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APRESENTACAO

Esta dissertacdo é composta de um artigo cientifico que descreve a producdo em
cultura liquida estacionéria, a purificagdo e a caracterizacdo de uma endoglicanase de
Penicillium digitatum. Em consonéncia com as regras do Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Biologicas, esta dissertacdo foi redigida como um artigo cientifico que sera enviado

para analise quanto a publicacéo para a revista Protein Expression and Purification.

SANTOS, F. C.; BARBOSA-TESSMANN, I. P. Production, purification and characterization
of an endoglucanase from Penicillium digitatum. Protein Expression and Purification,

2014, a ser submetido.
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RESUMO GERAL

Introducdo: O uso da tecnologia de hidrolise enzimatica vem apresentando grande destaque
nos processos industriais, devido as suas caracteristicas positivas para 0 meio ambiente e
economia mundial. As enzimas que promovem a catalise sdo especificas e versateis, além de
atuarem em condigdes brandas de reacOes. Atualmente, as hidrolases utilizadas em
bioprocessos sdo derivadas de microrganismos, na sua maioria fungos. Devido a sua
aplicabilidade biotecnoldgica, essas enzimas sdo amplamente estudadas. Dentre elas
destacam-se as celulases, as quais sdo capazes de degradar a celulose em seus monémeros. Os
principais e mais estudados produtores de celulases sdo representados por fungos dos géneros
Trichoderma, Penicillium e Aspergillus. O complexo enzimatico da celulase € constituido por
um grupo de trés enzimas (endoglicanases, exoglicanases ¢ f-glicosidases) que juntas atuam
em sinergismo para a hidrolise completa da celulose, a qual é composta por unidades
repetidas de D-glicose, unidas por ligac6es glicosidicas do tipo B-1,4. O fungo Penicillium
digitatum foi previamente isolado em nosso laboratério como um produtor de atividade
celulolitica, pois foi capaz de degradar a celulose presente no meio de cultivo como Unica
fonte de carbono. Ndo ha relatos na literatura de estudos sobre a celulase de P. digitatum.
Objetivos: Otimizar a producdo da celulase do isolado de P. digitatum, assim como purificar
e caracterizar a enzima. Métodos: Inicialmente, um meio de cultivo liquido descrito para a
producdo de celulases por fungos foi utilizado. A atividade enzimética foi avaliada pela
liberacdo de agUcares redutores do substrato utilizado. A cepa de P. digitatum foi cultivada
em diferentes condigdes de temperatura, pH, agitacdo e com diferentes fontes de carbono para
determinar a melhor condicdo de producdo. Como o meio utilizado era rico em fontes
organicas e inorganicas de nitrogénio, este meio foi subtraido destas fontes para avaliar o
efeito na producdo da enzima. A purificacdo da enzima foi realizada pela precipitacdo com
90% de saturacdo com sulfato de amonio, diélise e cromatografia com Sephacryl S-200 HR.
Uma analise de SDS-PAGE foi conduzida para confirmar a homogeneidade da amostra e para
determinar a massa molecular. Uma andlise de zimograma foi executada para confirmar a
atividade de endoglicanase da enzima. O pH e a temperatura 6timos, a estabilidade térmica e
dados cinéticos foram obtidos com o ensaio enzimatico realizado em diferentes condicBes
com a enzima purificada. Resultados e discussdo: Os resultados obtidos mostraram que a
cepa utilizada de P. digitatum produz uma atividade endoglicanasica pela degradacdo da
carboximetilcelulose (CMC). Lactose a 1% (m/v) no meio de cultura foi considerada a melhor
fonte de carbono par a producdo da endoglicanase por P. digitatum. O cultivo submerso
estacionario, a 25 °C, com o pH inicial do meio de cultivo de 5,0, foi a melhor condicédo de
producdo da enzima. O pico de atividade enzimatica foi obtido apds cinco ou seis dias de
cultivo com uma producdo maxima de aproximadamente 180 U/mL de meio de cultura. A
purificacdo da enzima foi confirmada com SDS-PAGE. A enzima purificada tem uma massa
molecular de aproximadamente 74 kDa e mostrou atividade sobre a CMC na anélise de
zimograma. A enzima foi inativada apos incubacéo por duas horas em temperaturas acima de
60 °C e apresentou uma Tso de 63,69 °C nestas condi¢des. A enzima apresentou temperatura
Otima de 60 °C e pH 6timo de 5,2. A constante de Michaelis-Menten (Kwm) da enzima para a
CMC foi estimada ser de 8,12 mg/mL (0,812%, m/v) e a velocidade maxima (Vmax) de 1.250
pumol/mL.min"! de aglicares redutores liberados. Conclusdes: Uma endoglicanase com
atividade especifica de 2.742 U/mg foi purificada de P. digitatum. A atuacdo em pH 5,2 e a
estabilidade térmica até 60 °C torna a enzima estudada aplicivel para a sacarificacdo da
celulose nestas condicgdes de pH e temperatura.



GENERAL ABSTRACT

Introduction: The use of enzymatic hydrolysis technology has been presenting a big appeal
in industrial processes due to their positive characteristics to the environment and world
economy. Enzymes that promote the catalysis are specific and versatile, besides being able to
act in mild reaction conditions. Nowadays, hydrolases used in bioprocesses are derived from
microorganisms, in its majority fungus. Due to its biotechnological applicability, these
enzymes are thoughtfully studied. Among them are the cellulases, which are able to degrade
cellulose in its monomers. The main and more studied cellulases producers are the fungi of
the genera Trichoderma, Penicillium, and Aspergillus. The cellulase enzymatic complex is
composed by a group of three enzymes (endoglucanases, exoglucanases, and B-glucosidases)
that act together in synergism to the complete cellulose hydrolysis, which is composed by
repetitive units of D-glucose linked by B-1,4 glycosidic bond. The fungi Penicillium
digitatum, was previously isolated in our laboratory as a producer of a considerable
cellulolytic activity, because it was able to degrade the cellulose present in the culture media
as the only carbon source. There is no report in the literature about the cellulose of P.
digitatum. Objectives: Optimize the cellulose production from the isolate of P. digitatum, as
well as to purify and characterize the produced enzyme. Methods: Initially, a liquid culture
medium described for the production of cellulases was used. The enzymatic activity was
evaluated by the release of reducing sugars from the used substrate. The strain of P. digitatum
was cultivated in different conditions of temperature, pH, agitation, and with different carbon
sources to determine the best production conditions. As the used medium was rich in organic
and inorganic nitrogen sources, this media was subtracted from these sources to evaluate the
effect in the enzyme production. The enzyme purification was performed by the precipitation
with ammonium sulphate to 90% of saturation, dialysis, and column chromatography with
Sephacryl S-200 HR. A SDS-PAGE analysis was conducted to confirm the purified enzyme
homogeneity and to determine the molecular weight. A zymogram analysis was accomplished
to confirm the enzyme endoglucanase activity. The thermal stability, the optimum
temperature and pH, and the kinetic data were obtained with the enzymatic essay performed
in different conditions with the purified enzyme. Results and discussion: The obtained
results have shown that the used strain of P. digitatum produces an endoglucanase activity by
the degradation of carboxymethylcellulose (CMC). Lactose 1% (w/v) in the culture medium
was considered the best carbon source for the production of endoglucanase by P. digitatum.
The submerse stationary culture, at 25 °C, with the initial culture medium pH of 5.0, was the
best condition for the enzyme production. The activity peak was obtained after five or six
days of culture with a maximum production of approximately 180 U/mL of culture medium.
The enzyme purification was confirmed by SDS-PAGE. The purified enzyme has a molecular
mass of approximately 74 kDa and was active on CMC in the zymogram analysis. The
enzyme was inactivated after two hours of incubation in temperatures above 60 °C and
presented a Tso of 63.69 °C in these conditions. The enzyme presented an optimum
temperature of 60 °C and optimum pH of 5.2. The enzyme Michaelis-Menten constant (Kw)
for the CMC was estimated as 8.12 mg/mL (0.82%, w/v) and the maximum velocity (Vmax)
was of 1,250 umol/mL.min* of released reducing sugars. Conclusions: An endoglucanase
with specific activity of 2,742 U/mg was purified from P. digitatum. Because the studied
enzyme works in pH 5.2 and is thermo stable in temperatures up to 60 “C, it is applicable to
the cellulose saccharification in these conditions of pH and temperature.
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PRODUCAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE
UMA ENDOGLICANASE DE Penicillium digitatum

