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RREESSUUMMOO

Neste trabalho foi proposto o estudo de α-amilase e maltase do fungo Leucoagaricus

gongylophorus e do intestino de operárias da formiga cortadeira de folhas Atta sexdens, organismos que

vivem numa simbiose obrigatória, na qual um dos fatores relevantes é o provável fornecimento de

enzimas fúngicas aos insetos. Para tanto, as amilases do fungo foram induzidas em diferentes fontes de

carbono, sendo estas mais secretadas em amido e/ou maltose e reprimidas parcial (α-amilase) ou

totalmente (maltase) por glicose. Após a purificação das enzimas, através de cromatografia líquida (troca

iônica, interação hidrofóbica e exclusão molecular), a determinação das características físico-químicas

(temperatura de atividade ótima e de inativação; pH de melhor atividade e estabilidade; Km; peso

molecular; influência do cloreto e Q10) permitiu a comparação das mesmas e os resultados mostraram que

maltases de ambas as origens são enzimas distintas, enquanto que a α-amilase presente no intestino dos

insetos têm as mesmas características da α-amilase do fungo simbionte, indicando a sua provável origem

fúngica.
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JJUUSSTTIIFFIICCAATTIIVVAA  EE  OOBBJJEETTIIVVOO

O fungo Leucoagaricus gongylophorus Singer (Möller) (Leucocoprineae: Agaricaceae) e a

formiga Atta sexdens Linnaeus (Attini: Formicidae) vivem numa simbiose obrigatória na qual são

envolvidos diferentes aspectos, dentre os quais a cooperação bioquímica parece ser um dos pontos

fundamentais. Alguns estudos realizados nas últimas décadas vêm indicando que a produção e ciclagem

de enzimas digestivas entre ambos são fatores vitais para o equilíbrio e manutenção da simbiose. Isto

sugere que interferir neste metabolismo enzimático pode ser um bom alvo para o controle destes

organismos, que são considerados pragas quando ocorrem em ambientes agrícolas. Nestes ambientes, as

formigas cortam matéria vegetal e a carrega para o ninho, utilizando-a no cultivo do fungo, que degrada

os polissacarídeos foliares e os reverte em nutrientes solúveis e assimiláveis, tanto para si como para os

insetos.

Pesquisas na área de controle biológico destas formigas e seu fungo simbionte vêm sendo

realizadas, mas não há dados de qualquer linha de trabalho objetivando o controle destes organismos

utilizando inseticidas e/ou fungicidas que interfiram na digestão/degradação ou utilização de nutrientes

importantes na sua nutrição. E talvez esta seja uma boa vertente de pesquisa a ser explorada.

Porém, para estudos aplicados, são necessários conhecimentos básicos sobre as enzimas que

estão envolvidas na digestão, e principalmente de polissacaridases, que parecem ser enzimas chaves na

integração digestiva entre insetos e fungo. Mas pouco se conhece até o momento sobre o tema: desde que

iniciaram os estudos sobre enzimas digestivas nestes organismos (1969) apenas 23 artigos, incluindo as

revisões, foram publicados no mundo inteiro. Isto é muito pouco levando-se em consideração que há 191

espécies de formigas que vivem em simbiose com fungos, as chamadas Attini (Weber, 1972), dentre as

quais 14 delas são economicamente importantes, por se comportarem como pragas em áreas cultivadas

(Forti e Boaretto, 1997).

As pectinases parecem ser as enzimas mais importantes para a manutenção do equilíbrio de

um ninho. Resultados já indicam que estas são enzimas de origem fúngica e que são recicladas no ninho

pelas formigas (Ronhede et al., 2004; Siqueira, 2004). Amilases vêm em segundo lugar como importantes

para ambos os organismos, pois são as principais enzimas que atuam na produção de glicose no

formigueiro, e este é um nutriente importante na manutenção de operárias e do próprio fungo (Siqueira et

al., 1998 e Silva et al., 2003). E em vista da importância das amilases para estes organismos é que neste

trabalho se propôs o estudo destas enzimas.

O presente trabalho teve como objetivo principal a comparação de amilases presentes nos

dois simbiontes, o fungo Leucoagaricus gongylophorus e as formigas Atta sexdens. Para esta

comparação, as enzimas foram isoladas e caracterizadas, a partir de meio de cultivo do fungo ou do fluido

fecal de operárias retiradas de formigueiro de laboratório.
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A Simbiose entre Formigas Forrageadoras e Fungos

Aspectos gerais da interação

As formigas forrageadoras fazem parte do grupo de formigas da Tribo Attini, representante

da subfamília Myrmicinae, Família Formicidae (Hölldobler e Wilson, 1990). Este grupo é caracterizado

por cultivar fungos no interior de seus ninhos, com os quais mantém uma simbiose obrigatória.

A Tribo Attini é composta por 13 gêneros de formigas, estando estas subdivididas em um

grupo derivado monofilético, no qual estão inseridos os gêneros Atta e Acromyrmex (as chamadas

formigas cortadeiras), além dos gêneros Trachymyrmex e Sericomyrmex, e também um grupo parafilético,

que é formado pelas Attini primitivas ou basais, que deram origem ao grupo das derivadas (Mueller et al.,

2001).

As formigas mais primitivas são caracterizadas por possuírem ninhos pequenos, com algumas

dezenas a centenas de operárias monomórficas, que cultivam seu fungo em matéria vegetal morta,

carcaças de outros insetos, frutos e flores recém caídos. No grupo considerado mais evoluído estão as

formigas cortadeiras, caracterizadas por cortar material vegetal fresco, no qual cultivam seu fungo

simbionte. Algumas espécies desenvolvem grandes ninhos e possuem operárias com alto grau de

polimorfismo (Cherrett et al., 1989). Os gêneros Atta e Acromyrmex são considerados economicamente

importantes, por tornarem-se pragas em ambientes onde predominam monoculturas agrícolas (Cherrett,

1986; Hernández e Jaffé, 1995).

As Attini são encontradas apenas na Região Neotropical, distribuindo-se deste o Sul dos

Estados Unidos até o Sul da América do Sul, não ocorrendo em algumas ilhas da América Central e no

Chile (Mariconi, 1970). As espécies representantes dos gêneros Atta e Acromyrmex são consideradas as

maiores consumidoras da matéria vegetal nos ecossistemas Neotropicais, cortando até 75% das espécies

que ocorrem nestas regiões (Cherrett, 1986), e dentre as cortadeiras que invadem ecossistemas agrícolas,

Atta sexdens é a espécie que mais causa danos econômicos na América do Sul, principalmente no Brasil

(Weber, 1966). Vale ressaltar que o fungo também deve ser considerado um grande consumidor da

matéria vegetal no ambiente Neotropical, mesmo que indiretamente, uma vez que todo o material

coletado pelas formigas é utilizado para o seu cultivo.

A associação simbiótica destas formigas aos fungos que elas cultivam no interior de seus

ninhos é considerada uma das razões de seu sucesso ecológico na natureza (Vasconcelos e Fowler, 1990).

Outros insetos não cultivadores de fungos e que utilizam também material vegetal para alimentação

submetem-se diretamente aos mecanismos de defesa de plantas, o que limita o número de espécies

vegetais que podem forragear, tornando-os mais específicos em suas coletas. E o que faz das Attini

cortadoras de plantas possuir alto grau de polifagia e predominar sobre outros insetos é provavelmente a

interação que faz com fungos. Considerados altamente polífagos, os fungos são menos específicos na

degradação da matéria vegetal na natureza, e isto se reverte em vantagem para os insetos, uma vez que

estes podem ser menos seletivos em seu forrageamento, e mesmo as formigas coletando plantas com
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defesas químicas contra insetos fitófagos, o fungo pode ser capaz de crescer neste substrato, detoxificá-lo,

degradá-lo, produzindo nutrientes palatáveis no ninho (Cherret, 1980; Funk, 1985; Cherrett et al., 1989;

Dowd, 1992).

A simbiose obrigatória entre formigas e fungo foi primeiro relatada por Belt, em 1874.

Baseada em interações mútuas entre ambos os organismos, estudos objetivando determinar os aspectos

evolutivos, comportamentais, nutricionais e bioquímicos que envolvem a interação vêm sendo realizados

até o presente.

O fungo simbionte

Dentre as pesquisas realizadas referentes à esta simbiose, o conhecimento sobre os fungos

cultivados pelas Attini até os dias atuais não tem a dimensão dos estudos realizados com os seus insetos

simbiontes. William Morton Wheeler, em 1910, já previa este fato dizendo: “O estudo das Attini está

apenas começando, e o avanço neste fascinante tema será mais difícil para micologistas do que para

entomologistas” (citação retirada de Mueller, 2002, pág. 1).

Uma das razões dos poucos estudos realizados com fungos de Attini é a sua difícil

identificação. O alemão Alfred Möller, em 1890, iniciou os estudos com estes fungos numa viagem que

fez ao Sul do Brasil (informação descrita em Weber, 1982, pág. 350). Na ocasião, Möller descreveu um

fungo que se desenvolveu em um ninho de Acromyrmex disciger, referindo-se a um basidiomiceto, que

nomeou de Rozites gongylophora.

Os estudos realizados até o momento indicam ser basidiomicetos os cultivares de todos os

gêneros de Attini (Weber, 1966), porém há dificuldades na definição do táxon destes fungos, devido ao

fato de, na maioria dos casos, apenas desenvolvem hifas estéreis, seja no ninho ou em culturas isoladas de

laboratório, dificultando a taxonomia tradicional deste grupo, que é baseada na morfologia do basidioma,

estrutura de reprodução destes fungos e que é indispensável na identificação até nível de espécie. Apesar

de já se ter observado a manifestação do estágio sexuado em alguns fungos de formigas, apenas em

algumas espécies isto ocorreu. Mas apesar das dificuldades na taxonomia tradicional, estudos celulares e

moleculares vêm sendo realizados: a descrição de estruturas microscópicas realizada por Angeli-Papa e

Eymé (1979, 1985) a partir de linhagens isoladas dos gêneros Atta, Acromyrmex e Trachymyrmex e

estudos moleculares/evolutivos realizados por Chapella et al. (1994), Hinkle et al. (1994) e Mueller et al.

(1998) comprovam ser basidiomicetos os fungos simbiontes das Attini.

Se em nível de Filo os estudos taxonômicos não foram fáceis até o momento, a identidade em

nível de espécie destes fungos está distante de ser definida. Estudos tentando verificar se há a ocorrência

de uma mesma espécie de fungo sendo cultivada por diferentes espécies de Attini foram realizados por

Stradling e Powell (1986). Estes autores fizeram testes de interação entre linhagens isoladas de A.

sexdens, Atta cephalotes, Acromyrmex octospinosus e Trachymyrmex urichi, e em suas conclusões,

sugeriram que as diferentes espécies estudadas cultivam a mesma espécie de fungo. Em estudos

moleculares realizados por Chapella et al. (1994) observaram-se diferenças até em nível taxonômico de
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Família entre os fungos cultivados por diferentes categorias de Attini. Mueller (2002) faz um relato de

todas as ocorrências de basidiomas em ninhos de formigas forrageadoras e, a partir deste trabalho pode-se

inferir que, ao menos para as espécies dos gêneros considerados mais evoluídos (Atta e Acromyrmex) há o

cultivo da mesma espécie de fungo. Silva-Pinhati et al. (2004) confirmam esta hipótese, após avaliar

DNA ribossomal e espaçadores gênicos de diferentes linhagens de fungos cultivados por Atta e

Acromyrmex.

Quanto à nomenclatura destes fungos, mesmo para linhagens que tiveram manifestação do

basidioma no ninho, sempre foi controversa entre diferentes autores. Möller (1893) foi o primeiro a fazer

uma descrição detalhada do fungo cultivado. Ele descreveu basidiomas formados em ninhos de

Acromyrmex, identificando-os como Rozites gongylophora. Weber (1957) induziu em laboratório a

formação de basidiomas de fungos de Attini, que após avaliados por Heim, em 1957, foram nomeados de

Leucocoprinus gongylophorus. Kriesel (1972) chamou de Attamyces bromatificus o fungo isolado a partir

do ninho da espécie Atta insularis.

Singer (1986), após análise de todas as descrições de basidiomas fúngicos realizadas

anteriormente, renomeou o fungo cultivado pelas formigas Attini como Leucoagaricus gongylophorus,

que é a nomenclatura mais utilizada atualmente pelos pesquisadores da área.

Muchovej et al. (1991) descreveram a obtenção de um basidioma em ninho de A. sexdens e o

identificaram como Leucoagaricus weberi. Estes autores também relatam neste trabalho o aparecimento

do mesmo fungo em ninho de A. cephalotes. Porém, mais recentemente, Fisher et al. (1994) também

obteve um basidioma em ninho de A. cephalotes, o qual o autor define como sendo Leucoagaricus

gongylophorus Singer (Möller), confirmando a nomenclatura proposta por Singer, em 1986.

Disseminação do fungo e preparação do substrato para seu cultivo

A disseminação do fungo é feita por rainhas jovens, que saem de ninhos adultos todos os

anos, no período do "vôo nupcial". Estas rainhas saem de seus ninhos, são fertilizadas pelos machos e, em

seguida, vão ao solo para formar novos ninhos (Weber, 1972). Trazem um inóculo do fungo em sua

cavidade bucal, que é expelido assim que elas preparam o substrato para o início de seu cultivo, que nesta

fase é feito em ovos colocados pela rainha especialmente para este fim. Após eclodirem as primeiras

operárias, estas iniciam então a coleta de material foliar no ambiente externo, e é neste substrato que o

fungo então vai produzir biomassa para o crescimento do ninho. O substrato vegetal coletado para o

cultivo do fungo é preparado cuidadosamente pelas operárias, e esta preparação consiste nas seguintes

etapas:

1) Cortar em pequenos fragmentos todo o substrato carregado para o ninho;

2) Macerar o material foliar com as mandíbulas. Neste momento ocorre um processo de

salivação na folha que, segundo Stahel (1943), Weber, (1955), Weber (1966) e Martin e Martin (1970),

seria necessária tanto para a incorporação de enzimas digestivas como para a descontaminação da

superfície foliar;
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3) Depositar sobre o substrato o fluido fecal, que contém enzimas que auxiliam na

degradação dos polímeros foliares (Martin, 1970).

Esta preparação do substrato foi detalhadamente discutida por Quinlan e Cherrett (1977), que

utilizaram como modelo um ninho de laboratório de A. octospinosus coletando diversas espécies vegetais.

Os autores observaram que folhas não tratadas pelas operárias não foram capazes de suportar o

crescimento fúngico no ninho na maioria dos testes realizados, além de permitir maior crescimento de

microrganismos contaminantes. Para verificar se apenas a descontaminação seria a razão para o melhor

crescimento do fungo simbionte, os autores realizaram testes nos quais as folhas tiveram sua superfície

descontaminada com agentes antimicrobianos antes de serem incorporadas ao fungo. Observaram que,

apesar de ter havido crescimento fúngico em alguns casos, este não foi tão significativo quando o material

foliar foi tratado pelas próprias formigas. Após observações microscópicas, concluíram que, além da

descontaminação, a remoção da cera presente na camada mais superficial da folha era também fator

importante no estímulo ao crescimento fúngico. Este processo, denominado de maceração e que ajuda na

destruição da barreira física da cutícula foliar, permitindo maior permeabilidade para o crescimento

fúngico, é auxiliado por enzimas presentes no fluido fecal, já anteriormente descritas por Martin (1974) e

Martin et al. (1975). Diniz (2003) também demonstrou que as espécies Atta laevigata e Atta bisphaerica

também preparam o substrato foliar, retirando a camada mais externa da folha antes da inoculação do

fungo simbionte.

A descontaminação da superfície foliar, realizada pelas operárias, é de extrema importância

para a colonização do substrato pelo fungo, tornando-o competitivo perante outros microrganismos.  Esta

é uma das características da simbiose que vem sendo discutida desde 1943, por Stahel, que relatou a

incrível capacidade de um fungo crescer, aparentemente sem contaminantes, num ecossistema

microbiologicamente tão competitivo como o solo. A capacidade de inibir o desenvolvimento de esporos

fúngicos por secreções da glândula metapleural de espécies de formigas do Gênero Myrmecia Fabricius

(Myrmeciini: Formicidae), em estudos realizados por Beattie et al. (1986) e Veal et al. (1992) indicavam

o provável mecanismo de controle de contaminantes utilizados também pelas formigas cortadeiras. Mas

apenas recentemente foram iniciados estudos sobre a glândula metapleural de espécies de Attini. Ortius-

Lechner et al. (2000) e Bot et al. (2001) determinaram os componentes secretados e a estrutura desta

glândula em A. octospinosus, discutindo o potencial antimicrobiano das substâncias produzidas. Efeito

inibitório de secreções da glândula mandibular de A. sexdens sobre conídios do fungo Botrytis cinerea e

de secreções da glândula metapleural de A. octospinosus sobre o crescimento de diferentes espécies de

fungos e bactérias foram detectados por Massaro Júnior et al. (2001), Poulsen et al. (2002) e Bot et al.

(2002).

Outros microrganismos no ninho

A inibição de outros microrganismos no ninho, como já relatado anteriormente, é de crucial

importância para a colonização e predominância do fungo simbionte sobre o substrato. Porém, sabe-se
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que há uma microbiota paralela ao fungo simbionte que perfaz 30% de toda a microbiota do formigueiro,

sendo 20% composta de leveduras e 10% de outros microrganismos (Fisher et al., 1996). A atuação

destes no interior dos formigueiros vem sendo estudada por diversos autores e atualmente sabe-se que há

papéis importantes desta microbiota. Quanto às leveduras, relatos de Weber (1957), Craven et al. (1970) e

Angelis (1983) mostram a sua presença em ninhos de A. cephalotes, A. octospinosus, A. sexdens e A.

laevigata. Carreiro et al. (1997) identificaram 24 espécies de leveduras em ninhos de A. sexdens. A

presença relevante de leveduras em ninhos de Attini indica, segundo Fisher et al. (1996), que este grupo

de microrganismos possa exercer importante papel, podendo ser inclusive, um terceiro organismo

simbionte.

Bactérias também foram detectadas em ninhos de A. octospinosus A. laevigata e A. sexdens

por Sheld et al. (1971), Serzedello e Tauk (1973, 1975), Bacci Jr. et al. (1995) e Ribeiro (2000), que

discutem sobre estas auxiliarem na degradação de sacarídeos no ninho, uma vez que demonstraram esta

capacidade em ensaios de laboratório.

Ainda com relação às bactérias, uma descoberta recente vem influenciando as teorias sobre o

equilíbrio desta simbiose entre fungo e formigas. Currie et al. (1999b, 2003b) identificou uma bactéria

associada à cutícula de operárias de diversas espécies de Attini, tanto primitivas como derivadas. No

relato, os autores apresentam actinomicetos da Família Pseudonocardiaceae como um terceiro simbionte

na interação, indicando ser este um especializado microrganismo atuando contra o principal parasita dos

ninhos, um fungo filamentoso do gênero Escovopsis. Em 2003a, Currie et al. apresentam os resultados

experimentais que evidenciam a atuação destes actinomicetos no controle do fungo parasita.

O fungo Escovopsis é outro microrganismo encontrado em formigueiros de Attini.

Considerado o principal microrganismo antagonista da simbiose, este fungo parece estar presente mesmo

em ninhos saudáveis, onde apresenta um crescimento controlado. Mas em situações de desequilíbrio do

formigueiro, este fungo se manifesta, crescendo em tal velocidade, que pode destruir um ninho em poucos

dias (Currie et al., 1999a). A manifestação deste fungo no interior dos ninhos foi observada desde os

primeiros estudos realizados por Möller, no final do século XIX, porém em seus relatos o autor

identificou o fungo como sendo “uma das formas de crescimento do fungo simbionte”. Mas os desenhos

realizados por ele mostram que esta suposta forma distinta do simbionte era, na verdade, o parasita

Escovopsis (retirado de Weber, 1972, pág. 112-115). Stahel, em 1943, detecta um fungo que cresce

rapidamente em ninhos de Attini, e pelas características de crescimento descritas, este seria o provável

Escovopsis, porém o autor também o trata como sendo uma das formas de crescimento do simbionte.

Apenas em 1972, Kriesel descreve um fungo que se manifestou em ninho de A. insularis como sendo um

outro microrganismo que se desenvolve no ninho, e o nomeou de Phialocladus sp. Em 1990 Muchovej e

Della Lucia renomeiam o fungo, denominando-o de Escovopsis weberi. Até o momento, duas espécies já

foram descritas: Escovopsis weberi (Muchovej e Della Lucia, 1990) e Escovopsis aspergilloides (Seifert

et al., 1995).
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Crescimento do fungo simbionte no ninho e nutrição das formigas

Após preparar a superfície foliar, garantindo maceração prévia e descontaminação da matéria

vegetal, as operárias inoculam o fungo simbionte com pequenos fragmentos de hifas (retirados de partes

maduras do ninho), iniciando então o crescimento deste em um novo substrato (Weber, 1979). Neste

substrato, ele desenvolve predominantemente o seu estágio vegetativo, formando uma estrutura

esbranquiçada e esponjosa denominada “jardim de fungo”, que fica distribuída nas chamadas “câmaras”

(cavidades que compõem o ninho). Neste estágio, o fungo produz hifas especiais denominadas

gongilídeos (Belt, 1874), extremidades intumescidas das hifas, agrupadas em cachos (chamados estáfilos)

e que armazenam carboidratos, provavelmente utilizados como fonte de energia dentro do ninho. Nesta

fase, há a participação ativa das operárias, que permanentemente mantêm as condições ótimas para a

manutenção saudável do simbionte. Estas realizam cortes estratégicos nas hifas para retirar regiões

exauridas e estimular uma maior produção de gongilídeos nas extremidades de crescimento (Schildknecht

et al., 1973; Bass e Cherret, 1994 e 1996). Temperatura de 25oC e pH em torno de 5,0 são condições

ótimas para o seu crescimento e produção de gongilídeos [condições verificadas para A. sexdens por

Mudd e Bateman (1979) e Powell e Stradling (1986)].

A manutenção de um ninho saudável e livre da contaminação excessiva de outros

organismos tem participação ativa das operárias. Antes dos relatos de Currie, em 1999, sobre os

actinomicetos associados às formigas, o controle de contaminantes era atribuído somente às substâncias

produzidas por glândulas mandibulares e metatorácicas dos insetos. Porém, atualmente, sabe-se que estas

bactérias têm papel importante, ao menos no controle do Escovopsis, que é o principal contaminante do

ninho (Currie et al., 2003).

As formigas disseminam o fungo, o inoculam em substrato previamente preparado, cuidam

dele durante seu desenvolvimento no ninho, estimulando seu crescimento e evitando contaminantes.

Dados de Martin et al. (1969), utilizando fungo de A. cephalotes como modelo, mostram que,

aproximadamente, 50% do peso seco fúngico está disponível na forma de nutrientes solúveis e

potencialmente assimiláveis pelas formigas. São 27% de carboidratos, 13% de proteínas, 4,7% de

aminoácidos livres e 0,2% de lipídios. Dentre os carboidratos solúveis, trealose e glicose são os mais

abundantes. Dados de Silva et al. (2003) mostram que glicose é um eficiente nutriente para a

sobrevivência de operárias adultas de A. sexdens, e sabe-se que trealose é o principal açúcar utilizado

como reserva de energia para insetos (Chippendale, 1978).

PPoorréémm,,  aappeessaarr  ddoo  ffuunnggoo  sseerr  aappaarreenntteemmeennttee  uummaa  eexxcceelleennttee  ffoonnttee  ddee  nnuuttrriieenntteess,,  hháá

ccoonnttrroovvéérrssiiaass  qquuaannttoo  aaoo  sseeuu  rreeaall  ppaappeell  nnuuttrriicciioonnaall  ppaarraa  ooss  iinnsseettooss..  AAss  pprriimmeeiirraass  aaffiirrmmaaççõõeess  ffeeiittaass  ppoorr  BBeelltt

((pprriimmeeiirroo  iinnvveessttiiggaaddoorr  aa  ssee  rreeffeerriirr  ssoobbrree  aa  ssiimmbbiioossee  oobbrriiggaattóórriiaa  eennttrree  ooss  ddooiiss  oorrggaanniissmmooss)),,  eemm  11887744,,

ddeetteerrmmiinnaavvaamm  qquuee  aa  pprriinncciippaall  ffuunnççããoo  ddoo  ffuunnggoo  nnaa  ssiimmbbiioossee  eerraa  sseerrvviirr  ddee  aalliimmeennttoo  ppaarraa  aass  ffoorrmmiiggaass..  EEssttaa

tteeoorriiaa  ffooii  aaddoottaaddaa  ppoorr  ttooddooss  ooss  ppeessqquuiissaaddoorreess  ddaa  áárreeaa,,  aattéé  qquuee  eemm  11997799,,  QQuuiinnllaann  ee  CChheerrrreetttt  eessttaabbeelleecceerraamm

uumm  ppaarraaddiiggmmaa  nnaa  ssiimmbbiioossee  eennttrree  iinnsseettooss  ee  ffuunnggoo,,  aaffiirrmmaannddoo  qquuee  oo  ffuunnggoo  éé  rreessppoonnssáávveell  aappeennaass  ppeellaa

nnuuttrriiççããoo  ddaass  llaarrvvaass  ddooss  iinnsseettooss  ee  qquuee  ppaarraa  aass  ooppeerráárriiaass  aadduullttaass  eessttee  nnããoo  ffoorrnneecceerriiaa  mmaaiiss  qquuee  55%%  ddee  ttooddaa  aa

ffoonnttee  ddee  eenneerrggiiaa  nneecceessssáárriiaa  ppaarraa  ssuuaa  ssoobbrreevviivvêênncciiaa..  EEmm  11999955,,  BBaassss  ee  CChheerrrreetttt  ccoonnffiirrmmaarraamm  eessttaa  tteeoorriiaa,,
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aappeennaass  ssuuggeerriinnddoo  qquuee  oo  ffuunnggoo  tteerriiaa  uummaa  ppaarrttiicciippaaççããoo  mmaaiioorr  nnaa  nnuuttrriiççããoo  ddaass  ffoorrmmiiggaass,,  aauummeennttaannddoo--aa  ppaarraa

99%%..  EEssttaa  tteeoorriiaa  eessttaabbeelleeccee  qquuee  mmaaiiss  ddee  9900%%  ddaass  nneecceessssiiddaaddeess  nnuuttrriicciioonnaaiiss  ddee  ooppeerráárriiaass  aadduullttaass,,  nnoo  qquuee  ddiizz

rreessppeeiittoo  aaooss  ccaarrbbooiiddrraattooss,,  ssããoo  oobbttiiddaass  aa  ppaarrttiirr  ddaa  sseeiivvaa  ddee  ppllaannttaass  qquuee  eessttaass  ccoolleettaamm..  AAppeessaarr  ddee

iimmpprroovváávveell,,  éé  eessttaa  hhiippóótteessee  qquuee  vveemm  sseennddoo  aaddoottaaddaa  ppoorr  ppeessqquuiissaaddoorreess  ddaa  áárreeaa  aattuuaallmmeennttee..

