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RESUMO 
 

Trealases são enzimas largamente distribuídas nos organismos e são 

altamente específicas, hidrolisando somente trealose. No passado foram divididas 

em dois grupos, ácidas e neutras, considerando o seu pH de atuação. Apesar da 

estrita especificidade, as trealases das diferentes fontes exibem uma grande 

diversidade de propriedades bioquímicas.  

Atualmente é evidente que a simples divisão em ácidas e neutras não é mais 

satisfatória. Sabe-se que em fungos termófilos há fortes evidencias da existência de 

um grupo intermediário de trealase, com características mistas, de ácidas e de 

neutras. Em fungos filamentosos, as trealases ácidas são glicoproteínas termo-

resistentes e sua atividade são pouco influenciadas por íons ou outras moléculas. As 

trealases neutras não são glicoproteícas, são mais lábeis que as ácidas, de 

localização intracelular, atuam sobre o “pool” endógeno de trealose e são muito 

influenciadas por íons e fosforilação dependente de PKA.  

O fungo Malbranchea pulchella é termofílico e vive normalmente na 

decompostagem entre os demais termófilos e é pouco estudado do ponto de vista 

fisiológico e bioquímico. O objetivo desse trabalho foi purificar e caracterizar as 

trealases intra e extracelular deste fungo, visando a comparação com as trealases 

de outros termófilos.  

Esse fungo cresce melhor em meio contendo amido e/ou maltose como fonte 

de carbono. A enzima é produzida com mais eficácia em incubadora que movimenta 

os frascos por excursão. O processo de purificação consistiu em cromatografia da 

enzima extracelular em coluna de DEAE-Celulose pH 7,0, seguida da cromatografia 

em uma coluna hidrofóbica de Phenyl-Sepharose pH 7,0 e re-cromatografia em uma 

DEAE-Celulose pH 5,0. A enzima foi purificada 33,7 vezes, com uma atividade 

específica de 84,50 U/mg de proteína e um rendimento de 6%. A análise em PAGE e 

SDS-PAGE mostrou uma única banda de proteína de aproximadamente 52 kDa, e a 

massa molecular foi estimada por filtração em 104 kDa. A atividade máxima foi 

conseguida em pH 5,0, na temperatura de 55ºC. 

A trealase intracelular foi purificada com dois passos. O processo de 

purificação consistiu em aplicação da enzima intracelular em coluna de DEAE-

Celulose pH 7,0, seguida da aplicação do “pool” de DEAE em uma coluna 

hidrofóbica de Phenyl-Sepharose pH 7,0. A enzima foi purificada 24 vezes, com uma 
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atividade específica de 50 U/mg de proteína e um rendimento de 21%. A análise em 

PAGE e SDS-PAGE mostrou uma única banda de proteína de aproximadamente 50 

kDa, e a massa molecular foi estimada por filtração em 150 kDa. A atividade máxima 

foi conseguida em pH 5,5-6,0, e na temperatura de 50ºC. As enzimas purificadas 

são específicas para trealose e não hidrolisaram avicel, amido, maltose, sacarose, 

lactose e rafinose.  

As trealases purificadas exibiram um pI de 3,5 e 3,0 para trealase extracelular 

e intracelular, respectivamente. A trealase extracelular foi ativada por manganês 

(50%) e cobalto (14%) e inibida por cálcio (cerca de 42%), alumínio (43%), chumbo 

(34%), ferro (61%), mercúrio (66%) e prata (56%). Outros íons não tiveram efeito 

significante sobre a atividade da enzima extracelular. A trealase intracelular foi 

ativada por manganês (41%), cobalto (40%), e prata (31%). A enzima foi inibida por 

alumínio (58%), cobre (38%), zinco (57%), chumbo (50%), ferro (71%), EDTA (40%) 

e mercúrio (100%). Outros íons não exerceram ativação e/ou inibição significante na 

atividade da enzima intracelular. A trealase extracelular, na presença de 20 mM de 

manganês, tem sua ativação máxima; enquanto que na presença de cobalto, a 

enzima necessita de 10 mM. Para enzima intracelular é necessário 40 mM de 

manganês ou cobalto para sua ativação máxima. 

A enzima extracelular sofreu uma pequena inibição em presença de ATP, 

sendo inibida cerca de 9 e 21% nas concentrações de 1 e 10 mM, respectivamente. 

Na presença de ADP e AMP, na concentração de 1 mM, a enzima extracelular 

sofreu cerca de 11% de inibição. A enzima intracelular se mostrou mais sensível aos 

nucleotídeos fosfatos. Em presença de ATP a enzima sofreu cerca de 23 e 44% de 

inibição na presença de 1 e 10 mM, respectivamente. ADP 1 mM inibiu a enzima 

aproximadamente 14%, AMP 1 mM, ADP 10 mM e AMP 10 mM, inibiu 

aproximadamente 21% da atividade. 

Quanto à estabilidade das trealases purificadas frente à temperatura, a 

trealase extracelular possui uma meia vida quando incubada a 65ºC de 

aproximadamente 9,8 minutos. Quando incubamos a trealase extracelular na 

presença de trealose 1% a 65ºC, a enzima praticamente não perde a atividade em 

até 60 minutos de incubação. A trealase intracelular incubada a 60ºC teve uma meia 

vida de aproximadamente 8 minutos. Quando a trealase intracelular é incubada com 

trealose 1%, a sua estabilidade térmica é aumentada para 46 minutos a 55ºC. 
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O valor de km encontrado para trealase extracelular foi de 2,72 mM, e a Vmáx 

foi de 90 U/mg de proteína. O valor de km encontrado para trealase intracelular foi de 

4,66 mM, e a Vmáx foi de 90, 90 U/mg de proteína. O conteúdo de carboidrato foi 

estimado em 19% para enzima extracelular e 66% para a enzima intracelular. 

Assim, as propriedades exibidas pelas trealases de M. pulchella sugerem a 

existência de um grupo de trealases que apresentam propriedades mistas, no 

entanto, as trealases de M. pulchella possuem uma característica particular, elas não 

são ativadas por cálcio. 
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ABSTRACT 

 

The enzyme trehalase exists in a wide variety of organisms and is highly 

specific for trehalose. In the past, trehalases were separated into two groups, acid 

and neutral, considering its pH optimum, positive response to ions (neutral), heat 

stability (acid), activation by cAMP (neutral) and inhibition by ATP and ADP (neutral). 

In spite of the specificity, trehalases of several sources exhibit different biochemical 

properties. At the present it is clear that the division in acid and neutral is not more 

satisfactory, since a large number of trealases with peculiar biochemical properties 

have been described. It is know that thermophilic fungus exhibited a new class of 

trehalase, with mixed characteristics, of acid and of neutral.  

The thermophilic fungus Malbranchea pulchella usually lives in compost. In 

comparison with other thermophilic fungi little is known about its physiology and 

biochemistry. In this work, we have purified and characterized the intracellular and 

extracellular trehalases from M. pulchella in order to compare it with other 

thermophilic trehalases. 

Mlabranchea grows and produces good amount of trehalase activity in several 

carbon sources as glucose, starch, maltose, xylose, and mannose. Apparently the 

carbon source did not influence the enzyme production, but the amount of growth 

that was a prerequisite for trehalase production.  

In comparison with growth in orbital shaker, the level of intra and extracellular 

trehalases, were increased 10 to 20 times when the organism was grown in shaker 

where the flasks were agitated by excursion. Under this condition, the mycelia could 

be under stress, since the mycelium was projected out of the medium and stuck on 

flask walls and became only humidified by the liquid medium. Thus, it seemed that for 
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M. pulchella trehalase production is more related with the stage of cultivation than the 

carbon source.   

