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I. RESUMO

As o-glicosidases (EC 3.2.1.20) sdo exoamilases que atuam nas ligagdes glicosidicas
a-1,4 da extremidade ndo redutora, preferencialmente em pequenos oligossacarideos para
liberar a-glicose. Os objetivos desse trabalho foram purificar a o-glicosidase produzida, em
fermenta¢do submersa, pelo fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756; caracterizar a
enzima purificada; avaliar a acdo sobre os derivados de amido e substratos sintéticos e
construir um biblioteca de cDNA de Thermoascus aurantiacus para isolar o gene codificando
para esta caracteristica. As estratégias adotadas para isolar a o-glicosidase foram: a)
concentracdo do extrato enzimdtico bruto usando uma membrana de ultrafiltragdo, b) por
precipitacdo com sulfato de amonio, c¢) cromatografias de troca anidonica (Q-Sepharose) € a
filtracdo em gel (Sephacryl S-200 e Superose 12). Apés o ultimo passo, filtragdo em gel na
coluna Superose 12, obteve-se uma atividade especifica final de 404 (U/mg proteina) e um
fator de purificacdo de 173 vezes. A eletroforese em SDS-PAGE usando amostra semi-
desnaturada possibilitou a observacdo de uma unica banda protéica, a qual correspondeu a
banda observada em gel de atividade e no gel especifico para glicoproteina. A aparente massa
molecular da enzima em SDS-PAGE foi 83 kDa. Essa enzima apresentou 42% de carboidrato
ligado a estrutura protéica. A atividade médxima foi observada em pH 4,5 e a 70°C. A enzima
mostrou-se estavel nas faixas de pH 3,0-9,0 e perdeu 40% da atividade original nas
temperaturas de 40, 50 e 60°C, incubadas por 1 hora. Na presenca dos fons Na*, Ba2+, C02+,
Ni**, Mg*, Mn**, AI**, Zn** ¢ Ca** a enzima manteve 90-105% da atividade mdxima e foi
inibida por Cr’*, Ag" e Hg**. Baseados no cdlculo do ICsp, a hidrélise da maltose foi mais
sensivel a castanospermina (0,015 mM) do que a acarbose (0,11 mM) e voglibose (0,06 mM).
O K, foi 0,07 uM e 0 Vax foi 318,0 umol/min/mg de proteina. A a-glicosidase apresentou a
propriedade de transglicosilacio devido a liberag¢do de oligossacarideos apds 3 h de incubagdo
com maltose. Essa enzima foi capaz de hidrolisar eficientemente os substratos com baixa
massa molecular como os maltooligossacarideos, além dos substratos heterogéneos (a-
PNPG), mas nao hidrolisou sacarose e amido. Assim, a enzima foi inserida no tipo II do
grupo das a-glicosidases. Os dados obtidos sugerem a idéia que a a-glicosidase possa ser uma
proteina di ou trimerica, o que dificulta a obten¢ao de uma sequéncia N-terminal e sua busca
numa biblioteca de cDNAs.

Palavras-chave: Thermoascus aurantiacus; purificacdo da a-glicosidase; enzimas

termoestaveis; reacdo de transglicosilagdo
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II. ABSTRACT

a-Glucosidase (EC 3.2.1.20) are exoamylase that act on a-1,4 bonds from non-
reducing end, preferentially short oligosaccharides to release a-glucose. The objective of this
work was to purify the a-glucosidase produced in submerged fermentation, with the fungus
Thermoascus aurantiacus CBMAI 756, characterize the purified enzyme and to evaluate its
action on starch derivatives and synthetic substrates, and construction of cDNA library of
Thermoascus aurantiacus. The strategies adopted to isolate the a-glucosidase were: a)
concentration of crude enzyme using a membrane ultra filtration b) by ammonium sulphate
precipitation, c) anion exchange chromatography (Q-Sepharose) and gel filtration (Sephacryl
S-200 and Superose). After the last step, gel filtration on Superose 12 column, it was obtained
a final specific activity of 404 (U/mg protein) and 173-fold enzyme purification. The
electrophoresis in SDS-PAGE using semi-denatured sample allowed the observation of a
single protein band, which corresponded to the bands obtained in gel of a-glucosidase activity
and in a specific gel for glycoprotein. The apparent molecular mass of the enzyme in SDS-
PAGE was 83 kDa. This enzyme exhibited a carbohydrate content of 42%. Maximum activity
was observed at pH 4.5 and at 70°C. It was stable in the pH range 3.0-9.0 and the enzyme lost
40% of its initial activity at 40, 50 and 60 °C, incubated for 1 h. In the presence of ions N a’,
Ba®, Co®*, Ni**, Mg*, Mn**, AI’*, Zn**, Ca®* the enzyme maintained 90-105% of its
maximum activity and was inhibited by Cr, Ag" and Hg2+. Based on ICs values, hydrolysis
of maltose was more sensitive to castanospermine (0.015 mM) than acarbose (0.11 mM) and
voglibose (0.06 mM). The K;, was 0.07 uM, and the V,.x was 318.0 umol/min/mg. The a-
glucosidase showed a transglycosylation property, by the release of oligosaccharides after 3h
of incubation with maltose. The a-glucosidase was able to hydrolyze efficiently the
homogeneous substrates with low molecular mass such as short maltooligosaccharides, as
well as a heterogeneous substrate (a-PNPG), but not hydrolyzed sucrose and starch. Thus, the
enzyme was included into the type II group of a-glucosidase. Our data supports the idea that
the a-glucosidase under investigation might be encoded by more than one gene and that could
be the reason why we failed to obtain the N-terminal sequence of our enzyme, which was

necessary to construct primers to search the cDNA library of T. aurantiacus.

Keywords: Thermoascus aurantiacus; o-glucosidase; purification; termostable enzyme;

transglycosylation reaction
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III. INTRODUCAO

As enzimas sdo utilizadas nos mais variados processos biotecnoldgicos, e cada vez
mais se busca enzimas com novos perfis de atividade. Desse modo, os microrganismos
surgem como a melhor alternativa de fonte de enzimas em funcdo da ampla variedade de
espécies, permitindo o isolamento de enzimas com caracteristicas diversificadas, as quais
podem ser aplicadas nas mais variadas condigdes fisico-quimicas (BROCK; MADIGAN,
1991; STOLP, 1988).

As o-glicosidases fazem parte do grupo das enzimas amiloliticas, ou a-glicanases, e
sdo capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4 do amido (VIHINEN; MANTSALA,
1989). Elas tém sido obtidas a partir de culturas de diversos organismos amiloliticos como:
bactérias Bacillus thermoglucosidus, B. caldovelox, B. stearothermophilus e Clostridium sp; e
fungos como Mucor javanicus, Aspergillus niger e A. oryzae (CONSTANTINO et al., 1990).
Essas enzimas atuam sobre diversos substratos, desde «-glicosideos sintéticos,
oligossacarideos, o-glicanos de cadeia curta, amido e glicogénio. Em funcdo da acdo
preferencial de algumas o-glicosidases por maltose e dextrinas curtas em relagcdo ao amido,
estas foram inicialmente denominadas maltases.

O mecanismo de acdo e as funcdes da o-glicosidase constituem um importante
enfoque para pesquisa, devido as aplicacdes biotecnoldgicas dessa enzima no processamento
do amido e na obtencdo de importantes derivados desse polimero para a utilizacdo em
confeitarias, refrigerantes, cervejarias, fabricacio de geléias, sorvetes, entre outros (GLAZER;
NIKAIDO, 1995; NAJAFPOUR; SHAN, 2003). As o-glicosidases de eucariotos sdo também
importantes no entendimento de complexos mecanismos, envolvendo o metabolismo de
acucares, e da glicosilagdo e desglicosilacdo de proteinas (LEE; LEE, 2001). Além disso,
algumas a-glicosidases podem realizar a reacdo de transglicosilagio formando
oligossacarideos que podem ser adicionados aos alimentos melhorando as propriedades
quimicas e funcionais dos alimentos (MURATA; USUI, 2006).

As a-glicosidases fingicas sdo pouco estudadas tendo sido purificadas as enzimas dos
fungos mesofilicos, como Aspergillus awamori KT-11 (ANINDYAWATI et al., 1998),
Mortierella alliacea YN-15 (TANAKA et al., 2002), Acremonium implicatum
(YAMAMOTO et al., 2004), das leveduras Saccharomyces cerevisiae CWH41
(FARIDMOAYER; SCAMAN, 2004), Pichia pastoris (MUSLIN et al., 2000), Candida
albicans (TORRE-BOUSCOULET et al., 2004) e Schizosaccharomyces pombe (OKUYAMA

et al., 2005). A a-glicosidase do fungo termofilico descrito corresponde a de Chaetomium



13

thermophilum var. coprophilum (GIANNESI et al., 2006) e desse modo, o estudo da o-
glicosidase do fungo termofilico Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 pode trazer
importantes e inéditas informacdes.

Além disso, o fungo T. aurantiacus tem sido descrito na literatura como um 6timo
produtor de enzimas de interesse industrial, por exemplo, a-amilases, pectinases, xilanases, [3-
glicosidases e proteases que se mostram estdveis em uma ampla faixa de pH e temperatura, e
com isso possuem enorme potencial comercial (BRIENZO et al., 2008, MARTINS et al.,
2002; MERHEB et al., 2007; HONG et al., 2003; LEITE et al., 2007). Neste trabalho foi
realizada a producdo, purificacdo e caracterizagdo bioquimica da o-glicosidase desse fungo.
Em uma segunda etapa foi feita a construcdo da biblioteca de cDNA para servir de base para

futuros trabalhos.
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IV. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Enzimas do complexo amilolitico

As células vegetais possuem a capacidade de sintetizar o amido e a celulose que sdo as
duas principais fontes de carbono no planeta, sendo que o amido € a principal fonte de
alimento da populagdo mundial. Esse polissacarideo de reserva é abundante principalmente
nos tubérculos, raiz de mandioca, nas sementes de milho e trigo, no arroz, feijao e cereais
como a cevada.

O amido e a celulose sdo compostos de unidades de glicose que possuem conformagao
anomérica diferente. A celulose é formada por um unico polimero, em que as unidades de
glicose estdo unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4 (NELSON; COX, 2002). O amido
pode ser formado por dois tipos de polimeros de glicose, amilose e amilopectina (Fig. 1), que
aparecem em diferentes propor¢cdes na molécula de acordo com a fonte do amido.
Normalmente a amilose corresponde a 16-30% e amilopectina a 65-85% (NELSON; COX,
2002; RAIMBAULT, 1998).

A amilose constitui-se de cadeia linear de residuos de D-glicose unidos por ligacdo
glicosidica a-1,4. Essa cadeia assume uma forma helicoidal, sendo cada volta da espiral
formada por seis unidades de glicose. A amilopectina apresenta estrutura altamente

ramificada, possuindo cadeias de residuos de glicose com ligacdo glicosidica o- 1,4 das quais

partem ramificacdes com ligagdes o- 1,6 a cada série de 24 a 30 residuos de glicose

(NELSON; COX, 2002; RAIMBAULT, 1998).

CHyOH
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CHyOH
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CH0H
HO O
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Figura 1: Estrutura quimica da amilose (a) e amilopectina (b) (CORRADINI et al., 2005).



15

As enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes o-glicosidicas do amido sdo chamadas de
enzimas amiloliticas ou o-glicanases e os substratos sdo chamados de o-glicanos.
Normalmente, os organismos produzem varios tipos de enzimas para hidrolisar o amido, pois
as propriedades e especificidades dessas enzimas sdo muito diferentes. Os mecanismos de
acdo das amilases podem ser divididos em duas categorias: as endoamilases que hidrolisam o
interior da molécula de amido liberando oligossacarideos, e as exoamilases que atuam a partir
da extremidade nao-redutora, resultando em produtos menores.

As principais especificidades das diversas enzimas amiloliticas (Fig. 2) sdo descritas a
seguir (VIHINEN; MANTSALA, 1989).

As o-amilases (1,4-o-glicano glicanoidrolase EC 3.2.1.1) correspondem as
endoamilases e atuam ao acaso dentro da molécula de amido, hidrolisando as ligacdes o-1,4
liberando oligossacarideos de diversos tamanhos. Além das ligagdes a-1,4, algumas o-
amilases podem hidrolisar as liga¢des glicosidicas a-1,6. As a-amilases podem ser divididas
em duas categorias de acordo com o grau de hidrdlise do substrato: as sacarificantes, que
hidrolisam 50 a 60% do substrato e as liqueficantes, que quebram cerca de 30 a 40% do
amido.

As o-glicosidases (o-D-glicosideo glicohidrolase EC 3.2.1.20) sdo exoamilases que
catalisam preferencialmente a hidrélise das ligacdes glicosidicas o-1,4 de sacarideos curtos, e
liberam unidades de a-D-glicose. Algumas dessas enzimas também hidrolisam as ligacdes a-
1,1, a-1,2, a-1,3 e a-1,6 presentes em outros oligossacarideos ndo derivados do amido
(OKUYAMA et al., 2005; GIANNESI et al., 2006).

As Glicoamilases (1,4-o-D-glicano glicohidrolase EC 3.2.1.3) sdo exoenzimas que
removem residuos de glicose a partir da extremidade ndo-redutora da molécula do amido por
hidrélise das ligagdes a-1,4, liberando B-D-glicose. Essa enzima é classificada como enzima
desramificante, pois é capaz de hidrolisar as ligacdes o-1,6, das ramifica¢des da amilopectina,
embora mais lentamente.

As B-amilases (1,4-0-D-glicano maltohidrolase EC 3.2.1.2) sdo exoenzimas que
hidrolisam a pentltima ligacdo o-1,4 a partir de extremidade nao-redutora da molécula
liberando maltose. Além da hidrdlise, a enzima causa inversdo da configuracdo anomérica da
maltose para o tipo f.

As pululanases (o-dextrina 6-glicohidrolase EC 3.2.1.41) sdo enzimas desramificantes
que quebram as ligacdes a-1,6 do pululano, polissacarideo linear que consiste de maltotrioses

unidas por ligacdes de a-1,6, e de outros oligossacarideos ramificados. Dentro dessa categoria
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estdo também as isopululanases (pululano 4-glicohidrolase EC 3.2.1.57) que hidrolisam as
ligacdes glicosidicas a-1,4 do pululano, e ndo t€ém nenhuma atividade sobre o amido. O
produto liberado pela acdo dessas enzimas é a isopanose (VIHINEN; MANTSALA, 1989).

As isoamilases (glicogen 6-glicanohidrolase EC 3.2.1.68) hidrolisam as ligacdes o-1,6
da amilopectina, glicogénio e oligossacarideos, mas ndo hidrolisam a ligacdo o-1,6 do
pululano (VIHINEN; MANTSALA, 1989).

As exo-1,4-a-D-glicanases (0-D-glicano hidrolases EC 3.2.1.60 e 3.2.198) sdo
exoamilases que, ao invés de liberarem sucessivas unidades de maltose, como € o caso da [3-
amilase, liberam maltotetraose e maltohexaose como principais produtos de sua a¢iao sobre o
amido (VIHINEN; MANTSALA, 1989).

As ciclodextrina D-glicanotransferases ou ciclodextrina glicosiltransferases (CGTases)
(1,4-0-D-glicano 4-o-D-(1,4-a-D-glicano)-transferase EC 2.4.1.19) sdo transferases que
hidrolisam ligacOes glicosidicas a-1,4 e posteriormente formam oligossacarideos ciclicos ndo
redutores com 6, 7 ¢ 8 unidades de glicose que sdo chamadas respectivamente de o-, B- e Y-
ciclodextrina, respectivamente (VIHINEN; MANTSALA, 1989).

As amilases sdo usadas na conversido do amido em: a) ciclodextrinas que sdo aplicadas
em formulagdes clinicas, como material para sacarificagdo enzimdtica; b) maltose, usada em
confeitarias, refrigerantes, cervejaria, fabricacdo de geléias e sorvetes; e c) glicose usada
como adocante, nas fermentagdes para producdo de etanol, na producdo de ragdes e outros
bioprodutos (GLAZER; NIKAIDO, 1995; NAJAFPOUR; SHAN, 2003).

A conversdo enzimdtica do amido na industria inclui a etapa de gelatinizag¢do, que
envolve a dissolucdo do amido em dgua a altas temperaturas, e depois, sua hidrdlise por
diferentes enzimas amiloliticas (0t-amilase, o-glicosidase e pululanase) (HAKI; RAKSHIT,
2003). As a-amilases sdo utilizadas na primeira etapa (liquefacio) para converter 30 a 40%
do amido em dextrinas soliveis com diferentes graus de polimerizacdo, diminuindo a
viscosidade da solu¢do de amido. Durante a segunda etapa (sacarifica¢do), essas dextrinas sdao
hidrolisadas em maltose e glicose pelas glicoamilases (LEVEQUE et al, 2000; GOMES et al,
2003). As o-glicosidases estdo envolvidas na etapa final da hidrélise do amido ou de outros
carboidratos (CONSTANTINO et al., 1990) em conjunto com a pululanase, também chamada
de enzima desramificante que hidrolisa as ligacdes o-1,6 na sacarificacdo do amido (GOMES
et al., 2003).

Além das industrias de alimentos, as amilases tém sido utilizadas nas industrias téxteis

para a remog¢ao da pasta de amido aplicada ao fio, com finalidade de aumentar a resisténcia do
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mesmo a friccdo durante o processamento. Essa pasta, quando ndo totalmente removida,
dificulta o processamento final das roupas no tingimento, clareamento ou outro tipo de

acabamento (GLAZER; NIKAIDO, 1995; NIELSON; BORCHERT, 2000).
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Figura 2: Acdo das enzimas amiloliticas sobre o amido. Fonte modificada: (VIHINEN;
MANTSALA, 1989; BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002).

2. Caracteristicas das Glicosidases

As glicosidases pertencem ao grupo das glicosideo hidrolases (EC 3.2.1.x) capazes de
hidrolisar as ligagdes O-glicosidicas (HENRISSAT, 1991) e estdo presentes nos mamiferos,
vegetais e microrganismos. As glicosidases intracelulares presentes em eucariotos ndo sao
somente essenciais para o metabolismo dos carboidratos, mas sdo também vitais para a
formacdo das glicoproteinas e glicolipideos (LEE; LEE, 2001). Os glicoconjugados,
glicoproteinas, glicolipideos e proteoglicanos, possuem carboidratos especificos que agem
como sinalizadores de fungdes, por exemplo, resposta imunoldgica, diferenciacdo celular,
enovelamento, enderecamento e estabilidade da proteina, entre outras (NELSON; COX, 2002;

MELO et al., 2000).
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Os oligossacarideos presentes nas glicoproteinas podem se ligar de duas formas (Fig.
3): por ligacdo O-glicosidica com a unido do grupo hidroxila do residuo da serina (Ser) ou da
treonina (Thr) ao carbono anomérico, ou por ligagdo N-glicosidica com o nitrogénio da
funcdo amida de um residuo de asparagina (Asn) (NELSON; COX, 2002). A ligacdao N-
glicosil mais freqiiente nos eucariotos € catalisada pela enzima oligossacarideo-transferase
(OT) associada a face luminal do reticulo endoplasmatico (RE) (MELO; CARVALHO,

2006).

Figura 3: Oligossacarideos ligados em glicoproteinas através das ligacdes (a) O-glicosidicas
e (b) N-glicosidicas (NELSON; COX, 2002).

A formacdo dos oligossacarideos e sua transferéncia para a proteina pela enzima OT
sao semelhantes para a maioria das proteinas nascentes, entretanto, apds a sintese da
glicoproteina o nicleo oligossacarideo é elaborado e cortado de diferentes maneiras. O
oligossacarideo comum em eucariotes apresenta 14 residuos de acticares (GlcsMangGIlcNAc;)
que sdo transferidos de uma molécula doadora de dolicol fosfato para os residuos de Asn
presente nas proteinas (NELSON; COX, 2002).

A modificacdo das glicoproteinas formadas na primeira etapa é realizada pela acdo
conjunta das glicosidases e glicosiltransferases que atuam no RE e complexo de Golgi. A «-
glicosidase 1 inicia o processo de remocdo da ligagdo terminal «-1,2 glicose dos

oligossacarideos e entdo, a a-glicosidase Il remove duas liga¢des de a-1,3 glicose, enquanto a
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a-manosidase remove alguns residuos de manose e a manosiltransferase adiciona residuos de
manose (Fig. 4). As remogodes dos residuos de glicose sdo idénticas para as leveduras S.
cerevisiae e as células de mamiferos, entretanto, diferentes residuos de manoses podem ser
clivados dependendo do organismo, gerando Man.9)GlcNAc;-proteina (HERSCOVICS,
1999b; MEHTA et al., 1998). As a-glicosidases 1 e II estdo intimamente envolvidas no
controle de qualidade das glicoproteinas no RE, pois facilitam os dobramentos das cadeias
polipeptidicas recém formadas, a retencdo e/ou a degradacdo das proteinas malformadas

(HERSCOVICS, 1999a).
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Figura 4: A acdo das transferase, mannosidases e glicosidases na modificacdo das
glicopoteinas. Fonte modificada: (HERSCOVICS, 1999b).