Porém, mesmo antes da teoria de Quinlan e Cherrett (1979) já havia sido relatado que há

situações em que operárias cessam o forrageamento (em muito baixas temperaturas ou em períodos de

fortes chuvas, por exemplo) e que se alimentam exclusivamente do fungo nesta fase (Hodgson, 1955).

Esta observação, se for associada ao próprio hábito de coleta das Attini primitivas, que não carregam

material vegetal fresco constantemente (Weber, 1972), ou mesmo de algumas espécies de cortadeiras,

como Atta mexicana e Acromyrmex versicolor, que ocorrem em regiões desérticas e que nem sempre tem

acesso a vegetais frescos para forragear (Mintzer, 1979; Wetterer, 2000), apresentam indícios da

improbabilidade da teoria que prioriza a seiva de plantas como principal fonte de nutrientes e que

minimiza a participação do fungo simbionte como fornecedor de alimento para as formigas operárias.

Resultados apresentados por Silva et al. (2003), utilizando A. sexdens como modelo,

contradizem que plantas possam suportar a sobrevivência de operárias adultas e demonstram que o jardim

de fungo, como está presente no ninho, pode suportar a sobrevivência destas. Contudo, os autores não

afirmam que esta seja a única fonte nutricional, mas sugerem que este seja o principal alimento das

operárias, mas que deve haver outras fontes onde os insetos possam obter os carboidratos necessários para

suas atividades diárias. Uma das fontes, além do jardim de fungo, que provavelmente supre parcialmente

os carboidratos necessários para as operárias de formigas cortadeiras é o líquido proctodeal que as larvas

liberam no momento em que são alimentadas pelas formigas adultas (Schneider, 2003). Neste líquido,

além de aminoácidos e ácido fosfórico, há carboidratos, principalmente glicose, numa concentração

média de 12 mg/mL. Considerando que Silva et al. (2003) estabelecem que o jardim de fungo, que

contém, em média, 30 mg de glicose/g de jardim de fungo, supra 50% das necessidades de carboidratos

para as operárias, este fluido forneceria cerca de 20%. Então, jardim de fungo e líquido proctodeal

supriria 70% das necessidades de glicose das operárias, sendo 30% originários de outras fontes, ainda

desconhecidas.

Disseminação do fungo pela natureza, controle de microrganismos contaminantes,

fornecimento de nutrientes dentro do ninho. Estes são importantes pontos da simbiose que revelam a co-

dependência entre estes dois organismos. Mas além destes, há um outro aspecto a ser considerado, tão

relevante quanto os anteriormente citados, que é o enredo enzimático que envolve os insetos e o seu

fungo simbionte. Desde os primeiros estudos realizados nesta área, notam-se resultados que indicam

dependência e colaboração metabólica entre estes organismos.

Primeira teoria com enfoque metabólico/enzimático sobre a simbiose entre fungos e Attini

Martin e Weber, em 1969, foram os primeiros a apresentar estudos metabólicos de Attini

envolvendo enzimas. Em seus primeiros resultados, demonstraram a capacidade do fungo simbionte de
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Atta colombica tonsipes, isolado em laboratório, utilizar a celulose para o seu crescimento. Com isto, os

autores inferem sobre a produção de celulase pelo fungo e estabelecem a teoria de que a relação

simbiótica entre A. colombica ou outras Attini e seu fungo simbionte está baseada na degradação deste

polímero, que é o principal componente do material vegetal carregado para o ninho.

Em 1970, Martin e Martin publicam os primeiros estudos de detecção de atividades

enzimáticas em operárias de formigas. Estes autores determinaram proteinases no intestino médio e no

fluido fecal de operárias das espécies A. colombica tonsipes, A. cephalotes, A. sexdens, A. octospinosus,

Sericomyrmex urichi e Trachymyrmex septentrionalis. Atividade proteinásica no canal retal foi, em

média, cinco vezes maior que no intestino médio. Os autores discutiram que, se as enzimas são

produzidas pela formiga, a sua secreção seria realizada no intestino médio e que o reto seria um local de

depósito das proteinases. Esta foi a primeira citação que se refere às formigas como possíveis

armazenadoras de enzimas.

Martin e Martin (1970) também determinaram que o fungo simbionte não foi capaz de se

desenvolver em meio de cultivo contendo proteínas complexas. Observou-se que, após a adição de

aminoácidos no meio de cultivo, houve aumento na produção de biomassa fúngica em até quatro vezes. A

adição do fluido fecal das operárias ao meio também aumentou o crescimento do fungo. Os autores

especularam sobre a incapacidade deste microrganismo em degradar proteínas complexas e sugeriram que

aminoácidos e proteinases das formigas sejam expelidos no fluido fecal, auxiliando no crescimento do

fungo no ninho. Baseado nestes resultados, Martin, em 1970, publica a primeira teoria sobre a base

bioquímica da simbiose entre as Attini e seu fungo, definindo que a integração metabólica entre eles é

baseada nos seguintes aspectos: as formigas defecam no material foliar antes de inocular o fungo, e com

isto contribuem com a habilidade de degradar proteínas, tornando mais rápida a aquisição de nutrientes

assimiláveis para este. Em recompensa, as formigas são beneficiadas pela habilidade do fungo em

degradar a celulose, disponibilizando nutrientes para elas. Porém, em 1975, Boyd e Martin revêem esta

hipótese, baseados em dados experimentais nos quais foi demonstrada a origem fúngica de proteinases

presentes no fluido fecal de operárias de A. colombica. A partir de então definem que o benefício

proporcionado pelas formigas consiste em transportar enzimas fúngicas no ninho, ingerindo-as em regiões

da esponja fúngica já desenvolvida e disponibilizando-as em regiões de recém inoculação do fungo no

substrato.

Determinação de enzimas sacaridásicas em operárias de Attini

A determinação de sacaridases em formigas Attini foi iniciada por Martin et al. (1973) e

Martin (1974): Amilase e quitinase em espécies de Cyphomyrmex, Apterostigma, Myrmicocrypta e

Sericomyrmex (Martin et al., 1973), e em A. colombica tonsipes, além destas enzimas, foi também

encontrada atividades de pectinase e xilanase. A. colombica tosipes também foi avaliada quanto ao

número de unidades das enzimas presentes em seu fluido fecal na degradação de pectina, amido, celulose

e xilana (Martin et al., 1975). Detectaram-se níveis de degradação semelhantes para amido, celulose e
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xilana, mas para pectinase, o número de unidades de enzima foi, aproximadamente, 40 vezes maior do

que para as outras polissacaridases testadas. Inicia-se então a discussão da importância da pectinase para a

simbiose. O autor justifica tão elevado nível da enzima devido à necessidade de rápida degradação da

superfície foliar (coberta por pectina) para o acesso do fungo aos nutrientes internos da folha.

Em glândulas labiais e no intestino de A. octospinosus Febvay e Kermarrec (1981, 1983)

detectaram maltase, trealase e celobiosidase; e D'Ettorre et al. (2002) determinaram, em operárias de

Acromyrmex subterraneus e Acromyrmex crassispinus, atividades de amilase, maltase e invertase. Em

larvas destas formigas, além das enzimas citadas, foi detectada laminarinase. Em 2004, Ronhede et al.

apresentam dados de detecção de pectinase e celulase em Acromyrmex echinator.

Mais recentemente, Erthal Jr. et al. (2004) avaliaram a distribuição de sacaridases, dentre

outras enzimas digestivas, no aparato intestinal de operárias adultas de A. subterraneus. Glicosidases (α e

β) foram detectadas em grande quantidade no reto das operárias. Dentre as polissacaridases que degradam

o substrato vegetal, foram detectadas apenas amilase (na glândula labial e reto) e pectinase (no reto).

Determinação de enzimas polissacaridásicas no fungo simbionte

Após o trabalho de Martin e Weber, em 1969, que sugere a produção de celulase pelo fungo

simbionte de A. colombica, apenas em 1995 Bacci Jr. et al. publicam dados de determinação de enzimas

no fungo simbionte. Neste trabalho, celulase foi detectada no fungo de A. sexdens, levando aos autores a

confirmar a teoria de que a degradação de celulose seria importante na interação entre os dois organismos.

Porém, em 1998, Siqueira et al. refutam esta hipótese, afirmando, com dados experimentais, a pouca

habilidade do fungo simbionte em degradar a celulose. Abril e Bucher (2002), após avaliar fungos

cultivados por Acromyrmex lundi, Acromyrmex lobicornis, Acromyrmex heyeri e Atta vollenweideri,

afirmam ainda que estes não degradam celulose.  Em L. gongylophorus, o fungo cultivado por A. sexdens,

Siqueira et al. (1998) detectaram elevada quantidade de pectinase (em relação à celulase, foi duzentas

vezes maior), média atividade de amilase e baixas atividades de xilanase e celulase. Atividade de

celulase, apesar de baixa, também foi detectada nos fungos cultivados por A. subterraneus e A.

crassispinus (D'Ettorre et al., 2002). Todos estes resultados mais recentes derrubam a hipótese de que a

celulase seja enzima chave na simbiose, pois isto realmente é pouco provável. Contudo, seria incorreto

concordar com Abril e Bucher (2002), que afirmam que fungos simbiontes de Attini não metabolizam

celulose, pois há evidências de que alguns fungos simbiontes possuem celulase, porém esta enzima tem

baixa atividade nestes organismos.

Integração metabólica na simbiose entre fungos e Attini

MMaass  ssee  aa  cceelluullaassee  nnããoo  éé  uummaa  eennzziimmaa  iimmppoorrttaannttee  nnaa  ssiimmbbiioossee,,  qquuaall  aa  iinntteeggrraaççããoo

mmeettaabbóólliiccaa//ddiiggeessttiivvaa  qquuee  eexxiissttee  eennttrree  eesstteess  ddooiiss  oorrggaanniissmmooss??  DDaaddooss  rreecceenntteess  vvêêmm  mmoossttrraannddoo  qquuee  hháá  uumm
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eennrreeddoo  eennzziimmááttiiccoo  nnaa  ssiimmbbiioossee,,  nnoo  qquuaall  ppaarrttiicciippaamm  ddiiffeerreenntteess  eennzziimmaass,,  ccoomm  ddiiffeerreenntteess  aattuuaaççõõeess  ddeennttrroo  ddoo

nniinnhhoo..

A primeira observação a se fazer é sobre a elevada produção de pectinases por algumas

linhagens de fungos de Attini (Siqueira et al., 1998; Silva, 2000a; Silva, 2000b), e que há também alta

atividade de pectinase no fluido fecal de operárias de cortadeiras (Martin et al., 1975; Silva, 2000a;

Siqueira, 2003). Mas seriam as pectinases do fluido fecal originárias do fungo simbionte? Ronhede et

al.(2004) sugerem que sim. A partir de perfis semelhantes de pectinases fúngicas e do fluido fecal obtidos

em focalização isoelétrica os autores sugerem que sejam a mesma enzima. Com estes dados eles discutem

a teoria de Martin (1975), de que estas enzimas seriam ingeridas pelas operárias a partir do fungo já

desenvolvido no ninho, concentradas em seu intestino e depositadas no substrato onde o fungo vai ser

inoculado.

QQuuaannttoo  aa  oouuttrraass  ppoolliissssaaccaarriiddaasseess  iimmppoorrttaanntteess  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  mmaatteerriiaall  ffoolliiaarr  ccaarrrreeggaaddoo  ppaarraa

oo  nniinnhhoo,,  SSiillvvaa  ((22000000aa))  aapprreesseennttaa  ddaaddooss  qquuee  mmoossttrraamm  aa  iimmppoorrttâânncciiaa  ddeessttaass  nnaa  ssiimmbbiioossee,,  bbeemm  ccoommoo  ssuuaass

ppoossssíívveeiiss  oorriiggeennss,,  uuttiilliizzaannddoo  aa  eessppéécciiee  AA..  sseexxddeennss  ee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  ccoommoo  mmooddeelloo..

AAmmiillaasseess,,  xxiillaannaasseess  ee  cceelluullaasseess  ffoorraamm  ddeetteerrmmiinnaaddaass  eemm  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss  ee  nnoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee,,

iissoollaaddoo  eemm  llaabboorraattóórriioo  oouu  rreettiirraaddoo  ddiirreettaammeennttee  ddoo  nniinnhhoo,,  nnaa  ffoorrmmaa  ddee  jjaarrddiimm  ddee  ffuunnggoo..  QQuuaannttoo  àà  oorriiggeemm

ddeessttaass  eennzziimmaass  vveerriiffiiccoouu--ssee  qquuee  oo  ffuunnggoo  pprroovvaavveellmmeennttee  éé  oo  pprroodduuttoorr  ddee  xxiillaannaasseess  ee  cceelluullaasseess  pprreesseenntteess

nnaass  ooppeerráárriiaass,,  ee  qquuee  eessttaass  sseerriiaamm  iinnggeerriiddaass  eennqquuaannttoo  aass  ffoorrmmiiggaass  ssee  aalliimmeennttaamm  oouu  ccuuiiddaamm  ddoo  ffuunnggoo

ssiimmbbiioonnttee..  TTaall  pprrooppoossttaa  ffooii  jjuussttiiffiiccaaddaa  ppeellaa  bbaaiixxaa  ssoobbrreevviivvêênncciiaa  ddaass  ooppeerráárriiaass  qquuaannddoo  eessttaass  ffoorraamm  iissoollaaddaass

ddoo  ffuunnggoo  ee  aalliimmeennttaaddaass  aappeennaass  ccoomm  ooss  ppoolliissssaaccaarrííddeeooss  vveeggeettaaiiss  xxiillaannaa  oouu  cceelluulloossee,,  bbeemm  ccoommoo  ppeellaa

aauussêênncciiaa  ddaa  eennzziimmaa  nnaass  ffoorrmmiiggaass  nneessttaass  ccoonnddiiççõõeess..  PPaarraa  aammiillaasseess,,  vveerriiffiiccoouu--ssee  aaiinnddaa  qquuee  oo  ffuunnggoo  pprroodduuzz

aaoo  mmeennooss  uummaa  ddaass  aammiillaasseess  pprreesseenntteess  nnoo  oorrggaanniissmmoo  ddaass  ffoorrmmiiggaass..  PPoorréémm,,  eexxiisstteemm  aammiillaasseess  nnaass  ooppeerráárriiaass

ccuujjaa  oorriiggeemm  nnããoo  ffooii  ppoossssíívveell  iiddeennttiiffiiccaarr,,  uummaa  vveezz  qquuee  eellaass  ppooddeerriiaamm  sseerr  pprroodduuzziiddaass  ppeellaass  pprróópprriiaass

ffoorrmmiiggaass  oouu  sseerriiaamm  oorriiggiinnáárriiaass  ddee  oouuttrrooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss..

TTooddaass  aass  ppeessqquuiissaass  rreeaalliizzaaddaass  aattéé  oo  mmoommeennttoo  mmoossttrraamm  qquuee  hháá  uumm  ccoommpplleexxoo  mmuullttii--eennzziimmááttiiccoo

eennvvoollvveennddoo  aa  ssiimmbbiioossee,,  nnoo  qquuaall  aallgguummaass  eennzziimmaass  ppaarreecceemm  eessttaarr  pprriioorriittaarriiaammeennttee  rreellaacciioonnaaddaass::

11))  aa  ppeeccttiinnaassee  ppaarreeccee  sseerr  uummaa  iimmppoorrttaannttee  eennzziimmaa  ssiimmbbiioonnttee  ((SSiiqquueeiirraa  eett  aall..,,  11999988)),,  qquuee  éé

oorriiggiinnáárriiaa  ddoo  ffuunnggoo,,  iinnggeerriiddaa  ppeellaass  ffoorrmmiiggaass,,  ccoonncceennttrraaddaass  eemm  sseeuu  iinntteessttiinnoo  ee  eexxccrreettaaddaa  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall

dduurraannttee  oo  pprreeppaarroo  ddoo  ssuubbssttrraattoo  ppaarraa  oo  ccuullttiivvoo  ddoo  ffuunnggoo  ((RRoonnhheeddee  eett  aall..,,  22000044))..  CCoomm  iissttoo,,  oo  ffuunnggoo  eennccoonnttrraa

oo  ssuubbssttrraattoo  pprréé--ddeeggrraaddaaddoo  ee  tteemm  aacceessssoo  ddiirreettoo  àà  oouuttrrooss  ppoolliissssaaccaarrííddeeooss  qquuee  mmeellhhoorr  iinndduuzzeemm  sseeuu

ccrreesscciimmeennttoo,,  aammiiddoo  oouu  xxiillaannaa  ((11997755;;  SSiiqquueeiirraa  eett  aall..,,  11999988))..  IIssttoo  ssee  mmoossttrraa  iimmppoorrttaannttee,,  uummaa  vveezz  qquuee  oo

ffuunnggoo  ssee  ttoorrnnaa  ccoommppeettiittiivvoo  nnaa  ccoolloonniizzaaççããoo  ddoo  ssuubbssttrraattoo  ppeerraannttee  oouuttrrooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss;;

22))  aa  aammiillaassee  ssee  aapprreesseennttaa  ccoommoo  uummaa  eennzziimmaa  sseeccuunnddáárriiaa,,  ppoorréémm  iimmppoorrttaannttee,,  ppooiiss  éé  aa  pprriinncciippaall

eennzziimmaa  aattuuaannddoo  nnaa  pprroodduuççããoo  ddee  gglliiccoossee  nnoo  nniinnhhoo..  EE  aa  gglliiccoossee  ssee  mmoossttrraa  ccoommoo  nnuuttrriieennttee  cchhaavvee  nnaa

ssiimmbbiioossee,,  ppooiiss  éé  eeffiicciieennttee  nnaa  mmaannuutteennççããoo  ddaa  ssoobbrreevviivvêênncciiaa  ddaass  ooppeerráárriiaass  ((SSiillvvaa  eett  aall..,,  22000033))  ee  nnaa  ffoorrmmaaççããoo

ddee  bbiioommaassssaa  ee  ggoonnggiillííddeeooss  ppeelloo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ((SSiiqquueeiirraa  eett  aall..,,  11999988;;  SSiillvvaa,,  22000000aa));;

33))  xxiillaannaassee  éé  iimmppoorrttaannttee  ppoorr  sseerr  aa  eennzziimmaa  qquuee  ddeeggrraaddaa  aa  xxiillaannaa,,  pprroodduuzziinnddoo  xxiilloossee..    EE  eessttee

aaççúúccaarr  pprrooppoorrcciioonnaa  ccrreesscciimmeennttoo  ddoo  ffuunnggoo  sseemmeellhhaannttee  àà  gglliiccoossee  ((SSiiqquueeiirraa  eett  aall..,,  11999988));;
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44))  QQuuaannttoo  àà  cceelluullaassee,,  ppaarreeccee  eessttaa  nnããoo  tteerr  ppaappeell  rreelleevvaannttee  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  ssuubbssttrraattoo  ffoolliiaarr

lleevvaaddoo  ppaarraa  oo  nniinnhhoo,,  ppoorréémm  vvaallee  rreessssaallttaarr  qquuee  aa  cceelluulloossee  ssee  mmoossttrraa  ccoommoo  uumm  iimmppoorrttaannttee  ppoolliissssaaccaarrííddeeoo..

AAllgguunnss  ddaaddooss  ddeemmoonnssttrraamm  sseerr  eessttee  uumm  bboomm  iinndduuttoorr  ddaa  pprroodduuççããoo  ddee  ppoolliissssaaccaarriiddaasseess  ppoorr  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss

((SSiillvvaa  eett  aall..,,  eemm  rreeddaaççããoo))..

OOss  rreessuullttaaddooss  mmaaiiss  rreecceenntteess  mmoossttrraamm  qquuee  nnããoo  hháá  uummaa  eennzziimmaa  ppoolliissssaaccaarriiddáássiiccaa  oouu  uumm

ppoolliissssaaccaarrííddeeoo  úúnniiccoo  qquuee  ffuunnddaammeennttee  aa  ddeeppeennddêênncciiaa  bbiiooqquuíímmiiccaa  eennttrree  aass  AAttttiinnii  ee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee..  HHáá

nnaa  vveerrddaaddee  uumm  ccoonnjjuunnttoo  ddee  ffaattoorreess  mmeettaabbóólliiccooss  qquuee  ssee  ccoommpplleemmeennttaamm  ee  qquuee  ccoonnttrriibbuueemm  ppaarraa  oo  eeqquuiillííbbrriioo

ddeesstteess  oorrggaanniissmmooss  nnooss  eeccoossssiisstteemmaass  eemm  qquuee  eelleess  hhaabbiittaamm..
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PPRROODDUUÇÇÃÃOO  DDEE  αα--AAMMIILLAASSEE  EE  MMAALLTTAASSEE  PPEELLOO  FFUUNNGGOO LLeeuuccooaaggaarriiccuuss  ggoonnggyylloopphhoorruuss  NNAA  PPRREESSEENNÇÇAA  DDEE

DDIIFFEERREENNTTEESS  FFOONNTTEESS  DDEE  CCAARRBBOONNOO
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Produção de α-Amilase e Maltase pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus na Presença de

Diferentes Fontes de Carbono

Resumo
O fungo Leucoagaricus gongylophorus vive em simbiose com formigas cortadeiras da

espécie Atta sexdens, provendo-lhes enzimas para a degradação do material vegetal carregado para o

ninho. Amido e enzimas amilolíticas são importantes para a nutrição dos simbiontes sendo,

provavelmente, os principais componentes na obtenção e ciclagem de glicose no ninho. A formação de

biomassa, produção de proteínas totais e das enzimas α-amilase e maltase por L. gongylophorus quando

cultivado em amido, maltose e glicose, separados ou mesclados entre si foi investigada. O fungo foi capaz

de utilizar todas as fontes de carbono para formação de biomassa. Não houve diferença em relação à

variedade na produção de bandas protéicas, avaliadas em SDS-PAGE, nos meios contendo glicose,

amido, maltose ou em amido e glicose. Alfa-amilase foi mais produzida em substratos contendo amido

e/ou maltose. Na presença de glicose a enzima também foi produzida, porém em menores quantidades.

Maltase foi detectada apenas em amido e/ou maltose, sendo que na presença de glicose não houve

produção da enzima. Os resultados mostraram o melhor meio de cultivo para a produção das amilases por

L. gongylophorus, possibilitando sua obtenção para estudos bioquímicos.

Introdução
O fungo Leucoagaricus gongylophorus, simbionte das formigas cortadeiras Atta sexdens,

produz enzimas que degradam polissacarídeos foliares, transformando-os em nutrientes assimiláveis, que

são utilizados tanto para o seu crescimento, como para suportar a sobrevivência das formigas (Siqueira et

al., 1998; Silva et al., 2003).

O estudo de polissacaridases em L. gongylophorus foi iniciado em 1969 por Martin e Weber,

que estabeleceram a teoria de que a celulase seria a principal enzima fúngica atuante na simbiose, teoria

esta que vinha sendo aceita por diversos pesquisadores que estudam a interação destes insetos e o fungo

que cultiva no interior de seus ninhos. Porém, nos últimos anos, os estudos metabólicos realizados em

fungos simbiontes de formigas cortadeiras vêm mostrando que a celulase não é uma enzima

prioritariamente produzida, e que há outras polissacaridases aparentemente mais importantes que a

celulase (Siqueira et al., 1998; Abril e Bucher, 2002).

Dentre as polissacaridases pesquisadas, pectinases, amilases e xilanases são produzidas em

maior quantidade por L. gongylophorus do que a celulase, o que indica que estas enzimas tenham maior

relevância na degradação do substrato foliar carregado para os formigueiros. Pesquisas já mostraram

elevada capacidade do fungo em produzir e degradar a pectina (Siqueira et al., 1998), o que é uma

vantagem, pois garante que o fungo tenha acesso rápido aos nutrientes internos da folha e que estimulam

o seu crescimento, garantindo o domínio do substrato perante outros microrganismos competidores

(Martin, 1973; Martin et al., 1975). Após a pectinase, a amilase é a polissacaridase mais produzida pelo
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fungo simbionte, e tanto a amilase, como o substrato que ela degrada, o amido, parecem ter elevada

importância no metabolismo e nutrição dos organismos simbiontes. Amido se comporta como o

polissacarídeo vegetal que induz a produção de uma maior diversidade de proteínas por L. gongylophorus

(Silva et al., em redação) e provavelmente é nutriente chave na formação de biomassa fúngica (Siqueira

et al., 1998), indução da formação de gongilídeos (Silva et al., 1998) e sobrevivência das formigas (Silva

et al., 2003), uma vez que seria a fonte de glicose mais utilizada dentre os polissacárides componentes do

material vegetal carregado para o ninho. E a amilase, sendo a enzima responsável pela degradação do

amido tem relevante papel no metabolismo, tanto do fungo como das formigas.

Perante tais observações, o estudo de enzimas atuantes na degradação do amido parece ser de

relevante importância para o melhor conhecimento da simbiose, e este trabalho se propõe a investigar o

efeito do amido, maltose e/ou glicose na indução de enzimas amilolíticas e biomassa em L.

gongylophorus, simbionte das formigas cortadeiras A. sexdens.

Material e Métodos

Cultivo de L. gongylophorus para Indução das Polissacaridases

Linhagem isolada de L. gongylophorus, a partir de formigueiro de laboratório, em agosto de

1997 (Cód. B1-97) foi cultivada em meio estéril, contendo tampão citrato-fosfato 0,075 M pH 5,0,

contendo 0,67 g.100 mL-1 de Yeast Nitrogen Base (Difco cód. 100690) e 0,5 g.100 mL-1 de cada fonte de

carbono [glicose (J.T.Baker cód. 1916-01), amido (Sigma cód. S 9765) e maltose (Sigma cód. M 9171)],

que foram utilizadas separadamente ou mescladas entre si, na proporção de 1:1. Após o crescimento

estacionário do fungo por 10, 15, 20 ou 30 dias, a 25o C, cada erlenmeyer contendo 20 mL de meio de

cultivo já com as enzimas secretadas foi filtrado em membrana 0,45 µm e dialisado, sendo esta a amostra

utilizada nos experimentos.

Ensaios Enzimáticos

Para a determinação das atividades de α-amilase e maltase foram utilizados os substratos

amido (Sigma cód. S 9765), a 1,0 g.100 mL-1, e maltose (Sigma cód. M 9171), a 2,0 g.100 mL-1

respectivamente. Amostra e substrato foram incubados, na proporção de 1:1 (v:v), a 30oC, em tampão

citrato-fosfato 0,075 M pH 5,0. No tempo zero e a cada 15 minutos, alíquotas de 100 µL foram coletadas,

seguindo para a determinação dos produtos de hidrólise.

