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RESUMO

O presente trabalho visou o estudo da pro-
dugdo e purificagdo da B-1,3 glucanase da
linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191.
Em fermentador de 5 L, a maior produgdo
de (-1,3 glucanase utilizando 1,5 vwvm e 3
vvm, foi respectivamente 0,32 U/mL e 0,72
U/mL, apés 24 h de fermentagio a 30°C;
enquanto que em frascos aletados agitados
a produgdo de B-1,3 glucanase foi de 1,12
U/mL apés 24 h a 30°C. A B-1,3 glucanase
(45 KDa) foi purificada 11,92 vezes com ren-
dimento de 25% em resina de troca idnica
DEAE-Sephadex A50.

Palavras-chave: B-1,3 glucanase, Cellulosimicro-
bium cellulans 191, produgdo, purificagdo.

SUMMARY

The aim of this work was to study the pro-
duction and purification of B-1,3 glucanases
from Cellulosimicrobium cellulans 191
strain. In a 5 L fermenter, the highest pro-
duction of B-1,3 glucanase with 1.5 vvm and
3.0 vvm were 0.32 U/mL and 0.72 U/mL
respectively, after 24 h of fermentation at
30°C; while in shaken flasks was produced
1.12 U/mL after 24 h at 30°C. The B-1,3
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Figura 1. Estudo da produgao de -1,3 glucanase em fermentador de 5 L, em
meio de cultivo contendo 1% de parede celular de levedura em tampao fosfato
0,2 M, pH 7,5 a 30°C, 200 rpm e 1,5 vvim
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glucanase (45 KDa) was purified 11.92 times with
a yield of 25% using a DEAE-Sephadex A50 ion-
exchange resin.

Key-words: B-1,3 glucanase, Cellulosimicrobium cellu-
lans 191, production, purification.

INTRODUCAO

A B-1,3 glucana é o componente encontrado em
maior quantidade na parede celular de leveduras
(Kim, et al. 2004), correspondendo juntamente
com a B-1,6 glucana, 48 a 60% da estrutura (Klis,
1994).

A camada de [B-glucana corresponde a camada in-
terna da parede celular de leveduras e pode ser
hidrolisada por B-1,3 glucanases para diferentes
finalidades. Uma grande quantidade de produtos
podem ser isolados e purificados da célula micro-
biana com o auxilio da lise enzimatica como, por
exemplo: peptideos, polissacarideos, proteinas re-
combinantes, acidos nucléicos, pigmentos, enzi-
mas, lipideos, entre outros. Além do potencial de
aplicagdo na preparagdo de protoplastos, fusdo
celular e transformagdo de leveduras, ressalta-se
sua aplicagdo na preparagdo do polissacarideo glu-
cana, pré-tratamento para lise mecanica de célu-
las em Dyno-Mill, produgdo de extrato de leve-
dura e lise de microrganismos (Fleuri e Sato, 2005).
As B-1,3 glucanases, podem ser produzidas por
diferentes microrganismos. Rowley e Bull (1977)
estudaram a produ¢do do complexo enzimatico
extracelular contento B-1,3 glucanase produzido
pelo microrganismo Arthrobacter sp. Ferro
(2002) estudou a produgdo de B-1,3 glucanase pela
linhagem Cellulosimicrobium cellulans 191, as-
sim como Soares (2002) e Fleuri (2003 e 2006).
Beshai ef al. (2003) descreveram a produgdo de
B-1,3 glucanase de Bacillus sp. utilizando uma li-
nhagem de Escherichia coli recombinante em fer-
mentador.

As preparagdes enzimaticas de -1,3 glucanases
obtidas por microrganismos sdo encontradas na
forma bruta e na forma parcialmente purificada.
Enzimas em estado impuro podem ser aplicadas
para finalidades especificas e em muitos casos
sdo requeridas por serem de facil obtengdo e de
baixo custo. As enzimas purificadas apresentam a
vantagem de estarem livres de outras enzimas e
substancias que interferem nos substratos desvi-
ando as reagdes especificas. Além disso, comer-
cialmente sdo muito mais valorizadas.