Legenda: OT - oligossacarideo-transferase; Glc I — a-glicosidase I; Glc II — a-glicosidase II;
Man — manose; MT — mannosiltransferase.

As a-glicosidases também podem auxiliar na biossintese e/ou inser¢ao da P-1,6
glucana na parede celular (HERSCOVICS, 1999b). Segundo Okuyama et al. (2005) a
presenca da a-glicosidase de S. pombe na superficie da parede celular e no sobrenadante do
meio de cultivo sugeriu que essa enzima participa da biossintese da parede celular desta

levedura, juntamente com invertases e [-glucanases, as quais também sdo

galactomananoproteinas.
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Além disso, a a-glicosidase intracelular presente em muitas bactérias representa o
estdgio final do metabolismo do amido para geracdo de glicose. Alguns organismos, como
Pyrococcus  furiosus, transportam passivamente ou ativamente a maltose e outros
polissacarideos para dentro da célula induzindo a producdo de enzimas amiloliticas
intracelulares (CONSTANTINO et al., 1990).

As a-glicosidases extracelulares sdo utilizadas pelos microrganismos na degradacio
de oligossacarideos e o-glicanos (amido e glicogénio) para a obtencdo de glicose (JENSEN;
OLSEN, 1996). Entretanto, na maioria dos microrganismos procariotos, 90% da o-glicosidase
¢ intracelular, como nas archaeas P. furiosus (CONSTANTINO et al., 1990) e Thermococcus
hydrothermalis (LEGIN et al., 1997) e na bactéria Lactobacillus fermentum (SANTOYO et
al., 2003).

O metabolismo do amido em bactérias pode ser dependente da secre¢do de o-amilase
que produz maltodextrinas a partir do amido bem como da a-glicosidase, associada a célula,

que converte maltose e maltodextrinas em glicose (EZEJI; BAHL, 2006).

2.1. As familias das a-glicosidases

As a-glicosidases s@o inseridas em duas familias, 13 e 31(FRENDSEN; SVENSSON,
1998). Sao exemplos de enzima da familia 13, as enzimas produzidas por S. cerevisiae, B.
cereus, Bacillus sp. e insetos. Na familia 31, estdo inseridas as enzimas de plantas, mamiferos
e fungos como A. niger, M. javanicus. (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT; BAIROCH, 1993;
CHIBA, 1997; FRANDSEN; SVENSSON, 1998; NAESTED et al.; 2006).

A familia 13 € conhecida como “familia a-amilase” e inclui a maioria das enzimas que
degradam o amido (ex.: o-amilase, a-glicosidase, amilases produtoras de
maltooligosacarideos e CGTase) (NASHIRU et al., 2001). O dominio catalitico (dominio A),
geralmente na regido N-terminal, é o dominio mais conservado dessa familia e apresenta
residuos dobrados dentro de uma estrutura 8-barril (B/a) (JANECEK, 2000). Dentre as
enzimas amiloliticas, a glicoamilase apresenta uma grande diferenca na estrutura
tridimensional devido a sua estrutura 6-barril (o/a)) (CHIBA, 1997).

O centro ativo da enzima que caracteriza a familia 13, a taka-amilase, apresenta trés
residuos dcidos, um dcido glutamico e dois acidos aspdrticos, os quais sdo essenciais para a
catdlise. O Glu(230) atua como doador de préton enquanto um dos Asp(206) atua como
nucledfilo. O segundo Asp(297) teria como funcgdo estabilizar o estado de transi¢do (ion

oxocarbdnio) e inverter o Glu no estado protonado (MACGREGOR et al, 2001).
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Na familia 13, o sitio ativo é dividido em subsitios, sendo que cada um € capaz de
interagir com um residuo de glicose do substrato. Devido as variacOes existentes na
arquitetura da interacdo B-o loop entre as enzimas, o nimero e a natureza dos subsitios do
sitio ativo também variam, dando origem a uma caracteristica propria de cada enzima. No
subsitio —1 liga-se somente residuos de glicose unidos por ligagdo o e dois residuos de His
(122 e 296) tém sido identificados como sendo importantes nesse subsitio. A clivagem da
ligacdo do polissacarideo ocorre entre os subsitios —1 e +1 (MACGREGOR et al, 2001).

A estrutura tridimensional caracteristica da familia 31 ndo € ainda totalmente
entendida, porém t€m sido propostos quatro dominios para a o-glicosidase de MalA de
Sulfolobus solfataricus (Fig. 5): N (regido  N-terminal); A (regido central o/ com dois
residuos de 4cidos aspdrticos cataliticos); C (regido 3 proximal C-terminal); D (regido [ distal
C-terminal). As regides N, C e D apresentam estruturas [3-folhas enquanto a regiao A central é
formada por o-hélice e B-folha. A familia 31 possui 7 regides (I-VII) e 17 residuos chaves
universalmente conservados. As 7 regides e 16 dos residuos chaves estdo na regido A e
somente 1 residuo chave (Gly671) na regido C (KASHIWABARA et al., 2000; CHIBA,
1997; ERNST et al., 2006).

O dominio A apresenta dois subdominios, o B que pode causar diferencas
considerdveis no sitio ativo e o B’ que devido a proximidade com o sitio catalitico pode
representar um importante papel na ligacio com o substrato. As diferencas entre os
subdominios das familias 13 e 31 podem ser um dos determinantes estruturais de
especificidade pelo substrato, ja que ambas apresentam a estrutura catalitica do barril (B/o)g
(ERNEST et al., 2006). No dominio N localizam-se os residuos Asp87 e Tyr99 altamente
conservados que contribuem na estabilidade do sitio ativo, sugerindo que esse dominio
influencie diretamente na ligacio do substrato e/ou manutencio da conformagao do sitio ativo
(ERNEST, 2006; MORELAND et al., 2005).

O dominio C apresenta regides altamente conservadas entre as o-glicosidases da
familia 31, além de estabilizar o dominio catalitico protegendo-o de solventes. Enquanto o
dominio D compreende a regido que apresenta a maior diversidade de seqii€ncias entre os
membros da familia 31 (ERNST et al.,, 2006). A a-glicosidase MalA de S. solfataricus
apresenta os residuos cataliticos Asp320 e Asp416 localizados nas regides III e IV,
respectivamente, pertencentes ao dominio A atuam como nucleéfilo e catalisador dcido/base

(ERNEST, 2006). A a-glicosidase de Schizosaccharomyces pombe perdeu completamente a
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atividade quando os residuos cataliticos Asp482 e Asp647 localizados na regido III e IV

foram substituidos por Asn (KASHIWABARA et al., 2000; OKUYAMA et al., 1999).

Figura 5: O mondmero da a-glicosidase MalA sdo apresentados de duas formas diferentes.
Os quatro dominios e dois subdominios sdo mostrados das seguintes cores: N-terminal
(dominio N), amarelo; centro catalitico 8-barril (f/a) (dominio A), vermelho; subdominio B,
violeta; subdominio B’, laranja; proximal C-terminal (dominio C), azul; dital C-terminal
(dominio D), verde (ERNST et al., 2006).

Andlises do alinhamento das o-glicosidases de M. javanicus e A. oryzae confirmam a
presenca das 7 regides conservadas (I-VII), e 17 residuos de aminodcidos conservados
incluindo dois residuos de Asp do sitio catalitico. Contudo, foram detectadas regides de baixa
homologia nas posi¢des 216 a 217, 450 a 480 e 803 a 864 da enzima do M. javanicus
(SUGIMOTO et al., 2003).

As familias 13 e 31 das glicosideos hidrolases podem ndo apresentar similaridade
entre as seqii€éncias de aminodcidos (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT; BAIROCH, 1993).
Os genes da a-glicosidase de archaeas hipertermofilicas 7. hydrothermalis (GALICHET;
BELARBI, 1999) e Sulfolobus solfataricus (MARTINO et al., 2001) foram seqiienciados,
assim como dos fungos mesofilicos. Na tabela 1 estdo relacionados alguns fungos cujo genes
da a-glicosidase foram sequenciados. Alguns autores diferenciaram a o-glicosidase da familia

13 e 31 como o-glicosidase I ou II, respectivamente. Entretanto outras o-glicosidases dos

fungos citados nao foram relacionados em nenhuma familia.
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Tabela 1: Alguns fungos cujos genes da o-glicosidase foram sequenciados e os seus ndmeros

de acesso ao GenBank.

Espécies Familia GenBank
Acremonium implicatum - AB161355
Aspergillus flavus - CO139940
Aspergillus nidulans - ABO057788
Candida albicans - M94674
Emericella nidulans - DQ490494
Emericella nidulans - DQ490470
Mortierella alliacea - AB090361
Saccharomyces cerevisiae 13 (a-glicosidase I) A06260
Aspergillus niger 31 (o-glicosidase IT) D45356
Aspergillus oryzae 31 (o-glicosidase IT) AB021876
Aspergillus oryzae 31 (a-glicosidase ) D45179
Mucor javanicus 31 (o-glicosidase II) D67034
Penicillium chrysogenum 31 (a-glicosidase II) CV799230
Schizosaccharomyces 31 (o-glicosidase II) AB045751

2.2. Especificidade, transglicosilacio e reacio catalitica da a-glicosidase

As enzimas da familia 31 tém sido diferenciadas quanto as suas propriedades e
especificidade pelo substrato em funcdo do seu grau de polimerizacdo. As o-glicosidases de
A. niger, S. pombe e de aveia atuam mais eficientemente sobre a maltose e maltotriose do que
sobre dextrinas mais longas. Em contraste, a-glicosidases de beterraba, espinafre e M
Jjavanicus apresentam maior atividade sobre o amido do que sobre a maltose (FRANDSEN;
SVENSSON, 1998; SUGIMOTO et al., 2003; OKUYAMA et al., 2005). Além da preferéncia
pelas ligacdes glicosidicas a-1,4 muitas a-glicosidases atuam nas ligacdes glicosidicas a-1,1,
a-1,2, a-1,3 e a-1,6 (OKUYAMA et al., 2005; GIANNESI et al.; 2006).

As a-glicosidases da familia 13 sdo mais ativas nos substratos heterogéneos como, por
exemplo, p-nitrofenil a-glicosideo e sacarose do que em relacdo a maltose, e as enzimas dessa
familia sdo incluidas no grupo I. As enzimas da familia 31 possuem preferéncia por substratos
homogéneos como maltose, maltotriose e maltotetraose em comparagdo com 0s substratos
heterogéneos, e compreende as a-glicosidases do grupo II e III. Além disso, a-glicosidases do
grupo III hidrolisam polissacarideos, por exemplo, amilose e amido (CHIBA, 1997,
FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Além da classificacdo bioquimica convencional, faz-se necessdrio diferenciar as o-

glicosidases das glicoamilases, uma vez que ambas fazem parte de um grupo de enzimas do
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tipo exo a-glicolitico-O-hidrolases que catalisam a hidrdlise da ligacdo a-glicosidica,
liberando D-glicose a partir da extremidade ndo-redutora do substrato. A distin¢do entre elas é
baseada na inversdo da configuragdo anomérica do substrato (oo —f3 or f— ), tipico das -
amilases e glicoamilases, ou a retencdo (o — a or B —f), que caracteriza as a-glicosidases
(CHIBA, 1997). Assim, a glicoamilase e a-glicosidase liberam B-glicose e a-glicose,
respectivamente. A propriedade adicional das enzimas de retencdo (a-glicosidase) € realizar a
transglicosila¢do formando ligacdes a-1,6 (CHIBA, 1997; SHIMBA et al., 2009).

Algumas o-glicosidases como a de A. niger, M. javanicus e Acremonium implicatum
sdo capazes de catalisar a transglicosilacdo. Por exemplo, a enzima de A. implicatum catalisa a
formacdo da ligacdo «-1,6-glicosideo e o-1,2, resultando na producdo de nigerose,
nigerotriose e maltooligossacarideos a partir da maltose. Em geral, a transglicosilacdo forma
glicosideos e oligossacarideos por transferéncia do residuo glicosil doador para o grupo
hidroxila aceptor. Entretanto, em caso de altas concentragdes do doador, este também
funciona como aceptor (YAMAMOTO et al., 2004).

A caracteristica de transglicosilacdo € importante para inddstria de alimentos na
producdo de isomaltooligossacarideos (I0S) e nigerosil-maltooligossacarideos, como géneros
alimenticios (YAMAMOTO et al.,, 2004). Alguns oligossacarideos como o IOS sao
prebidticos, fibras ndo soluveis que possibilitam o crescimento seletivo de bactérias benéficas
(Lactobacillus e Bifidobacterium) que habitam o cdlon, capazes de promover beneficios a
saide, além de melhoram as propriedades quimicas dos alimentos (FERNANDEZ-ARROJO
et al., 2007; MURATA; USUI, 2006; NABARLATZ et al., 2007; VAZQUEZ et al., 2000).

Para reacdo catalitica de retencdo e inversdo realizada pelas amilases dois modelos
formam propostos: o deslocamento nucleofilico e a formacdo de um oxocarbénio
intermediario (CHIBA, 1997).

O ataque nucleofilico (Fig. 6A) envolve a presenca de dois dcidos carboxilicos nos
sitios cataliticos, sendo um catalisador acido/base e outro nucleodfilo. Essas enzimas utilizam
mecanismos de dupla remog¢do na qual a protonacdo 4cida do oxigénio glicosidico e ataque
nucleofilico ao C; levam a clivagem da ligacdo C-O (ligacdo glicosidica) e formacdo de um
intermedidrio enzima-glicosil ligado covalentemente. Esse intermedidrio € atacado por uma
molécula de dgua (hidrélise) ou glicose (transglicosilacdo), a qual € ativada pela hidroxila de
uma molécula de dgua que foi hidrolisada pela base (anion). A formacdo de um novo grupo
hidroxil no C; da glicose ou uma nova ligacio glicosidica entre as glicoses ocorre devido a

substituicdo do oxigénio da dgua ou da nova glicose pela ligacdo do oxocarbonio entre a
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glicose e o nucledfilo, este ultimo € liberado da molécula da glicose (FRANDSEN;
SVENSSON, 1998; MORAES, 2004; CHIBA, 1997). Para as enzimas que realizam a
inversdo anomérica da glicose, o grupo COO™ reage com o C; antes do ataque da molécula de
dgua, indicando um deslocamento triplo. Entretanto, a ocorréncia desse deslocamento parece
improvavel em uma reagdo de hidrdlise (CHIBA, 1997).

Assim, a formacdo de um fon oxocarbénio intermedidrio (Fig. 6B) foi o outro
mecanismo proposto para completar a reacdo da mudangca na conformacdo anomérica
realizado pelas enzimas inversoras. Apds a quebra da ligacao glicosidica pelo grupo COOH, o
fon oxocarbénio intermedidrio formado foi estabilizado pelo grupo COO™ com uma ligacdo
10nica. A retencdo e inversdao anomérica da glicose € realizada pela direcdo que o grupo OH

da 4gua € inserido na molécula de glicose (MORAES, 2004; CHIBA, 1997).
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Figura 6: A — Reacdo de catdlise via ataque nucleofilico; B — Reacao de catélise via formagao
do ion oxocarbénio intermediario (CHIBA, 1997).
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3. Inibidores de glicosidase e suas aplicacoes

O entendimento das propriedades e atuagdo das a-glicosidades intracelulares na
biossintese de glicoproteinas pode trazer importantes avangos na compreensao dos fatores de
viruléncia para o tratamento de organismos infecciosos, como alguns fungos, bactérias e
protozodarios (BRAVO-TORRES et al., 2004; TORRE-BOUSCOULET et al., 2004). Nos
virus de animais e humanos, estas enzimas participam da montagem do envelope externo, que
€ composto por uma ou mais glicoproteinas, que sdo essenciais para o ciclo da particula viral
com importante fun¢do no processo infeccioso. Visto que essas glicoproteinas sdo sintetizadas
utilizando a maquinaria do hospedeiro, o estudo para a inibicdo das glicosidases que
participam da glicosilagao dessas proteinas, pode ser um caminho para o tratamento da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), virus da hepatite B (HBV) e influenza. Tem sido
observado que inibidores da o-glicosidase interferem no processo infeccioso do HIV,
enquanto que em HBV, os inibidores previnem a formacdo e liberagdo do virus através da
interrupcao da formacdo do envelope viral (MEHTA et al., 1998).

Além disso, alguns pesquisadores t€ém observado que a ingestdo de inibidores de a-
glicosidase pode melhorar a hiperglicemia bem como complica¢des do diabetes (WANG et
al., 2004). A acarbose e a voglibose sdo drogas inibidoras das o-glicosidases usadas
terapeuticamente para o tratamento de pacientes diabéticos ndo dependentes de insulina, o
diabetes mellitus tipo II. Em recente estudo observou-se que a voglibose inibe 20 a 30 vezes
mais do que a acarbose, deste modo ocorre um aumento da tolerancia a glicose por inibicao da
digestdo e da absor¢do pelo intestino, especialmente depois das refeicoes (MELO et al.,
2006). Diferentes respostas a esses dois inibidores de a-glicosidase pode ser explicado por
diferencas farmacoldgicas entre os agentes (FUJISAWA et al., 2005).

Os inibidores de a-glicosidase utilizados para retardar o processo de digestdo inibindo
algumas enzimas do sistema digestivo como a-amilase pancredtica, que catalisa o primeiro
passo na quebra de polissacarideos como o amido tem tido inimeras aplicagdes terapéuticas.
A acarbose inibe fortemente a a-amilase enquanto que a voglibose inibe mais especificamente
as dissacaridases, tais como a-glicosidase e invertase. Assim, a intera¢do dos dois inibidores
no organismo tem se mostrado mais eficiente do que o tratamento com apenas um
medicamento (FUJISAWA et al., 2005).

O deoxinojirimicina (dNJ), castanospermina (CAST) e australina (AUST) sao
inibidores que estdo sendo usados para determinar o papel da o-glicosidase I e II no
processamento das glicoproteinas (HERSCOVICS et al., 1999; TORRE-BOUSCOULET et

al.,, 2004). A CAST foi inicialmente extraida das sementes de Castanospermum australe,
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sendo o primeiro alcaldide descrito que exibiu forte inibi¢do contra a a-glicosidase. Esse
composto pode ser comparado com um derivado de dNJ por conta da similaridade entre as
propriedades biolégicas (MELO et al., 2006). O dNJ e a CAST sdo inibidores da a-
glicosidase I e II, entretanto a AUST inibe apenas a a-glicosidase I (BRAVO-TORRES et al.,
2004).

Os inibidores podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos de a¢do das enzimas
nos organismos. Por exemplo, a CAST estd sendo usada para auxiliar no desenvolvimento de
um modelo animal para estudar a doenca de Pompe, que é uma desordem genética
caracteristica pela auséncia ou deficiéncia da a-glicosidase (RUSSEL et al., 2007). Além da
utilizacdo da CAST em testes para inibir a replicacdo do virus HIV ao interromper a o-
glicosidase I na N-glicosilagdo, ou seja, o bloqueio dessa enzima induziu a producdo de
proteinas incapazes de efetuar sua interagcdo a membrana celular do hospedeiro nos primeiros
estagios de infeccao (MELO; CARVALHO, 2006). Os estudos das a-glicosidases e de seus

inibidores auxiliam na compreensdo dos mecanismos de acdo dessas enzimas nos organismos.

4. Microrganismos termofilicos e enzimas termoestaveis

Como fonte de enzimas nos mais variados processos biotecnolégicos, os
microrganismos surgem como a melhor alternativa, em fun¢do da variedade de espécies para
o isolamento de enzimas com caracteristicas diversificadas. Essas enzimas podem ser
aplicadas nas mais variadas condi¢des fisico-quimicas e com isso permitem que cada processo
possa ter um tipo de enzima que melhor se adapte a ele (BROCK; MADIGAN, 1991; STOLP,
1988).

