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RESUMO    
 

O esgotamento das fontes de combustíveis fósseis, a crescente demanda energética 

e a grande necessidade de redução da emissão de carbono fizeram com que 

aumentasse gradativamente a procura por novas fontes de energia renováveis e 

limpas. O bioetanol obtido da fermentação de biomassas lignocelulósicas, como o 

bagaço de cana-de-açúcar, pode ser considerado uma alternativa viável. Para que 

essa biomassa possa ser utilizada, faz-se necessário a degradação das moléculas 

constituintes da parede celular a açúcares fermentáveis por meio das enzimas 

chamadas celulases. Dentre elas existem três classes com diferentes funções: as 

celobiohidrolases, as endoglucanases e as β-glicosidades. Com o objetivo de 

contribuir para a viabilização e implantação de tecnologias de produção de etanol, foi 

realizada a purificação de duas β-glicosidases do fungo Trichoderma harzianum, 

denominadas nesse trabalho como ThBgl1 e ThBgl2, bem como sua caracterização 

bioquímica e biofísica. Os clones em estudo foram obtidos por meio de uma 

plataforma de clonagem, expressão e purificação de proteínas recombinantes em 

alto desempenho e expressos na bactéria Escherichia coli. Através da 

caracterização funcional das proteínas em estudo, verificou-se que elas 

apresentaram o pH ótimo na faixa de 5,5 e temperatura ótima em torno de 40ºC. Os 

resultados de cinética enzimática mostraram que ThBgl1 tem maior preferência 

(especificidade) por celobiose, enquanto na ThBgl2 a celobiose é um substrato com 

baixa especificidade. Na ThBgl2 a especificidade é maior por fucosídeos. Além 

disso, constatou-se a ocorrência de transglicosilação catalisada pelas β-glicosidases 

em estudo e a ação de alguns inibidores em sua atividade enzimática. A análise 

tridimensional dessas proteínas revelou a presença de um barril tim típico das 

hidrolases de glicosídeos da família 1. 

 

Palavras-chave: Trichoderma harzianum, β-glicosidase, cinética enzimática. 

 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
 

 

The depletion of fossil fuels, the growing energy demand and the great need to 

reduce carbon emissions gradually increased the demand for new sources of 

renewable and clean energy. Bioethanol is obtained from the fermentation of 

lignocellulosic biomass, for example sugar cane, and can be considered a viable 

alternative. For this biomass can be used it is necessary to degrade the constituent 

molecules of the cell wall to fermentable sugars through the enzymes called 

cellulases. Among them there are three classes with different functions: the 

cellobiohydrolases, endoglucanases and β-glucosidases. In order to contribute to the 

viability and deployment of ethanol production technologies, purification of two β-

glucosidases of the fungus Trichoderma harzianum was performed, named in this 

work as ThBgl1 e ThBgl2, as well as their biophysical and biochemical 

characterization. Clones in study were obtained by a cloning platform, expression 

and purification of recombinant proteins in high performance and expressed in 

bacteria Escherichia coli. Through the functional characterization of proteins under 

study it was found that they had the optimum pH in the range of 5.5 and optimum 

temperature around 40ºC. Results of enzyme kinetics showed that ThBgl1 has higher 

preference (specificity) by cellobiose, while in ThBgl2 cellobiose is a substrate having 

low specificity. In ThBgl2 specificity is higher by fucosideos. Furthermore, it was 

observed the occurrence of transglycosylation catalyzed by β-glucosidases in study 

and the action of some inhibitors on its enzymatic activity. The three-dimensional 

analysis of these proteins revealed the presence of the barrel tim typical of family 1 of 

glycoside hydrolases. 

 

Keywords: Trichoderma harzianum, β-glucosidase, enzyme kinetics. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

O suprimento de energia pertence à base operacional de uma sociedade, 

além de constituir um fator determinante no posicionamento econômico, político e 

social das nações. O aumento populacional, acompanhado do desenvolvimento 

socioeconômico, fez com que crescesse o consumo energético. Entretanto, a 

negligência mundial em relação aos combustíveis não renováveis trouxe ao planeta 

e às indústrias de abastecimento uma grave crise energética e um dos maiores 

desafios enfrentados pela nossa sociedade é o de atender às demandas mundiais 

referentes ao consumo de energia e mudança da matriz energética (PEREIRA JR. et 

al., 2008; BON et al., 2008; GOLDEMBERG, 2007).  

Há, ainda, forte dependência de combustíveis fósseis como carvão, petróleo e 

gás. O Fórum Econômico Mundial lançou um relatório em março de 2013 mostrando 

que o consumo mundial de energia aumentou 27% desde 2000, com 87% do 

abastecimento de energia primária representado por combustíveis fósseis. Essa 

situação não pode persistir por muito tempo, pois, além da exaustão gradativa das 

reservas fósseis há também efeitos negativos ao meio ambiente resultantes das 

emissões de carbono (ENERGY INFORMATION, 2005). Dentre os problemas 

oriundos dessas emissões podemos citar o aumento da temperatura global, o 

derretimento das calotas polares com consequente aumento dos níveis dos 

oceanos, impactos na agricultura e perda da biodiversidade (PEREIRA Jr. et al., 

2008). 

A tentativa pela redução do aquecimento global encorajou o surgimento de 

pesquisas com o objetivo de desenvolver métodos que contenham as emissões de 

gases responsáveis pelo efeito estufa. As fontes energéticas renováveis e limpas 

podem ser a solução para esse problema, uma vez que poderão reduzir o impacto 

climático global gerado pelo uso desenfreado dos combustíveis fósseis, e, além 

disso, atender à crescente demanda energética (CHUNDAWAT et al., 2011; 

MOHANRAM et al., 2013). Nesse cenário ganham destaque os biocombustíveis, em 

especial o etanol. 

O etanol é o principal recurso para substituição do petróleo, principalmente 

como combustível para alguns meios de transporte. Entretanto, apesar de viável e 

muito bem estabelecido, o etanol obtido pelo processo de primeira geração não será 
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suficiente para suprir a crescente demanda mundial. Além disso, cria-se um cenário 

no qual a demanda por matéria-prima compete com o setor de alimentos quando 

terras destinadas ao cultivar são utilizadas na plantação de vegetais para produção 

desse combustível.  Nesse contexto, uma alternativa surgiu nas últimas décadas, 

desenvolvida por pesquisas baseadas em biomassas lignocelulósicas para obtenção 

de combustíveis renováveis, uma vez que esses materiais representam uma 

alternativa de substrato renovável, de baixo custo e sustentável, além de tratar-se de 

uma fonte neutra de emissão de carbono (CHUNDAWAT et al., 2011; DEMIRBAS, 

2007).  

No Brasil, por exemplo, o bagaço de cana-de-açúcar é um dos mais 

abundantes subprodutos derivados da indústria sucroalcooleira, remanescente do 

processo de obtenção do caldo de cana para produção de açúcar e álcool 

(BOCCHINI, 2005). Com isso, os laboratórios de pesquisa desenvolveram uma 

alternativa econômica para esse substrato, que consiste na sua utilização como 

matéria-prima para a produção de biocombustíveis, em especial o etanol 

(FINGUERUT et al., 2006).  Diferentemente do etanol convencional, o bioetanol é 

feito com base em materiais da biomassa celulósica ou, mais designadamente, 

lignocelulósica. Esse processo de produção de etanol é referido como uma segunda 

geração de combustíveis, cujo processamento é uma das mais promissoras 

tecnologias apresentadas pelo homem (BASTOS, 2007).  

A biomassa é a única fonte apropriada e renovável de energia primária que, 

em curto prazo, pode ser convertida em biocombustíveis e energia. Entretanto, os 

materiais lignocelulósicos não contêm prontamente os monossacarídeos disponíveis 

para bioconversão e precisam ser hidrolisados por ácidos ou enzimas em açúcares 

fermentáveis. A hidrólise enzimática é o caminho mais promissor, porém a baixa 

acessibilidade da celulose nativa é um problema chave para o processo de obtenção 

de etanol, tornando-se necessário um pré-tratamento a fim de aumentar a 

porosidade do material e a susceptibilidade à celulose (CARDONA et al., 2010).  

 Muitos microrganismos desempenham um importante papel na conversão da 

biomassa vegetal ao produzirem coquetéis enzimáticos capazes de degradar os 

componentes da parede celular. Esse complexo de enzimas é composto pelas 

celulases identificadas como hidrolases de glicosídeos e é capaz de quebrar a 

recalcitrância da biomassa, catalisando a hidrólise da celulose em açúcares 
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redutores, podendo ser utilizado em condições mais amenas e apresentando alto 

rendimento de carboidratos fermentáveis (FARINAS, 2011). Entretanto, o alto custo 

das celulases ainda é um entrave ao processo de obtenção de etanol a partir de 

resíduos orgânicos. 

 Desta forma, a conversão de grande quantidade de biomassa em açúcar 

fermentável tem aplicação potencial na área de geração de bioenergia e o objetivo 

principal é tornar o processo de conversão da biomassa viável, com custo 

competitivo, ambientalmente favorável e altamente sustentável em comparação aos 

seus equivalentes petroquímicos. Dentro desse contexto, o entendimento da 

estrutura da parede celular vegetal e da atuação das enzimas que degradam os 

polissacarídeos em açúcares fermentáveis torna-se de fundamental importância na 

viabilização do uso da biomassa vegetal como fonte de energia renovável (FARINAS 

et al., 2010).  

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Biomassa Vegetal 

  

 Em geral, denomina-se biomassa lignocelulósica qualquer matéria de origem 

vegetal, que dispõe de componentes energéticos e pode ser processada para 

fornecer formas bioenergéticas mais elaboradas e adequadas para o uso final. 

Como destaque, tem-se a conversão de resíduos agrícolas e agroindustriais, 

resíduos florestais, resíduos orgânicos urbanos e outros resíduos agropecuários em 

biocombustíveis líquidos (RAVEN, EVERT, EICHCHORN, 2001). Os materiais 

lignocelulósicos apresentam-se vantajosos nesse sentido por serem abundantes, 

renováveis, e, sobretudo, possuírem baixo custo de produção, altos índices de 

rendimentos, boa adequação ao solo, bem como baixos impactos ambientais 

(BALAT et al., 2008; BALAT, 2011). 

 A principal fonte de matéria-prima para produção do bioetanol, contida na 

biomassa lignocelulósica, é a parede celular vegetal. A maioria do carbono fixado 

fotossinteticamente é incorporado aos polímeros da parede celular vegetal, tornando 

esse material a fonte mais abundante de biomassa terrestre. Quanto a sua 
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composição, trata-se de uma mistura de polissacarídeos, proteínas, compostos 

fenólicos e sais minerais. Os polissacarídeos representam cerca de 90% do peso 

seco da parede e consistem em celulose, hemiceluloses e pectinas. Além dos 

polissacarídeos, a parede celular também contém lignina, um polímero aromático 

que fornece rigidez à planta (FARINAS, 2011).  

A celulose é o principal polímero constituinte da parede celular das plantas, 

sendo constantemente renovada pelo processo de fotossíntese. Quimicamente é um 

polímero linear simples formado unicamente por moléculas de glicose unidas entre si 

por ligações glicosídicas do tipo β-1,4 e estabilizadas por ligações de hidrogênio 

intramoleculares (ligações entre unidades de glicose da mesma molécula) e 

intermoleculares (entre unidades de glicose de moléculas adjacentes). As moléculas 

de celobiose, um dissacarídeo formado por unidades de D-glicose invertidas 180° 

em relação à anterior, são a unidade repetitiva deste polissacarídeo natural (Figura 

1) (MORAIS et al., 2005).  

 

 
Figura 1- Estrutura química do polímero de celulose (MORAIS et al., 2005). 

 

As ligações intermoleculares são as responsáveis pela formação de fibrilas, 

estruturas altamente ordenadas que associam-se formando as fibras de celulose. As 

fibrilas apresentam desde regiões com elevado grau de cristalinidade até regiões 

com menor grau de ordenação chamadas regiões amorfas. A celulose amorfa é a 
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forma na qual a celulose encontra-se mais suscetível à degradação enzimática 

(HALL, 2010; TESTONI, 2010).  

O arcabouço de celulose é preenchido por lignina e por moléculas 

denominadas hemiceluloses (LAGAERT et al., 2009). Em razão de suas 

propriedades bioquímicas, as hemiceluloses mantêm interações covalentes com as 

moléculas de lignina e não covalentes com as moléculas de celulose. A associação 

covalente de hemiceluloses com lignina forma uma camada sobre as fibras de 

celulose, protegendo-as contra a degradação por celulases (ROCHA, 2010). 

As hemiceluloses são heteropolissacarídeos formados por vários resíduos de 

açúcares pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, manose e galactose), 

ácidos urônicos e grupos acetila. Os açúcares estão ligados entre si, formando uma 

estrutura principal composta por um tipo específico de resíduo, a partir da qual 

surgem ramificações laterais de cadeias curtas de outros compostos. As 

hemiceluloses são classificadas de acordo com o açúcar predominante na cadeia 

principal e na ramificação lateral. As principais hemiceluloses encontradas em 

plantas são os xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e os mananos 

(MN). Em todos os casos, há uma cadeia principal de monossacarídeos de glicose, 

xilose e manose, respectivamente, que pode ser ramificada com diferentes 

monossacarídeos (Figura 2) (BUCKERIDGE, 2010). 

 

 
Figura 2 - Estrutura típica da hemicelulose mostrando as diferentes ligações e compostos 

encontrados nas ramificações (Adaptado de DODD; CANN, 2009). 
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A lignina não possui moléculas de açúcar e envolve as moléculas de celulose 

e hemicelulose. É responsável pelo suporte estrutural, impermeabilidade e 

resistência ao ataque microbiano da célula. A lignina está presente em quantidades 

menores em relação à fração celulósica, mas, mesmo assim, é suficiente para 

retardar, ou mesmo impedir completamente, a atuação microbiana sobre o material. 

Dessa forma, faz-se imprescindível o uso de pré-tratamentos no material, com o 

intuito de aumentar sua susceptibilidade ao agente de interesse, pela remoção da 

lignina e redução da cristalinidade da estrutura celulósica (CASTRO, PEREIRA JR., 

2009). 

 A lignina representa um dos maiores estoques de carbono/energia da 

natureza, sendo o maior depósito de compostos aromáticos, constituindo-se, assim, 

em uma fonte potencial de valiosos insumos para a indústria química (SEABRA, 

MACEDO, 2011). As unidades monoméricas precursoras da lignina são hidroxilas 

fenólicas dos alcoóis trans-p-cumarílico, trans-coniferílico e álcool trans-sinapílico 

(FENGEL; WEGENER, 1989). A Figura 3 mostra a estrutura geral desse composto.  

 

 
Figura 3 - Estrutura Geral da Lignina (MARX, 2000). 
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A recalcitrância da parede celular consiste da própria organização cristalina 

da celulose, proveniente da estrutura linear de suas cadeias compactadas em 

microfibrilas, e a alta proteção conferida pela lignina e pela hemicelulose, atuando, 

dessa forma, como uma barreira física ao ataque enzimático, principal obstáculo 

para a hidrólise da celulose presente nas biomassas vegetais (RABELO, 2010). 

Muitos organismos vivos tiram proveito da diversidade existente de 

carboidratos e usam polissacarídeos e oligossacarídeos para um grande número de 

funções biológicas, desde estruturais e de armazenamento de energia, até a 

sinalização de processos altamente específicos. Nesse sentido, a hidrólise seletiva 

de ligações glicosídicas é crucial para obtenção de energia, expansão e degradação 

da parede celular (DAVIES, HENRISSAT, 1995). 