PPaarraa  αα--aammiillaassee,,  oo  vvoolluummee  rreettiirraaddoo  ddaa  rreeaaççããoo  ffooii  ccoommpplleettaaddoo  ppaarraa  550000  µµLL  ccoomm  áágguuaa  MMiilllliiQQ,,

mmiissttuurraaddoo  aa  550000  µµLL  ddee  rreeaaggeennttee  ddee  iiooddoo  [[pprreeppaarraaddoo  ccoomm  00,,2255  gg..110000  mmLL--11  ddee  IIooddoo  ((MMeerrcckk  ccóódd..  44776611))  ee

00,,1166gg..110000  mmLL--11  ddee  IIooddeettoo  ddee  PPoottáássssiioo  ((MMaalllliinncckkrrooddtt  ccóódd..  11112277)),,  sseegguuiinnddoo  ppaarraa  lleeiittuurraa  eemm

eessppeeccttrrooffoottôômmeettrroo  aa  662200  nnmm  ((BBeerrnnffeelldd,,  11995555))..  PPaarraa  aattiivviiddaaddee  ddee  mmaallttaassee  aa  mmiissttuurraa  rreeaacciioonnaall

mmaallttoossee//aammoossttrraa  ffooii  ffeerrvviiddaa  ppoorr  33  mmiinnuuttooss  ((ppaarraa  ppaarraarr  aa  rreeaaççããoo)),,  sseennddoo  eemm  sseegguuiiddaa  aaddiicciioonnaaddaa  aa  440000  µµLL
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ddee  áágguuaa  MMiillllii  QQ  ee  aa  550000  µµLL  ddoo  rreeaaggeennttee  ddee  gglliiccoossee  ooxxiiddaassee  ((LLaabbtteesstt  ccóódd..  3344--EE))..  AAppóóss  bbaannhhoo--mmaarriiaa  aa  3377oo  CC

ppoorr  1155  mmiinnuuttooss,,  sseegguuiirraamm  ppaarraa  lleeiittuurraa  eemm  eessppeeccttrrooffoottôômmeettrroo  aa  550055  nnmm..

OOss  vvaalloorreess  ddee  ddeennssiiddaaddee  óóppttiiccaa  oobbttiiddooss  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddooss  ppaarraa  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  aattiivviiddaaddeess

eennzziimmááttiiccaass,,  uuttiilliizzaannddoo--ssee  ccuurrvvaa  ppaaddrrããoo  ddee  aammiiddoo  ((ppaarraa  aattiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee))  oouu  ddee  gglliiccoossee  ((ppaarraa

aattiivviiddaaddee  mmaallttaassee))..  UUmmaa  uunniiddaaddee  ((UU))  ddee  aattiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee  ffooii  ddeeffiinniiddaa  ccoommoo  aa  aattiivviiddaaddee  qquuee  ccaauussoouu

aa  ddiimmiinnuuiiççããoo  ddee  11µµgg  nnaa  mmaassssaa  ddee  aammiiddoo  ssoollúúvveell  ccoollooccaaddaa  nnaa  rreeaaççããoo,,  ppoorr  mmLL  ddee  mmeeiioo  ddee  ccuullttiivvoo,,  ppoorr

mmiinnuuttoo;;  ee  ppaarraa  mmaallttaassee  ccoonnssiiddeerroouu--ssee  ccoommoo  uummaa  uunniiddaaddee  ((UU))  aa  pprroodduuççããoo  ddee  11  µµmmooll  ddee  gglliiccoossee,,  ppoorr  mmLL  ddee

mmeeiioo  ddee  ccuullttiivvoo,,  ppoorr  mmiinnuuttoo..

Determinação de Proteínas Totais

Foram adicionados 1000 µL de cada amostra a 1000 µL do reagente de Bradford (Bradford,

1976), seguindo a mistura para leitura em espectrofotômetro a 595 nm. Para determinar a massa total de

proteínas foi utilizada curva-padrão de ovoalbumina.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Condições Desnaturantes (SDS-PAGE)

Amostras contendo 10 µg de proteínas totais foram concentradas em liofilizador e aplicadas

ao gel de eletroforese. A preparação do gel de poliacrilamida na concentração final de 15% (v/v), as

condições de preparação da amostra e de realização da corrida foram as mesmas estabelecidas por

Laemmli (1970). Após a corrida, o gel foi submetido à coloração de prata (Heukeshoven and Dernick,

1985).

Todos os reagentes para realização da eletroforese foram originários da Amersham

Biosciences, incluindo padrão de peso molecular (cod. 17-0446-01): fosforilase b (97 KiloDaltons-kDa);

soroalbumina bovina (66 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbônica (30 kDa); inibidor de tripsina

(20,1 kDa) e α-lactoalbumina (14,1 kDa).

Estatística

Foram realizados dois experimentos como o descrito no primeiro tópico de material e

métodos. Em cada um deles, vinte e quatro réplicas de cada cultivo foram feitas, sendo retiradas seis

destas a cada período de 10, 15, 20 ou 30 dias.  Para cada avaliação foi utilizado então um “n” de 12

amostras, que foram submetidas à estatística, avaliando-se a capacidade de cada substrato em induzir a

formação de biomassa e amilases por L. gongylophorus. Para a comparação, foi utilizado o teste

paramétrico de Tukey (com intervalo de confiança de 95 %) (Zar, 1996) executado no programa

GraphPad Prism 4.0.
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Resultados e Discussão

No cultivo de L. gongylophorus nas fontes de carbono testadas (amido, maltose e glicose)

objetivou-se avaliar três parâmetros: a) a formação de biomassa; b) o perfil das proteínas produzidas em

SDS-PAGE e c) a produção de α-amilase e maltase.

L. gongylophorus teve sua biomassa mensurada por até 30 dias de cultivo nas diferentes

fontes de carbono (tabela 1). O fungo foi hábil em crescer em todos os substratos fornecidos. Apesar da

glicose fornecida isoladamente ter proporcionado um maior crescimento do fungo após 30 dias, as

análises estatísticas realizadas com os valores de biomassa obtidos no decorrer do experimento não

indicaram diferenças entre as fontes de carbono na indução do crescimento fúngico.

Tabela 1. Biomassa (mg peso seco) produzida em até 30 dias de cultivo de L. gongylophorus em

diferentes fontes de carbono [Média (± desvio padrão)]. A indução de biomassa fúngica foi

estatisticamente idêntica dentre todos os substratos testados (teste de Tukey, 95% de confiança).

Fontes de

Carbono (n=12) 10 dias 15 dias 20 dias 30 dias

Glicose 0,0 12,0 (1,0) 16,6 (1,8) 22,0 (1,6)

Amido 0,0 10,2 (1,3) 12,0 (1,0) 15,0 (1,2)

Maltose 0,0 9,6 (0,9) 14,4 (1,3) 15,0 (1,2)

Amido e Maltose 0,0 9,4 (1,0) 13,4 (1,4) 16,0 (0,5)

Amido e Glicose 0,0 9,8 (0,8) 16,2 (1,4) 19,0 (2,0)

Maltose e Glicose 0,0 14,0 (0,7) 16,8 (1,5) 19,3 (0,6)

A diversidade de bandas protéicas após 30 dias de cultivo do fungo simbionte nos diferentes

substratos foi detectada em gel de eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) (figura 1), que revelou não

haver diferenças no perfil de proteínas expressas na presença das fontes de carbono testadas (glicose,

amido ou maltose). A partir deste resultado, poderia-se concluir que qualquer meio de cultivo seria

eficiente na indução das amilases, porém não foi este o resultado que as determinações das atividades

enzimáticas revelaram (figura 2).

Alfa-amilase foi produzida por L. gongylophorus em todos os meios de cultivo, indicando ser

esta uma enzima constitutiva. A produção da enzima pelo fungo durante os experimentos variou bastante,

com picos de atividade bem distintos para cada uma das as fontes de carbono testadas. Meios contendo

amido ou maltose, ou a mistura dos dois, foram os que proporcionaram maior produção de α-amilase

(teste de Tukey) (figuras 2b, 2c e 2d). Nos meios elaborados com glicose a produção inicial de α-amilase

foi muito baixa, aumentando somente nos últimos dez dias de cultivo (figuras 2a, 2e e 2f). A presença

deste açúcar, apesar de não inibir totalmente a enzima, reduziu a sua produção.

Quanto à maltase, observou-se a sua produção apenas em meio contendo amido e/ou maltose,

sendo que em amido como única fonte de carbono, esta enzima foi mais produzida (figuras 2b, 2c e 2d).
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Em todos os meios de cultivo contendo glicose a enzima não foi detectada (figuras 2a, 2e e 2f). De acordo

com as análises estatísticas realizadas, o amido foi o maior indutor de atividade de maltase, seguido da

maltose, isolada ou com amido. Isto indica ser a maltase fúngica uma enzima indutível, controlada pela

presença do substrato a ser degradado.

A glicose foi detectada nos meios de cultivo no decorrer de todo o experimento. Nas figuras

2b a 2f o aumento na concentração deste açúcar é justificado pela hidrólise do amido ou da maltose

durante o crescimento fúngico. A glicose interferiu na produção das duas enzimas, reprimindo totalmente

a maltase e parcialmente a α-amilase. Aparentemente, em concentrações acima de 4,5 mg/mL de glicose,

a α-amilase sofreu repressão catabólica.

Extrapolando-se os resultados observados nesta situação de laboratório para o provável

comportamento do fungo no interior dos ninhos, onde ele cresce numa mistura de nutrientes, dentre os

quais a glicose é um deles, pode-se elaborar a seguinte questão: a glicose no ninho inibiria a produção

destas enzimas? Dados ainda não publicados mostram que há degradação do amido no jardim de fungo,

sendo esta mais elevada em regiões do ninho onde o fungo simbionte é recém inoculado (na esponja

nova). Curiosamente esta é a região onde há menos glicose disponível no formigueiro. Quanto à α-

amilase fúngica não se espera que esta seja uma enzima reprimida, uma vez que há amido sendo

constantemente incorporado através da matéria vegetal trazida pelas formigas, e este polímero induz a

sua produção. Quanto à maltase fúngica, a glicose provavelmente pode reprimi-la no ninho, porém não  se

espera que isto impessa a degradação completa do amido neste ambiente, uma vez que há outros

microrganismos presentes e que também devem auxiliar na degradação do substrato incorporado pelas

formigas, além do que foi observado que a maltase presente no líquido fecal das operárias não é de

origem fúngica (dados apresentados no próximo capítulo desta tese). Isto indica que esta enzima, ao ser

depositada junto com o fluido fecal no material foliar, possa auxiliar na degradação completa do amido

presente no substrato. Espera-se contudo que esta maltase presente nos insetos não seja inibida por

glicose.

Comparando-se o perfil de produção das amilases de L. gongylophorus com o de outros

fungos observam-se algumas semelhanças, porém não é valido fazer comparações para estabelecer

padrões na produção de enzimas na presença de diferentes fontes de carbono, pois alguns autores

determinam que não há um perfil único de indução de enzimas por fungos, até mesmo de um único

gênero, afirmando que cada organismo pode ter seu próprio padrão de indução enzimática (Lachmund et

al., 1993; Haseltine et al., 1996). Apesar disto, há relatos semelhantes ao ocorrido com L. gongylophorus.

Em Aspergillus oryzae e Aspergillus nidulans observou-se maior produção de α-amilase em meios

contendo amido ou maltose. Glicose, apesar de não inibir a enzima, reduziu a sua produção (Lachmund et

al., 1993; Nahas e Waldemarin, 2002). Em Sulfolobus solfataricus a adição de glicose reprimiu a

produção de amilase (Haseltine et al., 1996), e em espécies do gênero Termitomyces, fungo cultivado por

cupins, detectou-se produção intensa de amilase e maltase na presença de amido (Mora e Rouland, 1995).
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Figura 1. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) das amostras contendo proteínas secretadas por L.

gongylophorus após 30 dias de cultivo em glicose (2) amido (3), maltose (4) e amido e glicose (5).

Amostra 1 corresponde ao padrão de peso molecular, em kDa.
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Figura 2. Unidades de α-amilase (�) e maltase (�), e concentração de glicose (�) (mg/mL) nos meios

de cultivo após manutenção de L. gongylophorus por até 30 dias. (n=12). (a) glicose, (b) amido, (c)

maltose, (d) amido e maltose, (e) amido e glicose, (f) maltose e glicose.
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CCaappííttuulloo  IIIIII

PPUURRIIFFIICCAAÇÇÃÃOO,,  CCAARRAACCTTEERRIIZZAAÇÇÃÃOO  EE  CCOOMMPPAARRAAÇÇÃÃOO  DDEE  αα--AAMMIILLAASSEE  EE  MMAALLTTAASSEE  PPRREESSEENNTTEESS  NNOOSS

OORRGGAANNIISSMMOOSS  SSIIMMBBIIOONNTTEESS  LLeeuuccooaaggaarriiccuuss  ggoonnggyylloopphhoorruuss  EE  AAttttaa  sseexxddeennss
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Purificação, Caracterização e Comparação de α-Amilase e Maltase Presentes nos Organismos

Simbiontes Leucoagaricus gongylophorus e Atta sexdens

Resumo
Alfa-amilase e maltase foram purificadas e caracterizadas a partir do intestino de operárias

das formigas cortadeiras Atta sexdens e de seu fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus. Na

caracterização das enzimas purificadas foram obtidos os seguintes resultados: 1) Alfa-amilase do fungo

simbionte: temperatura de atividade ótima, 35oC, temperatura de inativação, 50oC; pH de melhor

atividade, 5; pH de estabilidade, 4 a 6; Km, 0,92 mg/mL; peso molecular, 29 kDa. 2) Alfa-amilase isolada

do intestino posterior das formigas: temperatura de atividade ótima, 35oC, temperatura de inativação,

55oC; pH de melhor atividade, 5; pH de estabilidade, 4 a 6; Km, 0,84 mg/mL; peso molecular, 27 kDa. 3)

Maltase do fungo simbionte: temperatura de atividade ótima, 55oC; temperatura de inativação, > 60oC; pH

de melhor atividade, 5; pH de estabilidade, 4 a 6; Km, 0,94 mM; peso molecular, 74 kDa. 4) Maltase

isolada do intestino posterior das formigas: temperatura de atividade ótima, 40oC; temperatura de

inativação, 45oC; pH de melhor atividade, 6; pH de estabilidade, 6; Km, 2,4 mM; peso molecular, 63 kDa.

Cloreto aumentou significativamente a atividade das α-amilases de ambas as origens. Os resultados

mostraram que maltases de ambas as origens são enzimas distintas, enquanto que a α-amilase presente no

intestino dos insetos têm as mesmas características da α-amilase do fungo simbionte, indicando a sua

origem fúngica. Provavelmente, esta enzima é ingerida pelas operárias e concentradas no seu intestino

para ser novamente depositada no ninho antes da implantação de um novo inóculo do fungo no material

foliar recém cortado, sendo esta ciclagem de enzimas microbianas no ninho um dos fatores que envolve a

integração metabólica entre estes dois organismos.

Introdução
Leucoagaricus gongylophorus é um fungo basidiomiceto que vive em uma simbiose

obrigatória com as formigas cortadeiras Atta sexdens, uma das espécies pertencentes à Tribo Attini, que é

caracterizada por agrupar espécies de formigas que cultivam fungos no interior de seus ninhos. A. sexdens

é conhecida por seu hábito de cortar material vegetal fresco, que é utilizado para o cultivo de seu fungo

simbionte (Mariconi, 1970; Hölldobler e Wilson, 1990), e por este hábito de forrageamento é uma espécie

economicamente importante, principalmente no Brasil, onde invadem ambientes agrícolas e se tornam

potenciais pragas (Weber, 1966; Cherrett, 1986; Hernández e Jaffé, 1995).

Dentre os aspectos que envolvem a simbiose há indícios de que a cooperação

bioquímica/enzimática entre estes organismos é fator preponderante para a sobrevivência e equilíbrio

nutricional de ambos. A primeira teoria estabelecida sobre a integração enzimática foi de que a relação

simbiótica entre formigas e fungo estava baseada na degradação, pelo fungo, da celulose presente no

material vegetal carregado para o ninho (Martin e Weber, 1969). Atualmente, a celulase já não é

considerada enzima fundamental para a simbiose, havendo outras polissacaridases que atuam



35

predominantemente na degradação do material vegetal, gerando nutrientes dentro do formigueiro.

Resultados recentes vêm mostrando que pectinases e amilases têm papel fundamental na

degradação dos polissacarídeos vegetais e conseqüente formação de metabólitos solúveis dentro do ninho

(Siqueira et al., 1998; Silva, 2000; Ronhede et al., 2004), o que se leva a crer que interferir na produção

destas enzimas possa ser um bom alvo para o controle destes organismos em áreas agrícolas. Porém, para

direcionar estudos aplicados são necessários estudos básicos que visem definir como estas enzimas atuam

na degradação dos sacarídeos do substrato foliar.

Nesta degradação há a participação não só de enzimas fúngicas como também de enzimas

excretadas pelas formigas durante o momento em que preparam o material vegetal para inocular o fungo.

Esta preparação do substrato pelas operárias é uma das mais importantes etapas no estabelecimento e

crescimento de um formigueiro, pois é nesta fase que há a retirada mecânica de microrganismos

contaminantes e na qual se inicia a degradação do material foliar, possibilitando ao fungo, depois de

inoculado, acesso rápido aos nutrientes internos da folha, a partir dos quais ele produz biomassa mais

rapidamente (Weber, 1955; Bass e Cherret, 1994; Siqueira et al., 1998). A preparação consiste nas

operárias cortarem em pequenos pedaços os fragmentos vegetais e depositarem sobre este saliva e

material fecal.

Wheeler, em 1937, fazia a seguinte observação: “nutritivas gotas fecais das operárias

parecem estimular o crescimento do micélio fúngico no material foliar” (citação retirada de Weber,

1972); e Weber, em 1938 se referia ao líquido fecal como “adubo sobre as partículas vegetais”. Este

autor observava que o depósito de líquido fecal promovia o crescimento fúngico, mas que não havia

relatos sobre quais substâncias contidas neste fluido eram responsáveis por isto. Em 1941, Weber discute

que, provavelmente, proteínas presentes no fluido fecal seriam as responsáveis pelo estímulo ao

crescimento fúngico. Mas apenas em 1970 há o primeiro relato sobre substâncias do fluido fecal que

teriam esta função: as enzimas. Martin e Martin (1970) detectaram proteinases no fluido fecal de

operárias de diferentes espécies de Attini. A partir de então diferentes trabalhos de detecção de enzimas,

principalmente sacaridases, em operárias destas formigas, foram realizados. Amilase, quitinase, pectinase

e xilanase foram detectadas em Atta colombica e em espécies de Cyphomyrmex, Apterostigma,

Myrmicocrypta e Sericomyrmex (Martin et al., 1973; Martin, 1974). Em glândulas labiais e no intestino

de Acromyrmex octospinosus Febvay e Kermarrec (1981, 1983) detectaram maltase, trealase e

celobiosidase. No fluido fecal e/ou bucal de operárias de A. sexdens foram detectadas amilase, pectinase,

xilanase e celulase (Silva, 2000). D'Ettorre et al. (2002) determinaram, em operárias de Acromyrmex

subterraneus e Acromyrmex crassispinus, atividades de amilase, maltase e invertase. Em 2004, Ronhede

et al. apresentaram dados de detecção de pectinase e celulase em Acromyrmex echinator.

Estas enzimas presentes no fluido fecal das formigas e que são depositadas no material foliar

certamente fazem parte do “adubo” ao qual se referiam antigos autores, e são estas as responsáveis

indiretas pelo crescimento do fungo, uma vez que degradam polímeros foliares, gerando nutrientes

assimiláveis. Mas dentre as enzimas presentes no fluido fecal, quais seriam as mais importantes para a

degradação do material foliar? As polissacaridases são as principais candidatas, uma vez que o material
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vegetal é composto principalmente de polissacarídeos (Raven et al., 1996). Martin e Weber (1969)

estabeleceram que a celulase seria a principal enzima atuante na degradação, porém resultados mais

recentes mostram que outras enzimas podem ter papel mais importante: pectinases e amilases presentes

no fluido fecal e produzidas também pelo fungo são mais efetivas na digestão dos polissacarídeos foliares

(Siqueira et al., 1998; Silva, 2000). Pectinases do fluido fecal provavelmente auxiliam na degradação da

pectina presente na superfície do material vegetal, possibilitando ao fungo a colonização rápida do

substrato e o acesso imediato a nutrientes mais internos (Martin et al., 1975), e amilases, atuando na

degradação do amido, promovem a formação de glicose, que é a melhor fonte de carbono para a indução

do crescimento fúngico (Siqueira et al., 1998) e para a nutrição das formigas operárias de A. sexdens.

(Silva et al., 2003).

DDeennttrroo  ddeessttee  ccoonntteexxttoo,,  qquueessttiioonnaa--ssee  ssee  eessttaass  eennzziimmaass  sseerriiaamm  pprroodduuzziiddaass  ppeellaass  pprróópprriiaass

ooppeerráárriiaass  oouu  sseerriiaamm  oorriiggiinnáárriiaass  ddee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee..  PPeessqquuiissaass  ssoobbrree  aa  oorriiggeemm  ddee  eennzziimmaass  pprreesseenntteess  nnoo

fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ffoorrmmiiggaass  ffoorraamm  pprriimmeeiirroo  rreeaalliizzaaddaass  ppoorr  BBooyydd  ee  MMaarrttiinn,,  eemm  11997755,,  qquuee  ddeetteerrmmiinnaarraamm  aa

oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa  ddee  pprrootteeiinnaasseess  pprreesseenntteess  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddee  ooppeerráárriiaass  ddee  AAttttaa  tteexxaannaa..  AA  ppaarrttiirr  ddeesstteess  ddaaddooss

eesstteess  aauuttoorreess  eessppeeccuullaarraamm  ssoobbrree  aass  ppoolliissssaaccaarriiddaasseess  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall,,  ssuuggeerriinnddoo  qquuee  ttaammbbéémm  sseerriiaamm

eennzziimmaass  oorriiuunnddaass  ddoo  ffuunnggoo..  PPoorréémm,,  aappeennaass  eemm  22000044,,  RRoonnhheeddee  eett  aall..  ee  SSiiqquueeiirraa  aapprreesseennttaamm  ddaaddooss

eexxppeerriimmeennttaaiiss  qquuee  iinnddiiccaamm  aa  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa  ddee  ppeeccttiinnaasseess  pprreesseenntteess  nnooss  iinnsseettooss,,  qquuee  sseerriiaamm  iinnggeerriiddaass

ppeellaass  ooppeerráárriiaass  aa  ppaarrttiirr  ddoo  ffuunnggoo  jjáá  ddeesseennvvoollvviiddoo  nnoo  nniinnhhoo,,  ccoonncceennttrraaddaass  eemm  sseeuu  iinntteessttiinnoo  ee  ddeeppoossiittaaddaass

nnoo  nnoovvoo  ssuubbssttrraattoo  ffoolliiaarr  ttrraazziiddoo  ppaarraa  oo  nniinnhhoo  ee  oonnddee  oo  ffuunnggoo  vvaaii  sseerr  iinnooccuullaaddoo..

EE  qquuaannttoo  ààss  aammiillaasseess  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall??  QQuuaall  sseerriiaa  ssuuaa  oorriiggeemm??  ÉÉ  ppaarraa  rreessppoonnddeerr  aa  eessttaa  qquueessttããoo

qquuee  eessttee  ttrraabbaallhhoo  ffooii  ddeelliinneeaaddoo..  OO  oobbjjeettiivvoo  ddeessttee  ttrraabbaallhhoo  ffooii  iissoollaarr  ee  ddeetteerrmmiinnaarr  aallgguummaass  ddaass

ccaarraacctteerrííssttiiccaass  ffííssiiccoo--qquuíímmiiccaass  ddee  eennzziimmaass  qquuee  aattuuaamm  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  aammiiddoo,,  αα--aammiillaassee  ee  mmaallttaassee,,

pprreesseenntteess  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddee  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss  ee  eemm  ccuullttuurraass  ddee  llaabboorraattóórriioo  ddee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee,,  LL..

ggoonnggyylloopphhoorruuss..  EE  ccoomm  ooss  rreessuullttaaddooss  ddee  ccaarraacctteerriizzaaççããoo,,  aass  eennzziimmaass  ffoorraamm  ccoommppaarraaddaass,,  sseennddoo  ppoossssíívveell

ddeetteerrmmiinnaarr  ssee  hháá  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa  ddee  aammiillaasseess  pprreesseenntteess  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddaass  ffoorrmmiiggaass..

Material e Métodos

1. Obtenção das amostras

Amostra fúngica foi obtida a partir de cultivos, por 15 a 20 dias, a 25oC, de linhagem de L.

gongylophorus em tampão citrato-fosfato 0,075 M pH 5,0, contendo 0,67 g.100mL-1 de Yeast Nitrogen

Base (Difco cód. 100690), 0,25 g.100mL-1 de amido (Sigma cód. S 9765) e 0,25 g.100mL-1 de maltose

(Sigma cód. M 9171). O meio de cultivo contendo as enzimas secretadas foi filtrado em membrana 0,45

µm, dialisado e liofilizado, sendo esta a amostra bruta utilizada para o início do processo de purificação.

Amostras do intestino das formigas foram obtidas a partir da coleta de material fecal de

operárias mantidas em ninho de laboratório. Para isto, seu abdome foi comprimido com o auxílio de uma

pinça e o fluido expelido foi coletado com pipeta automática e depositado em tubo de microensaio

mantido em gelo.
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2. Cromatografias

Para a purificação da maltase e α-amilase foram utilizadas cromatografias de troca iônica,

interação hidrofóbica e gel filtração. Todas as etapas cromatográficas foram realizadas em Aparelho

ÄKTAFPLC (Amersham Biosciences).

2.1. Cromatografia de troca iônica (DEAE Sepharose)

Foi utilizada coluna cromatográfica modelo C 16/20 (Amersham Biosciences cód. 19-5101-

01) com volume interno de 40 mL e empacotada no laboratório com 36 mL de resina DEAE Sepharose

(Amersham Biosciences cód. 17-0709-10), previamente deaerada. A mesma foi mantida a 8o C e

equilibrada com tampão fosfato 20 mM pH 8,0, num fluxo de 2 mL.minuto-1. A amostra bruta foi

aplicada na coluna e a eluição das proteínas foi feita em passos, adicionando-se NaCl ao tampão de

equilíbrio nas concentrações de 0,3; 0,5 e 1,0 M (para amostra fúngica) ou 0,1; 0,3 e 1,0 M (para amostra

do fluido fecal das operárias).

Após a cromatografia em coluna de troca iônica, as frações protéicas contendo atividades de

maltase ou α-amilase foram acrescidas de sulfato de amônio [(NH4)2SO4] 1,3 M, e aplicadas em coluna

de interacão hidrofóbica.

2.2. Cromatografia de interação hidrofóbica (Butyl Sepharose)

2.2.1. Amostra fúngica

Utilizou-se coluna pré-empacotada Butyl Sepharose (Amersham Biosciences cód. 17-5096-

01), com volume interno de 20 mL. A mesma foi equilibrada, num fluxo de 2 mL.minuto-1, com sulfato

de amônio 1,3 M dissolvido em tampão fosfato 20 mM pH 8,0. À esta coluna foram aplicadas frações

reunidas de amostras protéicas provindas de troca iônica e contendo atividades de maltase ou α-amilase.