Através da realizacdo de estudos sobre a distribui¢do das espécies em ambientes com
os mais variados gradientes térmicos ao redor do mundo, determinou-se que organismos
procaridticos em geral sdo capazes de crescer em temperaturas superiores aquelas que
permitem o crescimento dos eucariotos. Os procariotos mais termofilicos fazem parte do
Dominio Archaea e sdo capazes de crescer em temperaturas entre 80-110°C (MADIGAN et
al., 2004). Por outro lado, entre as 50.000 espécies de fungos descritas apenas 30 crescem
entre 40 — 45°C (MAHESHWARI et al.,, 2000) e poucas sdo capazes de crescer em
temperatura em torno de 60°C (MADIGAN et al., 2004).

A correlagdo entre as condi¢des ambientais do nicho ocupado por um determinado
microrganismo e as propriedades de suas enzimas € bastante clara. Organismos termofilicos
crescem de maneira 6tima em temperaturas entre 50 e 80°C e produzem enzimas que sao

ativas em temperaturas entre 60 e 80°C e, em geral, sdo mais termoestdveis que aquelas
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produzidas por mesofilicos (LEGIN et al., 1997). As enzimas estaveis a elevadas temperaturas
sdo chamadas de termozimas ou hipertermozimas, contra terminologia equivalente, mesozima
para as mais sensiveis (VIEILLE; ZEIKUS, 2001).

Algumas o-glicosidases termoestdveis foram purificadas a partir de uma variedade de
bactérias mesofilas, archaea termofilicas e hipertermofilicas. As a-glicosidases produzidas
por hipertermofilicos como P. furiosus, T. hydrothermalis, S. solfataricus MT-4 exibem
atividade maxima a altas temperaturas, como 96, 95, 98°C, respectivamente
(CONSTANTINO et al., 1990; MARTINO et al, 2001). A enzima do Thermococcus ANI
mostrou-se estdvel a 110°C (PILLER et al., 1996). Além de outros Geobacillus sp termoéfilos
produtores de a-glicosidases que foram isolados de regides geotérmicas (COLERI et al.,
2009) e a-glicosidase do termofilo Bacillus sp SAM1606 que apresenta temperatura 6tima
ente 65 e 70 °C (NOGUCHI et al., 2008).

Na maioria das pesquisas as o-glicosidases sdao de fungos mesofilicos, como A.
implicatum (YAMAMOTO et al., 2004), o A. niger (KITA et al., 1991), o M. javanicus
(YAMASAKI et al., 1973), M. alliacea (TANAKA et al., 2002) e A. awamori. As enzimas
desses fungos possuem temperatura 6tima entre 37 e 55°C e desnaturam em temperaturas
elevadas (ANINDYAWATI et al., 1998). Dentre as poucas o-glicosidases de termofilos
estudadas estdio a de Thermomyces lanuginosus e Chaetomium thermophilum var.
coprophilum, que cresce a 50° C e 40° C cuja atividade 6tima ocorre a 50 e 60°C,
respectivamente (JENSEN; OLSEN, 1996; GIANNESI et al., 2006).

O Thermoascus aurantiacus (Fig. 7) do grupo Ascomiceto é um fungo filamentoso
termofilico que possui crescimento 6timo a 50°C para a producdo de algumas enzimas de
interesse (CARVALHO et al., 2006; LEITE et al, 2007; MERHEB et al., 2007). As amilases,
celulases e xilanases produzidas por esse fungo, tém sido pesquisadas devido a alta
estabilidade a temperatura e ao pH, caracteristicas de interesse para a aplica¢do industrial
(BRIENZO et al., 2008). Entretanto, a a-glicosidase desse fungo ainda ndao havia sido
estudada.

As enzimas dos termoéfilos possuem os mesmos 20 aminodcidos, as mesmas
caracteristicas estruturais principais que as correspondentes termoldbeis dos mesofilicos. No
entanto, as proteinas termoestaveis tendem a apresentar niicleos altamente hidrofébicos, maior
numero de interacdes idnicas e pontes de hidrogénio que dificultam o desdobramento da
proteina resultando em maior termoestabilidade (MADIGAN et al., 2004; BRUINS et al.,

2001). Assim a determinac@o do fator que induziu a estabilidade térmica pode ser dificil, ja
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que sdao necessdrias comparacdes entre diversas proteinas homoélogas de mesofilos e
termofilos. Além disso, as variagdes estruturais capazes de produzir esta estabilizacdo poderdao

ser multiplas e sutis (SANTOS et al., 2001; SADEGHI et al., 2006).

Figura 7: Thermoascus aurantiacus CBMAI 756 cultivado em meio sabouroud a 50° por 48
h.

A termoestabilidade das proteinas € influenciada por um conjunto de fatores que
promovem estabilizacdo do dobramento natural da molécula. A seqiiéncia primdria de uma
proteina influencia a formacdo das estruturas secunddrias, tercidrias e quaterndrias sendo,
portanto, um importante fator de termoestabilizacio (NELSON; COX, 2002). Aminodcidos
como Alanina (Ala), Valina (Val), Leucina (Leu) e Isoleucina (Ile) sio importantes na
estabilizacdo das estruturas das proteinas pela promocao de interacdes hidrofébicas no interior
da molécula. As ligagdes covalentes dos grupos sulfidril dos aminoécidos de Cisteina (Cys)
formam as pontes dissulfeto, que também possuem um importante papel na estabiliza¢do das
proteinas, em virtude das ligagdes covalentes entre diferentes partes de uma molécula protéica
ou entre duas subunidades protéicas. Ainda, as ligacdes fracas (ndo-covalentes), como as
pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals e interagdes idnicas sdo também importantes
para a manutencdo da forma nativa da proteina, devido ao fato de serem muito numerosas

(NELSON; COX, 2002; MADIGAN et al., 2004).
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As comparagdes entre as proteinas homdlogas de mesofilicos e termofilicos
permitiram avaliar que os termoéfilos apresentam maior quantidade de pontes salinas e pontes
de hidrogénio, e a presenga de residuos hidrofébicos em maior freqiiéncia do que os residuos
polares. Além disso, observou-se que o aumento de Acido Glutdmico (Glu) e Prolina (Pro)
podem estar relacionados a termoestabilidade dos termoéfilos devido ao aumento da rigidez
dessas proteinas. As diferencas entre a estabilidade das proteinas dos meséfilos e termdfilos,
pode indicar que os microrganismos termofilicos adotaram estratégias diferentes para suportar
ambientes com altas temperaturas (SADEGHI et al., 2006).

Estudos com a a-glicosidase de Bacillus sp SAM1606 indicou a Thr272, localizada ao
lado da Glu272 (residuo catalitico) e Gly273 (residuo determinante de especificidade), como
um residuo determinante da temperatura 6tima (65-70°C). A substituicdo desse residuo por
aminodcidos hidrofébicos como valina, metionina e fenilalanina provocou uma queda de 30
°C da temperatura O6tima com o aumento da atividade catalitica a baixas temperaturas.
Entretanto as a-glicosidases dos trés mutantes apresentaram termoestabilidade até 65°C sendo
que a enzima selvagem foi estdvel até 70°C. Provavelmente as alteracdes da temperatura
6tima e da estabilidade das enzimas dos mutantes ocorreram devido as mudancgas
conformacionais para formas menos ativas (NOGUCHI et al., 2008).

Outros fatores como a presenga de carboidratos nas proteinas também influencia na
estabilidade a temperatura e na resisténcia a protedlise devido a interacdo entre oOs
carboidratos e peptideos da molécula. A retirada das cadeias de aguicares causa a flexibilidade
e desestabilizacdo da estrutura da proteina acarretando a elevacdo da sensibilidade ao calor e a
protedlise, além da reducdo da atividade enzimadtica. Entretanto, o valor relativo da atividade
enzimdtica dos substratos ndo € alterado ao comparar as enzimas nativas as que foram
desglicosiladas (OKUYAMA et al., 2005).

Além disso, a estabilidade das enzimas e atividade catalitica sdo resultados do
equilibrio entre a flexibilidade, responsdvel pela funcdo catalitica, e a rigidez, responsdvel
pela estabilidade conformacional, sendo que as termozimas sdo mais rigidas do que as
mesozimas (BRUINS et al., 2001; VIEILLE; ZEIKUS, 2001). Dessa forma, devido a rigidez
das proteinas termofilicas, sdo necessdrias altas temperaturas para a promo¢ao do movimento
térmico e o aumento da flexibilidade essencial para atividade catalitica (SCANDURRA et al.,
1998). Algumas enzimas altamente termoestdveis apresentam atividades cataliticas inferiores
as suas homologas provenientes de mesofilicos (SANTOS et al., 2001).

A maioria das proteinas podem ser desnaturadas pelo calor que afeta as interagdes

fracas; pelos solventes organicos, uréia e os detergentes que atuam principalmente no
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rompimento das interagcdes hidrofébicas; pelos pHs extremos que alteram a carga liquida da
proteina provocando repulsdo eletrostatica e rompimento de algumas ligacdes de hidrogénio
(NELSON; COX, 2002; VOET et al., 2002). Entretanto, os termoéfilos possuem proteinas
especializadas, chaperoninas, que auxiliam no dobramento da forma nativa e na restauracao
de suas funcdes apos a desnaturacao protéica (HAKI; RAKSHIT, 2003).

Em temperaturas acima de 100°C, as proteinas normalmente sdo inativadas por
modificagdes quimicas mais do que por desdobramento irreversivel. Por exemplo, ocorre a
desaminacdo da Asparagina (Asn) e Glutamina (GIn) e degradacdo oxidativa da Clys,
Metionina (Met) e Triptofano (Trp) (BRUINS et al., 2001). As termozimas normalmente sdao
inativadas por essas modificacdes quimicas a elevadas temperaturas e as mesozimas por
desdobramento da molécula devido a inativacdo térmica (VIEILLE; ZEIKUS, 1996).

Fatores extrinsecos contribuem para a estabilizacdo das proteinas a temperaturas
elevadas. Alguns compostos como manosilglicerato, fosfato diglicerol e manosilgliceramida
foram detectados apenas em microrganismos termofilos e hiperterméfilos, sendo que estes
compostos apresentam capacidade termoestabilizadora sobre uma variedade de proteinas
(LAMOSA et al., 2000). A presenca de sais, o proprio substrato e as chaperoninas que
auxiliam no redobramento de proteinas parcialmente desnaturadas também podem contribuir
para a estabilizacdo térmica (BRUINS et al., 2001).

A termoestabilidade das amilases € de fundamental interesse biotecnolégico
(ANTRANNIKIAN et al., 1995). A possibilidade de se usar enzima sob temperaturas
elevadas diminui o risco de contaminacdo por microrganismos mesofilicos, que sdo a maioria
entre a populagcdo a temperatura ambiente, além de aumentar a taxa de difusdo, solubilidade,
reducdo da viscosidade e tensdo superficial dos componentes envolvidos em um determinado
processo (HOUGH; DANSON, 1989; NIEHAUS et al., 1999).

Assim, o interesse por microrganismos termofilicos cresceu devido as caracteristicas
de estabilidade das enzimas a altas temperaturas para a aplicagao nas industrias de alimentos.
Contudo a producdo dessas enzimas pelos termofilicos é limitada pela dificuldade do
crescimento das culturas em larga escala a altas temperaturas e devido ao alto custo da
fermentagdo. Os pesquisadores estdo tentando solucionar esses problemas através do estudo
dos genes das enzimas de interesse para a expressao em microrganismos mesofilicos

(MARTINO et al., 2001; HONG et al., 2007).
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S. Purificacao de o-glicosidase

Os processos de purificacdo de proteinas sdo muito diversificados devido as diferentes
fontes de obtencdo, que podem influenciar o isolamento das moléculas de interesse. E
importante conhecer as caracteristicas cinéticas desta proteina, por exemplo, temperatura e pH
de estabilidade, os inibidores e os compostos que podem desnaturd-la durante o processo de
purificacdo. Para iniciar a purificagdo € necessdrio remover a proteina de sua fonte natural
como os tecidos vegetais, animais € microrganismos. Atualmente os microrganismos sao
utilizados para a producao, em grande escala, de enzimas extracelulares de interesse que sao
apropriadamente obtidas no meio de cultivo.

As técnicas de isolamento de proteinas podem variar de acordo com o meio de cultivo
e microrganismo utilizado para produzi-la, além da aplicacdo final do produto. Cbom isso ndo
existe uma metodologia pré-estabelecida para a purificacdo de proteinas. Normalmente os
pesquisadores iniciam as etapas de purificacdo com a centrifugacdo para a separacdo dos
residuos solidos, seguido de etapas de concentracdo seletiva do extrato enzimdtico como a
ultrafiltracdo, precipitagdo por sulfato de amonio ou etanol gelado. Etapas de didlise e
clarificacdo podem ser acrescentadas para a retirada de sais e pigmentos presentes nos
extratos enzimdticos. Apds a retirada do excesso de contaminantes do extrato enzimético sao
utilizadas etapas para o refinamento da amostra, por exemplo, cromatografias de troca idnica,
afinidade e filtracdo em gel (PESSOA-J IjNIOR; KILIKIAN, 2005).

Virios tipos de «a-glicosidases de mamiferos, insetos, fungos e bactérias t€m sido
investigadas e purificadas (YAMAMOTO et al., 2004). Entre elas, destacam-se as «-
glicosidases produzidas por: B. thermoamyloliquenfaciens KP1071 (KASHIWABARA et al.,
2000), Geobacillus thermodenitrificans HRO10 (EZEJI; BAHL, 2006), Geobacillus sp A333
e a bactéria termofilica A343 (CIHAN et al., 2009). Além disso, essa enzima também foi
isolada de archaea hipertermofilicas, como S. solfataricus MT4 (MARTINO et al., 2001) e P.
Sfuriosus (CONSTANTINO et al., 1990).

Entre as a-glicosidases de eucariotos foram purificadas, aquela encontrada no
intestino de Rana japonica (TAKESUE; TEKESUE, 1996), no protozodrio parasita
Entamoeba histolytica (BRAVO-TORRES et al., 2004), no molusco marinho Aplysia fasciata
(ANDREOTTT et al., 2006) e em vegetais, como enzima detectada durante periodo de
germinacdo da semente de milho (YAMASAKI et al., 2005) e em graos de arroz IWATA et
al., 2003).
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As a-glicosidases fungicas ja purificadas, normalmente sdo oriundas de espécimes
mesofilicos, tais como: Aspergillus awamori KT-11 (ANINDYAWATI et al.,, 1998),
Mortierella alliacea YN-15 (TANAKA et al, 2002), Acremonium implicatum
(YAMAMOTO et al, 2004), das leveduras Saccharomyces cerevisiae CWH41
(FARIDMOAYER; SCAMAN, 2004), Pichia pastoris (MUSLIN et al., 2000), Candida
albicans (TORRE-BOUSCOULET et al., 2004) e Schizosaccharomyces pombe (OKUYAMA
et al., 2005).

Bravo-Torres et al. (2004), obtiveram um rendimento de 42% e um fator de
purificacdo de 3,8 vezes na purificacdo da o-glicosidase do Entamoeba histolytica, o processo
de purificacdo foi realizado apenas em duas etapas: a amostra foi solubilizada com o
detergente Lubrol PXO e o sobrenadante foi aplicado em uma coluna Mono Q de troca
anidnica. A enzima monomeérica apresentou massa molar de 55 kDa em SDS-PAGE.

Uma o-glicosidase produzida pela Candida albicans foi parcialmente purificada por
Torre-Bouscoulvet et al. (2004). Os autores utilizaram a resina Sepharose CL6B em
cromatografia de exclusdo por tamanho e, posteriormente, foi realizada uma cromatografia de
troca idnica em DEAE-Bio-Gel A, seguida por uma cromatografia de hidroxiapatite. O
rendimento desta purificacdo parcial foi de 13% e um fator de purificacdo de 8,7 vezes. Ela
apresentou massa molar de 45 kDa.

O gene da a-glicosidase isolada do terméfilo Sulfolobus solfataricus foi expresso na
Escherichia coli BL21 (DE3). A a-glicosidase produzida pela E. coli foi purificada até a
homogeneidade por precipitagdo térmica com rendimento de 75,4% e um fator de purificagdo
de 14,5 vezes. Ela apresentou quatro subunidades de 80 kDa (MARTINO et al., 2001).

Tanaka et al. (2002) obtiveram um rendimento de 2,3% e um fator de purificacdo de
33 vezes da o-glicosidase de Mortirella alliacea YN-15, sendo este processo realizado em
cinco etapas. A amostra foi precipitada com etanol e aplicada em uma cromatografia de
interac@o hidrofébica e, posteriormente, aplicaram em duas cromatografias de troca catidonica
(Resource S) e por ultimo em uma filtracdo em gel na coluna Hiload Superdex 200. A o-
glicosidase foi estimada em 92 kDa na cromatografia de filtragdo em gel e apresenta uma
banda no gel ndo-desnaturante e, no gel desnaturante, essa enzima mostrou duas subunidades
de 61 e 31 kDa.

A purificacdo da a-glicosidases foi realizada para poucos fungos filamentosos do
grupo Ascomiceto e termofilicos. Dessa forma, o estudo da a-glicosidase de T. aurantiacus

pode trazer importantes e inéditas informacdes.
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V. OBJETIVOS

1. Geral
Purificar e caracterizar a o-glicosidase produzida por Thermoascus aurantiacus

CBMAI 756 em fermentacdo submersa e construir a biblioteca de cDNA desse fungo.

2. Especificos

2.1. Purificar a a-glicosidase produzida por T.aurantiacus em fermentacdo submersa.

2.2. Caracterizar a enzima purificada quanto ao:

- pH e temperatura 6timos de atividade.

- estabilidade da enzima, quando em auséncia de substrato, em fun¢do da variagcdo de
pH e temperatura; efeito de ions metdlicos e dos inibidores sobre a atividade enzimética.

2.3. Determinar as constantes cinéticas K, Vax, massa molecular e ponto isoelétrico.

2.4. Avaliar a acdo da a-glicosidase sobre diferentes substratos amildceos e sintéticos.

2.5. Identificar os produtos de transglicosilacao da a-glicosidase.

2.6. Construir a biblioteca de cDNA de fungo crescido em meio indutor de amido e

buscar gene codificando para tal caracteristica.
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VI. MATERIAL E METODOS

VI. 1. Microrganismos

O Thermoascus aurantiacus usado no presente estudo foi isolado de material
lignoceluldsico em decomposi¢cdo no estado do Amazonas, Brasil, e foi mantido a 7 °C em
meio Saboraud. A cultura foi depositada na Coleg¢do Brasileira de Microrganismos para
Ambiente e Industria-CBMAI, CPQBA-Unicamp-Campinas (Thermoascus aurantiacus
CBMAI 756).

VI. 2. Fermentacao submersa (FSM)

O meio nutriente foi utilizado com pequena modificacdo conforme descrito por
Mandels e Sternberg (1976): 1% de amido soldvel (Reagen); 0,20% de (NH4),SOs; 0,01% de
MgS04.7H,0; 0,5% de extrato de levedura; 0,2% de peptona; 0,1% de K,HPOy; 0,7% de
KH,PO4 e 0,05% de solugdo de micronutrientes (0,1% FeSO4.7H,0; 0,005% MnSO,. H,O0;
0,02% ZnSO, . TH,0; 0,005% CaCly; 0,025% CuSos . SH20). O pH foi ajustado a 6,0 com
K>,HPO,4 e/ou KH,PO,.

A fermentacdo submersa foi realizada em Erlenmeyer de 250 ml, contendo 50 ml de
meio, nos quais foram inoculados 5,0 ml de suspensido de massa micelial (equivalente a 30
mg massa micelial seca/ml). A fermentacao foi realizada em shaker com rotacio de 100 rpm a
50 °C, por 360 horas. A biomassa foi separada por filtracdo a vdcuo utilizando papel

Whatman n® 1. O filtrado foi usado como solugdo enzimética de a-glicosidase.

VI. 2. 1. Obtencao da enzima intracelular

Para quantificar a atividade de o-glicosidase intracelular, a massa micelial formada
durante a fermentacdo submersa foi separada por filtracio a vdcuo em filtro de papel
Whatman n° 1, e transferida para tubo falcon com 4,0 ml de tampio acetato 10mM pH 4,0,
0,1 mM de inibidores de proteases (EDTA, pepstatina, protease cisteina e serino protease).
Essa solucdo foi sonicada por 10 segundos. Esse procedimento foi repetido 10 vezes em
banho de gelo. Apds a lise celular o material foi submetido a centrifugacao a 10000 x g por 20
minutos, a 10°C. O sobrenadante foi utilizado para dosar a atividade de a-glicosidase

intracelular, segundo o método descrito no item VI. 3. 1.

