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RESUMO

As B-glicosidases (B-D-glucosideo glucohidrolase, EC 3.2.1.21) catalisam a
hidrélise de dissacarideos e glicosideos conjugados a partir da extremidade néo
redutora. A enzima B-glicosidase apresenta inimeras aplicacées na industria de
alimentos e farmacéutica, atuando na hidrélise da celobiose em glicose, no
processo de conversdao da celulose em glicose em combinacdo com outras
enzimas celuloliticas; na liberacdo de compostos de aroma em sucos de frutas e
vinho; na hidrélise de compostos cianogénicos, presentes em plantas e residuos
agroindustriais e na transformacdo de isoflavonas glicosiladas de soja em
isoflavonas agliconas, que podem ser utilizadas para reposicado hormonal. Entre as
linhagens de Aspergillus sp., Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e
Trichoderma viride a primeira apresentou a maior produgdo de B-glicosidase. Na
fermentacao da linhagem Aspergillus sp. em meio semi sélido composto de farelo
de trigo (Natur’s): casca de maracuja: agua destilada, na proporcao 1:1:0,4; foram
obtidos, respectivamente, 25,75 U/g, 45,88 U/g e 9,29 U/g de B-glicosidase
utilizando-se os substratos p-NPG, celobiose e amigdalina, apdés 30 minutos a
50C. A B-glicosidase bruta de Aspergillus oryzae apresentou atividade 6tima na
faixa de pH 5,0 - 5,5 e uma fracdo com atividade em pH 7,0. A enzima apresentou
temperatura 6tima de atividade na faixa de 45 - 50°C e mostrou-se estavel a 45C
apds 30 minutos de incubagdo em pH 5,0 e na faixa de pH 5,0 - 7,0 ap6s 2 h a
47C. A B-glicosidase bruta de Penicillium sp. apresentou atividade 6tima em pH
4,0 a 50T e a 60°C, evidenciando a presenca de iso enzimas. Mostrou-se estavel
a 55T apds 30 minutos de incubagcdo em pH 5,0 e apr esentou maior estabilidade
na faixa de pH 3,0 - 7,0 ap6s 2 h a 60C. A B-glicosidase bruta de Trichoderma
viride mostrou atividade étima em pH 5,0 - 5,5 e 45°C e mostrou-se estavel a 45C
apos 30 minutos de incubagdo em pH 5,0 e na faixa de pH 5,0 - 7,0 ap6s 2 h a
45C . A B-glicosidase bruta de Aspergillus sp. apresentou atividade 6tima em pH
4,5 e 60C, estabilidade a 60C apds 30 minutos de incubacdo em pH 4,5 e na
faixa de pH 3,0 - 8,5 apds 2 h de incubacdo a 60C. A B-glicosidase de Aspergillus

sp. apresentou valores de Km de 3,41 mM e Vmax de 72,46 pumol p-



nitrofenol/mL.min para o substrato p-NPG. Apéds fracionamento com sulfato de
amdénio 80% e cromatografia em coluna DEAE-celulose, a B-glicosidase de
Aspergillus sp. foi parcialmente purificada cerca de 38 vezes com recuperacao de
2,5%. Utilizando-se planejamento experimental a [-glicosidase parcialmente
purificada apresentou atividade 6tima em pH 4,5 e 60T e estabilidade na faixa de
pH de 3,6 - 5,0 e temperatura de 30 - 50C ap6s 2 h de incubagéo. A B-glicosidase
parcialmente purificada de Aspergillus sp. apresentou atividade de hidrélise da

celobiose, p-NPG e amigdalina.

Palavras Chave: pB-glicosidase, caracterizacdo, purificacdo, Aspergillus sp.,

Aspergillus oryzae, Trichoderma viride, Penicillium sp. e Mucor miehei.



ABSTRACT

The B-glucosidases (B-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) catalyze
the hydrolysis of disaccharides and conjugate glycosides from the non-reducing
end. The B-glucosidases have several applications in the food and pharmaceutical
industries such as the hydrolysis of cellobiose into glucose, the conversion of
cellulose into glucose together with other cellulolytic enzymes; the release of
flavour compounds into fruit juices and wine; the hydrolysis of cyanogenic
compounds present in plants and agro-industrial residues and the conversion of
isoflavone glycosides into the soy isoflavone aglycone, which can be used for
hormone replacement. Of the strains Asperqillus sp., Aspergillus oryzae, Mucor
miehei, Penicillium sp. and Trichoderma viride, the first showed the greater
production of B-glucosidase. In the fermentation by the Aspergillus sp. strain in a
semi-solid medium containing wheat bran: passion fruit peel: distilled water, in a
ratio of 1:1:0.4; 25.75 U/g, 45.88 U/g and 9.29 U/g of B-glucosidase were obtained,
respectively, using p-NPG, amygdalin and cellobiose as the substrate, after 30
minutes at 50C. The crude B-glucosidase obtained from Aspergillus oryzae
showed a fraction with optimal activity at pH 5.0 — 5.5, and another fraction with
activity at pH 7.0. The enzymes showed optimum activity in the temperature range
from 45 to 50C and were stable after 30 minutes of incubation at 45C and pH 5.0,
and also after 2 hours at 47C in the pH range from 5.0 to 7.0. The crude B-
glucosidase from Penicillium sp. showed optimal activity at pH 4.0 and isoenzymes
with optimal activity at 50C and 60°C. The enzymes showed stability after 30
minutes of incubation at 55T and pH 5.0, and were stable in the pH range from pH
3.0 to 7.0 after 2 hours at 60<C. The crude B-glucosidase from Trichoderma viride
showed optimal activity in the pH range from 5.0 to 5.5 at 45<C; stability after 30
minutes of incubation at 45C and pH 5.0 and stabil ity in the pH range from 5.0 to
7.0 after 2 hours at 45C. The crude B-glucosidase from Aspergillus sp. showed
optimal activity at pH 4.5 and 60C; stability afte r 30 minutes of incubation at 60C
and pH 4.5, and stability in the pH range from 3.0 to 8.5 after 2 hours of incubation
at 60C. The B-glucosidase from Aspergillus sp. showed a Km value of 3.41 mM



and Vmax of 72.46 umol p-nitrophenyl/mL.min with p-NPG as the substrate. After
fractionation with 80% ammonium sulphate and chromatography on a DEAE-
cellulose column, the B-glucosidase from Aspergillus sp. was purified 38 fold with a
recovery of 2.5%. Using an experimental design the partially purified B-glucosidase
showed optimal activity at pH 4.5 and 60<C, and sta bility in the pH range from 3.6
to 5.0 and temperature range from 30% 50C, after 2 hours of incubation. The
partially purified B-glucosidase from Aspergillus sp. showed hydrolytic activity with

respect to cellobiose, p-NPG and amygdalin.

Keywords: B-glucosidase, characterization, purification, Aspergillus sp., Aspergillus

oryzae, Trichoderma viride, Penicillium sp and Mucor miehei.



1

INTRODUCAO

As B-glicosidases (B-D-glucosideo glucohidrolase, EC 3.2.1.21) catalisam a
hidrélise de dissacarideos e glicosideos conjugados a partir da extremidade néo
redutora. Esta enzima pertence ao complexo celulase, e hidrolisa
celuloligossacarideos e celobiose em glicose (BHIRI, 2008). Além disso, catalisa o
rompimento da ligacao B-glicosidica presente em alquil e aril-glicosideos.

Esta enzima é produzida por fungos, bactérias e plantas e dependendo da
fonte, as PB-glicosidases apresentam diferentes caracteristicas bioquimicas e
afinidades em relacéo aos substratos.

As B-glicosidases apresentam iniUmeras aplicacdes na industria de alimentos e
farmacéutica, atuando na hidrélise de celobiose em glicose, no processo de
transformacao de materiais celuldsicos para producdo de etanol de segunda
geracéo (SONIA et al., 2008); na liberacdo de compostos de aroma em sucos de
frutas e vinho (POGORZELSKI; WILKOWSKA, 2007); na hidrélise de compostos
cianogénicos presentes em plantas e residuos agroindustriais (CHASSAGNE et
al.,, 1999); na sintese de alquil e aril glicosideos, surfactantes nao-ibnicos com
atividade antimicrobiana e biodegradabilidade (SATHISHKUMAR et al., 2008) e na
transformacao de isoflavonas glicosiladas de soja em isoflavonas agliconas, as
quais podem ser utilizadas para reposicao hormonal (KAYA et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi testar a producgéo de B-glicosidase pelas linhagens
Aspergillus sp., Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma
viride e selecionar uma linhagem de fungo altamente produtora de B-glicosidase
capaz de hidrolisar B-glicosideos, como celobiose e amigdalina e com
caracteristicas bioquimicas que permitam sua aplicacdo industrial como na
hidrélise de celobiose em glicose, no processo de hidrélise enzimatica de

materiais celulésicos e na degradacao de compostos cianogénicos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1B-glicosidases

As [B-glicosidases (B-D-glucosideo glucohidrolase, EC 3.2.1..21) catalisam a
clivagem da ligacao B-glicosidica entre residuos glicona ou entre glicose e um aril
ou alquil glicona.

A B-glicosidase constitui o principal grupo entre as glicosideos hidrolases e
encontra-se amplamente distribuida nos organismos vivos, sendo produzida por
fungos, bactérias, plantas e animais.

Geralmente as B-glicosidases sao ativas em pH 5,0 e apresentam menor
atividade em pH igual ou inferior 4,0 (SONIA et al., 2008). Dependendo da fonte as
B-glicosidases apresentam diferentes afinidades em relagéo aos substratos.

As B-glicosidases tém papel importante em varios processos bioldgicos, como
na conversao de biomassa de celulose por microrganismos e insetos, na
biogénese de metabdlitos secundarios funcionais como fitohormaonios, terpendis e
flavondides e na degradagdo de metabdlitos nocivos como as glicosilceramidas
(LANGSTON et al., 2006).

Especificamente nas plantas, esta enzima esta envolvida na defesa contra
patdgenos e na ativacao da producao de fitohormdnios, que sdo necessarios para
o crescimento e desenvolvimento (BHIRI et al., 2008).

A enzima B-glicosidase apresenta grande potencial de aplicagdo em diversos
setores, por exemplo:

e Na industria alimenticia pode ser utilizada na hidrélise de compostos
amargos, como naringina e prunina, durante a extragdo de sucos de frutas citricas
(BHIRI et al., 2008).

e As [B-glicosidases podem ser utilizadas na liberacdo dos compostos do
aroma a partir de precursores glicosideos presentes em vinhos e sucos de frutas,
melhorando assim as qualidades organolépticas (POGORZELSKI; WILKOWSKA,
2007; GUNATA et al, 1993). Em um estudo da acdo das p-glicosidases



proveniente de diferentes fontes verificou-se que a enzima purificada do
Aspergillus niger aumentou a quantidade de trans-resveratrol em vinhos sicilianos
em 75%, sem mudar significativamente as propriedades fisico-quimicas nem as
propriedades organolépticas (TODARO et al., 2008). Desta forma, na industria de
vinhos podem ser utilizadas as B-glucosidases exdgenas de fungos filamentosos e
leveduras com a finalidade de aumentar as qualidades organolépticas, por meio
da liberagdo de precursores de aroma. As enzimas comumente utilizadas séao as
do fungo Aspergillus niger, sendo que as enzimas extracelulares de fungos dos
géneros Trichoderma, Penicillium e Aspergillus sédo citadas como enzimas que
apresentam propriedades interessantes e aplicagdo potencial na industria, em
especial, na produgcdo de aromas de vinhos e sucos (POGORZELSKI,
WILKOWSKA, 2007). Industrialmente as preparacbes comerciais de B-
glicosidases de Aspergillus niger tem sido utilizadas devido a sua elevada
estabilidade em pH acido dos sucos de frutas e a sua termotolerancia
(POGORZELSKI; WILKOWSKA, 2007).

e Podem ser empregadas na sintese de alquil e aril B-glicosideos a partir de
polissacarideos e seus derivados com alcoois por hidrélise reversa ou trans-
glicosilacao (BHIRI, 2008; SATHISHKUMAR et al, 2008). Alquil glicosideos,
surfactantes ndo idnicos com propriedades antimicrobianas e de
biodegradabilidade, podem ser utilizados em detergentes, alimentos e
medicamentos (SATHISHKUMAR et al., 2008).

e Na producdo de isoflavonas agliconas a partir de isoflavonas glicosiladas
presentes nos graos de soja. As isoflavonas sao homdlogos estruturais do
estrogeno humano que podem ser utilizados como suplemento hormonal, tendo
um importante interesse farmacéutico. Por exemplo, KAYA et al., 2008 estudaram
a transformacao de isoflavonas glicosiladas em isoflavonas agliconas utilizando B-
glicosidases do fungo Aspergillus oryzae, e verificaram que as trés B-glicosidases
produzidas pelo fungo hidrolisaram eficientemente as isoflavonas glicosiladas, no
entanto, uma das isoenzimas apresentou maior atividade e especificidade. CHUN;
KIM e KIM (2008) verificaram que as B-glicosidases de Weissela sp. apresentou

uma taxa de hidrodlise de isoflavonas de 98%-99%.



e As B-glicosidases tem funcdo importante na atuacdo do complexo de
celulases na degradacdo de biomassa de residuos agricolas, pois a enzima
hidrolisa a celobiose em glicose, a partir da qual pode ser produzido o combustivel
etanol. Sdo especialmente importantes aquelas [B-glicosidases que nao sao
afetadas pela concentracao do produto, ou seja, sdo ativas a altas concentracoes
de glicose, e aquelas ativas em valores de pH acidos (SONIA et al., 2008).

2.2 Acao das B-glicosidases na conversao de celulose

Na hidrélise da celulose em glicose por enzimas microbianas, as B-glicosidases
tém papel importante na hidrélise de celobiose em glicose e tém sido bastante
estudadas considerando-se a abundancia de materiais celulésicos renovaveis que
podem ser convertidos em etanol no futuro.

A celulose (Figura 2) é o constituinte principal da parede celular das plantas e é
um polissacarideo linear constituido por residuos de D-glicose unidos por ligacdes
B-1,4 glicosidicas (BHIRI et al., 2008). A celulose pode ser usada em processos
biotecnoldgicos, como na producdo de etanol, o que poderia representar uma
nova e mais barata fonte de obtencdo desse insumo (FLACHNER; RECZEY,
2004).

A degradacado de materiais celulésicos é realizada pelo complexo celulase,
produzido por bactérias e fungos, que hidrolisam a celulose cristalina em
oligossacarideos hidrolisaveis e celobiose até a obtencao de glicose pela acao
sinergistica de trés grupos de enzimas principais: exoglucanases ou
celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), endoglucanases (EC 3.2.1.4) e B-glicosidases
(FLACHNER; RECZEY, 2004; CHAUVE et al., 2010; QIN et al., 2010).

As B-glicosidases possuem um papel muito importante na degradacao de
celulose, pois além de fazer parte do complexo que degrada a celulose, é a
enzima que limita o processo. Elevada concentragcdo de p-glicosidase é
necessaria para evitar o acumulo de celobiose, um forte inibidor das
endoglucanases e exoglucanases (FLACHNER; RECZEY, 2004).



A degradacao da celulose é feita através dos seguintes passos (BHIRI et al,,
2008; CHAUVE et al., 2010; BOM et al., 2008):

e No primeiro passo da sacarificagdo dos materiais celulésicos as enzimas
endo e exo-B-1,4-D-glucanases atuam sinergisticamente quebrando as ligagdes [-
1,4-glicosidicas. As endoglucanases hidrolisam randomicamente as ligacdes (-
1,4-glicosidicas das regides internas das moléculas de celulose, tendo mais
afinidade pelas regides amorfas, produzindo celuloligossacarideos com diversos
graus de polimerizacdo, que serdo hidrolisados pelas enzimas exoglucanases,
formando o dissacarideo celobiose (BHIRI et al., 2008; CHAUVE et al., 2010; BOM
et al., 2008).