The extracellular trehalase was purified by chromatography on DEAE-

cellulose (pH 7.0), Phenyl-Sepharose, and DEAE-cellulose (pH 5.0). After the last 

chromatography step the extracellular enzyme exhibited 84.50 U/mg protein and a 

purification of about 34-fold was achieved. Analysis in SDS-PAGE showed a unique 

polypeptide band of approximately 52 kDa, and the molecular mass of the native 

enzyme was estimated to be 104 kDa by gel-filtration chromatography, suggesting 

that the native extracellular enzyme was composed of two identical subunits. The 

activity of extracellular enzyme was maximal at pH 5.0 and the temperature optimum 

was 55 ºC.  

The intracellular trehalase was purified with two chromatographic steps on 

DEAE-celulose (pH 7.0) and Phenyl-Sepharose. After the hydrophobic 

chromatography the intracellular trehalase exhibited a specific activity of 50 U/mg 

protein and purification of about 24-fold was achieved.  Non-denaturing PAGE of the 

intracellular purified enzyme showed a single band after staining with Coomassie 

Blue or silver. Filtration in Bio-Sil-Sec 400 (BIORAD) indicated that the native protein 

had a molecular mass of 150 kDa. However, on SDS-PAGE, the intracellular 

trehalase exhibited a single band of molecular mass of approximately 50 kDa, 

suggesting that the enzyme was formed of three identical subunits. The maximum of 

activity was achieved at pH 5.5-6.0, and temperature optimum was about 50ºC.  

The carbohydrate content of the extracellular and intracellular trehalases was 

estimated as 19% and 66%, respectively. 

Both trehalases (intra and extracellular) were highly specific for trehalose and 

did not hydrolyze avicel, starch, maltose, sucrose, lactose or raffinose. 
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The isoelectric point was about 3.5 and 3.0, for the extracellular and 

intracellular enzymes, respectively. The purified extracellular trehalase was activated 

by manganese (50%) and cobalt (14%), and inhibited by calcium (about of 42%), 

aluminium (43%), lead (34%), iron (61%), mercury (66%) and silver (56%). The 

intracellular trehalase was activated by manganese (41%), cobalt (40%), silver (31%) 

and was inhibited by aluminium (58%), cooper (38%), zinc (57%), lead (50%), iron 

(71%), EDTA (40%) and mercury (100%).  

The maximum activity of the purified extracellular trehalase was obtained in 

the presence of 20 mM manganese or 10 mM cobalt. The Intracellular trehalase 

exhibited maximum activity in the presence or 40 mM manganese or 40 mM cobalt. 

At 1mM and 10 mM concentration, ATP inhibited 9% and 21%, respectively, the 

extracellular trehalase. The intracellular enzyme was more sensitive to nucleoside 

phosphate, being inhibited about 23 and 43% by 1 and 10 mM ATP, respectively. 10 

mM ADP or AMP inhibited about 21% the intracellular enzyme. 

The extracellular enzyme showed good thermal stability at 60 ºC, but exhibited 

a half-life of 9.8 min at 65 ºC. Moreover, in the presence of trehalose the extracellular 

enzyme was stable up to 1 hour when incubated at 65 ºC. The intracellular enzyme 

incubated at 60 ºC had a half-life of approximately 8 minutes, but in the presence of 

trehalose its thermal stability was improved. Both enzymes exhibited biphasic curves 

of thermal denaturation when incubated in several temperatures, suggesting the 

presence of at least two pools of molecules with different thermal stability. These 

results are in good agreement with the data obtained in SDS-PAGE for both 

trehalases. 
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 Apparent Km values, for the extracellular and intracellular trehalases, were 

about 2.7 mM and 4.7 mM, respectively; the Vmax for the extracellular and intracellular 

trehalases, were 90 U/mg of protein and 90 U/mg of protein, respectively.  

The molecular structure of the intracellular and extracellular trehalases of M. 

pulchella was apparently different. More studies are necessary in order to confirm 

whether these enzymes are product of different genes, or result of posttranslational 

modifications, such as aggregation, glycosylation or proteolysis.  However, the data 

obtained with the M. pulchella agree with the current idea that trehalases exhibit very 

large biochemical diversity. Moreover, the fact that M. pulchella trehalases are not 

activated by calcium suggest that differences exist also between the enzymes from 

thermophilic filamentous fungi. 
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1.1. Trealose 

 

 A trealose [α-D-glicopiranosil-1-α-D-glicopiranosideo] é um dissacarídeo não 

redutor, solúvel em água ou etanol aquoso, e insolúvel em éter, cuja hidrólise ácida 

produz duas moléculas de glicose. Não é facilmente dissociado em seus dois 

monossacarídeos redutores, a menos que exposto a condições hidrolíticas extremas 

ou à ação de trealases (Schiraldi et al., 2002). 

 É uma das mais importantes formas de carboidratos, a qual está presente em 

quase todas as formas de vida, exceto nos mamíferos (Benaroudj et al., 2001). 

Trealose serve como reserva de carbono endógena para várias funções biológicas 

(Thevelein, 1984b). 

 

1.2. Estrutura, ocorrência e biossíntese de trealose 

 

A trealose foi identificada pela primeira vez no fungo patogênico ergot 

(Claviceps purpurea). Este organismo atraiu a atenção do pesquisador H. A. L. 

Wiggers, que em 1832, identificou um açúcar até então desconhecido. Este mesmo 

açúcar, vinte e cinco anos mais tarde, foi descoberto em casulos do besouro Larinus, 

chamados treala, dando origem ao nome trealose. Posteriormente, a estrutura 

(figura 1) e a síntese química da trealose foram amplamente revisadas (Birch, 1963; 

Eibein, 1974; Singer & Lindquist, 1998). 

A trealose tem sido encontrada em uma grande variedade de organismos, 

incluindo bactérias, fungos, algas, liquens, plantas, insetos e outros invertebrados 

(Elbein, 1974). Sendo mais predominantemente em alguns anidrobiontes. Estes 

organismos incomuns, no qual inclue a chamada “planta da ressurreição” 
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(Selaginella lepidophylla), alguns camarões de salmoura, nematóides e leveduras de 

panificação (Saccharomyces cerevisiae), resistem à dessecação quase completa, 

suportando longos períodos em condições extremas, voltando da dormência à 

atividade plena apenas quando a água volta a ser disponível (Singer & Lindquist, 

1998). 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura molecular da trealose. 
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Em insetos a trealose é o principal açúcar da hemolinfa, servindo como um 

substrato indispensável para a biossíntese de macromoléculas e produção de 

energia (Su et al., 1994). Análogos de trealose têm sido testados por seu efeito 

fungicida e inseticida, visando principalmente o controle de pragas agrícolas (Lange 

et al.,1993; Kono et al., 1993 e 1994). 

A trealose, em fungos, é comum tanto em estágios reprodutivos quanto 

vegetativos e células dormentes, como esporos, conídios e esclerócitos (Thevelein, 

1996; Elbein, 1974). Nas estruturas reprodutivas, a trealose está freqüentemente 

presente em concentrações muito maiores que as dos outros carboidratos. Em 

Neurospora, por exemplo, os ascósporos (Sussman, 1961) e conidiósporos (Hanks 

& Sussman, 1969) contêm 14 e 10%, respectivamente, do peso seco em trealose. 

Em ascósporos de Saccharomyces cerevisiae, a trealose é o único açúcar presente 

no seu citoplasma (Thevelein, 1984a).  

Em fungos, a trealose acumula-se durante períodos de crescimento lento, 

como sob privação de nutrientes, (Thevelein, 1984b), durante condições adversas 

como estresse térmico e dessecação, e durante a esporulação, sugerindo que esse 

açúcar pode suprir a energia necessária para a germinação de esporos (Hey-

Ferguson et al., 1973; Van Laere, 1989; Wiemken, 1990). A trealose acumula-se 

também no micélio durante a fase estacionária e em conídios é rapidamente 

utilizada após o crescimento ser retomado, ou mesmo quando a germinação é 

iniciada. 

