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Resumo

A B-glucosidase desempenha um papel crucial na degradacdo enzimatica da celulose,
quebrando a celobiose até monémeros de glicose, desta forma elimiando seu efeito
inibitdrio sobre essas enzimas. Assim ela pode ser considerada como um fator limitante
da velocidade da reacdo enzimaética de sacarificagdo completa da celulose, uma vez que
impede o acumulo do dissacarideo. A B-glucosidase foi purificada através dos metddos
de precipitacdo a 70% de sulfato de amonia sendo a fracdo precipitada ressuspendida
em tampéao Tris HCI 20mM pH 7,4 e posteriormente cromatografada com um trocador
anionico sendo acompanhado por eletroforese PAGE-SDS. A enzima apresentou
melhor desempenho na faixa do pH igual a 6,0. Essa enzima apresentou-se ser
termostatica, pois se mostrou estavel em todas as faixas de temperaturas 25-70°C, onde
se destacou a 60°C, a referida enzima hidrolisa a celobiose liberando glicose, resultado
este que foi detectado através da analise do perfil cromatografico em cromatografia em
camada delgada em silical gel 60.
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1. Introdugéo

Com o aquecimento Global houve um crescimento relacionado com as questdes
ambientais. E isso tem incentivado a populacdo mundial a buscar novas tecnologias
“limpas”, sofisticadas e baratas. Neste contexto, a tecnologia enzimatica tem ganhado
espaco, isoladas ou juntamente com células integras, pois as enzimas sdo usadas como
biocatalizadores em processos industriais bem como na despoluicdo ambiental.
(PHILIPPIDS & SMITH, 1995).

O Brasil desponta na producdo agricola como sendo um dos seleiros mundiais.
Boa parte de nossa producdo agricola é exportada para a Europa, paises arabes e
algumas partes do continente asiatico. Porém uma producdo agricola tdo pujante traz
alguns inconvenientes como a geracdo de residuos agroindustriais como exemplo 0s
produzidos em usinas de acucar, alcool e etc. Gacesa & Huble (1991), apontam a
producdo de glicose a partir destes residuos agricolas como o melhor destino a ser dado
a estes poluentes. Portanto enzimas celuloliticas sdo indispensaveis para a conversao de
celulose em unidades de glicose, podendo ser fermentada gerando etanol, aumentando
dessa forma a producdo de alcool.

A celulose é o composto organico mais abundante da terra, sendo uma fonte
energética renovavel servindo de substrato para producdo de combustivel alternativo
como o alcool (YOSHIDA et al., 1989). A transformacdo de celulose em agucares livres
pode ser realizada através da acdo de acidos, bases, compostos oxidantes e enzimas
produzidas por microorganismos (BARRICHELO & BRITO, 1985). Apesar de toda
tecnologia ja existente, a producdo de glicose em escala industrial ainda ndo é
economicamente viavel, e dentre as solugbes possiveis a conversdao pela acdo
enziméatica tem apresentado um maior potencial econémico e ambiental. Apo6s o
desenvolvimento desta tecnologia, a glicose podera ser utilizada na producdo de
medicamentos, alimentos, bebidas e proteinas celulares ou transformada em
bicombustivel. A degradacdo microbiana da celulose é total e especifica e tem
estimulado o uso dos processos de fermentacdes celuloliticas pelo homem.

A sacarificacdo enzimatica do material celulosico até glicose envolve a acéo
sinergistica de pelo menos trés enzimas diferentes: endo-B-1-4-glucanase (EC 3.2.1.4),
exocelobiohidrolase (EC 3.2.1.91) e B-glucosidase (B-D-glicosideglucohidrolase (EC
3.2.1.21). Endoglucanase e exocelobiohidrolase atuam sobre a celulose produzindo
celobiose como o principal produto final, sendo que as atividades dessas enzimas séo
frequentemente inibidos pela glicose (WOODWARD,1982; COUGHLAN, 1985).