) CH20H CH 2OH CH 20H CH20H CH20H
\O\IOHS\O " o\o H 1 —0Q HA 0\ H /—O0
L OHHH OHH j 0 OHH]| O KOHH) ~O~_

H H

H OH H OH H OH H OH H OH

Figura 1. Celulose: polissacarideo linear constituido por residuos de D-glicose

in

unidos por ligacao B-1,4-glicosidica.

e No segundo passo a B-glicosidase hidrolisa as ligacbes B-glicosidicas da
celobiose (Figura 2) a partir do terminal ndo redutor liberando glicose como
produto final. Ao degradar a celobiose até glicose, a enzima B-glicosidase contribui
para diminuir a acao inibidora deste composto sobre as celulases (BHIRI et al.,
2008; CHAUVE et al., 2010; BOM et al., 2008).
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Figura 2. Celobiose: dissacarideo constituido de dois residuos de D-glicose unidos

por uma ligacao B-1,4-glicosidica.

Microrganismos, como fungos e bactérias, sdo importantes produtores de
celulase (SILVA et al., 2009; KARBOUNE; GERARD; KERMASHA, 2008; SHEN et
al., 2008; KOVACS et al., 2008). Os fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e
Trichoderma séao capazes de produzir grandes quantidades do complexo celulase
(KARBOUNE; GERARD; KERMASHA, 2008).

No reino Fungi existem varias espécies capazes de degradar celulose, embora
poucos fungos produzam enzimas celuloliticas em grande quantidade e com
caracteristicas desejaveis (estabilidade e atividade em alta temperatura, ampla
faixa de pH e nao susceptiveis a inibicdo pelo produto) (QIN et al., 2010). Entre os
melhores produtores encontram-se espécies pertencentes aos géneros:
Trichoderma, Aspergillus, Chaetomium, Curvallaria, Fusarium, Myrothecium,
Neurospora, Penicillium, Phoma, Saprolegnia, Sporotrichium e Stachybotris
(LINARDI, 1998).

2.3 Acao das B-glicosidases na degradacao de compostos cianogénicos

As B-glicosidases de origem microbiana representam uma solucdo para

desintoxicacdo de alimentos que apresentam compostos cianogénicos
(PADMAJA, 1995).
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Os glicosideos cianogénicos sao resultantes do metabolismo secundario
natural das plantas. Estes compostos sdo formados por uma aglicona do tipo a-
hidroxinitrila unida por uma B-ligacdo a uma molécula de agucar (geralmente, D-
glicose), hidrolisavel por B-glicosidases (VETTER, 2000). Quando o acucar é
removido a aglicona transforma-se em uma cianohidrina que por ser instavel se

degrada produzindo cianeto de hidrogénio e um composto carbonilico (Figura 3).

CHZ?)H/O —CcH N CH,OH oN
HO@ 0 /O —C—H B -glicosidase Q 0— C H -glicosidase HO—C—H Oy H
OH
OH HO @ ; T i) + HCN
o "2 Glicose "R Glicose
Amigdalina Prunasina Mandelonitrilo Benzaldeido

Figura 3. Reagéao de hidrolise da amigdalina até mandelonitrilo e posterior

degradacgao

A aglicona dos compostos cianogénicos pode ser alifatica, aromatica ou
ciclopentandide, dependendo do aminodcido precursor (valina, isoleucina,
fenilalanina, tirosina ou leucina). A maioria destes glicosideos sao derivados de
monossacarideos, como linamarina, dhurrina, ou prunasina, nos quais a molécula
instavel cianohidrina é estabilizada por uma ligacdo glicosidica a um residuo
simples de agucar. No entanto, derivados de dissacarideos e trissacarideos tém
sido identificados, como amigdalina, vicianina e xerantina, onde duas ou trés
moléculas de acucar, respectivamente, estdo envolvidas na estabilizacdo
(POULTON, 1990; CONN, 1980; VETTER, 2000).

A distribuicdo de glicosideos cianogénicos no reino vegetal é relativamente
ampla. A producdo de compostos cianogénicos tem sido detectada em cerca de
3.000 espécies de plantas de 110 familias (POULTON, 1990) entre elas espécies
de maracuja.

Plantas que contém glicosideos cianogénicos sdao consideradas téxicas, pois
quando os tecidos das plantas cianogénicas sdao rompidos, pela acdo de

herbivoros, por exemplo, os compostos cianogénicos endégenos entram em
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contato com [-glicosidases, que hidrolisam as moléculas, liberando cianeto de
hidrogénio (HCN) no tecido danificado (MOLLER; SEIGLER, 1999; GLEADOW et
al., 2003).

Os glicosideos cianogénicos sao considerados perigosos a saude, devido a
producdo de HCN por hidrélise (espontdnea ou enzimatica). Este processo é
iniciado com o rompimento do tecido vegetal, onde as B-glicosidases endogenas
do vegetal ou produzidas por microrganismos presentes no trato gastrointestinal
dos mamiferos promovem a clivagem das ligacdes B-glicosidicas dos compostos
cianogénicos, produzindo a cianohidrina que libera HCN, aldeidos ou cetonas
(GLEADOW; WOODROW, 2000).

Em animais, a toxicidade aos glicosideos cianogénicos, difere conforme a
sensibilidade da espécie animal, a dose do composto na planta e a taxa de
producédo de HCN a partir dos glicosideos cianogénicos, entre outros (VETTER,
2000).

Devido a sua toxicidade, glicosideos cianogénicos agem como um sistema de
defesa da planta contra patégenos, parasitas e herbivoros, incluindo mamiferos,
insetos e moluscos (KAKES, 1990).

A liberacao de HCN por glicosideos cianogénicos pode causar envenenamento
cronico em humanos e animais (MLINGI et al, 1992; OSUNTOK, 1994;
TYLLESKAR, 1994).

Diversos casos de envenenamento pelo consumo de alimentos que contém
compostos cianogénicos tém sido descritos. Os principais sintomas clinicos sdo
dores abdominais, vbmito, confusdo mental, paralisia muscular e disfuncao
respiratdéria podendo ocasionar faléncia renal e parada cardiaca e respiratéria
(MONTGOMERY, 1969; JONES, 1998; VETTER, 2000). Varias mortes por
intoxicacdo aguda também sao relatadas. A intoxicacao de animais por plantas
contendo compostos cianogénicos provoca fraqueza, dispnéia, ansiedade,
tremores musculares e descoordenacdo (RADI; STYER; THOMPSON, 2004;
NOBREGA, 2006).

Devido ao poderoso efeito citotoxico dos compostos cianogénicos e ao grave

problema do envenenamento agudo, existe uma constante e inevitavel
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especulacao sobre os danos provocados por uma ingestdo continua em baixas
concentracdes destes compostos (MATSUURA, 2005).

Em geral, plantas que contém 20mg de HCN/100g de peso fresco sao
consideradas toxicas (MORAN, 1954), no entanto uma quantidade de 10mg de
HCN/100g em mandioca foi considerado perigosamente venenoso por BOLHUIS
(1954). A dose letal de HCN em humanos foi estimada entre 0,5 mg/kg e 3,5
mg/kg de peso corpéreo (MONTGOMERY, 1969).

O cianeto de hidrogénio é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e
produz sintomas caracteristicos conforme a ingestdo em doses subletais e letais.
A ingestdo em doses letais resulta em morte, devido a condigdo andxica
provocada pela inibicdo da citocromo oxidase pelo cianeto. Quando doses sub-
letais de cianeto sdo consumidas, a inibicdo da respiracdo celular pode ser
revertida devido as trocas respiratérias ou pelo processo de detoxificacdo, através
da reagcdo com tiossulfato para formacéo de tiocinato, que é excretado pela urina
(EMINEDOKI et al., 1994).

Diversos métodos analiticos tém sido desenvolvidos para estudar estes
compostos. O cianeto de hidrogénio e a glicose liberados por hidrélise enzimatica
podem ser determinados através de ensaios colorimétricos (LAMBERT, 1975;
BRIMER; ROSLING, 1993) e titulacdo com nitrato de prata (BERENGUER-
NAVARRO et al., 2002). Métodos cromatogréficos, principalmente HPLC, tém sido
utilizados para determinacao direta dos compostos cianogénicos (CAIRNS et al.,
1978; STOCHMAL; OLESZEK, 1994).

Aproximadamente 75 glicosideos cianogénicos tém sido identificados em
plantas, incluindo plantas comestiveis como mandioca brava, feijao de lima, sorgo
e maracuja (CHASSAGNE et al, 1996). Estdo presentes especialmente em
raizes, tubérculos, sementes e frutos, sendo consumidos como alimento em
diversos locais do mundo (CONN, 1980). Nutricionalmente, o composto
cianogénico mais importante e mais conhecido é a linamarina encontrada em
Manihot esculenta (mandioca) (NOUT; TUNCEL; BRIMER, 1995).

Devido a toxicidade dos glicosideos cianogénicos, métodos de processamento

que hidrolisam ou removem estes compostos tém sido desenvolvidos. A
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degradacao enzimatica e microbiolégica de compostos cianogénicos durante o
processamento de alimento tem se tornado de grande interesse, sendo o objetivo
de diversas pesquisas (REDDY; PIERSON, 1994; NOUT; TUNCEL; BRIMER,
1995).

A distribuicdo e a atividade dos glicosideos cianogénicos e das enzimas [3-
glicosidases podem variar entre as plantas e os diferentes érgdos e tecidos de
uma mesma planta, além de poderem existir diferencas nos niveis de p-
glicosidases em tecidos especificos de um mesmo 6érgao da planta, como é o caso
da linamarase e linamarina da mandioca (BRADBURY et al., 1991).

A compartimentalizacado nos tecidos celulares dos glicosideos cianogénicos e
das enzimas envolvidas em sua hidrélise previne a hidrélise em larga escala nos
tecidos intactos da planta (VETTER, 2000), com a hidrélise dos glicosideos
cianogénicos ocorrendo rapidamente apés o tecido vegetal ser rompido por
herbivoros, por ataque de fungos ou por meios mecanicos (POULTON, 1990). A
atividade das enzimas B-glicosidases sobre os glicosideos cianogénicos também
pode ser controlada por inibidores enddgenos, evitando-se a hidrélise desses
glicosideos (MIDIO; MARTINS, 2000).

A degracao da amigdalina pode ocorrer por diferentes mecanismos e envolver
mais de uma B—glicosidase. A rota principal envolve a produgdo de prunasina
como composto intermediario da reacdo e em uma segunda etapa, mais lenta, a
prunasina € convertida em cianohidrina (Figura 3) (BRIMER; NOUT; TUNCEL,
1998; BRIMER et al., 1998).

2.4 Glicosideos cianogénicos no maracuja acido amarelo

O maracuja acido amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) pertence ao género
Passiflora da familia Passifloraceae. As espécies que pertencem a este género
sao originarias da América tropical e encontram-se distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004).

Em particular, as espécies Passiflora edulis e Passiflora edulis f. flavicarpa tém

sido amplamente estudadas pela sua utilizacdo na alimentacdo humana,
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encontrando-se diversos estudos cientificos sobre seu conteudo alimenticio e os
seus componentes quimicos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004). Além da sua
utilizagdo como alimento, esta planta € também cultivada para fins medicinais pela
extracdo de passiflorina, um calmante natural e para fins ornamentais por suas
flores exoticas (MELETTI; MAIA, 1999).

Os frutos do maracujazeiro sdo principalmente utilizados para producao
industrializada de suco concentrado, sendo o Brasil o principal produtor e
exportador no mundo. Desta producao industrial sobram como residuos grandes
volumes de cascas e sementes. Cascas (epicarpo), albedo (pericarpo) e sementes
de maracuja, residuos industriais provenientes do processo de esmagamento da
fruta para obtencao do suco, representam 65 a 70% do peso do fruto, que nao sao
aproveitados normalmente, implicando na formagado de residuos agroindustriais
constituindo um grande problema para o meio ambiente (OLIVEIRA, 2002).
Atualmente, estes residuos sao utilizados por produtores rurais na suplementacao
da alimentacdo animal, como ragdo para bovinos e aves, ainda sem muita
informacao técnica adequada sobre a toxicidade dos compostos cianogénicos
presentes nestes residuos (FERRARI; COLUSSI; AYUB, 2004).

As sementes, no maracuja, representam cerca de 6 a 12% do peso total do
fruto e podem ser boas fontes de 6leo, carboidratos, proteinas e minerais, apesar
do alto contetdo de celulose e lignina que podem limitar seu uso na alimentacao
animal. Em 2004, FERRARI et al., estudaram o valor nutricional das sementes e
sugeriram que estas podem ser transformadas em produtos de valor econémico,
pois contém fibras e acidos graxos insaturados que permitem seu aproveitamento
na alimentagdo humana e animal assim como na industria de cosméticos.

O albedo corresponde cerca de 12 a 32% do peso total do fruto maduro
(LIPITOA; ROBERTSON, 1977; MACHADO et al., 2003) contém, em base seca,
elevado teor de carboidratos e consideraveis quantidades de proteina e minerais,
como potassio e céalcio (MATSUURA; 2005). A casca da fruta poderia ser utilizada
como fonte de pectina altamente esterificada na industria de alimentos.
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Entre os constituintes quimicos das espécies do género Passiflora encontram-
se alcaldides, fendis e glicosideos flavondides e cianogénicos (DHAWAN;
DHAWAN; SHARMA, 2004).

A planta Passiflora edulis foi primeiramente identificada como cianogénica em
1919 por Rosenthaler, conforme SPENCER e SEIGLER (1983).

SPENCER e SEIGLER (1983) estudaram a cianogénese em plantas
Passifloraceae e encontraram niveis significativos de compostos cianogénicos em
todas as partes da planta (incluindo frutos maduros), exceto nas sementes. O fruto
retém quantidades significativas de cianeto mesmo maduro, porém o teor de
cianeto diminui com a maturacdo. Os métodos de processamento atuais trituram
os tecidos das plantas e consequentemente misturam os compostos cianogénicos
com as B-glicosidases, que hidrolisam estes compostos, liberando a maior parte
do HCN produzido para a atmosfera. Os autores isolaram o composto prunasina [2
(R)-(B-D-glucolyloxy)-2-phenylacetonitrile] em P. edulis Sims. (maracuja roxo) e P.
edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo).

Frutos ndo maduros do género sdo frequentemente téxicos e seu consumo
pode ser fatal (SAENZ; NASSAR, 1972). Estudos recomendam determinar os
niveis de HCN presentes no maracuja, com o objetivo de determinar o potencial
toxico do HCN neste fruto.

CHASSAGNE et al. (1996, 1998, 1999) estudaram amplamente a presenca de
glicosideos cianogénicos em varias espécies comestiveis de Passiflora; e
identificaram além da prunasina, outros glicosideos cianogénicos como amigdalina
e sambunigrina. O composto mais importante encontrado na casca do fruto foi
prunasina (285 mg/Kg em P. edulis f. flavicarpa), representando 80% dos
glicosideos cianogénicos (Tabela 1). A quantidade de prunasina encontrada no
suco foi 5 vezes menor do que a encontrada na casca. A quantidade de
amigdalina (31mg/Kg em P. edulis) e outros dois compostos isémeros,
identificados como mandelonitrile rhamnopiranosil B- D-glucopiranosideo, foram
maiores no suco (99mg/Kg em P. edulis f. flavicarpa) do que na casca. Foram
encontradas diferentes quantidades de sambunigrina no suco e na casca, sendo
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0,4 mg/Kg no suco de maracuja roxo (P. edulis) e 15,5 mg/Kg na casca de

maracuja amarelo (azedo).

