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INTRODUGCAO -

Os priméiros estudos que evidenciaram a décompoSi
cao da celulose por agehtes biongicos foram realizadOs-
por MITSCHERLICH em 1850 48 Ele verificou que a parte ce-
luldésica do tecido da batata era destruida sob certas con=
dicoes laboratoriais definidas e responsabilizou a mudan-
‘ca na estrutura devido & agdo de certos vibrides encontra
dos nos "substratos" das batatas. ' '

58 . s .
"~ foi o primeiro a associar a for

POPOFF em 1875
Magao”. do metano com a fermentacgao da.celuloSe. Suas ex-
_periéncias revelaram a temperatura Otima para a réagéo,'.o-’
"efeito dos antissépticos bem como alguns.conhecimentos dos

produtos da decomposicao gasosa.

Desde os estudos de HARTIG eﬁ 1878 32;‘grande im-
portancia tem sido dada a degradagdo da celulose = pelos”

pequenos grupos de basidiomicetos chamados Agaricales e pe.

'1los numerosos grupos dos ascomicetos tals como a Daldinia

e Xilaria.

A mais simples definigao de celulase pode ser ex-

'pressa como um sistema de enzimas, o qual & capaz de hidro

!llzar polimeros de celulose altamente cristalina em aguca-.
;res suf1c1entemente pequenos que possam penetrar “através
das paredes celulares de microorganismos. Tal definicgao e,
contudo, nao apllcavel a muitas enzimas espec1f1cas que so.
‘hldrollzam a celulose parc1almente degradada ou derivados
‘soluvels, .. pelos. componentes  enzimaticos isola
dos dos meios de cultivo. Mas 'estes componentes nao podem
ser considerados como um "81stema de celulase" por nao se-
rem capazes de degradar a celulose altamente ordenada mes-

R ~ . ; . .25
.mo na ausencia de lignina .

V-

1 'SAUNDERS et a163 emf1948, descreveram um. método




de preparagéo de enzimas do fungo Myrothecium verrucaria .

A enzima possuia uma temperatura otima - de 40°C e pH oOtimo
de 5,5 quando o substrato era o algodao. Era inativada . ra-
pldamente a temperatura acima de 50°C e em pH com valores
fora da falxa de 5,0 a 9,0. ) pr1nc1pal produto da hldr011 
se da celulose pelas enzimas deste fungo era a glucose.

 O modo de agdo do sistema celuldlitico sobre a ce

lulose nativa tem sido objeto de estudo dé um. grande nime

" ro de pesqulsadores comegando com a hipotese orlglnal suge
rida por REESE et al60 em 1950. Eles verificaram que a ha-
bilidade dos microorganismos em utilizar a celulose nativa

como substrato era muito relativa e postularam que a celu-
lase que presumivelmente convertia a celulose nativa em a-

. ' : . ! . . |
gucares, consistia em pelo menos dois sistemas:

‘Celulose C, Cadeias Lineares  Cx_ Moléculas pequenas e
Nativa —> Curtas de poliaf_f‘__9 e soluveis, capazes de
o ‘nldroglucose S se difundirem na célula

Organlsmos nao celulolltlcos

" Organismos celuloliticos

A maioria dOS‘trabthos publicados tem sido'basea

do na sequen01a bloqulmlca da hidrolise da celulose pelas

en21mas extracelu]ares produ21das pelo Tr1choderma v1r1de.

o _*EStddandofo sistema celuldsico do]Trichodérma’vi+“
ride, LI et al 45 em 1965 verificaram que éste sistema era..

um s1stema celula51co verdadelro que era capaz ‘de conver-

|
ter derivados crlstallnos e amorfos da” celulose em glucoce.

0Os ‘dados obtidos por eles estabele01am que o sistema era
multlen21mat1co com tres enzimas v1tals e. dlstlntas flslca
e en21matlcamente. Os tres componentes exerciam papel es-

sencial no‘processo_de,conversao da celulose em glucose.