A eluição das proteínas foi realizada em passos com soluções de 1,3, 0,65 e 0,0 M de sulfato de amônio e

as frações com atividade de maltase seguiram para cromatografia de gel filtração e com atividade de α-

amilase seguiram para troca iônica em resina Q Sepharose.

2.2.2. Fluido fecal

Utilizou-se coluna pré-empacotada tipo Hi-Trap Butyl Sepharose Fast Flow (Amersham

Biosciences cód. 17-5096-01), pré-empacotada, com volume interno de 1,0 mL. A mesma foi equilibrada,

num fluxo de 1 mL.minuto-1, com sulfato de amônio 1,3 M dissolvido em tampão fosfato 20 mM pH 8,0.

À esta coluna foram aplicadas frações reunidas de amostras protéicas provindas de troca iônica e

contendo atividades de maltase ou α-amilase. A eluição das proteínas foi realizada em passos com

soluções de 1,3 e 0,0 M de sulfato de amônio. Frações contendo maltase foram reunidas e seguiram para

gel filtração, e com α-amilase para a troca iônica em resina Q Sepharose.

2.3. Cromatografia de troca iônica (Q Sepharose)

Foi utilizada coluna cromatográfica pré-empacotada tipo Hi-trap, volume interno de 1,0 mL,

com a resina Q Sepharose (Amersham Biosciences cód. 17-6002-33). A mesma foi mantida a 8o C e
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equilibrada com tampão fosfato 20 mM pH 8,0, num fluxo de 1 mL.minuto-1. Amostras do cultivo do

fungo ou fluido fecal provinda da interação hidrofóbica e contendo atividade de α-amilase foram

aplicadas na coluna e a eluição das proteínas foi feita em passos, adicionando-se NaCl ao tampão de

equilíbrio nas concentrações de 0,5 e 1,0 M. O cromatografado contendo atividade de α-amilase seguiu

para a cromatografia de exclusão molecular.

2.4. Cromatografia de exclusão molecular (Sephacryl S-100)

Para esta cromatografia foi utilizada coluna pré-empacotada Sephacryl S-100 (Amersham

Biosciences cód. 17-1165-01) com dimensões de 1,6 cm de diâmetro, 60 cm de altura e volume interno

total de 120 mL. A coluna foi mantida a 8o C e equilibrada com tampão fosfato 20 mM, a 1 mL.minuto-1.

As amostras provindas da interação hidrofóbica (contendo atividade de maltase) ou da troca

iônica Q Sepharose (contendo atividade de α-amilase) foram dialisadas, concentradas em liofilizador,

resuspensas em 2 mL do tampão de equilíbrio da gel filtração e aplicadas à coluna. Frações de 2 mL

foram coletadas num fluxo isocrático de tampão (1,5 volume de coluna).

3. Parâmetros avaliados nas etapas cromatográficas

3.1. Atividades de α-Amilase e Maltase

PPaarraa  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddee  αα--aammiillaassee,,  110000  µµLL  ddee  ccaaddaa  aammoossttrraa  ffoorraamm  mmiissttuurraaddooss  aa  110000  µµLL  ddee

ssoolluuççããoo  ddee  aammiiddoo  ((1100  mmgg..mmLL--11))  ddiilluuííddoo  eemm  ttaammppããoo  cciittrraattoo--ffoossffaattoo  5500  mmMM  ppHH  55,,00,,  ccoonntteennddoo  22  mmMM  ddee

cclloorreettoo  ddee  ccáállcciioo,,  sseegguuiinnddoo  ppaarraa  aa  iinnccuubbaaççããoo,,  aa  3300ooCC..  NNooss  tteemmppooss  zzeerroo  ee  aappóóss  6600  mmiinnuuttooss  ddee  iinnccuubbaaççããoo

ffoorraamm  aaddiicciioonnaaddooss  àà  rreeaaççããoo  550000  µµLL  ddee  rreeaaggeennttee  ddee  iiooddoo  [[pprreeppaarraaddoo  ccoomm  00,,2255  gg..110000  mmLL--11  ddee  IIooddoo  ((MMeerrcckk

ccóódd..  44776611))  ee  00,,1166  gg..110000  mmLL--11  ddee  IIooddeettoo  ddee  PPoottáássssiioo  ((MMaalllliinncckkrrooddtt  ccóódd..  11112277))]],,  sseegguuiinnddoo  ppaarraa  lleeiittuurraa  eemm

eessppeeccttrrooffoottôômmeettrroo  aa  662200  nnmm  ((BBeerrnnffeelldd,,  11995555))..  OOss  vvaalloorreess  ddee  ddeennssiiddaaddee  óóppttiiccaa  oobbttiiddooss  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddooss

ppaarraa  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  aattiivviiddaaddeess  eennzziimmááttiiccaass,,  uuttiilliizzaannddoo--ssee  ccuurrvvaa  ppaaddrrããoo  ddee  aammiiddoo..  UUmmaa  uunniiddaaddee  ddee

aattiivviiddaaddee  ddaa  eennzziimmaa  ffooii  ddeeffiinniiddaa  ccoommoo  aa  ddiimmiinnuuiiççããoo  ddee  11  µµgg  nnaa  mmaassssaa  ddee  aammiiddoo  ssoollúúvveell  ccoollooccaaddaa  nnaa

rreeaaççããoo,,  ppoorr  mmiinnuuttoo,,  ppoorr  mmLL  ddee  mmeeiioo  ddee  ccuullttiivvoo  oouu  ddee  aammoossttrraa  ccrroommaattooggrraaffaaddaa..

Para maltase foram utilizados 100 µL de amostra e 100 µL de maltose (20 mg.mL-1/ 60 mM)

dissolvida em tampão citrato-fosfato pH 5,0 contendo cloreto de cálcio 2 mM. A mistura substrato-

amostra foi mantida a 30o C e, nos mesmos tempos descritos para atividade de α-amilase, os tubos

contendo a mistura reacional foram mantidos em fervura por 3 minutos (para parar a reação), sendo em

seguida acrescidos de 300 µL de água e 500 µL do reagente de glicose oxidase (Labtest, cód. 34-E). Após

banho-maria a 37oC por 15 minutos, as amostras seguiram para leitura em espectrofotômetro a 505 nm.

Os valores de densidade óptica obtidos foram utilizados para a determinação da atividade de maltase,

utilizando-se o fator obtido na curva padrão de glicose. Considerou-se 1 unidade de atividade de maltase a

produção de 1 µmol de glicose por minuto, por mL de meio de cultivo ou de amostra cromatografada.
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3.2. Determinação de proteínas totais

Foram adicionados 100 µL de cada amostra a 100 µL do reagente de Bradford (Bradford,

1976), seguindo a mistura para leitura em espectrofotômetro a 595 nm. Para determinar a massa total de

proteínas foi utilizada curva-padrão de ovoalbumina.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE)

A preparação do gel de poliacrilamida na concentração final de 15% (v/v), as condições de

preparação da amostra e de realização da corrida foram as mesmas estabelecidas por Laemmli (1970).

Após a corrida, o gel foi submetido à coloração de prata (Heukeshoven and Dernick, 1985).

Todos os reagentes para realização da eletroforese foram originários da Amersham

Biosciences, incluindo padrão de peso molecular (cod. 17-0446-01): fosforilase b (97 KiloDaltons-kDa);

soroalbumina bovina (66 kDa); ovalbumina (45 kDa); anidrase carbônica (30 kDa); inibidor de tripsina

(20,1 kDa) e α-lactoalbumina (14,1 kDa).

4. Caracterização das proteínas purificadas

MMaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  ppuurriiffiiccaaddaass  ddoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  oouu  ddoo  iinntteessttiinnoo  ddee  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..

sseexxddeennss  ffoorraamm  ccaarraacctteerriizzaaddaass  qquuaannttoo  àà  iinnfflluuêênncciiaa  ddaa  tteemmppeerraattuurraa  ee  ddoo  ppHH  nnaa  ssuuaa  aattiivviiddaaddee  ee  eessttaabbiilliiddaaddee,,

iinnfflluuêênncciiaa  ddoo  cclloorreettoo  ddee  ccáállcciioo  ssoobbrree  aattiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee,,  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  ccoonnssttaanntteess  cciinnééttiiccaass  KKmm  ee

VVmm,,  ee  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddoo  ppeessoo  mmoolleeccuullaarr  ppoorr  eelleettrrooffoorreessee  eemm  ggeell  ddee  ppoolliiaaccrriillaammiiddaa..  AA  aattuuaaççããoo  ssiinneerrggííssttiiccaa

eennttrree  aass  mmaallttaasseess  ppuurriiffiiccaaddaass  ddee  aammbbooss  ooss  oorrggaanniissmmooss  ttaammbbéémm  ffooii  ddeetteerrmmiinnaaddaa..

TTooddooss  ooss  eennssaaiiooss  eennzziimmááttiiccooss  ddaass  eettaappaass  ddee  ccaarraacctteerriizzaaççããoo  ffoorraamm  rreeaalliizzaaddooss  eemm  ttrriipplliiccaattaa  ee  aa

ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  aattiivviiddaaddeess  eennzziimmááttiiccaass  ffooii  ffeeiittaa  ccoommoo  ddeessccrriittoo  nnoo  iitteemm  33..11,,  sseegguuiinnddoo--ssee  aass  mmeessmmaass

pprrooppoorrççõõeess,,  mmooddiiffiiccaannddoo--ssee  aappeennaass  oo  vvoolluummee  ffiinnaall  ddee  rreeaaççããoo  ppaarraa  110000  µµLL..

4.1. Influência da temperatura

NNaa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  aattiivviiddaaddeess  eennzziimmááttiiccaass  eemm  ddiiffeerreenntteess  tteemmppeerraattuurraass,,  mmaallttaasseess  oorriiggiinnáárriiaass

ddoo  ffuunnggoo  oouu  ddaa  ffoorrmmiiggaa  ffoorraamm  mmaannttiiddaass  ddee  00  aa  4400  mmiinnuuttooss  nnaass  tteemmppeerraattuurraass  ddee  2200,,  2255,,  3300,,  3355,,  4400,,  4455,,  5500,,

5555  ee  6600ooCC..  PPaarraa  αα--aammiillaassee  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddaass  aass  tteemmppeerraattuurraass  2200,,  2255,,  3300,,  3355,,  4400,,  4455,,  5500  ee  5555ooCC..  OOss

rreessuullttaaddooss  oobbttiiddooss  ffoorraamm  aannaalliissaaddooss  eemm  ddooiiss  ttiippooss  ddee  ggrrááffiiccooss::  uumm  pplloottaannddoo--ssee  ooss  vvaalloorreess  eemm  VVmm  vveerrssuuss

aass  tteemmppeerraattuurraass  uuttiilliizzaaddaass  ((eemm  ggrraauuss  CCeellcciiuuss)),,  ee  uumm  oouuttrroo  ggrrááffiiccoo  ddeennoommiinnaaddoo  PPlloottee  ddee  AArrrrhheenniiuuss,,  nnoo  qquuaall

pplloottaamm--ssee  oo  iinnvveerrssoo  ddee  VVmm  vveerrssuuss  oo  iinnvveerrssoo  ddaass  tteemmppeerraattuurraass  ((eemm  KKeellvviinn))..  NNeessttee  úúllttiimmoo  ttiippoo  ddee  ggrrááffiiccoo  éé

ppoossssíívveell  lliinneeaarriizzaarr  aa  ccuurrvvaa  ddee  tteemmppeerraattuurraa,,  ppooddeennddoo--ssee  oobbsseerrvvaarr  ssee  hháá  mmuuddaannççaa  nnaa  eenneerrggiiaa  ddee  aattiivvaaççããoo  ddaa

eennzziimmaa  dduurraannttee  oo  eexxppeerriimmeennttoo,,  bbeemm  ccoommoo  oo  ppoonnttoo  pprreecciissoo  eemm  qquuee  aa  eennzziimmaa  ddeessnnaattuurraa  ccoomm  aa  tteemmppeerraattuurraa..

UUmmaa  qquueeddaa  bbrruussccaa  nnaa  rreettaa  iinnddiiccaa  ddeessnnaattuurraaççããoo,,  ee  uummaa  mmuuddaannççaa  lleevvee  ddee  iinncclliinnaaççããoo  nnaa  rreettaa  ppooddee  iinnddiiccaarr

mmuuddaannççaa  ccoonnffoorrmmaacciioonnaall  ddaa  eennzziimmaa  dduurraannttee  oo  eexxppeerriimmeennttoo,,  mmaass  nnããoo  ddeessnnaattuurraaççããoo..

PPaarraa  vveerriiffiiccaarr  aa  eessttaabbiilliiddaaddee  ddaass  eennzziimmaass  nnaass  ddiiffeerreenntteess  tteemmppeerraattuurraass,,  aass  eennzziimmaass  ((sseemm

ssuubbssttrraattoo))  ffoorraamm  iinnccuubbaaddaass  ppoorr  11  hhoorraa  nnaass  tteemmppeerraattuurraass  cciittaaddaass  aacciimmaa,,  tteennddoo  eemm  sseegguuiiddaa  ssuuaass  aattiivviiddaaddeess

rreessiidduuaaiiss  ddeetteerrmmiinnaaddaass  aa  3300oo  CC..
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AAllffaa--aammiillaasseess  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  ttaammbbéémm  ffoorraamm  aavvaalliiaaddaass  qquuaannttoo  aa  iinnaattiivvaaççããoo  ttéérrmmiiccaa..  PPaarraa

ttaannttoo,,  aammbbaass  aass  eennzziimmaass,,  sseeppaarraaddaammeennttee,,  ffoorraamm  mmaannttiiddaass,,  aa  4400ooCC,,  ppoorr  55,,  1100,,  1155,,  2200  ee  3300  mmiinnuuttooss,,  tteennddoo

eemm  sseegguuiiddaa  ssuuaass  aattiivviiddaaddeess  rreessiidduuaaiiss  ddeetteerrmmiinnaaddaass,,  aa  3300ooCC..  OO  LLooggaarriittmmoo  ddeessttaass  aattiivviiddaaddeess  rreessiidduuaaiiss

vveerrssuuss  oo  tteemmppoo  ddee  iinnccuubbaaççããoo  aa  4400ooCC  ffoorraamm  pplloottaaddooss  ggrraaffiiccaammeennttee,,  oobbtteennddoo--ssee  rreettaass,,  qquuee  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddaass

nnaa  ccoommppaarraaççããoo  ddaass  eennzziimmaass..

CCoomm  ooss  eennssaaiiooss  ddee  tteemmppeerraattuurraa  ffooii  ttaammbbéémm  ppoossssíívveell  ddeetteerrmmiinnaarr  aa  eenneerrggiiaa  ddee  aattiivvaaççããoo  ((EEaa))  ee  oo

QQ1100  [[nnúúmmeerroo  ddee  vveezzeess  eemm  qquuee  aa  tteemmppeerraattuurraa  aauummeennttaa,,  aa  ccaaddaa  1100oo  CC]]  ((CCooppeellaanndd,,  11999966))..  QQuuaannttoo  mmaaiioorr  oo

vvaalloorr  ddee  QQ1100,,  mmaaiioorr  éé  aa  eenneerrggiiaa  ddee  aattiivvaaççããoo  ddaa  eennzziimmaa..

4.2. Influência do pH

AA  iinnfflluuêênncciiaa  ddoo    ppHH    nnaa    aattiivviiddaaddee  ddaass  eennzziimmaass  ffooii  ddeetteerrmmiinnaaddaa  iinnccuubbaannddoo--ssee  aa  aammoossttrraa,,  aa  3300oo

CC,,  eemm  ttaammppããoo  cciittrraattoo--ffoossffaattoo  7755  mmMM  nnooss  ppHHss  44,,  55,,  66,,  77  ee  88..  EE  ppaarraa  aavvaalliiaarr  aa  iinnfflluuêênncciiaa  ddoo  ppHH  nnaa

eessttaabbiilliiddaaddee  ddaass  eennzziimmaass,,  aass  mmeessmmaass  ffoorraamm  mmaannttiiddaass  ppoorr  11  hhoorraa,,  aa  88oo  CC,,  ddeennttrroo  ddee  ttaammppããoo  cciittrraattoo--ffoossffaattoo

ccoomm  ddiiffeerreenntteess  vvaalloorreess  ddee  ppHH  ((ooss  mmeessmmooss  cciittaaddooss  aanntteerriioorrmmeennttee))..  EEmm  sseegguuiiddaa,,  ssuuaass  aattiivviiddaaddeess  ffoorraamm

ddeetteerrmmiinnaaddaass,,  aa  3300oo  CC,,  nnooss  vvaalloorreess  ddee  ppHH  ddee  mmeellhhoorr  aattiivviiddaaddee  ppaarraa  ccaaddaa  eennzziimmaa::  ppHH  55,,00  ppaarraa  αα--aammiillaassee

((ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss))  ee  mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa;;  ee  ppHH  66,,00  ppaarraa  mmaallttaassee  pprreesseennttee  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall..

4.3. Influência do Cloreto

AAttiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee  ffooii  ddeetteerrmmiinnaaddaa  iinnccuubbaannddoo--ssee  aa  eennzziimmaa  eemm  ddiiffeerreenntteess  ccoonncceennttrraaççõõeess

ddee  CCaaCCll22  ((00,,  22,,  44,,  66,,  88  oouu  1100  mmMM))..  OOss  vvaalloorreess  ddaass  ddiiffeerreennççaass  ddee  aattiivviiddaaddeess  ccoomm  ee  sseemm  CCaaCCll22  ffoorraamm

pplloottaaddooss  ((eemm  rreeccíípprrooccooss))  ccoonnttrraa  ooss  rreeccíípprrooccooss  ddaass  ccoonncceennttrraaççõõeess  ddee  cclloorreettoo,,  ccaallccuullaannddoo--ssee  aa  ccoonnssttaannttee  ddee

ddiissssoocciiaaççããoo  ddoo  cclloorreettoo  ccoommoo  ssee  eessttee  ffoossssee  KKmm..

4.4. Determinação do Km e Vm

PPaarraa  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  ccoonnssttaanntteess  cciinnééttiiccaass  ddee  MMiicchhaaeelliiss--MMeenntteenn,,  VVmm  ((vveelloocciiddaaddee  mmááxxiimmaa

ddaa  rreeaaççããoo))  ee  KKmm  ((ccoonncceennttrraaççããoo  ddee  ssuubbssttrraattoo  nnaa  qquuaall  aa  vveelloocciiddaaddee  ddee  rreeaaççããoo  éé  mmeettaaddee  ddaa  VVmm)),,  aass  eennzziimmaass

ffoorraamm  iinnccuubbaaddaass  eemm  ddiiffeerreenntteess  ccoonncceennttrraaççõõeess  ddee  ssuubbssttrraattoo..  PPaarraa  mmaallttaassee  ffoorraamm  uuttiilliizzaaddaass  ccoonncceennttrraaççõõeess

ddee  00,,22  aa  1100  mmMM  ddee  mmaallttoossee  ((SSiiggmmaa,,  ccóódd..  MM--99117711))  ee  ppaarraa  αα--aammiillaassee,,  ddee  11  aa  1100  mmgg//mmLL  ddee  aammiiddoo  ssoollúúvveell

((SSiiggmmaa,,  ccóódd..  SS--99776655))..  OOss  vvaalloorreess  ddaass  ccoonnssttaanntteess  ffoorraamm  oobbttiiddooss  aa  ppaarrttiirr  ddoo  pplloottee  lliinneeaarr  ddee  LLiinneewweeaavveerr--

BBuurrkk..

Resultados e Discussão

1. Purificação da maltase e α-amilase fúngicas

MMaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  ffúúnnggiiccaass  ffoorraamm  ppuurriiffiiccaaddaass  uuttiilliizzaannddoo--ssee  ccrroommaattooggrraaffiiaass  ddee  ttrrooccaa  iiôônniiccaa,,

iinntteerraaççããoo  hhiiddrrooffóóbbiiccaa  ee  eexxcclluussããoo  mmoolleeccuullaarr..  AA  pprriimmeeiirraa  ccrroommaattooggrraaffiiaa  uuttiilliizzaaddaa  ffooii  aa  ddee  ttrrooccaa  iiôônniiccaa,,  aa
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ppaarrttiirr  ddaa  qquuaall  ffoorraamm  sseelleecciioonnaaddaass  aammoossttrraass  ccoonntteennddoo  aass  aattiivviiddaaddeess  ddee  αα--aammiillaassee  ee  mmaallttaassee..  NNaa  ffiigguurraa  11  éé

aapprreesseennttaaddoo  oo  ccrroommaattooggrraammaa  oobbttiiddoo  aappóóss  aa  ppaassssaaggeemm  ddaa  aammoossttrraa  bbrruuttaa  ccoonntteennddoo  aass  eennzziimmaass  ffúúnnggiiccaass  nnaa

ccoolluunnaa  ddee  ttrrooccaa  iiôônniiccaa..  AAllffaa--aammiillaassee  nnããoo  iinntteerraaggiiuu  ccoomm  aa  rreessiinnaa  ee  ffooii  ddeetteeccttaaddaa  dduurraannttee  aa  ppaassssaaggeemm  ddoo

ttaammppããoo  ddee  eeqquuiillííbbrriioo,,  ee  aa  mmaallttaassee  ffooii  eelluuííddaa  ccoomm  aa  ppaassssaaggeemm  ddee  00,,33  ee  00,,55  MM  ddee  CClloorreettoo  ddee  SSóóddiioo  ((NNaaCCll))..
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Figura 1. Cromatograma obtido a partir de cromatografia de troca iônica DEAE Sepharose após a

passagem de amostra bruta do meio de cultivo do fungo simbionte isolado em laboratório. Alfa-amilase

foi detectada durante a passagem do tampão de equilíbrio, e maltase durante a passagem de 0,3 e 0,5 M

de NaCl.

Para a purificação da maltase, amostras correspondentes ao pico eluído em NaCl 0,3 M

seguiram para a coluna de interação hidrofóbica. O cromatograma obtido está apresentado na figura 2,

com atividade de maltase detectada na amostra eluída após a passagem de 0,0 M de sulfato de amônio

[(NH4)2SO4].

As amostras correspondentes ao pico contendo atividade de maltase teve suas frações

reunidas, dialisadas, concentradas (por liofilização a -40oC), resuspensas em tampão fosfato 20 mM pH

8,0 e aplicadas em coluna de exclusão molecular. O perfil cromatográfico obtido está apresentado na

figura 3. Atividade de maltase foi detectada no primeiro pico eluído.

O perfil eletroforético das amostras contendo atividade de maltase em todos os passos

cromatográficos é apresentado na figura 4. A proteína com banda única (apresentada na amostra 5, figura

4), correspondendo à maltase, apresentou peso molecular aproximado de 74 kDa. Na tabela 1 são

mostrados os resultados da purificação obtidos em cada etapa cromatográfica. Foram recuperados 9 % da

quantidade inicial da enzima ativa, que foi enriquecida cerca de 21 vezes em relação ao extrato bruto.
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Figura 2. Cromatograma obtido em coluna de interação hifrofóbica Butyl Sepharose após passagem de

amostra fúngica contendo maltase provinda de troca iônica. Atividade de maltase foi detectada após a

passagem de 0,0 M de (NH4)2SO4.
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Figura 3. Cromatograma obtido a partir de exclusão molecular em coluna Sephacryl S-100, após

passagem do eluído em coluna de interação hidrofóbica, com maltase detectada no primeiro pico. A

amostra aplicada à coluna foi originária de uma interação hidrofóbica, eluída em tampão fosfato 20 mM.
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Figura 4. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) de amostras de meio de cultivo fúngico contendo

atividade de maltase e cromatografadas em colunas de troca iônica (amostra 3), interação hidrofóbica

(amostra 4) e em exclusão molecular (amostra 5). Amostra 1 corresponde ao padrão de peso molecular e

amostra 2 ao extrato bruto inicial. A proteína com banda única (apresentada na amostra 5) apresentou

peso molecular aproximado de 74 kDa. Em cada raia foram aplicados 10 µg de proteínas totais (método

de Bradford).

Tabela 1. Tabela de purificação da maltase produzida pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Atividade
(U)

Volume
da

Amostra
(mL)

Atividade
Total

(U.volume
total-1)

Recuperação
(%)

Proteínas
Totais
(mg)

Atividade
Específica

(U.mg proteína-1)

Fator de
Purificação

(enriquecimento)

Extrato
Bruto 0,095 50 4,8 100 280 0,017 1,0

Troca Iônica 0,064 30 1,9 40 42,3 0,047 2,8

Interação
Hidrofóbica 0,033 50 1,7 35 22,1 0,075 4,4

Exclusão
Molecular

0,029 15 0,5 9 1,25 0,352 21,0

Para a purificação da α-amilase fúngica, a amostra provinda da troca iônica apresentada na

figura 1, durante a passagem do tampão de equilíbrio, seguiu para a coluna de interação hidrofóbica, na

qual se observou a atividade de α-amilase durante a passagem de 0,65 e 0,0 M de sulfato de amônio na

coluna (figura 5).
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A partir da interação hidrofóbica, as frações contendo atividade de α-amilase foram reunidas

e seguiram para a coluna de troca iônica Q Sepharose. O perfil cromatográfico obtido (figura 6) mostra

que a α-amilase interagiu com a resina, sendo eluída após a passagem de NaCl 0,5 M.

Após a troca iônica Q Sepharose, a amostra contendo α-amilase seguiu para cromatografia de

exclusão molecular. Na figura 7 observa-se o perfil cromatográfico obtido a partir da passagem desta

amostra na coluna.

O perfil eletroforético de todas as etapas cromatográficas utilizadas na separação da α-

amilase fúngica está apresentado na figura 8. A amostra contendo atividade de α-amilase aparece

aparentemente pura no gel e apresentou peso molecular aproximado de 29 kDa. Na tabela 2 são

mostrados os resultados obtidos em cada etapa de purificação, sendo que ao final foram obtidos 9,6 % da

quantidade inicial da enzima, com enriquecimento aproximado de 13 vezes.
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Figura 5. Cromatograma obtido em coluna de interação hifrofóbica Butyl Sepharose na purificação da α-

amilase fúngica. A enzima aparece nos  picos eluídos  nas concentrações molares de (NH4)2SO4 0,65 e 0,0

M.
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Figura 6. Cromatograma obtido em coluna de troca iônica Q Sepharose durante purificação de α-amilase

fúngica. A enzima foi eluída após passagem de NaCl 0,5 M.
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Figura 7. Perfil cromatográfico obtido a partir de exclusão molecular em coluna Sephacryl S-100. Como

amostra inicial foram aplicadas as frações contendo atividade de α-amilase fúngica originárias da coluna

de troca iônica Q Sepharose (figura 6). A enzima foi eluída no segundo pico da cromatografia.
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Figura 8. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) das amostras obtidas em cada etapa de purificação da α-

amilase fúngica. Amostra 1 (padrão de peso molecular); amostra 2 (extrato bruto); amostras 3, 4, 5 e 6

(frações com atividade de α-amilase obtidas após troca iônica DEAE Sepharose, interação hidrofóbica,

troca iônica Q Sepharose e exclusão molecular, respectivamente). A proteína pura que aparece na amostra

6 representa o perfil das frações obtidas entre o volume de 85 a 95 mL do cromatograma apresentado na

figura 7. Esta apresentou peso molecular aproximado de 29 kDa. Em cada raia foram aplicados 10 µg de

proteínas totais (método de Bradford).