VL. 2. 2. Determinacio da atividade no micélio do fungo
Para a determinagdo da atividade o-glicosidase foram coletados “pellets” do micélio

na FSM, em 120 h. O micélio foi lavado duas vezes em tampao acetato pH 4,5 para a retirada
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do meio de cultivo, sendo adicionado a mistura de reacdo para a medi¢do da atividade em U/g

de massa umida, segundo item VI. 3. 1.

VI. 3. Determinacio das atividades enzimaticas

VI. 3. 1. Medida da atividade enzimatica através da liberacao de glicose

A mistura de reacdo enzimatica foi constituida por 0,4 ml de solucdo de maltose a
0,20% (m/v) em tampao acetato a 250 mM, pH 4,5 e 0,10 ml de solu¢do enzimatica. Apds a
incubacdo da mistura de reacdo a 70°C por 10 minutos, as amostras foram submetidas ao
resfriamento em banho de gelo. Dessa mistura de reagdo foi tomada uma aliquota de 0,10 ml a
qual foi adicionado 0,40 ml de tampao fosfato 250 mM, pH 7,0. A glicose liberada foi entao,
quantificada através do método enzimatico peroxidase-glucose oxidase (BERGMEYER;
BERNT, 1974 — modificado) utilizando Kit comercial (Glicose-Enz-Color/Biodiagndstica).

O controle da reagdo foi preparado conforme descrito acima, substituindo-se a enzima
por volume equivalente de dgua destilada (controle do substrato). Um outro controle foi
realizado substituindo-se a solu¢do de maltose por volume de tampao acetato (controle da
enzima). Uma unidade de enzima (U/ml) foi definida como a quantidade de enzima necesséria

para liberar 1 pmol de glicose, por minuto, nas condi¢des do ensaio.

VI. 3. 2. Medida da atividade enzimatica pela liberacao de p-nitrofenol

A atividade sobre os substratos sintéticos foi determinada com 0,05 ml da solucdo
enzimatico, 0,25 ml de tampdo acetato 0,1M, pH 5,0 e 0,25 ml de p-nitrofenil a-D-
glucopiranosideo ou p-nitrofenil B-D-glucopiranosideo (ow ou B-PNPG), reagindo por 10
minutos a 70°C. A reag¢do foi paralisada com 2,0 ml de carbonato de sédio 2 M e o nitrofenol
liberado, foi quantificado por espectrofotometria a 410 nm utilizando uma curva padrdo de p-
nitrofenol. Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima

necessdria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto de reacgao.

VI. 4. Determinacao de proteinas e carboidratos

A proteina foi quantificada por meio do método de Hartree-Lowry (1972), utilizando
soro albumina bovina como padrio.

O carboidrato foi quantificado pelo método de Dubois et al. (1956), utilizando a

glicose como padrao.
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VL. 5. Purificacao de a-glicosidase

VI. 5.1. Concentracao do extrato bruto

A concentragdo do extrato bruto foi realizada por ultrafiltracio usando-se sistema
Quixstand™ Benchtop da Amersham Bioscience com uma membrana de corte limite de 50
kDa de massa molecular. Primeiramente, o extrato bruto foi concentrado por esse sistema e,
em seguida, o concentrado foi misturado a tampao acetato de sodio a 10 mM, pH 4,0 (200 ml
de concentrado para 800 ml de tampao) seguindo-se nova concentracio. Esse processo foi

repetido quatro vezes até a retirada de pigmentos presentes.

VI. 5.2. Precipitacdo com sulfato de amonio

O extrato concentrado por ultrafiltracdo foi precipitado de forma fracionada com
sulfato amonio — 0 - 55% e 55 - 90% de saturagdo. Primeiramente, o sulfato de amonio foi
adicionado lentamente até a saturacdo de 55% (m/v). O extrato foi mantido em repouso a 4°C
por 6 h, sendo depois centrifugado. Na segunda etapa, foi completada a saturacio de sulfato
de amonio para 90% (m/v) no sobrenadante, com agitacdo branda a 4°C. O sobrenadante foi
mantido em repouso a 4°C por 12 h, sendo depois centrifugado a 12.000 x g por 20 min, a
1°C. O precipitado foi ressuspendido em um volume minimo de tampao acetato a 10 mM, pH
4,0. Esta suspensao foi dialisada contra esse mesmo tampao a 4°C, por 24 horas, com quatro
trocas, utilizando-se membrana de didlise com corte limite de massa molecular entre 12 e 14
kDa. Apds a didlise, o material foi filtrado em filtro de membrana com poros de 0,22 um

(Millipore).

VI. 5.3. Cromatografias de troca ionica

A amostra dialisada, apds a precipitacdo com sulfato de amonia, foi aplicado a
cromatografia de troca idnica em coluna Tricorn 10/50 (Pharmacia Biotech, Sweeden)
empacotada com 20 ml de resina anidnica Q Sepharose Fast Flow e equilibrada com tampao
acetato a 50 mM, pH 4,0. A amostra foi eluida com este mesmo tampao, com um fluxo de 0,4
ml/min e gradiente salino de 0 a 1,0 M de NaCl (5 volumes de coluna). Foram coletadas
fracdes de 1,5 ml. Essa etapa cromatogréfica foi realizada utilizando-se o sistema AKTA
purifier (Pharmacia Biotech, Sweeden) e as fracdes foram coletadas utilizando-se o coletor de

fracdes (Amersham Biosciences Frac-900).
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VI. 5.4. Cromatografia de filtracao em gel

O sistema AKTA purifier foi utilizado para as cromatografias de filtragio em gel em
coluna fechada HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 de 1,6 cm x 60 cm, contendo 120 ml de gel e
Superose 12 10/300GL pré empacotado com Superdex em coluna fechada de 10 cm x 30 cm,
contendo aproximadamente 24 ml de gel.

As fracOes coletadas da troca i6nica com resina anidnica Q Sepharose Fast Flow, as
quais foram reunidas, liofilizadas e suspendidas em 0,8 ml de tampao fosfato a 10 mM, pH
7,0. A amostra foi aplicada na coluna Sephacryl S-200 (fracionamento de 5-250 kDa) e eluida
em tampao fosfato a S0 mM contendo 150 mM de NaCl, pH7,0, com fluxo de 0,3 ml/min,
coletando-se fragdes de 1,0 ml. As fragdes contendo a enzima foram liofilizadas e suspendidas
em tampao fosfato a 50 mM, pH 7,0 e entdo aplicadas a cromatografia de filtracdo em gel
Superose 12 10/300 (fracionamento de 1-300 kDa) como descrito acima.

O perfil de eluicdo das proteinas foi acompanhado a 280 nm e a atividade de o-

glicosidase foi determinada nas fracdes eluidas.

VL. 6. Eletroforeses

As amostras coletadas das etapas de cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE,
segundo Laemmli (1970). As proteinas foram visualizadas pelo método de prata (BLUM et
al., 1987).

O gel utilizado para a separacio continha 8 ou 10% (m/v) de poliacrilamida e o gel de
empilhamento continha 4% (m/v). As proteinas submetidas a eletroforese foram misturadas
ao tampao TRIS-HCI 100 mM, pH 6,8, contendo 0,2% de SDS, 10% de glicerol e 0,002% de
azul de bromofenol.

Antes de aplicar em SDS-PAGE, cada amostra foi tratada por dois métodos diferentes:

1) amostra semi-desnaturada (sem ferver e sem adicdo de P-mercaptoetanol) foi
aplicada em gel 8%.

2) amostra desnaturada (fervida por cinco minutos na presenca de 2% (m/v) B-

mercaptoetanol) foi aplicada em gel 10% (m/v).

VL.6. 1. Eletroforese para deteccio da atividade enzimatica das bandas
O gel de atividade enzimadtica foi feito segundo protocolo descrito para a amostra
semi-desnaturada. Apds a corrida, o gel foi lavado quatro vezes, durante vinte minutos,

usando tampdo acetato a 250 mM, pH 4,5. Em seguida, foi imerso em tampdo de reagdo
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(acetato 250 mM, pH 4,5) contendo maltose (10 mg/ml), azul de nitro tetrazdlio (0,4 mg/ml),
metasulfato de fanazina (0,2 mg/ml) e 30 Unidades de glicose oxidase. O gel foi incubado a

37°C nessa mistura de reagdo, por 40 minutos (GABRIEL; WANG, 1968).

VL6. 2. Eletroforese para a determinacao de glicoproteinas através da coloracao
do Reativo de Schiff

O gel para determinacdo das glicoproteinas foi feito segundo o protocolo descrito para
a amostra semi-desnaturada. Para a revelacao do gel foi utilizado o método do 4cido periédico

de Schiff (PAS) que € especifico para coloracdo de carboidrato (ZACHARIUS et al., 1969).

VL.6. 3. Focalizacio isoelétrica e determinacio do ponto isoelétrico

A focalizagdo isoelétrica desnaturante foi realizada utilizando o sistema de focalizacio
isoelétrica Ettan IPGphor II (Amershan) em gel de 8% de poliacrilamida (14 x 15 cm)
contendo anfélitos (Pharmalyte - pH 3.0-10.0), seguindo as instru¢des do fabricante. Para a
revelacdo do gel foi utilizado o método com reagente de prata de acordo com Blum et al.

(1987).

VI. 7. Determinacao da massa molecular

VI. 7. 1. Determinacio da massa molecular por filtraciao em gel

A massa molecular da proteina nativa foi estimada por filtracdo em gel utilizando a
coluna Sephacryl S-200 como descrito no item VL. 5. 4. O perfil de eluicdo foi acompanhado
por medidas da absorbancia a 280 nm para as proteinas padrdes e pela atividade da enzima.

As proteinas B-amilase (P.M. 200000), alcool desidrogenase (P.M. 150000), anidrase
carbonica (P.M. 29000) foram utilizadas para a padronizac¢do da coluna e o azul de dextrana,
para a determinacdo do volume morto (Vy). O volume de elui¢do de cada proteina (Ve) e do
azul de dextrana (V) foram medidos e a relacdo Ve/V, calculada. A massa molecular da
enzima foi estimada através da reta padrao obtida por insercao em grafico, dos logaritmos das

massas moleculares das proteinas padrdes contra a razdo Ve/ V, de cada uma.

VL. 7. 2. Determinacio da massa molar em SDS-PAGE
O marcador com massa molecular de 6,5 a 180 kDa (Sigma — M6539) foi utilizado

para estimar a massa molar da proteinas em SDS-PAGE.



41

A massa molecular da enzima foi determinada por meio da reta padrdo obtida por
insercdo em grafico, do logaritmo das massas moleculares das proteinas padrdes contra o fator
de retencao (dr/dm) e posterior regressao linear.
dr = distancia de retencao do soluto ( distancia percorrida pela proteina)

dm = distancia percorrida pelo solvente

VL. 8. Caracterizacao da a-glicosidase purificada

VL. 8.1. Avaliaciao da acao da a-glicosidase sobre diferentes substratos

O substrato especifico foi determinado usando como substrato o amido solivel,
celobiose, sacarose, trealose, maltooligossacrideos (duas a sete unidades de glicose) a 2mM
em 250 mM de tamp@o acetato de sodio, pH 4,5, e os substratos sintéticos p-nitrofenil o-D-
glicopiranosideo (a-PNPG) e p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo (-PNPG) a 4mM no mesmo

tampao, e nas condi¢gdes Otimas para a atividade da enzima.

VL. 8.2. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade da enzima

O pH 6timo foi avaliado pela medi¢do da atividade enzimatica a 70°C usando tampao
acetato de sodio (2,5 a 5,0), citrato-fosfato (5,0 a 7,0) e Tris-HCI (7,0-8,0) na mistura de
reacdo contendo 0,4 ml de maltose 0,2% (m/v) em tampao 250 mM e 0,1 ml da enzima
purificada. O efeito da temperatura sobre a atividade enzimaética foi avaliado incubando-se a
mistura de reacdo em temperaturas de 50 a 85°C, durante 10 minutos, em pH determinado

como Otimo.

VI. 8.3. Estabilidade da enzima frente as variacoes de pH e temperatura, quando
em auséncia de substrato

Para a estabilidade ao pH foi utilizado o tampao Mcllvaine (pH 2,5 a 8,0) e tampao
Glicina-NaOH (pH 8,0 a 10,0) a 10 mM. Uma aliquota de 0,5 ml de solu¢do enzimdtica pura
foi misturada a 0,5 ml de tampao em cada valor de pH, e a mistura mantida a 25°C por 24
horas. Apods esse periodo, as atividades enzimaticas foram determinadas no pH e temperatura
otimos de cada enzima.

O efeito da temperatura de incubacdo da enzima, em auséncia de substrato, sobre a
estabilidade da mesma, foi avaliada em dois ensaios. Num primeiro teste, a solucdo
enzimatica pura foi incubada (em auséncia de substrato) em temperaturas de 40°C a 95°C por

uma hora, sendo o controle, a atividade da enzima no inicio do ensaio. Num segundo ensaio
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foi incubada a solucdo enzimética pura, em auséncia de substrato, a 60 e 70°C, sendo retiradas
amostras para a determinacdo da atividade residual a cada 20 minutos, durante 4 h. Foi
mantida uma amostra da enzima pura em geladeira por uma hora. As atividades enzimadticas
foram determinadas na temperatura e pH 6timos da enzima.

A estabilidade da enzima também foi expressa em atividade residual (% da atividade

original obtida no pH e temperatura 6timos).

VL. 9. Determinacao do K,, e Vyax

As constantes cinéticas foram determinadas incubando a enzima pura com o substrato
maltose, nas concentragdes entre 2.8x107 and 8.9 uM, na temperatura e pH o6timo de
atividade enzimadtica. Os valores do K, € Vy.x foram determinados plotando os dados no
modelo Michaelis-Menten usando o programa GraFit5. O substrato utilizado na cinética

enzimatica foi preparado por dilui¢do.

VI. 10. Efeito dos ions sobre a atividade da enzima

O efeito dos fons de metal (Ag*, Na*, Cu**, Ca®*, Ba™, Co™*, Hg**, Fe’*, Ni**, Mg™*,
Mn**, Zn**, AI**, Cr’"), EDTA and B-mercaptoethanol na atividade enzimética foi avaliado
nas concentracdes de 1,7 e 10 mM na mistura de reacdo. O efeito do SDS, tween 20, tween
80, triton-X e triton 100 na concentracdo de 0,2% (v/v) na atividade enzimadtica foi testado

seguindo-se 0 mesmo procedimento dos itens anteriores.

VI .11. Efeito dos inibidores sobre a atividade da enzima

Os ensaios de inibicdo foram feitos na presenca do substrato maltose, sendo testados
os inibidores acarbose, voglibose (WATANABE et al., 2004), genisteina (WANG et al.,
2004), dietilpirocarbonato, castanospermina (BRAVO-TORRES et al, 2004) e iodoacetamida
(LI; CHAN, 1993). A mistura de reacdo foi composta de 0,4 ml de maltose 0,2% (m/v) em
250 mM de tampao acetato de sédio, pH 4,5, 0,10 ml de enzima e 10 pl de inibidor em
diferentes concentracdes, 250 mM, 10 mM e 0,018 mM — 1,5 mM; as reacdes foram
incubadas a 70 °C por 10 min. O ICs, foi calculado para cada inibidor usando o programa

GraFit5.
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VI. 11. Identificacio dos produtos de transglicosilacio por cromatografia em
camada delgada

O perfil da atividade transglicosilacdo da a-glicosidase purificada foi avaliado a 70°C,
utilizando uma mistura de reacdo contendo 5% (m/v) de maltose e 0,2 ml (3 U) da enzima
purificada, com um volume final de 5 ml em pH 4,5 por 30 h. As amostras foram retiradas da
mistura de reacdo a 0, 3, 8, 22 e 30 h, sendo a reacdo interrompida a 100°C em banho de
ebuli¢do por 5 min. Os produtos da reacdo foram analisados por cromatografia ascendente em
camada delgada de silica, em palcas de 10 x 20cm (DC-Alufolien Kieselgel 60 sem indicador
fluorescente, Merck), usando uma mistura de n-butanol/ etanol/ dgua destilada (5:3:2, v/v/v)
como fase movel. Apds a primeira corrida (+/- 6h) os cromatogramas foram deixados a
temperatura ambiente para secar (+/- 12h), e entdo submetido a uma segunda corrida. As
bandas separadas foram visualizadas por pulveriza¢do da matriz com solugdo de orcinol 0,2%
(m/v) em metanol e acido sulftrico (9:1, v/v), seguido por aquecimento a 100 °C por 10 min

(FONTANA et al., 1988).

VI. 12. Determinacio do N-terminal da a-glicosidase

A seqiiéncia de aminodcidos da regido N-terminal da o-glicosidase foi analisada por
degradacido seqiiencial de Edman usando sequenciador automatico, apds adsor¢do da «-
glicosidase pura em membrana de PVDF, segundo instruc¢des do fabricante.

Essas andlises foram realizadas no laboratério de Biofisica da UNIFESP, tendo como

responsavel o professor Luiz Juliano Neto.

VI. 13. Biologia Molecular
Técnicas basicas de biologia molecular de DNA foram realizadas segundo Sambrook
et al.,, 2001. As reagdes de ligacdo de DNA e os passos de clonagem nos quais foram

utilizados os vetores comerciais pJET1.2 seguiram as instru¢des do fabricante (Fermentas).

VI. 13. 1. Meio de inducao do RNAm para a construcio da biblioteca de cDNA

O meio nutriente utilizado para a inducao de 7. aurantiacus CBMAI 756 foi descrito
no item VI. 2.

A fermentacdo ocorreu a 50 °C e 100 rpm, por 72 horas. O micélio coletado foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido para evitar a degradacdo do RNA e

posteriormente foi armazenado a -80°C.
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VI. 13. 2. Extracio do DNA genomico
A extragdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se o kit ZR Fungal/Bacterial

DNA (Zymo reasearch), seguindo as instrucdes do fabricante.

VI. 13. 3. Extracao do RNA total e purificacio do RNAm

O RNA total foi extraido pelo método Trizol (Invitrogen — Cat. No 15596-026),
seguindo as instrucdes do fabricante com modificagdes. Antes da etapa de precipitacdo do
RNA total foi acrescentado um passo de lavagem com fenol(25)/cloroférmio(24)/alcool
isoamyl(1) para a retirada de contaminantes; esse processo foi repetido duas vezes.

O kit utilizado para o isolamento do RNAm foi o PolyATract mRNA Isolation

Systems (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante.

VI. 13. 4. Construcao da biblioteca de cDNA

O kit utilizado para a constru¢do da biblioteca de cDNA do fungo 7. aurantiacus
CBMAI 756 foi o CloneMiner cDNA Library Construction, € o processo adotado para a
construcdo desta biblioteca foi o ndo radioativo de acordo com fabricante. O isolamento dos
RNAm e constru¢do do banco foi realizada sob supervisao do Prof. Flavio Henrique da Silva,
departamento de Genética e Evolucdo, da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR).

A transformacdo foi realizada através da reacdo de ligacdo dos fragmentos de cDNA
do banco no vetor pDONR 222, sendo o volume total da reacdo de 9 ul. Em seguida
procedeu-se a eletrotransformacdo de E. coli (250 pl) com 1,5 ul do DNA plasmidial
(ligac@o). As células foram resgatadas mediante a adicdo de 1 ml de meio S.O.C. as cubetas e
transferidas para tubos de polipropileno (15 ml) e mantidas sob agitacao (225 rpm) a 37°C por
1 h. A selecdo de clones foi realizada semeando-se 100 pl da diluicdo 10™ em placa de petri

contendo meio Luria Bertani (LB) com kanamicina (25 pg/ml). As placas foram incubadas a

37°C por 16 horas.

VI. 13. 5. Isolamento dos clones da biblioteca de cDNA

Para o isolamento dos clones da biblioteca de cDNA foram distribuidos 200 ul de
meio LB contendo 10% glicerol e kanamicina (25 pg/ml) em cada pog¢inho de uma placa de
cultura de 96 pocos com tampa. As coldnias foram repicadas da placa de petri com palito de

dente autoclavado, sendo uma coldnia, por palito, por poginho. As placas de cultura foram
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incubadas a 37°C, por 20 horas. Apds o crescimento das colonias as placas foram

armazenadas a -80°C.