S )
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IWASAKT et al >/ em 1965 isolaram dois tipos dife

rentes de celulases de uma cultura de Trichoderma konin-

gii, os quais eram proteinas homogéneas pelos critérios e-
letroforéticos e por ultracentrifugagao. A celulase I pos
suia atividade sobre a celobiose mas era quase inativa so-
bre a celulose fibrosa. Por outro lado a celulase II tinha
agao sobre as ligagoes glucosidicas da celulose fibrosa.Am
bas as enzimas parecem atuar cooperativamente sobre a celu
lose fibrosa e glicol celulose (derivado de celulose soiﬁ-
vel em agua).

Os filtrados de cultura do Trichoderma koningii,
estudado por HALLIWELL em 196527
de celulose; desde a celulose tratada com acido fosfdrico

atuavam em todos os tipos

até a celulose das fibras do algod3o.

78

WOOD em 1965 trabalhando com o Fusarium ~sodla-

ni conseguiu isolar um componente Cl que diferia do compo-

nente C, do Trichoderma viride mas que se assemelhava ao

1
componente C1 do Trichoderma koningii por conter pequenas

i
\quantidades de atividade Cx. Contudo, as propriedades des-

isas atividades Cx eram diferentes para cada um deles. A a-

Fividade Cx associada ao componente Cl do Fusarium solani,
poderia ser diminuida pelo tratamento térmico enguanto que
a atividade Cx do Trichoderma koningii nao podia. A estabi
lidade térmica deste Ultimo era exatamente o mesmo que o©O
ho componente Cl e isso sugeria que a atividade Cx poderia
ser uma parte integral da enzima,cl. WOOD verificou também
que tanto os componentes Cl do F.solani e do T. koningii
tinham o mesmo volume de eluig¢ao em Sephadex G-100 e por-
ﬁanto provavelmente possuiam a mesma forma e tamanho.

\_ .
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SELBY e MAITLAND em 1967 separaram OS componen

tes do sistema celulasico do Trichoderma viride. O compo

nente C; quando sozinho nao possuia agao sobre a celobiose,
CM-celulose ou algoddo, porém em recombinagao com a éelobi
ase e carboximetilcelulase readquiria a atividade do fil
trado original.

WOOD em 1968 77

co elapborado pelo Trichoderma koningii diferia do sistema

verificou que o sistema celulasi-

elaborado pelo Trichoderma viride, examinado por SELBY e

MAITLAND 64. WOOD nao conseguiu isolar o componente Cl li-

vre de tragos de atividade de CM-celulase. Apesar de con-

ter tracgos de CM-celulase, o componente ¢y tinha pouca a-
cao sobre o algodao nativo, mas quando este era associado
com o componente Cx, em suas proporgSes originais, cerca
de 77% da atividade original sobre a celulose cristalina e
ra recuperada.

Trabalhando com um produto comercial do Trichoder
ma viride, a meicelase, OKADA et al em 1968 54 obtiveram
45’64’77.As‘ tres

celulases hidrolisavam uma série de substratos incluindo di

tres componentes celulasicos como LI et al

versos celooligossacarideos, CMC e varias celuloses insolg
veis tais como o avicel e o algodao absorvente, porém  nao
apresentava atividade sobre a celobiose e aril-g-glucosideo.
Em 1968 ROSNESS °1
tyostelium discoideum durante a morfogénese,sugeriu que as

, estudando a celulase do Dic-

celulases deste microorganismo eram produzidas em uma for-
ma inativa e que eram ativadas posteriormente no estagio
de desenvolvimento do corpo de frutificagao. A celulase do
corpo de frutificagao degradava .a celulose hidratada em
glucose em pH baixos (pH 4,5) enquanto que em pH alto (pH
?,0) o maior produto de degradagao era a celobiose e celo
triose. Através destes dados ROSNESS sugeriu que o extrato
qelulolitico continha pelo menos uma endo-celulase ou tal-

\\hi?z varias, em adigao com a B-glucosidase. ‘
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ERTKSSON e RZEDOWSKI 19 em 1969 verificaram que

as, propriedades eletroforéticas da celulase sao grandemen-

te influenciadas pelas condigoes de cultivo. Observaram que
o exemplo mais delicado & a mudanga no ponto isoelétrico da

celulase do Chrysosporium lignorum durante a cultura do or

ganismo.

ERIKSSON e RZEDOWSKI20 obtiveram tres picos de ce

lplase do meio de cultura do Chrysosporium lignorum com

fortes indicios da presenca do componente Cl.