 

2.2. Hidrólise da Biomassa 

 

Há um interesse crescente na produção e uso do bioetanol, produzido pela 

fermentação de açúcares provenientes de biomassas vegetais (SÁNCHEZ, 

CARDONA, 2008). Porém, a fim de viabilizar o processo de produção do etanol 

lignocelulósico, tornando o seu valor competitivo com o etanol produzido a partir do 

caldo de cana, maiores estudos são necessários, bem como uma tecnologia mais 

eficiente de conversão da biomassa. 

O Brasil, devido à sua vasta atividade industrial e agrícola, possui uma grande 

variedade de resíduos agroindustriais, cujo bioprocessamento é de grande interesse 

econômico e social (RAMOS, 2001). A utilização desses resíduos em bioprocessos é 

uma alternativa para obtenção de energia com base em matéria orgânica renovável, 

ajudando a solucionar o problema da poluição ambiental. 

A composição química dos materiais lignocelulósicos é um dos principais 

fatores que afetam o processo de conversão em etanol (BALAT et al., 2008). A 

conversão da celulose em glicose requer três etapas principais: o pré-tratamento 

para liberação da celulose e da hemicelulose do complexo formado com a lignina; 

hidrólise (através de rota química ou enzimática) destes polímeros para produção de 

açúcares livres e fermentação da mistura de hexoses e pentoses para produção de 

etanol propriamente dito (LEE et al., 2002). 
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O pré-tratamento objetiva a remoção da lignina e o rompimento da estrutura 

cristalina da celulose, de modo que a hidrólise possa ser alcançada mais 

rapidamente e com maior rendimento. (ZUÑIGA, 2010). 

O processo de hidrólise destina-se à quebra de moléculas de celulose ou 

hemicelulose, por meio da ação de ácido sulfúrico aos resíduos, no caso da hidrólise 

ácida, ou pela ação de enzimas (celulases), no caso da hidrólise enzimática, e, 

assim, produzir açúcares fermentescíveis (WYMAN, 2005).  

Entre as dificuldades para o processo de hidrólise, podemos citar aquelas 

decorrentes de fatores físico-químicos do processo e fatores estruturais da biomassa 

(MOSIER et al., 2005) além do elevado custo de produção de enzimas celulases 

(ZHUANG et al., 2007). Apesar do alto custo da utilização de enzimas, a hidrólise 

enzimática, em comparação ao tratamento químico, apresenta-se como uma 

alternativa mais adequada à produção de etanol devido à maior possibilidade em se 

obter rendimentos glicosídicos elevados, ao mesmo tempo em que são obtidos 

hidrolisados com reduzida toxicidade aos microrganismos (FINGUERUT et al., 

2006). Além disso, os tratamentos biológicos incluem condições de reação mais 

brandas, inexistindo problemas de corrosão; menor número de reações secundárias 

e menor demanda energética, além de eliminarem o descarte de resíduos 

prejudiciais ao meio ambiente (TESTONI, 2010). 

 

2.3. Celulases 

 

A hidrólise enzimática da celulose envolve um complexo arranjo de enzimas 

que clivam ligações O-glicosídicas e são conhecidas como celulases.  

A produção de celulases em escala industrial começou em meados da 

década de 80, visando sua aplicação como um aditivo para ração animal, a fim de 

aumentar a digestibilidade de rações por ruminantes e monogástricos. Em seguida, 

essas enzimas começaram a ser utilizadas como um insumo para a indústria de 

alimentos, objetivando melhorar as propriedades sensoriais de massas. Nesse setor, 

as celulases também começaram a atuar no processamento de bebidas, 

promovendo a clarificação de sucos de frutas e vinhos. Posteriormente, as enzimas 

celulolíticas começaram a ser utilizadas em larga escala nas seguintes indústrias: 

têxtil, nos processos de biopolimento (desfibrilação de tecidos como algodão, linho e 
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lã) e bioestonagem (amaciamento e desbotamento do brim); de polpa e papel, para 

a modificação controlada de propriedades mecânicas da polpa e liberação de tintas 

da superfície das fibras a serem recicladas; e em lavanderia, de forma a aumentar o 

brilho, a remoção de sujeiras e a maciez dos tecidos, além de amenizar o desgaste 

das peças (CASTRO, PEREIRA JR., 2009). 

Em se tratando da produção de bioetanol, as celulases têm importante papel 

no processo de hidrólise enzimática da celulose e são constituídas por três 

componentes principais: as endoglucanases (EG), que causam mudança rápida no 

grau de polimerização através da hidrólise de ligações glicosídicas β-1,4 

intramoleculares da cadeia de celulose, criando novos sítios para atuação das 

exoglucanases; as exoglucanases ou celobiohidrolases que são ativas sobre 

celulose cristalina, liberando glicose (livre) ou celobiose a partir dos terminais da 

cadeia e as β-glicosidases que hidrolisam ligações glicosídicas β-1,4 da molécula de 

celobiose e de pequenos oligossacarídeos, com liberação de glicose (ZHANG et al., 

2006). A Figura 4 ilustra a ação das celulases na hidrólise da fibra celulósica. 

 
 

 
Figura 4 - Modo de ação das enzimas do complexo celulolítico (FARINAS, 2011). 

  

 Bactérias e fungos são utilizados na produção de enzimas celulolíticas, 

porém, devido à baixa produção dessas enzimas por bactérias, os estudos têm 

direcionado sua síntese por fungos, como, por exemplo, espécies de Trichoderma 
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(BALAT, 2011). A degradação de celulose catalisada por enzimas provenientes de 

fungos é de grande importância no nosso ecossistema. O interesse primário nas 

celulases desses microrganismos vem do fato de muitos produzirem celulases 

extracelulares em quantidades significantes (ZHOU, INGRAM, 2000). 

 

2.4. Hidrolases de Glicosídeos 

   

 A variedade e complexidade de estruturas que os oligossacarídeos e 

polissacarídeos podem adotar torna este grupo de moléculas essenciais e 

empregadas pelos organismos vivos para uma grande quantidade e variedade de 

funções biológicas. Com base no princípio de atuação sobre tais moléculas, criou-se 

o grupo das enzimas que são ativas sobre carboidratos ou moléculas glicosiladas e 

elas foram agrupadas em um banco de dados chamado Carbohydrate-Active 

enZYmes (CAZy) (HENRISSAT; BAIROCH, 1993) (CANTAREL et al., 2009). Nesse 

banco de dados estão inclusos vários grupos de enzimas, sendo que o grupo das 

hidrolases de glicosídeos é o mais representativo e abundante e é o grupo no qual 

se encontram as enzimas estudadas. 

As hidrolases de glicosídeos (GHs) correspondem a enzimas que agem 

hidrolisando ligações glicosídicas e foram agrupadas em famílias com base na 

semelhança de suas sequências de aminoácidos e na análise de grupamentos 

hidrofóbicos (HENRISSAT; BAIROCH, 1993) (CANTAREL et al., 2009).  Essa 

classificação também é realizada por novos métodos que incluem análises 

filogenéticas das enzimas, de forma a promover a interação entre a sequência e a 

especificidade das mesmas e aprimorar tal divisão em subfamílias (LOMBARD et al., 

2013).   

As enzimas em estudo nesse trabalho estão agrupadas dentro da família 1 

das hidrolases de glicosídeos (GH1), que é uma das mais importantes, tanto em 

termos qualitativos quanto quantitativos. Nessa família, a maioria é β-glicosidase, 

mas existem também β-galactosidases, β-manosidases, entre outras (HENRISSAT 

et al., 2005). 

As GH1 tipicamente hidrolisam substratos do tipo G-O-X, no qual G 

representa a extremidade não redutora, também chamada de glicone, glicona ou 

glicônica da molécula, e X a extremidade redutora, ou aglicone. A extremidade G é 
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conectada à extremidade X por uma ligação do tipo β. O aglicone pode ser um outro 

monossacarídeo ou um grupo não carboidrato, de tal forma que esta é a porção 

mais variável entre os substratos dessas enzimas. A letra O indica que este grupo 

de enzimas hidrolisa ligações do tipo β de O-glicosídeos. Em geral, as funções 

fisiológicas de glicosídeos naturais são determinadas pela natureza química do 

aglicone (HENRISSAT; DAVIES, 1997). A Figura 5 traz o mecanismo de hidrólise 

catalisado pelas enzimas da família GH1. Os dois círculos conectados representam, 

cada um, um monossacarídeo de um substrato, e a parte escura o sítio ativo de uma 

β-glicosidase com seus respectivos subsítios. 

 

 
Figura 5 - Hidrólise de substratos catalisada por enzimas da família GH1 (adaptado de HENRISSAT 

& DAVIES, 1997) 
 

 

 O sítio ativo das β-glicosidases apresenta um subsítio de ligação da 

extremidade não redutora do substrato, conhecido como subsítio -1 (subsítio do 

glicone), enquanto a extremidade redutora do substrato é acomodada nos subsítios 

+1, +2, +3 etc (subsítio do aglicone). A clivagem da ligação glicosídica ocorre entre 

os subsítios -1 e +1 (representado pela flecha). 

As β-glicosidases, classificadas na família 1, constituem o maior grupo de 

enzimas das hidrolases de glicosídeos e têm sido o principal foco de pesquisas 

devido às suas funções nos sistemas biológicos, mas também devido a interesses 

na aplicação dessas enzimas em processos biotecnológicos (HENRISSAT et al., 

2005). Elas têm como uma de suas principais características a retenção da 

configuração do carbono anomérico no produto liberado. Em linhas gerais, o 

mecanismo de reação se processa da seguinte maneira (Figura 6): a) um substrato 

G Ag 
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ocupa o sítio ativo, com o glicone no subsítio -1 e seu aglicone (-OR) no +1. B) o 

ácido glutâmico catalítico que age como ácido/base doa um próton ao O da ligação 

glicosídica. O ácido glutamico catalítico que age como um nucleófilo efetua um 

ataque sobre o carbono anomérico. C) há formação de um estado de transição com 

o glicone adotando uma configuração do tipo “meia-cadeira”; a ligação glicosídica 

com o aglicone está sendo desfeita e uma ligação glicosil-enzima está sendo 

formada. D) o aglicone é liberado e o intermediário covalente glicosil-enzima está 

formado. O glicone assume uma conformação do tipo “cadeira”. E) uma molécula de 

água difunde-se para o sítio ativo onde tem seu próton abstraído pela base 

catalítica, possibilitando que ela realize um ataque nucleofílico no C anomérico. F) 

um estado de transição igual ao da etapa C é novamente formado, dessa vez uma 

ligação entre o carbono anomérico e a água está sendo formada e a ligação glicosil 

enzima está sendo desfeita. G) o produto final é liberado, um monossacarídeo. 

 

 
Figura 6 - Mecanismo catalítico proposto para β-glicosidases (Baseado em WHITE & ROSE, 1997; 

WHITES & RYE, 2000). 
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Do ponto de vista estrutural, as enzimas da família GH1 apresentam uma 

estrutura terciária do tipo barril tim - (β/α)8, com o sítio ativo localizado na porção C-

terminal do barril (WANG, 1995; JENG et al., 2011). Estas enzimas hidrolisam 

ligações do tipo β-glicosídicas através de um mecanismo que envolve dois ácidos 

glutâmicos catalíticos presentes em regiões conservadas da enzima. Nas β-

glicosidases da família GH1 o conjunto de aminoácidos do interior do sítio ativo e 

dois ácidos glutâmicos catalíticos participam da ligação do substrato e estabilização 

do complexo enzima-substrato no estado de transição, sendo, assim, responsáveis 

pela atividade e especificidade destas enzimas (MARANA, 2006).  

  

2.5. β-glicosidases 

 

 As β-glicosidases catalisam a hidrólise de ligações glicosídicas β-1,4 em uma 

variedade de glicosídeos pela remoção de monossacarídeos da extremidade não-

redutora do substrato (CANTAREL et al., 2009).  

 Essas enzimas são capazes de atuar no metabolismo de glicosídeos e 

glicolipídeos em animais, defesa, lignificação da parede celular, ativação de fito- 

hormônios, liberação de compostos aromáticos em plantas e conversão da 

biomassa em microrganismos (CAIRNS; ESEN, 2010). O interesse inicial pelo 

estudo das β-glicosidases surgiu na década de 1950, devido ao seu envolvimento na 

conversão biológica da celulose (LYND et al., 2002; ZHANG et al., 2006).  

 No complexo celulolítico, as β-glicosidases são cruciais para a hidrólise 

eficiente da celulose, sendo responsáveis pela liberação de moléculas de glicose, 

produtos finais da hidrólise. Além disso, a atividade β-glicosídica pode otimizar a 

ação sinérgica de outras celulases, aumentando o rendimento do produto final e 

diminuindo a concentração de celobiose que é forte inibidor do complexo celulolítico 

(KOROTKOVA, 2009). 

 Entretanto, a hidrólise enzimática de biomassas lignocelulósicas 

heterogêneas requer β-glicosidases com diferentes níveis de especificidade para di- 

ou oligossacarídeos. Assim, estudos detalhados sobre a estrutura dessas enzimas, 

tais como atividade e especificidade, são necessários para aprofundar o 

conhecimento a respeito das bases moleculares que regem o mecanismo de ação 

das β-glicosidases. Além de sua importância como constituinte do sistema de 



 

34 

 

 

degradação da celulose, as β-glicosidases são consideradas de grande interesse 

industrial devido às suas aplicações na indústria alimentícia, como, por exemplo, na 

liberação de compostos fenólicos, importantes agentes antioxidantes (DAN, 2000).  

 As β-glicosidases representam um grupo heterogêneo de enzimas, não 

existindo um sistema único definido para sua classificação. Em geral, dois sistemas 

de classificação são descritos na literatura, um baseado na especificidade de 

substrato e o outro na similaridade na sequência de nucleotídeos (BHATIA et al., 

2002). 

 Na classificação baseada na especificidade de substrato, as β-glicosidases 

são divididas em três grupos: a) aril β-glicosidases, que agem em aril-glicosídeos; b) 

celobiases verdadeiras, capazes de hidrolisar celobiose e c) β-glicosidases com 

ampla especificidade de substrato, que hidrolisam uma variedade de substratos; 

sendo que a maioria das β-glicosidases já caracterizadas encontram-se neste último 

grupo (BHATIA et al., 2002). 

 Entre as classificações propostas para identificação das β-glicosidases com 

base na similaridade da sequência de nucleotídeos, a mais aceita é baseada tanto 

na similaridade das sequências de nucleotídeos quanto nos padrões de 

enovelamento destas enzimas (BHATIA et al., 2002). Nesta classificação as β-

glicosidases representam um grupo importante entre as hidrolases de glicosídeos e 

estão reunidas nas famílias 1 e 3. Dentro da família 1 a estrutura tridimensional de 

algumas β-glicosidases já foi resolvida, revelando um padrão comum de disposição 

de α-hélices e folhas-β, além da presença de vários resíduos de aminoácidos 

altamente conservados, localizados nas proximidades do sítio ativo (JENKINS et al., 

1995; BHATIA et al., 2002).  

 As β-glicosidases são consideradas responsáveis pela regulação de todo 

processo celulolítico, constituindo o fator limitante da hidrólise enzimática da 

celulose, uma vez que endoglucanases e celobiohidrolases são inibidas por 

celobiose. Além de serem responsáveis pela produção de glicose a partir de 

celobiose, permitem também a ação eficiente de exoglucanases e endoglucanases 

(KAUR et al., 2007). Por outro lado, grande parte das β-glicosidases conhecidas é 

inibida por glicose (BHATIA et al., 2002; LYND et al., 2002; YANG et al., 2008). 

Dessa maneira, existe um interesse crescente na busca por enzimas tolerantes ao 
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produto final, o que melhoraria acentuadamente a eficiência do processo de hidrólise 

da celulose. 