VI. 13. 6. Extracao de DNA plasmidial

Para a extracdo do DNA plasmidial foram retiradas de cada poginho aliquotas de 40 pl
que foram misturadas em trés microtubos de 1,5 ml. As colonias dos trés microtubos foram
unidas em um unico microtubo através de centrifugagdo a 10.000 x g por 1 min para a
extragdo dos plasmideos. O kit utilizado para a extracdo dos plasmideos foi o Gene Jet
Plasmid Miniprep (Ferments), seguindo as instrucdes do fabricante. O procedimento de
extracdo do plasmideos foi realizado antes da placa de cultura ser armazenada no freezer -
80°C.

Os clones de cDNA foram isolados em 103 placas com 96 pogos, sendo que cada
placa possui um microtubo correspondente com os DNAs plasmidiais extraidos da placa

(mistura).

VI. 13. 7. Primers
Os primers foram desenhados baseados nas regides conservadas das a-glicosidases,

glicoamilases, a-amilases e B-glicosidases. Estes primers estdo listados na tabela 2.

Tabela 2: Primers.

Nome Sequéncia Enzimas de interesse
Aglico-F S’GTAYGACATGKCTGAAGTTTC a-Glicosidase
Aglico-R 5’GGTAGAAWGGRAARAAKGCSGA a-Glicosidase

GlicoF 5’CCTACGGCGAGAACATCTAC Glicoamilase

GlicoR S’TCGGTTGGGATCACTCTCC Glicoamilase

AmiF 5’CAGGGCATCATCGACAAGTTGG a-Amilase

AmiR 5S’CATCCCCCTCTCATGAAGG a-Amilase

AnaF 5’GGCAGAAACTGGGAGGGTTTC B-Glicosidase

Ana2R 5°- GCCCTGAAAATCAAGCTCCG B-Glicosidase

M13F S’GTAAAACGACGGCCAG -

MI3R S’CAGGAAACAGCTATGAC -
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VI. 13. 8. PCR de colonia
Para o PCR de col6nia foram utilizados 1 pl de uma cultura de células crescida por 16

h a 30°C em meio LB/kanamicina. A reacdo de PCR foi feita segundo o item VI. 13. 9.

VI. 13. 9. PCR para a amplificacao dos genes

As reagdes de PCRs foram realizadas da seguinte forma: molde, tampao da Taq
platinum para 1X final (Invitrogen - Platimum), 100uM cada dNTP, 2mM MgCl,, 0,1U Tagq,
0,4 uM cada primer e 4gua para 20 pl finais. PCR “touch down”: desnaturagdo inicial a
94°C/2°30”, seguido de 19 ciclos de 94°C/30”, A°C/1’ e 70°C/1°30” (A= 68°C até 50°C; a
temperatura de anelamento inicial foi de 68°C com diminui¢do de um grau a cada ciclo num
total de 19 ciclos). Realizou-se mais 25 ciclos de 94°C/32”, 50°C/1’ e 70°C/30’ para a

multiplicacdo das bandas inicialmente isoladas no touch down.

VL. 13. 10. Triagem da biblioteca de cDNA

A busca pelos genes de interesse na biblioteca foi realizada através de PCRs usando os
pares de primers referentes as enzimas de interesse € 0 DNA plasmidial purificado como
molde. Para o controle positivo da reacao de PCR foi utilizado o DNA gen6mico como molde
e no controle negativo o molde foi substituido por d4gua miliq autoclavada.

Os plasmideos extraidos conforme o item VI. 13. 6 foram utilizados para as reacdes de
PCRs na triagem da biblioteca. As placas que indicaram a presenca dos genes de interesse
foram retiradas do -80°C e os clones foram repicados nas placas de 96 pogos com meio
LB/kanamicina. Apds o crescimento dos clones foram retiradas de cada pocinho aliquotas de
10 pl e misturadas as aliquotas da mesma coluna em um microtubo de 1,5 ml. Para a reag¢do
de PCR foi retirado 1 pl da mistura (item VI. 13. 8).

Outros PCRs de colonia foram feitos para cada clone pertencente a coluna que
sinalizou a presenca dos genes de interesse. Os clones que indicaram a presenga dos insertos
de interesse foram novamente crescidos em meio LB para a extracdo do plasmideo (item VI.

13. 6) e enviados para sequenciamento.
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VIL. RESULTADOS E DISCUSSAO
VIIL. 1. Crescimento fingico e producio da a-glicosidase produzida pelo fungo
Thermoascus aurantiacus CBMAI 756

Os ensaios de FSM para a avaliacdo da producdo da a-glicosidase e crescimento micelial
foram realizados em duas repeticoes. As médias das atividades enzimaticas totais
determinadas no meio de cultivo (extracelular) e das producdes de biomassa das duas
fermentacgdes estdo apresentadas na Figura 8.

A atividade a-glicosidase sobre a maltose detectada na solucdo enzimdtica bruta nas
primeiras 144 horas de fermentagdo foi baixa (< 1,3 U/ml), sendo a méxima produc¢do dessa
enzima detectada em 192 h (8,0 U/ml). A atividade total de a-glicosidase manteve-se
praticamente constante entre os periodos de 192 e 336 horas (199 U), sendo que em 360 horas

houve um declinio da atividade total (Fig. 8).
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Figura 8: Producdo de a-glicosidase por Thermoascus aurantiacus em fermentagdo
submersa. A Massa Seca (mg/ml); m Atividade Total (U/ml).

Comparando a curva da atividade enzimdtica com a curva de produg¢do da biomassa
fungica indica que a atividade da enzima que atua sobre a maltose iniciou-se no final da fase
de crescimento logaritmico, atingindo seu maximo na fase estaciondria e durante a fase de
morte a atividade total manteve-se praticamente constante até 336 horas. Esses resultados sao
compativeis com o tipo de fonte de carbono usada. Visto que o amido foi a unica fonte de

carbono, a produgdo de algumas enzimas capazes de hidrolisa-lo seria condicdo essencial para



48

o inicio do crescimento do fungo (CARVALHO, 2006). As enzimas que hidrolisaram o
amido podem ter liberado dextrinas indutoras de um segundo tipo de enzima, a qual teria
especificidade pela maltose.

Comparando a atividade maxima da o-glicosidase do T. aurantiacus sobre a maltose
(8,0 U/ml) com a a-glicosidase da bactéria T. hydrothermalis AL662 (0,014 U/ml) (LEGIN et
al., 1998), com a o-glicosidase citoplasmatica do Thermus thermophilus HB-8, 0,2 U/ml,
(ZEDZIEBLO; SYNOWIECKI, 2002) e com a a-glicosidase do fungo C. thermophilum var.
coprophilum (5,0 U/ml) (GIANNESI et al., 2006) sobre 0 mesmo substrato, pode-se concluir
que a atividade enzimadtica obtida nesse experimento foi bastante elevada.

Segundo Rowe e Margaritis (2004), a enzima intracelular o-1,4-glicosidase, de B.
thuringiensis subespécie Kurstaki IID-I € induzida por maltooligossacarideos e mais
fracamente por maltose, durante a fase de crescimento vegetativo. A a-amilase que também ¢é
induzida por maltooligossacarideos, atua sobre o amido, gerando derivados capazes de induzir
a formacdo de um sistema completo de enzimas que sdo capazes de processar e assimilar
oligossacarideos lineares formados a partir do amido. Foi demonstrado por Constantino et al.
(1990), que a a-glicosidase intracelular do P. furiosus € produzida nas etapas finais do
metabolismo do amido.

A producdo de a-glicosidase por 7. aurantiacus mostrou diferente perfil descrito para
os fungos T. lanuginosus e A. niger, nos quais a secre¢do das enzimas ocorre na fase de
crescimento logaritmico (AALBAEK, et al.,, 2002; PAPAGIANNI; MOO-YUNG, 2002.
JENSEN; OLSEN, 1996).

Para avaliacdo da possibilidade da enzima a-glicosidase ser intracelular e ser liberada
ao final do crescimento logaritmos com lise de hifas, foram dosados as atividades
intracelulares por ruptura do micélio e atividade celular de enzima aderida a hifa. Os dados
foram negativos para a atividade intracelular, porém, quando utilizado o micélio como fonte
da enzima observou-se consideravel atividade (20,0 U/g).

De acordo com Okuyama et al. (2005) a presenca de atividade de a-glicosidase na
superficie da célula bem como no sobrenadante da cultura pode indicar que essa enzima
participa na biossintese da parede celular, além da degradacdo de maltooligossacarideos.

A partir dos dados apresentados podemos sugerir que o fungo 7. aurantiacus produz
uma a-glicosidase capaz de hidrolisar maltooligossacarideos e a presenca de atividade na

superficie celular pode sugerir a atua¢ao dessa enzima na biossintese da parede celular.
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VII. 2. Purificacio da a-glicosidase produzida pelo fungo Thermoascus
aurantiacus CBMAI 756

Nessa fase do projeto, grande parte do trabalho experimental foi centrada na busca das
melhores técnicas cromatogrificas para purificagdo da enzima. Dessa forma, os quatro
diferentes procedimentos e resinas testados serviram para auxiliar na busca pelo isolamento
da a-glicosidase.

Na primeira tentativa de purificar a o-glicosidase foi feita com quatro passos de
purificacdo. O primeiro passo foi a concentragdo da solucdo enzimdtica bruta usando o
sistema Quixstand™. A amostra concentrada foi submetida & cromatografia de filtragio em
gel Sephadex G-150, em coluna aberta (2,6 cm x 150 cm), contendo 600 ml de gel, a qual foi
equilibrada com tampdo acetato 20 mM, com 50 mM de NaCl, pH 4,0. As fra¢gdes eluidas
com atividade de a-glicosidase obtida na filtracdo em gel foram dialisadas contra tampao
acetato 10 mM, pH 4,0, e aplicada em coluna Tricorn (XK 50/20) contendo 2 ml de resina
catidnica (SP Sepharose Fast Flow), acoplada ao sistema AKTA purifier (Pharmacia Biotech,
Swedwn). No quarto passo, as fragdes coletadas com atividade enzimatica foram unidas e
dialisadas para a aplica¢do na coluna Tricorn (XK50/20) contendo 2 ml de resina ani6nica Q
sepharose Fast Flow.

O primeiro experimento permitiu apenas uma purificagdo parcial da a-glicosidase. Na
tentativa de isolar a a-glicosidase foram feitos alguns ajustes nos procedimentos do segundo e
terceiro experimento. As alteracdes realizadas foram mudangas no pH das cromatografias de
troca i0nica para alterar a forca iOnica entre as proteinas e resinas, entretanto, as modifica¢des
realizadas nesses experimentos nao foram suficientes para purificar a o-glicosidase. Portanto,
no quarto experimento foram realizadas modificacdes a partir da primeira etapa para
conseguir isolar a a-glicosidase. Abaixo estd descrito procedimento encontrado para purificar

a enzima de interesse.

Concentracao do extrato bruto

O primeiro passo foi a concentracdo da solugdo enzimdtica bruta usando o sistema
Quixstand™. Houve uma melhora nesta etapa de purificacio, repetindo o processo de
ultrafiltracdo quatro vezes ao acrescentar-se tampao acetato de sédio 10 mM, pH 4,0, ao
extrato enzimdtico para a retirada de pigmentos e proteinas. Esta etapa apresentou um

rendimento de 71% e um fator de purificacao de 11,2 vezes (Tabela 3).



Precipitaciao com sulfato de amonio
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O segundo passo foi a precipitagdo fracionada com saturacdo 55% e 90% de sulfato de

amonio. Esta etapa apresentou um rendimento de 45% e um fator de purificacio de 28 vezes

(Tabela 3).

Tabela 3: Resultados obtidos a partir dos processos de purificagdo da o-glicosidase produzida
pelo fungo Thermoascus aurantiacus CBMAI 756.

Etapas Vol U/ml U Proteina Proteina Ativ Esp Rend Fator de
(ml) Total (mg/ml) Total (mg) (U/mg) %o Purificacido
Bruta 260 5,0 1300 2,10 554,0 2,34 100 1
Ultrafiltracao 23,0 40,0 920 1,50 35,0 26,0 71,0 11
Precipitacdo com 6,6 89,0 587 1,35 8,90 66,0 45,0 28
Sulfato de aménio
Troca anionica (Q 7,5 70,0 525 0,60 4,30 105,0 35,0 45
Sepharose)
Filtracao em gel 4,5 32,9 148 0,08 0,37 400,0 11,0 171
(Sephacryl S-200)
Filtracao em gel 3,6 15,5 55,8 0,046 0,138 404.,0 4,3 173

(Superose 12)

Cromatografia de troca ionica

Para a realizacdo dessa etapa, foram testadas duas resinas de troca anidnica, a Q

Sepharose e a DEAE Sephadex. A amostra foi dialisada contra tampdo acetato de sédio 10

mM, pH 5,0 durante 24 horas e posteriormente, aplicada na coluna de troca anidénica DEAE

Sephadex. As proteinas foram eluidas com tampao acetato de s6dio S0 mM, pH 5,0 com fluxo

de 0,27 ml/min. Foram coletadas fragdes de 4,0 ml por tubo, realizando gradiente linear 0 a 1

M de NaCl. A cromatografia apresentou apenas um pico de proteina que foi eluido durante o

gradiente salino entre a concentragdo de 0,3 M e 0,5 M (Fig. 9).
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Figura 9: Perfil de eluicao da o-glicosidase em cromatografia de troca anidnica com resina
DEAE Sephadex.

Legenda: == abs 280 nm; == o-glicosidase; == Concentracdo de NaCl.

Posteriormente, foi testada a resina de troca anidnica Q Sepharose, acoplada ao
sistema AKTA purifier ((Pharmacia Biotech, Swedwn). A amostra precipitada com o sulfato
de amonio foi dialisada contra tampao acetato de sédio 10 mM, pH4,0 e aplicada na resina.
Observou-se dois picos de proteinas, sendo um antes do gradiente salino e o outro durante o
gradiente salino entre as concentragdes de 0,12 M e 0,32 M. As fragdes com atividade
enzimadtica foram coletadas entre os volumes de eluicdo 71 a 83 ml e entre as concentragdes
de NaCl 0,22 e 0,32 M (Fig. 10). Esta etapa apresentou um rendimento de 35% e um fator de
purificacdo de 45 vezes (Tabela 3). A comparacdo entre os cromatogramas da DEAE
Sephadex (Fig. 9) e da Q Sepharose (Fig. 10) permitiu a escolha da cromatografia de troca
anidnica em resina Q Sepharose, devido a separacdo da «-glicosidase de outras proteinas

durante a elui¢do da amostra.



52

T
N
o

600 - -100
— | 90 =
) ] F £
E 500 (805
— I ()
E 400+ T7O_§
2 6072
Y O
% 300+ -50_c|.D
§ -40%
g 200 _308
3 )
o] >
<C —

10 £

NaCl (M)

M; ]

0 20 40 60 80 100 120 1
Volume de elui¢cao (ml)

N
o

Figura 10: Perfil de elui¢do da a-glicosidase em cromatografia de troca anidnica com
resina Q Sepharose.
Legenda: == abs 280 nm; == o-glicosidase; == Concentracdo de NaCl.

As amostras unidas na cromatografia de troca anidnica foram dialisadas e liofilizadas
para a aplicacdo na filtragdo em gel na coluna Sephacryl S-200. As fracdes foram coletadas
entre os volumes de eluicdo de 40 a 52 ml (Fig. 11). Esta etapa apresentou um rendimento
final de 11% e um fator de purificacdo de 171 vezes (Tabela 3).

O gel SDS-PAGE com amostra semi-desnaturada apresentou uma banda protéica
nitida e outra em menor quantidade. Assim, foram unidas as fra¢des entre os volumes 45 a 50

representadas nas linhas 7, 8, 9 e 10 (Fig. 13A) para a préxima etapa.
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Figura 11: Perfil de eluicdo da o-glicosidase em cromatografia de filtracdo em gel na coluna
Sephacryl S-200.
Legenda: == abs 280 nm; == o-glicosidase

Por ultimo, as fragdes com atividade de a-glicosidase obtidas por cromatografia de
filtracdo em gel na coluna Sephacryl S-200 foram unidas e liofilizadas para a aplicacdo na
filtracdo em gel na coluna Superose 12. As fragdes com atividade de o-glicosidase foram
coletadas entre os volumes de eluicdo de 12,51 e 14,51 ml (Fig. 12). Esta etapa apresentou um
rendimento final de 4,3% e um fator de purificacdo de 173 vezes (Tabela 3)

A eletroforese em gel SDS-PAGE com amostra semi-desnaturada revelou apenas uma
banda (Fig. 13B), a qual foi coincidente com aquela observada no gel de atividade de o-
glicosidase (Fig. 13B, linha 3) e no gel para coloracdo de glicoproteina (Fig. 13B, linha 4).
Entretanto, quando submetida a eletroforese em gel SDS-PAGE com amostra desnaturada
(amostra fervida e com adi¢do de mercaptoetanol) foram reveladas 3 bandas no gel (Fig.
13C), sugerindo que a o-glicosidase € uma proteina trimérica com 3 subunidades. Outra
possibilidade € que a proteina tenha duas subunidades (112 e 39 kDa) que continuam
associadas durante as etapas de purificacdo, e tenha na sua forma integra 144 kDa (112 + 39
kDa), ou seja, uma quantidade dessas moléculas permaneceram com as duas subunidades

ligadas durante a desnaturacdo da amostra.
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Figura 12: Perfil de eluicdo da o-glicosidase em cromatografia de filtracdo em gel na coluna
Superose 12.

Legenda: == abs 280 nm; == o-glicosidase
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Figura 13: Eletroforeses em géis SDS-PAGE usando amostras desnaturadas e semi-
desnaturadas.

A = SDS-PAGE usando amostra semi-desnaturada corresponde a cromatografia de filtracdo
em gel na coluna Sephacryl S-200 (linha 2 a 12); linha 1 marcador de massa molecular em
KDa.

B = SDS-PAGE usando amostra semi-desnaturada corresponde a cromatografia de filtracdo
em gel na coluna Superose 12 (linha 2); linha 1 marcador de massa molecular em kDa; linha 3
gel de atividade enzimadtica; linha 4 gel para coloragdo de glicoproteina.

C = SDS-PAGE usando amostra desnaturada corresponde a cromatografia de filtracdo em gel
na coluna Superose 12 (linha 2); linha 1 marcador de massa molecular em kDa.
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VIL. 3. Focalizacgio isoelétrica e determinacio do ponto isoelétrico

A comparagdo entre o gel de focalizacdo isoelétrica e o SDS-PAGE com amostra
desnaturada mostraram ambos 3 bandas, sendo duas de massa molar acima de 100 kDa e uma
abaixo de 45 kDa (Fig. 14 e 13C). Os resultados observados na eletroforese SDS-PAGE com
amostras semi-desnaturada revelaram apenas uma banda (Fig. 13B, linha 2), quando
submetido a eletroforese em SDS-PAGE com amostra desnaturada foram reveladas 3 bandas
no gel (Fig. 13C, linha 2), sugerindo que a o-glicosidase ¢ uma proteina com trés
subunidades. Por outro lado, na focalizacdo isoelétrica (amostra ndo-aquecida, com adicao de
iodoacetamida e DTT) foram reveladas trés spots, sendo que eles foram coincidentes a
eletroforese unidimensional em SDS-PAGE com amostra desnaturada (Fig. 14A).

Foram calculados os valores do pl dos trés spots observados no gel de focalizacdo
isoelétrica, sendo o primeiro valor do pl 4,5 (Fig. 14, linha 2) e os outros dois valores de pl
foram 3,7 (Fig. 14, linha 3).

Durante os experimentos de purificagdo observou-se que a enzima de interesse ligava-
se tanto as resinas de troca-anidnica e troca-cationica em pH 4,0 Assim, o plI das subunidades
corrobora com os dados de purificacdo, ou seja, aparentemente a subunidade que apresentou
pl 4,5 ligava-se a resina de troca catidnica em pH 4,0, enquanto as subunidades com pl 3,7
ligaram-se a resina de troca anidnica no mesmo pH.

Na maioria dos artigos publicados de purificacao de a-glicosidases ndo constam o pl
das enzimas purificadas. Apenas foram encontrados dois artigos para a compara¢do do ponto
isoelétrico.

Segundo Dillon; Kordy (1997) foram encontradas sete o-glicosidases com ponto
isoelétrico entre 4,3-5,8 no inseto Phlebotomus langeroni. J4 a a-glicosidase isolada da

germinagdo da semente de milho apresentou pl de 8,3 (YAMASAKI et al., 2005).
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Figura 14: SDS-PAGE bidimensional da a-glicosidase purificada (linha 2 — pI 4,5; linha 3 —
pI 3,7); linha 1 marcador de massa molecular em kDa;

VII. 4. Determinacdo da massa molar

A massa molar da enzima foi estimada através de SDS-PAGE com amostra semi-
desnaturada, por cromatografia de filtracdo em gel Sephacryl S-200 e as subunidades da o-
glicosidase no gel SDS-PAGE com amostra desnaturada.