Estudando os componentes celulasicos do Trichoder
30

ma koningii, HALLIWELL e RIAZ™ em 1970 separaram em DEAE Sephadex
dois componentes com atividade de CM - celulase e um componente .
Cl' n 1
bras de algodao, formando produtos soluveis porém sem for-

O componente C. agia muito fracamente e somente em fi-
macao de fibras curtas. A habilidade em formar fibras cur-
tas parecia estar confinado quase que totalmente a um dos
componentes de CM-celulase o qual degradava totalmente o
algodao, no minimo a produtos soliveis e extensivamente a
fibras curtas. Os dois componentes de CM-celulase solubili
zavam a celulose sinergisticamente enquanto que o componen
te C, era inibidora(cl do Reese).

SAMPATHNARAJANAN =~ e SHANMUGASUDARAM 62 em 1970 ,
estudando a inibigdao e a ativacao da celulase do Fusarium

vasinfectum ATK observou que esta enzima se assemelhava a

da Myrothecium verrucaria, a qual era suscetivel aos inibi

dores do grupo tiol, e a do Aspergillus oryzae,a qual & i

nibida pelos metais quelantes. Observaram ainda que o pré-

tratamento do filtrado de cultura do F.vasinfectum com os

metais quelantes eliminava a  infecgao em relagao aos

brotos do algodao.

Na purificagao dos componentes celulasicos do Tri

choderma koningii, WOOD e McCRAE 80 em 1972, isolaram ufj?}
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celulase que tinha pouca habilidade em atacar o CMC ou for
mas altamente crdenadas de celulose, porém degradava rapi
damente a celulose tratada com acido fosférico. A celobio
se era o principal produto da hidrdlise (97%). As fibras
de algodao desengordurado eram degradados até um limite
de 15% quando expostas a altas crncentragoes da enzima
por um periodo prolongado:- a celobiose era novamente o
principal acgucar presente no sobrenadante (96%). Celote-
traose e celohexaose eram quase que exclusivamente hidro-
lisados a celobiose. Evidencias indicaram gque a enzima e-

ra provavelmente uma 8-1,4-glucano celobiosilhidrolase.

pode ser considerada como a iniciadora do ataque a _ subs
tratos celuldsicos altamente ordenados, pois isto parece
ser mais uma caracteristica da enzima Cx do que do Cl. Ve

rificaram ainda que ambas as enzimas em associagao com a

nifestagao maxima e total da atividade celulasica.

numa concentragao de 5 x 10™4 M era suficiente para repri-
mir a sintese da celulase do Pyrenochaeta terrestris.

me trivial para a enzima que possui o nome sistematico de
l=1,4-glucano 4-glucanohidrolase E.C.3.2.1.4 . Portanto &
de consenso atual que a atividade dos diferentes componen
tes & expresso como4>: C,— atividade exo-B8-1,4- glucanase;
Cx — atividade endo 7= 1,4 - "glucanase e B-=glucosi-
dase {E.C.3.2.1.21}.

Trichoderma koningii e ao do Chrysosporium lignorum.O com

~

Os referidos autores sugerem que a enzima Cl nao

B-glucosidase devem estar presentes na solugao para a ma

6 34

HORTON e KEEN em 196 verificaram que a glucose

17

A Comissao de Enzimas define "celulase" como no-

BERGHEM e PETTERSSON 8 em 1973 verificaram que a

celulase do Trichoderma viride produzida comercialmente a

presentava o componente C1 semelhante ao componente Cl do

.

ponente Cl era provavelmente uma glicoproteina com peso
molecular de 46000, contendo 3,3% de carboidrato e ponto

isoelétrico em torno de pH 3,79 semelhante ao encontrado
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por WOOD e McCRAE 80 para o Trichoderma koningii.

IKEDA et al 38 em 1973 observaram que a enzima

comercial do Aspergillus niger possuiam atividade maxima

em pHs acidos: 2,3 a 2,5 e referiram a eles como celula -

ses acidas.

Estudando o sistema enzimatico do fungo Sporotri

chium pulverulentum na degradagao da celulcse, ERIKSSON e

PETTERSSON 21 em 1975 conseguiram obter cinco endo R-1,4-

glucanaées, no qual a relacao da atividade entre as cin
co endoglucanases no meio de cultura era de 4:1:1:1:1.Seus
pesos moleculares variavam entre 28300 a 37500 e a quanti
dade de carboidratos era entre 0 a 10.5%.