Tabela 1. Conteudo de glicosideos cianogénicos na casca de maracuja
Passiflora edulis f. flavicarpa (CHASSAGNE et al., 1996)

Glicosideo Conteudo na casca
(mg/Kg)
Prunasina 286,9 + 8,8
Mandelonitrilo rutinosideo 62,1£25
Sambunigrina 15,7 +£0,2
Amigdalina 1,4+0,2

CHASSAGNE et al. (1999) estudaram a hidrolise enzimatica de glicosideos de
maracuja, demonstrando que a maioria dos glicosideos volateis presentes no
maracuja, podem ser hidrolisados pelas seguintes enzimas: a-L-rhamnosidase; a-

L-arabinofuranosidase; a-L-arabinopiranosidase e B-D-glucosidase.

2.5 B-glicosidases de origem microbiana

Diversos estudos tém associado a degradagcao de compostos cianogénicos por
espécies do reino fungi, como Mucor circinelloides, Penicillium aurantiogriseum
(BRIMER et al., 1998) e Rhizopus oliosporus (TUNCEL; NOUT; BRIMER, 1998). O
uso de enzimas de origem microbiana resulta em uma possivel aceleracdo na
desintoxicacao de compostos cianogénicos (BRIMER et al., 1998).

A habilidade de decomposi¢do da amigdalina por diversos fungos, bactérias e
leveduras foi testada por TUNCEL, NOUT e BRIMER (1998). Bacillus sp. B4 e B6
promoveram significativa remocédo do cianeto e Endomyces fibuliger apresentou
otimos resultados, removendo completamente o cianeto apds trés dias de

incubacao.
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PETRUCCIOLI et al. (1999) estudaram a otimizacdo da producdo e
propriedades das P-glicosidases linamarase e amigdalase, extracelulares, de
Penicillium aurantiogriseum P 35, que apresentaram elevada termoestabilidade,
meia vida prolongada e ampla especificidade em relacdo aos glicosideos
cianogénicos, sugerindo a utilizacado nos processos de desintoxicagdao de raizes
de mandioca e sementes de abrico.

As linhagens dos fungos Mucor circinelloides LU M 40 e Penicillium
aurantiogriseum P 35 produzem B-glicosidases extracelulares que sao ativas
sobre o glicosideo cianogénico amigdalina (BRIMER et al., 1998).

Ruminantes sao suscetiveis a intoxicacdo por compostos cianogénicos.
Diversas bactérias presentes no rimen possuem a habilidade de liberar o HCN de
glicosideos como amigdalina, prunasina e linamarina. WULFF-STROBEL e
WILSON (1995) descreveram a clonagem, sequenciamento e caracterizagao de j3-
glicosidase de Prevotella ruminicola, uma bactéria gram-negativa e anaerdbica do
trato gastrointestinal de animais ruminantes. A enzima apresentou alta atividade
em dextrinas de celulose e p-nitrofenil B-D-glucosideo e cerca de 70% da atividade
sobre os substratos arbutina e prunasina e menor atividade sobre os substratos
celobiose, amigdalina e gentobiose, indicando acdao de outras enzimas do rimen
na hidrélise de compostos cianogénicos.

Sao conhecidas espécies de fungos que sao eficientes produtores de B-
glicosidase, alguns deles produzem multiplas p-glicosidases. Por exemplo, o fungo
Aspergillus tubingensis produz quatro delas e o fungo Trichoderma reesei produz
sete isoenzimas (SONIA et al., 2008).

2.5.1 B-glicosidases de Trichoderma viride

Fungo pertencente ao filo Ascomicota. O fungo Trichoderma viride € um bom
produtor do complexo celulase sendo capaz de hidrolisar totalmente a celulose até
glicose (LINARDI, 1998). As B-glicosidases produzidas pelos fungos do género
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Trichoderma tém sido amplamente estudadas, principalmente a enzima do
Trichoderma reesei, mas no complexo celulase produzem baixa atividade de -
glicosidase que sao insuficientes para a sacarificacao eficiente (FLACHNER,;
RECZEY, 2004).

Em um estudo desenvolvido por CHEN, HAYN e ESTERBAUER (1992), foram
purificadas e caracterizadas duas -glicosidases extracelulares do fungo
Trichoderma reesei. Os autores verificaram-se a presenca majoritaria da
isoenzima [-glicosidase |, que apresentou massa molecular 71 kDa, ponto
isoelétrico igual a pH 8,7 e atividade 6tima em pH 4,6 e na faixa de 65-70C;
enquanto a isoenzima minoritaria, B-glicosidase Il, apresentou 114 kDa, ponto
isoelétrico em pH 4,8 e atividade étima em pH 4,0 e a 60<C. Além da purificacao e
caracterizacao, foi também testado o efeito de inibidores e constatou-se que as
duas isoenzimas foram inibidas competitivamente por glicose, deoxynojirimycin
(3,4,5-piperidinetriol, 2-(hydroxymethyl; C6H13NO,4), um antibidtico inibidor de

glucosidase e gluconolactona.

2.5.2 B-glicosidases de Aspergillus sp.

As espécies que pertencem ao género Aspergillus sao fungos filamentosos do
filo Ascomycota. O Aspergillus oryzae produz ao-amilases, proteases, celulases e
outras enzimas e é utilizado na culinéria japonesa, ha mais de 1.000 anos, na
producdo de saké, shoyo e missG. Assim, este fungo pode ser utilizado na
producdo em grande escala de proteinas e enzimas (TANIWAKI e Da SILVIA,
1996).

Encontram-se varios estudos sobre a producao de B-glicosidase por diferentes
espécies do género Aspergillus, inclusive a enzima do Aspergillus niger é
comercializada (Cellobiase — C6105 pela Sigma Aldrich). FLACHNER e RECZEY
(2004) estudaram a producao da enzima por espécies deste género (A. phoenicis,
A. niger, A. foetidus), e verificaram que a producao era 4,8 vezes maior que a do
fungo Trichoderma reesei e que além disso as B-glicosidases de Aspergillus
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estudadas hidrolisaram a celobiose mais eficientemente que a do T. reesei. Os
pesquisadores estudaram a cinética das B-glicosidases de diferentes fungos e
obtiveram os seguintes valores de Km (mMol L") para o substrato p-NPG: A.
phoenicus ATCC-1315B: 2,18; A. niger BKM F-1305: 2,3; A. foetidus Biogal 39:
2,54; A. phoenicis QM 329: 2,29; T. reesei RUT C-30: 0,08.

JAGER et al. (2001) estudaram a producdo de B-glicosidase pelas espécies
Aspergillus phoenicis, Aspergillus niger, e Aspergillus carbonarius e verificaram
que cada espécie produzia uma Unica B-glicosidase acidica, mas apresentavam
diferencas quanto a producdo da enzima. Os pesquisadores estudaram duas
fontes de carbono diferentes: glicose e farelo de trigo. A. phoenicis apresentou-se
como o melhor fungo produtor de B-glicosidase quando utilizou-se glicose como
fonte de carbono e A. niger quando utilizou-se farelo de trigo. A. carbonarius teve
a producao menos eficiente dos trés fungos estudados. No entanto, as enzimas
das trés espécies apresentaram caracteristicas similares; todas as enzimas
apresentaram temperatura étima de atividade a 60C; pH 6timo de atividade entre
45 - 5,0 e ponto isoelétrico acido. Nao apresentaram diferencas no
comportamento em relagdo a variacdo do pH e da temperatura, e todas
hidrolisaram mais eficientemente o p-NPG do que a celobiose.

LANGSTON et al. (2006) verificaram que a B-glicosidase do fungo Aspergillus
oryzae apresentou atividade 6tima a 60C e pH 5,0. No estudo de cinética
enzimatica a B-glicosidase apresentou comportamento tipo Michaelis-Menten até
[PNPG] ~ 0,44 mMol/L, sendo que o aumento da concentragdo de substrato
resultou em diminuicdo na velocidade. Foi obtido valor de Km igual a 0,29 + 0,03
mMol/L para p-NPG.

GUNATA e VALLIER (1999) estudaram a producdo de PB-glicosidases
tolerantes a altas concentracbes de glicose por Aspergillus niger (CBS 55464 e
420) e Aspergillus oryzae (CBS 12559), induzida por quercetina. No estudo
constatou-se a presenca de duas isoenzimas no extrato de cada fungo. Apenas a
isoenzima minoritdria do A. oryzae apresentou elevada tolerancia a altas

concentracdes de glicose. Esta enzima apresentou faixa de pH 6timo entre 4,5 -
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6,0 e boa estabilidade ao pH sendo que nao ocorreu perda na atividade apés 24
horas de incubacao a 20<C nos valores de pH 3,0; 6,0 e 7,0.

TSONG-RONG et al. (1998) purificaram e caracterizaram a B-glicosidase Il do
fungo A. niger, com alta atividade de hidrolise e transglicosilacdo. A enzima
apresentou ponto isoelétrico igual a 4,0 e atividade 6tima em pH 4,5 e 60C. A
enzima apresentou-se estavel na faixa de pH entre 4,0 — 6,5, diminuindo
rapidamente a sua atividade em valores maiores de 7,0 e menores de 4,0. A
enzima mostrou-se estavel apo6s tratamento térmico a 60<C, perdendo 50% apds
10 minutos de tratamento a 70C. No estudo de cinética enzimdtica utilizando-se
p-nitrofenil-B-D-glicosideo obteve-se valor de Vmax igual a 10,2 U/mg e Km igual a
2,2 mMol/L. Além disso, constatou-se que a enzima foi inibida completamente por
5,0 mMol/L de Fe?*, altamente inibida por excesso de 7,5 mMol/L de p-NPG e 50
mMol/L de substrato celobiose; enquanto que metanol (20% v/v) estimulou a
atividade enzimatica em 1,8 vezes.

ZHANG et al. (2007) caracterizaram e purificaram uma B-D-glicosidase da
linhagem Aspergillus oryzae sp. 100 capaz de hidrolisar a ligagcao p-D-glicosidica
do substrato piceid (2-[3-hidroxi — 5[(E)-2-2(4-hidroxifenil) etil] fenoxi] -6-
(hidroximetil) oxane 3,4,5 — triol; CooH220s), um derivado de resveratrol encontrado
em suco de fruta, e produzir resveratrol. A enzima apresentou atividade 6tima a
pH 5,0 e 60C, mostrou-se estavel até 60C apds tra tamento térmico por 30
minutos e estavel numa faixa estreita de pH de 4,0 - 5,0, apdés 30 minutos de
incubacédo a 60C. A enzima apresentou cinética tipo Michaelis-Menten e o valor
de Km e Vmax utilizando-se o substrato piceid foi igual a 0,74 mMol/L e Vmax 323
nkat/mg respectivamente.

LE TRAON-MASSON e PELLERIN (1998) purificaram e caracterizaram duas
B-D-glicosidases de Aspergillus niger, e estudaram a sua afinidade e
especificidade em relacdo a compostos glicosidicos encontrados em frutas. No
estudo verificou-se que as enzimas B-D-glicosidase A e [B-D-glicosidase B
apresentaram, respectivamente, atividade 6tima em pH 4 e 60C e em pH 3 e
70C, sendo estas caracteristicas bioquimicas similares as descritas para B-D-

glicosidase fungicas. As duas enzimas mostraram-se estaveis na faixa de pH entre

21



2,0 e 9,0 perdendo, respectivamente, 70% e 80% da atividade inicial apds
incubacdo em pH 10 por 1 hora. Apds tratamento térmico as enzimas
apresentaram-se estaveis até 50C, perdendo aproxim adamente 80% da atividade
inicial apds incubacgéo por 1 hora a 70C. As B-D-glicosidases A e B apresentaram,
respectivamente, valores de Km iguais a 0,43 mMol/L e 0,11 mMol/L de p-NPG.
As enzimas foram inibidas competitivamente por glicose, gluconolactona e
deoxynojirimycin.

RIOU et al. (1998) purificaram e caracterizaram uma B-glicosidase de
Aspergillus oryzae, com tolerdncia a alta concentragdo de glicose. Os
pesquisadores verificaram a presenga de duas isoenzimas no extrato enzimatico,
mas sO a isoenzima minoritaria apresentou alta tolerdncia a glicose e ampla
especificidade sobre substratos; conseguindo hidrolisar compostos glicosidicos
precursores de aroma presentes em uvas e formar produto como geraniol, nerol e
linalol, assim como hidrolisar outros precursores de aroma que contribuem para o
sabor amargo de sucos de frutas citricas. A enzima minoritaria apresentou ponto
isoelétrico igual a 4,2; atividade 6tima a 50C e p H 5,0 utilizando-se o substrato p-
NPG, sendo que apresentou 50% e 25% da atividade inicial em pH 3,5 e 3,0,
respectivamente. A enzima mostrou-se estavel apdés 4 horas de incubacao até
45C e inativou-se em temperaturas superiores a 60°C. Assim mesmo,
apresentou-se estavel na faixa de pH entre 3,0 até 7,0, retendo 60% da atividade
inicial apds incubagdo por 24 horas a pH 2,5 e 20C . A B-glicosidase estudada
mostrou cinética tipo Michaelis-Menten e os parametros cinéticos, obtidos com o
método Lineweaver-Burk, utilizando-se o substrato p-NPG foram Km igual a 0,55
mMol/L e Vmax igual a 3,040 pmol.min’.mg™" proteina.

2.5.3 B-glicosidases de Mucor miehei

As espécies que pertencem ao género Mucor crescem abundante e
rapidamente no solo, plantas em decomposicdo e nas fezes de animais
(TANIWAKI e Da SILVIA, 1996). BRIMER et al. (1998) estudaram as B-
glicosidases produzidas pelas espécies Mucor circinelloides e Penicillium
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aurantiogriseum, e verificaram que a primeira produz uma Unica B-glicosidase,
enquanto a segunda produz duas. Estas enzimas apresentaram a capacidade de
degradar amigdalina até mandelonitrilo, pela mesma rota que ocorre naturalmente
nas sementes das plantas da espécie Prunus, 0 que representa uma boa opcéo
para acelerar a degradacdo de amigdalina, que € um composto cianogénico

téxico, mediante a mesma rota degradativa que a natural.

2.5.4 B-glicosidases de Penicillium sp.

Neste género existem espécies inbcuas e outras perigosas para a saude
humana devido a produgdo de toxinas (TANIWAKI e Da SILVIA, 1996). As
linhagens de Penicillium roqueforti sado amplamente utilizadas na induastria
alimenticia na producéo de queijos e algumas outras espécies de Penicillium tém
um papel importante na deterioragdo dos alimentos. Varias espécies deste género
tém sido reportadas como boas produtoras do complexo celulase; por exemplo, o
fungo Penicillium occitanis possui uma alta capacidade de producao de celulases
e B-glicosidase, com uma alta eficiéncia para a degradacao da celulose (BHIRI et
al., 2008).

BHIRI et al. (2008) purificaram e estudaram as caracteristicas da -glicosidase
de Penicillium occitanis. As isoenzimas B-Glu 1 e B-Glu 2 apresentaram atividade
6tima a 60°C e pH 4,5. As duas B-glicosidases mantiveram 80% da atividade apés
30 minutos de tratamento térmico a 60°C. Contudo a estabilidade diminuiu
rapidamente a 70°C. As enzimas apresentaram estabilidade em ampla faixa de pH
(3 a 9) apds 24 horas a 4°C. Os autores verificaram que as B-glicosidases de
Penicillium occitanis sao ativas em celobiose e p-NPG apresentando valores de
Km iguais a 1,43 e 0,37mMol/L, respectivamente.