Segundo Nicolaus et al. (1988), em arqueobactérias tem sido encontrado 

trealose acumulada em resposta ao estresse. Já em leveduras e nematóides, a 

sacarose (dissacarídeo) desempenha um papel similar ao da trealose (Anandarajah 

e Mckersie, 1990). 
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O complexo enzimático catalisador da síntese de trealose em levedura está 

localizado no citoplasma, onde a produção do açúcar, através da via clássica, ocorre 

em dois passos (figura 2): 

 A glicose proveniente da uridina-difosfato-glicose (UDPG) é acoplada a 

glicose-6-fosfato, através da trealose-6-fosfato-sintase, formando trealose-6-fosfato; 

a enzima trealose-6-fosfatase faz a remoção do grupo fosfato, liberando a trealose e 

reciclando fosfato inorgânico livre (Leloir & Cabib, 1953; Cabib & Leloir, 1958; Elbein 

et al., 2003; Bonini et al., 2004). 

 Esse complexo enzimático é formado pelas enzimas TPS1p - catalisa a 

síntese de trealose-6-fosfato - TPS2p - remove o fosfato, formando trealose - e Tsl1p 

- regulador da síntese de trealose (Vandercammen et al., 1989; Londesboroug & 

Vuorio, 1991; Bell et al., 1992; De Virgilio et al., 1993; Vuorio et al., 1993). Uma 

quarta proteína, a TPS3p, homóloga de Tsl1p, foi encontrada também em 

associação com TPS1p e TPS2p, sendo que a Tsl1p tem seus níveis aumentados 

durante a fase estacionária, enquanto que a TPS3p tem níveis de expressão 

constantes durante as fases exponencial e estacionária. (Singer & Lindquist, 1998). 

A proteína TPS1p catalisa o primeiro passo na síntese de trealose; as células 

que perdem esse gene não produzem trealose e trealose-6-fosfato (Bell et al., 1992). 

A proteína TPS2p é conhecida como trealose-6-fosfato fosfatase (TPP). 

Os níveis de regulação de trealose em diferentes condições fisiológicas não 

são completamente entendidos. Sabe-se que TPS1p, TPS2p e TPS3p são 

constitutivas e a expressão de TPS1p e TPS2p é induzida por choque térmico (Bell 

et al., 1992; De Virgilio et al., 1993). O calor faz com que a atividade deste complexo 

enzimático aumente (Hottinger et al., 1987; Neves & François, 1992). 
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Figura 2 - Via de biossíntese de trealose na maioria dos organismos. Esta via 

envolve a transferência de glicose a partir de UDP-glicose ou outro nucleotídeo para 

a glicose–6-fosfato para formar trealose-6-fosfato por ação da enzima trealose-P-

sintase (TPS1) e então desfosforilada pela enzima específica trealose-P-fosfatase 

(TPS2), formando trealose e liberando fosfato (Cabib & Leloir, 1958). 
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As informações sobre o metabolismo de trealose e sua regulação em células 

de levedura, principalmente em células de S. cerevisiae, mostram que o 

metabolismo de trealose está ligado a outros fenômenos biológicos importantes, 

sugerindo princípios que podem ter um significado universal entre fungos. Como 

exemplo, podemos citar: (1) o duplo papel da trealose, que age tanto como reserva 

de carbono quanto como protetor de estresse (Van Laere, 1989; Weimken, 1990; 

Panek, 1995; Thevelein, 1996); (2) a atividade do complexo trealose-6-fosfato 

sintase, que possivelmente contribui para modular a entrada de glicose na célula, e 

podendo participar da sinalização intracelular e (3) também a existência de duas 

classes de trealase, neutra e ácida (Jorge et al., 1997).  

 

1.3. Funções da trealose 

 

a) Carboidrato de reserva: 

A trealose é utilizada pela maioria dos fungos como fonte de carbono 

extracelular. É acumulada em muitas células microbianas, insetos e algumas 

plantas, bem como, nos solos ricos em biomassa, onde a trealose está contida em 

quantidades significativas; esse dissacarídeo pode servir como fonte de carbono 

para microorganismos dotados de atividades trealásicas. 

Inicialmente a trealose era conhecida apenas como carboidrato de reserva, 

como o glicogênio, para fornecer energia durante uma fase específica do ciclo de 

vida, como por exemplo, esporulação (Inoue & Shimoda, 1981), quebra de 

dormência de esporos, durante estocagem e dispersão de esporos de fungos (Van 

Assche et al., 1978; Thevelein & Jones, 1983). A trealose, durante o ciclo celular é 

acumulada durante a fase de maturação e mobilizada durante a fase de divisão 
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celular (Thevelein, 1984b), funcionando como carboidrato de reserva e sobrevivência 

em períodos de jejum prolongado, mantendo a viabilidade das células nesta 

condição (Lillie & Pringle, 1980). 

Normalmente se esperaria que reservas energéticas fossem estocadas 

quando houvesse grandes quantidades de nutrientes, para a utilização quando 

houvesse escassez de nutrientes. Entretanto, foi verificado que a trealose não é 

produzida quando nutrientes são abundantes, como na fase de crescimento 

exponencial. 

Em leveduras, o glicogênio é produzido durante a fase exponencial de 

crescimento, quando há glicose disponível. No entanto a trealose não é produzida 

até que os níveis de glicose sejam próximos à escassez e as células começam a 

entrar na fase estacionária. A trealose tem síntese continua na fase estacionária em 

ausência de glicose extracelular e quando o glicogênio é metabolizado (Singer & 

Lindquist, 1998; Lúcio et al., 2000). Similarmente, na esporulação, o glicogênio é 

utilizado durante o final da maturação de ascósporos, enquanto isso, a trealose não 

é metabolizada, mas está presente na maturação dos esporos (Singer & Lindquist, 

1998). Assim, a trealose só é degradada em último caso, como forma de nutrir a 

carência nutricional, após todos os estoques de glicogênio terem sido esgotados 

(Lúcio et al., 2000). 

 

b) Função Protetora: 

A trealose pode atuar também como substância protetora contra condições 

extremas, como o estresse térmico (Hottinger et al., 1987; de Virgilio et al., 1990), 

dessecação (Gadd et al., 1987; Hottinger et al., 1987), estresse osmótico (Giaever et 

al., 1988; Csonka, 1989), e outros. A função protetora da trealose foi descrita 
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inicialmente em esporos de Dictyostelium discoideum (Emyanitoff & Wright, 1979) e 

várias evidências apontam para esse papel.  

A trealose em S. cerevisiae está localizada exclusivamente no compartimento 

nuclear-citosólico, em altas concentrações, bem maiores que as previstas (Singer & 

Lindquist, 1998). Os altos níveis desse açúcar sugeriram que poderia afetar os 

constituintes do citoplasma. No entanto, altos níveis de trealose, em altas 

temperaturas, fazem com que as proteínas mantenham sua forma nativa (Singer & 

Lindquist, 1998). 

Quando células de Mucor rouxii eram incubadas em glicose e fosfato 

inorgânico, acumulavam cinco vezes mais trealose e eram mais resistentes ao 

aquecimento a 55ºC do que as células controle. Adicionando trealose 40 mM no 

meio de cultura durante o estresse térmico, aumenta a sobrevivência dessas células  

de M. rouxii (Lúcio et al., 2000). Altos níveis de trealose aumentam a tolerância 

térmica de Neurospora crassa (Neves et al., 1991) e de Saccharomyces cerevisae 

(Attfield et al., 1992).  

 

c) Estabilizadora e protetora de proteínas e lipídios e tolerância à 

desidratação: 

A dessecação de células de S. cerevisae é conhecida por desencadear a 

mobilização de glicogênio e concomitante acúmulo de trealose (Bonini et al., 2004).  

O conteúdo de trealose chega a ser maior que 2-3% do peso seco. Os 

números de ligações de hidrogênio com a água diminuem e a viabilidade das células 

dessecadas aumenta, sugerindo que níveis mínimos de trealose são necessários 

para proteger as células de leveduras, e que este valor corresponde à quantidade de 

açúcar requerida para substituir as ligações com a água e para a completa cobertura 
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das proteínas e estruturas intracelulares de leveduras por moléculas de trealose 

(Sano et al., 1999).  