HALLIWELL 30 em 1975,verificou que o sistema mul

tienzimatico do Trichoderma koningii e Myrcthecium verru-

caria consistia de duas celulases (exo e endoglucanases)
e duas dextrinases (CM-celulase e celobiase) os quais em
conjunto sacarificavam a celulose nativa.

NAKAYAMA et al49,em 1976, estudando as celulases

do Trichoderma viride observaram que a ocorréncia da mul-

tiplicidade dos componentes celuldsicos "in vivo", pode-
ria ser o resultado de modificagoes secundarias, provavel
mente pela agdo de enzimas proteoliticas e que tais modi-

3 ~ - . . !
ficagoes secundarias poderiam estar acompanhados por pe-
1

quenas mudancas em relagdo a especificidade dos componen-

tes celulasicos pelos substratos.

BERGHEM et al 11 isolaram duas B8-1,4-glucano glu
canchidrolase de alto e baixo peso molecular,de uma prepa

racao comercial da enzima celulase do Trichoderma viride.

Os pesos moleculares encontrados foram de 12500 e 50000

+ 20000 respectivamente. A enzima de baixc peso molecular

. continha 21% de carboidrato enguanto que o de alto peso |
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molecular possuia 12% de carboidrato. Contudo, HAKANSSON

et al 27 isolaram uma endoglucanase deo Trichoderma viride

com peso molecular em torno de 20000. A enzima pura nao

continha carboidrato e o seu ponto isoelétrico foi deter-
minado como sendo em torno de pH 7,52. Este valor era de
2 a 3 unidades de pH acima dos outros valores enccntrados

para as enzimas celuloliticas do Trichoderma viride.

Recentemente KANDA et al 40 isolaram uma celula-

se do Irpex lacteus com alta atividade sobre o avicel (ce

lulose cristalina). Esta endo-celulase possuia um peso mo
lecular em torno de 56000 e 12,2% de carboidrato.Mais tar
de em 1978 42 isolaram e purificaram uma celulase do tipo

exo de preparagao comercial do Irpex lacteus,chamada dri-

selase,cujo peso molecular era em torno de 65000 e conti-
nha 2,35% de glucbse como carboidrato.
OLUTIOILA >3 em 1976, estudando o complexo enzimd

tico do Penicillium citrinum, observou a presencga de onze

componentes enzimaticos, dos quais quatro eram de altc pe
so molecular e sete de baixo peso molecular. Um dos compo

nentes possuia as caracteristicas do componente Cl'

‘ Comparandc tres diferentes celulases comerciais

e uma celulase obtida em_laboratério, GUM e BROWN 26 ob-

|
1servaram que as quatro celulases eram diferentes quanto a
' fracao glicosidica porém com a mesma cadeia polipeptidica
'com papéis idénticas na degradagao da celulose. Com base
:nesteé estudos verificaram que o contéeudo de carboidrato,
iera o principal fator que diferenciava as celobiohidrola-
:ses.

i

1 ERIKSSEN e GOKS@YRZZ

ses do Chaetomium thermophile var.‘dissitdm e mostraram

em 1977 estudaram as celula

que este fungo possuia um sistema celulasico completo que
\ consistia de dois componentes celulasicos e um componen%ilj
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de B-glucosidase (celobiase). Observaram que a carboxime

tilcelulocse tinha um efeito estabilizante sobre a enzima
pois na auséncia do substrato a enzima comegcava a se ina-
tivar em temperatura acima de 50°C. Estes resultados leva
ram os autores a concluir que o sistema celulolitico do

Chaetomium termophile var. dissitum nao era marcadamente

um fungo termofilico comparado com os fungos mesofilicos.