KARBOUNE et al. (2008) estudaram as enzimas celuloliticas do complexo
multienzimatico de Penicillium funiculosum e verificaram que a [B-glicosidase
apresentou atividade 6tima em pH 4,5 e a 60C — 65°C. Ap6s 2 horas de
tratamento térmico a enzima manteve-se estavel até 40C, apresentando 51% de
atividade residual a 60C e 6% de atividade a 65C apds tratamento térmico. Além
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disso, mostrou-se estavel na faixa de pH entre 2,5 — 6,0, mantendo mais de 82%
da atividade especifica ap6s duas horas de incubacdo a 25C. Em pH 2,0 manteve
68% da atividade enquanto que em pH 9,0 manteve 41% da sua atividade inicial.

COPA-PATINO et al. (1990) purificaram e estudaram as propriedades de B-
glicosidase de Penicilllum oxalicum e constataram que a enzima hidrolisou
diferentes substratos, apresentando maior afinidade com o substrato p-nitrofenil-@3-
D-glicosideo com valor de Km igual a 0,37 mMol/L. A enzima apresentou ponto
isoelétrico em pH 4,0 e atividade 6tima em pH 5,5 e 55C.

MAMMA et al. (2004) estudaram as propriedades bioquimicas e cataliticas de
duas B-glicosidase intracelulares de Penicillium decumbens (G, e G;), ambas
ativas sobre glicosideos flavondides. As isoenzimas apresentaram atividade 6tima
em pH 7,0 e 65C — 75TC. Hidrolisaram efetivamente a ligagcado B-glicosidica
presente em glicosideos flavondides, sendo que a enzima Gy hidrolisou 5 vezes
mais eficientemente esse tipo de substrato do que a enzima G,. A isoenzima Gy
hidrolisou quercetina-3-glicosideo, enquanto a G, ndo. As enzimas foram inibidas
competitivamente por glicose e glucono-6-lactona.
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3 MATERIAL E METODOS

As linhagens de fungos Aspergillus sp., Aspergillus oryzae, Mucor miehei,
Trichoderma viride e Penicillium sp. da colecao de culturas do Laboratério de
Bioquimica e Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil, foram utilizadas para a producao de
B-glicosidase.

Os substratos celobiose, amigdalina e p-nitrofenil-B-glucopiranosideo e o
padrao de albumina de ovo foram adquiridos da Sigma Aldrich.

3.1 Producao de B-glicosidase em meio semi-sélido

3.1.1 Preparo dos meios de cultura

Foi testada a producao de B-glicosidase utilizando-se trés marcas de farelo de
trigo: Pronatura (meio 1), Nutrilev (meio 2) e Natur’s (meio 3) e casca de maracuja
verde homogeneizada em liquidificador. Para a preparagdo dos meios de cultivo
as amostras da mistura de farelo trigo: casca de maracuja: agua (proporcao
1:1:0,4) foram misturadas com bastdo de vidro. Amostras de 10,0 g de meio foram
transferidas para Erlenmeyers de 250 mL e os frascos esterilizados em autoclave
por 20 min. a 121°C.

3.1.2 Fermentacao e obtencao da enzima

As culturas dos fungos cultivadas em tubos inclinados de Agar Batata Dextrose
por 48 horas a 30°C foram inoculadas nos frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 10,0 g de meio de cultivo, descrito no item 3.1.1. Os frascos foram
incubados durante 120 horas a 30°C. Apds fermentacao foi adicionado 50,0 mL de

agua destilada e os frascos agitados a 150 rpm por 20 min. a temperatura
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ambiente. As amostras foram filtradas em papel de filtro e o filtrado foi utilizado
como preparagao enzimatica bruta (Fluxograma 1).

Cultivo dos fungos em
tubos inclinados de Agar
Batata Dextrose.

Inoculagéo dos fungos
em 3 diferentes meios de
cultura, previamente

—> autoclavados.

Adigéo de 50,0 mL de agua
destilada.

Incubagéo em agitador

Incubagao por 48 horas
a 30<C.

Incubagéo por 120 horas
a 30T.

rotatério a 150 rpm durante
20 min, a temperatura
ambiente

Obtengéao dos extratos
enzimaticos brutos

Filtragem das amostras em
papel de filtro.

Fluxograma 1. Producéo da enzima [-glicosidase

3.2 Determinacao da atividade da B-glicosidase em diferentes substratos

A atividade da B-glicosidase foi determinada utilizando-se os substratos p-
nitrofenil-B-glucopiranosideo (p-NPG), celobiose e amigdalina.

3.2.1 Determinacao da atividade da B-glicosidase usando p-nitrofenil-p-
glucopiranosideo

A atividade da enzima B-glicosidase foi determinada segundo TURAN e
ZHENG (2005) utilizando-se o substrato p-nitrofenil-B-glucopiranosideo (p-NPG).
Os extratos enzimaticos, obtidos no item 3.1.2 foram diluidos 1:550.

A mistura de 0,3 mL da solu¢cdo 5mMol/L de p-nitrofenil-B-glucopiranosideo (p-
NPG) em tampao acetato pH 5,0 — 0,05 Mol/L e 0,3 mL de solugdo de enzima
diluida foi incubada a 50°C por 30 minutos. Apés incubacao foi adicionado 0,3 mL
de solucdo Na,CO3 0,5 Mol/L. O tubo branco foi preparado para cada diluicao
adicionando-se primeiro 0,3 mL de solucdo Na,COs3 0,5 Mol/L; 0,3 mL de p-NPG 5
mMol/L e por ultimo 0,3 mL da solugdo de enzima diluida. A quantidade de p-

26



nitrofenol liberada foi determinada espectrometricamente medindo a abosrbancia
da solucéo a 410 nm contra o tubo branco. Uma unidade de atividade foi expressa

como pumol de p-nitrofenol liberada por minuto por mL de enzima.

3.2.2 Determinacao da atividade da B-glicosidase usando celobiose

A atividade da enzima B-glicosidase utilizando-se o substrato celobiose (Figura
2) foi determinada medindo-se a liberacao de glicose usando o Kit de glicose
oxidase — peroxidase da Laborlab.

A mistura de 50 pL da solugéo 3% de celobiose em tampao acetato 0,05Mol/L -
pH 5,0 e 50 uL da solugédo da enzima diluida foi incubada a 50C por 30 minutos.
Aliquotas de 20 pL desta mistura foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL
do reagente de trabalho de determinacao de glicose por método enzimatico e os
tubos foram incubados por 10 minutos a 37<.

Tubos brancos foram preparados para cada diluicdo da enzima adicionando-se
50 uL de solucdo de celobiose 3% em tampéo acetato 0,05Mol/L - pH 5,0 e 50 uL
de solucdo da enzima em tubos de ensaio e aquecendo-se imediatamente em
banho maria em ebulicdo por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 pL
desta mistura em tubos contendo 2,0 mL do reagente de trabalho de determinacao
de glicose pelo método enzimatico. Os tubos foram incubados por 10 minutos a
37C. A absorbancia das solugdes foi medida a 505 nm ajustando-se o
espectrofotobmetro com o tubo branco. Uma unidade de atividade foi expressa

como umol de glicose liberada por minuto por mL de enzima.

3.2.3 Determinacao da atividade da B-glicosidase usando amigdalina

A atividade da enzima B-glicosidase utilizando-se o substrato amigdalina foi
determinada como descrito no item 3.2.2.
Uma unidade de atividade foi expressa também como umol de glicose liberada

por minuto por mL de enzima.
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3.3 Determinacao da quantidade de proteinas presentes nos extratos

enzimaticos

A concentracao de proteina nos extratos enzimaticos brutos foi determinada
pelo método de Lowry, utilizando-se albumina de ovo como padrdo (LOWRY,
1951).

Uma unidade de atividade especifica foi expressa como umol de p-nitrofenol

liberado por minuto por mL de proteina.

3.4 Caracterizacao da enzima -glicosidase

Para a caracterizacao das B-glicosidases obtidas dos diferentes fungos, foram
utilizados os meios de cultivo 3, composto por farelo de trigo Natur's, agua e
casca de maracuja, para os fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp. e meio de
cultivo 1, composto por farelo de trigo Pronatura, agua e casca de maracuja, para
os fungos Aspergillus oryzae e Trichoderma viride. O extrato enzimatico do fungo
Mucor miehei nao foi mais testado.

Os extratos enzimaticos foram diluidos de acordo com o Apéndice A para 0s
testes de caracterizacdo da enzima.

3.4.1 Determinacao da temperatura 6tima de atividade das B-glicosidases

As faixas de temperatura oOtima de atividade das -glicosidases dos
microrganismos Aspergillus sp., Aspergillus oryzae, Trichoderma viride, Penicillium
sp. foram determinadas usando p-NPG como substrato como descrito por TURAN
e ZHENG (2005).

As misturas de 0,3 mL de solucao 5mMol/L de substrato p-NPG em tampao
acetato pH 5,0 - 0,05 Mol/L e 0,3 mL de solucdo da enzima diluida foram
incubadas a 30°C; 40°C; 45°C; 47°C; 50°C; 55°C; 60°C e 70 € durante 30
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minutos. A reacgao foi interrompida adicionando-se 0,3 mL de solucdo 0,5 Mol/L
Na,COs, e a absorbancia medida como descrito anteriormente.

Tubos brancos foram preparados para cada temperatura e cada extrato
enzimatico obtido dos diferentes microrganismos. Inicialmente as amostras de
solugdo enzimética foram inativadas incubando-se os tubos em um banho maria
em ebulicdo por 15 minutos. Aliquotas de 0,3 mL de solugdo de enzima inativada
foram adicionadas em um tubo de ensaio contendo 0,3 mL de solugdo 5mMol/L de
p-NPG em tampao acetato 0,05 Mol/L — pH 5,0. Os tubos foram incubados a cada
temperatura por 30 minutos e em seguida foi adicionado 0,3 mL de solugédo de
Na>COs3 0,5 Mol/L.

3.4.2 Determinacao do pH 6timo de atividade das B-glicosidases

As faixas de pH étimo de atividade das [B-glicosidases dos microrganismos
Aspergillus sp., Aspergillus oryzae, Trichoderma viride, Penicillium sp. foram
determinadas usando como substrato p-NPG, como descrito por TURAN e
ZHENG (2005).

As misturas de reacao contendo 0,3 mL da solucdo de 5 mMol/L p-NPG em
diferentes valores de pH (tampao citrato-fosfato: 3,0 -3,5-4,0-45-5,0-5,5 -
6,0 — 6,5; tampao fosfato: 6,0 - 6,5 - 7,0 — 7,5 — 8,0 e tampao glicina-NaOH: 8,0 —
85-90-95-10,0 - 10,5 e 0,3 mL da solugdo enzimatica diluida foram
incubadas na temperatura étima de atividade de cada enzima por 30 minutos. Em
seguida foi adicionado 0,3 mL de solugcao de Na,COj3 0,5 Mol/L para paralisar a
reacao.

Os tubos brancos foram preparados para cada valor de pH e cada solugao
enzimatica de pB-glicosidase. Inicialmente as amostras de solucdo enzimatica
foram inativadas colocando-se os tubos em um banho maria em ebulicdo por
aproximadamente 15 minutos. Em seguida, aliquotas de 0,3 mL da solucdo de
enzima inativada foram adicionadas em um tubos de ensaio com 0,3 mL de
solugdo 5 mMol/L p-NPG nos diferentes valores de pH. Os tubos foram incubados
na temperatura étima da enzima por 30 minutos. Depois foram adicionados 0,3 mL
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de solugcédo de Na,COj3 0,5 Mol/L. A absorbancia foi medida a 410 nm ajustando o
espectrofotobmetro com o tubo branco.

3.4.3 Determinacao da temperatura de estabilidade das B-glicosidases

A temperatura de estabilidade das B-glicosidases dos microrganismos
estudados foi determinada usando o substrato p-NPG como descrito por TURAN e
ZHENG (2005). Tubos de ensaio contendo amostras de 2,5 mL de solugao
enzimatica diluida no pH 6timo de atividade foram incubados a 7,5°C; 24,5°C;
30°C; 35°C; 40°C 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 70°C e 80C durante 30 minutos e
a atividade residual foi determinada utilizando-se p-NPG 5 mMol/L em tampéao
acetato no pH e na temperatura 6tima de atividade de cada [B-glicosidase como
descrito a seguir.

As misturas de reagao contendo B-glicosidase de Aspergillus sp., Aspergilus
oryzae, Trichoderma viride, Penicillium sp. foram incubadas nas temperaturas de
60°C, 47°C; 45°C e 60°C, respectivamente, enquanto que as diluicbes das
preparacoes de B-glicosidase e as solu¢des de substrato foram preparadas em pH
4,5;5,0; 4,0; 5,0; respectivamente.

O tubo branco foi feito da mesma forma que para a determinagdo da

temperatura 6tima.

3.4.4 Determinacao do pH de estabilidade das B-glicosidases

As faixas de pH de estabilidade das [-glicosidases dos microrganismos
estudados foram determinadas usando o substrato p-NPG como descrito por
TURAN e ZHENG (2005).

Tubos de ensaio contendo amostras de 2,5 mL de solugcdo enzimatica diluida
em diferentes valores de pH utilizando tampao citrato-fosfato: 3,0 — 3,5 -4,0 — 4,5
-5,0-5,5-6,0-6,5;tampao fosfato: 6,0 - 6,5 - 7,0 — 7,5 — 8,0 e tampao glicina-
NaOH: 8,0 -8,5-9,0-9,5-10,0 — 10,5; foram incubados na temperatura 6tima
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de cada enzima durante 2 horas. As preparacdes de B-glicosidase de Aspergillus
oryzae, Penicillium sp., Trichoderma viride e Aspergillus sp. em diferentes valores
de pH foram incubadas a 47<C, 60T, 45C e 60C, re spectivamente. A atividade
residual foi determinada na temperatura e pH étimo de atividade de cada enzima.
O tubo branco foi feito da mesma forma que para a determinac¢ao do pH étimo.

3.5 Determinacao dos parametros cinéticos Km e Vmax da enzima B-
glicosidase de Aspergillus sp.

O efeito da concentracdo de substrato na atividade da B-glicosidase da
linhagem Aspergillus sp., melhor produtora da enzima, foi testada em diferentes
valores de concentracdo do substrato p-NPG (0,50 — 3,5 mMol/L), utilizando a
preparagao enzimatica bruta. A determinacao da atividade enzimatica foi realizada
a 60T e pH 4,5, nas condicbes étimas de atividade da enzima.

A mistura de 0,3 mL de solugdo de p-NPG em diferentes concentracbes em
tampao acetato-acido acético 0,05 Mol/L, pH 4,5 e 0,3 mL de solugcao enzimatica
diluida foi incubada a 60C durante 30 minutos. Em seguida foi adicionado 0,3 mL
de solucao de Na,CO3 0,5Mol/L para paralisar a reacao.

A quantidade de p-nitrofenol liberada foi determinada
espectrofotometricamente e os valores de Km e Vmax foram determinados pelo

método grafico de Lineweaver-Burk.

3.6 Fracionamento da enzima B-glicosidase de Aspergillus sp. com sulfato

de amoénio

A preparacao enzimatica bruta produzida por Aspergillus sp., foi
concentrada por fracionamento com sulfato de aménio com 80% de saturagéo.
Apéds 12 horas de incubacdo a 10<C, o precipitado fo i coletado por centrifugacao a
10.000 x g por 15 minutos a 5C, ressuspendido e di alisado com 4gua destilada.
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Apés a didlise, determinou-se a atividade de B-glicosidase utilizando o
substrato p-NPG, como descrito no item 3.2.1, e a concentracdo de proteina,

como descrito no item 3.3.