Recentemente, foi descrito que Hsp12 atua de modo análogo a trealose e 

protege a integridade da membrana liposomal contra dissecação, sugerindo que 

Hsp12 interage eletrostaticamente com grupos carregados presentes na superfície 

da membrana. Grupos de serina e treonina em Hsp12 poderia imitar a ação da água 

minimizando a repulsão de cargas de grupos fosfato livres (Bonini et al., 2004). 

Trabalhos com S. cerevisiae relatam que a trealose é crucial para a 

sobrevivência da célula sob estresse térmico. O calor danifica as células de vários 

modos, talvez mais criticamente, por romper a integridade estrutural da membrana 

e/ou por causar a desnaturação e agregação de proteínas (Singer & Lindquist, 

1998). Assim, algumas evidências sugerem que a trealose atua na proteção 

estrutural de membranas (figura 3) e proteínas (figura 4) contra a dessecação, 

estabilizando-as no estado desidratado. Provavelmente esta estabilização ocorre 

pela formação de pontes de hidrogênio entre as hidroxilas deste carboidrato e 

grupos polares das proteínas e lipídios, utilizando na manutenção de sua estrutura 

um estado semelhante àquele encontrado quando estão em meio aquoso (Carpenter 

e Crowe, 1989). Portanto, a trealose diminuiria a fase de transição de temperatura 

no dessecamento lipídico, o qual os mantém em uma fase líquida cristalina na 

ausência de água (Crowe & Crowe, 1988).  
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Figura 3 - Esquema mostrando o mecanismo de estabilização da membrana de 

lipossomas no estado dessecado na presença de açúcar. Resultados similares 

foram obtidos para células intactas. (Crowe et al., 1998). 
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Figura 4 - Altas temperaturas causam a desnaturação protéica. Proteínas 

desnaturadas podem então se associar para formar agregados (A). S. cerevisiae 

sintetiza grandes quantidades de trealose durante estresse térmico. A trealose 

estabiliza proteínas no estado nativo sob essas condições, e também impede a 

agregação de proteínas que tenham desnaturado (B) (Singer & Lindquist, 1998). 
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d) Proteção contra o calor: 

Nos fungos, em resposta ao choque térmico, também ocorre acúmulo de 

trealose, como por exemplo, em S. cerevisiae o complexo de trealose-6-P-sintase é 

ativado durante o choque térmico (Bell et. al., 1992). Segundo Singer e Lindquist 

(1998) as enzimas são mais capazes de conservar a atividade durante o choque 

térmico nas células que produzem trealose. 

 

e) Proteção contra o frio: 

A trealose é acumulada em microrganismos durante o choque térmico e 

estresse osmótico e ajuda a proteger a célula contra estresses e danos térmicos. Na 

bactéria Escherichia coli, esse açúcar é importante na adaptação ao frio; 

experimentos com uma cepa mutante de E. coli incapaz de produzir trealose 

mostraram morte mais rápida em resposta ao frio, em relação à cepa selvagem. 

Entretanto, a transformação deste mutante com genes ots/A e ots/B, responsáveis 

pela síntese de trealose, restauraram a habilidade de sintetizar trealose e também a 

viabilidade das células no frio à 4ºC. A síntese de trealose é ativada durante o 

choque frio (tanto quanto no choque térmico) e tem um papel importante na 

resistência de E. coli, e de provavelmente outros organismos, em baixas 

temperaturas (Kandror et al., 2002).  

 

f) Proteção contra radicais de oxigênio (radicais livres): 

Em S. cerevisiae ocorre o acúmulo de trealose em resposta a choque suave 

de temperatura, ou à presença de inibidor de proteassoma. Em temperatura normal, 

tanto a trealose quanto a resistência ao estresse oxidativo voltam ao normal nas 

células de linhagem selvagem.  
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Uma linhagem de células mutantes, defeituosas na síntese de trealose, é 

mais sensível aos radicais livres. Com a adição de trealose ao meio, aumenta a 

resistência destas células ao peróxido de hidrogênio. Os radicais livres provocam 

danos nos aminoácidos das proteínas intracelulares, sendo que o aumento da 

concentração de trealose previne esse dano (Benaroudj et. al., 2001). 

 

g) Regulador do crescimento e desenvolvimento de plantas: 

A trealose em plantas não é acumulada em níveis detectáveis, mas regulando 

a expressão de genes de E. coli para síntese de trealose (otsA e otsB), tão bem 

como a fusão desse gene nas plantas, para a manipulação da tolerância contra 

estresse abiótico em arroz, funciona como um compatível estabilizador de estruturas 

biológicas sob estresse abiótico. Comparado com plantas de arroz não transgênica, 

a planta transgênica exibe um crescimento mais prolongado, menor dano foto-

oxidativo, e melhor balanceamento de mineral (Garg et al., 2002). 

 

h) Componente estrutural da parede celular bacteriana: 

A trealose é um componente básico dos glicolipídios da parede celular 

bacteriana (Lederer, 1976). Segundo Brennan e Nikaido (1995), a parede celular de 

M. tuberculosis apresenta um lipídio trealósico que é considerado um dos principais 

componentes tóxicos desta estrutura, além de ser responsável pela baixa 

permeabilidade da parede celular micobacteriana, o que confere considerável 

resistência a drogas a este organismo. 
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i) Osmotolerância: 

Mutantes de S. cerevisae incapazes de produzir trealose (tps1 tps2 e tps1 

hxk2) foram mais sensíveis ao estresse osmótico do que linhagens selvagens 

(Bonini et al., 2004). A presença de trealose aparentemente permitiu que células de 

leveduras produzissem mais glicerol em choque osmótico (Hazell et al., 1997). 

 

1.4. Propriedades físico-químicas da trealose e sua aplicação in vitro 

 

O papel protetor da trealose pode ser explicado por sua estrutura química. A 

diferença entre a trealose nesse aspecto e outros açúcares similares, pode ser 

atribuída a certas propriedades físico-químicas particulares, entre elas sua alta 

hidrofilicidade e estabilidade química, seu caráter não redutor e a ausência de 

pontes de hidrogênio intramoleculares (Roser, 1991). 

A trealose desempenha papel protetor das biomoléculas devido a ocupar o 

lugar das moléculas de água presentes na superfície de macromoléculas, mantendo 

assim sua estrutura terciária. As pontes de hidrogênio formadas pelas hidroxilas da 

trealose promoveriam, desta forma, a estabilização de biomoléculas sob condições 

de estresse ambiental. Há ainda evidencias que indicam que as hidroxilas da 

trealose interagem com fosfolipídeos de membrana, mantendo sua configuração na 

ausência de água (McBride & Zusman, 1989).  

De acordo com outros autores, as moléculas de trealose têm tendência a 

sofrer vitrificação ao invés de cristalização sob condições de dessecamento. Assim, 

em presença de trealose as moléculas protéicas congelam na forma nativa, sem 

distorção de sua estrutura durante a desidratação (Franks et al., 1991; Colaço et al., 

1992; Levine & Slade, 1992). A trealose contribui consideravelmente para a 
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Figura 5 - Em condições normais, as chaperoninas (HSP) fazem o dobramento das 

proteínas (C). A trealose, após o choque térmico, atrapalha as chaperoninas no 

dobramento das proteínas, é necessário que a trealose seja degradada pela trealase 

para ocorrer à ação das chaperoninas (D) (Singer & Lindquist, 1998). 

HSP promovem o dobramento das proteínas desnaturadas 

A trealose interfere no dobramento da proteína 
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1.5. Trealases 

 

As trealases de origem fúngica podem ser agrupadas em dois grandes 

grupos: ácidas e neutras, considerando o pH ótimo das atividades e algumas 

propriedades regulatórias (Thevelein, 1984b).  