WOOD e McCRAE 81 demonstraram que as quatro g -

1,4-endoglucanases do Trichoderma koningii tinham grande
especificidade, mas que eram enzimas diséintas com dife -
rentes modos de agao. Os quatro componentes conse -
guiam hidrolisar com relativa facilidade a celulose trata
da com acido fosforico, CM-celulose, celotetraose e celo-
pentaose, porém nenhuma das endoglucanases conseguiu
hidrolisar a celulose do algodao quando agiam isoladamen-
te. 1

As endoglucanases II, III e IV db Trichoderma Vi
ride estudadas por SHOEMAKER e BROWN 66 eram altamente a-
tivas em degradar a carboximetilcelulose e a celulose tra

tada com acido fosfdrico. A endoglucanase III possuia pou
ca atividade sobre a celobiose mas reagia rapidamente com
a celotriose. As endoglucanases II e IV mpstravam prefe -
réncia por ligagoes glicosidicas internas dos celooligos-
sacarideos. O produto soliivel da agao inicial das endoglu
canases II e IV sobre a celulose inchada eram glucose, ce
.lobiose e celotriose. o0s quais eram graduélmente converti

.

dos em glucose e celobiose.

Durante a germinagao dos esporos do Dictyostelium

discoideum JONES et al39 em 1979 verificaram que a libe-

ragao da celulase no meio extracelular erd um processo
seletivo que requeria calor, e que ocorria 'durante o esta-
gio entumecimento da germinacao. Observaram também que a celu-

U J
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lase consistia de duas enzimas cujos pesos moleculares en-
contrados foram em torno de 136000 e 69000. Ambas tinham

respostas semelhantes a inibidores tais como os ions merci-
rios e estas observagoes indicavam que possuiam sitios ati-
vos similares. Com os dados obtidos em relagao aos inibido-
res e os valores dos pesos moleculares concluiram que as en

zimas provavelmente eram formas monoméricas e diméricas.

As celulases sao produzidas comercialmente no

Japao em grande escala. A maior parte da produgao & utiliza

‘dana indistria farmacéutica. Outros usos estao relacionados

a remogao ou amolecimento de celuloses em preparagdes ali-

mentares e nas celuloses que interferem com os ﬁrocessos de
ektragso.

POWER e COCKING >9 foram os pioneiros na utili—

zagcao de celulases na preparacao de protoplastos de

plantas. Seus primeiros proCessoshutilizavam somente a celu

lase de Myrothecium verrucaria, porém em trabalhos recentes

usaram uma combinacao de celulase e pectinase. Eles estabe-
leceram as condigdes para a fusdao reproduzivel de protoplas
tos de diferentes espécies e assim abriram um possivel cami
nho para a produgdo de hibridos de plantas que nao podem

|
ser cruzados sexualmente.

. 5
0 fungo produtor de galactose oxidase apresen
ta uma grande versatilidade bioquimica, sendo capaz de se-
' . . . . 24 .50 -
cretar ao meio enzimas hidroliticas desde gque nO meio

de cultura se acrescente oligo e polissacarideos.

Devido a grande importadncia industrial das celu
lases 23,76 oo procurou induzir a produgao de um sistema ce
lulolitico capaz de catalisar a despolimerizagao da celulo=
se. O presente trabalho estuda o sistema celulolitico secre

tado ao meio de cultura quando o fungo & crescido em dife -

£ rentes formas de celulose. , ‘
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MATERIAIS E METODOS

"l. Microorganismc.

O microorganismo utilizado foi o fungo produ-
tor de galactose oxidase gentilmente cedido pela Dra. Déa
Amaral. O fungo foi inicialmente classificado como Poly-

. . 7 . .
porus circinatus Fr. e posteriormente ccmo Dactylium den

. 52 . = . .
droides mas sua classificagcao exata continuva em dis-

~ 43
cussao .
2. Meios, condigoes de manutencao e cultivo.

O fungo foi mantido em agar Sabouraud-glucose.
ApOs crescimento em estufa a 28°C por 72 horas as amostras
foram estocadas em geladeira a 4°C. As amostras foram repi

cadas trimestralmente.

) O cultivo em meio liquido foi feito no meio
descrito por MARKUS47et al com a seguinte composig¢ao (g/1): KH2
PO4 - 9; NazHPO4 - 8; (NH4)2SO4 - 2; MgsSO,.7H,0 - 0,2; NH

4 2 4
NO3 - 0,1; MnSO4 e HZO - 0,002; CvSO,.5H,0 - 0,0025; extra

4 2
to de levedura - 1 e fontes de carbono - 2, ajustando - se

o pH d¢o meio para 5,8.