3.7 Purificacao da enzima B-glicosidase de Aspergillus sp. em coluna de
DEAE-celulose.

A solucdo enzimdtica concentrada e dialisada foi aplicada em coluna de
cromatografia ibnica de DEAE-celulose, previamente equilibrada com solucao
tampéao fosfato 50 mMol/L pH 7,0. Para eluicdo da enzima foi aplicado o0 mesmo
tampao contendo gradiente de 0 a 1,5 Mol/L de NaCl a um fluxo de 6,4 mL/h. O
perfil de eluigdo das proteinas foi acompanhado pela medida da absorbancia a
280 nm. A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando o substrato p-
NPG, como descrito no item 3.2.1. Para determinacdo da concentracdo de

proteina foi utilizado o método de Lowry, como descrito no item 3.3.

3.8 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese das amostras de B-glicosidase do extrato bruto, extrato
obtido por precipitacdo com sulfato de amdnio e parcialmente purificada de
Aspergillus sp. obtidos como descrito nos itens 3,1.2, 3.6 e 3.7, respectivamente,
em gel SDS (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com LAEMMLI (1970) usando
7,5% de acrilamida.

As amostras contendo os padraos, o extrato bruto e o extrato parcialmente
purificado foram aplicadas no gel em quantidades aproximadas de 15 pL. A cuba
para eletroforese vertical foi entdo conectada a fonte e a corrida realizada com
correntes de 120V durante aproximadamente 2 horas.

As proteinas foram coradas com Coomassie Blue R-250. As proteinas
miosina (202,44 kDa), B-galactosidase (116,58 kDa), albumina bovina (98,08 kDa)
e ovalbumina (47,11 kDa) da Bio-Rad) foram utilizadas como padrdes.
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3.9 Planejamento experimental para a determinacdao do pH e temperatura
o6tima de atividade da B-glicosidase de Aspergillus sp. parcialmente
purificada.

Para determinacao do pH e temperatura étima de atividade da B-glicosidase
foi realizado um planejamento experimental fatorial completo 22. Os niveis
utilizados das variaveis independentes, temperatura e pH, estdo apresentados na
Tabela 2. A variavel dependente foi a atividade residual de [-glicosidase
determinada como descrito no item 3.2.1. A analise estatistica dos resultados foi
realizada através do software Statistica, versdo7.0.

Tabela 2. Valores utilizados no planejamento experimental fatorial completo 22
para estudo do efeito da temperatura e pH na atividade da B-glicosidase
parcialmente purificada

Variaveis Niveis
Temperatura (C) 50 53 60 67 70
pH 3,5 3,8 4,5 5,2 5,5

3.10 Planejamento experimental para a determinacao do efeito do pH e
temperatura na estabilidade da B-glicosidase de Aspergillus sp. parcialmente
purificada.

Para determinacdo da estabilidade da p-glicosidase parcialmente
purificada, a enzima foi submetida a tratamento em diferentes temperaturas e pH
conforme mostra a Tabela 3. Em seguida, aliquotas da enzima foram retiradas
apos 2 horas de incubacao e ajustadas ao pH e temperatura 6tima de atividade
para determinacédo da atividade residual de B-glicosidase, como descrito no item
3.2.1. A anadlise estatistica dos resultados foi realizada através do software

Statistica, versao7.0.
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Tabela 3. Valores utilizados no planejamento experimental fatorial completo 22
para estudo do efeito da temperatura e pH na estabilidade da B-glicosidase
parcialmente purificada

Variaveis Niveis
Temperatura (C) 30 35,8 50 64,2 70
pH 3,0 3,6 5,0 6,4 7,0
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdao da atividade das p-glicosidases sobre diferentes
substratos

A Figura 4 e a Tabela 4 ilustram a produgdo de B-glicosidase, determinada
utilizando o substrato p-nitrofenil-B-glucopiranosideo, pelas linhagens Aspergillus
sp., Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride
fermentados nos meios de cultivo 1, 2 e 3. Observou-se que a linhagem de
Aspergillus sp. apresentou maior produgao de B-glicosidase, estimada utilizando-
se substrato p-NPG, entre as linhagens testadas. Na fermentacdo da linhagem
Aspergillus sp. em meio de cultivo 3 composto de mistura de 50g de farelo de trigo
Natur's e casca de maracuja verde (1:1; m:m) e 20mL de agua destilada apds 5
dias a 30<C foi obtido atividade de B-glicosidase igual a 25,75 U/g.

30 -

= Meio 1

25 B Meio 2
Il Meio 3

/9)

20 ~

15

Atividade (U

Aspergillus Aspergillus Mucor Penicillium Trichoderma
sp. oryzae miehei sp. viride

Figura 4. Producao de B-glicosidase pelas linhagens Aspergillus sp., Aspergillus
oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride nos meios de cultivo 1,

2 e 3 (Atividade enzimatica utilizando-se substrato p-NPG em pH 5,0 a 50C)
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Tabela 4. Producédo de B-glicosidase pelos fungos Aspergillus sp., Aspergillus

oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride nos meios de cultivo 1,

2 e 3 (Atividade enzimatica determinada utilizando-se p-NPG em pH 5,0 a 50<C)

B-glicosidase U/g (substrato p-NPG B-glucopiranosideo)
Linhagem

Meio 1 Meio 2 Meio 3

Aspergillus sp. 20,41° 16,87 ° 25,75 °
Aspergillus oryzae 1,282 1,332 2,25°
Mucor miehei 2,282 1,50° 3,98 ¢
Penicillium sp. 1,192 1,052 1,75°
Trichoderma viride 3,932 3,83° 4,43 °

* as letras sobrescritas referem-se ao resultado do teste de Tukey (ns=0,05). Letras iguais

signifcam que os resultados ndo diferem significamente.

As Figuras 5 e 6 e Tabela 5 ilustram a produgao de B-glucosidase, determinada
usando substrato celobiose, pelas linhagens Aspergillus oryzae, Aspergillus sp.,
Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride fermentados nos meios de
cultivo 1, 2 e 3. Entre os microrganismos estudados a linhagem Aspergillus sp.,
apresentou maior atividade de B-glicosidase 45,88 U/g (meio 3).

As preparagbes enzimaticas de P-glicosidase obtidas de Aspergillus sp.,
Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride
apresentaram respectivamente atividade de 45,88 U/g (meio 3), 0,159 U/g (meio
2), 0,392 U/g (meio 3), 1,118 U/g (meio 3) e 0,51 U/g (meio 1) utilizando-se o

substrato celobiose.
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Figura 5. Producéao de B- glucosidase pelas linhagens Aspergillus oryzae, Mucor
miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride fermentadas nos meios de cultivo 1, 2
e 3 (Atividade enzimatica utilizando-se substrato celobiose em pH 5,0 a 50C).
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Figura 6. Producao da B-glicosidase pela linhagem Aspergillus sp. em meios de
cultivo 1, 2 e 3 (Atividade enzimédtica utilizando-se substrato celobiose em pH 5,0 a
50C).
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Tabela 5. Producdo de B-glicosidase de Aspergillus sp., Aspergillus oryzae,
Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride nos meios 1, 2 e 3 (Atividade

enzimatica utilizando-se substrato celobiose em pH 5,0 a 50C)

B-glicosidase U/g (substrato celobiose)
Linhagem

Meio 1 Meio 2 Meio 3

Aspergillus sp. 22,56 2 32,49° 45,88 °
Aspergillus oryzae 0,064% 0,159 ° 0,076 2
Mucor miehei 0,346 2 0,175° 0,392 2
Penicillium sp. 0,468 @ 0,929 ° 1,118°
Trichoderma viride 0,5102 0,312° 0,454 ¢

* as letras sobrescritas referem-se ao resultado do teste de Tukey (ns=0,05). Letras iguais

signifcam que os resultados ndo diferem significamente.

A Figura 7 e Tabela 6 ilustram a producao de B-glicosidase, determinada
usando substrato amigdalina, em pH 5,0 a 50C, pela s linhagens Aspergillus sp.,
Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride nos meios
de cultivo 1, 2 e 3. Constatou-se que a linhagem de Aspergillus sp. apresentou
maior atividade de B-glicosidase, estimada com o substrato amigdalina.

As preparagdes de B-glicosidase obtidas das linhagens de Aspergillus sp.,
Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride
apresentaram, respectivamente, atividade de 9,29 U/g (meio 3), 0,39 U/g (meio 2),
0,85 U/g (meio 3), 0,78 U/g (meio 2) e 1,41 U/g (meio 1), utilizando-se o substrato

a amigdalina para determinacao da atividade enzimatica.
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Figura 7. Producéo de B-glicosidase de Aspergillus sp., Aspergillus oryzae, Mucor

miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride nos meios de cultivo 1,2 e 3

(Atividade enzimatica utilizando-se o substrato amigdalina em pH 5,0 a 50°C)

Tabela 6. Producdo de B-glicosidase de Aspergillus sp., Aspergillus oryzae,
Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride nos meios de cultivo 1, 2 e 3

(Atividade enzimatica utilizando-se substrato amigdalina em pH 5,0 a 50°C)

_ B-glicosidase U/g (substrato amigdalina)
Linhagem - -

Meio 1 Meio 2 Meio 3
Aspergillus sp. 3,682 5,69° 9,29 ¢
Aspergillus oryzae 0,222 0,39° 0,35 °¢
Mucor miehei 0,832 0,30° 0,852
Penicillium sp. 0,772 0,782 0,742
Trichoderma viride 1,417 0,87° 0,97 °

signifcam que os resultados nao diferem significamente.
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Entre os fungos testados a linhagem de Aspergillus sp. apresentou maior
producdo de B-glicosidase, testada usando os substratos celobiose, p-NPG e
amigdalina, utilizando-se o meio de cultivo 3 para fermentacdo. Observou-se
também que a B-glicosidase de Aspergillus sp. apresentou maior atividade sobre o
substrato celobiose, seguido por p-NPG e amigdalina. Sabe-se que fungos do
género Trichoderma e Penicillium produzem elevadas quantidades do complexo
celulase, no entanto, apresentam baixos niveis de B-glicosidase, necessarias para
a conversao da celulose em glicose no processo de producéo de etanol a partir de
residuos celulésicos (FLACHNER; RECZEY, 2004; BHIRI et al., 2008; KOVACS et
al., 2008, ABDEL-NABY et al, 1999).

KOROTKOVA et al. (2009) verificou que a B-glicosidase de Aspergillus
Japonicus apresentou elevada atividade sobre substratos de baixo peso molecular,
como celobiose e p-NPG (105 e 124 U/mg, respectivamente) e baixa atividade
sobre polissacarideos, como B-glucana (9 U/mg). Entretanto, a B-glicosidase de
Trichoderma reesei e Penicillium verruculosum apresentaram maior atividade
sobre polissacarideos (39 e 52 U/mg sobre B-glucana, respectivamente) e menor
atividade em substratos de baixa massa molecular (62 e 83 sobre p-NPG e 21 e
54 sobre celobiose, respectivamente).

4.2 Determinacao da atividade especifica dos extratos enzimaticos brutos de
B-glicosidase obtidos das linhagens de Aspergillus sp., Aspergillus oryzae,
Mucor miehei, Penicillium sp. e Trichoderma viride.

A Tabela 7 ilustra que o extrato enzimatico bruto obtido da fermentacao da
linhagem de Aspergillus sp. em meio de cultivo 3 apresentou maior atividade
especifica (11,81 U/mg de proteina) do que os extratos enzimaticos obtidos das
fermentacoes das linhagens de Aspergillus oryzae (1,14 U/mg de proteina), Mucor
miehei (2,01 U/mg de proteina), Penicillium sp. (0,99 U/mg de proteina) e
Trichoderma viride (2,09 U/mg de proteina) em meio de cultivo 3.
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Tabela 7. Atividade especifica dos extratos enzimaticos obtidos das
fermentacdes das linhagens Aspergillus sp, Aspergillus oryzae, Mucor miehei,
Penicillium sp. e Trichoderma viride no meio de cultivo 3

Atividade de ] Atividade
Proteina »
Linhagem Meio | B-glicosidase Especifica (U/mg
(mg/mL) ,
(U/g) de proteina)
Aspergillus sp. 3 25,75 ¢ 2,18 11,81
Aspergillus
perd 3 2,25° 1,97 1,14
oryzae
Mucor miehei 3 3,98° 1,98 2,01
Penicillium sp. 3 1,75° 1,76 0,99
Trichoderma
. 3 4,43 ° 2,12 2,09
viride

4.3 Caracterizacao da B-glicosidase do fungo Aspergillus oryzae

A B-glicosidase bruta de Aspergillus oryzae apresentou uma faixa de
temperatura 6tima de atividade em pH 5,0, entre 45°C — 50C, com um maximo
aparente a 47C (Figura 8). Esta B-glicosidase apresenta temperatura étima de
atividade similar a isoenzima B-glicosidase de Aspergillus oryzae altamente
tolerante a glicose descrita por RIOU et al. (1998) que mostrou atividade 6tima a
50<C.

JAGER et al. (2001) relataram que as B-glicosidases do género Aspergillus
geralmente apresentam atividade 6tima a 60<C.

LANGSTON et al. (2006) verificaram que a B-glicosidase do fungo Aspergillus
oryzae apresentou temperatura 6tima a 60C e ZHANG et al. (2006) também
observaram que a B-D-glucosidase de Aspergillus oryzae (sp. 100) mostrou
temperatura 6tima de atividade a 60C. A B-glicosidase Il do fungo Aspergillus
niger estudada por TSONG-RONG et al. (1998) e as isoenzimas -D-glicosidase A
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e B de A. niger descritas por LE TRAON-MASSON E PELLERIN, (1998)
apresentaram temperatura 6tima de atividade a 60C
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Figura 8. Temperatura 6tima de atividade da B-glicosidase de Aspergillus oryzae,
utilizando-se p-NPG a pH 5,0.

A Figura 9 ilustra que a B-glicosidase de Aspergillus oryzae mostrou-se estavel
apo6s 30 minutos de tratamento a 45T retendo cerca de 90% da atividade inicial.
A enzima foi inativada a 60T, mostrando-se mais termossensivel que a B-
glicosidase de Aspergillus sp. e Penicillium sp. que apresentaram estabilidade
apds 30 minutos de tratamento a 60 °C (Figura 21) e a 55 °C (Figura 17),
respectivamente.

A temperatura de estabilidade térmica da [-glicosidase da linhagem de
Aspergillus oryzae encontrada neste estudo é inferior aquelas B-glicosidases de
diferentes espécies de Aspergillus descritas na literatura. JAGER et al. (2001)
reportaram que a p-glicosidase dos fungos Aspergillus niger e Aspergillus
phoenicis apresentou estabilidade até 50C ap6s incubacao por 2 horas.

TSONG-RONG et al. (1998) verificaram que a [B-glicosidase Il do fungo
Aspergillus niger permaneceu estavel apds tratamento térmico a 60C, perdendo
50% da atividade ap6s 10 minutos de tratamento a 70C. Contudo, LE TRAON-
MASSON e PELLERIN (1998) verificaram que as duas isoenzimas de [-D-
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glicosidase presentes no extrato enzimatico de Aspergillus niger, apresentaram-se
estaveis até 50°C apds tratamento térmico, perdendo cerca de 80% da atividade
inicial apds incubagéo por 1 hora a 70<C.