As trealases neutras são enzimas citosólicas, afetadas por íons e ATP/ADP, 

não glicosiladas, reguladas através de fosforilação, mediada por proteínas quinases, 

envolvidas no catabolismo interno de trealose e podem ser chamadas de trealases 

reguladas (Thevelein, 1984b).  

As trealases ácidas são glicoproteínas, de localização extracelular ou 

vacuolar, não reguladas por processos que envolvem a participação de AMPc, ATP, 

ADP, não afetadas por íons. Dessa forma, além de serem denominadas de ácidas, 

são tratadas na literatura como trealases não-reguladas, uma vez que não foi 

evidenciada a mudança de atividade durante períodos de mobilização de trealose 

(Thevelein, 1984b e 1988). As trealases ácidas são extremamente resistentes, 

quando comparadas com as neutras, considerando a termoestabilidade e labilidade 

ao pH. Outra diferença notável entre os dois tipos de trealases é quanto à afinidade 

pelo substrato, sendo que as ácidas geralmente exibem um Km menor do que as 

neutras (Thevelein, 1984b).  

As neutras são facilmente detectáveis em leveduras e de difícil detecção em 

fungos filamentosos, devido a sua labilidade nos extratos celulares (Bonini et. al., 

1995). Dessa forma, durante muitos anos perdurou uma crença errônea de que em 

fungos filamentosos, a mobilização do “pool” endógeno de trealose estava 

relacionada com as ácidas, conseqüentemente a trealose interna deveria ser 
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lançada no espaço periplasmático para posterior hidrólise (Hecker & Sussman, 

1973).  

Estudos recentes com vários fungos demonstraram definitivamente que a 

trealase ácida tem como função a utilização de trealose externa como fonte de 

carbono enquanto que as trealases neutras são relacionadas com a mobilização de 

trealose endógena (Bonini et al., 1995; Stambuck et al., 1996; Nwaka et, al; 1996; 

Jorge et al., 1997; d’Enfert et al., 1999).  

Os fungos filamentosos termófilos apresentam ainda uma classe de trealase 

com características mistas de ácidas e neutras, sendo termorresistentes, ativadas 

por cálcio, manganês e cobalto, inibidas por ATP, ADP e não influenciadas por 

proteínas quinases (Zimmerman et al., 1990; Cardello et al., 1994; Kadowaki et al., 

1996; Jorge et al., 1997; Almeida et al., 1999).  

Os fungos filamentosos mesófilos produzem uma atividade ácida 

convencional. Recentemente foi descoberto que Trichoderma reesei QM9414 produz 

atividade trealásica, com pH ótimo presente em 4,0, inibido por ferro e alumínio e 

ativado por EDTA; enquanto que no pH 7,0 é ativada pelos metais e inibida por 

EDTA. Quando a proteína é analisada por cromatografia em DEAE-celulose, as duas 

atividades se sobrepõem, e durante o envelhecimento, resta somente a atividade em 

pH 4,0, sugerindo tratar-se de uma mesma enzima contendo dois sítios ou subsítios 

catalíticos (dados não publicados). 
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1.6. Ocorrência de trealase em fungos termófilos 

 

Apesar do primeiro fungo verdadeiramente termófilo, Mucor pusillus, ter sido 

descrito em 1886 por Lindt (Cooney & Emerson, 1964), somente no fim da década 

de 80 é que a termofilia despertou interesse dos bioquímicos de microrganismos.  

Entre os fungos, os termófilos representam uma pequeníssima parcela, 

exibindo a resistência ao calor como propriedade fisiológica distintiva (Cooney & 

Emerson, 1964). São considerados fungos termófilos os que crescem em 

temperatura acima de 45ºC e morrem a 20ºC ou menos. Entretanto, algumas vezes 

fica difícil diferenciar os fungos termófilos verdadeiros dos termotolerantes. Esses 

últimos são capazes de crescer em temperatura ligeiramente acima de 40ºC, mas 

suportam a temperatura de 20ºC.  

Na enzimologia industrial a resistência ao calor é uma característica 

altamente desejável, preservando as enzimas contra a inativação térmica e 

facilitando o manuseio e transporte. Do ponto de vista acadêmico o estudo das 

propriedades bioquímicas das trealases de origem fúngica poderá ser útil para 

discernir os termófilos verdadeiros dos simples termotolerantes. 

Entre os fungos termófilos, o gênero Humicola é relatado como boa fonte de 

trealase (Prasad & Maheswari, 1978). Em Humicola grisea var. thermoidea foram 

isoladas uma trealase ácida conidial (Zimmermann et. al., 1990) e uma citosólica, 

que embora exiba um pH ótimo de 5,5 e elevada resistência térmica, tem sua 

atividade estimulada por cálcio, manganês, cobalto e inibida por ATP ou ADP 

(Cardello et al., 1994). Em Chaetomium thermophilum e Scytalidium thermophilum 

foram isoladas duas atividades de trealase (intra e extracelular), de pH ótimo 6,0, 

alta termoestabilidade, também ativadas por cálcio e manganês e inibidas por ATP e 
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ADP, podendo ser agrupadas entre as trealases não regulatórias (Thevelein, 1984b); 

entretanto, como as trealases de Humicola (Zimmermann et al., 1990; Cardello et al., 

1994), apresentam características de trealase neutra. 

 

1.7. Organismo de estudo 

 

O gênero Malbranchea é um fungo tão freqüente quanto qualquer um dos 

termófilos mais comuns e foi descrito por Saccardo por volta de 1882, que o 

denominou de Malbranchea em homenagem ao amigo Antony Malbranche, 

micologista de renome da época. O gênero pertence à classe Ascomycetae e as 

espécies mesofílicas podem ser patogênicas, mas as espécies termofílicas, como M. 

pulchella var. sulfurea, não exibem sinais de patogenicidade (Cooney & Emerson, 

1964). Usualmente o fungo é encontrado em fragmento de vegetais em 

decomposição ou material que tenha celulose. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.Objetivos 
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O objetivo primordial desse projeto é a caracterização bioquímica da (s) 

trealase (s) de Malbranchea pulchella var. sulfurea, visando a comparação com as 

demais já descritas para fungos termófilos e verificando ou não a sua classificação 

no grupo das trealases mistas. Os dados pretendidos podem favorecer 

decididamente a hipótese da existência de uma classe de trealase com propriedades 

mista e exclusiva dos fungos termófilos. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3.Material e Métodos 
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3.1. Organismos 

 

O organismo usado no trabalho foi o: a) Malbranchea pulchella var. sulfurea 

cedido gentilmente pela “American Type Culture Collection”(ATCC), Rockville 

Maryland, USA. 

 

3.2. Manutenção 

 

O fungo M. pulchella foi mantido em meio denominado M6, o qual é composto 

de: extrato de levedura (0,4%); fosfato monoácido de potássio (0,1%); sulfato de 

magnésio (0,05%); amido (1,5%); ágar (2%); água de torneira (25%) e água 

destilada (75%). As culturas foram mantidas por 7 dias a 40ºC e posteriormente 

armazenadas em geladeira e utilizadas dentro de um período de 30 dias. 

 

3.3. Obtenção de conídios 

 

Os conídios cultivados conforme descrito acima eram colhidos em suspensão 

aquosa acrescentando-se 10,0 ml de água destilada estéril as culturas estoque e 

raspando-se a superfície do ágar com um bastão de vidro estéril. Essa suspensão 

era então utilizada para inóculo em meio líquido, na proporção de 107 conídios para 

cada ml de meio. 
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3.4. Crescimento em meio líquido 

 

 O crescimento em meio líquido foi feito em meio denominado M6 (item 3.2.) 

em ausência de ágar, sob condição de agitação a 140 excursões por minutos a 40ºC 

por um período de 96 horas. 