Inicialmente o fungo foi semeado neste meio mi
neral, contendo -D-glucose 0,2%. Apdos 48 horas de cresci-
mento a 28°C em agitador rotatdorio, (New Brunswick a 100
r.p.m.), uma certa quantidade de micélio foi transferidara
ra frascos de 2000 ml contendo 500 ml do meio liquido en-

riquecido com pd de celulose a 0,2%.

\_ J
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3. Crescimento do fungo.

Para a determinagao do micélio seco, nos diver
sos tempos de crescimento, foram utilizados papéis de fil-
tro com pesos conhecidos e mantidos em estufa a 60°C atée
peso constante. O micélio coletado no papel de filtro foi
filtrado e lavado com agua destilada em funil de B;chner,a
vacuo. Os papéis de filtro foram colocados novamente na es

tufa a 60°C atéd peso constante.
O peso do micélio foi calculado por diferenca.
4. Obtencgao da enzima.

Apds o crescimento do fungo no meio liquido de
MARKUS 47 contendo 0,2% de celulose (CAMAG) por 11 dias,o
meio de cultivo foi filtrado em gaze dupla e logo em sequi
da foram distribuidos em baldes apropriados para serem lio
filizados (Cryolizer Freeze Drying Apparatus - New Bruns-

wick Scientific - N.J. - U.S.A.).
a) Cromatografia em Sephadex G-100.

O material liofilizado foi suspenso em uma quan
tidade de agua destilada e colocada em uma coluna de Sepha
dex G-100 (37,5 cm x 2,7 cm) equilibrada, com tampao aceta
to 5mM pH 5,4. O material foi eluido com o mesmo tampao.
Foram coletados fragoes de 5,0 ml em um coletor (Ultrofaé
Fraction Collector L.K.B. 7000).

As fracgoes foram testadas para atividades de
f-glucosidase e CM-celulase. As fracoes que apresentavam
atividades maximas foram reunidas numa fragao e concentra-

das a vacuo a temperatura ambiente.

U _J
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b) Cromatografia por afinidade em celulose.

A fragao que apresentava atividade de CM-celu-
lase foi colocada em uma coluna de celulose (Whatmann CFl)
equilibrada com tampao fosfato 20 mM pH 6,5 31 e eluida
com o mesmo tampao. Foram coletadas fracdes de 5,0 ml. A

obtengao da enzima foi feita a temperatura ambiente.
5. Avaliagao da atividade enzimatica.

a) B —glucosidase:- o sistema de reacao conti-
nha: 1,0 pymol de celobiose, 50 umoles de tampao acetato pH
5,4 e quantidades variaveis de proteina para volume final
de 1,0 ml. O agucar liberado foi determinado pelo método
da glucose-oxidase 14. O padrao utilizado foi a D-glucose.
Incubacao por 30 minutos a 40°C.

b) CM-celulase:- o sistema de reacgao continha:
1,25 mg de carboximetilcelulose, 50 umoles de tampao aceta
to pH 5,4 e quantidades variaveis de proteina para um volu
me final de 1,0 ml. O sistema foi incubado a 40°C por 30
minutos. A liberagao dos agucares redutores foi determina-
do pelo método de SOMOGYI-NELSON>17©?
foi a D-glucose.

. 0 padrao utilizado

c) Xilanase:- Foi utilizado o mesmc sistema pa
ra a CM-celulase, substituindo-se o CMC pelo xilano. No -
controle o substrato foi adicionado apds a inativagao - da
enzima.

Em ambos os casos uma unidade foi definida co-
mo a quantidade de enzima que libera um nmol de produto por
minuto, nas condigoes do ensaio. A atividade especifica foi

expressa como unidade de enzima por mg de proteina.

6. Dosagem de proteina.

\ A dosagem de proteina das fragoes obtidas d%idj
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s A

colunas de Sephadex G-100 e celulose foi realizada pe
lo.método de LOWRY et al 2°
bovina.

tendo como padrao a albumina -

Na eletrofocalizacao a proteina foi determina-
do pelo método de WARBURG e CHRISTIAN 73, medindo-se a ab-
sorbancia ultravioleta em 260 nm e 280 nm em espectrofoto-

metro Beckmann DU-2.
7. Cromatografia do produto da hidrdlise.

A agao A-glucosidasica e CM-celuladsica sobre
a carboximetilcelulose foi analisada em pH 5,4 a 40°C du-
rante 6 horas.