Tabela 2. Tabela de purificação da α-amilase produzida pelo fungo Leucoagaricus gongylophorus.

Atividade
(U)

Volume
da

Amostra
(mL)

Atividade
Total

(U.volume
total-1)

Recuperação
(%)

Proteínas
Totais
(mg)

Atividade
Específica

(U.mg proteína-1)

Fator de
Purificação

(enriquecimento)

Extrato Bruto 75,5 50 3.775 100 280 13,5 1,0

Troca Iônica
DEAE
Sepharose

65,0 50 3.250 86 180 18,1 1,3

Interação
Hidrofóbica

25,0 50 1.250 33 22,1 56,8 4,2

Troca Iônica
Q Sepharose

24,1 20 482 13 8,3 60,3 4,5

Exclusão
Molecular

9,1 40 364 9,6 2,1 173 12,8

2. Purificação da maltase e α-amilase do intestino das operárias de A. sexdens

As sacaridases maltase e α-amilase presentes no fluido fecal das formigas foram purificadas

utilizando-se cromatografias de troca iônica, interação hidrofóbica e exclusão molecular. A primeira

cromatografia utilizada foi a de troca iônica, a partir da qual foram selecionadas amostras contendo as
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atividades de α-amilase ou maltase. Na figura 1 é apresentado o cromatograma obtido nesta coluna.

Como ocorreu com o fungo, a α-amilase não interagiu com a resina e foi detectada durante a passagem do

tampão de equilíbrio, e a maltase foi eluída com a passagem de 0,3 M de NaCl na coluna.

0

10

20

30

40

50

60

70

0 30 60 90 11
0

14
0

17
0

20
0

23
0

26
0

29
0

32
0

35
0

38
0

41
0

44
0

47
0

Frações

A
ti

v.
 E

nz
im

át
ic

a 
(U

)

0

200

400

600

800

1000

1200

P
ro

te
ín

as
 (

D
.O

. 2
80

 n
m

)

N
aC

l (
m

M
)

alfa-amilase maltase NaCl Proteínas

Figura 9. Cromatograma obtido a partir de cromatografia de troca iônica após a passagem do fluido fecal

de operárias de A. sexdens. Alfa-amilase foi detectada durante a passagem do tampão de equilíbrio, e

maltase durante a passagem de 0,3 M de NaCl.

A partir da cromatografia de troca iônica em DEAE Sepharose foram formadas 2 diferentes

amostras, contendo atividades de maltase ou α-amilase. Estas seguiram então, separadamente, para

cromatografia de interação hidrofóbica. Maltase e α-amilase tiveram comportamentos distintos nesta

cromatografia. Maltase interagiu com a resina e foi eluída após a passagem de sulfato de amônio

[(NH4)2SO4] 0,0 M (figura 10), enquanto a α-amilase foi detectada durante a passagem do tampão de

equilíbrio da resina [(NH4)2SO4 1,3 M] (figura 11).

AAss  aammoossttrraass  ccoonntteennddoo  aattiivviiddaaddeess  ddee  mmaallttaassee  oouu  αα--aammiillaassee  ttiivveerraamm  ssuuaass  ffrraaççõõeess  rreeuunniiddaass,,

ddiiaalliissaaddaass  ee  ccoonncceennttrraaddaass,,  sseegguuiinnddoo  ppaarraa  ppaassssooss  ccrroommaattooggrrááffiiccooss  ssuubbsseeqqüüeenntteess..  PPaarraa  aammoossttrraa  ccoonntteennddoo

mmaallttaassee,,  ffooii  uuttiilliizzaaddaa  ccoolluunnaa  ddee  eexxcclluussããoo  mmoolleeccuullaarr  ((ffiigguurraa  1122))..  AAppeennaass  ffrraaççõõeess  iinniicciiaaiiss  ddoo  ppiiccoo  ccoonntteennddoo

aattiivviiddaaddee  ddee  mmaallttaassee  aapprreesseennttaarraamm  aa  pprrootteeíínnaa  ppuurraa  ((ffiigguurraa  1133  ––  aammoossttrraa  55)),,  ccoomm  ppeessoo  mmoolleeccuullaarr

aapprrooxxiimmaaddoo  ddee  6633  kkDDaa,,  ddeetteerrmmiinnaaddoo  eemm  SSDDSS--PPAAGGEE..  NNaa  ttaabbeellaa  33  ssããoo  mmoossttrraaddooss  ooss  rreessuullttaaddooss  ddaa

ppuurriiffiiccaaççããoo  oobbttiiddooss  eemm  ccaaddaa  eettaappaa  ccrroommaattooggrrááffiiccaa..  AAoo  ffiinnaall  ddoo  pprroocceessssoo,,  00,,99  mmgg  ddee  mmaallttaassee  ppuurriiffiiccaaddaa  ffooii

oobbttiiddaa,,  1122  %%  ddee  ssuuaa  qquuaannttiiddaaddee  iinniicciiaall,,  ee  eennrriiqquueecciiddaa  99  vveezzeess..
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Figura 10. Cromatograma obtido em coluna de interação hifrofóbica Butyl Sepharose a partir da

passagem de amostra do fluido fecal de A. sexdens. Atividade de maltase foi detectada após a passagem

de 0,0 M de (NH4)2SO4 na coluna.
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Figura 11. Cromatograma obtido em coluna de interação hifrofóbica Butyl Sepharose a partir da

passagem de amostra do fluido fecal de A. sexdens. Atividade de α-amilase foi detectada durante a

passagem do tampão de equilíbrio da resina, (NH4)2SO4. 1,3 M.
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Figura 12. Exclusão molecular em coluna Sephacryl S-100 com amostra do fluido fecal de operárias de

A. sexdens contendo atividade de maltase e provinda de cromatografia de interação hidrofóbica. Atividade

de maltase foi eluída no primeiro pico.

Figura 13. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) de amostra do fluido fecal de operárias de A. sexdens

contendo atividade de maltase e cromatografadas em diferentes resinas. Amostras: 1 (padrão de peso

molecular), 2 (amostra bruta), 3 (após troca iônica), 4 (após interação hidrofóbica), 5 (após exclusão

molecular). A proteína com banda única (apresentada na amostra 5) apresentou peso molecular

aproximado de 63 kDa e representa as frações obtidas entre os volumes de 45 a 55 mL do cromatograma

apresentado na figura 12. Em cada raia foram aplicados 10 µg de proteínas totais (método de Bradford).
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Tabela 3. Tabela de purificação da maltase presente no fluido fecal de operárias de A. sexdens.

Atividade
(U)

Volume
da

Amostra
(mL)

Atividade
Total

(U.volume
total-1)

Recuperação
(%)

Proteínas
Totais
(mg)

Atividade
Específica

(U.mg proteína-1)

Fator de
Purificação

(enriquecimento)

Extrato Bruto 3,5 2 7,0 100 72,0 0,1 1,0

Troca Iônica 0,08 30 2,8 41 22,2 0,12 1,3

Interação
Hidrofóbica 0,06 30 1,8 24 8,1 0,2 2,0

Exclusão
Molecular

0,03 30 0,9 12 0,9 0,9 9,0

AA  aammoossttrraa  ccoonntteennddoo  aattiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee  qquuee  ffooii  oobbttiiddaa  ddaa  iinntteerraaççããoo  hhiiddrrooffóóbbiiccaa

((aapprreesseennttaaddaa  nnaa  ffiigguurraa  1111))  sseegguuiiuu  ppaarraa  aa  ccoolluunnaa  ddee  ttrrooccaa  iiôônniiccaa  QQ  SSeepphhaarroossee  ee  ddeeppooiiss  ppaarraa  eexxcclluussããoo

mmoolleeccuullaarr..  NNaa  QQ  SSeepphhaarroossee  aa  aammoossttrraa  iinntteerraaggiiuu  ccoomm  aa  rreessiinnaa  ee  ffooii  eelluuííddaa  aappóóss  aa  ppaassssaaggeemm  ddee  NNaaCCll  00,,55  MM

((ffiigguurraa  1144))..  NNaa  ccrroommaattooggrraaffiiaa  ddee  ggeell  ffiillttrraaççããoo  aa  pprrootteeíínnaa  ffooii  eelluuííddaa  eemm  mmaaiioorr  ccoonncceennttrraaççããoo  aaooss  110000  mmLL,,

aappóóss  oo  iinníícciioo  ddaa  ccrroommaattooggrraaffiiaa,,  ppoorréémm  aappeennaass  aa  rreeggiiããoo  ffiinnaall  ddoo  ppiiccoo  aappaarreeccee  ppuurriiffiiccaaddaa  eemm  ggeell  ddee

eelleettrrooffoorreessee  ((ffiigguurraa  1155))..  OO  ppeerrffiill  eelleettrrooffoorrééttiiccoo  ddee  ttooddaass  aass  eettaappaass  ccrroommaattooggrrááffiiccaass  eessttáá  nnaa  ffiigguurraa  1166  ee  ooss

ccáállccuullooss  ddee  ppuurriiffiiccaaççããoo  nnaa  ttaabbeellaa  44..  AAoo  ffiinnaall  ddoo  pprroocceessssoo,,  00,,88  mmgg  ddee  pprrootteeíínnaa  ffooii  ppuurriiffiiccaaddoo,,  ccoomm

eennrriiqquueecciimmeennttoo  ddee  1144,,44  vveezzeess  ee  rreeccuuppeerraaççããoo  ddee  1166  %%  ddaa  qquuaannttiiddaaddee  iinniicciiaall  ddee  αα--aammiillaassee  pprreesseennttee  nnoo

fflluuiiddoo  ffeeccaall  bbrruuttoo..
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Figura 14. Cromatograma obtido em coluna de troca iônica Q Sepharose após passagem de amostra de

fluido fecal provinda de interação hidrofóbica. Alfa-amilase foi prioritariamente eluída após passagem de

NaCl 0,5 M.
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Figura 15. Exclusão molecular em coluna Sephacryl S-100 com amostra do fluido fecal de operárias de

A. sexdens contendo atividade de α-amilase e provinda de cromatografia de troca iônica Q Sepharose. A

enzima foi eluída dos 90 aos 130 mL.

Figura 16. Perfil eletroforético (em SDS-PAGE) de amostra do fluido fecal de operárias de A. sexdens

contendo atividade de α-amilase e cromatografadas em diferentes resinas. Amostras: 1 (padrão de peso

molecular), 2 (amostra bruta), 3 (após troca iônica DEAE Sepharose), 4 (após interação hidrofóbica), 5

(após troca iônica Q Sepharose), 6 (após exclusão molecular). A proteína com banda única (apresentada

na amostra 6) apresentou peso molecular aproximado de 27 kDa e representa o perfil protéico das

amostras obtidas entre os volumes de 110 a 130 mL do cromatograma apresentado na figura 15.
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Tabela 4. Tabela de purificação da α-amilase presente no fluido fecal de operárias de A. sexdens.

Atividade
(U)

Volume
da

Amostra
(mL)

Atividade
Total

(U.volume
total-1)

Recuperação
(%)

Proteínas
Totais
(mg)

Atividade
Específica

(U.mg proteína-1)

Fator de
Purificação

(enriquecimento)

Extrato Bruto 549 2 1.098 100 72 15,3 1,0

Troca Iônica
DEAE Sepharose 28 35 980 89 31 31,6 2,1

Interação
Hidrofóbica 73 10 730 67 14 51,4 3,4

Troca Iônica
Q Sepharose

10,3 30 309 28 3,1 99,7 6,5

Exclusão
Molecular

8,8 20 176 16 0,8 220,0 14,4

3. Caracterização das enzimas purificadas (de origem fúngica e presentes no intestino de operárias de

A. sexdens

Maltase e α-amilase purificadas do fungo simbionte ou de operárias de A. sexdens foram

caracterizadas quanto à influência da temperatura e do pH na atividade e estabilidade, influência do

cloreto de cálcio, determinação das constantes cinéticas Km e Vm, e determinação do peso molecular em

SDS-PAGE. Os resultados obtidos são apresentados a seguir:

3.1. Influência da temperatura

NNaa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  aattiivviiddaaddeess  eennzziimmááttiiccaass  eemm  ddiiffeerreenntteess  tteemmppeerraattuurraass,,  mmaallttaasseess  oorriiggiinnáárriiaass

ddoo  ffuunnggoo  oouu  ddaa  ffoorrmmiiggaa  ffoorraamm  iinnccuubbaaddaass  nnaass  tteemmppeerraattuurraass  ddee  2200,,  2255,,  3300,,  3355,,  4400,,  4455,,  5500,,  5555  ee  6600oo  CC,,  ee  αα--

aammiillaassee  ffoorraamm  eennssaaiiaaddaass  nnaass  tteemmppeerraattuurraass  ddee  2200,,  2255,,  3300,,  3355,,  4400,,  4455,,  5500  ee  5555oo  CC..  PPaarraa  mmaallttaassee,,  aass  mmeellhhoorreess

tteemmppeerraattuurraass  ddee  aattiivviiddaaddee  ffoorraamm  5555oo  CC  ppaarraa  aa  eennzziimmaa  oorriiggiinnáárriiaa  ddoo  ffuunnggoo  ee  ddee  4400ooCC  ppaarraa  aa  mmaallttaassee

ddeetteeccttaaddaa  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass  ((ffiigguurraa  1177  11aa))..  QQuuaannttoo  àà  αα--aammiillaassee,,  aa  mmeessmmaa  tteemmppeerraattuurraa  óóttiimmaa  ddee

aattiivviiddaaddee  ffooii  ddeetteeccttaaddaa  ppaarraa  aass  eennzziimmaass  ddee  aammbbooss  ooss  oorrggaanniissmmooss,,  3355oo  CC  ((ffiigguurraa  1177  22aa))..

PPaarraa  vveerriiffiiccaarr  aa  tteerrmmooeessttaabbiilliiddaaddee  ddaass  eennzziimmaass  aappóóss  iinnccuubbaaççããoo  ddaass  mmeessmmaass  ppoorr  11  hhoorraa  eemm

ddiiffeerreenntteess  tteemmppeerraattuurraass  aanntteess  ddee  eennssaaiiaarr  ssuuaass  aattiivviiddaaddeess  aa  3300oo  CC,,  ooss  ddaaddooss  mmoossttrraarraamm  qquuee  eemm  ttooddaass  aass

tteemmppeerraattuurraass  hhoouuvvee  ppeerrddaa  ddee  aattiivviiddaaddee  eennzziimmááttiiccaa,,  sseennddoo  qquuee  aa  ttoottaall  iinnaattiivvaaççããoo  ddaass  eennzziimmaass  ffooii  ddeetteeccttaaddaa

aa  4455oo  CC  ppaarraa  mmaallttaassee  pprreesseennttee  nnaass  ooppeerráárriiaass  ((ffiigguurraa  1177  11bb)),,  5500  ee  5555oo  CC  ppaarraa  αα--aammiillaassee  pprreesseennttee  nnoo  ffuunnggoo  ee

nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass,,  rreessppeeccttiivvaammeennttee  ((ffiigguurraa  1177  22bb))..  NNaass  tteemmppeerraattuurraass  tteessttaaddaass  nnããoo  ssee  oobbsseerrvvoouu

iinnaattiivvaaççããoo  ttoottaall  ddaa  mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa,,  qquuee  ppeerrmmaanneecceeuu  ccoomm  99  %%  ddee  ssuuaa  aattiivviiddaaddee  iinniicciiaall,,  mmeessmmoo  mmaannttiiddaa

ppoorr  11  hhoorraa  aa  6600oo  CC  ((ffiigguurraa  1177  11bb))..
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AA  ppaarrttiirr  ddoo  pplloottee  ddee  AArrrrhheenniiuuss,,  ddeetteerrmmiinnaarraamm--ssee  aallgguunnss  ppaarrââmmeettrrooss  ddaass  eennzziimmaass  eessttuuddaaddaass::

ppaarraa  mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa  ooss  ddaaddooss  ppoossssiibbiilliittaarraamm  oo  ddeesseennhhoo  ddee  uummaa  rreettaa  lliinneeaarr  ssoobbrree  ooss  ppoonnttooss,,  ee  ttaammbbéémm

oobbsseerrvvoouu--ssee  uummaa  qquueeddaa  bbrruussccaa  ddaa  aattiivviiddaaddee  aappóóss  5555oo  CC,,  iinnddiiccaannddoo  ddeessnnaattuurraaççããoo  ddaa  eennzziimmaa  nneessttaa

tteemmppeerraattuurraa  ((ffiigguurraa  1177  11cc)),,  eennqquuaannttoo  qquuee  ppaarraa  aa  mmaallttaassee  pprreesseennttee  nnaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss  dduuaass  rreettaass

ccoomm  ddiiffeerreenntteess  iinncclliinnaaççõõeess  ppuuddeerraamm  sseerr  ttrraaççaaddaass  ssoobbrree  ooss  ppoonnttooss,,  iinnddiiccaannddoo  aa  pprroovváávveell  mmooddiiffiiccaaççããoo

ccoonnffoorrmmaacciioonnaall  ddaa  mmeessmmaa  eennzziimmaa,,  ccoomm  mmuuddaannççaa  ddee  ssuuaa  eenneerrggiiaa  ddee  aattiivvaaççããoo  ((ffiigguurraa  1177  11cc))..  PPrroovváávveell

ddeessnnaattuurraaççããoo  ddeessttaa  eennzziimmaa  ffooii  vveerriiffiiccaaddaa  aaooss  4455oo  CC..

OO  pplloottee  ddee  AArrrrhheenniiuuss  ppaarraa  αα--aammiillaassee  mmoossttrroouu  sseemmeellhhaannççaa  nnoo  ccoommppoorrttaammeennttoo  ddaa  eennzziimmaa,,  sseejjaa

oorriiggiinnáárriiaa  ddoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  oouu  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddaass  ffoorrmmiiggaass,,  sseennddoo  ppoossssíívveell  ttrraaççaarr  uummaa  úúnniiccaa  rreettaa  ssoobbrree

ooss  ppoonnttooss  ((ffiigguurraa  1177  22cc))..  OO  ggrrááffiiccoo  mmoossttrraa  oo  mmeessmmoo  ccoommppoorrttaammeennttoo  ddee  ddeessnnaattuurraaççããoo  ddee  aammbbaass  aass  αα--

aammiillaasseess,,  qquuee  ooccoorrrreeuu  aa  330088  KK  ((3355ooCC))..

FFiigguurraa  1177..  EEffeeiittoo  ddaa  tteemmppeerraattuurraa  ssoobbrree  aass  eennzziimmaass  mmaallttaassee  ((11))  ee  αα--aammiillaassee  ((22))  sseeccrreettaaddaass  ppeelloo  ffuunnggoo  LL..

ggoonnggyylloopphhoorruuss  oouu  pprreesseenntteess  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss..  AA  iinnfflluuêênncciiaa  nnaa  aattiivviiddaaddee  ddaass

eennzziimmaass  eessttáá  nnoo  iitteemm  ((aa)),,  ee  nnaa  eessttaabbiilliiddaaddee  nnoo  iitteemm  ((bb))..  OO  iitteemm  ((cc))  ccoorrrreessppoonnddee  aaooss  ppllootteess  ddee  AArrrrhheenniiuuss

eellaabboorraaddooss  ccoomm  ooss  ddaaddooss  oobbttiiddooss  nnaass  ccuurrvvaass  ddoo  iitteemm  ((aa))..
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AA  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaa  ccoonnssttaannttee  ““QQ1100””  ((qqüüooeeffiicciieennttee  qquuee  iinnddiiccaa  oo  nnúúmmeerroo  ddee  vveezzeess  qquuee  aa

aattiivviiddaaddee  eennzziimmááttiiccaa  aauummeennttaa  aa  ccaaddaa  1100oo  CC))  ee  ddaa  eenneerrggiiaa  ddee  aattiivvaaççããoo  ((EEaa))  ddaass  αα--aammiillaasseess  ddee  aammbbaass  aass

oorriiggeennss  eessttããoo  aapprreesseennttaaddooss  nnaa  ttaabbeellaa  55..  VVaalloorreess  ddee  ““QQ1100””  iinnddiiccaamm  ssoobbrree  aa  EEaa  ddaass  eennzziimmaass  eemm  ggeerraall,,  qquuee

ppoorr  ssuuaa  vveezz  eessttáá  ddiirreettaammeennttee  rreellaacciioonnaaddaa  àà  ttaaxxaa  ddee  rreeaaççõõeess  qquuíímmiiccaass  dduurraannttee  aa  ccaattáálliissee..  PPoorrttaannttoo,,  EEaa  mmuuiittoo

pprróóxxiimmaass  ssuuggeerreemm  qquuee  aass  eennzziimmaass  ppoossssuueemm  ggrruuppooss  qquuíímmiiccooss  iiddêênnttiiccooss  eemm  sseeuuss  ssííttiiooss  ddee  aattiivviiddaaddee

eennzziimmááttiiccaa..  OOss  rreessuullttaaddooss  oobbttiiddooss  nnaa  aavvaalliiaaççããoo  ddeesstteess  ppaarrââmmeettrrooss  ssããoo  iinnddiiccaaddoorreess  qquuee  aass  αα--aammiillaasseess  ddee

aammbbaass  aass  oorriiggeennss  ssããoo  iiddêênnttiiccaass  ee  mmaallttaasseess  ssããoo  ddiissttiinnttaass..

TTaabbeellaa  55..  VVaalloorreess  ddee  QQ1100  ee  EEaa  ddaa  mmaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  sseeccrreettaaddaass  ppeelloo  ffuunnggoo  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  ee  ttaammbbéémm

ddeetteeccttaaddaass  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddee  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss..

MMaallttaassee αα--AAmmiillaassee

QQ1100

((nnºº  vveezzeess))
EEaa

((ccaall//mmooll))
QQ1100

((nnºº  vveezzeess))
EEaa

((ccaall//mmooll))

LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss 22,,22 1133,,00 33,,44 2211,,22

AA..  sseexxddeennss 11,,44 1166,,99 33,,33 2211,,44

AA  aavvaalliiaaççããoo  ddaa  αα--aammiillaassee  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  qquuaannttoo  aa  iinnaattiivvaaççããoo  ttéérrmmiiccaa  éé  aapprreesseennttaaddaa  nnaa

ffiigguurraa  1188..  AA  eennzziimmaa  ffooii  mmaannttiiddaa,,  aa  4400ooCC,,  ppoorr  55,,  1100,,  1155,,  2200  ee  3300  mmiinnuuttooss,,  tteennddoo  eemm  sseegguuiiddaa  ssuuaass  aattiivviiddaaddeess

rreessiidduuaaiiss  ddeetteerrmmiinnaaddaass,,  aa  3300ooCC..  OOss  ppllootteess  ddooss  vvaalloorreess  oobbttiiddooss  mmoossttrraarraamm  dduuaass  ccuurrvvaass  lliinneeaarreess  mmuuiittoo

pprróóxxiimmaass,,  ccoomm  uummaa  ddiiffeerreennççaa  ddee  iinncclliinnaaççããoo  ddee  1122,,55  %%..  EEssttee  rreessuullttaaddoo  éé  mmaaiiss  uumm  iinnddíícciioo  ddee  qquuee  aa  αα--

aammiillaassee  pprreesseennttee  nnoo  iinntteessttiinnoo  ppoosstteerriioorr  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss  éé  aa  mmeessmmaa  eennzziimmaa  sseeccrreettaaddaa  ppeelloo  sseeuu

ssiimmbbiioonnttee,,  oo  ffuunnggoo  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss..
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FFiigguurraa  1188..  IInnaattiivvaaççããoo  ttéérrmmiiccaa  ddaass  αα--aammiillaasseess  oorriiggiinnáárriiaass  ddoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee,,  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss,,  oouu  ddoo

fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..sseexxddeennss..  OOss  ppllootteess  mmoossttrraamm  dduuaass  ccuurrvvaass  pprróóxxiimmaass,,  ccoomm  ddiiffeerreennççaass  ddee

iinncclliinnaaççããoo  ddee  1122,,55  %%..
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3.2. Influência do pH

PPaarraa  aavvaalliiaarr  aa  aattiivviiddaaddee  ddaass  eennzziimmaass  nnooss  ddiiffeerreenntteess  vvaalloorreess  ddee  ppHH,,  aass  mmeessmmaass  ffoorraamm

eennssaaiiaaddaass  eemm  ppHH  44,,  55,,  66,,  77  ee  88..  NNaa  ffiigguurraa  1188  oobbsseerrvvaamm--ssee  ooss  rreessuullttaaddooss  oobbttiiddooss::

--  OOss  mmeellhhoorreess  vvaalloorreess  ddee  ppHH  ppaarraa  aattiivviiddaaddee  ddee  mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa  oouu  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ffoorraamm  55,,00  ee

66,,00,,  rreessppeeccttiivvaammeennttee..  EEmm  aammbbooss  ooss  ccaassooss  hhoouuvvee  ddeeccllíínniioo  ddaa  aattiivviiddaaddee  eemm  ppHH  mmeennoorreess  oouu  mmaaiioorreess  qquuee  ooss

vvaalloorreess  ddee  ppHH  óóttiimmoo  ddeetteerrmmiinnaaddooss  ((ffiigguurraa  1188  11aa)),,  sseennddoo  qquuee  aass  eennzziimmaass  ffoorraamm  iinnaattiivvaass  eemm  ppHH  77,,00  ((ppaarraa

mmaallttaassee  iissoollaaddaa  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall))  ee  ppHH  88,,00  ((ppaarraa  mmaallttaassee  ddoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee));;

--  NNaa  aavvaalliiaaççããoo  ddaa  eessttaabbiilliiddaaddee  ddaass  mmaallttaasseess  ddaass  ddiiffeerreenntteess  oorriiggeennss  qquuaannddoo  mmaannttiiddaass  nnooss

ddiiffeerreenntteess  vvaalloorreess  ppHH  ppoorr  11  hhoorraa  aanntteess  ddaa  rreeaalliizzaaççããoo  ddooss  eennssaaiiooss  ffooii  oobbttiiddoo  oo  sseegguuiinnttee  rreessuullttaaddoo  ((ffiigguurraa  1188

11bb))::  eemm  ttooddooss  ooss  vvaalloorreess  ffooii  oobbsseerrvvaaddoo  ddeeccllíínniioo  nnaa  aattiivviiddaaddee  ddee  mmaallttaassee,,  sseennddoo  qquuee  mmaallttaassee  ddee  LL..

ggoonnggyylloopphhoorruuss  ffooii  mmaaiiss  sseennssíívveell,,  ddeecclliinnaannddoo  eemm  aattéé  7700  %%  ssuuaa  ccaappaacciiddaaddee  ddee  ddeeggrraaddaaççããoo  ddaa  mmaallttoossee..  EEmm

ppHH  66,,00  oobbsseerrvvoouu--ssee  aattiivviiddaaddee  rreessiidduuaall  mmááxxiimmaa  ddaa  mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa  ((5555  %%))..  AA  mmaallttaassee  pprreesseennttee  nnoo  fflluuiiddoo

ffeeccaall  aapprreesseennttoouu  mmeellhhoorr  eessttaabbiilliiddaaddee,,  pprriinncciippaallmmeennttee  eemm  ppHH  66,,00,,  nnoo  qquuaall  mmaanntteevvee  9955  %%  ddee  ssuuaa  aattiivviiddaaddee

mmááxxiimmaa..  TTeevvee  ddeeccllíínniioo  nnooss  ddeemmaaiiss  vvaalloorreess  ddee  ppHH,,  cchheeggaannddoo  aa  ppeerrddeerr  8800  %%  ddee  ssuuaa  aattiivviiddaaddee  iinniicciiaall  nnoo  ppHH

88,,00..