 

3.5. Obtenção do micélio e extrato bruto micelial 

 

Após cultivo por 96 horas nas condições descritas acima, a massa celular era 

separada do meio de cultivo por filtração a vácuo utilizando um funil de Buchner e 

papel de filtro Whatman nº 1. O meio de cultivo era guardado no gelo e a massa 

micelial era lavada com 2 volumes de água destilada. Em seguida essa massa era 

prensada entre folhas de papel de filtro para retirar o máximo possível de água 

embebida, e esse material era congelado por tempo indeterminado para posterior 

utilização. 

Depois de congelada, a massa micelial era macerada com aproximadamente 

2 volumes de areia (tratada com ácido nítrico concentrado), em almofariz de 

porcelana previamente gelado, até ruptura total das células. O macerado era 

ressuspendido em um volume de água até que se obtivesse uma solução não muito 

viscosa. A areia e restos celulares eram removidos por centrifugação em centrífuga 

refrigerada a 4ºC (12.100g/10 min). O sobrenadante obtido era denominado extrato 

bruto micelial e utilizado para passos seguintes de purificação. 
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3.6. Determinação da atividade trealásica´ 

 
3.6.1. Determinação da atividade enzimática pelo método de DNS 

 

A atividade enzimática da trealase sobre a trealose era determinada 

quantitativamente através do método de DNS, conforme descrito por Miller (1959), 

no qual a reação era incubada à 55ºC. A reação era constituída de 2,5 ml de tampão 

acetato de sódio 100 mM, pH 5,0 e/ou 5,5, 0,5 ml de trealose 10mg/ml e 2,0 ml de 

enzima. O volume final era de 5,0 ml. Nos tempos desejados, alíquotas de 1,0 ml 

foram retiradas e adicionadas a 1,0 ml de DNS [ácido 3,5 dinitrosalicílico (MILLER, 

1959)] para interrupção da reação e detecção do açúcar redutor. Essa mistura foi 

aquecida em água fervente por 5 minutos, diluída em 10,0 ml de água destilada e a 

absorbância lida em espectrofotômetro a 540nm. A concentração de açúcar redutor 

liberado foi estimada através de uma curva padrão de glicose. Uma unidade 

enzimática foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 µmol de 

glicose por minuto, nas condições estabelecidas. A atividade específica é expressa 

em número de unidades de atividade enzimática por miligrama de proteína total. 

 

3.6.2. Determinação da atividade trealásica por acoplamento com Glicose 

Oxidase 

 

Para quantificarmos a glicose residual resultante da degradação da trealose 

pela trealase, utilizamos o método de acoplamento por glicose oxidase descrito por 

Bergmeyer & Bernt (1974). A glicose foi obtida através de kits de análises clínicas 

(Labtest do Brasil®). 
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A mistura de reação foi constituída de tampão acetato 100 mM, pH 5,0 e/ou 

5,5, trealose 1% como substrato, e enzima, incubada a 50 e/ou 55ºC. Em tempos 

pré-determinados alíquotas da reação eram retiradas e aquecidas em água fervente 

por 5 minutos. As amostras coletadas, adicionadas de 0,5 ml do reagente glicose 

oxidase (Labtest do Brasil®) eram incubadas a 37ºC por 30 minutos. 

A leitura de absorbância foi realizada a 505 nm. Para esse método utilizou-se 

como unidade de atividade (U) a quantidade de enzima necessária para produzir 1 

µmol de glicose por minuto, nas condições de ensaio. 

 

3.7. Dosagem de proteína 

 

A dosagem de proteína foi feita pelo método de Lowry et al., (1951), utilizando 

soroalbumina bovina como padrão. 

 

3.8. Determinação da melhor fonte de carbono para produção da atividade 

trealásica 

 

Eram preparados fracos de Erlenmeyer contendo 25,0 ml de meio M6 

contendo 1% de diferentes fontes de carbono. Após o inóculo o cultivo era feito a 

40ºC por 96 horas sob agitação através de 110 rpm e/ou 140 excursões por minutos. 

Completando o período de cultivo, a massa celular era separada por filtração e o 

extrato bruto micelial obtido como descrito no item 3.5. A atividade trealásica foi 

verificada nos extratos intracelulares e também nos meios de cultivo, após diálise 

por 24 horas.  
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3.9. Determinação do melhor tempo de crescimento para a produção da 

atividade trealásica 

 

Foram preparados frascos de Erlenmeyer contendo 25,0 ml de meio M6 para 

cultivo e obtenção do extrato bruto nos tempos 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas. 

Completando cada período de cultivo, o meio era filtrado, a massa micelial e o 

filtrado reservados sob congelamento para posterior determinação da atividade 

trealásica intra e extracelular. 

 

3.10. Purificação da atividade trealásica 

 

A atividade trealásica extracelular foi purificada a partir de 1 litro de meio de 

cultivo após crescimento por 96 horas sob agitação a 140 excursões por min. O 

extrato bruto foi aplicado em coluna de DEAE-Celulose (15 cm x 2,5 cm), equilibrada 

em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,0, com um fluxo de aproximadamente 2 ml por 

minuto, à temperatura ambiente. Após aplicação da amostra na coluna, a mesma foi 

lavada com um volume de tampão igual a 7 vezes o valor da coluna, e em seguida 

eluída com 250 ml de um gradiente linear de 0-500 mM de NaCl em tampão Tris-HCl 

50 mM, pH 7,0. Alíquotas de 5,0 ml foram coletadas para leitura de absorbância em 

280 nm e medida da atividade trealásica. 

As frações de maior atividade trealásica foram reunidas, dialisadas e 

adicionadas de (NH4)2SO4 para uma concentração final de 1,5 M. Essa amostra, 

denominada “pool” DEAE-Celulose, foi então aplicada a uma coluna de Phenyl-

Sepharose (5 cm x 2,5 cm), equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,0, 

contendo 1,5 M de (NH4)2SO4, com um fluxo de aproximadamente 1 ml por minuto, à 
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temperatura ambiente. A seguir, a coluna foi lavada com um volume igual a 7 vezes 

o volume da coluna com o tampão de equilíbrio e em seguida foi aplicado um 

gradiente inverso (200 ml) de 0,5 a 0 M de (NH4)2SO4. Frações de 3,0 ml por tubo 

foram coletadas para leitura de absorbância em 280 nm e medida a atividade 

trealásica.  

As frações de maior atividade trealásica foram reunidas, dialisada e 

equilibradas em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0. Essa amostra, denominada 

“pool” de Phenyl-Sepharose, foi então aplicada a uma coluna de DEAE-Celulose (9 

cm x 1,5 cm), equilibrada em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0, com um fluxo 

de aproximadamente 2 ml por minuto, a temperatura ambiente. A seguir, a coluna foi 

lavada com um volume de 7 vezes o volume da coluna com o tampão de equilíbrio, e 

em seguida eluída com 170 ml de um gradiente linear de 0-500 mM de NaCl em 

tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,0. Alíquotas de 5,0 ml foram coletadas para 

leitura em absorbância em 280 nm e medida a atividade trealásica.  

 

3.11. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições não desnaturantes 

(PAGE) 

 

A eletroforese em condições não desnaturante foi realizada em gel de 

poliacrilamida conforme a metodologia descrita por DAVIS (1964), para proteínas 

ácidas. Os géis a 6% tinham uma espessura de 0,75 mm e eram polimerizadas entre 

placas de vidro ou polimerizados em tubos de aproximadamente 0,6 cm X 7 cm. A 

amostra foi diluída na proporção de 1:1 em tampão Tris 0,025 mM, pH 6,8, contendo 

0,002% de azul de bromofenol e 5% de glicerol. As corridas eletroforéticas eram 

realizadas em tampão constituído de Tris-HCl 50 mM e glicina 36 mM, pH 8,9, 
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durante 1-2 horas, a temperatura ambiente sob corrente de 30 mA e 120 V para gel 

em placa ou 4mA por tubo. 

 

3.12. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-

PAGE) 

 

A massa molecular da trealase foi estimada por SDS-PAGE (Laemmli, 1970). 