ZHANG et al. (2006) verificaram que a B-D-glicosidase de Aspergillus oryzae
100 mostrou estabilidade até 60T apds tratamento térm ico por 30 minutos. RIOU
et al. (1998) relataram que a B-glicosidase do mesmo microrganismo, manteve-se
estavel apdés 4 horas de incubacdo até 45T e inativou-se em temperaturas
superiores a 60T, resultado similar ao verificado nesta pesquisa.
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Figura 9. Efeito da temperatura na estabilidade da B-glicosidase de Aspergillus

oryzae em pH 5,0

A Figura 10 mostra que o extrato enzimatico de Aspergillus oryzae apresentou
B-glicosidases com atividade 6tima em pH entre 5,0 — 5,5, e em pH 7,0, utilizando-
se o substrato p-NPG. Esta ultima fragdo ativa em pH 7,0 apresentou cerca de
20% da atividade relativa comparada a fracdo que mostrou atividade 6tima em pH
5,0 - 5,5. O resultado do pH étimo de atividade esta de acordo com o reportado na
literatura para a espécie estudada assim como para B-glicosidases de espécies do
mesmo género. JAGER et al. (2001) reportaram uma faixa de pH étimo de
atividade entre 4,5 — 5,0 para B-glicosidases de espécies Aspergillus phoenicis,
Aspergillus niger, e Aspergillus carbonarius.
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Para a isoenzima B-glicosidase Il do fungo Aspergillus niger, TSONG-RONG et
al. (1998) relataram atividade 6tima em pH 4,5. Para o mesmo fungo, LE TRAON-
MASSON e PELLERIN (1998) relataram a presenca de duas isoenzimas; a -D-
glicosidase A apresentou pH 6timo a 4,0; enquanto que a B-D-glicosidase B
apresentou pH 6timo a 3,0.

De acordo com a literatura a B-glicosidase de Aspergillus oryzae pode
apresentar diferentes valores de pH étimo de atividade. LANGSTON et al. (2006)
relataram que uma isoenzima altamente tolerante a glicose presente no extrato
enzimatico de A. oryzae apresentava atividade 6tima em pH 5,0, enquanto que
GUNATA e VALLIER (1999) verificaram que a enzima mostrava pH 6timo de
atividade na faixa de 4,5 - 6,0. Por outro lado ZHANG et al. (2006) isolaram uma -
glicosidase que apresentava pH étimo de atividade em pH 5,0. RIOU et al. (1998)
purificaram e caracterizaram uma isoenzima B-glicosidase com alta tolerancia a
glicose que mostrava pH 6timo de atividade em 5,0.

A B-glicosidase de Aspergillus oryzae do presente estudo apresentou pH étimo

de atividade préximo a faixa de pH dessas enzimas descritas na literatura.
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Figura 10. Efeito do pH na atividade da B-glicosidase de Aspergillus oryzae,
utilizando-se substrato p-NPG a 47<.
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A Figura 11 mostra que a B-glicosidase de Aspergillus oryzae apresentou-se
estavel na faixa de pH 5,0 — 7,0 ap6s 2 horas de incubacédo a 47C. Em valores
inferiores a 3,0 e superiores a 9,0 a enzima foi inativada. A enzima apresentou
estabilidade ao pH de modo similar a B-glicosidase de Trichoderma viride que
mostrou-se estavel na faixa de pH 5,0 - 7,0, ap6s 2 horas a 45C (Figura 14), e
menos estavel que a enzima do Aspergillus sp. que apresentou-se estavel na
faixa de pH 3,0 a 8,5 retendo mais que 80% da atividade inicial, apds de 2 horas
de incubacao a 60T (Figura 23).

A B-glicosidase do Aspergillus oryzae estudada nesta pesquisa apresentou
faixa de estabilidade ao pH mais estreita que a maioria das B-glicosidases
produzidas por fungos do mesmo género descritas na literatura. JAGER et al.
(2001) verificaram que as B-glicosidases dos fungos A. niger e A. phoenicis
apresentaram pH de estabilidade na faixa pH de 4,0 até 8,0. Todavia, os autores
citam resultados de outras pesquisas nas quais as B-glicosidases de A. niger
apresentaram diferentes faixas de pH de estabilidade, pH 4,0 - 4,5 (DEKKER,
1986); pH 2,5 - 9,0 (MC CLEARY & HARRINGTON 1988); pH 4,5 - 7,0
(WATANABE et al, 1992); pH 5,0 - 7,0 (GALAS & ROMANOWSKA, 1997) e B-
glicosidases de A. phoenicis mostram estabilidade na faixa de pH 2,5 - 9,0
(STERNBERG et al, 1997); pH 4,0 - 7,5 (ZENG & ZHANG, 1988). TSONG-RONG
et al. (1998) observaram que a isoenzima [B-glicosidase |l de Aspergillus niger
apresentou-se estavel na faixa de pH entre 4,0 - 6,5; diminuindo rapidamente a
sua atividade em valores maiores de 7,0 e menores de 4,0. Contudo LE TRAON-
MASSON e PELLERIN, (1998) constataram uma faixa mais ampla para duas B-D-
glicosidase de Aspergillus niger, verificando estabilidade desde pH 2,0 até 9,0,
perdendo 70% e 80% respectivamente, da atividade inicial apds incubagéo em pH
10 por 1 hora.

Conforme GUNATA e VALLIER (1999), a isoenzima B-glicosidase minoritaria
de A. oryzae nao apresentou perdas na atividade apds 24 horas de incubacao a
20 nos valores de pH 3,0; 6,0 e 7,0. Contudo ZHAN G et al. (2006) verificou que
a B-glicosidase do mesmo fungo apresentava uma faixa estreita de pH de
estabilidade entre 4,0 até 5,0, ap6s 30 minutos de incubacdo. No entanto, RIOU et
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al. (1998) constataram uma faixa ampla de estabilidade entre pH 3,0 — 7,0 para B-
glicosidase de Aspergillus oryzae, com alta tolerancia a glicose.

As diferencas nos resultados podem ser devidas aos distintos métodos
utilizados. Por exemplo, nesta pesquisa incubou-se a enzima por 2 horas na
temperatura 6tima de atividade (47<C) enquanto JAGER et al. (2001), incubaram
as enzimas durante 24 horas a 4C e RIOU et al. (1998) incubaram a B-glicosidase
de Aspergillus oryzae a 20T por 24 horas. A faixa mais estreita verific ada neste
estudo pode ser explicada em fungcédo da estabilidade desta enzima ser até 45C e
por ter sido incubada a 47T, temperatura na qual o corre perda na atividade.
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Figura 11. Efeito do pH na estabilidade da B-glicosidase de Aspergillus oryzae a
47<C

4.4 Caracterizacao da B-glicosidase do fungo Trichoderma viride

A Figura 12 ilustra o efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase de

Trichoderma viride, no qual verificou-se que a enzima apresenta temperatura
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6tima de atividade em torno a 45C e atividades rel ativas de 95% a 47C e 89% a
50C, utilizando-se o substrato p-NPG em pH 5,0.

CHEN et al. (1992) estudaram a purificacdo e caracterizacao de p-glicosidases
extracelulares do fungo Trichoderma reesei e constataram a presenca de duas
isoenzimas, uma em maior propor¢cdo que outra, sendo que a [B-glicosidase
majoritaria (B-glicosidase 1) e minoritaria (B-glicosidase IlI) apresentaram
temperatura 6tima de atividade a 65C-70C e 60C, respectivamente.
KOROTKOVA et al. (2009) verificou que a p-glicosidase produzida por

Trichoderma reesei apresentou maximo de atividade a 70<C.
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Figura 12. Efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase de Trichoderma
viride, utilizando-se substrato p-NPG em pH 5,0.

A Figura 13 ilustra o efeito da temperatura na estabilidade da B-glicosidase do
fungo Trichoderma viride. A enzima apresentou-se estavel a 45C apds 30
minutos de tratamento em pH 5,0, retendo cerca de 90% da atividade inicial. A
enzima foi inativada a 60C, mostrando-se mais termossensivel que as -
glicosidases de Aspergillus sp. (Figura 21) e Penicillium sp. (Figuras 17). A B-

glicosidase de Trichoderma viride apresentou termoestabilidade similar a enzima
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de Aspergillus oryzae, sendo que ambas apresentaram-se estaveis apés
tratamento a 45T e foram inativadas a 60<C.
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Figura 13. Efeito da temperatura na estabilidade da B-glicosidase de Trichoderma
viride em pH 5,0.

A Figura 14 ilustra o efeito do pH na atividade da B-glicosidase do fungo
Trichoderma viride. A enzima apresentou maior atividade em pH 5,0 — 5,5,
utilizando-se o substrato p-NPG.

No estudo de purificacdo e caracterizacdo de duas B-glicosidases
extracelulares de Trichoderma reesei, CHEN et al. (1992) constataram que as
isoenzimas B-glicosidase | e B-glicosidase |l apresentaram atividade 6tima em pH
46 e pH 4,0, respectivamente, indicando que essas enzimas apresentam
atividade 6tima em pH mais acido do que a B-glicosidase do presente estudo. No
entanto, KOROTKOVA et al. (2009) verificou que B-glicosidase produzida por

Trichoderma reesei apresentou maximo de atividade em pH 5,0.
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Figura 14. Efeito do pH na atividade da B-glicosidase de Trichoderma viride,
utilizando-se p-NPG a 45C

A Figura 15 mostra que a p-glicosidase do fungo Trichoderma viride
apresentou-se estavel na faixa de pH entre 5,0 e 7,0, ap6s 2 horas a 45C. A
enzima foi inativada em pH 3,0 e em valores de pH superiores a 9,0, apresentando
estabilidade ao pH similar a B-glicosidase do fungo Aspergillus oryzae.
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Figura 15. Efeito do pH na estabilidade da B-glicosidase de Trichoderma viride a
45C
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4.5 Caracterizacao da B-glicosidase do fungo Penicillium sp.

A Figura 16 mostra que a preparacao de B-glicosidase de Penicillium sp.
contem B-glicosidases que apresentam atividade 6tima a 50C e 60<C, utilizando-
se o substrato p-NPG em pH 5,0.

BHIRI et al. (2008) verificaram a presencga de duas isoenzimas B-glicosidases
(B-Glu 1 e B-Glu 2), no sobrenadante da cultivo do fungo Penicillium occitanis, que
apresentaram temperatura 6tima de atividade a 60<C.

Na caracterizagdo das enzimas celuloliticas do complexo multienzimatico de
Penicillium funiculosum, KARBOUNE et al. (2008) observaram que a 3-glicosidase
do fungo apresentou temperatura 6tima de atividade na faixa de 60C - 65T,
sendo que a 75< reteve aproximadamente 78% de sua atividade inicial.

COPA-PATINO et al. (1990) relataram que a P-glicosidase purificada de
Penicillium oxalicum, apresentou maior atividade a 55<C.

KOROTKOVA et al. (2009) verificou que B-glicosidase produzida por
Penicillium verruculosum apresentou atividade étima a 65<C.

Apesar do extrato enzimatico de Penicillium sp. apresentar atividade 6tima de
B-glicosidase a 50°C e 60°C, as demais caracterizacdes foram feitas a 60C por

apresentar uma maior atividade.
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Figura 16. Efeito da temperatura na atividade da B-glicosidase de Penicillium sp.,

utilizando-se p-NPG em pH 5,0.

50



A Figura 17 mostra que a B-glicosidase do fungo Penicillium sp. apresentou-se
estavel a 55T apo6s 30 minutos de tratamento em pH 5,0, sendo inativada a 70<C.
A enzima mostrou-se mais termoestavel que as B-glicosidases de Aspergillus
oryzae e Trichoderma viride, e apresentou menor estabilidade que a B-glicosidase
de Aspergillus sp. que mostrou-se estavel a 60C apds 30 minutos de tr atamento
em tampao acetato 0,05 M pH 4,5, retendo cerca de 80% de atividade inicial
(Figura 21).

A estabilidade térmica da [B-glicosidase, do fungo Penicillium sp., a 55C
constatado nesta pesquisa é similar as faixas de estabilidade de [-glicosidase
descritas na literatura. BHIRI et al. (2008) purificaram e estudaram as
caracteristicas da B-glicosidase de Penicillium occitanis. As isoenzimas B-Glu 1 e
B-Glu 2 mantiveram 80% de atividade apds 30 minutos de tratamento térmico a
60T, contudo a estabilidade diminuiu rapidamente a 70C. Os autores verificaram
também que a B-glicosidase de Penicillium sp. reteve 62% de atividade a 60<C.
KARBOUNE et al. (2008) relataram que a B-glicosidase de Penicillium funiculosum
mostrou-se estavel a 40C, mantendo 51% da atividad e residual a 60C e 6% da
atividade a 65T apds 2 horas de tratamento térmico. A [-glicosidase de
Penicillium brasilianum manteve-se estavel por 24 horas a 60T na faixa de pH
entre 4,0 e 6,0, sendo que a atividade residual a 65T foi de 50% (KROUH et al.,
2010).
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Figura 17. Efeito da temperatura na estabilidade da B-glicosidase de Penicillium
sp., utilizando-se p-NPG em pH 4,0

A Figura 18 mostra que a B-glicosidase de Penicillium sp. apresentou atividade
6tima em pH 4,0 a 60<C.

O resultado encontra-se préximo aos valores relatados por BHIRI et al. (2008)
que verificaram que as isoenzimas [-glicosidases de Penicillium occitanis
apresentaram pH 6étimo de atividade a 4,5 assim como o valor descrito por
KARBOUNE et al. (2008) para a enzima do Penicillium funiculosum. COPA-
PATINO et al. (1990) relatou um pH 6timo em 4,0 para a B-glicosidase de
Penicillium oxalicum. KOROTKOVA et al. (2009) verificou que a B-glicosidase
produzida por Penicillium verruculosum apresentou maximo de atividade em pH
5,0.
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Figura 18. Efeito do pH na atividade da B-glicosidase de Penicillium sp., utilizando-
se substrato p-NPG a 60C

A Figura 19 ilustra o efeito do pH na estabilidade da B-glicosidase de
Penicillium sp. A enzima apresentou-se estavel na faixa de pH 3,0 até 7,0 apés 2
horas de incubacdo a 60C. Em valores de pH superiores a 9,0 a enzima foi
inativada. A B-glicosidase de Penicillium sp. apresentou estabilidade ao pH similar
a B-glicosidase de Aspergillus sp.

BHIRI et al. (2008) verificaram que as isoenzimas de Penicillium occitanis (3—
Glu 1 e B—Glu 2) apresentaram estabilidade em ampla faixa de pH desde pH 3,0
até 8,0 apds incubacao durante 24 horas a 4C. Enqu anto que a B-glicosidase
estudada por KARBOUNE et al. (2008) apresentou estabilidade entre 2,5 a 6,0
apos incubacgao por 2 horas a 25C. A B-glicosidase de Penicillium funiculosum
mostrou estabilidade na faixa de pH entre 2,5 e 6,0, mantendo 82% da atividade
apos 2 horas de incubacdo a 25T, sendo que em pH 2,0 e a pH 9,0 manteve,
respectivamente, 68% e 41% da sua atividade inicial (KARBOUNE et al., 2008).
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KROUH et al. (2010) verificaram que a B-glicosidase de Penicillium brasilianum
apresentou estabilidade entre pH 4 a 6,0, retendo 100% de atividade residual em
pH 4,8 ap6s 24 horas de incubacao a 60<C.
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Figura 19. Efeito do pH na estabilidade da B-glicosidase de Penicillium sp. a 60C

4.6 Caracterizacao da B-glicosidase do fungo Aspergillus sp.

A Figura 20 mostra que a enzima [-glicosidase do fungo Aspergillus sp.
apresentou atividade 6tima aparente a 60C em tampa o acetato 0,05 M pH 5,0. O
valor obtido esta de acordo com a temperatura 6tima de atividade a 60C descrita
na literatura para B-glicosidases de fungos do mesmo género (JAGER et al. 2001;
LANGSTON et al. 2006; TSONG-RONG et al. 1998; ZHANG et al. 2006; LE
TRAON-MASSON e PELLERIN, 1998).
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Figura 20. Efeito da temperatura na atividade da 3-glicosidase de Aspergillus sp.,
utilizando-se substrato p-NPG em pH 5,0.

