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Resumo

As enzimas sdo utilizadas em muitas dreas da industria para se conseguir, como
resultado da reacdo, um produto especifico ou melhorar a qualidade do produto final.
As B-glicosidases sdo um exemplo disso, possuindo aplicacdo em diferentes dareas
industriais como naindustria alimenticia e na conversdo de biomassa, podendo ser usada
individualmente ou associada a outras enzimas. No presente estudo uma B-glicosidase
triada do genoma de Chryseobacterium sp. foi nomeada de C-B1, transformada em
Escherichia coli TunerDE3 no vetor pET21a(+) e expressa utilizando o método de
autoinducdo. Apds a sua expressao, C-B1 foi purificada usando coluna GE His-trap HP
5 mL (GEHealthcare) no sistema de purificacdo de proteinas AKTA Pure, tendo a pureza
desta enzima sido comprovada por meio de eletroforese em gel SDS PAGE 12% das
fracOes proteicas coletadas. A fracdo que continha a proteina pura foi submetida a
analise para determinacdo da concentracdo proteica usando o Kit BCA ProteinAssay
(Pierce) e a atividade enzimdatica da mesma foi testada nos substratos sintéticos pNPG
(p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo), pNPaG (p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo),
pPNPC (p-nitrofenil-B-D-celobiose), pNPX (p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo), pNPGal
(p-nitrofenil-a-D-glucopyranosideo), e nos substratos naturais celobiose, maltose,
lactose e salicina. C-B1 mostrou atividade em pNPG, pNPX, pNPGal, celobiose e salicina,
mostrando sua versatilidade para uso industrial, pois sua atividade indica sua atuacao
como B-glicosidase, B-xilosidase, B-galactosidase, o que demonstra que a enzima pode
ser usada para diferentes processos, para a obtencdo de diferentes produtos.
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Introducao

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que modificam a velocidade de uma reagao
quimica, tornando-a mais rapida. Elas realizam essa funcdo em organismos vivos,
porém também podem ser extraidas das células e utilizadas com diferentes propdsitos,
alguns com grande importancia industrial (Robinson, 2015). Enzimas possuem grande
potencial para utilizagdo industrial, pois quando comparada com processos quimicos
convencionais elas trazem varios beneficios como, por exemplo, uma reduc¢do na geragao
de subprodutos quimicos e téxicos, além de elevar a qualidade final dos produtos
(Arbige; Shetty; Chotani, 2019).
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As B-glicosidases sdao enzimas com grande importancia bioldgica, fazendo a hidrélise
de ligagdes glicosidicas e liberando os residuos glicosideos terminas nao redutores de
glicosideos e oligossacarideos. Essas enzimas podem ser encontradas em diferentes
organismos na natureza atuando em diferentes fungdes bioldgicas. As B-glicosidases
podem ser utilizadas em diferentes areas da industria. Uma das suas aplica¢des é na
industria alimenticia, pois algumas possuem a capacidade de hidrolisar precursores de
sabor B-glicosidicos em alimentos e bebidas, melhorando assim o sabor desses produtos
e elevando sua qualidade final (Cairns; Esen, 2010).

Além de poderem melhorar o sabor de alimentos e bebidas B-glicosidases podem
ser utilizadas para melhorar o aroma de mostos e vinhos. Nestes produtos a propor¢ao
de constituintes glicosidicos é alta, sendo que quando encontrados nessa forma eles
sdo ndo volateis, ou seja, ndo emitem odor (Jesus lbarz et al., 2006). As B-glicosidases
podem ser utilizadas para hidrolisar esses precursores aromaticos liberando assim o
odor latente desses produtos, o que auxilia na producado de vinhos de alta qualidade
(Jesus lbarz et al., 2006; Loscos et al., 2010).

B-glicosidases também podem ser utilizadas em alimentos a base de soja para a
hidrodlise de isoflavonas, gerando agliconas. A soja € um componente alimenticio utilizado
em muitos alimentos e bebidas, mas as suas isoflavonas sé se encontram biodisponiveis
quando estdo em sua forma aglicosidica (agliconas). Assim, a utilizacdo de B-glicosidases
no processamento da soja pode elevar significativamente a qualidade nutricional destes
alimentos (Hati et al., 2015 apud Park Yk et al., 2002 ).