Muitas B-1,3 glucanases, obtidas por fermenta-
¢do de microrganismos, tém sido purificadas, en-
tre elas: a B-1,3 glucanase (27,19 KDa) de Oer-



skovia xanthineolytica LL-G109 (Andrews e
Asenjo, 1987); B-1,3 glucanase (12 KDa) de Oer-
skovia xanthineolytica LL-G109 (Ventom e
Asenjo, 1990); B-1,3 glucanase (82 KDa) litica
de Rarobacter faecitabidus (Shimoi et al., 1991),
B-1,3 glucanase (40 KDa) de Oerskovia xanthi-
neolytica TK-1 (Saeki et al., 1994); B-1,3 gluca-
nase de Oerskovia xanthineolytica LL-G109 (Par-
rado et al.,1996; Ferrer et al., 1996); endo-1,3-
B glucanase (17 KDa) de Trichoderma harza-
nium (Thrane et al., 1997); B-1,3 glucanase (29
KDa) de Trichoderma harzianum (Noronha e
Ulhoa, 2000); B-1,3 glucanases (17,1 KDa ¢ 57
KDa) da linhagem Cellulosimicrobium cellulans
191 (Ferro, 2002; Soares, 2002); B-1,3 glucana-
se alcalina (71 KDa) de Bacillus clausii NM1
(Miyanishi et al., 2003); B-1,3 glucanase (83,1
KDa) de Thichoderma asperellum (Bara et al.,
2003).

O presente estudo visou a produgdo da B-1,3 glu-
canase pela bactéria Cellulosimicrobium cellu-
lans 191 em frascos agitados e em fermentador
e a purificacdo em coluna de troca idnica.

MATERIAL E METODOS

Produgio de B-1,3 glucanase em frascos agitados

A B-1,3 glucanase foi produzida, em frascos agi-
tados, em meio de cultivo composto por 2,0 g/L
de (NH,),S0, 0,2 g/L de MgSO,.7H,0 ¢ 10 g/L
de parede celular de levedura em tampao fosfato
0,2 M, pH 7,5. Os frascos foram incubados a
30°C, 200 rpm durante 24 h.
Para a preparagdo do pré-inéculo, uma algada da
cultura de 24 h do microrganismo em tubo incli-
nado de meio TYM foi inoculada separadamen-
te em frascos Erlenmeyers aletados de 500 mL
contendo 100 mL do meio de cultivo. Aliquotas
de 10 mL de pré-indculo foram transferidas as-
septicamente para frascos Erlenmeyers de 500
mL contendo 90 mL do mesmo meio de cultivo.
Os frascos foram incubados a 30°C, a 200 rpm
durante 24 h. Apds incubagio, o meio de cultivo
foi centrifugado a 7.840 g durante 10 min a 5°C
e 0s sobrenadantes utilizados como preparagdo
enzimatica bruta.

Producio de B-1,3 glucanase em
fermentador deSL

A produgdo de B-1,3 glucanases pela linhagem C.
cellulans 191 foi estudada em fermentador de 5
L no meio de cultivo descrito anteriormente;
com 1,5 ¢ 3 vvm de aeragdo. As condigdes de
pH, temperatura e agitacdo para a producdo de
B-1,3 glucanase foram respectivamente, 7,5; 30°C
e 200 rpm.

As amostras foram coletadas em diferentes tem-
pos de fermentagdo. A alteragdo do pH do meio
de cultivo foi determinada com o auxilio de po-
tenciometro. O crescimento celular foi estima-
do indiretamente através da medida de absor-
bancia a 660 nm.