--  AAllffaa--aammiillaasseess  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  aapprreesseennttaarraamm  mmeellhhoorr  aattiivviiddaaddee  eemm  ppHH  55,,00,,  ddeecclliinnaannddoo

nnooss  ddeemmaaiiss  vvaalloorreess  tteessttaaddooss  ((ffiigguurraa  1188  22aa))..  EEssttaa  eennzziimmaa,,  qquuaannddoo  oorriiggiinnáárriiaa  ddoo  ffuunnggoo,,  mmaanntteevvee  aattéé  qquuaassee

7700  %%  ddee  ssuuaa  aattiivviiddaaddee  óóttiimmaa  nnooss  ddeemmaaiiss  vvaalloorreess..  AA  eennzziimmaa  oobbttiiddaa  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ffoorrmmiiggaass  ffooii  mmeennooss

rreessiisstteennttee,,  ppeerrddeennddoo  aattéé  5500  %%  ddee  ssuuaa  aattiivviiddaaddee  iinniicciiaall..

--  AA  aattiivviiddaaddee  rreessiidduuaall  ddaa  αα--aammiillaassee  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  qquuaannddoo  mmaannttiiddaass  ppoorr  11  hhoorraa  nnooss

ddiiffeerreenntteess  vvaalloorreess  ddee  ppHH  ((ffiigguurraa  1188  22bb))  ffooii  ddee  qquuaassee  110000  %%  nnooss  vvaalloorreess  ddee  44,,00  aa  66,,00..  EEmm  ppHH  77,,00  hhoouuvvee

ddeeccllíínniioo  ddee,,  aapprrooxxiimmaaddaammeennttee,,  2255  %%  ddaa  aattiivviiddaaddee  ee,,  eemm  ppHH  88,,00  aa  ppeerrddaa  ddaa  aattiivviiddaaddee  ffooii,,  eemm  mmééddiiaa,,  ddee  5555

%%,,  ppaarraa    αα--aammiillaasseess  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss..

NNuummaa  aavvaalliiaaççããoo  ggeerraall  ddaa  iinnfflluuêênncciiaa  ddoo  ppHH,,  sseejjaa  nnaa  aattiivviiddaaddee  oouu  nnaa  eessttaabbiilliiddaaddee  ddaa  eennzziimmaa,,

oobbsseerrvvoouu--ssee  qquuee  eemm  vvaalloorreess  ddee  ppHH  mmaaiiss  áácciiddooss  aa  eennzziimmaa  ffooii  mmaaiiss  aattiivvaa  ee  mmaaiiss  eessttáávveell  ttaammbbéémm..  DDaaddooss

aaiinnddaa  rreevveellaamm  qquuee  oo  ppHH  nnoo  iinntteerriioorr  ddoo  nniinnhhoo  ddee  AA..  sseexxddeennss  eessttáá  nnaa  ffaaiixxaa  ddee  55,,00  aa  66,,00  ((MMuudddd  ee  BBaatteemmaann,,

11997799;;  PPoowweellll  ee  SSttrraaddlliinngg,,  11998866))..  IIssttoo  lleevvaa  àà  ccoonncclluussããoo  ddee  qquuee  mmaallttaassee  oouu  αα--aammiillaassee  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss

ppooddeemm  aattuuaarr  eeffiicciieenntteemmeennttee  nnoo  nniinnhhoo..
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FFiigguurraa  1199..  IInnfflluuêênncciiaa  ddoo  ppHH  ssoobbrree  aass  eennzziimmaass  mmaallttaassee  ((11))  ee  αα--aammiillaassee  ((22))  sseeccrreettaaddaass  ppeelloo  ffuunnggoo  LL..

ggoonnggyylloopphhoorruuss  oouu  pprreesseenntteess  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss..  IInnfflluuêênncciiaa  nnaa  aattiivviiddaaddee  ddaass

eennzziimmaass  ((aa))  ee  nnaa  eessttaabbiilliiddaaddee  ddaass  mmeessmmaass  ((bb))..

3.3. Influência do cloreto

AA  iinnfflluuêênncciiaa  ddoo  cclloorreettoo  [[ddeetteerrmmiinnaaddaa  uuttiilliizzaannddoo--ssee  oo  cclloorreettoo  ddee  ccáállcciioo  ((CCaaCCll22))]]  ffooii  tteessttaaddaa

aappeennaass  ppaarraa  αα--aammiillaassee,,  uummaa  vveezz  qquuee  aa  mmaallttaassee  nnããoo  ssooffrree  iinnccrreemmeennttoo  eemm  ssuuaa  aattiivviiddaaddee  ccoomm  aaddiiççããoo  ddoo

cclloorreettoo..  NNaa  ffiigguurraa  1199  oobbsseerrvvaa--ssee  oo  rreessuullttaaddoo  oobbttiiddoo..  OO  ggrrááffiiccoo  mmoossttrraa  aa  ccoonncceennttrraaççããoo  ddee

ssaattuurraaççããoo//ddiissssoocciiaaççããoo  ddoo  cclloorreettoo  lliiggaaddoo  àà  eennzziimmaa  ((αα--aammiillaassee  ffúúnnggiiccaa  oouu  pprreesseennttee  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass

ooppeerráárriiaass)),,  qquuee  ffooii  66,,2255  mmMM,,  eemm  aammbbooss  ooss  ccaassooss..

FFiigguurraa  2200..  IInnfflluuêênncciiaa  ddoo  CCaaCCll22  ssoobbrree  aattiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee  sseeccrreettaaddaa  ppeelloo  ffuunnggoo  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  oouu

pprreesseennttee  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss..  OO  ggrrááffiiccoo  ddooss  rreeccíípprrooccooss  rreepprreesseennttaa  aa  ccoonncceennttrraaççããoo

mmoollaarr  ddee  CCaaCCll22  ((eeiixxoo  xx))  vveerrssuuss  aa  aattiivviiddaaddee  ddee  αα--aammiillaassee  ((eeiixxoo  yy))..  AA  ccoonnssttaannttee  ddee  ddiissssoocciiaaççããoo  ddoo  cclloorreettoo

ffooii  ddee  66,,2255  mmMM..
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3.4. Determinação das constantes cinéticas Km e Vm

AAss  ccoonnssttaanntteess  cciinnééttiiccaass  ddee  MMiicchhaaeelliiss--MMeenntteenn  KKmm  ee  VVmm  ffoorraamm  ddeetteerrmmiinnaaddaass  aa  ppaarrttiirr  ddoo  pplloottee

lliinneeaarr  ddee  LLiinneewweeaavveerr--BBuurrkk  ((ffiigguurraass  2200  ee  2211))..  OOss  vvaalloorreess  eennccoonnttrraaddooss  ppaarraa  mmaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  eessttããoo

rreellaacciioonnaaddooss  nnaa  ttaabbeellaa  66::

FFiigguurraa  2211..  PPlloottee  lliinneeaarr  ddee  LLiinneewweeaavveerr--BBuurrkk  ppaarraa  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  ccoonnssttaanntteess  cciinnééttiiccaass  KKmm  ee  VVmm  ddaass

mmaallttaasseess  ppuurriiffiiccaaddaass  ddoo  ffuunnggoo  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  ee  aa  ppaarrttiirr  ddee  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss..

FFiigguurraa  2222..  PPlloottee  lliinneeaarr  ddee  LLiinneewweeaavveerr--BBuurrkk  ppaarraa  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  ccoonnssttaanntteess  cciinnééttiiccaass  KKmm  ee  VVmm  ddaass

αα--aammiillaasseess  ppuurriiffiiccaaddaass  ddoo  ffuunnggoo  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  ee  ddaa  ffoorrmmiiggaa  AA..  sseexxddeennss..
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TTaabbeellaa  66..  VVaalloorreess  ddee  KKmm  ee  VVmm  ddaass  eennzziimmaass  mmaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  sseeccrreettaaddaass  ppeelloo  ffuunnggoo  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss

ee  ttaammbbéémm  ddeetteeccttaaddaass  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddee  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss..

MMAALLTTAASSEE αα--AAMMIILLAASSEE

KKmm

((mmMM))

VVmm

((µµmmooll..mmiinn  --11))

KKmm

((mmgg//mmLL))

VVmm

((µµgg..mmiinn--11))

LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss 00,,9944 00,,7799 00,,9922 33,,8800

AA..  sseexxddeennss 22,,4422 44,,7755 00,,8844 55,,1111

3.5. Determinação do peso molecular por SDS-PAGE

OOss  vvaalloorreess  ddee  ppeessoo  mmoolleeccuullaarr,,  eessttiimmaaddooss  eemm  SSDDSS--PPAAGGEE,,  ddaass  aammiillaasseess  ddee  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  ee

ddeetteeccttaaddaass  eemm  AA..  sseexxddeennss  ffoorraamm,,  rreessppeeccttiivvaammeennttee::  7744  ee  6633  kkDDaa  ppaarraa  mmaallttaassee,,  ee  2299  ee  2277  kkDDaa  ppaarraa  αα--

aammiillaassee  ((ffiigguurraass  44,,  88,,  1133  ee  1166))..

NNaa  aavvaalliiaaççããoo  ddooss  ppaarrââmmeettrrooss  ddee  ccaarraacctteerriizzaaççããoo  ddee  mmaallttaasseess  ee  αα--aammiillaasseess  ddee  aammbbooss  ooss

oorrggaanniissmmooss  vveerriiffiiccaarraamm--ssee  ccooiinncciiddêênncciiaass  ee  ddiiffeerreennççaass  ccoomm  rreessuullttaaddooss  oobbsseerrvvaaddooss  ppaarraa  aass  mmeessmmaass  eennzziimmaass

eemm  oouuttrrooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss  oouu  iinnsseettooss,,  nnããoo  hhaavveennddoo  uumm  ppaaddrrããoo  eemm  vvaalloorreess  ddee  tteemmppeerraattuurraass  óóttiimmaass,,  KKmm  oouu

ppeessoo  mmoolleeccuullaarr..  AA  úúnniiccaa  ccaarraacctteerrííssttiiccaa  qquuee  ppaarreeccee  ssee  mmaanntteerr  ccoonnssttaannttee  eennttrree  αα--aammiillaasseess  ee  mmaallttaasseess  ddee

ddiiffeerreenntteess  oorriiggeennss  éé  aa  ffaaiixxaa  ddee  ppHH  nnaa  qquuaall  eessttaass  eennzziimmaass  ssããoo  mmaaiiss  aattiivvaass,,  qquuee  éé  eemm  vvaalloorreess  ddee  ppHH  ddee

áácciiddooss  aa  nneeuuttrrooss,,  oo  qquuee  ffooii  vveerriiffiiccaaddoo  ppaarraa  aass  aammiillaasseess  iinnvveessttiiggaaddaass  nneessttee  ttrraabbaallhhoo..  AAllffaa--aammiillaasseess  ddee

qquuaallqquueerr  oorriiggeemm  ttaammbbéémm  ssããoo  aallttaammeennttee  iinnfflluueenncciiaaddaass  ppeellaa  pprreesseennççaa  ddee  cclloorreettoo  ((YYaammaammoottoo,,  11999955)),,  ccoommoo

ffooii  vveerriiffiiccaaddoo  nnaa  ffiigguurraa  2200..

UUmmaa  ddaass  ccaarraacctteerrííssttiiccaass  qquuee  vvaallee  rreessssaallttaarr  ssããoo  aallgguunnss  ddooss  vvaalloorreess  ddee  KKmm  oobbttiiddooss  ddaass  eennzziimmaass

eessttuuddaaddaass  nneessttee  ttrraabbaallhhoo..  QQuuaannttoo  ààss  αα--aammiillaasseess,,  ooss  vvaalloorreess  ddee  KKmm  oobbttiiddooss  ddee  00,,9922  ee  00,,8844  ppooddeemm  sseerr

ccoonnssiiddeerraaddooss  bbaaiixxooss,,  iinnddiiccaannddoo  aallttaa  eeffiicciiêênncciiaa  ddaa  eennzziimmaa  ppaarraa  ddeeggrraaddaarr  oo  ssuubbssttrraattoo..  AA  mmaaiioorriiaa  ddooss  vvaalloorreess

ddee  KKmm  ddee  αα--aammiillaasseess  ddee  ddiivveerrssaass  oorriiggeennss  ssee  aaggrruuppaamm  eennttrree  11  aa  44  mmgg//mmLL  qquuaannddoo  uuttiilliizzaaddoo  aammiiddoo  ssoollúúvveell

ccoommoo  ssuubbssttrraattoo  ((TTeerrrraa  ee  FFeerrrreeiirraa,,  11999944;;  YYaammaammoottoo,,  11999955))..  PPaarraa  mmaallttaasseess  ddee  ddiiffeerreenntteess  oorriiggeennss,,  ooss  vvaalloorreess

ddee  KKmm  oobbsseerrvvaaddooss  vvaarriiaamm  ddee  22  aa  2200  mmMM  ddee  mmaallttoossee..  OO  KKmm  ddaa  eennzziimmaa  iissoollaaddaa  ddoo  iinntteessttiinnoo  ddaass  ooppeerráárriiaass

ddee  AA..  sseexxddeennss  ffooii  ddee  22,,44  mmMM,,  eessttaannddoo  ddeennttrroo  ddaa  ffaaiixxaa  ddee  vvaalloorreess  oobbsseerrvvaaddooss  ppaarraa  aa  mmaaiioorriiaa  ddaass  mmaallttaasseess,,

mmaass  oo  KKmm  ddee  00,,9944  mmMM  ddaa  mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa  mmoossttrraa  aallttaa  eeffiicciiêênncciiaa  ddeessttaa  eennzziimmaa  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo

ssuubbssttrraattoo..

OOss  eessttuuddooss  ddee  ppuurriiffiiccaaççããoo  ee  ccaarraacctteerriizzaaççããoo  ddee  aammiillaasseess  aapprreesseennttaaddooss  ffoorrnneecceerraamm  iinnffoorrmmaaççõõeess

ssoobbrree  ccoonnddiiççõõeess  óóttiimmaass  ddee  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  aammiiddoo,,  ppoossssiibbiilliittaannddoo  nnããoo  ssóó  iinnffeerrêênncciiaass  aa  rreessppeeiittoo  ddoo

ffuunncciioonnaammeennttoo  ddeessttaass  eennzziimmaass  nnooss  ddooiiss  oorrggaanniissmmooss,,  mmaass  ttaammbbéémm  ccoommppaarraaççõõeess  ee  ddiissccuussssããoo  ddaa  ppoossssíívveell

oorriiggeemm  ddaass  aammiillaasseess  pprreesseenntteess  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddee  AA..  sseexxddeennss..  OOss  ppaarrââmmeettrrooss  iimmppoorrttaanntteess  ppaarraa  aa  ccoommppaarraaççããoo

eennttrree  aass  eennzziimmaass  ffúúnnggiiccaass  ee  aass  ddeetteeccttaaddaass  nnoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall  ddaass  ooppeerráárriiaass  eessttããoo  ddiissppoossttooss  nnaa  ttaabbeellaa  77..
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Tabela 7. Comparação entre os parâmetros físico-químicos avaliados da maltase e α-amilase secretadas

pelo fungo L. gongylophorus ou isoladas do fluido fecal das operárias de A. sexdens.

MALTASE α-AMILASE

CCaarraacctteerrííssttiiccaass  AAvvaalliiaaddaass
L. gongylophorus A. sexdens L. gongylophorus A. sexdens

TTeemmppeerraattuurraa  óóttiimmaa
((aattiivviiddaaddee))

55oC 40oC 35oC 35oC

TTeemmppeerraattuurraa  ddee  iinnaattiivvaaççããoo > 60oC 45oC 50oC 55oC

TTeemmppeerraattuurraa  ddee
ddeessnnaattuurraaççããoo

((pplloottee  ddee  AArrhheenniiuuss))
55oC 45oC 35oC 35oC

IInnaattiivvaaççããoo  TTéérrmmiiccaa nd nd 87,5% de similaridade entre as
curvas

ppHH  óóttiimmoo  ((aattiivviiddaaddee)) 5,0 6,0 5,0 5,0

ppHH  óóttiimmoo  ((eessttaabbiilliiddaaddee)) 4,0 a 6,0 6,0 4,0 a 6,0 4,0 a 6,0

KKmm 0,94 mM 2,42 mM 0,92 mg/mL 0,84 mg/mL

PPMM  ((SSDDSS--PPAAGGEE)) 74 kDa 63 kDa 29 kDa 27 kDa

QQ1100 2,2 1,4 3,4 3,3

EEaa 13,0 cal/mol 16,9 cal/mol 21,2 cal/mol 21,4 cal/mol

IInnfflluuêênncciiaa  ddoo  cclloorreettoo  nnaa
aattiivviiddaaddee  ddaa  eennzziimmaa

((ccoonnssttaannttee  ddee  ddiissssoocciiaaççããoo))
nd 6,25 mM

(Km) Constante de Michaellis-Menten
(PM) Peso Molecular
(Q10) Qüoeficiente de aumento da temperatura a cada 10oC
((EEaa) Energia de ativação
(nd) não determinado

Os dados mostraram que, no que diz respeito às maltases de ambas as origens, são estas

enzimas distintas, enquanto que α-amilases tiveram características físico-químicas semelhantes. Estes

resultados sugerem que, dentre as enzimas avaliadas neste trabalho, apenas a α-amilase presente no fluido

fecal tem origem fúngica, enquanto que a maltase pode ser produzida pelos próprios insetos, ou ser

originária de outros microrganismos. Mas o que define a identidade físico-química de uma enzima e o que

garante que duas enzimas isoladas de diferentes organismos tenham a mesma origem? Segundo Copeland

(1996), enzimas são proteínas funcionais, composta de centenas de aminoácidos, que estão organizados

em uma complexa estrutura. Destes, apenas alguns participam de seu “sítio ativo”, região onde ocorrem

as reações químicas que resultam na atividade enzimática. E este agrupamento de aminoácidos de cada

proteína no seu sítio ativo é o que garante sua identidate físico-química. Portanto, proteínas produzidas

por diferentes organismos têm variações quanto à composição de aminoácidos e respondem

diferentemente às condições às quais são submetidas. Logo, proteínas que apresentam a mesma resposta a
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vários e diferentes estímulos recebidos (por exemplo: temperatura, pH), provavelmente são idênticas, pois

devem ter os mesmos aminoácidos “atuando no sítio ativo”.

As enzimas em Attini e outros insetos

As enzimas amilolíticas são amplamente distribuídas em insetos, podendo ser inclusive

produzidas por estes (Khan e Ford, 1967; Terra e Ferreira, 1994; Scrivener et al., 1998). Dentre as Attini,

já foram detectadas amilases em espécies de Atta, Acromyrmex, Cyphomyrmex, Apterostigma,

Myrmicocrypta e Sericomyrmex (Martin et al., 1973; Febvay e Kermarrec, 1983; Silva, 2000; Erthal Jr. Et

al., 2204). Quanto à produção destas enzimas pelos próprios insetos, sabe-se que são prioritariamente

produzidas em glândulas da parte mais anterior de seu trato digestivo, como glândulas salivares,

mandibulares e infra-bucais (Ayre, 1967; Febvay e Kermarrec, 1983). Há também relatos de produção de

amilases no intestino médio de insetos (Ayre, 1967). A digestão de substratos amilolíticos também parece

ocorrer prioritariamente em partes iniciais do intestino de insetos (Khan e Ford, 1967; Terra e Ferreira,

1994).

Em formigas cortadeiras há evidências da digestão de amido por enzimas produzidas pelas

próprias operárias (Febvay e Kermarrec, 1983; Silva, 2000; Silva et al., 2003). Mas porque estes insetos

também expelem estas enzimas para o ambiente externo? Este parece ser um hábito não somente das

formigas cortadeiras, mas também de vários insetos que cultivam microrganismos. Mishra (1991) discute

que a excreção de enzimas digestivas no material fecal pode ser uma adaptação que permitiu a evolução

de espécies de insetos cultivadores de fungos. Estes insetos colocariam estas enzimas digestivas sobre o

substrato, estimulando o crescimento fúngico, sendo este depois utilizado como alimento.

E qual o significado deste hábito na simbiose entre cortadeiras e seu fungo simbionte?

Martin (1975) já discutia esta questão sugerindo que as enzimas expelidas pelas formigas seriam

produzidas pelo fungo, ingeridas pelas operárias, e novamente depositadas no formigueiro, sobre o

substrato recém introduzido no ninho. Com isto, o fungo já encontraria o substrato pré-degradado antes de

ser inoculado, podendo crescer mais rapidamente e predominando sobre outros microrganismos

competidores que estão presentes no ninho. Esta afirmação também é discutida por Ronhede et al.(2004),

que demonstra experimentalmente a capacidade de operárias servirem como reservatórios de enzimas

fúngicas, concentrando-as em seu intestino e depositando-as em regiões onde há necessidade do rápido

crescimento microbiano. Esta observação remete à uma reconsideração da visão “entomocêntrica” da

simbiose entre formigas forrageadoras e fungos, priorizada por vários autores, que estabelece teorias onde

as formigas domesticaram um microrganismo para lhe servir como um “estômago externo” para digerir

polissacárides do substrato carregado até o ninho. Numa outra visão, sugerida também por Mueller

(2002), os fungos simbiontes das Attini seriam também muito atuantes no estabelecimento desta simbiose

há milhares de anos atrás. Estes seriam muito beneficiados tendo as formigas como “reservatórios” de

suas próprias enzimas.
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Fornecimento de enzimas microbianas a insetos

A interação enzimática de insetos com microrganismos que vivem no ambiente externo,

resultando em benefícios nutricionais é verificada em várias espécies. Relatos de Abrahamson e Norris

(1969) e de Kukor e Martin (1986) suportam a conclusão de que micróbios cultivados por besouros que se

alimentam de madeira são responsáveis por suprir enzimas indispensáveis à sua sobrevivência. Martin et

al. (1981) demonstraram evidências de que a origem de enzimas em onze espécies de besouros é de

microrganismos utilizados como alimento por estes. Dentre as interações relacionadas pelos autores entre

insetos e fungos estão as espécies Phenolia grossa e Laetiporus sulphureus, Tritoma pulchra e Tyromyces

albellus, Triplax thoracica e Pleurotus ostreatus, Mycetophagus flexuosus e Clavicorona pyxidata,

Bolitotherus cornutus e Ganoderma applanatum.

EEmm  vveessppaass  ddee  mmaaddeeiirraa  ddaa  eessppéécciiee  SSiirreexx  ccyyaanneeuuss,,  qquuee  ttaammbbéémm  vviivveemm  eemm  ssiimmbbiioossee  ccoomm  uumm

ffuunnggoo  bbaassiiddiioommiicceettoo  ((OOrrddeemm  AApphhyylllloopphhoorraalleess)),,  KKuukkoorr  ee  MMaarrttiinn  ((11998833))  ssuuggeerreemm  qquuee  aass  ppoolliissssaaccaarriiddaasseess

cceelluullaassee  ee  xxiillaannaassee  pprreesseenntteess  nnoo  oorrggaanniissmmoo  ddooss  iinnsseettooss  eerraamm  oorriiggiinnáárriiaass  ddee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee..  OOss

aauuttoorreess  ppuurriiffiiccaarraamm  ee  ccaarraacctteerriizzaarraamm  eessttaass  eennzziimmaass  aa  ppaarrttiirr  ddooss  ddooiiss  oorrggaanniissmmooss,,  iiddeennttiiffiiccaannddoo  aa  ssuuaa

oorriiggeemm..  MMiisshhrraa  ((11999911))  vveerriiffiiccoouu  qquuee  CCrreemmaattooggaasstteerr  ddoohhrrnnii  ccoonnssttrróóii  sseeuuss  nniinnhhooss  ccoomm  mmaatteerriiaall  ffoolliiaarr  sseeccoo

ee  ccuullttiivvaa  ssoobbrree  eessttee  uumm  ffuunnggoo  ddoo  qquuaall  ssee  aalliimmeennttaa  ee  iinnggeerree  eennzziimmaass..

MMaarrttiinn  ((11998833))  ddeeccllaarraa  qquuee  mmuuiittooss  iinnsseettooss  ccoommppeennssaamm  ssuuaa  iinnccaappaacciiddaaddee  ddee  ddeeggrraaddaarr

ssuubbssttrraattooss  iinnggeerriinnddoo  eennzziimmaass  ffúúnnggiiccaass  ee  ddee  oouuttrrooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss..  DDeennttrree  aass  AAttttiinnii  aa  iinnggeessttããoo  ddee  eennzziimmaass

ffooii  ddeemmoonnssttrraaddaa  eemm  dduuaass  ssiittuuaaççõõeess::  iinnggeessttããoo  ddee  pprrootteeiinnaasseess  ppoorr  AAttttaa  tteexxaannaa  ((BBooyydd  ee  MMaarrttiinn,,  11997755))  ee  ddee

ppeeccttiinnaasseess  ppoorr  AAccrroommyyrrmmeexx  eecchhiinnaattoorr  ee  AAttttaa  ccoolloommbbiiccaa  ((RRoonnhheeddee  eett  aall..,,  22000044))..