As amostras a serem analisadas eram diluídas na proporção 1:1 em tampão de 

amostra (glicerol 20% (v/v), SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0,002% e Tris 0,12 M, 

pH 6,75) na presença de 10% de β-mercaptoetanol e aquecidas durante 5 minutos 

em água fervente imediatamente antes da aplicação. As eletroforeses eram 

realizadas a temperatura ambiente na presença do tampão Tris 0,025 M, glicina 0,19 

M e SDS 0,1%, pH 8,3 sob corrente de 30 mA e 120 V para gel em placa ou corrente 

de 4 mA  para gel em tubo. 

 

3.13. Detecção de proteínas através do método de coloração por prata 

 

A revelação dos géis em condição desnaturante e não desnaturante foi feita 

com nitrato de prata (Blum et al., 1987). O gel foi fixado por no mínimo 1 hora em 

solução contendo metanol 50% (v/v), ácido acético 12% (v/v) e 0,05% (v/v) de 

formoldeído a 37%. Posteriormente o gel foi lavado duas vezes com etanol 50% e 

uma vez com etanol 35% (v/v), por 20 minutos, cada banho. Após lavagem este foi 

submetido a um pré-tratamento com tiossulfato de sódio pentahidratado 0,02% (p/v) 

por um minuto e, imediatamente enxaguado 3 vezes com excesso de água destilada 

por 20 segundos cada. O gel foi então colocado por 20 minutos em solução 
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contendo nitrato de prata 0,2% (p/v) e 0,075% (v/v) de formoldeído a 37%. 

Posteriormente este gel foi lavado 2 vezes com excesso de água destilada por 20 

segundos cada banho e revelado em solução de carbonato de sódio 6% (p/v), 

tiossulfato de sódio pentahidratado 0,0004% (p/v) e 0,05% (v/v) de formoldeído a 

37%. A revelação foi interrompida por adição de metanol 50% (v/v) e ácido acético 

12% (v/v). O gel foi mantido, no mínimo por 20 minutos em metanol 50% (v/v). A 

seguir, o gel foi imerso em solução dessecante, composto por metanol 65% (v/v) e 

glicerol 0,5% (v/v) por 20 minutos. Posteriormente colocado entre folhas de papel 

celofane e deixado a temperatura ambiente para sua secagem.  

 

3.14. Detecção de proteínas através do método de coloração por Coomassie 

Blue 

 

 A revelação dos géis em condição des
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individualmente. Para calibração da coluna foram utilizados os seguintes padrões de 

massa molecular: tioglobulina (670 kDa), imunoglobulina (158 kDa), ovoalbumina (45 

kDa) e mioglobulina (17 kDa). As amostras foram previamente dissolvidas em 0,02 

ml do tampão de eluição e aplicadas separadamente na coluna por injeção manual. 

 

3.16. Determinação dos carboidratos neutros das trealases intra e extracelular 

purificadas 

 

O conteúdo de carboidratos das trealases purificadas intra e extracelular foi 

estimado através da metodologia do fenol-sulfúrico de Dubbois et al. (1956), 

utilizando-se manose como padrão. Foram utilizados aproximadamente 8 mg de 

proteína. Em seguida, 10 µl de fenol 80% foram adicionados e, logo após, 1,0 ml de 

ácido sulfúrico concentrado. Essa mistura foi deixada em repouso por 10 minutos em 

gelo. Após esse período, a reação foi colocada em banho Maria em temperatura de 

30ºC, por um período de 15 minutos, em seguida foi feita a leitura da absorbância 

em 490 nm. Procedimento idêntico foi conduzido com solução de padrão manose. 

 

3.17. Determinação do ponto isoelétrico para as trealases de M. pulchella 

 

Os pontos isoelétricos das trealases purificadas foram determinados em géis 

de poliacrilamida de disco (0,5cm X 12cm) de acordo com o método descrito por 

O’Farrel et al (1977) usando anfólito “Pharmalite”® com uma faixa de pH entre 2,5 a 

5,0 e a concentração dos géis era de 5%. Foram preparados dois géis, sendo que 

em um deles era aplicada a amostra de enzima purificada e em outro tubo era 

aplicada água no lugar da enzima (controle). Após a corrida por 6 horas a 500V, o 
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gel controle era fatiado em porções de 0,5cm, e cada porção era imersa em 2,0 ml 

de solução de 25mM de KCl, por uma noite. Para determinação do gradiente de pH 

formado, era feita a leitura do pH do anfólito eluído de cada porção do gel controle 

em um potenciômetro.  

Após a corrida eletroforética os géis contendo as enzimas purificadas foram 

fatiados em fragmentos de 0,5 cm. Posteriormente, os fragmentos foram incubados 

a 55ºC com tampão acetato 100mM pH 5,0 para enzima extracelular e pH 5,5 para 

enzima intracelular juntamente com trealose 10 mg/ml. Após o período de incubação 

de 2 hs, a reação era determinada através de glicose oxidase e a absorbância era 

lida em 505 nm (item 3.6.2).  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
4.Resultados 
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4.1. Determinação das condições ótimas de crescimento para produção da 

trealase de Malbranchea pulchella 

 

Os estudos iniciais foram conduzidos com o objetivo de estabelecer o melhor 

meio de cultivo para a produção da atividade trealásica. Foram testadas diversas 

fontes de carbono adicionadas ao meio de cultivo. A melhor composição para a 

produção da atividade trealásica foi obtida quando o meio de cultivo foi 

suplementado com glicose 1% como fonte de carbono para a enzima extracelular 

(tabela 1) e maltose 1% como fonte de carbono para a enzima intracelular (tabela 2). 

Na tentativa de melhorarmos a atividade trealásica, decidimos testar o 

crescimento do fungo em incubadora que movimenta os frascos por excursão, no 

qual obtivemos a melhor atividade específica utilizando amido para produção de 

trealase extracelular (tabela 3). Para a produção da enzima trealase intracelular, a 

atividade específica mais alta foi obtida quando se utilizou maltose como fonte de 

carbono, seguida de amido (tabela 4). 
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Tabela 1 – Determinação da melhor fonte de carbono para produção da trealase 

extracelular de M. pulchella  

 

Fonte Carbono Unidades Totais Proteínas Totais Ativ. Específica 

SFC 0,460 4,663 0,099 

Glicose 1% 1,995 9,638 0,207 

Trealose 1% 0,955 5,008 0,191 

Maltose 1%  1,438 10,34 0,139 

Amido 1% 1,348 7,730 0,174 

Sacarose 1% 1,140 5,635 0,202 

Rafinose 1% 0,253 4,398 0,057 

Xilose 1% 1,558 12,86 0,121 

Arabinose 1% 1,525 12,69 0,120 

Glicerol 1%  1,490 12,84 0,116 

Frutose 1% 1,688 19,35 0,087 

Avicel 1%  0,450 4,895 0,092 

Manose 1% 1,765 10,46 0,169 

Manitol 1% 0,845 7,680 0,110 

 

Condições: O fungo foi crescido em 25 ml de meio M6 e suplementado com as 

fontes de carbono acima, sob agitação constante de 110 rpm à 40ºC. Após 96 horas, 

as culturas foram interrompidas e a atividade de trealase extracelular foi medida.  
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Tabela 2 – Determinação da melhor fonte de carbono para produção da trealase 

intracelular de M. pulchella  

 

Fonte Carbono Unidades Totais Proteínas Totais Ativ. Específica 

SFC ND ND ND 

Glicose 1% 0,895 3,816 0,235 

Trealose 1% 0,145 1,968 0,074 

Maltose 1%  1,513 4,248 0,356 

Amido 1% 1,145 4,766 0,240 

Sacarose 1% 0,342 2,072 0,165 

Rafinose 1% ND 0,431 ND 

Xilose 1% 1,105 3,816 0,290 

Arabinose 1% ND 0,518 ND 

Glicerol 1%  1,105 4,024 0,275 

Frutose 1% 0,276 1,571 0,176 

Avicel 1%  ND 0,414 ND 

Manose 1% 0,750 3,091 0,243 

Manitol 1% 0,070 1,088 0,064 

 

Condições
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Tabela 3 – Determinação da melhor fonte de carbono para produção da trealase 

extracelular de M. pulchella em incubadora que movimenta os frascos por excursão. 