 

2.6. Microrganismos celulolíticos 

 

 A grande quantidade de celulose formada anualmente não se acumula sobre 

o planeta devido à ação de fungos e bactérias que são capazes de degradar 

eficientemente os materiais das paredes celulares de plantas. A biodegradação da 

celulose por celulases, produzidas por uma grande variedade de microrganismos, 

representa o maior ciclo de carbono da biosfera e pode ser amplamente utilizada na 

produção de bioprodutos, sem emissão líquida de CO2 na atmosfera (ARO et al., 

2005; LYND et al., 2002; ZHANG et al., 2006). 

 Os microrganismos celulolíticos estão distribuídos em grupos taxonômicos 

extremamente variados e podem ser encontrados em toda a biota em que se 

acumulem resíduos celulolíticos (LYND et al., 2002). 

A procura de fontes de enzimas celulolíticas é de grande interesse para um 

melhor processo de bioconversão de celulose. Embora vários microrganismos como 

fungos e bactérias tenham sido avaliados pela sua capacidade de degradar celulose 

em monômeros de glicose, poucos foram selecionados por suas potenciais 

produções de celulases (DAS, ROYER, LEV, 2007; YU et al., 2007). 

 Em se tratando da degradação da parede celular das plantas por fungos 

filamentosos celulolíticos, consiste de um processo complexo que envolve a ação de 

um grande número de enzimas extracelulares, celulases, hemicelulases, pectinases 

e ligninases, o que dá a esses organismos meios para obtenção de energia e 

nutrientes (ARO et al, 2005). 

 

2.7. Trichoderma harzianum 

 

 O interesse pelos microrganismos começou na antiguidade, com a utilização 

da fermentação para produzir pães, queijos e cerveja (LIMA, 1975). Durante a 

Segunda Guerra Mundial, com a descoberta da penicilina, eles passaram a 

possíveis fontes de substâncias bioativas (TURNER, 1975; LIMA, 2003). Os fungos 
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(Reino Fungi), em especial, além de fornecedores de metabólitos secundários de 

interesse para o homem, são muito empregados na transformação de moléculas 

orgânicas, revelando sua grande importância na síntese assimétrica de moléculas 

biologicamente ativas e com interesse comercial (GÁRCIA-PAJÓN, 2003; RAVEN, 

2001). 

 Os fungos filamentosos constituem um grupo de organismos multicelulares, 

eucarióticos, com um núcleo contendo vários cromossomos, delimitado por uma 

membrana nuclear e organelas citoplasmáticas. O citoplasma encontra-se limitado 

pela membrana plasmática e pela parede celular que é composta, 

fundamentalmente, por proteínas e polissacarídeos como quitina, manana e glucana 

(ALEXOPOULOS et al., 1996). São organismos quimioheterotróficos, alimentando-

se por absorção dos metabólitos encontrados no ambiente. Quando se trata de um 

substrato insolúvel, os fungos sintetizam e secretam enzimas apropriadas a fim de 

solubilizar e absorver tais metabólitos, fato que contribuiu para a descoberta de 

exoenzimas de importância biotecnológica (GRONDONA et al., 1997; TILBURG et 

al., 1993).  

 Com relação aos fungos do gênero Trichoderma, algumas espécies têm sido 

largamente utilizadas na área industrial para produção de celulases, pelo fato de 

estarem presentes em todos os lugares e terem rápida colonização.  A atividade do 

controle biológico deste fungo depende da versatilidade metabólica e do potencial 

secretor, os quais são responsáveis pela produção de uma grande quantidade de 

diversas enzimas altamente hidrolíticas envolvidas na degradação da parede celular 

(HARMAN et al., 2004). 

 A espécie Trichoderma harzianum em particular, é um fungo pertencente à 

classe dos Deuteromicetos, atua inibindo fitopatógenos habitantes de solo, 

utilizando-se, normalmente, de antibiose, competição ou parasitismo. Além disso, 

pode atuar na decomposição de matéria orgânica e na degradação de resíduos 

tóxicos em solos contaminados com agrotóxicos (EZIASHI, 2007; MENEZES, 1993). 

O Trichoderma harzianum tem tido destaque na produção de celulases, embora 

outras espécies afins possam também fazer parte de todo o processo de produção. 
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

 O Fórum Econômico Mundial lançou um relatório em março de 2013 

mostrando que o consumo mundial de energia aumentou 27% de 2000 para cá, com 

87% do abastecimento de energia primária representado por combustíveis fósseis. 

Essa situação precisa ser revertida, uma vez que o uso desenfreado de fontes de 

combustíveis fósseis gera a exaustão gradativa dessas reservas, além de mudanças 

climáticas drásticas. Dessa forma, torna-se fundamental o aumento de estudos com 

o objetivo de encontrar e desenvolver substitutos para esses combustíveis. Entre 

eles, a produção de etanol a partir da biomassa lignocelulósica, como o bagaço de 

cana-de-açúcar, mostra-se uma alternativa sustentável e racional. 

 A tecnologia para conversão dessa biomassa em etanol combustível tem 

como princípio a hidrólise enzimática da celulose usando um complexo de enzimas 

conhecidas como celulases. No entanto, o custo de conversão da biomassa pré-

tratada em açúcares fermentáveis ainda é um grande gargalo para a produção de 

biocombustíveis (JORGENSEN et al., 2007). Com isso, trabalhos com um enfoque 

como o apresentado nessa dissertação são cada vez mais necessários visando a 

otimizar a produção de etanol a partir do bagaço de cana-de-açúcar, por meio da 

caracterização de enzimas envolvidas na hidrólise enzimática da biomassa. 

 Como as β-glicosidases têm importante função no mecanismo de regulação 

da degradação enzimática da celulose, podendo ser consideradas como limitantes 

para o processo de hidrólise (ZHANG, LYND, 2004), o objetivo geral desse trabalho 

consistiu em realizar estudos sistemáticos estruturais e funcionais de duas β-

glicosidases produzidas pelo fungo Trichoderma harzianum, denominadas neste 

trabalho como ThBgl1 e ThBgl2 e, assim, entender o mecanismo de ação dessas 

enzimas no organismo do fungo e contribuir para otimização do processo de 

hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar. 

 Os objetivos específicos foram: 

 - Clonagem das β-glicosidases (ThBgl1 e ThBgl2) do fungo Trichoderma 

harzianum; 

- Transformação dos vetores em célula de propagação; 

- Expressão heteróloga e purificação das proteínas de interesse; 

- Determinação das condições ótimas para atividade β-glicosídica; 
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- Caracterização molecular das β-glicosidases obtidas através de técnicas 

bioquímicas (SDS-PAGE - 15% de poliacrilamida) e da cinética enzimática; 

- Cristalização e estudos de difração de raios-X (DRX) visando determinação 

de suas estruturas tridimensionais. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Clonagem e Transformação 

 

 Os clones em estudo (classificados como ThBgl1 e ThBgl2) foram obtidos por 

meio de uma plataforma de clonagem, expressão e purificação de proteínas 

recombinantes em alto desempenho desenvolvida em nosso grupo de pesquisa pelo 

Dr. César Moises Camilo (Processo Fapesp: 2009/11536-3). O vetor utilizado nesse 

processo de clonagem foi o  pETTRXA-1a/LIC, cedido ao nosso laboratório pelo Dr. 

Arie Geerlof (EMBL - Heidelberg), que é uma modificação do vetor pETTRX-1a 

(Figura 7), uma vez que foi adaptado para o método de clonagem independente de 

ligação (LIC) (ASLANIDIS; DE JONG, 1990) (Figura 8), que se baseia na atividade 

exonuclease 3´ → 5´ da enzima T4 DNA Polimerase para criar regiões de fita 

simples de 10 a 15 nucleotídeos nas pontas 5´ do vetor. Paralelamente, são gerados 

produtos de PCR dos genes desejados, com caudas de fitas simples a 5´, 

complementares à do vetor. Essas regiões de fitas simples complementares são 

criadas porque são adicionadas extensões apropriadas nos primers de tal modo que 

o fragmento amplificado não tenha timina (no caso do vetor) ou adenina (no caso do 

gene) nos 10 últimos nucleotídeos. Após o tratamento com T4 DNA Polimerase na 

presença somente de dATP (para o gene) ou somente dTTP (para o vetor) a 

atividade exonuclease 3´→ 5´  se encarrega de retirar, base a base, uma das fitas, 

até parar numa adenina (gene) ou timina (vetor). O pareamento do vetor com o 

inserto é então feito na ausência de ligase, simplesmente misturando-se os dois 

fragmentos de DNA. Em seguida transforma-se a mistura em bactérias Escherichia 

coli DH10B competentes para propagação do DNA recombinante. Este processo 

acaba sendo bastante eficiente e com poucos falsos-positivos, pois as bactérias só 

incorporarão DNAs circulares e, portanto, contendo o inserto. 
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Figura 7 - vetor pETTRX-1a. 

 

 
Figura 8 - Método de Clonagem Independente de Ligação (LIC). Figura de Camilo, C. M. e 

Polikarpov, I. 
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 Na tabela 1, encontram-se os oligonucleotídeos confeccionados para 

amplificação dos genes de interesse, para cada uma das proteínas em estudo. 

Como molde, foi utilizada uma biblioteca de cDNA do fungo Trichoderma harzianum 

cultivado em meio contendo celulose como fonte de carbono. 

 

Tabela 1- Oligonucleotídeos criados para amplificação das β-glicosidases de Trichoderma harzianum. 

 

Primer 

Fv 

 

CAGGGCGCCATGTTGCCCAA 

GGACTTTCA 

 

CAGGGCGCCATGTCCGAGTCG 

CTATCTCTG 

 

 
Primer 

Rv 

 
GACCCGACGCGGTTACTCCT 

TCGCAATCAACTCG 

 
GACCCGACGCGGTTAAGCGG 

CTACTTTAACCCTTTG 

 

 Após as etapas de multiplicação e divisão da célula hospedeira contendo o 

gene de interesse, foi feito o plaqueamento da cultura de células e, após 

confirmação por PCR das colônias positivas, foi extraído o plasmídeo recombinante 

e procedeu-se com a transformação em células de Escherichia coli competentes 

(Rosetta) para a expressão das proteínas de interesse. 

 

4.2. Expressão Heteróloga de β-glicosidases de Trichoderma harzianum em 
Escherichia coli 

 

 Células de E. coli transformadas foram inoculadas em 5 mL de meio de 

cultura LB (pré-inóculo) esterilizado contendo kanamicina (0,05 mg/mL) e 

clorafenicol (0,08 mg/mL) e incubadas por 16 h sob agitação de 150 rpm a 37 ºC. 

Passado esse período, cada uma das culturas (pré-inóculo) foi inoculada em 1 L de 

meio de cultura auto-indutor estéril (STUDIER, 2005) contendo kanamicina (0,05 

mg/mL) e clorafenicol (0,08 mg/mL),  mantendo-se agitação de 130 rpm a uma 

temperatura de 37 ºC até atingir o valor de 0,6 de absorbância num comprimento de 

onda de 600 nm (densidade óptica). Atingido esse valor, a temperatura do inóculo foi 

abaixada para 17 ºC, ainda sob agitação de 130 rpm, por mais 16 h, para expressão 

das proteínas de interesse. A tabela 2 traz os componentes do meio auto-indutor 

(meio ZY adaptado de STUDIER, 2005). 
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Tabela 2 - Componentes do meio auto-indutor (meio ZY adaptado de STUDIER, 2005). 
ZY  20 X NPS (400 mL) 50 X 5052 (200 mL) 

10 g de triptona 360 mL de água 50 g de glicerol 
5 g de extrato de levedura 26,4 g de (NH4)2SO4 146 mL de água 

925 mL de água 54,4 g de KH2PO4 5 g de glicose 
ajustar o pH entre 6,0 e 6,5 56,8 g de Na2HPO4 20 g de α-lactose 

 ajustar o pH para 6,75  
 
 
 Após os componentes do meio auto-indutor serem autoclavados (1 atm/ 120 

ºC/ 20 min), eles foram adicionados na seguinte proporção (mantendo-se a ordem 

especificada): 

 1) 928 mL de ZY; 

 2) 1 mL de MgSO4  (1 M); 

 3) 20 mL de 50 X 5052; 

 4) 50 mL de 20 X NPS (Nitrogênio, Fósforo e Potássio). 

 

4.3. Extração e Purificação das β-glicosidases 

 

 Passado o período de expressão, o volume total de cada uma das culturas foi 

centrifugado por 30 min a 6.000 rpm, descartando-se o sobrenadante (meio de 

cultura) e recuperando-se o pellet (células de E. coli contendo as β-glicosidases 

expressas em seu citoplasma). O pellet foi então ressuspendido em 40 mL de 

tampão de Lise (50 mM Tris pH 8,0; 300 mM NaCl; 10% (v/v) glicerol; 0,1 mM 

PMSF) com 0,25 mg/mL de lisozima e deixado em repouso por 60 min no gelo.  

 A suspensão foi submetida a 8 ciclos de 30 segundos em modo ON e 30 

segundos no modo OFF, alternados, em sonicador 550 Sonic Dismembrator – Fisher 

Scientific para completa lise celular. Após a lise celular, as amostras foram 

centrifugadas por 30 min a 10.000 rpm a 4 ºC, a fim de separar a fração solúvel da 

insolúvel. 
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4.3.1. Cromatografia de Afinidade 1 

 

 Nas duas construções, o gene que codifica a enzima é precedido por uma 

sequência codificadora que permite a expressão da proteína fusionada a uma cauda 

de histidina (6x His) na região N-terminal e uma fusão com tioredoxina (TRX). A 

presença dessa cauda confere à proteína alta afinidade de ligação em resinas 

cromatográficas com íons de metal quelados, no caso o utilizado foi o Ni2+ (GE-

Healthcare). O composto químico imidazol (composto heterocíclico contendo dois 

nitrogênios com pKa = 7.0 e pKa = 14.9) foi utilizado para realizar a eluição da 

proteína que se liga à resina contendo os íons Ni2+, já que o anel imidazólico tem 

maior afinidade química para a ligação a esses íons em pH 8,0 e pode competir com 

os resíduos de histidina pela ligação. O procedimento de purificação adotado foi o 

mesmo para as duas β-glicosidases em estudo.  Esse processo teve início com o 

empacotamento de 4 mL de resina de níquel e a exaustiva lavagem com água 

deionizada, seguida do equilíbrio da resina com 10 volumes (no caso 40 mL) de 

tampão (50 mM Tris pH 8,0; 500 mM NaCl; 5 mM imidazol). A fração solúvel 

proveniente da lise celular de 1 L de cultura bacteriana descrito na seção anterior 

(seção 4.3) foi incubada com a resina equilibrada, durante uma hora a 4 ºC. 

Posteriormente, voltou-se a fração solúvel e a resina para uma coluna de 

empacotamento, deixou-se passar o lisado pela resina e, então, lavou-se a resina 

com o mesmo tampão do equilíbrio. Foi passado quatro volumes de resina de 

tampão (o mesmo do equilíbrio) com concentrações diferentes de imidazol (10 mM e 

25 mM), para lavagem e eliminação das proteínas com baixa interação pela resina. 