Determinagiio da atividade de
B-1,3 glucanase

A atividade de f-1,3 glucanase foi determinada
como descrito por Saeki et al. (1994) e Santos
(2000). A mistura de 250 pL de solugdo enzima-
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Figura 2. Estudo da produgéo de (3-1,3 glucanase em fermentador de 5 L,
em meio de cultivo contendo 1% de parede celular de levedura em tampao
fosfato 0,2 M, pH 7,5 a 30°C, 200 rpm e 3,0 vvm

tica e 250 pL de solugdo 1,0% de laminarina
em tampdo acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5
foi incubada a 55°C por 30 min. A reagdo foi
interrompida por aquecimento a 100°C por 5
min. Os agucares redutores foram determina-
dos pelo método de Somogyi (1952) utilizan-
do glicose como aglcar padrdo. Para contro-
le foram determinados os agucares redutores
presentes na solugdo enzimatica utilizando
agua destilada no lugar da solu¢do de lamina-
rina. Para ajuste do espectrofotometro foi
preparado um tubo branco utilizando-se agua
destilada no lugar da solugdo de laminarina.
Uma unidade de atividade foi definida como a
liberagdo de um pmoL de glicose por minuto
por mL de solugdo enzimatica.

Purifica¢do parcial da B-1,3 glucanase

A preparagdo bruta (20 mL) de B-1,3 glucana-
se (1,12 U/mL) foi aplicada em coluna de
DEAE-Sephadex A50 de 2,5 cm de didmetro
¢ 40 cm de comprimento, equilibrada em tam-
pdo fosfato de sodio 0,01 M, pH 6,5. As pro-
teinas adsorvidas foram eluidas pela aplica-
¢do de 250 mL do mesmo tampdo usando
gradiente de sal (de 0 a 1 M de NaCl). As
fragoes de 5 mL foram coletadas a cada 12,5
min.

O curso de eluigdo das proteinas foi acompa-
nhado pela medida da absorbancia a 280 nm.
As fragdes contendo atividade de B-1,3 gluca-
nase foram reunidas, dialisadas contra agua
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Figura 3. Purificagdo da [3-1,3 glucanase através de cromatografia de troca idnica em

coluna de DEAE-Sephadex AS0
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Figura 4. Eletroforese da 3-1,3 glucanase purificada em gel SDS-poliacrilamida

destilada e liofilizadas. A concentragdo de protei-
na das solugdes enzimaticas foi determinada como
descrito por Lowry ef al. (1951), usando ovoalbu-
mina como padrdo. A atividade de B-1,3 glucanase
foi determinada como descrito anteriormente.

Eletroforese da B-1,3 glucanase em gel
SDS-poliacrilamida

As fragdes com atividade de B-1,3 glucanase foram
concentradas por liofilizagdo, ressuspendidas e apli-
cadas em gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrila-
mida a 12% (SDS-PAGE), como descrito por La-
emmli (1970). A eletroforese foi desenvolvida em
duas etapas: a 80 V por aproximadamente 30 min
e a 120 V por aproximadamente 2 h.
Apos a corrida eletroforética, os géis foram lava-
dos trés vezes por 20 min com uma solugdo fixa-
dora de etanol (30%) e acido acético (10%) em
agua destilada. Em seguida, o gel foi corado com
Coomassie Blue R250.
A mistura padrdo de proteinas, utilizada como pa-
rametro para determinar a massa molecular da -
1,3 glucanase, continha fosforilase b (94,0 KDa),
albumina bovina (67 KDa), ovoalbumina (43,0
KDa), anidrase carbonica (30,0 KDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 KDa) e a-lactoalbumina (14,0
KDa).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Produgio de B-1,3 glucanase
em frascos agitados

Foi obtido 1,12 U/mL de B-1,3 glucanase através
da fermentagdo da linhagem C. cellulans 191, em

frascos agitados aletados, em meio de cultivo
em tampao fosfato 0,2 M, pH 7,5, a 30°C e
200 rpm, ap6s 24 h de incubagio.

Producio de B-1,3 glucanase em fermentador de 5
L, em diferentes condi¢des de aeracio

A produgdo de B-1,3 glucanase pela linhagem
C. cellulans 191 em meio de cultivo conten-
do 1% de parede celular de levedura em tam-
pao fosfato 0,2 M, pH 7,5, em fermentador
de 5 L, foi estudada em diferentes tempos de
fermentacdo; a 30°C, 200 rpm e 1,5 ¢ 3 vvm
de aeragdo.

Na fermentagdo da linhagem C. cellulans 191
em fermentador de 5 L com 1,5 vvm de
aeragdo, foi obtido maxima produgdo de B-
1,3 glucanase apos 24 h de fermentagdo (0,34
U/mL). O pH do meio de cultivo praticamente
ndo apresentou variagdo durante a
fermentacio.