A B-glucosidase desempenha um papel crucial na degradagdo enzimatica da
celulose, quebrando a celobiose até monémeros de glicose, desta forma eliminando seu
efeito inibitério sobre essas enzimas (SHEWALE, 1982; WOOD, 1985). Assim, ela
pode ser considerada como um fator limitante da velocidade de reagdo enzimatica da
sacarificacdo completa da celulose, uma vez que impede o acumulo do dissacarideo
(SENGUPTA et al.,1991).

A glicose, além de ser o principal produto obtido pela hidrélise da celulose, é
também fonte de energia para o crescimento de muitos microrganismos, dentre 0s quais
estdo fungos, leveduras, protozoarios e algas. Apesar do grande numero de
microrganismos celuloliticos conhecidos, poucos apresentam interesse industrial. Os
mais pesquisados s@o os fungos do género Aspergillus, Humicota, Phaenorochaete,
Schizophillum, Sclerotium, Sporotrichum, Taloromyces e principalmente o Tricoderma,
considerando o melhor produtor de enzimas celuloliticas (COUGHLAN, 1985).



A B-glucosidase tem um grande potencial de aplicacdo no processamento de
bebidas, como vinho e suco de laranja e em outros produtos alimenticios. Esta enzima é
capaz de transformar antocianinas, pigmentos presentes em muitos vegetais em
antocianidinas, assim tende a precipitar tornando-se um composto mais facil de ser
removido. A enzima, quando usada no processamento de sucos de laranja, promove a
hidrolise das antocianinas e a remocao das agliconas insoliveis durante a filtracao,
prevenindo a descoloracdo dos sucos causada pelo aquecimento durante a pasteurizagéo,
devido a presenca de antocianinas. Essa enzima também pode ser usada para conseguir
a cor desejada em vinhos rose (MARTINO et al., 1994).

Os papéis fisiologicos postulados para a [B-glucosidase sdo extremamente
diversos, desde catabolismo de glicosil ceramideos no tecido humano até a hidrolise de
arbutina em plantas, liberando hidroxifenol, que é tdxico e desse modo, defendendo as
plantas contra a invasdo de patdégenos (LECLERC et al., 1987).

Conhecendo as diferentes aplicacdes da referida enzima, como na degradacao da
celulose a glicose, para subsequiente fermentacdo e producdo de alcool; bem como do
seu possivel uso nas industrias de suco de laranja e de vinho.Tem-se a necessidade de
estudos de isolamento e caracterizacdo bioquimicas da B-glucosidase, visualizando
aplicacdes industriais.

2. Objetivo
2.1. Geral

Purificar e caracterizar o principal componente excretado pelo fungo Aspergillus
ustus isolado da Amazonia.

2.2. Especificos

- Determinacdo de um protocolo para purificacdo do principal componente f-
glucosidasico excretado pelo Aspergillus ustus;

- Determinar o pH e temperatura 6tima do principal componente excretado pelo
fungo Aspergillus ustus;

- Avaliar a influéncia de alguns ions sobre a enzima purificada;

- Determinar a estabilidade térmica e em diferentes pHs da enzima purificada.



3. Referencial Tedrico

3.1. Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas predominantemente protéicas imprescindiveis aos
seres Vvivos, pois aceleram praticamente todas as reacBes quimicas que mantém e
regulam os processos vitais. Sao classificadas de acordo com o tipo de reacdo catalisada
em seis grandes grupos: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e
ligases.

As enzimas tém elevado poder catalitico, sendo muitas vezes superiores aos
catalisadores inorganicos, além de alta especificidade por seus substratos, sendo assim
ndo geradores de produtos indesejaveis, e podem atuar sob condi¢Bes suaves de
temperatura, pH e pressdo, resultando em significante conservacdo de &gua,
equipamentos e energia, para beneficios tanto da industria, quanto do meio ambiente
(KIRK et al.,, 2002). Elas sdo facilmente degradadas e assimiladas pela cadeia
alimentar, ndo contaminam lenc¢ois freaticos, ndo sdo carcinogénicas, portanto, ndo
poluem o ambiente (SAID & PIETRO, 2004).