A eluição das β-glicosidases de interesse foi realizada utilizando-se quatro volumes 

de resina de tampão (o mesmo do equilíbrio) com 130 mM de imidazol. O restante 

das proteínas foi eluído com 500 mM de imidazol. As frações que foram eluídas da 

coluna empacotada com a resina, em cada etapa dessa purificação (incluindo o 

lisado), foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando 15 % de poliacrilamida. 
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4.3.2. Clivagem da Tioredoxina e Cromatografia de A finidade 2 

 

As proteínas purificadas foram diluídas quatro vezes em tampão (50 mM Tris 

pH 8,0) para retirada de todo imidazol.  Posteriormente, foram concentradas em 

concentradores (GE-Healthcare) de corte de 30 kDa e adicionou-se 1 mM de DTT à 

mistura reacional. Foi realizado, logo em seguida, o tratamento com protease TEV 

(nome comum dado para o domínio catalítico de 27 kDa de uma proteína de 

Inclusão Nuclear codificada pelo vírus do tabaco) para a remoção da cauda de 

histidina, juntamente com a tioredoxina (aplicando a relação de 1 mg de protease 

TEV para cada 50 mg da proteína alvo (YOUNGCHANG et al., 2003)), uma vez que 

as construções possuem sítio pra TEV. Incubou-se as proteínas com a protease 

TEV a 4 ºC e a clivagem foi analisada por SDS-PAGE. Após a clivagem, a mistura 

reacional contendo a proteína alvo (clivada e sem clivar), a protease TEV, a cauda 

de histidina e a tioredoxina foi submetida a uma nova cromatografia de afinidade, em 

coluna com resina de níquel (4 mL de resina para cada proteína). A resina foi 

equilibrada com 10 volumes de tampão (50 mM Tris pH 8,0; 300 mM NaCl). Coletou-

se manualmente o flow through (contendo a proteína clivada) e o restante das 

proteínas foi eluído com 2 volumes de resina de tampão (50 mM Tris pH 8,0; 300 

mM imidazol). As frações que saíram da coluna empacotada com a resina foram 

analisadas por SDS-PAGE. 

 

4.3.3. Cromatografia por Exclusão de Massa Molecula r 

  

 Nesse tipo de cromatografia as moléculas são separadas de acordo com seus 

tamanhos. Para a purificação das β-glicosidases foi utilizada uma coluna Superdex 

75 HR 16/60 (GE) acoplada ao sistema de cromatografia AKTA Explorer 10 (GE-

Healthcare). 

 As β-glicosidases clivadas, obtidas da etapa anterior de purificação (seção 

4.3.2), foram então concentradas para um valor estabelecido pelo fabricante e 

submetidas a uma cromatografia em coluna de gel filtração, com a coluna 

previamente equilibrada com tampão (50 mM Tris pH 8,0 e 150 mM de NaCl). Foi 

realizada uma eluição isocrática com uma unidade de volume de coluna total, com 

fluxo de 1 mL/min de tampão, com monitoramento a 280 nm por espectrofotometria. 
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As frações recuperadas da coluna foram analisadas por SDS-PAGE corado com 

Coomassie Brilliant Blue (R-250), para validação do processo de purificação. 

 

4.4. Determinação do pH e Temperatura Ótimos 

 

A atividade de uma enzima é dependente do pH e da temperatura, uma vez 

que estes parâmetros podem provocar mudanças na sua distribuição de cargas, 

consequentemente, em seu enovelamento, atividade catalítica e conformação. 

Foram determinados o pH e temperatura ótimos na atividade das  β-glicosidases 

contra o substrato sintético pNPG (4-Nitrophenyl-β-D-glucopyranoside), um substrato 

sintético cromogênico. Para os testes utilizou-se as enzimas na concentração de 0,1 

mg/mL. Primeiramente, a temperatura foi mantida a 30 ºC por 10 minutos, variando-

se apenas o pH a fim de se obter o valor de pH ótimo de atividade da enzima (30 °C/ 

10 min para cada pH analisado). A mistura reacional, para determinação do pH 

ótimo, consistiu de 50 µL de substrato (10 mM de pNPG), 40 µL de tampão nos 

diferentes pHs (tampão citrato-fosfato (McILVAINE, 1921)) e 10 µL de enzima (0,1 

mg/mL). Incubou-se as reações por 10 minutos a 30 ºC, parando a reação com a 

adição de 1 M de carbonato de sódio. A leitura da absorbância ocorreu em um 

espectrofotômetro a 405 nm. Para determinação da temperatura ótima, utilizou-se 40 

µL de tampão no pH ótimo encontrado no teste anterior, 50 µL de substrato (10 mM 

pNPG) e 10 µL da enzima (0,1 mg/mL). Variou-se a temperatura de 5 em 5 ºC, 

iniciando-se o teste na temperatura de 20 ºC e terminando em 70 ºC, deixando a 

reação acontecendo 10 minutos em cada temperatura, interrompendo-a com 1 M de 

carbonato de sódio a cada temperatura analisada e medindo a absorbância em 

espectrofotômetro a 405 nm. 

 

4.5. Atividade específica em diferentes substratos 

 

 A atividade específica das enzimas em estudo foi avaliada contra os 

seguintes substratos sintéticos: p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, 4-nitrophenyl-β-

D-xylopyranoside, 4-nitrophenyl-β-D-mannopyranoside, 4-nitrophenyl-β-D-

cellobioside, 4-nitrophenyl-β-D-fucopyranoside, 4-nitrophenyl-α-D-galactopyranoside, 
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2-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside, n-octyl-β-D-glucopyranoside. Os ensaios 

enzimáticos foram realizados a 35 ºC (para ThBgl1) e a 40 ºC (para ThBgl2) durante 

15 minutos, contendo 100 µL de mistura reacional: 40 µL de tampão 100 mM fosfato 

de sódio pH 5,5, 10 µL de enzima (10 ng/µL) e 50 µL da solução de substrato (10 

mM) no mesmo tampão. 

 A reação foi paralisada utilizando-se 0,5 M de carbonato de sódio e a 

quantidade de p-nitrofenolato liberada foi quantificada a 415 nm. A atividade 

específica foi expressa em relação à atividade em pNPG.  

 

4.6. Atividade de β-glicosidase 

  

 A atividade de β-glicosidase, para cada uma das enzimas, foi determinada 

medindo-se a quantidade de glicose liberada a partir de celobiose utilizada como 

substrato. Os ensaios de atividade foram realizados em triplicata, utilizando-se 50 µL 

de solução de celobiose (2% p/v em 100 mM de fosfato de sódio pH 5,5), 40 µL de 

tampão (100 mM de fosfato de sódio pH 5,5) e 10 µL da enzima β-glicosidase. As 

reações ocorreram a 35°C (ThBgl1) e 40ºC (ThBgl2) durante 15 min, seguida de 

aquecimento a 95 °C durante 10 min para desnaturação da enzima. A quantidade de 

glicose liberada foi estimada empregando o método da glicose oxidase-peroxidase, 

GOD (KUNST, DRAEGER, ZIEGENHORN, 1984), utilizando kit Laborlab. O produto 

da reação, antipirilquinonimina vermelha, proporcional à glicose liberada, foi dosado 

em 505 nm. Controles sem adição da enzima foram incluídos com a finalidade de 

avaliar a hidrólise espontânea do substrato nas condições dos ensaios. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para liberar 1 µmol de  glicose por minuto. A atividade específica foi 

definida como a relação entre o número de unidades e a massa de proteína, em 

miligramas, presente no meio reacional (U/mg). 

 

4.7. Cinética Enzimática 

  

 O estudo da catálise enzimática é baseado em medidas da velocidade de 

reação catalisada pela enzima. A variação da velocidade em função da 
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concentração de substrato, muitas vezes, pode ser descrita pela equação de 

Michaelis-Menten (Equação 1). Esta equação descreve a reação catalisada através 

de duas etapas principais, sendo que na primeira a enzima liga-se reversivelmente 

ao substrato, formando um complexo enzima-substrato, e, na segunda etapa, o 

produto é liberado e a enzima fica livre para se ligar a outra molécula de substrato 

(MARZZOCO et al., 1999). 
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  (Equação 1)  

  

 Quando não há mais enzimas em solução em sua forma livre, diz-se que a 

velocidade reacional é máxima, a partir da qual qualquer aumento na concentração 

de substrato não provocará efeitos perceptíveis sobre a velocidade da reação. Além 

disso, a velocidade de reação é proporcional à concentração de enzimas presentes 

no meio (MARZZOCO et al., 1999).  

 Os ensaios de cinética enzimática foram realizados em colaboração com o 

Professor Doutor Sandro Roberto Marana, do Departamento de Bioquímica do 

Instituto de Química da USP de São Paulo e com sua aluna de doutorado Valquiria 

Pianheri Souza. 

 

4.7.1. Ensaios para Determinação do pH Ótimo 

 

 Primeiramente, ensaios de atividade enzimática das β-glicosidases foram 

realizados utilizando-se 50 µL de amostra contendo a enzima (em uma diluição 

adequada) e 50 µL do substrato pNPG (25 mM), preparado em tampão. Inicialmente, 

os ensaios de atividade foram realizados em diferentes pHs para garantir que os 

ensaios cinéticos fossem realizados no pH ótimo. Com isso, foram executados 

experimentos de atividade enzimática em tampão citrato-fosfato 50 mM pH 4,0; 4,5; 

5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0; em tampão fosfato 50 mM pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 e em tampão 

bicina 50 mM pH 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 e 9,5. 
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4.7.2. Ensaios de Atividade e de Cinética de β-glicosidase 

 

 Após determinação do pH ótimo da enzima, optou-se por realizar todos os 

demais ensaios em tampão citrato-fosfato 50 mM pH 5,5. Os ensaios de cinética 

foram feitos de forma similar ao ensaio anterior (item 4.7.1), em placas de ELISA, 

misturando-se 50 µL de enzima (em diluição adequada) e 50 µL de substrato, sendo 

que foram utilizados pNPG, p-nitrofenil-β-fucopiranosídeo, p-nitrofenil-β-

galactopiranosídeo e celobiose como substrato.  

 No caso da utilização dos substratos sintéticos, a mistura reacional foi 

incubada a 30 ºC por 5, 10, 15 e 20 minutos e, em seguida, interrompida com 100 µL 

de solução de carbonato de sódio 0,5 M. Nessas condições, o produto formado (p-

nitrofenol) é convertido para a forma desprotonada (p-nitrofenolato), pois a solução 

de carbonato torna o meio alcalino. Com isso, o p-nitrofenolato foi detectado por 

meio da absorbância a 415 nm em um leitor de placas Elx800 (Biotek®). Ao final, as 

absorbâncias foram convertidas em mols de produto utilizando a curva padrão 

apresentada na Figura 9.  

 

 
Figura 9 - curva padrão de p-ntirofenolato. 

 

 No caso do uso de celobiose como substrato, as reações foram feitas a 30 ºC 

em diferentes intervalos de tempo, seguidas de aquecimento a 95 ºC durante 2 min 

para desnaturação das enzimas. A quantidade de glicose liberada foi estimada 

empregando o método da glicose oxidase-peroxidase, GOD (KUNST, DRAEGER, 

ZIEGENHORN, 1984), utilizando-se o kit glicose PP (Analisa), sendo que o produto 
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liberado (glicose) foi lido a 490 nm. Ao final, as absorbâncias foram convertidas em 

mols de produto utilizando a curva padrão apresentada na Figura 10. 

 

 
Figura 10 - Curva padrão de glicose detectada através do kit glicose PP da Analisa. 

 
 
 Para determinação dos parâmetros cinéticos, foram feitos ensaios de 

atividade enzimática utilizando diversas concentrações de substrato, e a partir 

desses dados foram feitos gráficos da variação da velocidade em função da 

concentração de substrato. As curvas foram, inicialmente, ajustadas ao modelo de 

Michaelis-Menten (Equação 1), utilizando o programa Origin 8.5.1. 

 Desta forma, foram determinados o Km e Vmáx das enzimas ThBgl1 e ThBgl2 

contra os substratos pNPG, p-nitrofenil-β-fucopiranosídeo, p-nitrofenil-β-

galactopiranosídeo e celobiose. De acordo com a equação de Michaelis-Menten, o 

Km é equivalente à concentração de substrato [S] na qual a velocidade inicial da 

reação é equivalente à metade de Vmáx, correspondendo à afinidade de uma enzima 

pelo seu substrato. Assim, quanto menor for a constante enzimática (Km), maior será 

a afinidade de uma enzima pelo seu substrato. 

 

4.7.3. Ajuste dos dados 

 

 Como após obtenção da curva de cinética enzimática (Velocidade versus [S]), 

verificou-se que para alguns substratos havia uma queda na velocidade em 

concentrações maiores de substrato, não foi possível ajustar os dados com o 

modelo de Michaelis-Menten. Desta forma, os dados foram ajustados de acordo com 
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a equação 2, que descreve o caso no qual uma segunda molécula de substrato se 

liga ao complexo ES e age como inibidor. 
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 Esses resultados podem ser explicados por dois mecanismos. Um deles seria 

a inibição de enzima pela alta concentração de substrato, enquanto que o outro seria 

a ocorrência de reação de transglicosilação catalisada pelas enzimas ThBgl1 e 

ThBgl2, que é um mecanismo bastante comum em β-glicosidases. Para comprovar 

se há reação de transglicosilação, foi feito um ensaio de atividade enzimática (para 

as enzimas ThBgl1 e ThBgl2) utilizando-se a altas concentrações de pNPG (20 e 25 

mM). Foram utilizados 75 µL de enzima em uma diluição adequada e 75 µL de 

substrato. Ao final, os ensaios foram divididos em duas partes, no qual em 100 µL foi 

detectada glicose e, em 50 µL, p-nitrofenolato. A absorbância de p-nitrofenolato foi 

multiplicada por 2 para ser compatível à de glicose, uma vez que o volume reacional 

foi a metade.  

 Após comprovação da ocorrência de transglicosilação catalisada pelas 

enzimas ThBgl1 e ThBgl2, foram feitos novos ensaios utilizando-se pNPG em 

diversas concentrações e acompanhou-se a formação dos produtos p-nitrofenolato e 

glicose em cada uma das concentrações. Para isso, da mesma forma que o ensaio 

anterior, as reações foram divididas em duas partes, sendo que em uma delas foi 

detectada a formação de p-nitrofenolato e, na outra, de glicose. As curvas 

(Velocidade versus [S]) obtidas nesse ensaio foram ajustadas nas Equações 3 e 4 

utilizando o programa Origin 8.5.1, sendo que essas equações descrevem a 

velocidade de produção de glicose e de p-nitrofenolato, respectivamente. 

 

 

                                                                                             (Equação 3) 
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                                                                                                                  (Equação 4) 

                        

Vm
H é a velocidade máxima da rota de hidrólise; 

Vm
T é a velocidade máxima da rota de transglicosilação; 

Km
1 e Km

2 são as constantes cinéticas do primeiro e segundo substratos, respectivamente; 
%H é uma função que descreve a porcentagem de enzimas que segue a rota da hidrólise em cada 
concentração de substrato; 
%T é uma função que descreve a porcentagem de enzimas que segue a rota da transglicosilação em 
cada concentração de substrato. 
 

4.8. Ensaios com diversos inibidores 

  

 Foram testados diversos inibidores na atividade enzimática das enzimas 

ThBgl1 e ThBgl2: celobiose (32 mM e 14 mM), celotriose (14 mM), celotetraose (14 

mM), metil-β-glucosídeo (14 mM), hexil-β-glucosídeo (14 mM), Tris (14 mM) e octil-β-

glucosídeo (14 mM).  

 Para isso, realizou-se um ensaio de ao menos quatro tempos para 

determinação da velocidade inicial enzimática. A reação consistiu de 50 µL de 

substrato (pNPG), 40 µL de inibidor e 10 µL de enzima. As reações foram 

interrompidas com 100 µL de 0,5 M de carbonato de sódio. 

 

4.9. Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS) 

 

 Com a finalidade de estudar e conhecer a forma molecular e a estabilidade 

química adquiridas pela proteína ThBgl1 em solução, foram realizados estudos de 

espalhamento de raios-X a baixo ângulo (SAXS). Na técnica de SAXS é incidido um 

feixe monocromático de raios-X à amostra, o qual interage com os átomos que a 

compõem. Os elétrons pertencentes a esses átomos se comportam como se fossem 

livres, já que a energia dos fótons incidentes é bem maior que a de ligação deles nos 

átomos (SVERGUN, 2010).  