No cultivo do microrganismo em fermentador
de 5 L com 3 vvm de aeragdo, a B-1,3 glucanase
foi produzida no final da fase exponencial de
crescimento atingindo atividade maxima de
0,72 U/mL de B-1,3 glucanase apds 24 h de
fermentagdo. O pH do meio de cultivo
também ndo apresentou variagdo significativa
durante a fermentacéo.

O presente estudo demonstra que maiores
aeragdes sdo favoraveis para a producdo da
enzima. O aumento da aeragdo de 1,5 vvm
para 3 vvm na produgdo de B-1,3 glucanase
pela linhagem C. cellulans 191 provocou um
aumento de aproximadamente 2,12 vezes na
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atividade enzimatica. No estudo com aeragdo de
1,5 vvm foi obtido 0,34 U/mL de B-1,3 glucanase
apos 24 h de fermentagdo do microrganismo C.
cellulans 191, indicando uma producdo
aproximadamente 3,1 vezes maior que a obtida
nos estudos descritos por Ferro (2002); enquanto
que no estudo de produgdo com aeragdo de 3
vvm, foi obtida uma producéo 5 vezes maior que
a obtida por Ferro (2002).

Nota-se também que a produgdo de [-1,3
glucanase em frascos aletados foi superior 1,5
vezes quando comparada a producdo em
fermentador. O tipo de agitagdo em frascos
aletados e em fermentador sdo diferentes e
parecem interferir diretamente na producdo da
enzima pela bactéria C. cellulans 191.
Resultados similares foram relatados por Beshay
et al. (2003) que estudou a producdo de B-1,3
glucanase por Bacillus sp. utilizando uma
linhagem de E. coli recombinante. Foi obtido
uma produgdo enzimatica 1,03 vezes menor em
fermentador de 3 L, quando comparado com o
estudo de produgdo da enzima em frascos
agitados.

Purificacio parcial de -1,3 glucanase

Em estudo preliminar foi testado o
fracionamento enzimatico por precipitagdo com
sulfato de amonio (40, 60 ¢ 80% de saturagdo)
da preparagdo bruta de B-1,3 glucanase obtida
através do cultivo de C. cellulans 191 em frascos
agitados aletados. Nesta etapa a atividade
especifica da preparagdo enzimatica final foi
inferior a atividade especifica da preparagio
enzimatica inicial. Dessa forma, para a
purificagdo da [B-1,3 glucanase o extrato
enzimatico bruto foi aplicado diretamente na
coluna de troca i6nica sem concentragdo prévia
com sal.

A purificagdo da B-1,3 glucanase da linhagem C.
cellulans 191 foi conduzida em coluna de DEAE-
Sephadex AS50 equilibrada em tampdo fosfato
0,01 M, pH 6,5. A enzima foi eluida da resina
utilizando tampéo contendo 0,6 M de NaCl. Foi
obtido um pico de B-1,3 glucanase (Figura 3), a
qual foi purificada 11,92 vezes com um
rendimento de 25% (Tabela 1).

Diferentes métodos de purificagio de B-1,3
glucanases tém sido relatados. A B-1,3 glucanase
de Oerskovia xanthineolytica TK-1 foi purificada
em coluna de DEAE-Sephacel, DEAE-Toyopearl
650M e Bio-Gel P-2. A enzima foi purificada 21
vezes e apresentou massa molecular estimada
em 40 KDa (Saeki ef al., 1994).