Santos, F. C. dos,, Barbosa-Tessmann, |. P.2

RESUMO

A producdo extracelular de uma endoglicanase de um isolado de Penicillium digitatum foi
estudada com uso de fermentagdo submersa. Lactose (1,0% m/v) foi usada como Unica fonte
de carbono e a fonte combinada de nitrogénio foi peptona (2,5 g/L, m/v), extrato de levedura
(2,0 g/L, m/v), sulfato de aménio (1,5 g/L, m/v) e ureia (0,3 g/L, m/v). A producdo maxima da
endoglicanase (aproximadamente 180,0 U/mL) foi obtida quando a o fungo foi cultivado em
meio liquido, a 25 °C, sem agitacdo, com um pH inicial do meio de cultura de 5,0 e por um
periodo de 5 a 6 dias. A enzima foi purificada por precipitacdo com sulfato de aménio a 90%
de saturacdo, didlise e cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-200 HR, com
uma recuperacdo de 9,07% da atividade inicial. A enzima purificada migrou como Unica
banda de 74 kDa em SDS-PAGE. A constante de Michaelis-Menten (Km) para a
carboximetilcelulose (CMC) foi estimada ser de 8,12 mg/mL e a velocidade maxima (Vmax)
foi de 1.250,0 umol/mL.min de aglcares redutores liberados. A enzima purificada foi
inativada em temperaturas acima de 60 °C e apresentou uma Tso de 63,69 °C em pH 4,8. A
temperatura e o pH 6timos da enzima foram de 60 °C e 5,2, respectivamente. Como a enzima
de P. digitatum libera agucares redutores de CMC e ndo de papel de filtro ou celobiose ela

pode ser considerada como uma endoglicanase.

Palavras-chave: Celulase, Penicillium digitatum, Endoglicanase, Hidrolase.

! Aluna de mestrado do Programa de Pés-graduacédo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de
Maringa.
2 Professora Associado do Departamento de Biogquimica da Universidade Estadual de Maringa.
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1 INTRODUCAO

O avango da biotecnologia permite delinear uma linha promissora para o
desenvolvimento de novos métodos que possam melhorar 0s processos industriais. A
tecnologia de hidrolise enzimética movimenta uma soma consideravel de recursos e vem
apresentando grande destaque no mercado industrial, pois pode substituir os compostos
quimicos atualmente utilizados, os quais provocam o desgaste de materiais e agridem o meio
ambiente. Os processos biocatalisados por enzimas apresentam bom potencial por serem
simples, de baixo custo financeiro e energético e com menor impacto ambiental, uma vez que
as enzimas sao biodegradaveis. Além disso, elas sdo ativas, seletivas e versateis, realizando
diversas transformacfes em condicGes brandas de temperatura e pressdo nas reacfes. A
catélise quimica, ao contréario da enzimatica, é de dificil controle e pode alterar o produto
final, gerando poluentes. Sendo assim, a tecnologia da hidrélise enzimatica apresenta
consideravel relevancia por ser especifica, por ndo produzir produtos secundarios, por ser
relativamente simples e fécil de controlar, por ser eficiente energeticamente e de baixo custo,
preservando os tanques de reagdes e diminuindo os rejeitos industriais (AEHLE, 2004; SAID
& PIETRO, 2004; CGEE, 2006).

Dentre as enzimas que sdo comercializadas, ha dois grupos: as enzimas puras, mais
destinadas para kits de diagndstico e terapéutica, e as industriais, as quais representam 60%
do mercado de enzimas (SAID & PIETRO, 2004; CGEE, 2010). As enzimas industriais sdo
representadas pelas hidrolases constituindo a classe de enzimas mais comercializadas pelo
mundo todo, correspondendo a 75% do mercado de enzimas industriais (BHAT, 2000). O
grupo das hidrolases é representado por enzimas como amilases, xilanases, proteases,
celulases, peroxidases, lipases, entre outras. A Tabela 1 resume o uso destas enzimas em

diversas areas da industria, com destaque para as celulases. Atualmente, a celulase €
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amplamente utilizada em diversos ramos da indudstria, como por exemplo: na formulagéo de
racdo animal, formulacdo de detergentes, indUstria téxtil, extracdo de dleo vegetal e sucos,
papel e celulose, preparacdo do malte da cerveja, producdo de aglcares biofermentaveis para a
producdo de bioetanol, um biocombustivel. No mercado internacional, as celulases,
juntamente com as amilases, aparecem como as principais enzimas de uso industrial,
representando 22% desta demanda (SAID & PIETRO, 2004; CGEE, 2006; CGEE, 2010).

Com o conhecimento especifico das enzimas por meio de pesquisas, 0s fungos vém
adquirindo destaque na producdo de vérias enzimas industriais (AEHLE, 2004; SAID &
PIETRO, 2004). A atividade de decomposi¢cdo da matéria organica dos fungos ocorre,
sobretudo, nas fases micelial e reprodutiva, onde a formacdo de biomassa depende da
producdo de enzimas extracelulares, as quais sdo capazes de degradar componentes dos
substratos. Estas enzimas devem ser capazes de degradar polimeros insollveis, como a
celulose, e utilizar os produtos gerados da catalise como fonte de nutrientes para o
crescimento fangico.

Atualmente, as enzimas comercializadas e utilizadas nos bioprocessos sdo de origem
microbiana. Varios microrganismos na natureza sdo capazes de produzir celulases, porém
apenas alguns sao considerados como verdadeiros celuloliticos, ou seja, capazes de hidrolisar
e utilizar a celulose natural como fonte de carbono e energia. As celulases derivadas de
fungos sdo, hoje, amplamente estudadas devido a sua aplicabilidade biotecnoldgica. Os
principais produtores incluem os fungos dos géneros Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Geotrichun, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma (LYND et al., 2002,
PHALIP et al., 2009). O fungo Trichoderma reesei possui 0 complexo celulasico mais bem
caracterizado, devido ao seu potencial de aplicagdo industrial (HENRISSAT, 1991; DILLON,
2004). Este fungo produz pelo menos duas exoglicanases (CBH | e 1), cinco endoglicanases

(EGI, 11, III, IV e V) e duas B-glicosidades (BGLI e I) (KUBICEK & PENTTILA, 1998;
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TAKASHIMA et al., 1999; NOGAWA et al., 2001). As celulases dos fungos dos géneros
Trichoderma, Penicillium e Aspergillus s&o as mais utilizados e aplicadas industrialmente
(MERNITZ et al., 1996; WANG et al., 2005; QIN et al., 2008). As celulases produzidas por
Aspergillus sp. sdo mais destinadas para uso alimenticio, j& as derivadas de T. reesei sdo para
aplica¢des ndo alimenticias (AGUIAR & MENEZES, 2000).

A celulose é o componente mais abundante da parede celular de plantas. E um
homopolimero linear formado por unidades repetidas de D-glicose, unidas por ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,4. As regides mais compactas deste polimero sdo resistentes a acdo
enzimatica e a produtos quimicos. Estas regides se encontram separadas por regiGes menos
organizadas, denominadas amorfas, as quais sdo consideradas os pontos de degradagédo por
apresentarem menor resisténcia aos ataques quimicos e biologicos (RAVEN, 2001; LYND et
al., 2002). Com a intencdo de degradar a celulose e produzir aglcares monoméricos que
possam ser convertidos em varios produtos quimicos como, por exemplo, o bioetanol, a
hidrolise enzimética da celulose vem sendo amplamente estudada, mostrando novas
tecnologias de degradacdo que despertam o interesse em todo o mundo (BHAT, 2000; SAID
& PIETRO, 2004; DASHTBAN et al., 2009; CGEE, 2009).