Estas enzimas também possuem grande importancia na degradacado da biomassa,
pois a hidrdlise enzimatica é uma das formas de se conseguir extrair a glicose desta.
A glicose extraida pode ser posteriormente utilizada para a conversao em etanol.
Para uma hidrdlise completa da biomassa sdo necessdrias enzimas distintas como
as celulases, que pela grande quantidade de celulose presente na biomassa sdo as
que possuem maior importancia (Singhania et al., 2013). As B-glicosidases hidrolisam
celodextrinas sollveis e celobiose em glicose, sendo que por conta da celobiose ser
um inibidor das celobiohidrolases e das endoglucanases o papel das B-glicosidases
é de grande importancia para garantir que todo o processo ocorra de forma eficaz
(Zhang; Zhang, 2013).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho é expressar, purificar e realizar testes de
atividade enzimatica em uma potencial B-glicosidase proveniente de Chryseobacterium
sp., dando inicio a sua caracterizacdao bioquimica por meio de teste de atividade em
diferentes substratos, tanto sintéticos como naturais.

Material e Métodos

Expressdo Heterdloga: A metodologia escolhida para a expressao da B-glicosidase em
E. coli foi o protocolo de autoindugdo. Esta metodologia foi desenvolvida por STUDIER
et al., 1990, para linhagens de E. coli DE3 lisogénicas como BL21(DE3) e B834(DE3),
que suplementam T7 RNA polimerase quando o promotor do lacUV5 é induzido em
combinacdo com os vetores pET de expressdo, nos quais a expressao é controlada
pelo promotor T7lac (Studier et al., 1990; Studier, 2005). O meio utilizado permite o
crescimento de células em alta densidade, com estabilidade do plasmideo e promove
uma autoinducdo da expressdo heterdloga em shaker. Assim, fica eliminada a indugao

127

Graduandos



VI Encontro de Pesquisa e Inovagdo da Embrapa Agroenergia: Anais

espontanea que ocorre em meios complexos (Grossman et al., 1998). Foi utilizada a
linhagem TunerDE3 e o vetor pET21a(+) para expressao de proteinas heterdlogas.

Uma cepa de E. coli contendo o plasmideo com a possivel B-glicosidase nomeada
de C-B1, estocada a — 80 °C foi utilizada para fazer um segundo estoque onde ela foi
cultivada em uma placa de Petri com meio LB Sélido e ampicilina a 200 pg/uL, onde
ficou overnight a 37 °C. Apds a cepa crescer na placa ela foi inoculada em um tubo
falcon de 50 mL contendo 3 mL de meio LB liquido e 3 uL de ampicilina, em seguida
foi mantida em um shaker overnight a 300 RPM e 37 °C. Deste inéculo foi-se colocado
em 2 microtubos, 360 uL como estoque da bactéria, nos microtubos também foram
colocados 24 pl de glicerol a 50 %, esses estoques foram congelados a -80 °C.

Do estoque foi usado 2 pL para fazer o pré-inéculo em 2 mL de meio MDAG-135 em
um falcon de 50 mL com 2 uL de ampicilina, o falcon foi colocado no shaker overnight
a 37 °C, 300 RPM. Do pré-inoculo 130 plL foram usados para se fazer o inéculo em 130
mL de meio ZYM 5052 em um erlenmeyer de 1 litro que foi colocado a 300 RPM, 37 °C
overnight e depois por 2 dias a 20 °C, 300 RPM. Depois disso o indculo foi centrifugado a
3000 xg por 10 minutos, o pellet foi descartado e o sobrenadante foi separado e filtrado
em um filtro de 0,45 nm para ser purificado.

A purificacdo foi feita no sistema de purificagdo de proteinas AKTA Pure com uma
coluna GE Histrap 5 ml, usando agua MilliQ, Tampao LEW, Tampao LEW com 300 nM de
imidazol.

Apods purificacdo da B-glicosidase, o grau de pureza da enzima foi analisado em gel
SDS PAGE 12%. A concentragdo da enzima purificada foi determinada usando o Kit BCA
ProteinAssay (Pierce).