A acdo de enzima sob residuos celuloliticos pode converté-los & glicose, a qual
pode ser utilizada em processos fermentativos para obtencdo de alcoois, proteinas
celulares, antibioticos e diversos produtos quimicos industrialmente importantes. As
fontes de celulases microbianas mais importantes para a producdo industrial constituem
linhagens de fungos dos géneros Aspergillus, Penicilium e Trichoderma (UHLIG, 1998;
SAID & PIETRO, 2004).

3.2 Celulose

A celulose, o principal constituinte da parede celular das plantas e, portanto, o
biopolimero mais abundante na Terra, é constituido por cadeias lineares de residuos de
glicose unidos por ligagdes do tipo B-1,4. Estima-se que aproximadamente 4 x 10°
toneladas de celulose sejam sintetizadas anualmente, contudo, ela ndo se acumula
devido aos fungos e bactérias que eficientemente degradam os materiais das paredes
celulares das plantas (ARO et al., 2005).

Béguin & Albert (1994), dizem que na composi¢cdo estrutural da celulose os
polimeros adjacentes interagem entre si por meio de pontes de hidrogénio que de uma
forma mais ampla formam as fibras de celulose que irdo agrupar-se em regides
cristalinas, mais organizadas e entremeadas de regides amorfas, com menor grau de
compactacdo (Figura 1).

&
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Regido cristaling Regido amorfa
Figura 1 — Niveis de organizacdo das regides constituintes das fibras de celulose
(BEGUIN & AUBERT, 1994).




3.3. Enzima Celulolitica.

De acordo com o modo de agdo, os componentes do sistema celulolitico séo
geralmente classificados como: endoglucanases (1,4-B-D-glucan-4-glucanohidrolases,
EC 3.2.14); exoglucanases, incluindo  celodextrinases  (1,4-p-D-glucan
glucanohidrolases, EC 3.2.1.74) e celobioidrolases (1,4-p-D-glucan celobiohidrolases,
EC 3.2.191); e pB-glicosidases (B-D_glucosideo glucohidrolases, EC 3.2.1.21).
Endoglucanases clivam ao acaso ligacOes internas de regides amorfas das cadeias de
celulose, gerando oligossacarideos de varios comprimentos, e por essa razao
quantificada com substratos soltveis, como carboximetilcelulose. Exoglucanases atuam
de modo processivo, hidrolisando ligacGes nas extremidades redutoras ou ndo redutoras,
liberando glicose ou celobiose como principais produtos (Figura 2), sendo quantificadas
com o uso de substratos cristalinos como avicel (TEUNISSEN & CAMP, 1993; LYND
et al., 2002).

Endoglucanases Celobichidrolases
- 7 -
QOOO:
2008 O.C p
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Figura 2 — Acdo das enzimas celuloliticas (BEGUIN & AUBERT 1994).

Dados da literatura demonstram um crescente interesse pelo estudo da producéo
de celulases por microrganismos, devido ao grande potencial industrial.

3.4. Origem das Enzimas

A grande maioria das enzimas aplicadas industrialmente (aproximadamente 90
%) séo de origem microbiana (GODFREY & WEST, 1996, FELIX et al., 2004).

Os microrganismos representam excelente fonte de enzimas devido a
diversidade bioquimica, crescimento rapido, com requerimento limitado de espaco, 0
que diminui o custo de produgdo em relacdo as enzimas de origem animal ou vegetal;
bem como produgdo independente de variagdes sazonais e localizacdo geogréfica;
utilizacdo de substratos baratos, como residuos agricolas e agroindustriais; possibilidade
de se aumentar o rendimento pela otimizagéo das condicdes de cultivo; e pela facilidade
de manipulacdo genética das linhagens, através de evolucdo dirigida, engenharia de
proteinas ou tecnologia do DNA recombinante (GODFREY & WEST, 1996; KIRK et
al., 2002).