 As medidas de espalhamento de raios-X a baixo ângulo foram realizadas para 

três concentrações diferentes para a proteína em estudo (ThBgl1), 1, 3 e 6 mg/mL, 

levando-se em consideração boa estatística de espalhamento, estabilidade da 

amostra para os ângulos mais baixos de espalhamento e análise de efeitos 

causados pela radiação sobre a amostra. Os dados de SAXS foram coletados na 
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linha SAXS2 do Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS, Campinas, São 

Paulo), utilizando um comprimento de onda  λ = 1,55 Å, em detector bidimensional 

(MarCCD) disposto a 1276,41 mm da amostra. Os dados foram coletados e 

processados em colaboração com outros alunos do Laboratório de Cristalografia do 

IFSC.  

 A coleta foi realizada em dois frames de 150 segundos, para evitar danos à 

amostra pela radiação. A análise sistemática e o processamento inicial dos dados 

foram realizados com a ajuda do programa FIT2D (HAMMERSLEY, 1997), fazendo a 

normalização das intensidades espalhadas levando-se em conta a intensidade do 

feixe e a absorção da amostra. Foi feita também a subtração do espalhamento do 

tampão e da amostra analisada, para se contabilizar apenas o efeito espalhador das 

moléculas da proteína.  O Rg (raio de giro) foi conseguido por dois métodos 

diferentes: o primeiro utilizando a equação de Guinier (Equação 5) (GLATTER; 

KRATKY, 1982): 
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  (Equação 5) 

 

onde q é o módulo do vetor espalhamento (q = 4πsen(θ/λ)), Rg é o raio de giro e I(0) 

é a intensidade no ângulo zero. O segundo pelo método da Transformada Inversa de 

Fourier implementado no programa Gnom (SVERGUN, 1992), onde também 

obtivemos a função de distribuição de distâncias p(r) e o Dmáx do envelope protéico. 

Através da curva de espalhamento contida no arquivo de saída do programa Gnom 

(SVERGUN, 1992) e o valor de I(0) (extrapolado através de um algoritmo interno do 

programa) normalizado para a concentração de proteína na amostra, estimou-se sua 

massa molecular no programa SAXS MoW (FISCHER, 2010). A partir da estimativa 

da massa molecular da proteína (ThBgl1) em solução, pôde-se inferir de antemão 

seu estado oligomérico. 

 A obtenção de um modelo de baixa resolução a partir dos dados de SAXS foi 

possível utilizando procedimento ab initio, implementado no programa Dammin 

(SVERGUN, 1999). Para tornar o modelo mais condizente possível com os dados 

experimentais, buscou-se a minimização da discrepância, “χ”, que leva em 
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consideração a intensidade da luz espalhada. Para melhor estatística dos resultados 

e qualidade do modelo final gerado, foram gerados 10 modelos independentes, cuja 

média realizada através do programa DAMAVER (VOLKOV; SVERGUN, 2003) foi 

sobreposta à estrutura de alta resolução da homóloga de maior identidade (pdb id. 

3AHY – β-glicosidase 2 de Trichoderma reesei), no programa SUPCOMB 

(SVERGUN, 1999). O programa Crysol (SVERGUN; BARBERATO; KOCK, 1995) foi 

utilizado para geração de uma curva teórica de espalhamento de raios-X a baixo 

ângulo para a estrutura 3AHY, o que permitiu em um mesmo gráfico traçar as curvas 

de SAXS da amostra original (experimental), do modelo de átomos dummy obtido no 

programa Dammin (DAM) e da estrutura de alta resolução 3AHY. Com isso, pôde-se 

analisar a capacidade do modelo de baixa resolução em explicar/demonstrar o 

estado da proteína em estudo livre em solução. 

 Para a enzima ThBgl2 os experimentos de SAXS não resultaram em bons 

resultados . Entretanto, não os repetimos pelo fato de que obtivemos a sua estrutura 

tridimensional por cristalografia de raio-X. 

 

4.10. Ensaios de Cristalização 

 

 Os processos da vida são regidos pelas funções precisas desempenhadas 

pelas proteínas, as quais adotam estruturas tridimensionais únicas. Uma quantidade 

significativa de pesquisa experimental e teórica tem sido realizada nas últimas 

décadas para elucidar os princípios envolvidos na estrutura, estabilidade e 

enovelamento proteico. A correlação entre estrutura-função em várias proteínas, 

bem como a disposição das cadeias laterais de aminoácidos específicos nos sítios 

ativos, vem sendo elucidada em termos globais (WHISSTOCK; LESK, 2003). 

 A principal técnica para resolução da estrutura tridimensional de 

macromoléculas biológicas, tal como proteína, tem sido a cristalografia por difração 

de raios-X. Para que uma proteína seja levada a formar cristais, é necessário que as 

moléculas da proteína em solução sejam trazidas a uma situação em que fiquem 

próximas umas das outras. Quando se atinge a supersaturação (estado 

termodinamicamente instável), as moléculas da proteína estarão próximas umas das 

outras, podendo resultar em uma fase cristalina ou amorfa.  
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O cristal apresenta ordem em sua estrutura interna e esse arranjo é periódico. 

Em condições de supersaturação, na qual a proteína se encontra entre uma fase 

sólida e uma solúvel, ligações químicas novas e estáveis são energeticamente 

favoráveis. Pode-se, então, dizer que a proteína cristaliza porque sua energia livre 

diminui com o aumento das interações favoráveis (McPHERSON, 2003). 

A Figura 11 mostra um diagrama bidimensional que nos permite avaliar a 

importância de um dado parâmetro na solubilidade de uma macromolécula biológica. 

Tal diagrama compreende as seguintes zonas: 

a) A curva de solubilidade (S) separa as zonas supersaturadas da zona 

hiposaturada; 

b) Abaixo da curva de solubilidade (S) a solução está hiposaturada e a 

macromolécula biológica não irá cristalizar; 

c) Acima da curva de solubilidade (S), a concentração da macromolécula 

biológica é maior que a concentração no equilíbrio, para uma dada concentração de 

agente precipitante, correspondendo, então, a uma zona de supersaturação.  

 

 

 
Figura 11 - Representação esquemática do Diagrama de Fases para cristalização de proteínas 

(modificada de McPherson, 2003). 
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 A supersaturação pode ser obtida pela evaporação lenta do solvente ou pela 

variação de alguns parâmetros, como pH, força iônica, tipo de íon, temperatura e 

concentração do solvente orgânico, que podem ser usados para diminuir a 

solubilidade da proteína, tornando a solução saturada ou supersaturada 

(BLUNDELL; JOHNSON, 1976). A solução supersaturada eventualmente dá origem 

aos núcleos, alguns dos quais crescerão. Assim, podemos dizer que a cristalização 

começa com a fase de nucleação que é seguida pela fase de crescimento e 

posterior cessação do crescimento do cristal (KOBE et al., 1999). 

 A nucleação é o processo inicial na obtenção de cristais, os quais 

representam a fase sólida de uma proteína. Quando o núcleo atinge um tamanho 

crítico, tem início a fase de crescimento. Um cristal pequeno pode crescer pela 

incorporação de átomos (moléculas) nas suas faces planas em duas dimensões ou 

em espiral, ou sobre defeitos na superfície do cristal, incorporando moléculas via 

interações tridimensionais. A morfologia do cristal corresponde diretamente à taxa 

de crescimento de cada face, ou seja, faces crescidas lentamente serão maiores e 

bem desenvolvidas e faces que crescem mais rapidamente tendem a ser menores. 

A taxa de crescimento é, geralmente, diretamente proporcional à supersaturação da 

solução e à solubilidade da molécula num dado solvente, além de ser influenciada 

pela presença de impurezas. O crescimento de um cristal cessa provavelmente 

quando há acúmulo de defeitos dentro da rede cristalina, o que impede a 

continuação do crescimento de suas faces (McPHERSON, 2003). 

O método mais usual de Cristalização é o de difusão de vapor, que pode ser 

dividido na técnica da gota suspensa (do inglês: hanging drop) ou da gota sentada 

(do inglês: sitting drop) (MARTINI, 2007). Neste método, em um recipiente fechado, 

são colocadas duas soluções que podem realizar trocas apenas pela fase gasosa. 

Uma das soluções é formada por um agente precipitante com alta concentração e a 

outra, pelo mesmo agente e pela proteína (e o ligante, quando houver). Como o 

volume do agente precipitante depositado no poço é muito maior que o volume do 

mesmo na gota, após algum tempo, a concentração final da solução de dentro da 

gota (que contém a proteína) será igual à concentração da solução do poço (RUPP, 

2000). 

 A resolução estrutural das proteínas em estudo é de extrema importância 

para entendermos alguns de seus mecanismos moleculares de funcionamento. Um 
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de nossos alvos (ThBgl1) tem 90% de identidade sequencial com proteínas 

homólogas que já possuem estruturas de alta resolução depositadas no PDB 

(http://www.rcsb.org/pdb), enquanto o outro alvo (ThBgl2) possui apenas 53% de 

identidade sequencial. Obtendo a estrutura de alta resolução para essas proteínas, 

poderíamos desenvolver novos conceitos a respeito do mecanismo de ação dessas 

enzimas e entender suas ações no organismo do fungo. 

 Vários ensaios de cristalização foram conduzidos na busca de condições que 

resultassem em cristais bem formados e com alto poder de difração. Inicialmente, as 

condições de cristalização foram testadas utilizando um robô micropipetador de 

precisão para o auxílio durante os experimentos de cristalização, o Honeybee 

(Genomic Solutions), utilizando-se conjuntos comerciais de soluções cristalizantes. 

O método de cristalização empregado foi o de difusão de vapor com gota assentada 

(do inglês: sitting drop), com três proporções diferentes entre solução cristalizante e 

proteína (1:2; 1:1 e 2:1). Todos os testes foram inicialmente realizados a 18 ºC e as 

concentrações proteicas foram de 25 mg/mL e de 30 mg/mL para as proteínas 

ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente. 

 As condições mais promissoras que apresentaram cristais foram otimizadas 

para o alvo ThBgl1, com as placas montadas manualmente, variando-se a 

concentração do agente precipitante (PEG) e o pH do tampão (0,1 M Hepes). Para o 

alvo ThBgl2 não foi necessária a otimização. 

 

4.10.1. Coleta e Processamento de Dados de Difração  de Raios-X 

      

 A coleta de dados de difração de raios-X é muito importante, pois constitui a 

única fonte de dados experimentais através da qual podemos obter a estrutura 

cristalográfica (BLUNDELL; JOHNSON, 1976).  

 Os dados são obtidos quando um feixe de raios-X, após incidir sobre um 

material cristalino, sofre difração. Estes dados podem ser obtidos através da 

utilização de uma fonte de raios-X convencional, como um ânodo rotatório, ou 

oriundo de fontes de luz síncrotron. Nestes equipamentos, o cristal de proteína pode 

ser colocado em um loop cujo diâmetro seja adequado para abrigar o cristal e é 

montado de modo que fique alinhado ao feixe de raios-X de tal maneira que, durante 

os movimentos rotacionais que o cristal sofrerá, o mesmo fique exposto à radiação 
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de maneira homogênea (McREE, 1993).  No loop também é necessária a presença 

da solução-mãe (solução que proporcionou a nucleação e crescimento do cristal) e 

normalmente é necessária a adição de um agente crioprotetor (como, por exemplo, 

o etileno glicol) para impedir que haja a formação de cristais de gelo ao redor ou na 

solução em que se encontra o cristal em estudo, ou para que este não sofra danos 

irreversíveis com consequente perda da amostra. O cristal é, então, exposto ao feixe 

de raios-X e também a um fluxo de nitrogênio gasoso, a temperatura controlada 

(normalmente 100 K), o que permite um aumento no tempo de coleta (dos SANTOS, 

2007). 

 Anteriormente às coletas de dados de difração de raios-X, os cristais das 

enzimas em estudo foram crioprotegidos com 15% de etileno glicol, quando 

necessário, e a coleta foi feita com o cristal resfriado instantaneamente num fluxo de 

nitrogênio gasoso a aproximadamente 100 K. As coletas de dados de difração de 

raios-X foram realizadas em nosso laboratório de Biotecnologia Molecular, utilizando 

o equipamento Bruker-APEX DUO e na linha de cristalografia MX2 de Laboratório de 

Luz Síncrotron (LNLS, Campinas, São Paulo). Os conjuntos de dados foram obtidos 

através do método de rotação, com o objetivo de coletar o máximo de reflexões 

possíveis.  

 Cada conjunto de imagens geradas da difração de raios-X pelo cristal dá 

origem a um conjunto de dados de difração a ser analisado. De posse da primeira 

imagem pode-se determinar, a partir deste conjunto de dados, o grupo espacial, 

parâmetros de rede do cristal, número de monômeros da proteína na unidade 

assimétrica, além de prever a porcentagem de solvente no cristal (RUPP, 2000). 

 A indexação das primeiras imagens e a estratégia de coleta foram realizadas 

pelo programa iMOSFLM (LESLIE, 1999), bem como a integração do conjunto de 

imagens de difração e o refinamento dos parâmetros cristalinos. No processo de 

integração cada imagem em um mesmo conjunto de dados tem sua intensidade 

gravada em diferentes escalas devido à variação na radiação incidente, absorção 

dos raios difratados ou destruição do cristal (BLUNDELL; JOHNSON, 1976). Logo, 

há a necessidade de escalonar todos os pontos. Para isso, foi utilizado o programa 

SCALA, que faz parte do pacote de programas CCP4 (COLLABORATIVE..., 1994). 

O número de moléculas presentes na unidade assimétrica e o conteúdo de solvente 
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foram estimados utilizando o programa Matthews_coeff (COLLABORATIVE..., 1994), 

que faz uso da metodologia proposta por Matthews (MATTHEWS, 1968). 

 

4.10.2. Determinação da Estrutura 

  

 Após a coleta de dados de difração de raios-X, estes têm que ser 

processados para que possam ser utilizados para dar início à determinação do 

modelo estrutural. Após obtenção das fases é gerado um mapa de densidade 

eletrônica e inicia-se o refinamento da estrutura. Durante as etapas de refinamento, 

são feitos ajustes manuais do modelo à densidade eletrônica. A determinação de 

uma estrutura proteica pode ser feita através do método de Substituição Molecular, 

que se baseia no fato de proteínas com sequências semelhantes de aminoácidos 

possuírem enovelamentos similares (McREE, 1993; DRENTH, 1994). 

 O programa phenix.xtriage foi utilizado na identificação de patologias do 

cristal (ADAMS, 2010), ajudando a identificar outliers, presença de twin, e outros 

percalços a que um conjunto de dados possa estar sujeito.  

 Para resolver o problema das fases foi aplicada a técnica de substituição 

molecular utilizando o programa PHASER (McCOY, 2007). O modelo empregado 

para a substituição molecular foi a estrutura da β-glicosidase 2 de Trichoderma 

reesei (PDB 3AHY), que apresenta 90% de identidade com uma das proteínas em 

estudo (ThBgl1) e 53% de identidade com a outra proteína (ThBgl2) de acordo com 

o servidor BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). O modelo gerado é, então, refinado até 

a máxima concordância entre os dados experimentais e a estereoquímica da 

molécula (BRUNGER, 1992; BRUNGER et al., 1998). Durante o processo de 

refinamento, houve uma remodelagem manual das posições dos resíduos com a 

utilização do programa COOT (EMSLEY et al., 2010). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Clonagem e Transformação 

 

 A amplificação dos genes a partir do DNA genômico de Trichoderma 

harzianum e dos respectivos oligonucleotídeos (na tabela 1, seção 4.1) gerou 

fragmentos em torno de 1398 pb para a proteína ThBgl1 e de 1452 pb para a 

proteína ThBgl2 (dados não mostrados por se tratar de uma plataforma de 

clonagem). Esses fragmentos foram clonados pelo “método de clonagem LIC" e as 

colônias positivas, contendo os genes de interesse, foram transformadas em células 

de E. coli competentes (Rosetta) para expressão das respectivas proteínas, 

selecionando-se, então, a colônia que mais expressava cada uma das proteínas 

estudadas. 