O complexo enzimatico celulolitico é formado por trés grandes grupos de enzimas: 1)
as endoglicanases, que iniciam a degradacdo do polimero, atuando randomicamente ao longo
da molécula de celulose, clivando as regides internas e liberando oligossacarideos menores; 2)
as exoglicanases, que atuam na regido externa da celulose e sdo subdivididas em
celobiohidrolases |1 e I, as quais hidrolisam terminais redutores e ndo redutores
respectivamente, e as glicano-hidrolases, que sdo capazes de liberar glicose diretamente do
polimero; e 3) as B-glicosidases, que hidrolisam a celobiose em glicose, reduzindo o efeito
inibidor sobre as endo e exoglicanases (Figura 1). Um consenso sobre a hidrélise completa da

celulose é que, individualmente, os trés grupos de enzimas modificam a estrutura da celulose
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de maneiras diferentes, mas por apresentarem propriedades complementares, eles atuam em
sinergismo, cooperando uns com os outros (ZHANG et al., 2006).

Além do potencial de espécies de Trichoderma e Aspergillus em termos de producéao
de celulases, muitos outros fungos filamentosos estdo sendo estudados quanto a capacidade de
secretar enzimas celuloliticas. Um exemplo séo as celulases produzidas por Penicillium sp.
Vaérios autores vém explorando o complexo celulolitico de varias espécies desse género
demonstrando algumas de suas propriedades (JORGENSEN et al., 2003; JORGENSEN et al.,
2005; JEYA et al., 2010; POL et al., 2012; RAMANI et al., 2012).

A grande diversidade de microrganismos presentes na natureza capazes de produzir
compostos bioativos intensifica a busca por mais destes visando as potenciais aplicacdes em
bioprocessos. O maior entendimento da atividade destes microrganismos, principalmente dos
fungos, que sdo considerados como maiores produtores de celulases, € muito importante para
o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico da indUstria nacional. Como os fungos crescem
facilmente nos mais variados ambientes e substratos, o cultivo dos mesmos é menos
trabalhoso, o que possibilita uma possivel producdo em larga escala de enzimas.

Enfatizando a sustentabilidade nas atividades produtivas, 0 uso de insumos renovaveis
em substituicdo a produtos quimicos nos processos quimicos ou bioquimicos revela maior
tendéncia a um significativo aumento no consumo de enzimas, particularmente no Brasil.
Com mais investimento e uso adequado da técnica, varios setores industriais se beneficiariam
economicamente, podendo destacar o Brasil no mercado internacional.

Previamente, Faria et al. (2012) obtiveram uma colecdo de fungos isolados de gréos de
milho apresentando sintomas de podriddo. Como estes fungos sdo 0s responsaveis pela
degradacdo dos componentes bioquimicos dos grdos como amido, proteinas, celulose e
lipidios, era esperado que estes microrganismos fossem produtores das enzimas relacionadas.

Assim, Abe (2011) realizou uma analise de producédo destas hidrolases pelo cultivo em meio
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solido contendo somente o polimero especifico como fonte de carbono e medida do halo de
hidrélise. Um isolado de Penicillium sp. foi selecionado como bom produtor de celulase.

A identificacdo morfoldgica e molecular do isolado de Penicillium sp. produtor de
celulase foi feita por Faria et al. (2012). A identificacdo morfoldgica foi feita com base nas
caracteristicas micro e macroscopicas em cultivo em meios especificos e com uso de chaves
taxondmicas especificas (PITT & HOCKING, 2009). A identificacdo molecular foi realizada
por meio da amplificacdo com a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) de um fragmento de
DNA do gene do rRNA com os iniciadores ITS4/5 (WHITE et al., 1990). O fragmento de
DNA amplificado foi sequenciado e a sequéncia obtida foi comparada com sequéncias do
gene ribossomal depositadas em bancos de dados. O fungo foi identificado como Penicillium
digitatum (FARIA et al., 2012).

O fungo P. digitatum € comumente conhecido como o principal causador do bolor
verde em frutos citricos no periodo pos-colheita e responsavel por grande perda na
comercializacdo dos mesmos (FRANCO & BETTIOL, 2002; FEICHTENBERGER et al.,
2005; MACARISIN et al., 2007). Esta espécie tem sido alvo de estudos com produtos
quimicos e/ou alternativos com objetivo da eliminacdo do patégeno (NICOLI et al., 2009).

No melhor do nosso conhecimento, ndo had na literatura nenhum relato sobre a
producdo, purificacdo e caracterizacdo bioquimica de qualquer celulase de P. digitatum. Logo,
é relevante o estudo dos processos de producéo e das caracteristicas bioquimicas da enzima
produzida. Caso os niveis de produgdo ou as caracteristicas bioquimicas desta enzima em
guestdo sejam melhores do que outras celulases descritas na literatura, a mesma poderéa servir
como uma alternativa em processos biotecnoldgicos. Portanto, os objetivos do presente
trabalho foram os de estudar a produgdo e estabelecer uma metodologia de purificacdo da

celulase de P. digitatum, assim como caracterizar bioquimicamente a enzima purificada.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolado de P. digitatum

A cepa de P. digitatum isolada por Faria et al. (2012) foi mantida em meio solido de
agar batata-dextrose (BDA) (LESLIE & SUMMERELL, 2006), com repiques trimestrais, e
em meio BDA sob 6leo mineral. As Figuras 2A e 2B mostram a morfologia da colénia do
isolado de P. digitatum cultivado em meio CYA e a Figura 2C mostra os conidioforos deste

isolado vistos ao microscopio otico.

2.2 Condic0es de cultivo para a produgéo da enzima

O cultivo para avaliar a producdo enzimatica foi realizado de forma estacionaria em
frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL do meio liquido preparado como descrito por
Mandels & Weber (1969), com algumas modificacdes: KH2PO4 3,0 g/L (m/v), extrato de
levedura 2,0 g/L (m/v), ureia 0,3 g/L (m/v), (NH4)2SO4 1,5 g/L (m/v), peptona 2,5 g/L (m/v),
CaCl2-2H20 0,3 g/L (m/v), FeSO47HO 5 mg/L (m/v), MgSO47H.0 0,3 g/L (m/v),
ZnS047H20 1,4 mg/L (m/v), MnSO4H.0 1,6 mg/L (m/v), CoCl-6H20 2,0 mg/L (m/v),
adicionado de 1,0% (m/v) de lactose monohidratada como fonte de carbono. Este meio foi
preparado em quatro solu¢Ges mais concentradas: uma solucéo contendo o fosfato, a lactose, o
extrato de levedura e as outras fontes de nitrogénio; uma solugcdo contendo o CaCl-2H-0;
uma solucdo contendo o FeSO4-7H20; e outra contendo 0s outros ions. As quatro solucdes
foram autoclavadas individualmente e combinadas assepticamente (23,5 mL da primeira
solugédo e 0,5 mL das solucdes de ferro, calcio e ions) para resultar o volume de 25 mL do
meio final, com as concentrac¢@es indicadas acima. O inoculo foi preparado pela transferéncia
de um pedaco de aproximadamente 1 cm?® de uma cultura de sete dias do fungo em meio BDA

inclinado para um frasco contendo 20 mL de agua deionizada estéril. Apos picotar e agitar o



22

fragmento com alca de platina previamente flambada, quinhentos microlitros da suspenséo
obtida contendo 1,25 x 10° esporos foram transferidos para os frascos contendo o meio
liquido. Para o cultivo em estado estacionario, os frascos foram incubados em incubadora,
com fotoperiodo de 12 horas, a 25 °C por 5 a 6 dias. Ap0s este periodo, a cultura foi filtrada a

vacuo e o sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade enzimaética.