A B-1,3 glucanase de Oerskovia xanthineolytica
LL-G109 foi purificada em coluna HR 16/10 Q-
Sepharose FF. Em eletroforese em gel SDS, a
enzima apresentou massa molecular de
aproximadamente 27,19 KDa (Parrado et al.,
1996). Ferrer et al. (1996) prosseguiram os
procedimentos de purificagdo desta enzima
através de ultrafiltragdio e duas colunas
consecutivas de HR 16/10 Q-Sepharose FF em
diferentes valores de pH (pH 8,5 ¢ 5,0).
Thrane et al. (1997) purificou uma endo-p-
1,3glucanase do filtrado de uma cultura de
Trichoderma harzanium através de filtragdo em
gel utilizando coluna Sephacryl S-300R e



Tabela 1. Purificagdo da -1,3 glucanase em coluna de DEAE-Sephadex A50

Extratos Volume U/mL U total
(mL)
Bruto 20 1,12 22,4
Purificado 50 0,112 5,6

focalizagdo isoelétrica, sendo obtido fator de
purificagdo de 12,5 vezes e rendimento de 13%.
Em eletroforese em gel SDS, a enzima apresentou
massa molecular em torno de 17 KDa.

Noronha e Ulhoa (2000) purificaram uma B-1,3
glucanase de Trichoderma harzianum através de
varias etapas cromatograficas utilizando coluna
Sephacryl S-200, coluna Fenil-Sepharose e
coluna CM-Sepharose. A enzima foi purificada
65 vezes e foi obtido 0,32% de rendimento.
Através de SDS-PAGE a massa molecular foi
estimada em aproximadamente 29 KDa.

Uma B-1,3 glucanase  da  linhagem
Cellulosimicrobium cellulans de 17,1 KDa foi
purificada e caracterizada. A B-1,3 glucanase foi
purificada do sobrenadante do meio de cultivo
através de ultrafiltracdo e cromatografia em
coluna de CM-Sepharose CL6B (purificagdo de
78,2 vezes e rendimento de 5,53%) (Ferro, 2002).
Outra B-1,3 glucanase de massa molecular de 57
KDa da linhagem Cellulosimicrobium cellulans
191 foi purificada do sobrenadante do meio de
cultivo através de ultrafiltragdo (membrana de
exclusdo de 10 KDa) e cromatografia de troca
ionica em coluna de DEAE-Sepharose equilibrada
em pH 5,5. A enzima foi purificada 1,18 vezes
quanto a atividade de [-1,3 glucanase e 5,1 vezes
quanto a atividade de liticase (Soares, 2002).

A B-1,3 glucanase alcalina produzida por Bacillus
clausii NM1 foi purificada 124 vezes por
precipitagio com  sulfato de amoénio,
cromatografia de troca i6nica com DEAE-
Sepharose FF e filtragdo em gel com Sephacryl
S-200HR com rendimento de 41,8%. A massa
molecular da enzima purificada foi estimada em
71 KDa por eletroforese em gel de SDS-PAGE
(Miyanishi et al., 2003).

Thichoderma asperellum produz pelo menos duas
B-1,3 glucanases extracelulares na presenga de
parede celular de Rhizoctonia solani como indutor.
A B-1,3 glucanase foi purificada por filtragio em
gel em coluna Sephacryl S-100 e cromatografia
de troca i6nica em coluna de Q-Sepharose Fast
Flow, sendo obtido fator de purificagdo de 35,7
vezes e rendimento de 9,5%. A massa molecular
da exo-f-1,3 glucanase purificada foi estimada
em 83,1 KDa utilizando eletroforese SDS-PAGE
(Bara et al., 2003).

No presente estudo a B-1,3 glucanase (45 KDa
em SDS-PAGE) da linhagem C. cellulans 191 pode
ser purificada através de uma unica etapa
cromatografica, utilizando a coluna de troca idnica
DEAE-Sephadex A50.

CONCLUSOES
A maior produgdo de B-1,3 glucanase (1,12 U/

mL) foi obtida através do cultivo da bactéria C.
cellulans 191 em frascos agitados aletados, em

Proteinas Proteinas Atividade Especifica Rendimento Fator de

(mg/mL) Totais (mg) (U/mg) %) Purificacao
9,18 183,6 0,12 100 1
0,078 3,9 1,43 25 11,92

comparagdo com a producdo em fermentador.
Em fermentador a maior produgdo da enzima
foi obtida com 3 vvm de aeragdo, em
comparagdo com a producdo utilizando 1,5
vvm. A B-1,3 glucanase foi purificada 11,92
vezes em coluna de DEAE-Sephadex A50 com
rendimento de 25% e apresentou massa
molecular de 45 KDa em SDS-PAGE.
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