 As proteínas de interesse, com a presença da tioredoxina e da cauda de 

histidina, apresentam massa molecular de 67,2 kDa (ThBgl1) e 69,2 kDa (ThBgl2) 

(Figuras 12 e 13, respectivamente). 
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Figura 12 - Número de aminoácidos e massa molecular da proteína ThBgl1 
(http://web.expasy.org/protparam/). 
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Figura 13 - Número de aminoácidos e massa molecular da proteína ThBgl2 
(http://web.expasy.org/protparam/). 
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5.2. Expressão Heteróloga de β-glicosidases de Trichoderma harzianum por 
Escherichia coli 

 

 Foram coletadas alíquotas antes e após a expressão das proteínas ThBgl1 e 

ThBgl2 a fim de confirmar a presença das mesmas no meio de cultivo, e esses 

resultados podem ser visualizados a partir do SDS-PAGE (15% de poliacrilamida) 

corado com Comassie Brilliant Blue (Figura 14). 

 

 
Figura 14 - SDS-PAGE com resultado da expressão das β-glicosidases (a) ThBgl1 e (b) ThBgl2. M - 

marcador de peso molecular; (1) frações pré-indução; (2) frações pós-indução. 
 

 

 No gel desnaturante da Figura 14, pode-se verificar que há a expressão basal 

de proteínas bacterianas (colunas com marcação 1) antes da indução.  Após 

indução, pode-se perceber que houve um significativo aumento da expressão das 

proteínas fúngicas de interesse nas bandas em torno de 67 kDa (ThBgl1) e 69 kDa 

(ThBgl2), corroborando com os valores apresentados pelo ProtParam 

(http://web.expasy.org/protparam/), partindo-se, então, para os processos 

subsequentes de purificação. 

 

 

 

Mr (kDa) 
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5.3. Purificação das β-glicosidases 

 

 Decorrido o tempo de expressão das β-glicosidases, as células bacterianas, 

contendo as proteínas de interesse, foram centrifugadas, ressuspendidas em 

tampão de lise e lisadas, conforme metodologia descrita na seção 4.3. Após o 

processo de sonicação, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante 

recolhido, seguindo para os processos subsequentes de purificação. 

 

5.3.1. Cromatografia de afinidade 1 

 

 A primeira etapa de purificação, para ambas as proteínas em estudo, 

consistiu em uma cromatografia de afinidade, conforme descrita na seção 4.3.1. As 

Figuras 15 e 16 apresentam os géis desnaturantes contendo as alíquotas 

resultantes desse primeiro processo de purificação para as proteínas ThBgl1 e 

ThBgl2, respectivamente. 

 

 
Figura 15 - SDS-PAGE - cromatografia de afinidade para a proteína ThBgl1, mostrando as lavagens 

(tampão com 5,10 e 25 mM de imidazol) e a correspondente eluição (tampão com 130 mM de 
imidazol). M – marcador de peso molecular. 
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Figura 16 - SDS-PAGE - cromatografia de afinidade para a proteína ThBgl2, mostrando as lavagens 

(tampão com  5,10 e 25 mM de imidazol) e a correspondente eluição (tampão com 130 mM de 
imidazol). M – marcador de peso molecular. 

 

 

 As frações eluídas (com 130 mM de imidazol), contendo cada uma das β-

glicosidases de interesse, ainda apresentam alguns contaminantes característicos 

de cada expressão. Entretanto, a maior parte dos contaminantes, que antes 

pertencia ao extrato bruto, foi eliminada nessa técnica.  

 A partir dessas amostras eluídas partimos para os processos subsequentes 

de purificação. 

 

5.3.2. Clivagem da Tioredoxina e Cromatografia de A finidade 2 

 

 As proteínas de interesse obtidas do primeiro processo de purificação foram 

tratadas com protease TEV para clivagem da cauda de histidina e da tioredoxina. 

Após clivagem, a proteína ThBgl1 apresentou massa molecular de 53 kDa e a 

proteína ThBgl2 apresentou massa molecular de 55 kDa, conforme descrito pelo 

programa ProtParam (Figuras 17 e 18 respectivamente). 
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Figura 17 - Número de aminoácidos e Massa Molecular da proteína ThBgl1 após clivagem 
(http://web.expasy.org/protparam/). 
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Figura 18 - Número de aminoácidos e Massa Molecular da proteína ThBgl2 após clivagem 
(http://web.expasy.org/protparam/). 
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  As frações clivadas (para cada uma das proteínas) foram submetidas a uma 

nova cromatografia de afinidade, coletando-se, dessa vez, as frações não aderidas à 

resina (sem a presença da cauda de histidina e da tioredoxina). As Figuras 17 e 18 

trazem os resultados da clivagem e da segunda cromatografia de afinidade para as 

proteínas ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente, bem como o resultado das proteínas 

puras, após todas as etapas de purificação. 

 

5.3.3. Cromatografia por Exclusão de Massa Molecula r 

 

 As proteínas de interesse, após clivagem e passagem pela segunda 

cromatografia de afinidade, foram submetidas a uma cromatografia por exclusão de 

massa molecular, conforme descrito na seção 4.3.3. Nesta etapa foram obtidas 

frações com grau de pureza superior a 90%, com rendimento médio de 20 mg de 

ThBgl1 e 15 mg de ThBgl2, por litro de cultura de expressão. As Figuras 19 e 20 

trazem os géis (SDS-PAGE) com os resultados das purificações para as enzimas 

ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente. 

 

 
Figura 19 - SDS-PAGE. ThBgl1 após todos os processos de purificação. 
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Figura 20 - SDS-PAGE. ThBgl2 após todos os processos de purificação. 

 

 

 De posse das proteínas puras, partiu-se para os experimentos subsequentes, 

a fim de caracterizar as enzimas ThBgl1 e ThBgl2. 

 

5.4. Determinação do pH e Temperatura Ótimos 

 

 A estrutura e forma do sítio ativo de uma enzima são decorrência de sua 

estrutura tridimensional, e pode ser profundamente afetada por qualquer agente ou 

condição que seja capaz de ocasionar modificações conformacionais da proteína. 

Assim, a atividade enzimática é dependente de condições ambientais, notadamente 

pH e temperatura. 

 As Figuras 21 e 22 apresentam os perfis de atividade em função de diferentes 

pHs, para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente e as Figuras 23 e 24 

apresentam os perfis de atividade em função de diferentes temperaturas, para as 

enzimas ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente. 
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Figura 21 - Efeito do pH na atividade relativa da enzima ThBgl1. 

 
 
 
 

 
Figura 22 - Efeito do pH na atividade relativa da enzima ThBgl2. 

 
 

 Essas enzimas apresentam pH ótimo na faixa de 5,5, apresentando 

similaridade com os valores apresentados na literatura (a proteína homóloga (β-

glicosidase do fungo Trichoderma reesei), cuja estrutura encontra-se depositada no 

PDB, apresenta pH ótimo de 6,0 (JENG et al., 2010)). Os resultados mostraram que 

a diminuição do pH (tendendo para o ácido) diminuem a atividade enzimática de 

ambas proteínas, bem como o aumento (tendendo para o básico). Dessa forma, 
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valores de pH próximos ao neutro são mais apropriados para o desempenho das β-

glicosidases estudadas (Figuras 21 e 22). 

 

 
Figura 23 - Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima ThBgl1. 

 
 
 

 
Figura 24 - Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima ThBgl2. 

 
 

 A enzima ThBgl1 apresentou temperatura ótima de 40 ºC, enquanto a ThBgl2 

apresentou temperatura ótima de 35 ºC. Esses valores também condizem com o 

esperado na literatura, uma vez que a proteína homóloga (β-glicosidase 2 de 

Trichoderma reesei) apresenta temperatura ótima na faixa de 40ºC (JENG et al., 

2010).  
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 Em temperaturas abaixo de 30 ºC a atividade dessas enzimas é praticamente 

insignificante e acima de 50 ºC praticamente não há atividade das mesmas, 

indicando que ocorreu a desnaturação térmica das enzimas nos valores acima deste 

(Figuras 23 e 24). 

 

5.5. Atividade específica em diferentes substratos 

 

 As beta-glicosidases catalisam principalmente a hidrólise das ligações β-1,4-

glicosídicas em oligossacarídeos e dissacarídeos, e amino-, alquil- ou aril-β-D-

glicosídeos. Em bactérias e fungos, essas enzimas são um dos principais 

componentes do seu sistema celulolítico, sendo responsáveis pela quebra de 

oligossacarídeos curtos e celobiose em glicose (BHATIA et al., 2002). A fim de 

verificar a atividade da ThBgl1 e ThBgl2 contra diferentes substratos, foi feito um 

estudo global da sua especificidade contra os mesmos. As Figuras 25 e 26 trazem o 

resultado dessa análise para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente. 

 

 

 
Figura 25 - Atividade da enzima ThBgl1 contra diferentes substratos sintéticos. 
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Figura 26 -  Atividade da enzima ThBgl2 contra diferentes substratos sintéticos. 

 

 

 Podemos perceber que essas enzimas apresentam certa atividade em todos 

os substratos testados. Entretanto, essa atividade é muito baixa se comparada com 

a atividade contra o substrato pNPG.  

 Verificou-se também que as enzimas em estudo não têm nenhuma atividade 

contra substratos poliméricos e que apresentam elevada especificidade contra 

celobiose (dados não apresentados), o que justifica tratarem-se de β-glicosidases. 

Os ensaios enzimáticos para ThBgl1 e ThBgl2 confirmam que essas enzimas não 

hidrolisam eficientemente qualquer dos hidratos de carbono poliméricos testados 

quando comparadas a celobiose. 

 

5.6. Atividade de β-glicosidase 

 

 A curva padrão para glicose, utilizando-se o método da glicose oxidase-

peroxidase, GOD, é mostrada na Figura 27. Nessa Figura temos um gráfico da 

absorbância versus a quantidade de glicose liberada (nmol). 
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Figura 27- Curva padrão para glicose (método da glicose oxidase-peroxidase, GOD) 

 

 

 Utilizando-se dessa curva padrão, percebemos que a enzima ThBgl1 

apresentou atividade específica de 39,94 U/mg, enquanto que a enzima ThBgl2 

apresentou atividade específica de 3,35 U/mg. Isso revela que a enzima ThBgl1 

possui maior eficiência de hidrólise se comparada com a enzima ThBgl2, ou seja, é 

capaz de liberar maior quantidade de glicose a partir do mesmo substrato. 

 

5.7. Cinética Enzimática 

  

 No estudo com as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, utilizando-se pNPG como 

substrato, inicialmente foram feitos ensaios de atividade em diferentes pHs para 

garantir que os ensaios cinéticos fossem realizados no pH ótimo. Desta forma, 

optou-se por realizar os ensaios em tampão citrato-fosfato 50 mM pH 5,5. 

 As curvas obtidas para os experimentos de cinética, utilizando-se pNPG como 

substrato, para as enzimas ThBgl1 e ThBg2 encontram-se nas Figuras 28 e 29, 

respectivamente. As curvas foram ajustadas de acordo com a cinética de inibição 

pelo substrato, de acordo com a equação 2, pois em altas concentrações de 

substrato há uma queda de velocidade que não pode ser descrita pela equação de 

Michaelis-Menten. 
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Figura 28 - Curva de cinética enzimática para a enzima ThBgl1, utilizando-se o substrato pNPG. 

 

 

 
Figura 29 - Curva de cinética enzimática para a enzima ThBgl2, utilizando-se o substrato pNPG. 
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 Utilizando-se p-nitrofenil-β-fucopiranosídeo como substrato, foram obtidas as 

curvas de cinética enzimática para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, que são 

apresentadas nas Figuras 30 e 31, respectivamente. A curva obtida para a ThBgl2 

foi ajustada de acordo com uma cinética de inibição pelo substrato, devido à queda 

de velocidade em altas concentrações de substrato. 

 

 
Figura 30 - Cinética enzimática para ThBgl1, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-β-fucopiranosídeo. 

 

 

 
Figura 31 - Cinética enzimática para ThBgl2, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-β-fucopiranosídeo. 
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 Utilizando-se p-nitrofenil-β-galactopiranosídeo como substrato, foram obtidas 

as curvas de cinética enzimática para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, que são 

apresentadas nas Figuras 32 e 33, respectivamente. Ambas as curvas foram 

ajustadas ao modelo de Michaelis-Menten (Equação 1). 

 

 

 
Figura 32 - Cinética enzimática para ThBgl1, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-β-

galactopiranosídeo. 
 

 

 
Figura 33 - Cinética enzimática para ThBgl2, utilizando-se o substrato p-nitrofenil-β-

galactopiranosídeo. 
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 Utilizando-se celobiose como substrato, foram obtidas as curvas de 

cinética enzimática para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, que são apresentadas 

nas Figuras 34 e 35, respectivamente. Ambas as curvas foram ajustadas ao 

modelo de Michaelis-Menten (Equação 1). 

 

 
Figura 34 - Cinética enzimática para ThBgl1, utilizando-se o substrato celobiose. 

 

 

 
Figura 35 - Cinética enzimática para ThBgl2, utilizando-se o substrato celobiose. 
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 A Tabela 3 traz os resultados dos parâmetros cinéticos para as enzimas 

ThBgl1 e ThBgl2 obtidos a partir dessas curvas. 

 

Tabela 3 – Parâmetros cinéticos para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2. 
  Celobiose  p-nitrofenil -β-

fucopiranosídeo  
p-nitrofenil -β-

galactopiranosídeo  
pNPG 

 

 

ThBgl1  

kcat (s
-1) 50±1 86±4 3,19±0,04 4,6±0,2 

KM (mM) 1,8±0,2 9,2±0,8 9,4±0,4 0,60±0,07  

kcat/KM 28±3 9,3±0,9 0,34±0,01 8±1 

kcat/KM 
(relativos) 

100 33 1 29 

Ki (mM) ---- ---- ---- 75±16 

 

 

ThBgl2  

kcat (s
-1) 1,71±0,02 0,73±0,02 0,355±0,007 4,6±0,4 

KM (mM) 7,6±0,4 0,29±0,03 16,5±0,9 3,4±0,4 

kcat/KM 0,22±0,01 2,5±0,2 0,022±0,001 1,4±0,2 

kcat/KM 
(relativos) 

9 100 0,9 56 

Ki (mM) ---- 39±6 ---- 18±3 

 

 

 Esses resultados mostram que ThBgl1 tem maior preferência (especificidade) 

por celobiose, enquanto na ThBgl2 a celobiose é um substrato com baixa 

especificidade. Na ThBgl2 a especificidade é maior por fucosídeos. 

 Os dados descritos mostram que ThBgl1 e ThBgl2 são diferentes quanto a 

especificidade pelo substrato. Esses dados indicam que ThBgl1 e ThBgl2 são 

diferentes na região de ligação do glicone (subsítio -1) e do aglicone (subsítios +1, 

+2, etc). Essas diferenças no sítio ativo indicam que essas enzimas podem 

desempenhar funções diferentes no organismo de origem. 

 Podemos perceber que, em algumas curvas indicadas anteriormente (Figuras 

28, 29 e 31), há uma queda na velocidade nas concentrações maiores de substrato. 

Como para algumas β-glicosidases existe a ocorrência de reações de 

transglicosilação em altas concentrações de substrato, foi feito um ensaio de 

atividade enzimática utilizando as enzimas ThBgl1 e ThBgl2 e altas concentrações 
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de pNPG (20 e 25 mM). Ao final este ensaio foi dividido em dois, no qual em uma 

metade foi detectada glicose e, na outra, p-nitrofenolato. 

 As Figuras 36 e 37 trazem os resultados obtidos para análise da ocorrência 

de transglicosilação (produto liberado versus tempo de reação), utilizando-se 20 e 25 

mM de pNPG, respectivamente, para as enzimas ThBgl1 (1) e ThBgl2 (2). 