2.3 Optimizacéao das condicdes de cultivo

e pH do meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado foi 0 mesmo descrito acima, porém com os valores de pH
corrigidos com NaOH, resultando em pH 5,0, 6,0 e 7,0.

e Condicbes de temperatura e agitacao

No cultivo liquido estacionario, as temperaturas testadas foram de 25 e 30 °C. Os
frascos foram incubados em estufa climatizada, com fotoperiodo de 12 horas, por 5 dias. Apds
a incubac&o os cultivos foram filtrados e o teste enzimatico foi realizado nos filtrados. Para a
condicgéo de agitacdo, o cultivo foi incubado em uma incubadora com agitacéo orbital a 100
rpm, a 25 °C, com luz natural, por 5 dias. Ap0s este periodo o ensaio enzimatico foi realizado.

e Tempo de cultivo

O melhor tempo de cultivo para a producdo da endoglicanase de P. digitatum foi
avaliado em uma curva de crescimento. A curva de crescimento foi realizada em um periodo
de 7 dias, em cultivo estacionario, a 25 °C, com uso do meio liquido inicialmente descrito
com todas as fontes de nitrogénio, pH inicial de 5,0 e com 1,0% (m/v) de lactose como fonte
de carbono. A atividade enzimatica foi avaliada no filtrado da cultura a cada 24 horas a partir

do segundo dia de cultivo.
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e Fontes de carbono

Para o teste de diferentes fontes de carbono, o meio utilizado foi o mesmo descrito
acima, mas a lactose foi substituida por celulose microcristalina, papel de filtro, arabinose,
glicose, carboximetilcelulose (CMC), farelo de trigo, sacarose, rafinose e celobiose todos na
concentracdo de 0,5% (m/v). Os frascos foram incubados em estufa climatizada, com
fotoperiodo de 12 horas, a 25 °C, por 5 dias. Apds a incubacéo os cultivos foram filtrados e o
teste enzimatico foi realizado nos filtrados. Posteriormente, diferentes concentracdes da fonte
de carbono indutora da producdo da enzima e a adicdo de CMC ao meio contendo lactose
também foram testadas.

e Fontes de nitrogénio

Como o meio de cultivo utilizado era um meio rico em fontes de nitrogénio, a remogao
de cada uma das fontes do meio foi realizada de forma individual ou combinada para avaliar a
contribuicdo de cada uma.

e Adicao de surfactante ao meio de cultivo

O surfactante Tween 80 foi adicionado para uma concentracdo final de 0,01% ou
0,05% (v/v) ao meio de cultura durante todo o crescimento do fungo ou durante as ultimas 24

horas de cultivo.

2.4 Ensaio enzimatico

A atividade de endoglicanase foi avaliada com base no método descrito por Ghose
(1987), com algumas modificagfes. Quinhentos microlitros da amostra do filtrado, puro ou
diluido, foram incubados com 1,5 mL de tampdo acetato de sdédio 50 mmol/L, pH 4,8,
contendo 1% (m/v) de CMC, a 50 °C, por 30 minutos. O branco total era constituido de 2,0
mL do mesmo tamp&o do ensaio e 0 branco da amostra constituido de 0,5 mL da amostra e de

1,5 mL do mesmo tampdo acetato sem CMC adicionado. Os acucares redutores liberados
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foram estimados pelo método do &cido dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). Neste
método, logo ap6s a incubacdo da enzima com o substrato, foram adicionados quinhentos
microlitros do reativo de DNS [DNS 1% (m/v); NaOH 0,4 mol/L; tartarato de sodio e potassio
1 mol/L] e a mistura foi fervida por 5 minutos. Apds a fervura, foram adicionados 2,5 mL de
agua destilada e a leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm. As
concentragcfes de acUcar redutor foram estimadas com uma curva de calibragdo gerada com
glicose como solugéo padrdo em concentracGes variando de 0,25 mmol/L a 2,5 mmol/L. Uma
unidade de atividade enzimatica foi considerada como a quantidade de enzima que produziu
1,0 umol de acucar redutor por minuto e por mL nas condic¢des do ensaio.

A atividade de celulase total (FPase) foi determinada como descrito por GHOSE
(1987), com uso do método do papel de filtro. Para isso, quinhentos uL do filtrado puro foi
misturado com 1,5 mL do tampédo acetato de sédio 50 mmol/mL, pH 4,8, e papel de filtro
Whatman No. 1 cortado em fitas de 1 x 6 cm (50 mg). Apos agitacdo em vortex, foi realizada
uma incubacdo de 1 hora a 50 °C. Apds esta incubacao, o teste do DNS (MILLER, 1959) foi
realizado como descrito acima. Uma unidade de celulase foi considerada a quantidade de
enzima que libera 1 umol de aglicares redutores por minuto nas condi¢fes do ensaio.

A atividade de B-glicosidase ou celobiase foi estimada com uso de celobiose como
substrato (GHOSE, 1987). O ensaio foi o0 mesmo descrito para a CMC, onde a CMC foi
substituida pela celobiose. O branco total e o branco da amostra foram utilizados. Uma
unidade de B-glicosidase foi considerada como a quantidade de enzima que libera 1,0 pmol de

acucares redutores por minuto nas condic¢des do ensaio.
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2.5 Avaliagao do crescimento do fungo
O peso seco do miceélio seco foi utilizado como uma avaliagdo do crescimento do
microrganismo. Para isso, 0 micélio retido no papel de filtro foi seco a 50 °C, até a obtencéo

de peso constante.

2.6 Purificacdo da enzima

O fungo foi cultivado como descrito acima, por 6 dias, em 8-10 frascos de 125 mL
com 25 mL do meio descrito. O filtrado das culturas foi reunido e as proteinas foram
precipitadas pela adicdo de sulfato de aménio 90% em banho de gelo e com agitacdo em
agitador magnético. As proteinas precipitadas foram coletadas por centrifugacdo (21,0009, 5
min), ressuspensas em tampdo acetato de sédio 50 mmol/L, pH 4,8, e dialisadas (3 vezes)
contra 0 mesmo tampéo a 4 °C, durante 18 horas. O dialisado foi centrifugado (5,000g, 5
minutos) e o sobrenadante aplicado em uma coluna cromatografica de Sephacryl S-200 High
Resolution (100 cm x 1,5 cm) equilibrada com 0 mesmo tampéao. A elui¢cdo também foi feita
com o tampdo acetato de sédio 50 mmol/L, pH 4,8, com um fluxo de 0,6 mL/min. Frac6es de
4,0 mL foram coletadas.

O perfil de eluicao de proteinas foi avaliado pela leitura da absorbancia a 280 nm das
fracdes e o perfil de eluicdo da endoglicanase foi avaliado pelo ensaio enzimatico, com uma
aliquota de cada uma das fragdes. As fragdes que continham maior atividade de endoglicanase
foram reunidas e congeladas a -20 °C até serem utilizadas nas analises de caracterizagdo da
enzima.

Para determinar a purificacdo da enzima, a atividade enzimética e a quantidade de
proteinas foram determinadas no filtrado inicial das culturas, no dialisado e no juntado das

fracOes de maior atividade enzimética eluidas da coluna.
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2.7 Quantificacao de proteinas
A quantificacdo de proteinas foi feita através do método de Bradford (1976),

utilizando albumina de soro bovino como padréo.

2.8 Analises eletroforéticas

A endoglicanase de P. digitatum foi analisada por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970)
para avaliacdo da purificacdo, da pureza e da massa molecular. Aliquotas de 1,0 ug das
fracOes eluidas da coluna, da proteina purificada (1 ug) e de proteinas do dialisado (3 pg)
foram adicionadas do tamp&o de amostra de SDS-PAGE [glicerol 20% (m/v), SDS 1% (m/v),
azul de bromofenol 0,03 mg/mL (m/v), tris-base 150 mmol/L, pH 6,8, B-mercaptoetanol 0,7
M] e fervidas em banho-Maria por 10 minutos. As aliquotas tratadas desta forma foram
colocadas no gel de poliacrilamida 7,5% (m/v) contendo SDS, pH 8,9, com um gel de
empilhamento a 4,5% (m/v), pH 6,8, no sistema de tampdo Tris-glicina. Marcadores de peso
molecular de faixa ampla (Promega, EUA) foram tratados da mesma maneira. O gel foi
revelado pela coloracdo com o Azul de Coomassie R-250.