A Figura 21 mostra que a enzima B-glicosidase do fungo Aspergillus sp.
apresentou-se estavel a 60C apds 30 minutos de tratamento em tampao acetato
0,05 M pH 4.5, retendo cerca de 80% da atividade inicial. A B-glicosidase de
Aspergillus sp. apresentou ampla faixa de estabilidade (7,5C a 60°C), e um
comportamento de termoestabilidade similar a enzima do fungo Penicillium sp.

A faixa de estabilidade da B-glicosidase do fungo Aspergillus sp. verificada
nesta pesquisa é similar as descritas em estudos anteriores para -glicosidases de
diferentes espécies do género Aspergillus que apresentam geralmente
estabilidade até 50 ou 60<C.

Por exemplo, JAGER et al. (2001) relataram que B-glicosidases dos fungos
Aspergillus niger e Aspergillus phoenicis apresentam estabilidade até 50C apéds
incubacéao por 2 horas em pH 4,0.

A B-glicosidase do fungo Aspergillus niger apresentou estabilidade a 60T,
perdendo 50% da atividade inicial apdés 10 minutos de tratamento a 70T
(TSONG-RONG et al, 1998). LE TRAON-MASSON e PELLERIN (1998)
verificaram que isoenzimas obtidas do mesmo fungo mostraram estabilidade apés
tratamento térmico a 50°C, perdendo cerca de 80% da atividade inicial apés

incubacgéo por 1 hora a 70<C.
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A B-glicosidase do fungo Aspergillus oryzae apresentou-se estavel apés
tratamento térmico a 60C por 30 minutos (ZHANG et al., 2006), enquanto que
uma B-glicosidase do mesmo fungo, descrita por RIOU et al. (1998) mostrou-se
estavel a 45C ap6s 4 horas de incubacédo e inativou-se em temperaturas
superiores a 60C.
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Figura 21. Efeito da temperatura na estabilidade da B-glicosidase de Aspergillus
sp. em pH 4,5.

A Figura 22 ilustra o efeito do pH na atividade da B-glicosidase do fungo
Aspergillus sp. A enzima apresentou maior atividade em pH 4,5 utilizando-se o
substrato p-NPG, e ndo apresentou atividade em pH superiores ou igual a 7,0.

O resultado é similar aos valores de pH 6timo de atividade descritos na
literatura para B-glicosidases de espécies do género Aspergillus. Por exemplo,
JAGER et al. (2001) estudaram P-glicosidases das espécies Aspergillus
carbonarius, A. niger, A. phoenecis e constataram uma faixa de pH 6timo de
atividade entre 4,5 — 5,0 para as enzimas estudadas. TSONG-RONG et al. (1998)
relataram que uma -glicosidase extracelular do fungo Aspergillus niger
apresentou atividade étima em pH 4,5.
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Como foi mencionado anteriormente, as B-glicosidases de Aspergillus oryzae
apresentam pH 6timo de atividade na faixa de 4,5 — 6,0 (GUNATA; VALLIER,
1999) e 5,0 (LANGSTON et al. 2006; ZHANG et al. 2006; RIOU et al. 1998). Desta
forma o resultado obtido neste estudo é similar aos descritos em pesquisas
desenvolvidas previamente para 3-glicosidase de fungos do mesmo género.
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Figura 22. Efeito do pH na atividade da B-glicosidase de Aspergillus sp., utilizando-
se substrato p-NPG a 60C

A Figura 23 mostra que a B-glicosidase de Aspergillus sp. apresentou-se
estavel na faixa de pH 3,0 a 8,5 retendo mais que 80% da atividade inicial, apds
de 2 horas de incubacdo a 60<C. A enzima foi inativada em pH 10,0 e apresentou
estabilidade ao pH similar a B-glicosidase de Penicillium sp. (Figura 19) e as B-
glicosidases de Aspergillus niger, estudadas por LE TRAON-MASSON e
PELLERIN (1998) que apresentaram ampla faixa de estabilidade desde pH 2,0 até
9,0; perdendo 70% e 80%, respectivamente, da atividade inicial ap6s incubacao
em pH 10,0 por 1 hora a 40<C. Contudo, a isoenzima B-glicosidase Il, do mesmo
fungo, estudada por TSONG-RONG et al. (1998) apresenta uma faixa de
estabilidade mais estreita de pH 4,0 até 6,5. ZHANG et al. (2006) verificaram que
a B-glicosidase de Aspergillus oryzae mostrou uma faixa estreita de pH de
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estabilidade entre 4,0 até 5,0 apdés 30 minutos de incubacao enquanto que RIOU
et al. (1998) constataram uma faixa de estabilidade entre pH 3,0 e 7,0 para a B-
glicosidase de Aspergillus oryzae, com alta tolerancia a glicose. JAGER et al.
(2001) constataram que as B-D-glicosidases dos fungos A. niger e A. phoenicis

apresentam estabilidade na faixa de pH entre 4,0 e 8,0.
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Figura 23. Efeito do pH na estabilidade da B-glicosidase de Aspergillus sp. a
60C

4.7 Determinacao dos parametros cinéticos Km e Vmax da enzima B-
glicosidase do fungo Aspergillus sp.

A Figura 24 mostra o efeito da concentracdao de p-NPG na atividade da B-
glicosidase de Asperygillus sp. determinado na temperatura e pH 6timo de atividade
da enzima (60C e 4,5). A enzima apresentou cinétic a tipo Michaelis-Menten e os
resultados obtidos ajustaram-se numa linha reta no sistema grafico de

Lineweaver-Burk.
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Determinacgao dos valores de Km e Vmax para a enzima
B-glicosidase do fungo Aspergillus sp.

0,12
0,1 y = 0,0471x + 0,0138 —*
0,08 R® = 0,9982

0,06 /
0,04 N /
0,02

O T T T T
0 0,5 1 1,5 2 2,5

1/V (min*g/micromol p-
nitrofenol)

1/S (mL/micromol p-NPG)

Figura 24. Efeito da concentracdo de p-NPG na atividade da B-glicosidase de
Aspergillus sp. a 60T e pH 4,5.

Verificou-se que a B-glicosidase de Aspergillus sp. apresentou valor de Km
igual a 3,41 mM e de Vmax igual a 33,21 ymol p-nitrofenol por min por mg de
proteina ou 72,46 pumol p-nitrofenol por mL por min. O valor de Km obtido para a
B-glicosidase de Aspergillus sp. foi maior que os valores de Km de B-glicosidases
das linhagens Aspergillus phoenicus ATCC 1315B, Aspergillus phoenicus QM 329
e Aspergillus niger BKM F-135, estudadas por FLACHNER e RECZEY (2004) que
apresentaram, respectivamente, 2,18 mM; 2,29 mM e 2,3 mM de p-NPG e
também B-glicosidases de Aspergillus niger estudada por TSONG-RONG et al.
(1998) que apresentou valor de Km igual a 2,2 mM de p-NPG.

As B-glicosidases de Aspergillus oryzae estudadas por LANGSTON et al.
(2006), ZHANG et al. (2006) e RIOU et al. (1998) apresentaram valores de Km
iguais a 0,29 mM; 0,74 mM e 0,55 mM de p-NPG, respectivamente.
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4.8 Caracteristicas das B-glicosidases dos fungos estudados

As caracteristicas das B-glicosidases dos fungos Aspergillus sp., Aspergillus
oryzae, Penicillium sp. e Trichoderma viride encontram-se resumidos na Tabela 8.

As B-glicosidases de Aspergillus sp. e Penicillium sp. apresentaram maior
temperatura de estabilidade e faixa mais ampla de pH de estabilidade do que as [3-
glicosidases de Aspergillus oryzae e Trichoderma viride.

A B-glicosidase de Penicillium sp. apresentou atividade 6tima em pH mais
acido (pH 4,0 a 60C), comparada com as B-glicosidases de Aspergillus oryzae e
Trichoderma viride que apresentaram atividade 6tima em torno de pH 5,0-5,5.

Tabela 8. Caracteristicas bioquimicas das B-glicosidases de Aspergillus sp.,
Aspergillus oryzae, Penicillium sp. e Trichoderma viride testadas utilizando-se p-
NPG.

Linhagem pH 6timode Temperatura Temperatura de pH de
fungica atividade 6tima () estabilidade (C) estabilidade
Aspergillus
5,0-55e7,0 40 - 45 45 5,0-7,0
oryzae
Trichoderma
. 5,0-5,5 45 45 5,0-7,0
viride
Penicillium
4,0 50 e 60 55 3,0-7,0
sp.
Aspergillus
perd 4,5 60 60 3,0-8,5
sp.

4.9 Purificacao da B-glicosidase de Aspergillus sp.

A enzima B-glicosidase foi parcialmente purificada através de fracionamento
com sulfato de aménio e adsorgdo em coluna DEAE-celulose equilibrada com
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tampao fosfato 50 mMol/L pH 7,0. A Figura 25 mostra o perfil da eluicao
cromatografica da enzima em coluna DEAE-celulose.
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Figura 25. Purificacao de B-glicosidase de Aspergillus sp. através de cromatografia

de troca ibnica em coluna DEAE-celulose

O pico principal de atividade de B-glicosidase, correspondente as fracoes de
324 a 328, foi eluido com tampao contendo aproximadamente 0,5 Mol/L de NaCl.
A fracdo 327 e 328 foram as mais ativas correspondendo a 117,17 U/g e 106,5
U/g. Para a caracterizacdo bioquimica da B-glicosidase parcialmente purificada
foram selecionadas estas fracoes.

A recuperacao da enzima foi de 2,5% e a B-glicosidase foi purificada cerca de
38 vezes, apos precipitacao com sulfato de aménio a 80% de saturacao e
cromatografia em DEAE-celulose, como mostra a Tabela 9.
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Tabela 9. Purificagcao da B-glicosidase de Aspergillus sp.

Etapa Vol. Proteina  Atividade Atividade  Recuperacao Fator
(mL) Total Total (U/mL) Especifica (%) de
(mg/mL) (U/ mg de Purifica
proteina) cao

Extrato 475 76044 1361268 17,90 100,00 1,00

Bruto

Sulfato

de 35 197,72 13424,40 67,90 98,61 3,79

Amébnio

DEAE- 3,2 0,50 340,81 681,62 2,5 38,08

Celulose

Diversos métodos de purificacdo de B-glicosidase tem sido descritos na
literatura. DECKER et al. (2001) isolaram quatro B-glicosidasess de Aspergillus
tubingensis apés quatro etapas de purificacdo, incluindo cromatografia de troca
ibnica, onde foram utilizadas colunas de DEAE-Sephadex A-50 e DEAE-
Sepharose Fast Flow e filiragdo em gel, resultando em fatores de purificacdo das
B-glicosidases que variaram de 13,2 a 114,2 e recuperacéao de 0,5% a 33,9%.

ABDEL-NABY et al. (1998) purificaram trés celobiases do extrato produzido por
Aspergillus niger, resultando em um fator de purificagao de 23,0; 14,9 e 17,5 para
as isoenzimas A, B e C, respectivamente, através de concentragdo por
ultrafiltracao e sulfato de aménio a 80% de saturacdo e cromatografia em colunas
de Sephadex G-75 e DEAE-celulose.

ZHANG et al. (2007) purificaram a B-glicosidase de Aspergillus oryzae através
de concentragdo com sulfato de aménio a 80% de saturacdo e cromatografia de
troca-ibnica DEAE-celulose resultando em um fator de purificacdo de 12,6 com

recuperacao de 12,9%.
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4.10 Eletroforese SDS-PAGE da B-glicosidase de Aspergillus sp.

A Figura 26 mostra a eletroforese SDS-PAGE das amostras de B-glicosidase
do extrato bruto, do extrato precipitado com sulfato de aménio e parcialmente
purificado de Aspergillus sp. Pode-se observar que o extrato bruto (b) e o extrato
precipitado com sulfato de amoénio (c) apresentaram diversas bandas de proteinas.
A B-glicosidase parcialmente purificada de Aspergillus sp. (d) apresentou uma
banda com massa molecular estimada em 138 kDa (Figura 27).

Esse resultado € similar aos resultados descritos por RIOU et al. (1998) em
que a B-glicosidase purificada de Aspergillus oryzae apresentou massa molecular
estimada em 130 kDa por eletroforese SDS-PAGE e por IWASHITA et al. (1998)
em que as B-glicosidases purificadas de Aspergillus kawachii mostraram massa

molecular estimada em 145 kDa e 130 kDa.
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202,44 kDa
116,58 kDa 138 kDa

98,08 kDa

47,11 kDa

Figura 26. Gel de eletroforese SDS-PAGE da B-glicosidase do extrato bruto,

extrato obtido por precipitacdo com sulfato de aménio e parcialmente purificada de

a)

Aspergillus sp.

Mistura de padroes de massas moleculares: miosina (202,44 kDa); B-
galactosidase (116,58 kDa); soro albumina bovino (98,08 kDa);
ovoalbumina (47,11 kDa).

Extrato bruto de Aspergillus sp.

Extrato precipitado com sulfato de aménio a 80% de saturacao
B-glicosidase de Aspergillus sp. parcialmente purificada
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Figura 27. Determinacdo da massa molecular da B-glicosidase de Aspergillus sp.
por eletroforese SDS-PAGE

4.11 Determinacao do pH e temperatura étima de atividade da B-glicosidase
de Aspergillus sp. parcialmente purificada

Os resultados dos ensaios realizados para o planejamento experimental
completo 22 para a determinagdo do pH e temperatura 6tima estio apresentados
na Tabela 10.
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Tabela 10. Planejamento experimental fatorial 22 para a determinagéo do pH e
temperatura 6tima de atividade da [-glicosidase parcialmente purificada de

Aspergillus sp.

Ensaios T pH Temperatura(C) pH Atividade residual (%)
1 -1 -1 53 3,8 32,05
2 +1 -1 67 3,8 13,09
3 -1 +1 53 5,2 54,55
4 +1 +1 67 5,2 35,64
5 0 0 60 4,5 100
6 0 0 60 4,5 98,23
7 0 0 60 4,5 98,41
8 -1,41 0 50 4,5 53,68
9 +1,41 0 70 4,5 4,05
10 0 -1,41 60 3,5 18,82
11 0 +1,41 60 5,5 53,95

No estudo da determinacdo do pH e temperatura 6tima de atividade da -
glicosidase, observou-se que foram obtidos os valores maximos de atividade de (3-
glicosidase nas condicbes de ponto central, ou seja, temperatura de 60C e pH
4,5.

Os coeficientes de regressao estdao apresentados na Tabela 11. Com
excecao da interacao entre o pH e a temperatura, todos os pardmetros do modelo
foram altamente significativos.

O modelo com as variaveis codificadas que representa a atividade
enzimatica em funcdo dos parametros estatisticamente significativos a 5% de

significancia, esta ilustrado pela equagao abaixo:
Atividade residual (%) = 98,88 -13,51T + 11,84pH — 34,71T? — 30,95pH?

onde pH representa o valor codificado do pH e T o valor codificado da
temperatura.
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Tabela 11. Coeficientes de regressao a partir do modelo codificado para a
atividade de B-glicosidase

Fatores Coef. de Erro t(5) p-valor Lim.de Lim.de
regressao padrao conf. - conf.

95% +95%

Média 98,88 3,04 3258  0,000001 91,08 106,68
Temperatura (L) -13,51 1,86 -7,27 0,000771 -18,29 -8,73
Temperatura(Q) -34,71 2,21 -15,69 0,000019 -40,39 -29,02
pH (L) 11,84 1,86 6,37 0,001409 7,06 16,62

pH (Q) -30,95 2,21 -13,99 0,000034 -36,63 -25,26
pH x 0,01 2,63 0,004 0,996718 -6,75 6,77

Temperatura *

*Parametro ndo estatisticamente significativo.

