ultrafiltracdo. A diminuicéo
da quantidade de proteina ndo é ruim, desde que as proteinas removidas nao
apresentem atividade de B-glicosidase, que foi 0 que ocorreu apos a troca ionica.
Nesta etapa a perda de proteinas foi de 18% (contabilizando todos os grupos) em
relagdo ao extrato inicial. No entanto, a atividade enzimatica ndo sofreu grande
alteracdo, como se pode perceber pelo aumento na atividade especifica da enzima e
elevado rendimento (97,7%, considerando todas as fracdes)

O grupo G1-3 foi o que apresentou maior atividade e maior rendimento,
enquanto que G2-3 apresentou o maior fator de purificacdo, sendo o extrato
enriquecido em até 2,5 vezes quanto a atividade dp -glicosidase nessa etapa. Nao
foi possivel detectar proteinas pelo método de Bradford nos grupos G4-3 a G6-3. Por
este motivo, ndo foi possivel calcular a atividade especifica e o fator de purificacéo
destes grupos. O grupo G5-3 tem uma atividade enzimaética elevada e apresente
pouca proteina, indicando um enriquecimento da atividade de B-glicosidase, mesmo
ndo sendo possivel calcular o fator de purificagéo.

A membrana utilizada na ultrafiltracdo tem poros de tamanho médio de 5,0
kDa. Como a B-glicosidase tem massa molecular superior a 70 kDa, era esperado que
0 NaCl e outras proteinas menores passassem pela membrana enquanto que a -



glicosidase ficasse retida. No entanto, isso ndo foi observado. Os grupos G1-3 e G5-3
tiveram atividade da p-glicosidase detectada tanto na fracdo que passou pela
membrana durante a ultrafiltracdo, quanto na que ficou retida. A membrana pode ter
sido danificada durante o processo de filtracdo, uma vez que celulases presentes nas
fracdes podem ter agido na membrana, que € feita de celulose regenerada, rompendo
sua estrutura e alterando o tamanho dos poros. Os grupos G2-3 e G4-3 (fragéo retida)
tiveram um aumento na quantidade de proteina apds a ultrafiltracdo. O grupo G3-3
(fracdo retida) teve perda de proteina, que possivelmente aderiu & membrana e néo
foi recuperada durante o processo.

Apos a ultrafiltracdo, grupo G1-3 teve uma grande perda na atividade
enzimética e uma drastica diminuicdo no teor de proteina. Quase toda proteina dessa
fracdo passou pela membrana. No entanto, a atividade enzimatica na fracéo retida
deixa evidente que ha pB-glicosidase, mesmo que em quantidade muito pequena.
Como ndo foi possivel determinar a quantidade de proteinas dessa fragdo, ndo foi
possivel calcular a atividade especifica e o fator de purificacdo. J& na fracdo que
passou pela membrana a atividade especifica € muito alta e a purificacdo também,
devido a baixa concentracdo de proteinas. O rendimento foi baixo para as duas
fragdes.

G2-3 teve pequena diminuicdo na atividade enzimética e aumento protéico,
resultando em baixa atividade especifica e fator de purificacdo. Além disso, 0
rendimento também foi baixo, apesar de ter sido o segundo maior dentre todos os
grupos. O grupo G3-3, que corresponde ao segundo pico de atividade enzimaética,
teve sua quantidade de proteina reduzida, sendo que boa parte da proteina perdida era
a B-glicosidase, ja que se observa uma reducéo drastica na atividade desta enzima. A
atividade especifica foi muito baixa. Em ambos 0s grupos nao foi possivel detectar
proteinas nas fragdes que passaram pela membrana.

O grupo G4-3, diferentemente dos demais, teve um aumento consideravel
na atividade enzimatica e na quantidade de proteinas. Ndo é possivel saber se a
atividade especifica aumentou ou ndo, pois ndo foi possivel calcula-la na etapa
anterior. Como para 0s demais grupos, a purificagdo foi baixa. No entanto, o
rendimento foi o maior dentre 0s grupos.

Os grupos G5-3 e G6-3 tiveram muita perda na atividade da enzima e
rendimentos muito baixos. No grupo G5-3, a maior parte da B-glicosidase ativa

passou pela membrana e, diferente de G5-3 apds a da troca i6nica e de G5-3 que



ficou retido na membrana durante a ultrafiltracdo, na fracdo que passou pela
membrana foi possivel calcular a quantidade de proteina, apesar de ter sido muito
baixa. Por este motivo a atividade especifica dessa fracdo foi muito alta, assim como

o fator de purificacdo foi muito alto.