Para avaliar se a enzima purificada tinha atividade de endoglicanase, uma analise de
zimograma foi realizada, com base no método descrito em Chaabouni et al. (2005). Uma
aliquota da proteina purificada (3 ng) foi submetida a um PAGE descontinuo. A analise de
PAGE descontinuo foi realizada da mesma forma que o SDS-PAGE, mas o SDS e o -
mercaptoetanol foram omitidos em todas as solugdes e as amostras ndo foram desnaturadas
por fervura. O gel foi revelado pela coloracdo com o Azul de Coomassie R-250. Apds a
corrida, o gel de PAGE contendo a enzima foi colocado sobre um meio sélido (5 mm e
espessura) contendo tampdo acetato de sdédio 50 mmol/L, pH 4,8, CMC 1% (m/v) e agar 2%
(m/v). O gel foi incubado sobre este meio solido por 1 hora a 50 °C. Apds este periodo, o gel

de agar foi corado com Vermelho Congo a 0,1% (m/v) por 30 minutos, sob agitacéo lenta, e
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descorado com uma solucdo de NaCl 1,0 mol/L, até o aparecimento de uma banda clara, a

qual caracterizou a atividade enzimatica.

2.9 Parametros cinéticos

O efeito da concentracdo da CMC, variando de 13 a 20 mg/mL sobre a endoglicanase
de P. digitatum foi avaliado no ensaio enzimatico pela adicdo de uma quantidade fixa da
enzima purificada, como descrito acima. A concentracdo de aclcares redutores liberados,
apos a acdo da enzima foi calculada com uso método do DNS (MILLER, 1959). A velocidade
inicial foi dada em termos de quantidade de acUcares redutores liberados pelo volume e pelo
tempo. Os pardmetros cinéticos constante de Michaelis-Menten (Kw) e velocidade méaxima de
reacdo (Vmax) foram estimados pela regressdo linear em um gréafico duplo-reciproco. As

velocidades iniciais foram expressas como pg/mL-mint,

2.10 Estabilidade térmica, temperatura e pH 6timos

Para avaliar a estabilidade térmica, a enzima foi incubada no tampdo acetato 50
mmol/L, pH 4,8, por 2 horas, em diferentes temperaturas, e depois submetida ao ensaio
enzimatico, como descrito acima. A temperatura na qual a endoglicanase de P. digitatum
perde 50% de sua atividade (Tso), apos incubacdo por 2 horas, foi calculada com a equacao da
curva de regressao polinomial de segunda ordem obtida. Para avaliar a temperatura 6tima, o
ensaio enzimatico foi realizado como descrito acima com tampéo acetato 50 mmol/L, pH 4,8,
em diferentes temperaturas. O pH o6timo foi determinado pela alteracdo do pH do tampé&o

acetato do ensaio enzimatico.
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2.11 Anélises estatisticas

As anélises estatisticas foram realizadas pelo célculo da média e do desvio padrdo dos
resultados. Onde indicado, os dados foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e
comparados pelo teste de Tukey (p<0,01), com uso do programa SASM (CANTERI et al.,

2001).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacéo da producéao de celulases por P. digitatum

A andlise de celulases totais (FPase) pelo método do papel de filtro e de celobiase pelo
uso de celobiose ndo resultou em liberacdo de aglcares redutores. No entanto, a anélise da
producdo de endoglicanases pelo uso de CMC como substrato resultou na liberagdo de
acucares redutores detectados pelo método do DNS. Portanto, a enzima produzida por P.

digitatum pode ser considerada uma endoglicanase.

3.2 Optimizacdo das condigdes de cultivo para a producdo da endoglicanase de P.
digitatum

A quantidade de enzima liberada no meio de cultivo foi maior quando o fungo foi
cultivado em um meio cujo pH inicial era de 5,0 (Figura 3). O cultivo estacionario a 25 °C foi
melhor do que o cultivo a 30 °C e também melhor do que o cultivo sob agitacdo a 25 °C para a
producdo da enzima (dados ndo mostrados). Um tempo de cultura de 5-6 dias foi o melhor
para a producdo da enzima (Figura 4). Nos experimentos de producédo foi utilizado um tempo
de cultura de 5 dias e nos experimentos de purificagcdo da enzima o fungo foi cultivado por 6
dias para a producdo da enzima, pois ainda ndo hd a deterioracdo da cultura, como
evidenciado pelo crescimento do fungo.

Varios compostos de carbonos foram adicionados ao meio de cultura do P. digitatum
para avaliar a producdo da endoglicanase. As analises estatisticas dos resultados (Figura 5A e
B) mostraram que a lactose foi a melhor fonte de carbono indutora da produgédo da enzima.
Algumas destas fontes de carbono aparentemente aumentaram muito o crescimento do fungo,
como a celulose microcristalina, o papel de filtro e o farelo de trigo. No entanto, estes

substratos sdo solidos e eles acrescentaram massa ao peso do micélio seco, que foi 0 método
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utilizado para avaliar o crescimento do fungo. A celobiose também foi testada como fonte de
carbono e ndo foi melhor do que a lactose (resultados ndo mostrados). Uma analise da melhor
concentracdo de lactose para a producdo da enzima mostrou que com uma concentracao de
lactose 1,0% (m/v) houve a maior producdo da enzima e também o crescimento do fungo
(Figura 5B). Consequentemente, lactose 1,0% (m/v) foi usada como fonte de carbono nos
meios liquidos das culturas de todos os outros experimentos.

O meio de cultura utilizado € um meio rico em nitrogénio. Possui como fontes de
nitrogénio organico a ureia, a peptona e o extrato de levedura e como fonte de nitrogénio
inorganico o sulfato de aménio. Para avaliar o papel de cada um deles, eles foram removidos
individualmente ou combinados do meio de cultivo. Os resultados de sensibilidade estatistica
mostram que o sulfato de aménio poderia ser removido do meio, com beneficio para a
producdo da enzima (Figura 6). No entanto, para estar de acordo com a literatura com 0 uso
generalizado do meio de cultivo descrito por Mandels & Weber (1969) para a producdo de
celulases, o sulfato de amonio ndo foi removido do meio e foi utilizado em todos os
experimentos.

A adicdao de Tween 80 0,01% e 0,05% (v/v) ao meio de cultura durante todo o
crescimento do fungo ou durante as Ultimas 24 horas de cultivo ndo contribuiu para um

aumento na producdo da enzima (dados ndo mostrados).

3.3 Purificacédo da enzima

O perfil de eluicio de proteinas totais e da atividade de endoglicanase na coluna de
Sephacryl S-200 HR no tampéo de eluigdo utilizado € mostrado na Figura 7A. A enzima foi
eluida em um pico unico de atividade. A purificacdo resultou em uma proteina homogénea,

como mostrado pelo gel de SDS-PAGE (Figura 7B e 8A). Os resultados da purificacdo da
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enzima sdo sumarizados na Tabela 2. Houve uma recuperacdo de 9,07% e a atividade

especifica aumentou 3,92 vezes.

3.4 Andlises eletroforéticas

Para confirmar a purificacdo da proteina e para determinar a massa molecular da
endoglicanase produzida por P. digitatum, as proteinas obtidas apds a precipitacdo com
sulfato de amonio e dialise e a enzima purificada (fracbes de maior atividade reunidas) foram
aplicadas em um gel descontinuo de SDS-PAGE. A enzima purificada migrou como uma
banda Gnica com massa molecular aproximada de 74 kDa (Figura 8A). O gel de PAGE corado
com azul de Coomassie e 0 zimograma revelado com a solucdo de vermelho do congo séo

mostrados na Figura 8B.

3.5 Parametros cinéticos

A razdo de dependéncia da reacdo enzimatica sobre a CMC, a pH 4,8 e 50 °C, seguiu a
cinética de Michaelis-Menten. O grafico duplo-reciproco (Figura 9) mostrou que os valores de
Kvm aparente e da Vmax sdo de 8,12 mg/mL (0,81%, m/v) e 1.250,0 pg/mL-min’?,

respectivamente.