A anélise de regressdo linear, plotando os valores do logaritmo da massa molar dos
padrdes utilizados versus os valores dos fatores de retencdo da migracdo relativa de cada
padrdo e da enzima, permitiu estimar a massa molar da a-glicosidase pura em 83 kDa (Fig.
15A), enquanto a massa molar estimada pela reta padrdo e posterior regressdo linear na
cromatografia de filtracdo em gel, plotando os valores do logaritmo da massa molar dos
padrdes utilizados versus a razdo V¢/V, de cada padrido e da a-glicosidase, foi de 154 kDa
(Fig. 15B).

Por outro lado, a andlise da regressdo linear permitiu estimar a massa molar de cada
subunidade da a-glicosidase pura e a somatéria dessas subunidades foi de 295 kDa (Fig.

15C).



Regressao linear da o-glicosidase no gel

SDS-PAGE
Y=A+B*X
Parameter Value Error
A 2,39692 0,04200
B -1,06568 0,09406
R SD N P
-0,98841 0,03841 5 0,00148
Y =A + B*X
Y =2,39692 — 1,06568*0,4500
Y =1,91731

Massa Molar = antilog y = 83 KDa

Regressio linear da o-glicosidase na
filtracdo em gel Sephacryl S-200
Y=A+B*X

Parameter Value Error
A 3,80744 0,05015
B -1,29928 0,03495
R SD N P
-0,99964  0,0172 3 0,01712
Y =A+B*X
Y =3,80744 — 1,29928%1,2472
Y =2,18694

Massa Molar = antilog y = 154 KDa

Regressao linear das subunidades da o-glicosidase no gel SDS-PAGE

12 subunidade: Y = A + B*X

Y =2,39692 — 1,06568%0,2250 Y =2,157142 Massa Molar = antilog y = 144 KDa

2% subunidade: Y = A + B*X

Y =2,39692 — 1,06568%0,3250 Y =2,050574 Massa Molar = antilog y = 112 KDa

32 subunidade: Y = A + B*X

Y =2,39692 — 1,06568%0,7500 Y =1,59766 Massa Molar = antilog y = 39 KDa
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Figura 15: Retas padrdes obtidas para a determinacdo da massa molar da a-glicosidase.
A = Reta Padrdo obtida pela plotagem do log da massa molar dos padrdes versus a
migracdo dos fatores de retencdo de cada padrdo e da enzima no gel SDS-PAGE com
amostra semi-desnaturada.

B = Reta Padrao obtida pela plotagem do log da massa molar dos padrdes versus V./V
de cada padrdo e da enzima na cromatografia de filtracdo em gel Sephacryl S-200.

C = Reta Padrao obtida pela plotagem do log da massa molar dos padrdes versus a
migragdo dos fatores de retencdo de cada padrdo e das subunidades da a-glicosidase no
gel SDS-PAGE com amostra desnaturada.
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As diferencas entre as massas molares estimadas por cromatografia de filtracao em gel
com amostra nativa (154 kDa) e por SDS-PAGE com amostra semi-desnaturada (83 kDa)
podem ser devido a presenca dos carboidratos na enzima que podem interagir com a resina. O
valor estimado de carboidrato na a-glicosidase foi 42%. Diferencas similares foram
observadas para a massa molar da o-glicosidase de C. thermophilum var. coprophilum,
Acremonium implicatum IFO30538, levedura S. pombe e Archachatina ventricosa, que
apresentam 14, 43, 91 e 25% de carboidratos, respectivamente (GIANNESI et al., 2006;
YAMAMOTO et al., 2004; OKUYAMA et al., 2005; SORO et al., 2007).

De acordo com dados de literatura, as a-glicosidases sdo purificadas de diversas
maneiras e apresentam valores de massa molares bastante distintos, em func¢do do organismo
de origem.

Segundo Okuyama et al. (2005), a a-glicosidase da levedura S. pombe, possui massa
molar entre 106 e 139, apos a remocao glicidica da glicoproteina, sendo que a massa molar
total da enzima estimada por filtragdao em gel foi de 1120 kDa. A a-glicosidase foi purificada
com um rendimento de 42,8% apds quatro passos de purificagdo. Primeiramente, a enzima foi
precipitada com etanol e, posteriormente, foi realizada uma cromatografia de troca i6nica em
DEAE-Sepharose CL-6, seguida de duas cromatografias em Sepharose 6B.

A a-glicosidase I produzida pela levedura S. cerevisiae CWH41 foi purificada com
um rendimento de 26% e um fator de purificacdo de 79,6 vezes. Faridmoayer e Scaman
(2004) precipitaram a enzima com sulfato de amonio e aplicaram em uma troca i0nica
Toyopearl DEAE. Posteriormente realizaram uma cromatografia de troca anidonica FPLC
Mono Q e em seguida aplicaram em uma resina de CPDJM. Ela possui massa molar de
aproximadamente 98 kDa, porém, quando essa € hidrolisada com tripsina produz
polipeptidios com massa molecular de 59, 37, 32 e 29 kDa.

A o-glicosidase produzida pelo fungo A. implicatum apresenta duas bandas de
polipeptidios em SDS-PAGE com massas molares de 51 e 60 kDa. Esta enzima € uma
glicoproteina que contém 24,5% e 18,3% de carboidratos como glicose e manose,
respectivamente. Uma massa molar total de 440 kDa foi estimada por meio de filtragdo em
gel em resina Superdex 200. A enzima foi purificada com um rendimento de 33,5% e um
fator de purificacao de 105 vezes. Primeiramente, a amostra foi aplicada em uma coluna de
troca idnica DEAE-Toyopearl, e em seguida aplicada em cromatografia hidrofébica Butyl-
Toyopearl. Por ultimo, aplicada em uma coluna Toyopearl HW-5S (YAMAMOTO et al.,
2004).
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Giannesi et al. (2006), estimaram a massa molar da a-glicosidase de C. thermophilum
var. coprophilum em 107 kDa por cromatografia de filtracdo em gel e a presenga de 14% de
carboidrato na molécula. Em gel SDS-PAGE desnaturante a enzima apresenta duas
subunidades idénticas de 22 kDa e duas de 26 kDa. Eles obtiveram um rendimento de 13% e
um fator de purificacdo de 64 vezes da a-glicosidase desse fungo, apds quatro etapas. O
extrato bruto foi precipitado com acetona e aplicado na cromatografia de troca idnica DEAE-
celulose. Posteriormente, aplicaram em uma coluna de troca idnica CM-celulose e por ultimo
na cromatografia hidrofébica Octyl-Sepharose CL-4B.

O fungo mesofilico A. nidulans produz a-glicosidase B (AgdB) que foi purificada até
a homogeneidade, apds trés etapas. Primeiramente, o extrato foi aplicado na cromatografia de
troca i6nica DEAE-Toyoperal, seguida de uma cromatografia hidrofébica Phenyl Sepharose
CL-4B e novamente uma cromatografia idnica em resina Resource Q. O rendimento final foi
de 22% e apresentou um fator de purificagdo de 52 vezes. A enzima apresentou duas
subunidades que foram estimadas em 74 e 55 kDa usando o SDS-PAGE (KATO et al., 2002).

Ezeji e Bahl (2006) obtiveram um rendimento de 32% e um fator de purificacdo de
25,4 vezes para a a-glicosidase de Geobacillus thermodenitrificans HRO10. A amostra foi
precipitada com sulfato de amoénio e posteriormente dialisada, em seguida foi aplicada em
uma cromatografia de troca i6nica DEAE-Sephadex A-50. Por dltimo, foi aplicada na
cromatografia de filtracdo em gel Superdex-200. A massa molar foi estimada em 45 kDa da
a-glicosidase, em SDS-PAGE.

Uma o-glicosidase recombinante da cevada expressa em Pichia pastoris foi purificada
até a homogeneidade por diafiltracdo, ultrafiltracdo, cromatografia de afinidade e filtracdo em
gel. A dltima etapa apresentou um rendimento de 23% e um fator de purificagdo de 25,6
vezes. A o-glicosidase nativa da cevada apresenta massa molar de 92 kDa, enquanto a -
glicosidase recombinate da cevada expressa em Pichia pastoris apresentou massa molar de
100 kDa (NAESTED et al., 2006).

Anindyawati et al. (1998) estimaram as massas molares das o-glicosidases nativas de
A. awamori KT-11 (-G I e -G II), por cromatografia liquida, em 108 e 106 kDa,
respectivamente. Em SDS-PAGE, cada enzima foi separada em duas subunidades cujas
massas molares foram estimadas em 62 e 31 kDa para a-G I, e 59 e 31 KDa para -G II.

O termofilo Thermus caldophilus GK24 apresentou uma unidade monomérica com
massa molar de 60 kDa em SDS-PAGE (NASHIRU et al., 2001). Segundo Kashiwabara et al.

(2000), a a-glicosidase II de Bacillus thermoamyloliquefaciens KP1071 € uma proteina
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homohexamérica com subunidades de 90 kDa, em SDS-PAGE. J4 a massa molar estimada em

PAGE sem SDS e filtracdo em gel foi 530 kDa e 540 kDa, respectivamente.

VIL. 5. Caracterizacao da a-glicosidase purificada

VIL S. 1. Avaliacao da acao da o-glicosidase sobre diferentes substratos

Observa-se na figura 16 a acdo da enzima sobre diferentes substratos amildceos,
substratos sintéticos e sacarose.

A o-glicosidase apresentou maior atividade sobre a maltose (28,7 U/ml) e dextrinas
curtas. A atividade enzimdtica foi decrescente com o aumento da polimerizagdo das pequenas
dextrinas, sendo 10,2 U/ml a atividade sobre maltoheptaose. A enzima foi capaz de atuar
sobre o substrato sintético p-nitrofenil a-D-glicopiranosideo (a-PNPG) com 5,3 U/ml (Fig.
16).

A hidrdlise dos substratos trealose (a-1,1) e dextrinas longas do amido foi muito baixo
em ambos com 0,2 U/ml. J4 os substratos celobiose (B-1,4), sacarose (a-1,2-) e o substrato
sintético p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo (B-PNPG) ndo foram hidrolisadas pela enzima,
que mostram que a enzima é uma o-glicosidase especifica que hidrolisa as liga¢cdes a-1,4 (Fig.
16).

A enzima purificada apresentou perfil semelhante ao do extrato enzimdtico bruto
obtido pelo T. aurantiacus em FSM, o que indica a maior atividade observada no extrato
bruto foi referente a a-glicosidase.

As hidrolases de glicosideos sdo inseridas nas familias 13 e 31, e dentro de trés grupos
(I, I e III) baseado na estrutura primdria dos aminodcidos e na especificidade pelos
substratos, respectivamente. Normalmente as a-glicosidases pertencentes a familia 13 sdo
inseridas no grupo I, pois hidrolisam os substratos heterogéneos como sacarose e a-PNPG
mais rapidamente do que os substratos homogéneos como maltooligossacarideos e apresenta
pequena ou nenhuma atividade sobre a-glicanos. Enquanto as enzimas pertencentes a familia
31 hidrolisam mais eficientemente os substratos homogéneos do que os heterogéneos e sao
convencionalmente introduzidas nos grupos Il e IIl. As a-glicosidases do grupo II e III sdo
similares a especificidade pelo substrato, mas o grupo III hidrolisa mais eficientemente os a-

glicanos do que os maltooligossacrideos (CHIBA, 1997; FRANDSEN; SVENSSON, 1998).
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Figura 16: Avaliacdo da atividade da o-glicosidase purificada de Thermoascus aurantiacus
CBMAI 756 sobre diferentes tipos substratos amildceos, substratos sintéticos e sacarose.

A o-glicosidase do fungo C. thermophilum var. coprophilum hidrolisou
preferencialmente a maltose, quando comparado com a amilose, amido, maltooligossacrideos
e isomaltose, sendo que ndo houve atividade sobre os substratos sintéticos (a-PNPG e -
PNG). Com isso os autores incluiram essa enzima no grupo II (GINNESI et al., 2006). O
mesmo foi observado para o-glicosidase de G. thermodenitrificans HRO10 ao hidrolisar a
maltose e pequenos oligossacarideos, como maltotriose e maltoheptaose (EZEJI; BAHL,
2006).

A enzima imobilizada o-glicosidase do S. solfataricus MT4 possui alta afinidade por
maltose, entretanto, € totalmente inativa sobre a amilose, amilopectina e amido (SCHIRALDI
et al., 2004). O mesmo foi observado para a a-glicosidase produzida por S. pombe que atua
igualmente sobre a maltose e maltotriose, porém a partir da maltopentaose a hidrélise sobre
esses maltooligossacarideos diminui. Elas atuam fracamente em uma grande variedade de
substratos com ligacdes glicosidicas o-1,2, a-1,3 e a-1,6, como kojibiose, nigerose e
isomaltose, respectivamente. Além disso, a enzima atua sobre os substratos sintéticos fenil a-
glicoside e fenil a-maltoside. De acordo com a especificidade pelo substrato a enzima foi
incluida na familia 31 e no grupo II (OKUYAMA et al., 2005).

Segundo Sugimoto et al. (2003), o tipo de a-glicosidase produzido influencia nos tipos

de substratos hidrolisados. A o-glicosidase produzida por M. javanicus apresenta alta
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atividade sobre o amido soldvel e maltooligossacarideos. Em contrapartida, a enzima de A.
oryzae € A. niger apresentam alta atividade sobre maltooligossacarideos e baixa sobre o
amido. As duas o-glicosidases hidrolisam substratos em um unico sitio ativo, sendo que na
enzima de M. javanicus, o sitio ativo possul seis subsitios, que sdo mais prolongadas do que a
do A. niger que apresenta trés subsitios (SUGIMOTO; SUZUKI, 1994).

Yamamoto et al. (2004), purificaram a o-glicosidase de A. implicatum IFO30538 que
apresenta atividade hidrolitica sobre substratos homogéneos, como maltooligossacarideos e
amido solivel, e mostra pequena ou nenhuma atividade em substratos heterogéneos. Do
mesmo modo, a o-glicosidase do fungo M. alliacea YN-15 que hidrolisa substratos
homogéneos, como maltose e amido solivel mais rapidamente do que os heterogéneos como
sacarose ¢ PNPG, pois atacam preferencialmente as ligacdes glicosil com configuragdo
anomérica o-1,4 (maltose, amido, amilose, amilopectina e glicogénio) e o-1,3 (nigerose)
(TANAKA, et al., 2002).

Por outro lado, a o-glicosidase do T. thermophilus HB-8 atua mais rapidamente sobre
0 o-PNPG do que sobre a maltose. Entretanto, esta enzima também apresenta alta atividade
sobre maltose e maltotriose. Houve um decréscimo da atividade sobre a maltotetraose,
maltopentoase e maltohexaose, devido ao aumento do massa molecular dos substratos
(ZDZIEBLO, SYNOWIECKI, 2002).

A a-glicosidase de T. aurantiacus assemelha-se a enzima de A. niger (SUGIMOTO;
SUZUKI, 1994), C. thermophilum var. coprophilum (GINNESI et al., 2006), G.
thermodenitrificans HRO10 (EZEJI; BAHL, 2006), S. solfataricus MT4 (SCHIRALDI et al.,
2004) e S. pombe (OKUYAMA et al., 2005) ao hidrolisarem mais rapidamente pequenos
maltooligossacarideos como maltose do que o amido soluvel e substratos sintéticos.

A enzima purificada foi capaz de hidrolisar eficientemente os substratos homogéneos
como, a maltose e pequenas dextrinas, além de hidrolisar o substrato heterogéneo (a-PNPG),
entretanto ndo foi capaz de hidrolizar a sacarose. Assim, os resultados apresentados
permitiram concluir que a a-glicosidase pode ser incluida no grupo II da classificacdo de
Chiba (1997) e com isso pertence a familia 31 apesar de ndo se saber a sequéncia primdria dos

aminoacidos.
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VIL. 5. 2. Determinacao da temperatura e pH 6timos sobre a atividade da enzima
e estabilidade da enzima frente a variacoes de pH e temperatura, quando em auséncia
de substrato

O substrato utilizado para a caracterizagdo bioquimica da a-glicosidase purificada foi a
maltose, devido a alta efici€ncia da enzima para hidrolisid-lo em relagdo aos outros substratos
testados.

Os resultados da caracterizacdo da a-glicosidase purificada sdo apresentados nas
figuras 17 e 18.

A a-glicosidase apresentou pH 6timo de 4,5, embora atividades muito préxima do
maximo tenham sido obtidas em pH entre 3,0 e 5,0. Em pH alcalino, a atividade enzimética
diminuiu consideravelmente em relacao ao pH 4cido obtendo-se em pH 6,5 menos de 50% da
atividade maxima da enzima (Fig. 17A). A atividade mdxima da enzima foi obtida a 70°C,
com 74% e 80% dessa atividade em temperaturas de 65 e 75°C, respectivamente (Fig. 17B).

Com relacdo a estabilidade ao pH em auséncia de substrato, a a-glicosidase manteve
entre 90% e 116% da atividade original entre os pH 3,0 € 9,0. Ja em pH 10 houve uma perda
de 87% dessa atividade (Fig. 18A).

A enzima frente a variacdo de temperatura em auséncia de substrato teve preservada
60% de atividade enzimdtica apds ser mantida por 1 hora em temperaturas de 40, 50 e 60°C
(Fig. 18B). A meia-vida da a-glicosidase a 60 e 70°C foi cerca de 120 e 17 minutos,
respectivamente, sendo que a 60°C a enzima manteve sua atividade original entre 55% e 42%
durante o periodo de 60 e 180 minutos de incubagdo (Fig. 18C). Enquanto, a 70°C houve a
inativagdo da enzima com 140 minutos (Fig. 18D).

Em estudos anteriores o pH e a temperatura 6timos dos extratos enzimdticos brutos de
a-glicosidase produzido pelo fungo 7. aurantiacus por FSM e fermentacdo em estado sélido
(FES) foram 4,5 e 70°C, respectivamente. O extrato enzimdtico obtido em FMS manteve-se
estavel a 60°C durante 10 horas, sendo que a 70°C o extrato bruto perdeu 30% da atividade
original durante 1 hora de incubacdo em auséncia de substrato (Carvalho et. al., 2006).

Nota-se que a a-glicosidase purificada a partir do extrato enzimético obtido por FSM
apresentaram o mesmo pH e temperatura 6timos, porém o extrato bruto foi mais termoestdvel
quando em auséncia de substrato. O mesmo ocorreu no pH de estabilidade em auséncia de
substrato, o extrato enzimdtico apresentou 100% de estabilidade entre os pH 3 e 9, sendo que
a o-glicosidase purificada perdeu 86% da atividade original no pH 10. A diminui¢do da

estabilidade da enzima frente a variacdo de pH e de temperatura pode ter sido influenciada
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pela auséncia de alguns fons, compostos primdrios e secunddrios presentes no extrato bruto

que foram retirados durante o processo de purificacao.
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Figura 17: Caracterizacdo fisico-quimica da o-glicosidase purificada de Thermoascus

aurantiacus CBMAI 756. A = efeito do pH sobre a atividade enzimadtica; B = efeito da
temperatura sobre a atividade enzimatica;
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Figura 18: Caracterizagao fisica-quimica da a-glicosidase purificada de Thermoascus
aurantiacus CBMAI 756. A = estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente
a variacdo de pH; B = estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente a
variacdo de temperatura; C = estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente
ao tempo de incubacdo a 60°C; D = estabilidade da enzima, em auséncia de substrato,
frente ao tempo de incubagdo a 70°C.
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Virias a-glicosidases purificadas de vdrias fontes exibem pH e temperatura
otimo ente 4,0 - 7.5 e 50 - 70°C, respectivamente (GINNESI et al., 2006;
ANINDYAWATTI et al., 1998; YAMAMOTO et al., 2004; BRAVO-TORRES et al.,
2004; OKUYAMA et al., 2005; TANAKA et al., 2002; ZDZIEBLO; SYNOWIECKI,
2002; MARTINO et al., 2001; EZEJI; BAHL, 2006; IWATA et al., 2003).

O microrganismo mesofilico S. pombe produz uma o-glicosidase que a
temperatura 6tima € 35°C, permanecendo estiavel até 40°C e perde sua estabilidade a
50°C, em 15 minutos. O pH 6timo dessa enzima € 4,5 e mantém-se estavel entre os pHs
3,0 e 8,0 (OKUYAMA et al., 2005).