Muitos microrganismos, devido ao seu estilo de vida, sdo capazes de utilizar
diversas substancias como fonte de carbono e energia, atraves de diferentes enzimas
extracelulares, em diferentes ambientes (PRADE, 1995; KAUR et al., 2004). Portanto
as enzimas microbianas ocupam um papel crucial na clivagem de nutrientes, realizando
uma variedade de reacGes de fixacdo, oxidacdo, reducdo e hidrdlise na conversao da
matéria organica necessaria para a manutencdo de equilibrio num ecossistema.

Devido ao modo de nutri¢do por absorgéo, os fungos devem inicialmente liberar
enzimas digestivas no ambiente externo. Estas enzimas quebram moléculas grandes e
relativamente insolGveis como os carboidratos, proteinas e lipideos em moléculas
pequenas e mais solUveis que podem ser absorvidas.

4. Material e métodos

4.1. Repique
O fungo Aspergillus ustus isolado da Amazénia (CARVALHO,2006) foi
repicado em meio s6lido BDA e incubado por 7 dias a 30°C para formagao de esporos.

4.2. Inoculacdo

Ap0s 7 dias de crescimento do fungo Aspergillus ustus, preparou-se uma solucdo
de esporos na concentragdo de 107 esporos/ml a qual posteriormente foi inoculada em
100 ml de meio liquido contendo: celobiose de bagaco de cana 0,75g; (NH4)2SO. 0,569
; CaCl22H.0 0,089 ; KH2POs 0,409 ; MgSO47H.0 0,069 ; peptona (soja) 0,189 ;
levedura 0,05g ; FeSO47H20 10mg/ml ; MnSO47H20 3,2 mg/ml ; ZnSO47H20
2,8mg/ml ; CaCISO46H20 40,0 mg/ml. Incubou-se por 240 horas sob uma agitacdo de
150 rpm a 30°C. Posteriormente foram centrifugados e os sobrenadantes submetidos a
dosagens enzimaticas e protéicas.

4.3. Determinagdo da atividade p-glicosidasica (GHOSE, 1987)

Para a determinagdo da atividade B-glicosidasica, incubou-se 50uL de extrato
enzimatico em 50pL de substrato, solucdo de celobiose 15 mM (5,13 g/L) dissolvida em
tampdo citrato de sodio pH 4,8 por 30 min. a 50 °C. Ap6s o tempo reacional de 30 min.,
incubou-se os tubos imediatamente a 100 °C por 10 min, de forma a promover a
inativacdo das enzimas. Em seguida, adicionou-se 1 mL de reativo enzimético para
dosagem de glicose pelo método GOD-PAP (meétodo enzimatico colorimétrico sem
desproteinizagdo), conforme descrito por GHOSE, 1987 incubou-se novamente 0s
tubos, desta vez a 37 °C por 15 min. Por fim, adicionou-se 1 mL de &gua destilada e
registrou-se as absorbancias das solugdes a 505 nm, sendo cada analise realizada em
triplicata.

O branco reacional compreendia 50uL de solugdo enzimatica diluida em tampéo
citrato de sédio pH 4,8 mais 50 pL de solucéo de celobiose, incubada por 10 min a 100
°C, com acréscimo posteriormente de 1 mL de reativo de glicose e posterior incubacao
por 15 min a 37 °C e acrescentara 1,0 mL de agua destilada. Homogeneizou-se em
vortex e analisar em Abs 505 nm. Uma unidade enzimatica corresponde a um micromol
de acucar redutor por mL por minuto. Sendo a glicose utilizada como padréo.



4.4. Determinagdo de proteina

A determinacéo de proteina foi realizada pelo método colorimétrico de LOWRY
et al,(1951), utilizando albumina de soro bovina como padréo.