Caracterizagcdo Bioquimica: Foram realizados ensaios com 10 pL dos substratos
sintéticos pNPG, pNPGal, pNPC, pNPaG e pNPX a 50 mM, 10 L de tampdo MES 0.5 M 5
KL da amostra contendo a enzima ou 5 plL da amostra contendo a enzima inativada por
fervura (ensaio controle) e 75 plL e de agua Milli-Q, foram incubados por 15 minutos a
50 °C, apds isso foi adicionado 100 uL de carbonato de sédio 1 M, foi coletado 190 plL e
lido em espectrofotometro a 405 nm. Dos substratos naturais foram testados celobiose,
maltose, lactose e salicina a 150 mM. Neste ensaio utilizou-se, 15 pL da solucdo de
substrato, 20 uL da solucdo de enzima, 30 pL de tampao MES 0,5 M e 35 uL de agua
Milli-Q, as misturas foram incubadas por 30 minutos a 50 °C e por mais 10 minutos a
95 °C, foi adicionado 150 pL de glicose monorreagente e incubado por mais 10 minutos
a 37 °C. Por fim, foi coletado 200 uL de cada amostra e a leitura de absorbancia foi
realizada em espectrofotometro a 505 nm para determinar a atividade especifica.

Resultados e Discussao

A cepa de E. coli foi usada para expressao da proteina C-B1 seguindo o método
de autoinducdo criado por Studier et al., 1990, resultando em 130 mL de indculo que
foi centrifugado e purificado, depois disso a proteina teve sua pureza comprovada por
eletroforese em gel SDS PAGE 12% (Figura 1).
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Figura 1. Gel de eletroforese SDS PAGE 12 %. Legenda: EB: Extrato Bruto (Indculo Filtrado antes da purificagdo); P:
Passado (Proteinas que ndo se ligaram a coluna GE Histrap durante a purificagdo); L: Lavado (Amostra resultante da
lavagem da coluna apds a passagem da amostra); B1: Pogo B1 da placa resultante da purificagdo; B5: Pogo B5 da
placa resultante da purificagdo; B11: Pogo B11 da placa resultante da purificagdo; C1: Pogo C1 da placa resultante
da purificagdo; M: Marcador PageRuler Plus da ThermoScientific, a imagem das bandas formadas pelo marcador se

encontram ao lado do gel.

A quantificacao foi feita usando o Kit BCA ProteinAssay (Pierce) onde a concentragdo
proteica medida foi de 0,130 pg/uL. Em seguida, a atividade enzimdtica foi testada
em diferentes substratos, tanto substratos sintéticos como naturais como mostram os
resultados na Figura 2.
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Figura 2. A. Atividade especifica da C-B1 em substratos sintéticos; B. Teste de atividade especifica da C-B1 em
substratos naturais.

Na Figura 2A observa-se que a C-B1 teve atividade de 7348,4 U/mg de atividade em
pNPG, 101 U/mg em pNPaG, 0 U/mg em pNPC, 7386,4 U/mg em pNPX e 1429,4 U/mg
em pNPGal. Enquanto na Figura 2B observa-se que a C-B1 teve atividade de 0,403 U/mg
em celobiose, 0 U/mg em maltose e lactose, e 0,844 U/mg em salicina.

A C-B1 demonstrou atividade em diferentes substratos. Isto é uma vantagem, pois
aumenta as possibilidades de seu uso em diferentes areas da industria, tendo ela
atividade em pNPG indicando sua atuagdao como uma B-glicosidase, em pNPX o que
indica que ela possui atividade como B-xilosidase, em pNPGal indicando atividade como
B-galactosidase. A enzima terd ainda sua atividade testada em xilobiose uma vez que
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ela possuiu atividade em pNPX. Além disso, a enzima também possui atividade nos
substratos naturais celobiose e salicina.

A enzima C-B1 até agora tem se apresentado como uma B-glicosidase bastante
promissora, com alta atividade em substratos como pNPG e celobiose. Ela também
apresentou alta atividade em salicina. Os produtos gerados pela salicina podem ser
utilizados na industria farmacéutica e estética.

Consideragoes Finais

No presente estudo uma B-glicosidase, nomeada de C-B1, que havia sido triada
de Chryseobacterium sp. e que teve seu gene transformado em E. coli, foi expressa
utilizando o método de autoinducdo (Studier et al., 1990). Apds a sua expressdo a enzima
foi purificada na coluna GE His-trap HP 5 mL (GEHealthcare), e teve sua purificacdo
acompanhada em gel SDS PAGE. Por fim, ela foi quantificada usando o Kit BCA
ProteinAssay (Pierce). A proteina purificada teve sua atividade testada em diferentes
substratos, tanto sintéticos como naturais. C-B1 mostrou alta atividade em pNPG, pNPX,
celobiose e salicina, demostrando que ha diferentes possibilidades para sua utilizacao
industrial.
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