A ANOVA (Tabela 12) demonstra que houve um bom ajuste do modelo, o
coeficiente de determinacao (R?) foi de 98,86%.

Tabela 12. Andlise de varidncia do planejamento experimental para
determinacdo do pH e temperatura 6étima de atividade da [-glicosidase
parcialmente purificada de Aspergillus sp.

Fontede Somados Grausde Quadrado Feal p-valor
Variacdo Quadrados Liberdade Meédio
Regressao
Resid 12041,9731 4 3010,493 130,08 0,000005
esiduos  138,1775 6 23,030
Falta de
Ajuste 136,28 3 34,069
ErroPuro 1,90 2 0,951 35,82
Total 12180,15 10

R*= 0,9886; F. 6. 005 = 4,53

Como podemos observar na Figura 28, a maior atividade de B-glicosidase
corresponde aos pontos centrais, onde podemos notar a inflexdo da curva na
superficie de resposta. Foram obtidas atividades elevadas quando a reacao
ocorreu em temperaturas entre 53 a 60 € e pH entre 3,8 ¢ 5,2.
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Figura 28. Superficie de resposta e curva de contorno do efeito da temperatura e

pH na atividade de B-glicosidase parcialmente purificada de Aspergillus sp.
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Os valores de pH e temperatura 6tima de atividade da [B-glicosidase
parcialmente purifciada de Aspergillus sp. determinados através de planejamento
experimental foram similares aos obtidos por ensaios univariaveis utilizando-se
extrato enzimatico bruto.

JAGER et al. (2001) verificaram que as PB-glicosidases purificadas e
produzidas pelas espécies Aspergillus phoenicis, Aspergillus niger, e Aspergillus
carbonarius apresentaram temperatura 6tima de atividade a 60C e pH 6timo de
atividade entre 4,5 - 5,0.

TSONG-RONG et al. (1998), purificaram e caracterizaram a B-glicosidase Il do
fungo Aspergillus niger. A enzima apresentou atividade 6tima em pH 4,5 e 60<C.

As B-glicosidases purificadas de linhagens de Aspergillus oryzae estudadas por
LANGSTON et al. (2006) e ZHANG et al. (2007) apresentaram atividade 6tima em
pH 5,0 e 60<C.

LE TRAON-MASSON e PELLERIN (1998) purificaram e caracterizaram duas
B-D-glicosidases de Aspergillus niger, e verificaram que as enzimas [-D-
glicosidase A e B-D-glicosidase B apresentaram respectivamente atividade étima
empH 4 e 60C eempH3e 70C.

RIOU et al (1998) purificaram e caracterizaram uma [-glicosidase de
Aspergillus oryzae e verificaram a presenga de duas isoenzimas no extrato
enzimatico. A enzima minoritaria apresentou atividade 6tima a 50C e pH 5,0
utilizando-se o substrato p-NPG.

A B-glicosidase purificada de uma linhagem de Aspergillus niger apresentou
atividade 6tima a 50C e pH 4,5 (WATANABE et al., 1992).

KOROTKOVA et al. (2009) verificou que a p-glicosidase produzida por
Aspergillus japonicus apresentou maximo de atividade em pH &cido, 4,5 a 5,0 e

temperatura de 65C.
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4.12 Determinacao do efeito do pH e da temperatura na estabilidade da B-

glicosidase de Aspergillus sp. parcialmente purificada

Os resultados dos ensaios realizados para o planejamento experimental
completo 22 para a determinacdo do pH e temperatura na estabilidade da B-

glicosidase estao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Planejamento experimental fatorial 22 para a determinagao do pH e
temperatura de estabilidade da B-glicosidase de Aspergillus sp. parcialmente

purificada.
Ensaios T pH Temperatura (°C) pH Atividade residual
(%)
1 -1 -1 35,8 3,6 66,04
2 +1 -1 64,2 3,6 0,16
3 -1 +1 35,8 6,4 10,31
4 +1 +1 64,2 6,4 0,22
5 0 0 50 5,0 97,14
6 0 0 50 5,0 97,70
7 0 0 50 5,0 99,45
8 -1,41 0 30 5,0 100
9 +1,41 0 70 5,0 0
10 0 -1,41 50 3,0 0,93
11 0 +1,41 50 7,0 0

A B-glicosidase parcialmente purificada de Aspergillus sp. manteve cerca de
97% de sua atividade ap6s tratamento por 2 horas em pH 5,0 e temperaturas 30 a
50<C. A enzima apresentou apenas 0,22% de atividade residual a temperatura de
64,2<C e foi totalmente inativada a 70C. Em pH 3,0 a enzima apresentou menos
de 1,0% de atividade residual e foi totalmente inativada em pH 7,0 apds incubacao
por 2 horas a 50C (Tabela 13, Figura 29).

Os coeficientes de regressao estdao apresentados na Tabela 14. Os
parametros pH (L) e interagédo entre o pH e a temperatura nao foram considerados

estatisticamente significativos, sendo adicionados aos residuos.
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Tabela 14. Coeficientes de regresséao a partir do modelo codificado para a

atividade de B-glicosidase.

Fatores Coef. de Erro t(5) p-valor Lim.de Lim.de
regressao padrao conf. - conf.
95% +95%
Média 17,88 1,47 12,14 0,000067 14,10 21,67
Temperatura (L) -4,95 0,90 -5,49 0,002735 -7,27 -2,63
Temperatura(Q) -4,66 1,07 -4,34 0,007430 -7,42 -1,90
pH (L) * -1,30 0,90 -1,44 0,209895 -3,62 1,02
pH (Q) -9,17 1,07  -8,54 0,000362 -11,94 -6,41
pH x Temperatura * 2,54 1,28 1,99 0,102902 -0,74 5,82

*Parédmetros ndo estatisticamente significativos.

O modelo com as variaveis codificadas que representa a atividade residual
em funcdo dos parametros estatisticamente significativos a 5% de significancia,
esta ilustrado pela equacao abaixo:

Atividade residual (%) = 17,88 - 4,95T — 4,66T> — 9,17pH? onde pH
representa o valor codificado do pH e T o valor codificado da temperatura.

A partir do modelo obtido foi possivel calcular a ANOVA para a atividade
residual de B-glicosidase (Tabela 15). A partir da andlise de variancia verificou-se
gue a porcentagem de variacao explicada pelo modelo foi cerca de 91%. Concluiu-

se que o modelo é significativo e preditivo.

Tabela 15. Analise de variancia do planejamento experimental para determinacao
do pH e temperatura de estabilidade da B-glicosidase parcialmente purificada de

Aspergillus sp.
Fontede Somados Graus de Quadrado Feal p-valor
Variacao Quadrados Liberdade Meédio
Regressao
Fosid 695,4734 3 231,824 22,57 0,00056
esiduos 71,8865 7 10,270
Falta de
Ajuste 71,7925 5 14359 405 5
Erro Puro 0,0940 5 0,047 ’
Total 767,3599 10 76,736

R%= 0,9063; F3,7; 005 = 4,35
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Figura 29. Superficie de resposta e curvas de contorno do efeito da temperatura e

pH na estabilidade de B-glicosidase parcialmente purificada de Aspergillus sp.
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A B-glicosidase parcialmente purificada de Aspergillus sp. apresentou menor
estabilidade comparada a enzima do extrato bruto. Em estudo univariavel a (-
glicosidase do extrato bruto de Aspergillus sp. mostrou-se estavel na faixa de pH
3,0 a 8,5 apds 2 horas a 60T e estavel até 60C po r 30 minutos em pH 4,5,
enquanto que a B-glicosidase purificada apresentou maior estabilidade em pH 5,0
apdés 2 horas na faixa de 30C - 50C em estudo util izando planejamento
experimental.

A B-glicosidase parcialmente purificada deste estudo apresentou estabilidade
semelhante ao encontrado por TSONG-RONG et al. (1998), para a [-glicosidase
purificada produzida por Aspergillus niger que apresentou estabilidade na faixa de
pH entre 4,0 — 6,5, diminuindo rapidamente a sua atividade em valores maiores
que 7,0 e menores que 4,0. Os autores verificaram em estudo univariavel que a
B-glicosidase de Aspergillus niger mostrou-se estavel apds tratamento térmico a
60C, perdendo 50% apo6s 10 minutos de tratamento a 70<C.

A isoenzima B-glicosidase minoritaria purificada por GUNATA e VALLIER
(1999) de Aspergillus oryzae apresentou estabilidade na faixa de 3,0 — 7,0, sendo
gue nao ocorreu perda na atividade ap6s 24 horas de incubacao a 20<C.

ZHANG et al. (2007) verificaram em estudo univariavel que a 3-D-glicosidase
purificada da linhagem Aspergillus oryzae mostrou-se estavel até 60C apos
tratamento térmico por 30 minutos e estavel numa faixa estreita de pH de 4,0 - 5,0,
apd6s 30 minutos de incubacéo a 60<C.

As duas B-D-glicosidases de Aspergillus niger purificadas e caracterizadas por
LE TRAON-MASSON e PELLERIN (1998) mostraram-se estaveis na faixa de pH
entre 2,0 e 9,0 perdendo respectivamente 70% e 80% da atividade inicial apés
incubacao a pH 10 por 1 hora. Apds tratamento térmico as enzimas apresentaram-
se estaveis até 50C, perdendo aproximadamente 80% da atividade inicial apés
incubacgéo por 1 hora a 70<C.

RIOU et al. (1998) verificaram que as B-glicosidases purificadas de Aspergillus
oryzae, apresentaram estabilidade ap6s 4 horas de incubacao até 45C e foram

inativadas em temperaturas superiores a 60C. Em estudo univaridvel a B-

73



glicosidase apresentou-se estavel na faixa de pH entre 3,0 até 7,0, retendo 60%
da atividade inicial apds incubacgao por 24 horas a pH 2,5 e 20C.

WATANABE et al. (1992) constatou que a p-glicosidase purificada de
Aspergillus niger apresentou estabilidade na faixa de pH de 5,0 - 8,0 quando
incubada a 20T por 20 horas e em temperaturas infe riores a 45C em pH 4,5 por

30 minutos.

4.13 Determinacao da atividade da B-glicosidase bruta e parcialmente
purificada de Aspergillus sp. sobre diferentes substratos.

A B-glicosidase parcialmente purificada apresentou maior atividade sobre
os substratos p-NPG B-glucopiranosideo, celobiose e amigdalina em comparacao
a B-glicosidase presente no extrato bruto produzido pelo fungo Aspergillus sp.
(Tabela 16). O incremento da atividade da B-glicosidase parcialmente puricada
sobre os substratos testados, pode ser explicado pela maior pureza da enzima,
maior quantidade de proteinas e remocao de interferentes durante as etapas de
purificacao.

Verificou-se que a B-glicosidase de Aspergillus sp. apresentou maior
atividade sobre o dissacarideo celobiose (4-0-B-D-glicopiranosil-D-glicose),
seguido pelo substrato sintético p-nitrofenil-B-glucopiranosideo e menor atividade
sobre o substrato cianogénico amigdalina (D-mandelonitrile 6-0-3-D-glicosideo -
D-glucosideo).

Tabela 16. Atividade da B-glicosidase de Aspergillus sp. do extrato bruto e do

extrato parcialmente purificado sobre os substratos p-NPG, celobiose e amigdalina

Substrato B-glicosidase bruta (U/g) B-glicosidase parcialmente
purificada (U/g)

p-NPG 25,75 117,17

Celobiose 45,88 107,79

Amigdalina 9,29 24,12
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5 CONCLUSOES

A linhagem Aspergillus sp. produziu, entre as linhagens testadas, maior
atividade de pB-glicosidase utilizando os substratos celobiose (45,88 U/g), p-
nitrofenil-B-glucopiranosideo (25,75 U/g) e amigdalina (9,20 U/g), em meio 3.

A B-glicosidase bruta de Aspergillus sp. apresentou atividade étima em pH 4,5
e 60C, mostrou-se estavel até 60C apds 30 minutos de tratamento em pH 4,5 e
na faixa de pH entre 3,0 - 8,5 ap6s 2 h a 60C. A B-glicosidase de Aspergillus sp.
apresentou valor de Km 3,41 mM e Vmax 33,21 ymol p-nitrofenol por min. por mg
de proteina ou 72,46 umol p-nitrofenol por mL por min. utilizando-se o substrato p-
nitrofenil-B-glucopiranosideo.

O extrato enzimatico bruto de Penicillium sp. apresentou duas isoenzimas
com atividade de B-glicosidase étima a 50C e 60C em pH 4,0. As B-glicosidases
de Penicillium sp. apresentaram estabilidade apds tratamento térmico a 55C
durante 30 minutos em pH 5,0 e na faixa de pH de 3,0 - 7,0 ap6s 2 h a 60<C.

A B-glicosidase de Trichoderma viride apresentou atividade 6tima a 45T e pH
5,0 — 5,5 e mostrou-se estavel apés tratamento a 45C durante 30 minutos em pH
5,0 e estavel na faixa de pH 5,0 - 7,0 apés 2 h a 45C.

O extrato enzimatico bruto obtido de Aspergillus oryzae apresentou atividade
6tima de B-glicosidase em pH 5,0 — 5,5 e 7,0, sugerindo a existéncia de duas
isoenzimas. A enzima apresentou temperatura étima de atividade na faixa de 40 —
45<C e mostrou-se estavel apés tratamento térmico a 45T durante 30 minutos em
pH 5,0 e estavel na faixa de pH 5,0 — 7,0 apds 2 h a 47<C.

A B-glicosidase de Aspergillus sp. apresentou maior estabilidade a temperatura
e pH em relacdo as B-glicosidases de Penicillium sp., Aspergillus oryzae e
Trichoderma viride.

A B-glicosidase de Aspergillus sp. foi purificada cerca de 38 vezes com
recuperacdo de 2,5% apds fracionamento com sulfato de amébnio 80% e
cromatografia em coluna DEAE-celulose.

Utilizando-se estudo de planejamento experimental a B-glicosidase
parcialmente purificada apresentou atividade 6tima em pH 45 e 60C e
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estabilidade na faixa de pH de 3,6 - 5,0 e temperatura de 30 - 50 € ap6s 2 h de
incubagao.

A B-glicosidase bruta e parcialmente purificada de Aspergillus sp. hidrolisa os
substratos celobiose e amigdalina, podendo ser utilizada em processos
biotécnol6égicos como na hidrolise de materiais celulésicos em combinagdo com
enzimas celuloliticas para producao de glicose e posterior obtencdo de etanol e
também na degradacdo de compostos cianogénicos de plantas e residuos
agroindustriais.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo do efeito da aplicagcao de B-glicosidase de Aspergillus sp. na
hidrélise de bagacgo de cana pré tratada com calor e pressao, com enzimas

celulotiticas comerciais.

Aplicacao da B-glicosidase de Aspergillus sp. na hidrélise de compostos

cianogénicos e glicosilados de frutas e vegetais.

Aplicacao da B-glicosidase de Aspergillus sp. na transformacéao de
isoflavonas glicosiladas de soja em isoflavonas agliconas.

Imobilizacao da B-glicosidase de Aspergillus sp.
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APENDICE A. Diluicdes dos extratos enzimaticos para os testes de caracterizagdo
da B-glicosidase bruta dos diferentes microrganismos

Diluic6es utilizadas em cada teste

Microrganismo

Temp. pH Temp. pH
produtor . o o .
Otima otimo estabilidade estabilidade
Aspergillus sp. 1:1500 1:2000 1:1500 1:1500
Aspergillus oryzae  1:500 1:500 1:50 1:100
Trichoderma
. 1:300 1:100 1:200 1:200
viride
Penicillium sp. 1:50 1:100 1:100 1:100
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