O fungo mesofilico A. niger produz uma o-glicosidase que possui pH 6timo de
4,3 e permanece estavel em faixa de pH de 3,5 a 8,0. Esta enzima foi estavel até 55°C e
perdeu a atividade a 70°C em 15 min (KITA et al., 1991). Assim como a o.-glicosidase
de A. niger as a-glicosidases das plantas apresentam atividade maxima em pH 4,0 ~ 5,0,
e poucas em pH 6,0 ~7,0 (FRANDSEN; SVENSSON, 1998).

Tanaka et al. (2002) purificaram uma o-glicosidase produzida pelo fungo
mesofilico M. alliacea, o qual perde a estabilidade a 60°C, em 15 minutos, sendo
estdvel na faixa de pH 4,0 a 10,0. O mesmo foi observado para a «a-glicosidase
purificada de A. implicatum IFO30538 que perde a estabilidade a 60°C, em 15 minutos,
sendo estdvel na faixa de pH 6,0 a 11,0 (YAMAMOTO et al., 2004).

Por outro lado, segundo Ginnesi et al. (2006), a a-glicosidase do fungo
termofilico C. thermophilum var. coprophilum foi estavel até 20 min quando incubada a
55°C em auséncia de substrato, sendo a meia-vida de 54 e 8 min quando incubada a 55
e 60°C, respectivamente. Em relacdo a estabilidade sob variagdes de pH essa enzima
manteve 100% da atividade entre os pH 4,5- 7,0. Uma a-glicosidase de G.
thermodenitrificans foi relativamente estivel em estreito pH alcalino (8,0-8,5) e
apresentou 70% de atividade original quando incubada a 60°C por 30 min. Contudo,
quando incubada a 70°C por 20 min, essa enzima reteve somente 3,7% da atividade
original (EZEJI; BAHL, 2006).

Esses dados corroboram com a a-glicosidase purificada produzida pelo fungo T.
aurantiacus, pois se encontra dentro da faixa de pH e termoestabilidade descrita para as
a-glicosidases flingicas.

Por outro lado, a bactéria termofilica 7. hydrothermalis produz uma «-

glicosidase com estabilidade por 24 h a 80°C, sendo que entre 96 ¢ 116°C ocorre a
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perda de 50% da atividade enzimadtica e a 120°C, a enzima € inativada (LEGIN et al.,
1997). Segundo Rolfsmeier e Blum (1995), a archeae extremdfila S. solfataricus
apresenta uma maltase com 105°C de temperatura 6tima, sendo que o pH 6timo da
enzima purificada em 85°C € de 4,5, com 50% de atividade entre os pHs 3,5 e 6,5.

Segundo Piller et al. (1996), a a-glicosidase purificada da archeae extremofila
Thermococcus AN1 apresenta pH e temperatura 6timos de 7,5 e 75°C. A a-glicosidase
termoestavel parcialmente purificada da bactéria Thermus thermophilus por Zdzieblo e
Synowiecki (2002), possui pH 6timo 6,2 e retém 80% da atividade entre os pHs 5,8 e
6,9. A temperatura 6tima foi de 85°C e reteve 50% de sua atividade durante 2h a 85°C.
Da mesma forma, o gene da a-glicosidase isolada do termdéfilo S. solfataricus que foi
expresso na bactéria Escherichia coli BL21 (DE3), apresentou a temperatura 6tima de
100°C, sendo que apds 2h de incubagc@o em temperaturas acima de 85°C essa enzima
perde a atividade. A enzima reteve 100% da atividade na faixa de pH 3,5 a 8.5.
(MARTINO et al., 2001).

A comparagdo das caracteristicas das enzimas de 7. aurantiacus com aquelas de
fungos mesofilicos, de bactérias termofilicas e de archaea hipertermofilicas permite
concluir que as mesmas estdo em escala intermedidria de termotolerancia. Além disso,
as proteinas glicosiladas exibem alta termoestabilidade e resiténcia a protedlise
(YAMAMOTO et al., 2004; OKUYAMA et al., 2005). Provavelmente a alta quantidade
de carboidratos na a-glicosidase de T. aurantiacus contribuiu para essa estabilidade.

E bem caracterizado que eucariotos termofilicos crescem em temperaturas de 40
a 55°C, sendo considerados de termofilia moderada, enquanto as bactérias, por serem
organismos procariotos, sdo capazes de tolerar uma termofilia extrema (80 — 110°C)
(MADIGAN et al., 2004). Dessa forma, espera-se que a termoestabilidade das enzimas
fingicas esteja acima da dos mesofilicos, porém que ndo atinjam a extremofilia dos
procariotos.

As caracteristicas da o-glicosidase do T. aurantiacus sdo de grande importancia
na hidrélise do amido, visto que, as enzimas amiloliticas termoestdveis sao
freqiientemente usadas na industria de processamento do amido. Neste processo,
primeiramente o amido é liquefeito usando a ai-amilase termoestavel produzida pelo B.
licheniformis que € ativa a 95°C, em pH 5,9. No passo seguinte, o amido sofre uma
segunda hidrdlise, a sacarificagdo, que € catalisada pela mistura de pululanase e

glicoamilase, ambas ativas a 60°C, em pH 4,5. Este processo poderia ser melhorado
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pelo uso de a-glicosidase e pululanase mais termoestaveis, de modo que ndo houvesse
necessidade de resfriamento da solucdo de amido apds o passo de dextrinizacao (LEGIN
et al., 1998).

A termoestabilidade da «a-glicosidase € importante na hidrélise do amido a
acucares simples para a producdo de cerveja, destilar bebida e etanol, visto que, a

hidrélise do amido ocorre em altas temperaturas (60 - 75°C) (CLARK et al., 2004).

VIL 6. Determinacio do K, e V.«

O valor do K, € Viax da a-glicosidase purificada quando a maltose foi utilizada
como substrato foi estimada em 7,0x10'5 mM e o Vi foi 318,0 umol/min/mg de
proteina, respectivamente.

A afinidade da a-glicosidase estudada pela maltose foi consideravelmente
superior a outras o-glicosidases purificadas. Segundo Ginnesi et al. (2006), a o-
glicosidase do fungo C. thermophilum var. coprophilum apresentaram K, de 0,04 mM e
Vimax de 34,2 pmol/min/mg de proteina. Ezeji; Bahl (2006) purificaram uma o-
glicosidase com K;, de 17 mM e V,,x de 23 umol/min/mg de proteina. A a-glicosidase
purificada de S. pombe apresentou um K, de 6,4 mM (OKUYAMA et al., 2005).
Naested et al. (2006) expressaram em Pichia pastoris a a-glicosidase pertencente a

familia 31, que apresentou K, de 1,7 mM.

VII. 7. Efeito dos ions e outros compostos sobre a atividade da a-glicosidase
purificada

Os resultados de adi¢do de diferentes ions, de EDTA, SDS, tween 20, tween 80,
triton-X e B-mercaptoetanol na mistura de reagdo sdo mostrados na tabela 4.

Os fons Cr’*, Ag" e Hg** inibiram fortemente a atividade a-glicosidase e Fe™*
and Cu”* inibiram somente 8-27% dessa atividade. Os outros fons testados como Na®,
Ba®, Co™, Ni**, Mg**, Mn**, AI’*Zn**, Ca®* ndo alteraram a atividade da enzima. O
EDTA a 10 mM e o triton-X, tween 80 e tween 200 em 0,2% ndo exerceram nenhum
efeito sobre a atividade da enzima, enquanto o B-mercaptoetanol a 10 mM inibiu a
atividade em 76% e SDS 0,2% inibiu 47% (Tabela 4).

A cadeia primdria e outros fatores como os fons presentes nas enzimas
termoestdveis podem influenciar na termoestabilidade e atividade (KUMAR;

SATYANARAYANA, 2003). A estabilizacdo de proteinas por sais inorganicos pode
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ser por dois caminhos: pelo efeito especifico, no qual o fon metal interage com a
proteina interferindo na sua conformagdo; e pelo efeito do sal, que reduz a solubilidade
da enzima no meio aquoso. Entretanto, o papel dos metais na estabilidade das proteinas
dos hipertermofilicos € dificil de ser comprovada, devido a dificuldade de remové-los
das enzimas (VIEILLE; ZEIKUS, 2001).

Segundo Wang et al. (2004), a a-glicosidase de S. cerevisiae foi fortemente
inibida por metais de transi¢cdo como cobre, vanddio, niquel e zinco, enquanto o ferro e
0 bario causam uma menor inibi¢do. O magnésio exerceu um fraco efeito inibitdrio, e o
manganés, calcio e aluminio ndo inibiram a atividade da o-glicosidase. A o-glicosidase
de M. javanicus ndo foi inibida na presenca do EDTA e de fons de K*, Mg**, Mn**, Na*,
Ni**. Entretanto, foi inibida em presenca de fons de Hg®*, Zn®*, Pb**, Cu*
(YAMASAKI et al., 1973). Do mesmo modo, a o-glicosidase de Thermococus AN1
(PILLER et al., 1996) e de T. thermophilus (ZDZIEBLO; SYNOWIECKI, 2002), que
ndo foram inibidas por EDTA, perderam a atividade na presenca dos fons de Hg™. A o
glicosidase de Thermotoga maritima possui uma caracteristica incomum, pois requer
Mn** para a atividade enzimdtica (BERTOLDO, ANTRANIKIAN; 2002).

A amilase produzida pelo A. niger UO-1 foi fortemente inibida por Hg2+, Zn* e
Cu*t (HERNANDEZ et al., 2006). Algumas enzimas como a O-amilase do
Thermococus profundus e a glicoamilase de Acremonium sp. YT-78 permanecem ativas
apos serem dialisadas em tampao com EDTA, enquanto a o-amilase de P. furiosus foi
totalmente inibida (LEVEQUE et al., 2000). Segundo Zdzieblo e Synowiecki (2002), as
enzimas que ndo sdo inibidas pelo EDTA ndo necessitam de fons de metal para
atividade enzimatica.

A a-glicosidase de C. thermophilum var. coprophilum foi completamente inibida
por Hg™* e Ag”, enquanto AI’*, Zn*, Co®* e Cu®" inibiram 35, 70 51 e 46% da
atividade original, respectivamente. Outros fons como Mg?, Ca’*, Ba®*, K*, F**, NH,* e
Mn** testados na concentracdo de 1 mM, ou EDTA e B-mercaptoetanol nao afetaram a
atividade enzimatica (GINNESI et al., 2006). Por outro lado, o EDTA inibiu a o-
glicosidase de G. thermodenitrificans HRO10 em 80% da atividade original (EZEJI;
BAHL, 2006).

Os detergentes sdo anfifilicos e possui um papel critico na conformagao das
enzimas devido a formacao de micelas, o que pode levar a instabilidade da enzima. Por

outro lado, os detergentes podem reduzir a tensdo superficial e pode facilitar o acesso da
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enzima ao substrato melhorando a acdo da enzima (KUMAR; SATYANARAYANA,
2003).

A inibicdo observada por Hg™ e B-mercaptoetanol sugere a presenca de pontes
dissulfeto na enzima, que podem contribuir para a estabilizacdo dessa estrutura e
aumentar a termoestabilidade (KUMAR; SATYANARAYANA, 2003; VIEILLE;
ZEIKUS, 2001).

Tabela 4: Efeito dos fons de metal, EDTA, B-mercaptoetanol e detergentes na atividade
a-glicosidase.

Concentracao (mM)
1.7 10
Controle 100 100
Na* 100 98
Ba’* 104 103
Co** 101 102
Ni?* 103 100
Mg** 101 100
Mn** 105 103
AP 100 99
Zn*t 93 93
Ca™ 94 94
Cu** 84 73
Fe*t 92 79
Hg** 3 0
crt 0 0
Ag' 0 0
EDTA 104 97
B- 80 24
SDS (0.2%) 53 -
Tween 20 109 -
Tween 80 109 -
Triton-X (0.2%)| 100 -
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VIL. 8. Efeito dos inibidores sobre a atividade da a-glicosidase

O efeito da adicao de iodoacetamida, voglibose, acarbose, dietilpirocarbonato,
ginesteina e catanospermina foram avaliados na inibicdo da o-glicosidase.

Iodoacetamida e dietilpirocarbonato (DEPC) ndo inibiram a a-glicosidase
purificada na concentracdo de 250 mM (dado ndo apresentado). Esses resultados podem
indicar que os residuos de cisteina e/ou histidina ndo sdo constituintes do sitio catalitico
e/ou do sitio de afinidade da a-glicosidase (BRAVO-TORRES et al., 2004).

A ginesteina tem sido classificada como um inibidor nao competitivo que se liga
lentamente a algumas a-glicosidases e sdo susceptiveis a reversdo. O uso de
isoflavonoides na concentragdo de 10 mM ndo inibiu a atividade enzimatica, sendo
encontrado resultados similares para as o-glicosidases de S. cerevisiae e B.
stearothermophilus (KIM et al., 2008).

Acarbose, voglibose e castanospermina (CAST) a 1,5 mM inibiram a atividade
original em 93%, 96% e 100%, respectivamente, com ICsy de 0,11, 0,06 e 0,016 mM,
respectivamente (Fig. 19). Eles atuaram na o-glicosidase como inibidores ndo

competitivos na concentracao de 1,5 mM.

120
—e—\Voglibose —®— CAST —&— Acarbose

100
80

60

Atividade Residual(%)

00 02 04 06 08 10 1,2 14 1,6 1,8 20
Inhibidor [mM]

Figura 19: Efeito dos inibidores sobre a a-glicosidase purificada de Thermoascus
aurantiacus CBMAI 756.
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A sensibilidade da a-glicosidase para os inibidores voglibose, acarbose,
deoxinojimicina (dNJ), CAST, DEPC, ginesteina e iodoacetamida variam entre o-
glicosidases de diferentes organismos.

A a-glicosidase I expressa em S. cerevisiae AH22 foi inibida em 50% por DEPC
na concentracdo de 1 mM (DHANAWASA et al., 2002). Segundo Ezeji; Bahl (2006), a
a-glicosidase de G. thermodenitrificans HROI10 teve uma inibicdo de 27% com a
concentracdo de 10 mM de iodoacetamida.

A atividade da a-glicosidase II purificada de Candida albicans sobre o 4-
methilumbeliferil-a-D-glicopiranosideo (MUaGlc) foi preferencialmente inibida por
dNJ (60%) seguida por AUST e CAST que reduziram a atividade em 20% e 10%,
respectivamente, todos em 10 pM (TORRE-BOUSCOULET et al., 2004).

O efeito da CAST tem sido determinado principalmente em células de plantas
onde a a-glicosidase I é mais sensivel do que a a-glicosidase II, com ICsy de 1-3 uM
(SZUMILO et al., 1986) e 25-50 uM (KAUSHAL et al., 1989), respectivamente.

A CAST inibiu fortemente a hidrolise da nigerose e kojibiose pela a-glicosidase
do parasita E. histolytica, cujos valores de ICsy foram 0,8 uM e 3,4 uM,
respectivamente. Entretanto, a AUST nao apresentou efeito sobre essa enzima. Ja o
DEPC modifica o aminodacido histidina diminuindo a atividade enzimatica, sendo o ICsg
0,1 mM (BRAVO-TORRES et al., 2004).

Assim, o estudo de inibicdo da a-glicosidase purificada permitiu observar
algumas semelhancgas a outras a-glicosidase, como a forte inibi¢do pela voglibose e
CAST. Esses inibidores ndo sdo especificos para a a-glicosidase, pois sdo capazes de

causar efeito inibitério nas a-amilases e B-glicosidases (MELLO et al., 2006).
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VIL. 9. Identificacdo dos produtos da reacdo de transglicosilacio por
cromatografia em camada delgada

O perfil cromatografico da liberacdo dos acucares pela incubacdo da o-
glicosidase purificada com 5% maltose evidenciou a habilidade de transglicosilagdo da
enzima com a formagao de oligossacarideos apds 3 h de reacao (Fig. 20). Em 8, 22 e 30
h foram observados a formacdo de pentassacarideos, hexassacarideos e uma pequena
quantidade de heptassacarideos. De acordo com Chiba (1997), somente enzimas que
produzem a-andmeros por retengdo sao capazes de catalisar a transglicosilagao.

O mesmo foi apresentado para a o-glicosidase de C. thermophilum var.
coprophilum, sendo que o inicio da formacdo de maltooligossacarideos foi com 8 h de
reacdo (GIANNESI et al.; 2006). Ja a a-glicosidase de A. nidulans utilizou 0,5% de
maltose com 2 h de reacdo para a formagao dos produtos panose e isomaltose. Segundo
os autores nao foi possivel diferenciar através da cromatografia de camada delgada a
panose e isomaltose de maltotriose e maltotetraose, respectivamente. Assim, foi
realizada a diferenciagdo dos produtos da transglicosilacio por HPEAC-PAD que
permitiram observar tracos de maltotriose e maltotetraose (KATO et al.; 2002).

A o-glicosidase de A. implicatum apresentou a habilidade de formar ligacdes
glicosidicas a-1,3 duas vezes maior do que o-1,4. Através da andlise por HPLC foi
observada a formacdo dos produtos glicobioses, glicotrioses e glicotetroses
(YAMAMOTO et al.; 2004). Entretanto existem algumas o-glicosidases como a de G.
thermodenitrificans HRO10 que ndo apresentam atividade de transglicosilacao (EZEJI;
BAHL, 2006).

A reacdo de transglicosilagdo € uma propriedade importante da a-glicosidase na
sintese de acucares com aplicagdes comerciais, que destaca a importancia da o-

glicosidase de T. aurantiacus estudada nesse artigo.
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Figura 20: Cromatografia em camada delgada dos produtos obtidos da reacdo de
transglicosilacdo da a-glicosidase de 7. aurantiacus. Linhas 1-5, produtos da reacdo de
transglicosilagdo a 0, 3, 8, 22 e 30 h, respectivamente; Padrdes: P; (G; = maltoheptaose,
G = maltohexaose, G5 = maltopentaose, G4 = maltotretraose,); P, (G3 = maltotriose, G,
= maltose, G| = glucose).
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VII. 10. Determinacao do N-terminal da a-glicosidase

Os resultados obtidos na purificacdo da a-glicosidase indicam que a enzima
possui trés subunidades diferentes, possivelmente codificadas por genes distintos. Essas
subunidades foram separadas através de SDS-PAGE, transferidas para membrana de
PVDF e enviadas para seqiienciamento N-terminal por degradacio de Edman. Neste
procedimento, ndo foi possivel obter sequencias N-terminais dos polipeptideos isolados
devido a uma provdvel presenca de contaminantes nas amostras; contaminantes estes
que poderiam ser resultado de interacdes covalentes entre as préoprias subunidades

constituintes da enzima.

VIL. 11. Biologia molecular

Tendo em vista as dificuldades para a obtencdo do N-terminal pelo cardter
trimerico da proteina foi proposto a constru¢do de um banco de cDNA do fungo
Thermoascus aurantiacus para a busca de enzimas de interesse como a o-glicosidase e
B-glicosidase. Esse fungo tem sido relatado na literatura como produtor de xilanases,
celulases, proteases, pectinases e amilases (BRIENZO et al. 2008; CARVALHO et al.,
2006; LEITE et al., 2007; MERHEB et al., 2007; MARTINS et al., 2002), sendo as
enzimas desse fungo muito estudadas pelo grupo de pesquisa do laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada.

Esta biblioteca teria por finalidade ndo s6 o isolamento de genes codificando
para as enzimas estudadas no presente trabalho, mas serviria também para uma posterior

prospeccdo de novos genes para enzimas de interesse biotecnoldgico.

VIL 11. 1. Construcao da biblioteca de cDNA

Os procedimentos de construcdo da biblioteca foram iniciados com 280 mg de
material bioldgico que permitiram extrair 200 ug RNA total (Fig. 21). Todo o RNA
total obtido foi utilizado para a obtencdo de 1,5-2,5 ug de RNAm (Fig. 22) através da
coluna de afinidade para a cauda poli(A). A constru¢do da biblioteca foi iniciada com
1,0-1,5 ug de RNAm.

A biblioteca construida apresentou uma eficiéncia de 2,1 x 107 clones e foram
isolados 98.888 clones em 103 placas de 96 pogos. Para verificar o tamanho dos

fragmentos de cDNA ligados no vetor pDONR 222 foi realizada a digestdo de alguns
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plasmideos. Na figura 23 podemos visualizar que os plasmideos analisados

apresentaram insertos entre 300 e 3000 pb.

kb
kb
3.0 '
30 -
1.5 —
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Figura 21: Extracio do RNA total a Figura 22: Purificagdo do RNAm a
partir do material biolégico. partir do RNA total extraido.
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Figura 23: Liberacdo dos fragmentos de cDNA no plasmideo.