4.5. Purificacdo
4.5.1. Precipitagdo com sulfato de amdnia e acetona

Apb6s o material previamente resfriado em banho de gelo, foram adicionados
lentamente e com agitacdo continua sulfato de aménia até 70% (m/v) de saturacédo e ou
acetona. As misturas foram mantidas em temperaturas de banho de gelo por cerca de
trinta minutos e posteriormente centrifugacéo por 45 min a 4.000 g a 4°C, sendo obtidos
duas fragdes uma designada sobrenadante e a outra precipitado, as quais posteriormente
foram submetidas a dosagens enzimaticas e protéicas conforme descrito nos itens 4.3 e
4.4,

4.5.2. Cromatografia em Sepharose

O precipitado do sulfato de amonia obtida na etapa 4.5.1, foi ressuspendido em
3,0 mL de tampéo Tris HCI, 20mM pH 7,4 e posteriormente dialisado over-night no
referido tamp&o e 1,5 mL desta solugdo foi cromatografado em uma coluna DEAE-
Sepharose trocador anidnica com fluxo de 0,5 mL/min, sendo coletados fracGes de 1mL
por tubo. A eluicdo das proteinas ligadas a resina foi realizada com gradiente salino
linear no tampao tris HCI com NaCl 20 mM pH 7,4. O perfil de eluicdo de proteinas foi
acompanhado a 280 nm em espectrofotometro. A atividade B-glucosidase foi medida
nas fracdes eluidas e aquelas contendo atividade enzimatica foram reunidas e dialisadas.

4.6. Eletroforese em gel

A metodologia de eletroforese em sistema denaturante (LAEMMLI, 1970) foi
utilizada para verificacdo do indice de pureza da enzima, usando gel 12%. A amostra foi
preparada na proporcdo 1:1 em tampdo de amostra (SDS 4%, glicerol 17%, azul de
bromofenol 0,1% e Tris-HCI 0,12 M, pH 6,8) na presenga de 10% B-mercaptoetanol e
aquecida em agua fervente por 5 min. As eletroforeses foram realizadas em tampéao de
corrida Tris-glicina, durante 4,0 h, sob corrente de 200V. Apds a corrida, procedeu-se a
coloracédo das proteinas com prata.

4.7.Cromatografia em camada delgada

Para verificacdo e confirmagdo da presenca da B-glucosidase realizou-se uma
cromatografia em camada delgada. Utilizou-se uma placa de silica gel 60 e aplicando-se
trés amostras distintas, glicose, celobiose a 2% e hidrolisado enzimatico de celobiose.
Para preparar o respectivo hidrolisado procedeu-se da seguinte forma: em um tubo de
ensaio foram adicionados 100 pyL de solucdo celobiose a 2% 100 pL da enzima
parcialmente purificada, submetidos por 2 horas em banho-maria a 50 °C. O eluente
utilizado para a eluicdo da placa, foi composto por dgua: acetato de etila: acido formico:
acido acético nas proporcdes 4:9:1:3 mL e o revelador utilizado foi vapores de iodos (
FONTANA et. al., 1998).
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4.8. Caracterizacao fisico-quimica da p-glucosidase purificada

4.8.1. Determinacdo do pH 6timo de atividade da PB-glucosidase parcialmente
purificada

A verificacdo do efeito do pH sobre a atividade da enzima purificada foi
realizada incubando-se 25ul da enzima em 75ulL de celobiose 2% em tampdo
Mcllvaine em diferentes valores de pH: 3,0 - 4,0 - 5,0 - 6,0 - 7,0 - 8,0. Os ensaios de
atividade foram realizados conforme condig¢des definidas no item 3.3.

4.8.2. Determinacdo da temperatura otima de atividade da p-glucosidase
parcialmente purificada

A verificacdo da temperatura Otima foi realizada incubando-se a mistura de
reagcdo, em temperaturas variando de 25 a 70°C em tampdo fosfato de sddio 0,05 M e
pH 6,0 por 30 min, conforme condicgdo de ensaio enzimatico definido no item 3.3.

5. Resultados e discussdes

5.1. Utilizacdo de diferentes substratos como fonte de carbono pelo fungo
Aspergillus ustus para producgéo de enzima

O efeito de diferentes residuos no crescimento e produgdo de B-glucosidase pelo
fungo esta relacionada na Tabela 1. O fungo cresceu com perfis e atividades enzimaticas
variaveis.