O sistema de incubagao continha: 1,25 mg de
carboximetilcelulose, 50 pmoles de tampao acetato, 5,0 ug
de proteina ( B-glucosidase) , 5,8 ug de proteina (CM-celu
lase) para volume final de 1,0 ml.

As amos tras foram retiradas de hora em hcra .A
pds a incubagao a reagao foi interrompida em banho ferven-
te por 5 minutos. A mistura foi deionizada em uma coluna
de Amberlite MB-3 e eluida com agua bidestilada. Em segui-
da o eluato foi concentrado a vacuo e o residuo foi redis-
solvido em 0,2 ml de agua bidestilada.

A cromatografia foi feita em papel Whatmann n®
1 a temperatura ambiente pela técnica descendente utilizan
do-se o solvente n-butanol, piridina e agua (6:4:3 v/v) du
rante 24 horas.Os ‘agucares foram detectadas pelo nitrato

de prata alcalino70.

8. Focalizagao isoeléetrica.

Os pontos isoelétricos das fragoes enzimaticas !
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foram determinadas pelo método de focalizacido isoelétrica

em aparelho LKB (Suécia) conforme método descrito por VES

TEBERG 72.

A eletrofocalizacao foi realizada em gradien- }
te de sacarose na faixa de pH 3,5 - 11,0 usando-se coluna
de 110 ml de capacidade com o anodo colocado no topo da
coluna. A quantidade de proteina eletrofocalizada foi de

500ug para a fragao B-glucosidasica e 580 pg para a fragao
CM-celulasica.

O tempo de eletrofocalizacao foi de 48 horas
com uma voltagem inicial de 500 V aumentando-se para 650
V apds algumas horas.

Foram coletados fragoes de 1,0 ml nos  quais
foram feitos imediatamente a dosagem de proteina pelo meée-
todo de WARBURG e CHERISTIAN 73, a atividade enzimatica e

a determinagao potenciométrica do pH.
9. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

As fracoes B-glucosidasica (50ug de-protei-
na) e CM-celulasica (58 ug de proteina) foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida a7,5% 15 com tam-
pao borato de sddio 0,01 M pH 10,0. A eletroforese foi
realizada a 5 mA por tubo durante 3 horas em equipamento

ORTEC modelo 4200.

Finda a eletroforese o gel foi corado por , 2

horas com "Coomassie blue brilliant" 0,25% e  descorado
~ . 74
com uma solugcdac conforme descrito por WEBER & OSBORN ".

n

10. Determinagao do fator "C,

,\\_ A determinagao do componente Cy da fracao C¥;¢}
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4 h

celuldsica foi feita medindo-~se a liberagdo de agucares
soliveis’em 18 horas e 24 horas de incubacao" -.

A mistura de incubagao continha: 20 mg de ce-
lulose (Whatmann Cellulose Powder - CFl)’ 40 u moles de
tampao acetato pH 5,4, 2 U moles de NaN3, 37,5 ug de pro-
teina para um volume final de 2,0 ml. Apds a incubacdo as

aliquotas foram centrifugadas a 200 X g por minuto.

Os agucares totais do sobrenadante foram dosa
dos pelo método do fenol-sulfirico 16 usando-se como pa-
drao a D-glucose.

11. Especificidade das fracgoes.

A especificidade das fragoes e do extrato bru
to foram determinados, incubando-se a mistura enzimatica
com os diversos polissacarideos e oligossacarideos a 40°C

por 30 minutos.

A mistura de reagao continha: 1,25 mg de po -
lissacarideo ou 25 mmoles de oligossacarideos, 5,8 ug de
proteina ( B-glucosidase) e 3,6 pg proteina (CM-celulase),
50 Umoles de tampao acetato pH 5,4 para volume final de 1,0

ml.

A liberacao dos agucares soliveis foi determi
nado pelo método de SOMOGYI—NELSON51’69

para os polissaca
. 14 . )
rideos e glucose oxidase™ para os oligossacarideos.

/

12. Efeito da concentragao do substrato.

_ A :analise do efeito da concentragao de subs-
trato foi feito utilizando-se como substrato a carboxime-

tilcelulose e a celobiose.

A mistura reativa continha: 5,8 ug proteina








































































































