Legenda: 1 — Plasmideo linearizado sem a presenca do fragmento de cDNA; 2 — o fragmento
de cDNA liberado pela digestio dos sitios BsrGI.
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VIL. 11. 2. Busca das enzimas de interesse.

Para iniciar a busca foram desenhados primers das regides conservadas com base na
seqiiéncia completa de cDNA encontrada no GenBank.

As regides conservadas III e VI (KASHIWABARA et al., 2000) presentes nas a-
glicosidases da familia 31 (Fig. 24A) foram selecionadas para o reconhecimento dessa enzima
na biblioteca. Para isso foram desenhados pares de primers a partir da seqiiéncia de
nucleotideos da a-glicosidase, regides conservadas III e VI, sendo selecionadas trés espécies
de Aspergilus que possuiam a seqiiéncia completa de cDNA depositada no GenBank (Fig.
24B).

A escolha do género Aspergilus esta relacionada a proximidade filogenética entre esse
género e Thermoascus, ambos pertencentes a familia Trichocomaceae. Além disso, na
literatura € relatado que as a-glicosidases de Aspergillus pertencem a familia 31 e atuam mais
eficientemente sobre a maltose do que sobre dextrinas mais longas (NAESTED et al.; 2006;
FRANDSEN; SVENSSON, 1998; SUGIMOTO et al., 2003; OKUYAMA et al., 2005), o

mesmo foi concluido para a a-glicosidase purificada de T. aurantiacus CBMAI 756.

m
484 DEVWYDMSEVSS FCVGESCGTGNLT LNFARF SFLLPGEPGDI IYDYFEAFNITHATE

AR SRSAGRSSQRRATATTTIST SVSYLRTTFTPGVENVEH FEYVINHDQEGHDLSVHAVS
FNATHVDGVEEYDVHGLYGHY GLNATY QGLLEVWSHERR PFI IGR ST FAG SGEWAGHRG

VI
GDN Y SEWWSMYYSISQALSFSLEGIFMFGADTCGFNGH SDEELCHEWML SAFFEF YRN

HN 7189 ————- 985
A
I VI

. 641 pb
A niger (D45356.1) S5 GEETGTGTGETACGACATGTCTGARGT TT:ﬁ_I_{L_L_T:b STTCCGCATTICTICCCATT CTACCGARACCAC
A. awameori (RBO29165.1) 57 EGAEIIIGEIAIGE-‘;CAIEICIGAAEIIICA—IS:—_—P—}JSI TCCOGCATTCTTTICCATT CTACCS CCAC

ap
A. oryzae (D45179.1) 5 GEEGICTGETACGACATGECTGARGTITCT - ——— S TCEECCTTITTIICCCTIITCTACCGCAACCAT

B

Figura 24: A) Regides conservadas da proteina a-glicosidase de A. niger (n° de acesso
BAA23616.1); B) Regides conservadas da seqiiéncia de nucleotideos do gene da a-
glicosidase.
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Além da sintese de primers para a o-glicosidase também foram sintetizados primers
especificos para a glicoamilase, o-amilase e P-glicosidase. O desenho dos primers da
glicoamilase e a-amilase (Tabela 5) foram baseados nas regides conservadas do género

Aspergillus encontrado no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). As regides

conservadas da glicoamilase apresentaram as bases nucleotidicas semelhantes para as espécies
de A. awamori e A. niger (Fig. 25A). O mesmo foi encontrado para as espécies de A.
shirousami, A. flavus, A. oryzae, A. awamori (Fig. 25B) e A. niger em relagdo a a-amilase

(Tabela 5).

3880 -3804 pb 4060 - 4089 pb
A. niger (AY250996.1) 5T TRCGECGRAGRACAT - 5T TGEEAGAGTGAT CCCARCCGA
A
230265 pb 434 - M35 pb
L. awamori (RBO83159.1) STCAGGGCATCATCGACARAGTTIGGACTAT--—-—--——- 5! CATEAGAGEEES
B

Figura 25: A) Regides conservadas da seqiiéncia de nucleotideos do gene da glicoamilase; B)
Regides conservadas da seqiiéncia de nucleotideos do gene da a-amilase.

O primer da enzima [-glicosidase foi desenhado segundo a regido conservada e o sitio
ativo de T. aurantiacus IFO9748 depositados no GenBank (Tabela 5). A busca pelo gene da
B-glicosidase nessa biblioteca de cDNA induzida por amido, tnica fonte de carbono, foi
realizada devido a presenca de atividade enzimadtica sobre o substrato B-PNPG na solugio

enzimdtico bruta (dado nao publicado).

Tabela 5: Regides conservadas das glicoamilases, a-amilases e B-glicosidase.

Enzima Regides conservadas
A. niger (AAP04499.1) Glicoamilase YGENI WESDPNR
A. niger (P_001395749.1 a-Amilase QGIIDKLDY HERG
T. aurantiacus (AAZ95588.1) B-Glicosidase GRNWEGF GFVMSDW (sitio ativo)

Antes de iniciar a triagem na biblioteca de cDNA foi realizado um PCR para cada par
de primers utilizando o DNA gendmico de 7. aurantiacus como molde. A realizacdo desse
PCR permitiu avaliar a presenga do gene de interesse no genoma do fungo, bem como foi

utilizada para padronizar a reacdo de busca. Os PCRs que utilizaram os pares de primers
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especificos para a glicoamilase e o-amilase ndo apresentaram a amplificacdo de fragmentos de
DNA de tamanhos 211 e 206 pb, respectivamente. No entanto, o PCR referente a
amplificacdo do gene da [-glicosidase apresentou uma banda de 434 pb, tamanho
correspondente ao esperado (Fig. 26) e o produto da amplificagdo do PCR referente a o-
glicosidase mostrou varias bandas no gel de agarose, sendo que uma dessas bandas apresentou
+/- 685 pb como seria adequado para a presencga de tal gene (Fig. 26). A presenca de produtos
inespecificos na amplificagdo com o par de primers para a o-glicosidase, ou mesmo a
auséncia de amplificacdo nos outros casos, pode ter sido causada devido a natureza
degenerada dos pares de primers em uso. Entretanto, devemos salientar que a ndo deteccao
por PCR de fragmentos de DNA que seriam correspondentes aos genes para a-amilase e
glicoamilase no genoma de 7. aurantiacus nao descarta a possibilidade de esses genes
estarem presentes. J4 que foi detectada atividade sobre o amido das solugdes enzimaticas
brutas obtidas por FSM e FES de T. aurantiacus (CARVALHO et al., 2006) e na literatura
também foi descrita a producdo de a-amilase por 7. aurantiacus (GUZMAN-MALDONADO;

PEREDES-LOPEZ, 1995; OHNO et al., 1998).

kb
1.0
0.75
0.5 -
0.25

12 3 4

Figura 26: PCR feito para detectar a presenga dos genes de interesse no DNA gendmico do
fungo T. aurantiacus.
Legenda: 1 — marcador molecular (1 kb DNA ladder, Fermentas); 2 — PCR usando os primers
especificos a a-glicosidase e o0 DNA gendmico como molde; 3 — PCR usando os primers
especificos a B-glicosidase e 0 DNA gendémico como molde; 4 — Controle negativo do PCR
(auséncia de molde).
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Devido aos resultados apresentados o “screening” da biblioteca foi realizado para a a-
glicosidase e B-glicosidase através da técnica de PCR, utilizando como molde os plasmideos
extraidos da biblioteca de cDNA (item VI. 13. 6). As reacdes de PCRs foram realizadas
individualmente para cada par de primers especificos em busca das enzimas de interesse.

Na busca por essas enzimas foram testadas 103 placas e com isso obtivemos 3 bandas
de PCR com tamanho esperado para a [-glicosidase (Fig. 27) e 1 banda com tamanho

esperado para a a-glicosidase (Fig. 28).

Figura 27: PCR feito para detectar a presenca da 3-glicosidase na biblioteca de cDNA.
Legenda: 1 — Produto de PCR do plasmideo presente na placa 29 coluna 10A (Fragmento A);
2 — Produto de PCR do plasmideo presente na placa 29 coluna 10B (Fragmento B); 3 —
Produto de PCR do plasmideo presente na placa 29 coluna 10E (Fragmento C); 4 — marcador
molecular (1 kb DNA ladder, Fermentas); 5 — Produto de PCR do DNA gendmico (controle
positivo); 6 — Controle negativo do PCR (auséncia de molde).
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Figura 28: PCR feito para detectar a presenca da a-glicosidase na biblioteca de cDNA.
Legenda: 1 — marcador molecular (1 kb DNA ladder, Fermentas); 2 — Produto de PCR do
plasmideo presente na placa 36 coluna 3F (Fragmento D); 3 — Produto de PCR do plasmideo
presente na placa 36 coluna 3G; 4 — Produto de PCR do DNA gendmico (controle positivo); 5
— Controle negativo do PCR (auséncia de molde).

Os plasmideos referentes as amplificacdes que indicaram positivo para a presenca do
gene da a-glicosidase e [-glicosidase foram enviados para sequenciamento (Fig. 29), sendo
que posteriormente as seqiiéncias foram comparadas com depdsitos no Genbank utilizando-se
o aplicativo Blast. De acordo com os resultados do Blast os fragmentos seqiienciados foram
similares as seqiiéncias listadas na tabela 6. Entretanto, os fragmentos ndo apresentaram
similaridade as enzimas de interesse, a-glicosidase e B-glicosidase, representando assim um
resultado falso positivo. Esse resultado mostra que as amplificacdes foram inespecificas, onde

em 100 mil clones testados, encontramos apenas 4 possiveis genes de interesse.

Tabela 6: Resultado do Blast dos fragmentos cDNA seqiienciados.

Fragmento N° de acesso Descricao E-value
A AC108137.8 Homo sapiens chromosome 15 0,73
B BT059924.1 Salmo salar clone ssal-rgg-510-022 40S ribosomal | 4e°
protein S25 putative mRNA, complete cds
C XM 001271198.1 | Aspergillus clavatus NRRL 1 sigma-70 region 2 | 3e™
family protein (ACLA_039890), partial mRNA
D XM 001270052.1 | Aspergillus clavatus NRRL 1 cytokinesis protein le™

SepA/Bnil (ACLA_095600), partial mRNA
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> Fragmento A
AR R AGTTGGTATT TTCCCCCTTTGGAT GO TGGAGARAGCCTCAGTT TCCTCGTAGCCTIGT

CGTTCGCTATTIGAGATCTGAGGCCT TTTCCTCCAGCTTTICT TGGATT CGGGC TGATCGGGCA
CGCEAGECGCIIGEEEAT CCTGCT TTTTCARTCTIGCCCTT GITATCGOGEAGCCGEARAGTG
ICAGERAGGCITIGCAGICCCATIGTTACGAGRACGAGOGRAGCATTTARAGGEICTITIGIIC
CEGAICGAGTATITICGEGAGCGAT IGIAT CIGICCGICGI CTTTTAACTIGICTITIACCTIIA
CICACGEITACTOGTCCAT CGTITAT TOCGE TCGATCGET TCCACCAGUGRAC GCAAGL GG,
CGCGGACTGACGCCGTTCTACGRART ACATT CCTAGNAGGCT ACCACGCCTTT GATTACTAGR
ARGTCTITITICTITITGATCCCARCACGGTIGCCGACGCNTTCT GARANACT CCG
ARTGACTTCGACARTCTCARNCCCGNOGTT TTCCTTNIGCCHATTTTRACCCANCCAGGCTA
CGETTATANAICCTIGNNGCTACCHGCICT TTANANGARTTHNNNCCT TIGHT GICCATACTT
ROCGITCCGGENGECTTTARCCTICCANARANNARNN ARTTHNITNNNNATINT AATNINNNIN
HAENTC

> Fragmento B
AGAARGTTGGGITTIIIITITITIITITIIITITITITITIITTGAGATARTGARRATARATA
AGCTTCATGATAGGNAGAGNGGATATCGCATCTAGT TCARGACAGRAR CAGTACAGTACAGTT
CRTGRRTATCIATATIATGICICITCCICCCARTIGCTITITTITITIITICATGACTGTARAGDG
TCTGEOCAATARTGCCCTGTCTAT CTATAGACCCTTATTTT CCRATATGCARCCTTTTAGTC
CRRTTCCICTAATATRARCATGECTTGCTACTIGCTIGCCTIGCCCITITITITICITITICOIGE
ACARCARCCTCANAGCTAGC T COGTTT AGRAGHAGAGC ATGAGTGAGGC TGCACCCGRIANNTG
CCHI GCGIGTGEACACGGIANCARA TCTTACCGTNT CCTNNCHCTGRACCOGCCCTICC
TGEGAGCGN THIGH GEEAGHGT TN COCCCNNNCCG CGANG TCHNCT GNCHATCCTICARTT
CRCHCARNNTHCCT CCHCGAGTTCCCTCOC CCNI CH CHART COGNNC CHNGH TGCCCCACCH
ATCTHNINCTTCCCHNINNTTCCCH GGGTT TCHGHG TARNA ARNNAGATNT T CANTCCGCCC

> Fragmento C

AR ARRTTGEATCT GCCTCATCCGETCACATACCET CCTCT COGACGGRAATCATACTATCTT
COCCGEAGCCGCCAGICECTCICACCARTAGAGEAGATCCAATATCATTGCGRAGECATTCAT
CAGCITICT CARGCGCUIGCGARCACCTICGCTATCCATCARCGRACCGCCCCT CCRRRAGACET
COGCRACCCACCOGCCACRCAGCTTTCCAGACTGRAT COCTCCTGTRACCGEAT CCTGECGICT
CCCOOGGECOGCCGGTTICACTTOCACGRGE GRCOGCARAGCAGRTCAT CTOGC GCCAGLG CCTC
GCTGRATGAT GCTCAACGOC GG ICTGREACTACCEGITCT CGATCCATCGEACCGAGGTICT
TCCTRARGAGCCTGATCAT GRRRGT CCTCRAGAGCGAGET CRACATGACCGECTCCGT CGAG
GCCCTICTTGCAGRAT CCTCCTOEOGT GCRARG GRCGGC TTCNC CGACGAGCCGEARACNAATGE
TINTCHICCCCOGGEATHNT CATHCGAATTACTACCGGACGCANGTTCTGATT TTAGCCHNTA
HNICCTCGAT GGNNANTTCHNNNTTH THCNT TTHANGGTATCGTICCGTATTTTNARRNNTNTA
HITTTHNINATTTHN ANCTHGHGNANTTITT NI TAANTTATT TTTNNT NHNNANNTTHNTTTIC

> Fragmento D

AGRRARGTTIGGEITTITITTITITITITITIITITITIT AGCAT ACAGGRATAGCAGRARATGTC
IGCGIGATATGEGAATATGGAGCTGAAGTCCAGRACTGTAT AAGCCEGCACGGAGCAGTTAR
ARTRRGRATRRRRRCAGRRLATRGTAGT GEEEEECAGARGARATTARGARATRARGGTCRR
GECAGETARRRTAT AGGGGACTIGTI CCRCCARATCCARA TG CARAAGARCATAGRACARLRT
GOCGEICGET COCGEACCOGECCCACACGOG GROCAR CGECT TGARGACRAR T CARGEGRACT
AGGARCRAGRRERTGOGGRAGRAR ARG CTGGCAGGGAGARTAGTATACATATGCGCCGTAGACR
CRATTTCCCGACCGACATCACTART CCTAT CRACACATTARA CAGRAGCTGTACCRAGGCTTA
GAGATTACT CTGRAGITICRARCGGACTIGT CGGGTGCAGGACCCICGGGGEGTGCATTTICA
GANGGETIGATCCGEGETCEAGGACACANCN ATGGAC GEAGGAGNGCT ICTGEGAACCATAGE
WHITGGGCCTITTNCCCGGGCITICTGCINTGCTITHICCGTINNNN CTTCCCNNINT TTTA
NHGGENAANACEEN TCHT THCCHGN TEEHANCNNNG AT TNC TNC

Figura 29: Sequéncias dos fragmentos de cDNA que foram amplificados pelos primers
referentes a 3-glicosidase (fragmentos A, B e C) e a-glicosidase (fragmento D).
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Uma provavel explicag@o para tal resultado seria de que o tempo de indugdo utilizado
foi inadequado para a expressdo do gene da a-glicosidase e B-glicosidase em quantidade
suficiente para uma boa representatividade e/ou durante a constru¢do da biblioteca pode ter
ocorrido a perda desses RNAm.

A tentativa de induzir a a-glicosidase de 7. auranticus em um menor tempo de cultivo
foi adotada devido a degradacdo do RNA em tempos maiores de FSM. A coleta do micélio foi
realizada com 72 h de fermentacdo, entretanto a FSM era mantida por 216 h para a obtencao
da solugdo enzimatica bruta utilizada na purificacdo da a-glicosidase.

Uma alternativa para solucionarmos tal impasse seria, talvez, a utilizacdo de novas
técnicas de sequénciamento automatico (ex. Solid, Applied Biosystems), que permitem a
obtencdo de seqiiéncias completas de todos os RNAm em uma amostra. Com isso € possivel
avaliar os diversos genes de interesse que foram expressos nos meios de inducdo antes de
iniciar a busca por genes, entretanto, essa técnica possui um alto custo. Apesar do tempo de
inducdo ter sido inadequado para as triagens propostas, o sequénciamento total da biblioteca
ainda poderia servir como informativo util do perfil enzimatico e de expressdao génica de
nosso isolado de T. aurantiacus, e seria com certeza uma aplicacdo valiosa na prospeccao de

fatores com aplicacdes biotecnoldgicas.
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VIII. CONSIDERA COES FINAIS

Os resultados obtidos na purificagdo da a-glicosidase indicam que a enzima possui trés
subunidades diferentes, possivelmente codificadas por genes distintos. Assim o fato da
enzima ser multimérica provavelmente dificultou o sequenciamento do N-terminal por
degradacao de Edman.

Tendo em vista as dificuldades encontradas para sequenciar o N-erminal da a-
glicosidase multimérica optou-se pela construcdo da biblioteca de cDNA, na tentativa de
buscar a enzima do presente estudo e outras proteinas monoméricas de interesse produzidas
por Thermoascus aurantiacus.

Além disso, a contrugdo da biblioteca foi uma iniciativa para implantar uma linha de
pesquisa em biologia molecular no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, na

Unesp de Sao José do Rio Preto, para a busca de enzimas de interesse.
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IX. CONCLUSOES

- Os procedimentos utilizados para isolar a o-glicosidase, ultrafiltracdo, preciptagdo por
sulfato de amonio, cromatografia de troca ionica e filtracdo em gel, resultaram em uma fracao
enzimatica pura com atividade especifica de 404 U/mg de proteina e um fator de purificacao
de 173 vezes.

- O gel especifico para coloragdo de glicoproteina revelou que a enzima purificada € uma
glicoproteina.

- A massa molecular da o-glicosidase estimada por filtragcdo em gel foi 154 kDa e em gel
SDS-PAGE com amostra semi-desnaturada foi 83 kDa. Quando desnaturada por calor em
presenca de mercaptoetanol, a proteina apresentou 3 bandas em gel SDS-PAGE, cuja
somatoria da massa molar foi de 295 kDa.

- A oa-glicosidase purificada apresentou especificidade pela maltose, dextrinas curtas e
substrato sintético e ndo apresentou atividade sobre a sacarose e amido o que a classifica
como uma o-glicosidase do grupo Il na familia 31.

- O pH e temperatura 6timos da enzima purificada foram 4,5 e 70°C, respectivamente.

- A o-glicosidase foi inibida por fons metélicos como: Hg**, Cr’* e Ag*.

- Essa enzima apresentou uma alta afinidade pela maltose, com Km de 0,07 uM e Vmax
318,0 umol/min/mg.

- A presenca da catélise de transglicosilacio na enzima purificada corrobora para a
confirmacdo de que se trata de uma a-glicosidase.

- As a-glicosidases podem ser aplicadas em estudos para o tratamento da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), virus da hepatite B (HBV) e influenza. Além disso, a compreensdao nos
mecanismos de atuacdo da a-glicosidase podem auxiliar no tratamento da diabete mellitus

tipo II e da doenga de Pompe.
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ANEXO

BsrG | Bsr | BsrG |

M13 | I M13

Comments for pDONR™222
4718 nucleotides

Figura 1: Vetor pPDONR™222 utilizado para a ligacdo dos fragmentos de cDNA.
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