3.6 Estabilidade térmica, temperatura e pH 6timos

A endoglicanase purificada de P. digitatum foi relativamente termoestavel por duas
horas de incubagdo em temperaturas de 30-60 °C (Figura 10A), mas perdeu parcialmente a
atividade quando incubada por duas horas em temperaturas acima de 60-70 °C, e perdeu
totalmente a atividade quando incubada por 2 horas a 70 °C, em pH 4,8. A Tso calculada pela
equacdo da curva de regressdo polinomial de segunda ordem gerada a partir dos dados é de

63,69 °C.
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Quando o ensaio enzimatico foi realizado em diferentes temperaturas, a enzima
apresentou uma temperatura 6tima de 70 °C (Figura 10B). No entanto, é necessario cautela
com a interpretacdo deste dado, ja que foi demonstrado que a enzima sofre inativacdo quando
incubada por duas horas a 70 °C. Portanto, uma temperatura 6tima de 70 °C deveria ser
considerada para incubacGes curtas e de 60 °C para incubagBes mais longas, visto que foi
demonstrado que a enzima é relativamente estdvel a 60 °C. Os dados mostram que a

endoglicanase de P. digitatum tem um pH 6timo de 5,2 (Figura 10C).
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4 DISCUSSAO

O presente trabalho estudou a producdo, a purificacdo e as caracteristicas bioquimicas
de uma endoglicanase de P. digitatum. A producdo da maioria das enzimas extracelulares
microbianas é afetada pelo pH do meio de cultivo. Nossos resultados mostraram que um pH
inicial de 5,0 para 0 meio de cultivo é o melhor para a producdo da endoglicanase de P.
digitatum (Figura 3). Em pH 6,0 e 7,0, tanto a producdo da enzima, retratada pela atividade
enzimatica, quanto o crescimento, avaliado pelo peso do micélio seco, decresceram. Uma
observacdo similar foi apresentada por Jecu (2000) onde o pico de atividade endoglicanésica
de Aspergillus niger foi observado em pH inicial de 4,5-5,0, porém utilizando a fermentacéo
em estado s6lido. Também de acordo com nossos resultados, Jeya et al. (2010) descreveram o
pH inicial do meio de cultivo de 5,0 para a melhor producéo da endoglicanase de Penicillium
pinophilum e Das & Ghosh (2009) relataram a melhor producdo de celulases por Penicillium
notatum com o meio de cultivo com pH inicial de 4,0. No entanto, ha também na literatura
relatos do uso de um pH inicial ndo tdo acido para a producdo de celulases por Penicillium
como os estudos conduzidos por Sindhu et al. (2011) com Penicillium sp., onde a maior
producdo de celulase ocorreu em meio de cultivo com pH inicial de 6,0.

A temperatura de incubacdo é um dos fatores fisicos mais importantes para a produgéo
enzimatica. Nossos resultados mostraram que a melhor temperatura para o cultivo
estacionario para a producdo da endoglicanase de P. digitatum foi de 25 °C, pois a 30 °C tanto
a producédo da enzima quanto o crescimento do fungo foram afetados (dados ndo mostrados).
Este dado difere do relatado por Sindhu et al. (2011) para a producdo de celulases por
Penicillium sp., onde a temperatura de 35 °C era a melhor. No entanto, de acordo com nossos
resultados, Jeya et al. (2010) observaram que uma temperatura de incubacdo de 28 °C foi a
melhor para a producdo da endoglicanase por P. pinophilum; Das & Ghosh (2009) obtiveram

maior producdo de atividade enzimatica de celulases cultivando a cepa de P. notatum
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utilizada a 30 °C; e Jecu (2000) e Narasimha et al. (2006) observaram que a melhor
temperatura para a producdo de endoglicanase por cepas de A. niger foi de a 30 °C e 28 °C,
respectivamente.

Embora haja relatos do uso de cultura liquida com agitacdo para a producgdo de
celulases por fungos (PASTOR et al.,, 2007; JAVED et al.,, 2008; POL et al., 2012), a
producdo da endoglicanases por P. digitatum foi muito menor neste cultivo do que no cultivo
estacionario, embora a agitacdo ndo tenha impedido totalmente o crescimento do fungo (dados
ndo mostrados).

A producdo de enzimas geralmente acompanha o crescimento do microrganismo. O
isolado de P. digitatum utilizado neste estudo demonstrou crescimento de forma logaritmica
entre os dias 3 e 4 e apos este periodo cresceu de forma estacionaria. A producdo da enzima
alcancou um pico entre os dias cinco e seis e depois decresceu (Figura 4). Utilizando
fermentacdo em estado solido, Sindhu et al. (2011) obtiveram um pico de producdo de
atividade de celulase em Penicillium sp. ap6s 72 horas de cultivo. A atividade endoglicanasica
de Penicillium echinulatum apresentou pico de producdo ap6s 3 a 4 dias de incubacdo, em
fermentacdo em estado solido com uso de bagaco de cana-de acUcar e farelo de trigo
combinados como fonte de carbono (CAMASSOLA & DILON, 2007).

O efeito de diferentes fontes de carbono adicionadas ao meio de cultivo para a
producdo da endoglicanase de P. digitatum foi investigada. A melhor fonte de carbono para a
producdo da enzima foi a lactose (Figura 5A). Determinada a melhor fonte, varias
concentragdes de lactose foram testadas, utilizando um limite de 1% (m/v), pois foi a
concentracdo utilizada para a producdo de celulases por Penicillium sp. por Sindhu et al.
(2011). A concentragcdo de 1,0% (m/v) foi considerada a melhor, tanto para a produgédo
enzimatica quanto para o crescimento (Figura 5B). Menores concentragfes de lactose no meio

de cultivo resultaram em menores produgdes da enzima (Figura 5B). De acordo com nossos
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resultados, a lactose também foi considerada a melhor fonte de carbono para a produgédo de
celulases pelo fungo filamentoso Acremonium cellulolyticus (FANG et al., 2008). Portanto, a
lactose 1,0% (m/v) foi usada como a fonte de carbono em todos 0s outros experimentos.

A CMC e o farelo de trigo sdo comumente utilizados como fontes de carbono soltvel
e insoluvel, respectivamente, em meios de cultura para a producdo de celulases. De acordo
com Archana & Sathyanarayana (1997), o farelo de trigo é visto como um substrato universal
para a producdo de celulases por fungos. Além de apresentar muitos nutrientes, sua
composicdo bioquimica, apds a hidrolise, € rica em aglcares solGveis como glicose, arabinose
e galactose, que sdo requeridos para o crescimento e a replicagéo inicial do microrganismo. A
CMC ja foi utilizada como suplemento ao meio de cultivo basico, descrito por Mandels &

Weber (1969), para aumentar a producdo de celulases fungicas (RODRIGUEZ-ZUNIGA et

al., 2011). Nossos resultados mostram que essas duas fontes, a CMC e o farelo de trigo, e
também a celulose microcristalina, ndo induziram a producdo da endoglicanase de P.
digitatum na mesma proporc¢éo que a lactose a 1,0% (m/v).

Grande parte dos experimentos de avaliacdo de producdo de celulases por fungos
relatados na literatura utilizam residuos agroindustriais como fonte de carbono. Por exemplo,
no trabalho realizado por Jeya et al. (2010), a palha de arroz foi considerada a melhor fonte de
carbono para a producédo de endoglicanase por uma cepa de P. pinophilum. O bagaco da cana
de acucar, combinado com farelo de trigo, também foi utilizado como fonte de carbono para a
producdo de celulases por P. echinulatum em fermentacdo em estado sélido, com o objetivo
de reduzir os custos com biodegradacdo de materiais lignocelulésicos (CAMASSOLA &
DILON, 2007). Mesmo com as boas intengdes do uso de residuos agroindustriais como fonte
de carbono, principalmente para a produgdo de biocombustiveis, 0 uso da lactose neste caso é

viavel, devido ao dissacarideo ser de baixo custo e de facil manipulacéo.
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Acredita-se que o mecanismo de indugdo pela lactose seja devido aos altos niveis de
galactose 1-fosfato intracelular, o qual pode controlar a sinalizagcdo (SEIBOTH et al., 2004).
Na tentativa de elucidar o mecanismo da inducdo de celulases pela lactose, Seiboth et al.
(2006) utilizaram uma cepa de Hypocrea jecorina (anamorfo ao Trichoderma reesei) para a
producéo de celobiohidrolases com lactose e D-galactose como fontes indutoras. Somente a
presenca da D-galactose ndo induziu a expressdo de altos niveis da enzima em comparacéo
aos resultados obtidos com a lactose. A hipotese € que a lactose deve transmitir um sinal
adicional ou superior ao fungo produtor da enzima para resultar em maior secregédo
enzimatica. E possivel pensar na provavel existéncia de um receptor de lactose ligado a uma
cascata de eventos que induzem a producdo da celulase.