4.5. Eletroforese em SDS-PAGE das fracdes protéicas obtidas nas

ultrafiltracdes do extrato comercial Novozym

O perfil protéico dos grupos foi analisado aplicando 200 pL de amostra em
cada canaleta do gel. Esse volume foi utilizado, pois era a quantidade maxima de
amostra que poderia ser aplicada. Isso foi necessario, pois a concentracdo de proteina
era baixa em todos 0s grupos e as bandas nao seriam visiveis se quantidade menor de
amostra fosse aplicada.

A figura7 corresponde ao gel com as fragdes que foram retidas pela
membrana durante a ultrafiltracdo. A figura 8 corresponde as fracdes que passaram
pela membrana. O grupo G6-3 néo foi analisado por eletroforese ja que a atividade e

concentracdo de proteinas foram muito baixas.
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Figura 7. Gel apds ultrafiltracéo, fracdes que foram retidas pela membrana.

Nas fracGes que ficaram retidas pela membrana € possivel visualizartrés
bandas. Nos grupos G1-3 e G5-3 ndo se vé banda alguma e em G2-3 a G4-3 se vé
duas bandas distintas. E possivel inferir que a banda ‘b’ corresponda a p-glicosidase,
devido a sua massa molecular ( Vinzant et al., 2001). G2-3 e G3-3 tem as bandas na
mesma posicao, ou seja, provavelmente tem o mesmo perfil protéico. J& em G4-3
ndo se vé a banda ‘a’, mas ha outra banda neste grupo, a banda ‘c’, que tem uma
massa molar superior a ‘a’ e a ‘b’. Aparentemente G3-3 é 0 grupo que contem menos
B-glicosidase, dentre aqueles que contém esta enzima.

Observando a intensidade das bandas, é possivel notar que G3-3 é o grupo
que menos contem PB-glicosidase, enquanto G4-3 é 0 que mais tem a enzima. Esta

observacao esta de acordo com os valores de atividade enzimatica obtidos.
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Figura 8. Gel SDS-PAGE das fracGes que passaram pela membrana de ultrafiltracao.

O grupo G1-3 é o Unico que apresenta bandas visiveis, dentre as fragdes que
passaram pela membrana. Como ele apresenta atividade de -glicosidase, é possivel
que uma das bandas entre 66,0 e 97,0 kDa (‘¢’ e ‘f’) seja a mesma proteina
classificada como ‘b’ na figura 7. Nos demais grupos, ndo se pode ver nenhuma
banda, ja que a quantidade de proteinas foi muito baixa.

Em nenhum dos grupos, tanto nas fragdes que ficaram retidos quanto nas
que passaram pela membrana, a B-glicosidase estd purificada. No entanto a
concentracdo por ultrafiltracdo, se comparada com a liofilizacdo, reduziu a varia¢éo
de proteinas. Isto é perceptivel pelo nimero de bandas presentes, o gel apds a
liofilizagdo apresenta um nimero maior de bandas do que o gel apds a ultrafiltracéo.



5. Concluséao

O processo utilizado ndo foi suficiente para a purificacdo total da p-
glicosidase. No entanto, foi possivel fracionar as proteinas do extrato comercial
Novozym 188. Apds as etapas de purificacdo, houve enriquecimento das fragGes
com relacdo a atividade dessa enzima. A etapa de concentracdo das proteinas, tanto
a liofilizacdo como a ultrafiltracdo, foi a mais problematica e que resultou nas
maiores perdas de atividade enzimatica com consequente baixa recuperacdo da
enzima.

A repeticdo da cromatografia por exclusdo molecular alcancou um maior
grau de purificagdo da B-glicosidase, entretanto mais etapas seriam necessarias
para a purificacdo completa da enzima.

Os métodos de deteccdo de proteina sdo pouco sensiveis a baixas
concentragdes de proteinas como no caso de amostras purificadas. Apesar disso, 0
método de Bradford pode ser usado neste trabalho. Em algumas fracdes que
apresentaram quantidade muito baixa de proteinas este método nédo foi capaz de
detecta-las, impossibilitando o célculo da atividade especifica e do fator de
purificacéo.

Além disto, foi possivel notar que o extrato Novozym 188 contém, pelo
menos, trés isoenzimas da B-glicosidase, uma a mais do que os resultados até entéo

reportados na literatura.
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