 

 

 
Figura 36 - Possível ocorrência de transglicosilação catalisada pelas β-glicosidases ThBgl1 (1) e 

ThBgl2 (2) utilizando-se 20 mM de pNPG. 
 

 

 
Figura 37 - Possível ocorrência de transglicosilação catalisada pelas β-glicosidases ThBgl1 (1) e 

ThBgl2 (2) utilizando-se 25 mM de pNPG. 
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 A Figura 38 traz um esquema representativo das vias de hidrólise e 

transglicosilação catalisadas por uma β-glicosidase. 

 

 
Figura 38 - Via esquemática de reações de hidrólise e de transglicosilação catalisadas por β-

glicosidases. 1 – hidrólise; 2 - transglicosilação (FRUTUOSO, MARANA, 2013). 
 

 

 Na Figura 38 a enzima livre (E) liga-se ao substrato pNPG (S) formando o 

complexo enzima-substrato (ES), o qual origina o covalente intermediário (E-G) com 

a concomitante saída do primeiro produto (P), representado pelo p-nitrofenol. O 

ataque de uma molécula de água em E-G (enzima covalentemente ligada à glicose) 

caracteriza a hidrólise (rota 1) enquanto que o ataque por um segundo substrato 

(também chamado aceptor) define a transglicosilação (rota 2). Por esse esquema, 

observa-se que se a enzima seguir hidrólise ou transglicosilação, em ambos, há a 

formação de uma molécula de p-nitrofenol. Portanto, a velocidade de formação 

desse composto é uma somatória das velocidades de hidrólise e de 

transglicosilação. 

 A partir dos resultados das Figuras 36 e 37, observa-se que a velocidade de 

formação de p-nitrofenolato é maior que a de glicose, em todos os casos, sendo que 

caso essas β-glicosidases só seguissem a rota de hidrólise, a cada molécula de 

substrato hidrolisada seria formada uma molécula de glicose e uma de p-nitrofenol, 

e, portanto, as velocidades de formação de ambos produtos deveriam ser iguais. 

Isso indica que além da rota de hidrólise, as β-glicosidases podem seguir a rota de 

transglicosilação. Além disso, ao aumentar a concentração de substrato (pNPG), a 

velocidade de formação de p-nitrofenolato e glicose ficam cada vez mais distintas, 

indicando que quanto maior a concentração de substrato, maior a tendência das 

enzimas de seguir a rota de transglicosilação. 

 Comparando-se as velocidades de formação de diferentes produtos para uma 

mesma enzima é possível estimar as velocidades da reação de hidrólise e de 

1  

Km
1  

Km
2 

2  
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transglicosilação. Assim, para a enzima ThBgl1, em presença de pNPG 20 mM, 

temos: 

VpNPG = VH + VT 

2,7 = 0,67 + VT 

VT = 2,03 nmom/min 

 

 Logo, a velocidade de hidrólise (VH) é cerca de 3 vezes menor que a de 

transglicosilação (VT), considerando-se a mesma concentração de substrato. 

 Realizando-se o mesmo cálculo para ThBgl2, na mesma concentração de 

substrato, temos que a velocidade de hidrólise é cerca de 4 vezes maior que a de 

transglicosilação.  

 Quando aumentamos a concentração de substrato para 25 mM, a diferença 

entre as enzimas ThBgl1 e ThBgl2 continua clara. Para ThBgl1 temos VT = 0,6 

nmol/min e VH = 0,1 nmol/min e para ThBgl2 temos VT = 1,4 nmol/min e VH = 1,4 

nmol/min. Logo, para ThBgl1 a velocidade de hidrólise é 6 vezes menor que a 

transglicosilação, enquanto que para ThBgl2 as velocidades são iguais.  

 Assim, após verificar a ocorrência de transglicosilação pelas enzimas ThBgl1 

e ThBgl2, foi realizada uma nova cinética utilizando-se o substrato pNPG em 

diversas concentrações e, dessa vez, foi acompanhada a formação de p-

nitrofenolato e de glicose em cada uma das concentrações. As Figuras 39 e 40 

trazem o resultado dessa análise. 

 

 
Figura 39 - Velocidade de formação de p-nitrofenolato (em vermelho) e de glicose (em preto) pela 

enzima ThBgl1. 
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Figura 40 - Velocidade de formação de p-nitrofenolato (em vermelho) e de glicose (em preto) pela 

enzima ThBgl2. 
 

 

 Em ambos os casos podemos perceber que, em altas concentrações de 

substrato, há uma maior formação de p-nitrofenolato do que glicose, reforçando a 

ocorrência de reação de transglicosilação. 

 A fim de descobrir as funções %H e %T, foi determinada a variação de V (p-

nitro) em relação a V (glicose) versus a concentração de substrato. Como a 

formação de glicose só ocorre se a enzima seguir a rota de hidrólise, enquanto que 

o p-nitrofenolato é formado tanto na hidrólise quanto na transglicosilação (esquema 

da Figura 38), temos que: 

 

V (p-nitro) = V (hidrólise) + V (transglicosilação) 

V (glicose) = V (hidrólise) 

 

ou seja, a velocidade de formação de glicose é a velocidade de hidrólise. Portanto: 

  

 

                                                                                                                                            

 

 (Equação 6) 

  

                                                                                   (Equação 7) 
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 Desta forma, como os valores da velocidade de formação de p-nitrofenolato e 

de glicose são determinados, através da razão entre eles é possível determinar a 

porcentagem de β-glicosidase seguindo a rota de hidrólise (%H). Assumindo-se que 

a enzima que não está seguindo a rota de hidrólise segue a rota de 

transglicosilação, a porcentagem de β-glicosidase seguindo esta segunda via (%T) 

também foi determinado. Portanto, feitos esses cálculos para cada concentração de 

substrato tem-se as funções %H e %T mencionadas nas Equações 3 e 4 

(FRUTUOSO, MARANA, 2013). 

 Os resultados obtidos para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2 encontram-se nas 

Figuras 41 e 42, respectivamente. 
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Figura 41 - % da enzima ThBgl1 seguindo as rotas de hidrólise e transglicosilação. 

 

 

 
Figura 42 - % da enzima ThBgl2 seguindo as rotas de hidrólise e transglicosilação. 
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 Através das Figuras 41 e 42, podemos observar que em baixas 

concentrações de substrato, a via majoritária de catálise para as enzimas ThBgl1 e 

ThBgl2 é a hidrólise. Conforme a concentração de substrato aumenta, a 

porcentagem de enzimas seguindo a via de transglicosilação aumenta para ambas 

β-glicosidases. No entanto, para a ThBgl1 ocorre uma inversão, e a via 

preponderante de catálise passa a ser a de transglicosilação em concentrações 

maiores que 16 mM de substrato. Isso é indicativo de que a ThBgl1 é uma β-

glicosidase com função transglicosiladora. 

 Para ajustar as curvas de velocidade de formação de p-nitrofenolato e de 

glicose em função da concentração de substrato, foram utilizadas as Equações 8 e 

9, que são uma junção entre as equações 3 e 4, e 6 e 7. 

 

 

 

                                                                                                                        (Equação 8) 

 

 

 

 

 

 

(Equação 9) 

  

 Nas Equações 8 e 9, observa-se que existe um termo V(p-nitro)/V(glicose). 

Esse termo não é um valor constante, e sim uma função. Desta forma, para ajuste 

dos dados, gráficos de V(p-nitro)/V(glicose) versus [S] foram feitos para ThBgl1 

(Figura 43) e ThBgl2 (Figura 44). A curva obtida para a ThBgl1 se ajustou bem a 

uma equação polinomial de segundo grau e da ThBgl2 a uma reta. Dessa forma, 

para descrever a variação de V(p-nitro)/V(glicose) versus [S] ambas as curvas foram 

ajustadas a uma equação do segundo grau, do tipo B0 + B1[S] + B2[S]2. 
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Figura 43 - Velocidade de formação de p-nitrofenolato em relação à velocidade de formação de 

glicose em função da concentração de substrato para a enzima ThBgl1. 
 
 
 

 
Figura 44 - Velocidade de formação de p-nitrofenolato em relação à velocidade de formação de 

glicose em função da concentração de substrato para a enzima ThBgl2. 
 

 

 Com isso, essa equação de segundo grau determinada anteriormente foi 

colocada dentro das Equações 8 e 9. Assim: 

 

 

                                                                                                   (Equação 10) 
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 As curvas de formação de glicose e de p-nitrofenolato foram ajustadas no 

Origin 8.5.1 usando as Equações 10 e 11, sendo que a velocidade máxima de 

hidrólise, o KM
1 e os parâmetros B0, B1 e B2 foram ajustados para serem iguais em 

ambas as curvas (de glicose e de p-nitrofenolato). A partir desses ajustes, foram 

determinados os parâmetros cinéticos para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2, que são 

mostrados nas Figuras 45 e 46 e nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. 
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Figura 45 - V (glicose) e V (p-nitrofenolato) para a enzima ThBgl1, utilizando-se pNPG como 

substrato. 
 

 
 

Tabela 4 - Parâmetros cinéticos para a enzima ThBgl1, utilizando-se pNPG como substrato. 
 Diluição 

no 
ensaio 

 
VmH 

 
kcatH 

 
VmT 

 
kcatT 

 
Km1 

 
Km2 

ThBgl1 250x 6,97 
nmol/min 

8,8 s-1 3,56 
nmol/min 

4,5 s-1 2,9 mM 12 mM 
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Figura 46 - V (glicose) e V (p-nitrofenolato) para a enzima ThBgl2, utilizando-se pNPG como 

substrato. 
 

 

Tabela 5 - Parâmetros cinéticos para a enzima ThBgl2, utilizando-se pNPG como substrato. 
 Diluição 

no 
ensaio 

 
VmH 

 
kcatH 

 
VmT 

 
kcatT 

 
Km1 

 
Km2 

ThBgl2 250x 1,62 
nmol/min 

7,4 s-1 1,11 
nmol/min 

5,1 s-1 2,45 
mM 

5,3 mM 

 

 

 A partir desses novos resultados obtidos utilizando-se pNPG como substrato, 

podemos perceber que as medidas de velocidade mostram que à medida que 

cresce a concentração de substrato, aumenta a população de enzimas que seguem 

a rota de transglicosilação (para as enzimas ThBgl1 e ThBgl2).  

 Comparando as rotas de transglicosilação e hidrólise para uma mesma 

enzima, nota-se que no caso da enzima ThBgl1 como kcatT é menor que kcatH (1,9x) 

e a população de enzimas transglicosilando aumenta, ocorre uma queda na 

velocidade de produção de p-nitrofenolato. Em suma, a maior parte destas enzimas 

está seguindo por uma rota “mais lenta”. No caso das enzimas ThBgl2, esse efeito é 

muito menos evidente, pois kcatT não é tão menor que kcatH e a população de 

enzimas seguindo a rota de transglicosilação não é muito maior que aquela 

seguindo a rota de hidrólise. Deste modo, não há efeito tão grande de redução na 

produção de p-nitrofenolato. 
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 É interessante notar que Km
2 da enzima ThBgl1 é maior que o Km

2 da enzima 

ThBgl2. Porém, a população de ThBgl1 que segue a rota de transglicosilação é 

maior que a população de ThBgl2 (Figuras 45 e 46). Isso sugere que a probabilidade 

de seguir pela rota de transglicosilação não depende exclusivamente do 

preenchimento do sítio de ligação do segundo substrato, pois caso fosse este o fator 

limitante o preenchimento seria sempre maior em qualquer concentração de 

substrato para ThBgl2 e assim essa enzima teria maior tendência de seguir para 

transglicosilação. Naturalmente a ligação do segundo substrato é essencial para 

ocorrência da transglicosilação, mas não basta apenas este evento. 

 É provável que o fator que determina a população de enzimas que segue pela 

rota de transglicosilação seja a entrada/ligação da molécula de água “catalítica” no 

sítio ativo (molécula de água que participa na hidrólise do intermediário covalente). 

 Resíduos hidrofóbicos e volumosos, quando presentes no canal pelo qual a 

água entra no sítio ativo, reduzem a probabilidade de sua ligação e passagem 

(FRUTUOSO, MARANA, 2013). Desta forma, em altas concentrações de substrato, 

a enzima que em geral utilizaria uma molécula de água para hidrolisar a glicose 

covalentemente ligada no sítio ativo (intermediário covalente), tem uma maior 

probabilidade de substituí-la por um novo substrato, fazendo a reação de 

transglicosilação. 

 A enzima ThBgl1 tem uma fenilalanina no canal da água catalítica, enquanto 

a enzima ThBgl2 tem uma asparagina. Como a fenilalanina é volumosa e 

hidrofóbica, ThBgl1 pode ter maior tendência de transglicosilar. Essa hipótese 

parece ser corroborada pelos resultados obtidos pela produção de glicose em 

velocidade muito menor por esta enzima (resultado que indica maior atividade de 

transglicosilação). 

 
 

5.8. Ensaios com diversos inibidores 

 

 Os resultados das inibições são mostradas nas Figuras 47 e 48, para as 

enzimas ThBgl1 e ThBgl2, respectivamente. 
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Figura 47 -  Efeito de inibidores na atividade enzimática de ThBgl1. (1) celobiose (32 mM); (2) 

celobiose (14 mM); (3) celotriose (14 mM); (4) celotetraose (14 mM); (5) hexil-β-glucopiranosídeo (14 
mM); (6) octil-β-glucopiranosídeo (14 mM); (7) fenil-β-glucopiranosídeo (14 mM); (8) metil-β-

glucopiranosídeo (14 mM); (9) Tris (14 mM). 
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Figura 48 - Efeito de inibidores na atividade enzimática de ThBgl2. (1) celobiose (32 mM); (2) 
celobiose (14 mM); (3) celotriose (14 mM); (4) celotetraose (14 mM); (5) hexil-β-glucopiranosídeo (14 

mM); (6) octil-β-glucopiranosídeo (14 mM); (7) fenil-β-glucopiranosídeo (14 mM); (8) metil-β-
glucopiranosídeo (14 mM); (9) Tris (14 mM). 
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(3) (4) 

(5) (6) 
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 As diferenças de velocidade na presença e ausência de um mesmo inibidor, 

sugerem que celodextrinas sejam inibidores mais efetivos da enzima ThBgl1. Por 

outro lado, fenil-β-glucopiranosídeo talvez seja um inibidor mais efetivo da enzima 

ThBgl2. Estas diferenças, se confirmadas através de medidas de Ki, podem sugerir 

diferenças na região de ligação do aglicone (subsítios +1, +2, +3, etc...). Estas 

diferenças podem ser em forma, abertura, extensão e composição de resíduos. 

Esses dados estão de acordo com os resultados de cinética apresentados na Tabela 

3, em que observa-se que ThBgl1 se liga bem a substratos do tipo celodextrinas, 

enquanto que ThBgl2 não se liga tão bem a esse substrato. Isso indica que essas β-

glicosidases podem ter diferentes papéis biológicos. 

 Embora alinhamentos de sequência primária possam revelar algumas dessas 

diferenças, um alinhamento estrutural será muito mais efetivo e informativo. Nesta 

linha de comparação, a determinação da estrutura destas duas β-glicosidases em 

complexo com celobiose ou outra celodextrina seria interessante, algo que será 

realizado nos estudos futuros. 