NNoo  ffoorrnneecciimmeennttoo  ddee  eennzziimmaass  ffúúnnggiiccaass  aa  iinnsseettooss  hháá  oo  cclláássssiiccoo  ccaassoo  ddaa  iinntteerraaççããoo  eennttrree  ccuuppiinnss  ee

ffuunnggooss  bbaassiiddiioommiicceettooss..  NNoo  mmuunnddoo  NNeeoottrrooppiiccaall,,  oo  pprriinncciippaall  iinnsseettoo  ccuullttiivvaaddoorr  ddee  ffuunnggooss  ssããoo  aass  ffoorrmmiiggaass  ddaa

TTrriibboo  AAttttiinnii..  PPoorréémm,,  eemm  oouuttrrooss  ccoonnttiinneenntteess,,  hháá  aa  ooccoorrrrêênncciiaa  ddee  oouuttrrooss  iinnsseettooss  ccoomm  eessttee  hháábbiittoo..  AAbboo--

KKhhaattwwaa  ((11997788))  rreellaattaa  ssoobbrree  aa  ssiimmbbiioossee  eennttrree  ccuuppiinnss  ddaa  ssuubbffaammíílliiaa  MMaaccrrootteerrmmiittiinnaaee  ee  oo  ffuunnggoo

bbaassiiddiioommiicceettoo  TTeerrmmiittoommyycceess  sspp..,,  qquuee  vviivveemm  ccoonnffiinnaaddooss  nnaa  rreeggiiããoo  ttrrooppiiccaall  ddooss  ccoonnttiinneenntteess  aaffrriiccaannoo  ee

aassiiááttiiccoo..  EEllee  ddiissccuuttee  ssoobbrree  aa  oorriiggeemm  ddee  eennzziimmaass  qquuee  ddeeggrraaddaamm  cceelluulloossee,,  ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluulloossee  ee  cceelloobbiioossee

ee  qquuee  eessttããoo  pprreesseenntteess  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddoo  ccuuppiimm  MMaaccrrootteerrmmeess  ssuubbhhyyaalliinnuuss..  EEllee  vveerriiffiiccoouu  qquuee  qquuaannddoo  ooss

ccuuppiinnss  eerraamm  iissoollaaddooss  ddee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  aass  aattiivviiddaaddeess  eennzziimmááttiiccaass  ssoobbrree  ooss  ppoollíímmeerrooss  cceelluulloossee  ee

ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluulloossee  eerraamm  rreedduuzziiddaass,,  eennqquuaannttoo  aa  aattiivviiddaaddee  ssoobbrree  cceelloobbiioossee  ppeerrmmaanneecciiaa  iinnaalltteerraaddaa..  AAppóóss

ppuurriiffiiccaaççããoo  ddaass  eennzziimmaass  pprreesseenntteess  nnoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ee  nnooss  iinnsseettooss,,  oo  aauuttoorr  vveerriiffiiccoouu  qquuee  cceelluullaassee  ee

ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluullaassee  ddooss  ddooiiss  eessppéécciimmeennss  eerraamm  iiddêênnttiiccaass,,  eennqquuaannttoo  aa  cceelloobbiiaassee  pprreesseennttee  nnoo  ccuuppiimm  ffooii

ddiissttiinnttaa  ddaa  eennccoonnttrraaddaa  nnoo  ffuunnggoo,,  lleevvaannddoo--oo  àà  ccoonncclluussããoo  ddee  qquuee  eessttaa  úúllttiimmaa  eennzziimmaa  eerraa  pprroodduuzziiddaa  ppeelloo

pprróópprriioo  iinnsseettoo..  RReessuullttaaddooss  sseemmeellhhaanntteess  ffoorraamm  oobbttiiddooss  ppoorr  MMaarrttiinn  ee  MMaarrttiinn  ((11997788,,  11997799))  eemm  MMaaccrrootteerrmmeess

nnaattaalleennssiiss::  cceelluullaasseess  ddeetteeccttaaddaass  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddeesstteess  iinnsseettooss  ttiinnhhaamm  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa,,  eennqquuaannttoo

ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluullaasseess  ee  cceelloobbiiaasseess  eerraamm  pprroodduuzziiddaass  ppeelloo  pprróópprriioo  iinnsseettoo..

CCeelluullaasseess  ddee  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa  eemm  ccuuppiinnss  ttaammbbéémm  ffoorraamm  ddeetteerrmmiinnaaddaass  ppoorr  ZZoobbeerrii  ((11997799))..  EEssttee

aauuttoorr  ddiissccuuttee  aa  rreelleevvâânncciiaa  ddoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ddeesstteess  iinnsseettooss  ppaarraa  aa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddaa  cceelluulloossee,,  jjáá  qquuee  eessttee

ppoollíímmeerroo  éé  oo  pprriinncciippaall  pprreeccuurrssoorr  ddee  ffoonnttee  eenneerrggééttiiccaa  ppaarraa  eelleess..  RRoouullaanndd  eett  aall..  ((11998866))  ppuurriiffiiccaarraamm
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cceelluullaasseess,,  ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluullaasseess  ee  ββ--gglliiccoossiiddaasseess  ddee  MMaaccrrootteerrmmeess  mmüülllleerrii  ee  ddee  sseeuu  ssiimmbbiioonnttee,,  oo  ffuunnggoo

TTeerrmmiittoommyycceess  sspp..,,  ee  ddeetteerrmmiinnaarraamm  qquuee  aass  dduuaass  pprriimmeeiirraass  eennzziimmaass  eerraamm  pprroodduuzziiddaass  aappeennaass  ppeelloo  ffuunnggoo..

EElleess  eennccoonnttrraarraamm  ddiiffeerreenntteess  ββ--gglliiccoossiiddaasseess  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddooss  ccuuppiinnss::  uummaa  ddee  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa  ee  oouuttrraa

pprroodduuzziiddaa  ppeelloo  ccuuppiimm..  RRoouullaanndd  eett  aall..  ((11998888))  ddeetteerrmmiinnaarraamm,,  ““iinn  vviittrroo””,,  oo  ssiinneerrggiissmmoo  eennttrree  eennzziimmaass

cceelluulloollííttiiccaass  ddeerriivvaaddaass  ddoo  ccuuppiimm  MM..  mmüülllleerrii  ee  ddee  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  TTeerrmmiittoommyycceess  sspp..  EEsstteess  aauuttoorreess

rreeaalliizzaarraamm  bbiiooeennssaaiiooss  eemm  qquuee  cceelluullaasseess  ee  ββ--gglliiccoossiiddaasseess  ddeerriivvaaddaass  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  ffoorraamm  rreeuunniiddaass

ppaarraa  ddeeppooiiss  sseerreemm  aaddiicciioonnaaddaass  aaoo  ssuubbssttrraattoo..  DDiiffeerreenntteess  mmiissttuurraass,,  ccoomm  ddiiffeerreenntteess  pprrooppoorrççõõeess  ddeessttaass

eennzziimmaass,,  aauummeennttaarraamm  aa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddaa  cceelluulloossee  eemm  aattéé  330000%%..

AA  ppaarrttiicciippaaççããoo  ddoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  nnoo  mmeettaabboolliissmmoo  ddiiggeessttiivvoo  ddee  ddiiffeerreenntteess  eessppéécciieess  ddee  ccuuppiinnss

((MMaaccrrootteerrmmeess  bbeelllliiccoossuuss,,  OOddoonnttootteerrmmeess  ppaauuppeerraannss,,  AAnncciissttrrootteerrmmeess  ccaavviitthhoorraaxx,,  MMiiccrrootteerrmmeess

ttoouummooddiieennssiiss  ee  PPsseeuuddooccaanntthhootteerrmmeess  mmiilliittaarriiss))  ttaammbbéémm  ffooii  eessttuuddaaddaa  ppoorr  RRoouullaanndd  eett  aall..  ((11999911))..  TTooddaass  aass

eessppéécciieess  ddee  ccuuppiinnss  ddeemmoonnssttrraarraamm  iinntteennssaa  aattiivviiddaaddee  eennzziimmááttiiccaa  ssoobbrree  aa  cceelloobbiioossee..  OO  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee

ddeessttaass  eessppéécciieess  nnããoo  tteevvee  ggrraannddee  aattuuaaççããoo  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddooss  oolliiggoossssaaccaarrííddeeooss,,  eexxcceettoo  oo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ddee

PP..  mmiilliittaarriiss,,  qquuee  ddeemmoonnssttrroouu  eelleevvaaddaa  aattiivviiddaaddee  eennzziimmááttiiccaa  ssoobbrree  aa  mmaallttoossee..  NNoo  qquuee  ddiizz  rreessppeeiittoo  àà

ddeeggrraaddaaççããoo  ddee  ppoolliissssaaccaarrííddeeooss,,  oo  ffuunnggoo  tteevvee  uummaa  mmaaiioorr  ppaarrttiicciippaaççããoo,,  sseennddoo  aa  xxiillaannaa  oo  ppoolliissssaaccaarrííddeeoo  mmaaiiss

ddeeggrraaddaaddoo..

VVeeiivveerrss  eett  aall..  ((11999911))  ddeetteerrmmiinnaarraamm  qquuee  ooccoorrrree  aa  pprroodduuççããoo  ddee  ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluullaasseess  ee  ββ--

gglliiccoossiiddaasseess  ttaannttoo  nnoo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ccoommoo  nnaass  eessppéécciieess  ddee  ccuuppiinnss  MMaaccrrootteerrmmeess  ssuubbhhyyaalliinnuuss  ee  MM..

mmiicchhaaeellsseennii..  EElleess  ssuuggeerreemm  qquuee  aappeennaass  99%%  ddaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddee  ccaarrbbooxxiimmeettiillcceelluulloossee  oouu  cceelloobbiioossee  ppooddeemm  sseerr

rreeaalliizzaaddooss  ppoorr  eennzziimmaass  ddee  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa,,  qquuee  eessttããoo  llooccaalliizzaaddaass  nnoo  iinntteessttiinnoo  ddeessttaass  eessppéécciieess  ddee  ccuuppiinnss..

MMaass,,  aappeessaarr  ddoo  ppeeqquueennoo  ppeerrcceennttuuaall  ddee  ddeeggrraaddaaççããoo,,  oo  ssiinneerrggiissmmoo  qquuee  ooccoorrrree  eennttrree  aass  eennzziimmaass  ddooss  ddooiiss

oorrggaanniissmmooss  ppooddee  mmeellhhoorraarr  aa  eeffiicciiêênncciiaa  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  ssuubbssttrraattoo  ((RRoouullaanndd  eett  aall..,,  11998888))..

SSllaayyttoorr  ((11999922))  ddiissccuuttee  rreessuullttaaddooss  ddooss  aauuttoorreess  cciittaaddooss  aanntteerriioorrmmeennttee  ee  qquueessttiioonnaa  qquuaannttoo  àà  rreeaall

nneecceessssiiddaaddee  qquuee  ccuuppiinnss  ccuullttiivvaaddoorreess  ddee  ffuunnggooss  ttêêmm  ccoomm  rreessppeeiittoo  àà  aaqquuiissiiççããoo  ddee  cceelluullaasseess  ddoo  sseeuu

ssiimmbbiioonnttee..  EEssttee  aauuttoorr  rreellaattaa  ooss  rreessuullttaaddooss  oobbttiiddooss  ppoorr  VVeeiivveerrss  eett  aall..  ((11999911))  ee  eessppeeccuullaa  qquuee  sseejjaa  iimmpprroovváávveell

qquuee  ooss  ccuuppiinnss  ddaa  eessppéécciiee  MM..  ssuubbhhyyaalliinnuuss  tteennhhaamm  aa  ccaappaacciiddaaddee  ddee  aaccuummuullaarr  cceelluullaasseess  eemm  sseeuu  oorrggaanniissmmoo,,

jjáá  qquuee  oo  sseeuu  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ssuupprree  ssoommeennttee  99%%  ddaass  eennzziimmaass  rreessppoonnssáávveeiiss  ppeellaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddaa  cceelluulloossee..

SSllaayyttoorr  ((11999922))  iiggnnoorraa  qquuaallqquueerr  ppoossssíívveell  ssiinneerrggiissmmoo  eennttrree  aass  cceelluullaasseess  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  ee  ddeetteerrmmiinnaa  aa

hhiippóótteessee  ddee  qquuee,,  ppoossssiivveellmmeennttee,,  eesstteess  iinnsseettooss  sseejjaamm  ccaappaazzeess  ddee  ssuupprriirr  aa  ssuuaa  pprróópprriiaa  pprroodduuççããoo  ddee  cceelluullaasseess..

MMaaiiss  rreecceenntteemmeennttee,,  WWaattaannaabbee  eett  aall..  ((11999988))  ddeetteerrmmiinnaarraamm,,  aa  ppaarrttiirr  ddoo  sseeqqüüeenncciiaammeennttoo  ddee  aammiinnooáácciiddooss,,

qquuee  cceelluullaasseess  rreelleevvaanntteess  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddaa  cceelluulloossee  ee  qquuee  ssããoo  ddeetteeccttaaddaass  nnoo  ccuuppiimm  RReettiiccuulliitteerrmmeess  ssppeerraattuuss

ssããoo  sseeccrreettaaddaass  ppoorr  ggllâânndduullaass  ssaalliivvaarreess  ddooss  pprróópprriiooss  iinnsseettooss..

Degradação de xilanase também foi estudada em cupins. Matoub e Rouland (1995)

determinaram, após purificação e caracterização de xilanases encontradas na espécie Macrotermes

bellicosus e em seu fungo simbionte Termitomyces sp., que endoxilanases detectadas no intestino dos

insetos eram de origem fúngica, enquanto que exoxilanases eram produzidas por ambos os simbiontes.
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A origem das amilases no intestino das operárias de A. sexdens

Sendo uma das principais enzimas atuantes na degradação do material foliar carregado para o

ninho, enzimas amilásicas em A. sexdens e em L. gongylophorus foram estudadas por Silva (2000), que

apresentou indícios iniciais de que o fungo produzia ao menos uma das amilases presentes no organismo

das formigas. Porém, verificou-se ainda que existiam amilases nas operárias cuja origem não era possível

identificar.

Neste trabalho agora apresentado, os resultados demonstram evidências de que a α-amilase

presente no fluido fecal de operárias de A. sexdens é de origem fúngica, e que a maltase não é originária

de L. gongylophorus. Porém, esta constatação remete à questão de como enzimas fúngicas permanecem

intactas ou estáveis no intestino dos insetos após ingeridas e ainda com atividade biológica depois de

expelidas no fluido fecal? Atualmente, as seguintes explicações podem ser fornecidas: Erthal Jr. et al.

(2004) apresentaram em seu trabalho dados que mostram a diminuição do pH na região retal de operárias

de Acromyrmex subterraneus. Estes autores discutem que esta diminuição do pH no reto seria uma

estratégia para inativar proteases, que tem maior eficiência em pHs mais alcalinos. Com isto, as enzimas

se manteriam estáveis enquanto armazenadas, e ativas após serem depositadas sobre o material foliar. Um

outro dado relevante e que deve ser considerado para explicar sobre a estabilidade destas enzimas no reto

das operárias é a detecção de glicerol, em elevada concentração, no fluido fecal de operárias de Atta

sexdens (Petacci, 2001); e glicerol é um excelente conservante de proteínas, utilizado inclusive em

laboratórios, para manter proteínas estáveis.

Quanto à α-amilase, vale ressaltar que há a possibilidade da produção desta enzima pelos

próprios insetos, mas que devem ser depositadas em outras regiões de seu intestino. Como o objetivo do

trabalho foi avaliar amilases do fluido fecal que são expelidas para o ambiente externo para atuar na

degradação do amido componente do substrato foliar carregado para o ninho, os dados mostraram que a

α-amilase atuante na degradação do amido seja prioritariamente de origem fúngica, que é ingerida pelas

operárias e concentradas no seu intestino para ser novamente depositada no ninho antes da implantação de

um novo inóculo do fungo no material foliar. Isto evidencia mais uma vez a teoria de que há ciclagem das

enzimas microbianas no ninho e que isto é um dos fatores que envolve a integração metabólica entre estes

dois organismos.
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Discussão Final

O significado do estudo de amilases na simbiose entre formigas cortadeiras e fungos

AAss  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass  ccaarrrreeggaamm  ffoollhhaass,,  fflloorreess  ee  ddeemmaaiiss  ppaarrtteess  tteennrraass  ddooss  vveeggeettaaiiss  qquuee

ccoorrttaamm..  NNooss  nniinnhhooss,,  ooccoorrrree  aa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddooss  ccoommppoonneenntteess  eessttrruuttuurraaiiss  ddeessttee  mmaatteerriiaall  vveeggeettaall,,  qquuee  éé

ffoorrmmaaddoo  pprriinncciippaallmmeennttee  ppoorr  ppoolliissssaaccaarrííddeeooss..  AA  cceelluulloossee  éé  oo  ppoolliissssaaccaarrííddeeoo  mmaaiiss  aabbuunnddaannttee  ((cceerrccaa  ddee

7700%%)),,  qquuee  ffoorrmmaa  ffiillaammeennttooss  eennttrreellaaççaaddooss  eennttrree  ssii..  EEsstteess  ffiillaammeennttooss  cceelluullóóssiiccooss  ssããoo  ppeerrmmeeaaddooss  ee  uunniiddooss

ppoorr  mmoollééccuullaass  ddee  hheemmiicceelluulloossee  ((xxiillaannaa))  ee  ppeeccttiinnaa..  EEssttaa  rreeddee  ddee  ppoolliissssaaccaarrííddeeooss  ffoorrmmaa  aa  ppaarreeccee  cceelluullaarr

vveeggeettaall..  MMaaiiss  iinntteerrnnaammeennttee,,  aa  ccéélluullaa  vveeggeettaall  aaiinnddaa  ppoossssuuii  uumm  oouuttrroo  ppoolliissssaaccaarrííddeeoo,,  oo  aammiiddoo,,  qquuee  éé  oo

pprriinncciippaall  mmaatteerriiaall  ddee  rreesseerrvvaa  ddee  vveeggeettaaiiss  ssuuppeerriioorreess  ee  ccoommppõõee  cceerrccaa  ddee  1100%%  ddee  ttooddooss  ooss  ppoolliissssaaccaarrííddeeooss

((RRaavveenn  eett  aall..,,  11999966))..

OOrrggaanniissmmooss  qquuee  uuttiilliizzaamm  vveeggeettaaiiss  eemm  ssuuaa  ddiieettaa  nneecceessssiittaamm,,  ddee  uummaa  ddeeggrraaddaaççããoo  pprréévviiaa  ddooss

ppoolliissssaaccaarrííddeeooss  pprreesseenntteess  nneesstteess  vveeggeettaaiiss..  EEssttaa  ddeeggrraaddaaççããoo  éé  rreeaalliizzaaddaa  ppoorr  aallgguummaass  eennzziimmaass  ee  ppoossssiibbiilliittaa  aa

oobbtteennççããoo  ddee  nnuuttrriieenntteess  aassssiimmiilláávveeiiss..  AAttuuaallmmeennttee  jjáá  ssee  ssaabbee  qquuee  nnããoo  hháá  hhaabbiilliiddaaddee  ddee  eennzziimmaass  ffúúnnggiiccaass  oouu

ddaass  ooppeerráárriiaass  eemm  ddeeggrraaddaarr  aa  cceelluulloossee  ddoo  mmaatteerriiaall  vveeggeettaall  ccaarrrreeggaaddoo  aattéé  oo  nniinnhhoo  ((SSiiqquueeiirraa  eett  aall..,,  11999988;;

SSiillvvaa,,  22000000;;  AAbbrriill  ee  BBuucchheerr,,  22000022))..  PPoorr  ssuuaa  vveezz,,  ffooii  vveerriiffiiccaaddoo  qquuee  gglliiccoossee  éé  oo  pprriinncciippaall  aaççúúccaarr  ppaarraa  aa

mmaannuutteennççããoo  ddee  ooppeerráárriiaass  ee  ffoorrmmaaccããoo  ddee  bbiioommaassssaa  ppeelloo  ffuunnggoo  ssiimmbbiioonnttee  ((SSiiqquueeiirraa  eett  aall..,,  11999988;;  SSiillvvaa  eett  aall..,,

22000033)),,  sseennddoo  ppoorrttaannttoo  uummaa  ffoonnttee  ddee  ccaarrbboonnoo  iimmppoorrttaannttee  ppaarraa  aa  mmaannuutteennççããoo  ddooss  nniinnhhooss..  AAppóóss  aa  cceelluulloossee,,  oo

aammiiddoo  eennttããoo  sseerriiaa  aa  pprriinncciippaall  ffoonnttee  nnaa  oobbtteennççããoo  ddaa  gglliiccoossee  ddeennttrroo  ddoo  ssiisstteemmaa  ssiimmbbiioonnttee,,  ee  ppoorr  iissttoo  aa

iimmppoorrttâânncciiaa  eemm  eessttuuddaarr  eennzziimmaass  rreessppoonnssáávveeiiss  ppeellaa  ssuuaa  ddeeggrraaddaaççããoo..  AAddeemmaaiiss  ddoo  ccoonnhheecciimmeennttoo  bbiioollóóggiiccoo

qquuee  eessttee  eessttuuddoo  pprrooppoorrcciioonnaa,,  ttaammbbéémm  ffoorrnneeccee  iinnffoorrmmaaççõõeess  iimmppoorrttaanntteess  ppaarraa  ffuuttuurrooss  eessttuuddooss  aapplliiccaaddooss  aaoo

ccoonnttrroollee  ddee  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass  aattrraavvééss  ddaa  iinntteerrffeerrêênncciiaa  eemm  sseeuu  mmeettaabboolliissmmoo..

OO  aammiiddoo  ee  aass  aammiillaasseess

OO  aammiiddoo,,  rreessuullttaaddoo  ddoo  pprroocceessssoo  ddee  ffoottoossssíínntteessee,,  éé  oo  ppoollíímmeerroo  uuttiilliizzaaddoo  ccoommoo  mmaatteerriiaall  ddee

rreesseerrvvaa  eemm  vveeggeettaaiiss  ssuuppeerriioorreess  ((RRaavveenn  eett  aall..,,  11999966))..  SSeegguunnddoo  DDooeellllee  eett  aall..  ((11999922))  éé  ccoommppoossttoo  ddee  ddooiiss

ppoollíímmeerrooss,,  aammiilloossee  ee  aammiillooppeeccttiinnaa,,  ccoomm  pprrooppoorrççõõeess  vvaarriiáávveeiiss  eennttrree  aass  eessppéécciieess  vveeggeettaaiiss..

AAmmiilloossee  éé  uumm  ppoollíímmeerroo  lliinneeaarr  ffoorrmmaaddoo  ppoorr  uunniiddaaddeess  ddee  gglliiccoossee,,  uunniiddaass  ppoorr  lliiggaaççõõeess  αα--11,,44;;  ee

aammiillooppeeccttiinnaa  éé  uumm  ggrraannddee  ee  rraammiiffiiccaaddoo  ppoollíímmeerroo  ccoommppoossttoo  ddee  uunniiddaaddeess  ddee  gglliiccoossee,,  ttaammbbéémm  uunniiddaass  ppoorr

lliiggaaççõõeess  αα--11,,44,,  ee  aaiinnddaa  lliiggaaççõõeess  αα--11,,66..  OO  ppoollíímmeerroo  ccoonnssiissttee  ddee  uummaa  ccaaddeeiiaa  pprriinncciippaall,,  ffoorrmmaaddaa  ppoorr

aapprrooxxiimmaaddaammeennttee  qquuaarreennttaa  ee  cciinnccoo  uunniiddaaddeess  ddee  gglliiccoossee..  DDeessttaa  ccaaddeeiiaa,,  ppaarrtteemm  ddiivveerrssaass  ccaaddeeiiaass  ccoonntteennddoo

1155  uunniiddaaddeess  ddee  gglliiccoossee,,  eemm  mmééddiiaa  ((DDooeellllee  eett  aall..,,  11999922))..

SSããoo  ttrrêêss  aass  pprriinncciippaaiiss  eennzziimmaass  cciittaaddaass  ccoommoo  ddeeggrraaddaaddoorraass  ddee  aammiiddoo::

11))  aa  αα--aammiillaassee  oouu  11,,44--αα--DD--gglluuccaannoo  gglluuccaannoohhiiddrroollaassee  ((EECC  33..22..11..11)),,  qquuee  qquueebbrraa  lliiggaaççõõeess  αα--11,,44,,

aalleeaattoorriiaammeennttee,,  ccoonnvveerrtteennddoo  rraappiiddaammeennttee  oo  aammiiddoo  aa  mmaallttoossee,,  gglliiccoossee,,  mmaallttoottrriioosseess  ee  αα--ddeexxttrriinnaass..  EEssttaa
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eennzziimmaa  nnããoo  hhiiddrroolliissaa  lliiggaaççõõeess  αα--11,,66,,  nnããoo  ddeeggrraaddaannddoo  ttoottaallmmeennttee  aa  aammiillooppeeccttiinnaa..  NNeessttee  ccaassoo  ppooddee  aattuuaarr

uummaa  oouuttrraa  eennzziimmaa,,  aa  ddeexxttrriinnaa,,  qquuee  qquueebbrraa  aass  lliiggaaççõõeess  αα--11,,66..  OOccoorrrree  ccoommuummeennttee  eemm  ttooddooss  ooss  oorrggaanniissmmooss,,

pprriinncciippaallmmeennttee  eemm  ffuunnggooss  ee  bbaaccttéérriiaass  ((DDooeellllee  eett  aall..,,  11999922));;

22))  mmaallttaassee  oouu  αα--DD--gglluuccoossííddeeoo  gglluuccoohhiiddrroollaassee  ((EECC  33..22..11..2200)),,  eexxoo--hhiiddrroollaassee  qquuee  qquueebbrraa

lliiggaaççõõeess  gglliiccoossííddiiccaass  ttiippoo  αα--11,,44  oouu  αα--11,,66  ddee  ssaaccaarrííddeeooss  ccuurrttooss..  ÉÉ  aammppllaammeennttee  ddiissttrriibbuuííddaa  eennttrree

mmiiccrroorrggaanniissmmooss;;

33))  ββ--aammiillaassee  oouu  11,,44--αα--DD--gglluuccaannoo  mmaallttoohhiiddrroollaassee  ((EECC  33..22..11..22)))),,  eexxoohhiiddrroollaassee  qquuee  hhiiddrroolliissaa  aa

ppeennúúllttiimmaa  lliiggaaççããoo  αα--11,,44  ddaa  eexxttrreemmiiddaaddee  nnããoo--rreedduuttoorraa  ddaa  ccaaddeeiiaa  ddoo  ssuubbssttrraattoo..  EEssttaa  eennzziimmaa  nnããoo  éé  ccaappaazz  ddee

hhiiddrroolliissaarr  lliiggaaççõõeess  αα--11,,66  ddooss  ssuubbssttrraattooss  rraammiiffiiccaaddooss..  OOccoorrrree  eemm  vváárriiooss  ttiippooss  ddee  ppllaannttaass..

UUttiilliizzaaççããoo  ddee  iinniibbiiddoorreess  ddee  aammiillaassee  nnoo  ccoonnttrroollee  ddee  iinnsseettooss  ffiittóóffaaggooss  ee  ffuunnggooss  ffiittooppaattooggêênniiccooss

DDeessddee  aa  pprriimmeeiirraa  mmeettaaddee  ddoo  ssééccuulloo  ppaassssaaddoo  ssããoo  rreeaalliizzaaddooss  eessttuuddooss  oobbjjeettiivvaannddoo  aa  ddeessccoobbeerrttaa

ddee  iinniibbiiddoorreess  ddee  aammiillaasseess  ((IIAA))  ((SSoorreennsseenn  eett  aall..,,  22000044)),,  qquuee  vvêêmm  sseennddoo  iissoollaaddooss  pprriinncciippaallmmeennttee  ddee  ppllaannttaass

lleegguummiinnoossaass  ((PPaayyaann,,  22000044))..