Substratos Crescimento Ativ.f-glucosidasica
(U/mL)

Celobiose +++ 2,0286

Bagaco de cana + 0,0872

+++ Muito Bom; +Baixo

5.2.Etapas de purificacio da enzima B-glucosidase

Todas as etapas de purificacdo foram realizadas a temperatura ambiente, com
excecdo da etapa de precipitacdo. O processo de purificacdo foi acompanhado de
dosagem das atividades enzimaticas das fracdes ap0s cada etapa, conforma descrito no
item 3.3. A Figura 3 mostra o diagrama de purificagdo da -glucosidase.
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Figura 3: Diagrama de purificagdo da -glucosidase do fungo aspergillus ustus.

5.2.1. Precipitacdo com sulfato de amonia e acetona

Um volume de 100 mL do extrato enzimatico foi precipitado com 47,2 g de
sulfato de amonia de acordo com o descrito no item 3.5.1. Como descrito no item 3.5.2
utilizou-se um volume de 20 mL do extrato enzimatico para uma precipitagdo com
46,66 mL de acetona. Nesta etapa inicial da purificacdo ocorreu a concentracdo de
proteinas, que € importante para uma boa purificacdo. A enzima deve ser precipitada,
ocorrendo a sua separacdo do maior numero possivel de contaminantes, como proteinas,
pigmentos, fragmentos celulares, &cidos nucléicos, entre outros. O efeito do tipo de
precipitacdo no extrato enzimatico bruto esta relacionado na Tabela 2.

Tabela 2- Valores de atividade p-glucosidasica (U/mL), utilizando métodos diferentes
de precipitagéo

Precipitacdo 70% Desempenho Ativ.-glucosidasica
(U/mL)

Sulfato de aménia (fracdo | +++ 1,1897
do precipitado)

Acetona (fracdo do | + 0,2613
precipitado)

+++Muito bom; +Baixo
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5.2.2. Cromatografia Sepharose Anidnica

O precipitado do sulfato de amonia obtido na etapa 3.5.3 foi cromatografado em
uma coluna de troca iénica DEAE Sepharose. A coluna foi primeiro eluida com tampé&o
tris HCI 20 mM pH 7,4, e depois com gradiente salino de tris HCl com NaCl 20 mM pH
7,4 monitoradas por absorbancia a 280 Nm e dosadas suas atividades p-glucosidasicas.
Como resultado da cromatografia as amostras recolhidas nos tubos 3 a 6, conforme
podemos observar na Figura 4, detectamos atividades enzimaticas. Analisando a figura
4, podemos detectar que a enzima nédo possui afinidade pela resina, portanto ndo grudou
na resina, sendo eluida nas fracdes anteriores ao gradiente salino.

ﬁ‘\

M

0 5 10 15 20 25 30 35 40

fracdes

—e— Abs 280 nm (proteina) —=— atividade B-glucosidase (U/mL)

Figura 4- Perfil cromatogréfico da coluna DEAE
5.2.3. Eletroforese em gel

Concluida a etapa de cromatografia anibnica, as amostras cuja as atividades
obtiveram o melhor desempenho, foram agrupadas e aplicadas em um gel de
eletroforese. Obteve-se traco de uma possivel banda.

5.2.4. Cromatografia em camada delgada

Tendo em vista que pela eletroforese s6 conseguimos observar tragos de proteina
e dosando atividade na respectiva amostra, obtinhamos resultado positivo. Realizou-se
um hidrolisado (item 3.5.5) para ser verificado seu produto de hidrolise em
cromatografia de camada delgada (Figura 5). Sabendo-se que a B-glucosidase degrada
celobiose liberando glicose, aplicou-se na placa de cromatografia em camada delgada
um padrdo de glicose, uma solugdo de celobiose mais tampdo e uma solucdo de
hidrolisado (celobiose mais enzimas), ambas solugdes preparadas nas mesmas
condigdes (item 3.5.5).