 

5.9. Espalhamento de Raios-X a Baixo Ângulo (SAXS) 

 

 A interpretação dos dados de SAXS permite uma análise detalhada da 

estrutura global de proteínas. Com o SAXS é possível inúmeras determinações, tais 

como informações sobre o raio de giro (Rg), que corresponde à distância quadrática 

média dos elétrons relativa a posição do centro de massa da molécula, sendo uma 

medida global do tamanho e formato do complexo molecular; podemos obter 

também a função de distribuição de distâncias p(r) que nos permite inferir sobre o 

formato do envelope da enzima em solução; o diâmetro máximo (Dmáx), que 

corresponde à maior distância interna que tem na proteína em solução;  fazer uma 

predição de estruturas quaternárias em oligômeros, e, também, a visualização de 

processos de enovelamento e desenovelamento protéico (SVERGUN; KOCH, 2003).  

 Com relação à enzima ThBgl1, as curvas de espalhamento dessa enzima 

(subtraído o espalhamento do tampão), nas três concentrações do experimento, 

foram sobrepostas, demonstrando que não havia efeito de concentração nas 

amostras, ou seja, qualquer uma das amostras poderia ser usada para gerar 
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modelos. Foi utilizada a curva 6 mg/mL. A amostra não demonstrou sofrer efeito pela 

radiação, considerando o tempo de 300 segundos total de exposição. 

 Na Figura 49 encontra-se a curva de espalhamento experimental da proteína 

ThBgl1 (a 6mg/mL, em tampão 50 mM Tris pH 8,0 e 150 mM NaCl), a curva do 

modelo gerado no programa Dammin (SVERGUN, 2010) e a curva de espalhamento 

a baixo ângulo simulado para a estrutura de alta resolução da homóloga de maior 

identidade sequencial (pdb id. 3AHY). 
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Figura 49 - Curvas de espalhamento para a enzima ThBgl1. 
 

 

 No gráfico principal encontram-se as curvas do espalhamento experimental 

(círculos com barras de erro), do modelo gerado no programa Dammin (SVERGUN, 

1999) (linha rosa) e da estrutura de alta resolução da homóloga de maior identidade 

sequencial (pdb 3AHY) (linha em ciano). O quadro do canto superior direito 

apresenta um anexo com a região inicial da curva experimental, a região de Guinier, 

de onde pode ser extraído o Rg (raio de giro) experimental da molécula pela 

aproximação de Guinier (Equação 5). 
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Através da curva experimental extrapolada para valor de q nulo no programa 

Gnom (SVERGUN, 1992), e considerando um valor de qmax de 0,2 Å-1 (valor 

desprovido do efeito da flexibilidade da molécula) (GLATTER; KRATKY, 1982), foi 

possível estimar uma massa molecular de 84,4 kDa para a proteína ThBgl1 de 

Trichoderma harzianum (Figura 50). Considerando a massa do monômero sendo 

aproximadamente 53kDa, a proteína em estudo se apresenta em solução como um 

dímero, segundo calculado pelo programa SAXS MoW (SVERGUN, 1992). 

 

 
Figura 50 - Interface do programa SAXS MoW mostrando as curvas de saída (.out) do programa 

Gnom, e seus resultados para a estimativa da massa molecular da enzima ThBgl1. 
 

 No programa Gnom (SVERGUN, 1992), e pelo método da Transformada 

Inversa de Fourier, foi gerada a curva de distribuição de distâncias p(r) (Figura 51). 

Através dela, podemos prever o formato alongado do envelope molecular, que se 

confirma com a geração do modelo ab initio ao final do processo.  
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Figura 51 - Curva de distribuição de distâncias, para os dados experimentais da enzima ThBgl1. 

 

A partir da curva de espalhamento foram gerados modelos ab initio do 

envelope da proteína pelo programa Dammin (SVERGUN, 1999). O resultado obtido 

após a média de 10 modelos é mostrado na Figura 52, alinhado pelo programa 

SUPCOMB (SVERGUN, 1999) com a estrutura tridimensional de alta resolução da 

homóloga de mais alta identidade sequencial. 

 
 

 
Figura 52 - Modelo ab initio para o envelope molecular da proteína ThBgl1 alinhado com a estrutura 

de alta resolução de sua homóloga de mais alta identidade sequencial (pdb 3AHY). 
 

Apesar de em algumas regiões na sobreposição mostrada na Figura 50, o 

dímero cristalográfico ultrapassar os limites do envelope gerado por SAXS, deve 

ficar claro que os monômeros utilizados na sobreposição estavam presos às 

coordenadas de uma rede cristalográfica, ou seja, na realidade (em solução), os 
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monômeros reais da proteína ThBgl1 podem se arranjar mais próximos um do outro, 

já que essa interface dimérica apresenta várias regiões de loops e alças. 

Pelo Gnom (SVERGUN, 1992) foram obtidos os valores de Rg e Dmax. A 

Tabela 6 traz os parâmetros estruturais derivados das curvas de ajustes. 

 
 

Tabela 6 - Parâmetros estruturais da enzima ThBgl1, obtidos por SAXS. 
 Experimental  DAMǂ 3AHY$ 

Rg(Å) (29,69 ± 0,01) 
(Guinier) 

(30,5 ± 0,2) 
(Gnom) 

30,40 35,62 

Dmáx(Å) 93 ± 1 93 105,0 
MM(KDa) 53 - - 

χ - 1,510 6,067 
Resolução €(Å) 28,55 - - 

 ǂ DAM , parâmetros do modelo de átomos Dummy calculado no programa Dammin 

 $ Estrutura de alta resolução obtida por difração de raios-x em monocristal 
 € Resolução:2π/qmáx 

 

 

 Podemos concluir então que a proteína ThBgl1 se apresenta como dímero em 

solução, como pode ser comprovado pela geração de um modelo de baixa resolução 

condizente com os dados experimentais, além da sobreposição desse modelo com a 

estrutura dimérica de sua homóloga de mais alta identidade sequencial (90%). O 

valor da resolução obtido por essa técnica é relativamente alto, mesmo para esse 

tipo de experimento, devido à necessidade de exclusão de alguns pontos finais da 

curva experimental bruta (pontos ruidosos no alto ângulo), porém isso não 

prejudicou as análises realizadas e as conclusões obtidas. 

 

5.10. Ensaios de Cristalização 

 

 A análise da triagem de condições de cristalização, 48 horas após a 

montagem das placas, para a proteína ThBgl1, indicou o aparecimento de cristais na 

seguinte condição: Kit Comercial: Index (condição G12): 0,2 M de cloreto de 

magnésio hexahidratado, 0,1 M Hepes pH 7,5 e 25% de PEG 3350. A Figura 53 traz 

a imagem do cristal obtido e coletado para a proteína ThBgl1. 
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Figura 53 - Cristal obtido para a proteína ThBgl1. 

 

 O cristal era visivelmente bem formado e se mostrou em tamanho adequado 

para experimentos de difração de raios-X. Mesmo assim, a condição foi otimizada 

para tentativa de uma melhor resolução. 

 Para a proteína ThBgl2, foi obtido cristal na seguinte condição: Kit Comercial 

PEG I (condição C10): 0,1 M MES pH 6,5 e 25% de PEG 8000. A Figura 54 traz a 

imagem do cristal obtido e coletado em nosso laboratório. 

  

 
Figura 54 - Cristal obtido para a proteína ThBgl2 

 

5.10.1. Coleta e Processamento de Dados de Difração  de Raios-X 

 

 Os experimentos de coleta e processamento de dados foram feitos em 

colaboração com o Profº. Drº. João Renato C. Muniz e de sua aluna de mestrado 

Mariana Z. T. de Lima, pertencentes ao mesmo grupo de pesquisa no qual este 
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projeto teve andamento. Vários cristais da proteína ThBgl1 e apenas um cristal da 

proteína ThBgl2 foram testados, sempre em temperatura criogênica (100 K), 

crioprotegidos com a adição de etileno glicol 15% (v/v) à solução de cristalização 

quando necessária a adição de agentes crioprotetores. 

 Os conjuntos de dados de difração de raios-X para a proteína ThBgl1, 

utilizados posteriormente para obtenção dos modelos estruturais, foram coletados na 

linha de cristalografia de proteínas MX-2, no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron 

(LNLS, Campinas, Brasil) e também em nosso laboratório (melhor resolução). Já a 

proteína ThBgl2 teve seu cristal coletado em nosso laboratório, no Bruker-APEX 

DUO. Os cristais apresentaram padrões de difração bem definidos, aparentemente 

com ausência de sobreposição de pontos ou overlaps (Figura 55). O padrão de 

difração mostrado na Figura 55 pertence ao cristal mostrado nas Figuras 53 e 54, 

para as proteínas ThBgl1 (A) e ThBgl2 (B). 

 

 
Figura 55 - Padrões de difração para os cristais das β-glicosidases (A) ThBgl1 e (B) ThBgl2. 

 
 A autoindexação das primeiras imagens e as estratégias de coleta foram 

realizadas no programa iMOSFLM (LESLIE, 1999), no qual o ângulo de rotação 

estimado que não gerava overlaps foi de 0,5º. Além disso, a estratégia realizada 

apresentava o número de imagens a ser coletado que renderia completeza 

suficiente de acordo com os grupos espaciais apresentados pelos cristais 

(especificados na Tabela 7). Valores aproximados dos parâmetros de célula (a, b, c, 

α, β e γ) e a orientação para o cristal também foram determinados (Tabela 7). Além 

disso, foi feita a integração das imagens de difração e o refinamento desses 

(A)  (B) 
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parâmetros. O escalonamento dos dados foi realizado com o programa Scala 

(CCP4) (COLLABORATIVE..., 1994). Os parâmetros e estatísticas dos conjuntos de 

dados encontram-se na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Parâmetros e estatísticas da coleta, processamento e refinamento dos dados 
cristalográficos das proteínas ThBgl1 e ThBgl2. 

Parâmetros ThBgl1 ThBgl2 

Grupo espacial P212121 P212121 

Moléculas na unidade 

assimétrica 

2 1 

Parâmetros da célula 

unitária (Å) 

a  

b  

c  

 

 

94,9 

97,7 

106,2 

 

 

57,5 

78,1 

100,3 

Intervalo de resolução (Å) 71,92 – 2,59 (2,69 – 2.59) 61,64 – 1,97 (2,04 – 1,97) 

Número de imagens 623 1176 

∆φ (º) 0,5 0,5 

Número de reflexões 31201 (3016) 32663 (3212) 

Multiplicidade 2,2 4,5 

Completeza (%) 99,7 (97,5) 100,0 (100,00) 

Rmerge 0,54 0,50 

<I>/<σ(I)> 8,3 (2,2) 8,7 (3,1) 

 

 

 O número de moléculas presentes na unidade assimétrica foi estimado 

utilizando-se o programa Matthews_coeff (CCP4) (COLLABORATIVE..., 1994), que 

faz uso da metodologia proposta por Matthews (MATTHEWS, 1968), considerando a 

massa molecular de cada monômero sendo aproximadamente 50 kDa. Essa análise 

resultou na presença de duas moléculas da proteína ThBgl1 na unidade assimétrica 

do cristal e de apenas uma molécula da proteína ThBgl2 na unidade assimétrica. 
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5.10.2. Determinação das estruturas cristalográfica s 

 

 Para a recuperação das fases aplicou-se a técnica de substituição molecular 

através do programa Phaser (MCCOY, 2007), disponível no pacote de programas 

cristalográficos CCP4 (COLLABORATIVE..., 1994). Os modelos empregados para 

resolução das estruturas foram as estruturas homólogas de maior identidade da β-

glicosidase 2 de Trichoderma reesei depositadas no banco de dados PDB (3AHY). 

Após escolha da solução correta (melhor estatística e ajuste), o empacotamento 

cristalino das moléculas foi manualmente inspecionado. 

 Após esse passo, iniciou-se o processo de refinamento utilizando o programa 

Phenix (ADAMS, 2010). Vários ciclos de refinamento no espaço real (modificações 

manuais do modelo, através da inspeção dos mapas de densidade eletrônica 

utilizando o programa gráfico Coot (EMSLEY et al., 2010)), alternados com cálculos 

intermediários entre os espaços real e recíproco para refinamento de posições 

atômicas, restrições geométricas e de contato, refinamento de fator de temperatura 

individual para todos os átomos, foram realizados com os conjuntos de dados. O 

monitoramento da concordância do modelo com os dados experimentais foi 

conduzido através da análise da variação do fator Rfactor, juntamente com o fator 

Rfree.  

 Foi utilizado na análise a visualização e sobreposição das imagens de alta 

resolução geradas pelo programa PYMOL (Delano Scientific LLC). As Figuras 56 e 

57 apresentam os modelos de alta resolução gerados para as proteínas ThBgl1 e 

ThBgl2, respectivamente. Nestas figuras podemos perceber a presença do barril tim 

(α/β)8.  
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Figura 56 - Estrutura de alta resolução da β-glicosidase de Trichoderma harzianum (ThBgl1). 

 

 
 

 
Figura 57 - Estrutura de alta resolução da β-glicosidase de Trichoderma harzianum (ThBgl2). 
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 Na Figura 56, a forma dimérica globular corrobora o modelo ab initio de baixa 

resolução obtido por SAXS (Figura 52). Além disso, os modelos de alta resolução 

para as proteínas ThBgl1 e ThBgl2 condizem com as predições de barril tim 

característico das hidrolases de glicosídeos da família 1. 

 Sabe-se que na rede cristalina a estrutura da molécula pode não obedecer ao 

formato adquirido em solução, pois a flexibilidade, mobilidade e temperatura são 

parâmetros que podem influenciar para uma possível alteração (SVERGUN; KOCH, 

2003). 

 A Figura 58 traz a sobreposição das imagens geradas para as enzimas 

ThBgl1 e ThBgl2. 

 

 

 
Figura 58 – Sobreposição das estruturas dos monômeros de alta resolução das enzimas ThBgl1 e 

ThBgl2. 

 

 A sobreposição das estruturas revela pequenas diferenças no enovelamento, 

com o RMSD da sobreposição sendo de 0,731 Å, o qual é utilizado para estimar os 

desvios médios da estrutura da proteína em relação à estrutura referência (no caso 

a estrutura de referência utilizada foi a da homóloga de mais alta identidade 

sequencial). Portanto, pode-se afirmar que há resíduos de aminoácidos que são 

alterados entre as duas proteínas por pressão evolutiva. Entretanto, os resíduos que 
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se conservam entre elas permitem que se mantenha o enovelamento geral da 

molécula. Análises mais detalhadas do posicionamento de cadeias laterais de 

aminoácidos estão sendo realizadas para verificar a influência desses resíduos não 

conservados e, assim, gerar um conhecimento maior de características e 

peculiaridades dessas proteínas presentes no mesmo organismo. 

  

6. Conclusões 

 

 Foi realizada a caracterização bioquímica e estrutural de duas β-glicosidases 

do fungo Trichoderma harzianum. As enzimas foram caracterizadas quanto ao seu 

peso molecular, ponto isoelétrico, estado oligomérico e suas características 

cinéticas. Além disso, foi possível identificar a ocorrência de transglicosilação 

catalisada por essas enzimas e que sua arquitetura modular é composta por um 

barril tim (α/β)8 típico das hidrolases de glicosídeos da família 1. Entretanto, ainda 

não foi possível entender o motivo pelo qual um mesmo fungo possui duas enzimas 

com características tão similares entre si. Claramente, mais estudos bioquímicos são 

necessários para entender essa questão e o mecanismo de ação dessas enzimas, 

coordenação de cofatores, mapeamento do sítio ativo, entre outros.  

 

7. Perspectivas 

 

 A partir dos resultados obtidos e concernente às discussões feitas neste 

trabalho, são geradas perspectivas de novos experimentos e pesquisas futuras 

como, por exemplo: 

 - o motivo pelo qual um mesmo fungo possui duas β-glicosidases e qual a 

atuação das mesmas no organismo do Trichoderma harzianum; 

 - Mutagênese; 

 - Sacarificação simultânea; 

 - Ensaios de desnaturação térmica por CD; 

 - Analisar e comparar efeitos na atividade enzimática específica para 

diferentes concentrações de íons; 

 - Cristalização das proteínas na presença de substratos. 
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