Surfactantes séo utilizados para aumentar a producdo de enzimas extracelulares. Com
0 objetivo de aumentar producdo da endoglicanase de P. digitatum, o meio de cultivo foi
suplementado com o surfactante Tween 80 no inicio do cultivo e 24 horas antes do final do
cultivo. A adicdo de Tween 80 ao meio de cultivo de P. digitatum ndo aumentou a producéo
da endoglicanase (dados ndo mostrados).

A purificacdo da endoglicanase produzida por P. digitatum foi efetiva e eficiente. A
maioria dos processos de purificacdo de endoglicanases de espécies de Penicillium utiliza
precipitacdo ou ultrafiltracdo para a concentracdo das proteinas do filtrado, didlise e
cromatografia de exclusdo molecular com ou sem prévia cromatografia de troca ibnica
(CHAABOUNI et al., 2005; JEYA et al., 2010; DAS et al. 2012; POL et al., 2012; BAI et al.,
2013). Para a endoglicanase de P. digitatum, somente um passo cromatografico de exclusdo
molecular, apés precipitacdo e dialise, foi requerido para obter uma fracdo homogénea, o qual
recuperou 9,07% da atividade inicial (Tabela 2, Figura 7A e 7B). O perfil de eluicdo da
coluna é apresentado na Figura 7A, a qual mostra a eluicdo de quatro picos proteicos e um

unico pico de atividade enzimatica, o que indica que ha somente uma celulase produzida pelo
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fungo. As proteinas eluidas puderam ser visualizadas no gel de SDS-PAGE (Figura 7B). O
segundo pico proteico representa a elui¢do da endoglicanase. Bai et al. (2013) também usaram
um Unico passo cromatografico em Sephadex G-100 para purificar uma endoglicanase de
Penicillium simplicissimum. O uso de coluna cromatogréfica de Sephacryl S-200HR para
purificacdo de celulases foi descrito também para Thermomonospora (GEORGE et al., 2001)
e Trichoderma sp. (SUL et al., 2004).

A massa molecular da endoglicanase de P. digitatum foi estimada ser de 74 kDa
(Figura 8A) e é relativamente maior do que de outras endoglicanases de Penicillium como,
por exemplo, a de Penicillium simplicissimum e de P. notatum, que apresentam massa
molecular de 33,2 e 55 kDa, respectivamente (DAS et al., 2012; BAI et al., 2013) e ainda de
P. pinophilum, onde hé relatos de massa molecular de 37 kDa e 42 kDa (JEYA et al., 2010;
POL et al., 2012). A deteccdo de atividade de endoglicanase por zimograma é amplamente
utilizada. O zimograma realizado demonstrou uma atividade enzimatica de endoglicanase pela
banda de hidrolise da CMC na posicdo da banda da proteina purificada, o que indica que a
enzima purificada é a endoglicanase de P. digitatum e corresponde a uma unica proteina
(Figura 8B).

A endoglicanase de P. digitatum exibiu um Ky de 8,12 mg/mL (0,82%, m/v) de CMC,
observado pelo ensaio da liberacdo de acucares redutores pelo método do DNS (Figura 9).
Este dado esta de acordo com os valores de Ky para a CMC relatados de endoglicanases de
outras espécies de Penicillium. Por exemplo, o Km para a CMC da endoglicanase de cepa de
P. pinophilum foi encontrado por Jeya et al. (2010) e Pol et al. (2012) como de 1,08 mg/mL e
4,8 mg/mL, respectivamente. Outros exemplos sdo os valores de Km para a CMC encontrados
para as endoglicanases de P. simplicissimum de 14,881mg/mL (BAI et al., 2013) e de P.
notatum de 5,2 mg/mL (DAS et al., 2012). A Vmax da endoglicanase de P. digitatum, calculada

pela regressdo linear do gréafico duplo reciproco, foi de 1.250 pmol/mL.min~! de aglcares
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redutores liberados (Figura 9). Dados na literatura para a Vmax de endoglicanases de
Penicillium sdo controversos, devido as diferencas nas unidades utilizadas. Por exemplo, a
Vmax para a endoglicanase de P. simplicissimum foi relatada ser de 0,364 mg/mL/min (BAI et
al., 2013). J& para endoglicanases de diferentes cepas de P. pinophilum, os valores
encontrados para a Vmax foram de 226 U/mg e 72,5 U/mg (JEYA et al., 2010; POL et al.,
2012).

E desejavel que as endoglicanases sejam ativas a altas temperaturas de sacarificacio
para a economia do processo. A curva de estabilidade térmica da endoglicanase de P.
digitatum mostra que ela € estavel por 2 horas em temperaturas de até 60 °C, em pH 4,8. Com
incubacBGes em temperaturas superiores a 60 °C a enzima perde gradualmente sua atividade e
possui uma Tso de 63,69 °C (Figura 10A). A maioria das endoglicanases de espécies do
género Penicillium apresenta estabilidade térmica semelhante. As endoglicanases de P.
pinophilum e P. simplicissimum apresentaram estabilidade térmica em torno de 50 °C por 2 e
4 horas, respectivamente (POL et al., 2012; BAI et al.,, 2013). J& a endoglicanase de
Penicillium occitanis perdeu apenas 30% de sua atividade a 70 °C e permaneceu ativa a 80
°C, apo0s ser incubada por 1 hora em diferentes temperaturas antes do ensaio enzimatico
(CHAABOUNI et al., 2005).

Os resultados de temperatura 6tima de 60 °C para a endoglicanase de P. digitatum
mostram que ela € uma enzima termotolerante (Figura 10B). Similarmente, a temperatura
Otima da endoglicanase de P. simplicissimum foi também relatada como 60 °C (BAI et al.,
2013). No entanto, ha relatos de endoglicanases ndo termotolerantes como a de P. pinophilum,
cuja temperatura 6tim a foi descrita como de 28 °C (JEYA et al., 2010).

O pH 6timo da endoglicanase produzida por isolados do género Penicillium, em geral,
ficam em uma faixa acida. Por exemplo, a enzima produzida por diferentes cepas de P.

pinophilum demonstrou maior atividade em pH 5,0 (JEYA et al., 2010; POL et al., 2012).
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Resultados similares foram encontrados para a endoglicanase de P. simplicissimum, com pH
otimo de 3,2 (BAl et al., 2013); para a endoglicanase recombinante produzida por Penicillium
canescens, com pH étimo de 3,4 (CHULKIN et al., 2009); e para duas endoglicanases de P.
occitanis, ambas com pH 6timo de 3,5 (CHAABOUNI et al., 2005). O valor de pH 6timo de
5,2 (Figura 10C) para atividade da endoglicanase de P. digitatum corrobora com os relatos de
pHs 6timos mais &cidos das endoglicanases produzidas por isolados do género Penicillium.