Conforme podemos observar na Figura 5, a enzima estava degradando a
celobiose liberando glicose. Portanto apesar de conseguirmos observar esta enzima por
eletroforese, atraves deste experimento foi possivel verificar a presenca da enzima.
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Figura 5-Cromatografia em camada delgada: 1- padrdo glicose; 2- hidrolisado; 3-
celobiose.

5.3. Caracterizacdo fisico-quimica da B-glucosidase purificada

5.3.1. pH otimo de atividade da B-glucosidase purificada

Conforme descrito no subitem 3.6.1, a atividade enzimatica foi medida incubando-se a
enzima em tampdes de pHs variando de 3,0 a 8,0. Os resultados sdo apresentados na
Figura 6, o qual podemos observar que obtivemos melhores valores de atividades -
glucosidase no pH 6,0. O pH 6timo das [B-glucosidases produzidas por varios
microorganismos estd na faixa de 3,0 a 7,0 (COUGHAN, 1985; WOODWARD et al.,
1982). O resultado dessa pesquisa esta dentro deste valor.

0192 Vaa\
09 /N
0,88 / \
0,86 e/’\/’/ \\
iy \
08 \
0,78 \

0,76 T T . .

Atividade B-glucosidase (U/mL)

pH

Figura 6: Perfil de pH 6timo de atuacao B-glucosidase

5.3.2. Temperatura 6tima de atividade da p-glucosidase purificada

A atividade enzimética foi medida incubando-se a enzima com o substrato em
diferentes temperaturas por 30 min, conforme descrito no subitem 3.6.2. A Figura 7
ilustra os resultados obtidos para a enzima. As temperaturas 6timas de B-glucosidase de
varias fontes microbianas variam de 40 a 105 °C (WOODWARD et al., 1982;
COUGHLAN,1985). A enzima p-glucosidase purificada no referido trabalho
degnonstrou um carater termodinamicamente estavel, obtendo uma pequena melhora em
40° C.
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0 20 40 60 80

Atividade B-glucosidase U/mL

Temperatura 0 C

Figura 7: Temperatura 6tima de atuagao -glucosidase

6. Considerac0es finais:

Nas condi¢fes em que os experimentos foram conduzidos foi possivel detectar
que:

- O fungo Aspergillus ustus fermentado em meio liquido sintético contendo
celobiose como fonte de carbono excretou um complexo celulolitico, que através de
técnicas de precipitacdo com 70% de sulfato de amonia e posterior cromatografia em
coluna de troca idnica obtivemos como componente principal uma pB-glucosidase.

- A enzima B-glucosidase parcialmente purificada apresentou pH e temperatura
6tima a 6,0 e 40 °C respectivamente.

- A B-glucosidase parcialmente purificada hidrolisou a celobiose, liberando
como Unico produto a glicose.

- Devido ao microrganismo sofrer muta¢fes durante o desenvolvimento do
presente trabalho e parar de produzir a enzima de interesse, nao foi possivel obter mais
extrato bruto do complexo B-glucosidico, para purificamos mais enzima e avaliarmos a
influéncia de alguns ions sobre a enzima purificada, bem como determinar a
estabilidade térmica e em diferentes pHs da enzima purificada.
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8. Cronograma de atividades

N° Descrigdovisdo

Ago

200

Set

Out

Nov

Dez

Jan

200

Fev

Mar

Abr

Mai

Jun

Jul

- Revisdo bibliografica

- Adaptacdo da metodologia

- Purificag&o do principal
componente B-glicosidasico do

complexo celulolitico

- Determinacédo do pH étimo e
temperatura 6tima da enzima

purificada

- Estabilidade térmica

NR

- Estabilidade em diferentes

pHs

NR

- Verificagdo da sensibilidade a

diferentes ions metalicos

NR

- Determinagéo de parametros

cinéticos Km e Vmaéax

NR

- Analise dos dados, construcédo

de gréficos e tabelas

- Elaboracdo do Resumo e
Relatério Final (atividade

obrigatoria)

- Preparacdo da Apresentagéo
Final para o Congresso

(atividade obrigatdria)
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