HHáá  dduuaass  ccaatteeggoorriiaass  ddee  IIAA,,  ooss  ddee  oorriiggeemm  pprroottééiiccaa  ee  ooss  nnããoo  pprroottééiiccooss  ((FFrraannccoo  eett  aall..,,  22000022))..  OOss

iinniibbiiddoorreess  nnããoo  pprroottééiiccooss  ssããoo::  aaccaarrbboossee  oouu  áácciiddoo  aassccóórrbbiiccoo,,  iissoo--aaccaarrbboossee,,  aaccaarrvviioossiinnee--gglliiccoossee,,  áácciiddooss

iissoollaaddooss  ddee  HHiibbiissccuuss  ssaabbddaarriiffffaa  ((hhiibbiissccoo))  ee  cciiccllooddeexxttrriinnaass..  AAccaarrvviioossiinnee--gglliiccoossee,,  iissoo--aaccaarrbboossee  ee

cciiccllooddeexxttrriinnaass  ssããoo  mmaaiiss  eeffiicciieenntteess  ppaarraa  iinniibbiirr  aammiillaassee  hhuummaannaa..

OOss  iinniibbiiddoorreess  ddee  oorriiggeemm  pprroottééiiccaa  ssããoo  iissoollaaddooss  ddee  mmiiccrroorrggaanniissmmooss,,  ppllaannttaass  ee  aanniimmaaiiss  ee  ssããoo

ddiivviiddiiddooss  eemm  sseeiiss  ddiiffeerreenntteess  ccllaasssseess,,  sseegguunnddoo  FFrraannccoo  eett  aall..  ((22000022)),,  PPaayyaann  ((22000044))  ee  PPeerreeiirraa  eett  aall..  ((22000044)),,  ddee

aaccoorrddoo  ccoomm  ssuuaa  eessttrruuttuurraa  ee  mmooddoo  ddee  iinniibbiiççããoo::

11))    LLeeccttiinnaass::  iissoollaaddaass  ddee  ddiiffeerreenntteess  eessppéécciieess  ddee  ffeeiijjããoo,,  éé  eeffeettiivvoo  ccoonnttrraa  iinnsseettooss;;

22))  ““kknnoottttiinn--lliikkee””::  iissoollaaddoo  ddee  sseemmeenntteess  ddee  AAmmaarraanntthhuuss  hhyyppooccoonnddrriiaaccuuss  ttaammbbéémm  ccoonnhheecciiddoo

ccoommoo  AAAAII  ((ssiiggllaa  eemm  iinnggllêêss)),,  éé  eessppeecciiffiiccoo  ppaarraa  iinniibbiirr  aammiillaasseess  ddee  iinnsseettooss;;

33))  ““CCeerreeaall--ttyyppee””::  pprreesseenntteess  eemm  ddiiffeerreenntteess  cceerreeaaiiss,,  éé  eeffeettiivvoo  ccoonnttrraa  aammiillaasseess  ddee  ddiiffeerreenntteess

oorriiggeennss,,  mmaass  tteemm  ffoorrttee  aaffiinniiddaaddee  ppaarraa  aammiillaasseess  ddee  iinnsseettooss;;

44))  ““KKuunniittzz--lliikkee””::  pprreesseenntteess  eemm  cceevvaaddaa,,  ttrriiggoo  ee  aarrrroozz,,  éé  ttaammbbéémm  ccoonnhheecciiddoo  ccoommoo  BBAASSII  ((ssiiggllaa

eemm  iinnggllêêss));;

55))  ““γγ--ppuurrootthhiioonniinn--lliikkee””::  iissoollaaddoo  ddee  SSoorrgghhuumm  bbiiccoolloorr  ((ssoorrggoo)),,  éé  eessppeecciiffiiccoo  ssoommeennttee  ppaarraa

iinnsseettooss;;

66))””TThhaauummaattiinn--lliikkee””::  iissoollaaddoo  pprriinncciippaallmmeennttee  ddee  ZZeeaa  mmaayyss  ((mmiillhhoo)),,  éé  eeffiicciieennttee  ccoommoo  IIAA  ddee

ffuunnggooss..

PPaarraa  ffuunnggooss  nnããoo  hháá  mmuuiittooss  eessttuuddooss  ssoobbrree  IIAA  ((FFiigguueeiirraa  eett  aall..,,  22000022)),,  eennqquuaannttoo  qquuee  ppaarraa  iinnsseettooss

mmuuiittooss  ssããoo  ooss  ddaaddooss  eeffeettiivvooss  jjáá  oobbttiiddooss  nnaa  iinniibbiiççããoo  ddeessttaass  eennzziimmaass  ((FFrraannccoo  eett  aall..,,  22000022))..  PPoorréémm,,  aappeessaarr

ddooss  rreessuullttaaddooss  pprroommiissssoorreess,,  ppoouuccaa  aapplliiccaaççããoo  bbiiootteeccnnoollóóggiiccaa  éé  iinnvveessttiiggaaddaa  ee  nneennhhuummaa  pprroodduuççããoo  iinndduussttrriiaall

ddeesstteess  iinniibbiiddoorreess  eeffeettiivvooss  ccoonnttrraa  iinnsseettooss  oouu  ffuunnggooss  ffooii  ffeeiittaa  ((SSoorreennsseenn  eett  aall..,,  22000044))..
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CCoommeerrcciiaallmmeennttee,,  oo  úúnniiccoo  iinniibbiiddoorr  ddee  aammiillaassee  pprroodduuzziiddoo  aattéé  oo  mmoommeennttoo  éé  oo  ddee  nnoommee

ccoommeerrcciiaall    ““FFaabbeennooll””  ((mmaarrccaa  rreeggiissttrraaddaa  ddoo  LLaabboorraattóórriioo  nnoorrttee  aammeerriiccaannoo  SSAAMMII)),,  iissoollaaddoo  ddee  sseemmeenntteess  ddoo

ffeeiijjããoo  PPhhaasseeoolluuss  vvuullggaarriiss  ee  uuttiilliizzaaddoo  ppaarraa  iinniibbiirr  aammiillaassee  hhuummaannaa  eemm  ttrraattaammeennttooss  ccoonnttrraa  ddiiaabbeettee  ee

oobbeessiiddaaddee..

CCoommoo  éé  oo  aattuuaall  ccoonnttrroollee  ddaass  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass??

AAttuuaallmmeennttee,,  oo  eeffeettiivvoo  ccoonnttrroollee  ddee  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass  éé  rreeaalliizzaaddoo  aattrraavvééss  ddaa  aapplliiccaaççããoo  ddee

pprroodduuttooss  qquuíímmiiccooss,,  nnaa  ffoorrmmaa  ddee  iissccaass  ffoorrmmiicciiddaass,,  ppóóss  sseeccooss  ee  tteerrmmoonneebbuulliizzaaççããoo..  SSããoo  iinnsseettiicciiddaass  àà  bbaassee  ddee

ggrruuppooss  ffoossffoorraaddooss,,  ssuullffoonnaass  ee  ppiirreettrróóiiddeess,,  ddeennttrree  oouuttrrooss  ((ZZaanneettttii  eett  aall..,,  22000022))..

BBooaarreettttoo  ee  FFoorrttii  ((11999977)),,  eemm  ““PPeerrssppeeccttiivvaass  nnoo  CCoonnttrroollee  ddee  FFoorrmmiiggaass  CCoorrttaaddeeiirraass””,,  ddiissccuutteemm,,

aalléémm  ddoo  ccoonnttrroollee  qquuíímmiiccoo,,  aass  lliinnhhaass  ddee  ccoonnttrroollee  bbiioollóóggiiccoo  jjáá  rreeaalliizzaaddaass..  SSeegguunnddoo  eesstteess  aauuttoorreess,,  oo  ccoonnttrroollee

bbiioollóóggiiccoo  ppooddee  sseerr  pprroommiissssoorr,,  mmaass  eexxppeerriimmeennttooss  ddee  ccaammppoo  nnããoo  rreessppoonnddeemm  eeffiicciieenntteemmeennttee  nnoo  ccoonnttrroollee

ddeesstteess  iinnsseettooss..  OO  mmaanneejjoo  iinntteeggrraaddoo  ((MMIIPP))  ttaammbbéémm  éé  ddiissccuuttiiddoo,,  ppoorréémm  hháá  aa  nneecceessssiiddaaddee  ddee  eessttuuddooss  ddee

bbiioollooggiiaa  bbáássiiccaa  eemm  nniinnhhooss  ddee  ccaammppoo  ppaarraa  qquuee  sseejjaa  ppoossssíívveell  eessttaabbeelleecceerr  eessttrraattééggiiaass  ddee  MMIIPP  ccoomm  ffoorrmmiiggaass

ccoorrttaaddeeiirraass..

CCoonnttrroollee  mmiiccrroobbiioollóóggiiccoo  ddee  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass  rreeaalliizzaaddoo  ppoorr  ddiivveerrssooss  aauuttoorreess  éé  rreellaattaaddoo  ppoorr

KKeerrmmaarrrreecc  eett  aall..  ((11998866))..  NNeessttee  ttrraabbaallhhoo  ooss  aauuttoorreess  ddiissccuutteemm  ssoobbrree  rreessuullttaaddooss  ddaa  uuttiilliizzaaççããoo  ddee  ffuunnggooss

eennttoommooppaattooggêênniiccooss,,  nneemmaattóóiiddeess  mmiiccóóffaaggooss  ee  ppaarraassiittaass  ddee  iinnsseettooss  nnoo  ccoonnttrroollee  ddaass  ffoorrmmiiggaass  ee  ddee  sseeuu  ffuunnggoo

ssiimmbbiioonnttee..  AAppeessaarr  ddee  bboonnss  rreessuullttaaddooss  iinniicciiaaiiss  eemm  aallgguunnss  ttrraabbaallhhooss,,  uumm  eeffeettiivvoo  ccoonnttrroollee  uuttiilliizzaannddoo

mmiiccrroorrggaanniissmmooss  nnããoo  ffooii  oobbsseerrvvaaddoo..  OOss  aauuttoorreess  ddiissccuutteemm  qquuee  eessttrraattééggiiaass  mmeeccâânniiccaass  ee  bbiiooqquuíímmiiccaass  ddaass

AAttttiinnii  ppaarraa  ccoonnttrroollaarr  ppaattoollooggiiaass  nnoo  nniinnhhoo  lleevvaamm  aaoo  iinnssuucceessssoo  nnoo  ccoonnttrroollee  ddeesstteess  iinnsseettooss..

AAllgguunnss  rreessuullttaaddooss  nnoo  ccoonnttrroollee  ddee  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass  uuttiilliizzaannddoo  ffuunnggooss  eennttoommooppaattooggêênniiccooss

ffoorraamm  oobbttiiddooss  ppoorr  DDiieehhll--FFlleeiigghh  eett  aall..  ((11999933)),,  mmaass  aa  nnããoo  aapplliiccaabbiilliiddaaddee  ddeessttaass  ppeessqquuiissaass  aattéé  oo  mmoommeennttoo

eevviiddeenncciiaa  aa  ddiiffiiccuullddaaddee  ddeessttee  ttiippoo  ddee  ccoonnttrroollee..

TTaallvveezz  aa  uuttiilliizzaaççããoo  ddoo  pprriinncciippaall  mmiiccrroorrggaanniissmmoo  ppaarraassiittaa  ddooss  nniinnhhooss  ddee  AAttttiinnii,,  oo  ffuunnggoo

ffiillaammeennttoossoo  EEssccoovvooppssiiss  sspp..  ppoossssaa  ffoorrnneecceerr  bboonnss  rreessuullttaaddooss  nnoo  ccoonnttrroollee  mmiiccrroobbiioollóóggiiccoo  ddeesstteess  iinnsseettooss--

pprraaggaa,,  ppoorréémm  aaiinnddaa  nnããoo  hháá  eessttuuddooss  ccoomm  ssuuaa  uuttiilliizzaaççããoo..

AA  uuttiilliizzaaççããoo  ddee  eessppéécciieess  vveeggeettaaiiss  ttóóxxiiccaass  ee  ssuuaass  ssuubbssttâânncciiaass  aattiivvaass  ttaammbbéémm  éé  uummaa  lliinnhhaa  ddee

ppeessqquuiissaa  ddiirreecciioonnaaddaa  aaoo  ccoonnttrroollee  ddeesstteess  iinnsseettooss..  AA  uuttiilliizzaaççããoo  ddoo  ggeerrggeelliimm  ((SSeessaammuumm  iinnddiiccuumm))  éé  oo  ccaassoo

mmaaiiss  cclláássssiiccoo  oobbsseerrvvaaddoo  ((HHeebblliinngg--BBeerraallddoo  eett  aall..,,  11999911)),,  mmaass  oouuttrraass  ppllaannttaass  eess  sseeuuss  ccoommppoossttooss  vvêêmm  sseennddoo

tteessttaaddooss  eemm  llaabboorraattóórriioo,,  ppoorréémm  aaiinnddaa  nnããoo  hháá  eeffeettiivvaammeennttee  qquuaallqquueerr  ssuubbssttâânncciiaa  vveeggeettaall  ttóóxxiiccaa  eelleeiittaa  ppaarraa  oo

ccoonnttrroollee  ddeesstteess  oorrggaanniissmmooss  ssiimmbbiioonntteess  eemm  ffoorrmmiigguueeiirrooss  ddee  ccaammppoo..

EEmm  rreessuummoo,,  aass  úúnniiccaass  ssuubbssttâânncciiaass  ccoomm  aapplliiccaabbiilliiddaaddee  nnoo  ccaammppoo  ppaarraa  oo  ccoonnttrroollee  ddeessttaass

ffoorrmmiiggaass  ssããoo  ooss  pprroodduuttooss  qquuíímmiiccooss  jjáá  ddeessccrriittooss  aanntteerriioorrmmeennttee..  LLeevvaannddoo--ssee  eemm  ccoonnssiiddeerraaççããoo  pprroovváávveeiiss

eeffeeiittooss  nnoocciivvooss  aaoo  hhoommeemm  ee  aaoo  mmeeiioo  aammbbiieennttee  qquuee  eesstteess  pprroodduuttooss  ppooddeemm  ccaauussaarr,,  aassssoocciiaaddoo  ttaammbbéémm  aaoo

eelleevvaaddoo  íínnddiiccee  ddee  rreessiissttêênncciiaass  qquuee  iinnsseettooss  ppooddeemm  ddeesseennvvoollvveerr  aa  eesstteess  pprroodduuttooss  ((LLoorriinnii  ee  BBeecckkeell,,  22000022)),,  aa

nneecceessssiiddaaddee  ddaa  ppeessqquuiissaa  ddee  nnoovvooss  pprroodduuttooss  ppaarraa  oo  ccoonnttrroollee  ddaass  ffoorrmmiiggaass  ccoorrttaaddeeiirraass  eemm  áárreeaass  aaggrrííccoollaass  éé
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uurrggeennttee..  EE  éé  nneessttee  ccaammppoo  qquuee  oo  iinnvveessttiimmeennttoo  eemm  eessttuuddooss  ddee  iinniibbiiddoorreess  eennzziimmááttiiccooss  ppooddee  tteerr  rreelleevvaannttee

iimmppoorrttâânncciiaa..

CCoonncclluussõõeess::

AAss  pprriinncciippaaiiss  ccoonncclluussõõeess  oobbttiiddaass  nneessttee  ttrraabbaallhhoo  ffoorraamm::

11..QQuuaannttoo  àà  iinnfflluuêênncciiaa  ddaass  ffoonntteess  ddee  ccaarrbboonnoo  nnoo  ccrreesscciimmeennttoo  ffúúnnggiiccoo  oouu  nnaa  iinndduuççããoo  ddee  ssuuaass

pprrootteeíínnaass  ttoottaaiiss  ee  ddaass  eennzziimmaass  eessttuuddaaddaass::

11..11..  AAmmiiddoo,,  mmaallttoossee  oouu  gglliiccoossee,,  ffoorrnneecciiddooss  sseeppaarraaddaammeennttee  oouu  mmeessccllaaddooss  eennttrree  ssii,,

iinndduuzziirraamm  sseemmeellhhaanntteemmeennttee  aa  ffoorrmmaaççããoo  ddee  bbiioommaassssaa  ppoorr  LL..  ggoonnggyylloopphhoorruuss  aappóóss  3300  ddiiaass

ddee  ccuullttiivvoo;;

11..22..  NNããoo  hhoouuvvee  ddiiffeerreennççaa  qquuaannttoo  àà  vvaarriieeddaaddee  ddee  pprrootteeíínnaass  pprroodduuzziiddaass  ppoorr  LL..

ggoonnggyylloopphhoorruuss  ((ddeetteeccttaaddaass  eemm  SSDDSS--PPAAGGEE))  qquuaannddoo  eessttee  ffooii  mmaannttiiddoo  eemm  aammiiddoo,,  mmaallttoossee

oouu  gglliiccoossee;;

11..33..  AAllffaa--aammiillaassee  ffooii  mmaaiiss  pprroodduuzziiddaa  eemm  aammiiddoo  ee  mmaallttoossee,,  sseeppaarraaddooss  oouu  mmeessccllaaddooss  eennttrree

ssii  ee  mmeennooss  pprroodduuzziiddaa  eemm  mmeeiiooss  ccoonntteennddoo  gglliiccoossee  ccoommoo  ffoonnttee  ddee  ccaarrbboonnoo;;

11..44..  MMaallttaassee  ffooii  pprroodduuzziiddaa  ssoommeennttee  eemm  mmeeiiooss  ccoonntteennddoo  aammiiddoo  oouu  mmaallttoossee,,  sseeppaarraaddooss  oouu

mmeessccllaaddooss  eennttrree  ssii  ee  ttoottaallmmeennttee  iinniibbiiddaa  ppoorr  gglliiccoossee..

22..QQuuaannttoo  àà  ccaarraacctteerriizzaaççããoo  ffííssiiccoo--qquuíímmiiccaa  ddaa  mmaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  sseeccrreettaaddaass  ppoorr  LL..

ggoonnggyylloopphhoorruuss  oouu  oorriiggiinnáárriiaa  ddoo  iinntteessttiinnoo  ppoosstteerriioorr  ddee  AA..  sseexxddeennss  ee  ppuurriiffiiccaaddaass  eemm  rreessiinnaass  ddee

ccrroommaattooggrraaffiiaa  llííqquuiiddaa  ((ttrrooccaa  iiôônniiccaa,,  iinntteerraaççããoo  hhiiddrrooffóóbbiiccaa  ee  eexxcclluussããoo  mmoolleeccuullaarr))::

22..11..  RReessuullttaaddooss  rreessuummiiddooss  nnaa  ttaabbeellaa  aabbaaiixxoo::

MALTASE α-AMILASE

CCaarraacctteerrííssttiiccaass  AAvvaalliiaaddaass
L. gongylophorus A. sexdens L. gongylophorus A. sexdens

TTeemmppeerraattuurraa  óóttiimmaa  ((aattiivviiddaaddee)) 55oC 40oC 35oC 35oC

TTeemmppeerraattuurraa  ddee  iinnaattiivvaaççããoo > 60oC 45oC 50oC 55oC

TTeemmppeerraattuurraa  ddee  ddeessnnaattuurraaççããoo
((pplloottee  ddee  AArrhheenniiuuss)) 55oC 45oC 35oC 35oC

IInnaattiivvaaççããoo  TTéérrmmiiccaa nd nd 87,5% de similaridade entre as curvas

ppHH  óóttiimmoo  ((aattiivviiddaaddee)) 5,0 6,0 5,0 5,0

ppHH  óóttiimmoo  ((eessttaabbiilliiddaaddee)) 4,0 a 6,0 6,0 4,0 a 6,0 4,0 a 6,0

KKmm 0,94 mM 2,42 mM 0,92 mg/mL 0,84 mg/mL

PPMM  ((SSDDSS--PPAAGGEE)) 74 kDa 63 kDa 29 kDa 27 kDa

QQ1100 2,2 1,4 3,4 3,3

EEaa 13,0 cal/mol 16,9 cal/mol 21,2 cal/mol 21,4 cal/mol

IInnfflluuêênncciiaa  ddoo  cclloorreettoo  nnaa  aattiivviiddaaddee
ddaa  eennzziimmaa

((ccoonnssttaannttee  ddee  ddiissssoocciiaaççããoo))
nd 6,25 mM

(Km) Constante de Michaellis-Menten
(PM) Peso Molecular
(Q10) Qüoeficiente de aumento da temperatura a cada 10oC
((EEaa) Energia de ativação
(nd) não determinado
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33..QQuuaannttoo  àà  ccoommppaarraaççããoo  ((aa  ppaarrttiirr  ddaass  ccaarraacctteerrííssttiiccaass  ffííssiiccoo--qquuíímmiiccaass))  ee  ppoossssíívveell  oorriiggeemm  ddaa

mmaallttaassee  ee  αα--aammiillaassee  pprreesseenntteess  nnoo  iinntteessttiinnoo  ppoosstteerriioorr  ddee  AA..  sseexxddeennss::

33..11..  MMaallttaassee  ddee  aammbbaass  aass  oorriiggeennss  ssããoo  eennzziimmaass  ddiissttiinnttaass  ee  aa  αα--aammiillaassee  pprreesseennttee  nnoo

iinntteessttiinnoo  ppoosstteerriioorr  ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AA..  sseexxddeennss  éé  ddee  pprroovváávveell  oorriiggeemm  ffúúnnggiiccaa;;

44..  CCoonncclluussõõeess  ffiinnaaiiss

44..11..  AA  αα--aammiillaassee  ffúúnnggiiccaa  pprroovvaavveellmmeennttee  éé  uummaa  eennzziimmaa  eessttáávveell  ee  qquuee  ppeerrmmaannccee  aattiivvaa

mmeessmmoo  aappóóss  aattrraavveessssaarr  oo  iinntteessttiinnoo  ddaass  ooppeerráárriiaass  aadduullttaass..  EE  eessttaa  ddeevvee  sseerr  aa  eennzziimmaa  pprriioorriittáárriiaa  nnaa

ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  aammiiddoo..  PPoorréémm,,  ppaarraa  aa  ccoommpplleettaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  aammiiddoo  ffoolliiaarr  ccoomm  eennzziimmaass  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall,,  aa

mmaallttaassee  ffúúnnggiiccaa  nnããoo  ddeevvee  ppaarrttiicciippaarr,,  uummaa  vveezz  qquuee,,  ssee  eessttaa  ffoorr  iinnggeerriiddaa  ppeellaass  ooppeerráárriiaass,,  nnããoo  rreessiissttee  aaoo  ttrraattoo

iinntteessttiinnaall  ddeessttaass..  EEnnttããoo,,  ppaarraa  aa  ccoommpplleettaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  aammiiddoo,,  aa  ppaarrttiirr  ddee  eennzziimmaass  pprreesseenntteess  nnoo  fflluuiiddoo

ffeeccaall,,  aa  pprriinncciippaall  mmaallttaassee  aattuuaannttee  sseerriiaa  aa  mmaallttaassee  oorriiggiinnáárriiaa  ddoo  iinntteessttiinnoo  ddooss  iinnsseettooss,,  qquuee  ppooddee  sseerr

pprroodduuzziiddaa  ppoorr  eesstteess  oouu  oorriiggiinnáárriiaa  ddee  oouuttrrooss  mmiiccrroorrggaanniissmmooss;;

44..22..  AA  ppaarrttiicciippaaççããoo  ffúúnnggiiccaa  nnaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo  aammiiddoo  pprreesseennttee  nnoo  ssuubbssttrraattoo  ffoolliiaarr  ccoorrttaaddoo  ee

ccaarrrreeggaaddoo  ppaarraa  oo  nniinnhhoo  ppeellaass  ooppeerráárriiaass  ccoonnssiissttee  nnoo  ffoorrnneecciimmeennttoo  ddee  ssuuaa  αα--aammiillaassee  ààss  ffoorrmmiiggaass,,  ppaarraa  qquuee

eessttaass  aa  ccoonncceennttrreemm  eemm  sseeuu  iinntteessttiinnoo  ppoosstteerriioorr  ee  aa  rreeccoollooqquuee  nnoo  nniinnhhoo  aattrraavvééss  ddoo  fflluuiiddoo  ffeeccaall,,  dduurraannttee  oo

ttrraattaammeennttoo  ddoo  ssuubbssttrraattoo  ffoolliiaarr..  AAssssiimm,,  aalléémm  ddaa  cciiccllaaggeemm  ddeessttaass  eennzziimmaass,,  hháá  aa  ggaarraannttiiaa  ddaa  ddeeggrraaddaaççããoo  ddoo

aammiiddoo  ddoo  ssuubbssttrraattoo  rraappiiddaammeennttee,,  pprroodduuzziinnddoo  gglliiccoossee  ((mmeettaabbóólliittoo  ffoorrmmaaddoo  aappóóss  aa  ssuuaa  ddeeggrraaddaaççããoo)),,

nnuuttrriieennttee  iimmppoorrttaannttee  ppaarraa  aa  ssoobbrreevviivvêênncciiaa  ddee  aammbbooss  ooss  ssiimmbbiioonntteess..

CCoomm  ooss  rreessuullttaaddooss  aapprreesseennttaaddooss  nneessttee  ttrraabbaallhhoo,,  qquuee  eennvvoollvveeuu  aa  ddeetteerrmmiinnaaççããoo  ddaass  pprriinncciippaaiiss

ffoonntteess  ddee  ccaarrbboonnoo  iinndduuttoorraass  ddee  aammiillaasseess  ee  oo  eessttuuddoo  ddee  ccaarraacctteerriizzaaççããoo  ddeessttaass  eennzziimmaass  ppuurriiffiiccaaddaass  aa  ppaarrttiirr

ddaass  ooppeerráárriiaass  ddee  AAttttaa  sseexxddeennss  ee  ddee  sseeuu  ssiimmbbiioonnttee,,  oo  ffuunnggoo  LLeeuuccooaaggaarriiccuuss  ggoonnggyylloopphhoorruuss,,  pprrooppoorrcciioonnoouu--

ssee  nnããoo  ssóó  aa  ccoommppaarraaççããoo  eennttrree  aammiillaasseess  sseeccrreettaaddaass  ppoorr  eesstteess  oorrggaanniissmmooss,,  mmaass  aass  iinnffoorrmmaaççõõeess  bbáássiiccaass

eesssseenncciiaaiiss  ppaarraa  ffuuttuurraass  ppeessqquuiissaass  nnaa  uuttiilliizzaaççããoo  ddeessttaass  eennzziimmaass  ccoommoo  aallvvoo  nnoo  ccoonnttrroollee  ddaass  ffoorrmmiiggaass

ccoorrttaaddeeiirraass  eemm  áárreeaass  aaggrrííccoollaass..
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