A alta estabilidade térmica e alta temperatura 6tima e o pH 6timo de 5,2 apresentados
pela endoglicanase de P. digitatum faz dela uma enzima promissora para aplicacdes em
diversas areas da industria, como para a producdo de biocombustivel e no ramo de papel e
celulose, nestas condicOes de pH e de temperatura. Estudos sobre as condi¢cOes de atuacéo da
endoglicanase de P. digitatum em relagdo a degradacdo de materiais lignocelulésicos deverao

ser posteriormente conduzidos.
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5 CONCLUSOES

Em conclusdo, este trabalho relatou as condi¢Bes Otimas de crescimento para a
producéo elevada da endoglicanase de P. digitatum, utilizando lactose como fonte de carbono,
descreveu um método de purificacdo da enzima e apresentou algumas caracteristicas
bioquimicas da enzima purificada. A enzima de P. digitatum causa a hidrélise da CMC, sendo
uma endoglicanase ou CMCase. As altas estabilidade térmica e temperatura 6tima e o pH
6timo na faixa acida de pH fazem com que esta enzima seja aplicavel para a sacarificacdo da

celulose nestas condicdes de pH e temperatura.
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Tabela 1. Resumo das principais enzimas hidroliticas e seus usos em varios ramos da industria.
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. . . Cosmeética &
ENZIMA Alimentos Papel & Celulose Téxtil Limpeza Earmacéutica
e Deficiéncia de secregdo
Panificacéo: q .
Amilase | melhoramento de massas Desengomagem do suco Qancr?apco,
e producio de Xarones ' inflamac&o cronica do
P ¢ PES. pancreas, etc.
Clarlflf:agao,de sucos, Pape_l reC|cIad9: | Lavagem do jeans:
extracdo de Gleo, despigmentacao da matriz bi i
Celulase | aumento da qualidade e | celulésica. Melhorar loestonagem, A.UX' 1 .
ST " ' . biopolimento do . digestéo/carboidrase.
digestibilidade da racdo | drenagem e operabilidade x Remocéo de
? o algodéo. .
animal. das fabricas de papel. manchas, residuos
organicos, Limpeza de pele,
Laticinio: decompde 5 higienizagéo de tratamento de acne.
. « : Remocéo de . N .
Lipase | gorduras, sabor ao Remocéo de impurezas. lubrificantes instrumentos Deficiéncia de enzimas
queijo. ' cirurgicos, pancreaticas e
contaminantes de | indigest&o.
. . Biopolimento; roupas
Proteases Laticinio, Cerveja, Melhoria do brilho | hospitalares. Auxilio da digestéo.
amaciamento carne. .
e qualidade.
Xilanase | Panificacao. Branqueamento da polpa. Peeling, estrias, controle

da oleosidade.

Fonte: Bhat (2000); Said & Pietro (2004).



Tabela 2. Purificacdo da endoglicanase de P. digitatum
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Volume | Atividade | Proteina | Atividade | Recuperagédo
(mL) enzimatica | (mg) especifica | (%)
total (U) (U/mg de
proteina)
Filtrado 200,0 | 34.000,00 48,28 704,29
Apos precipitacdo e dialise 45| 60.666,70 29,17 | 2.079,59 100
Sephacryl S-200 HR 80| 5.893,35 215| 2.742/41 9,07
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Figura 1. Representacdo esquematica da hidrolise da celulose pelo complexo enzimatico da

celulase. Baseado em Lynd et al. (2002).
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Figura 2. Isolado de P. digitatum. Placa com meio CYA contendo colénias de P. digitatum
Cultura de sete dias de P. digitatum no meio CYA Frente (A) e verso (B). (C) Conidioforos

observados ao microscopio otico.
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Figura 3. Efeito do pH do meio de cultivo sobre a producdo da endoglicanase por P.
digitatum. O microrganismo foi cultivado por 5 dias no meio descrito por Mandels & Weber
(1969) com 1,0% (m/v) de lactose como fonte de carbono. Os valores de pH foram corrigidos
para 5,0, 6,0, e 7,0 com a adi¢cdo de NaOH ao meio de cultivo. Os dados representam a
média e o desvio padrdo dos resultados obtidos em pelo menos trés frascos de cultivo. Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (a =

0,01). C. V. da atividade enzimatica = 20,1%. C. V. do peso do micélio seco = 18,75%.
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Figura 4. Curva de crescimento do P. digitatum e producdo da endoglicanase. Efeito do
tempo de cultivo sobre a producéo da endoglicanase e do crescimento de P. digitatum. Os
dados representam a média e o desvio padrdo dos resultados obtidos em pelo menos trés

frascos de cultivo.
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Figura 5. Influéncia da fonte de carbono do meio de cultivo completo na producdo da
endoglicanase por P. digitatum. A) Efeito de diferentes fontes de carbono. B) Efeito da
concentracdo de lactose, da combinacgéo de lactose e CMC e da presenca de rafinose no meio
de cultivo. Os dados representam a média e o desvio padréo dos resultados obtidos em pelo
menos trés frascos de cultivo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (o = 0,01). C. V. da atividade enzimatica em
A) = 27,24% e em B) = 18,55%. C. V. do peso do micélio seco em A) = 17,83% e em B) =

23,12%.
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Figura 6. Influéncia da fonte de nitrogénio do meio de cultivo na producao da endoglicanase
por P. digitatum. O meio completo foi o controle. As fontes removidas do meio completo séo
indicadas. Os dados representam a média e o desvio padrdo dos resultados obtidos em pelo
menos trés frascos de cultivo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo sédo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (o = 0,01). C. V. da atividade enzimatica

14,78%. C. V. do peso do micélio seco 15,99%.



55

A
) 300 - - 1,4
S L 1,2
g 250 !
= " 200 rlog
o - 08 g
g £ 150 &
g2 - 06 2
_E 100 L 04
50 L 0,2
0 — L 0
15 20 25 Fragges 30 35 40
B) kba WM 20 21 22 23 24 25 26  kDa M 27 28 29 30 31 32 33
225 — 225—
150— | ° [ | 150 —
— — !
75 - - 75_ —
—
—_— -
50 -
35— = , :
15_ . — ——

Figura 7. Eluicdo da coluna de Sephacryl S-200 HR. A) A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o acetato 50 mmol/L, pH 4,8. O fluxo foi de
0,6 mL/min e fragdes de 4 mL foram coletadas. B) Gel de SDS-PAGE 7,5% corado com azul de Coomassie mostrando as proteinas (1 ug) das

fragdes indicadas. As posi¢des dos marcadores moleculares (Promega, EUA) séo indicadas.
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Figura 8. Analises eletroforéticas da enzima purificada. A) Anélise de SDS-PAGE (7,5%)
descontinuo da enzima purificada (0,8 ug) e das proteinas totais (36 ng) do meio de cultivo de
P. digitatum. O gel foi revelado com a coloragdo com Azul de Coomassie. Proteinas totais sao
as proteinas obtidas ap0Os precipitacdo com sulfato de aménio e dialise. As posi¢bes dos
marcadores moleculares (Promega, EUA) séo indicadas. B) A proteina purificada (3 ng) foi
corrida em um gel de PAGE descontinuo a 7,5%, que foi revelado com a coloragdo com Azul
de Coomassie. C) A proteina purificada (3 ug) e corrida em um gel de PAGE descontinuo a
7,5% foi submetida a analise de zimograma para mostrar a atividade de endoglicanase sobre a

CMC da enzima purificada.
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Figura 9. Grafico de Lineweaver-Burk da velocidade inicial para a endoglicanase de P.
digitatum. A atividade enzimatica foi avaliada como descrito no ensaio enzimatico com o

tampéo acetato 50 mmol/L, pH 4,8, a 50 °C.
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Figura 10. Estabilidade térmica, temperatura e pH 6timos e da endoglicanase de P. digitatum. A) A estabilidade térmica foi determinada pela
incubacdo da enzima por 2 horas em diferentes temperaturas seguida do ensaio enzimatico a 50 °C com o tampdo acetato 50 mmol/L, pH 4,8. A
curva e a equacdo de regressdo polinomial obtidas sdo mostrados. B) A temperatura 6tima foi determinada no ensaio enzimatico em diferentes
temperaturas com o tampéao acetato 50 mmol/L, pH 4,8. C) O pH 6timo foi determinado com o ensaio enzimatico realizado no tampéo de acetato

50 mmol/L em diferentes pHs.