 

Fonte Carbono Unidades Totais Proteínas Totais Ativ. Específica 

Glicose 1% 16,00 9,50 1,68 

Trealose 1% 12,75 9,75 1,31 

Maltose 1% 21,00 15,25 1,38 

Amido 1% 18,25 6,50 2,81 

Sacarose 1% 7,75 7,25 1,07 

Xilose 1% 16,50 17,25 0,96 

Arabinose 1% 15,75 12,25 1,29 

Glicerol 1%  10,50 5,50 1,91 

Frutose 1% 14,00 10,50 1,33 

Manose 1% 14,75 10,25 1,44 

 

Condições: O fungo foi crescido em 25 ml de meio M6 e suplementado com as 

fontes de carbono acima, sob agitação constante de 140 excursões por minutos à 

40ºC. Após 96 horas, as culturas foram interrompidas e a atividade de trealase 

extracelular foi medida.  
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Tabela 4 – Determinação da melhor fonte de carbono para produção da trealase 

intracelular de M. pulchella em incubadora que movimenta os frascos por excursão. 

 

Fonte Carbono Unidades Totais Proteínas Totais Ativ. Específica 

Glicose 1% 4,60 6,84 0,67 

Trealose 1% 6,04 7,04 0,86 

Maltose 1% 10,80 3,00 3,60 

Amido 1% 13,24 3,80 3,48 

Sacarose 1% 1,04 0,52 2,00 

Xilose 1% 3,20 3,92 0,82 

Arabinose 1% 1,48 1,28 1,16 

Glicerol 1%  4,36 3,00 1,45 

Frutose 1% 2,04 2,24 0,91 

Manose 1% 6,92 2,20 3,15 

 

Condições: O fungo foi crescido em 25 ml de meio M6 e suplementado com as 

fontes de carbono acima, sob agitação constante de 140 excursões por minutos à 

40ºC. Após 96 horas, as culturas foram interrompidas e a atividade de trealase 

intracelular foi medida.  
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4.2. Determinação do tempo de cultivo do meio 

 

O próximo passo foi determinar o melhor período de crescimento para a 

produção da atividade das trealases intra e extracelular. A figura 6 demonstra os 

níveis de atividade específica para trealase extracelular em culturas crescidas em 

meio M6 com amido 1%, sob agitação constante por um período de até 144 horas. E 

a figura 7 demonstra os níveis de atividade específica para a trealase intracelular. 

Para as trealases foi possível observar melhor nível e atividade específica quando as 

culturas apresentaram 96 horas de crescimento. 

 

4.3. Determinação da temperatura e pH ótimo para a atividade trealásica 

 

Para a determinação da temperatura ótima, as trealases de M. pulchella 

foram incubadas com seu substrato, variando a temperatura de 35 à 75ºC (figura 8). 

Os resultados obtidos mostram que as duas enzimas funcionam bem entre 50 e 

55ºC, sendo que 55ºC foi à temperatura escolhida para a dosagem das duas 

enzimas. 

Foi estudado o efeito da variação de pH nos níveis da atividade trealásica 

utilizando-se os seguintes tampões: tampão acetato de sódio 100 mM (pH 4,0 – 5,0); 

MES 100 mM (pH 5,5 – 7,5) e Tris-HCl 100 mM (7,5 – 9,0). O pH ótimo aparente é 

5,5 para enzima intracelular (figura 9), e 5,0-5,5 para enzima extracelular (figura 10). 
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Figura 6 – Determinação do melhor tempo de cultivo para produção da trealase 

extracelular de M. pulchella. O fungo foi cultivado em meio M6, à temperatura de 

40ºC, sob agitação a 110 rpm. Símbolos: Unidades totais (□); Atividade Específica 

(●). 
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Figura 7 – Determinação do melhor tempo de cultivo para produção da trealase 

intracelular de M. pulchella. O fungo foi cultivado em meio M6, à temperatura de 

40ºC, sob agitação a 110 rpm. Símbolos: Unidades totais (□); Atividade Específica 

(●). 
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Figura 8 – Determinação da melhor temperatura para atividade das trealases de M. 

pulchella. O fungo foi cultivado em meio M6, por um período de 96 horas, à 

temperatura de 40ºC, sob agitação a 110 rpm.  
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Figura 9 – Determinação do pH ótimo para atividade da trealase intracelular de M. 

pulchella. O fungo foi cultivado em meio M6, por um período de 96 horas, à 

temperatura de 40ºC, sob agitação a 110 rpm. A reação enzimática foi realizada 

conforme descrita no item 3.6.1. 
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Figura 10 – Determinação do pH ótimo para a reação da atividade de trealase 

extracelular de M. pulchella. O fungo foi cultivado em meio M6, por um período de 96 

horas, à temperatura de 40ºC, sob agitação a 110 rpm. A reação enzimática foi 

realizada conforme descrita no item 3.6.1. 

 

4 5 6 7 8 9
0

20

40

60

80

100

At
iv

id
ad

e 
re

la
tiv

a 
(%

)

pH

 T.Acetato 100mM
 T.MES 100mM
 T.Tris 100mM



______________________________________________________________Resultados_____ 

 47

4.4. Efeito da concentração de extrato de levedura na produção de trealase em 

M. pulchella 

 

Foi analisada a influência de extrato de levedura no meio de cultura M6, com 

diferentes concentrações de extrato de levedura. Para uma boa produção da enzima 

trealase pelo fungo termófilo M. pulchella, é necessário uma concentração de 0,2% e 

0,4% de extrato de levedura para trealase extracelular e intracelular, 

respectivamente (figura 11).  

 

4.5. Efeito do cálcio na atividade trealásica de M. pulchella 

 

Foi estudado o efeito do cálcio sobre a atividade das trealases de M. 

pulchella, determinando-se as atividades relativas, em condições de pH e 

temperaturas ótimas. Na figura 12, os dados sugerem que a trealase extracelular de 

M. pulchella é influenciada pelo íon, quando em presença de 2 mM CaCl2. Nesta 

concentração o íon pode ativar cerca de 1,5 vez a atividade da trealase extracelular 

de M. pulchella. Entretanto, podemos notar que a trealase intracelular de M. 

pulchella não é influenciada por cálcio, mesmo variando a sua concentração (figura 

13).  
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Figura 11 – Determinação da melhor concentração de extrato de levedura para 

produção de trealases em M. pulchella. O fungo foi cultivado em meio M6, por um 

período de 96 horas, à temperatura de 40ºC, sob agitação a 110 rpm. Símbolos: 

Trealase intracelular (○); trealase extracelular (●). 
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Figura 12 – Determinação do efeito de cálcio na atividade da trealase extracelular 

de M. pulchella.  
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Figura 13 – Determinação do efeito do cálcio na atividade da trealase intracelular 

bruta de M. pulchella.  
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4.6 Determinação da concentração de açúcar redutor no meio de cultura 

 

Para testar a mobilização do açúcar como fonte de carbono no meio de 

cultura, foi feito um experimento com 4 variantes, sendo amido com crescimento sob 

agitação (figura 14), maltose com crescimento sob agitação (figura 15), amido com 

crescimento estacionário (figura 16) e maltose com crescimento estacionário (figura 

17), no qual o meio de cultura era suplementado com as fontes de carbono acima e 

incubados a 40ºC com o fungo M. pulchella, pelo período de 0 a 264 horas para 

crescimento agitado e de 0 a 360 horas para crescimento estacionário. A partir do 

tempo 0, de 24 em 24 horas, alíquotas eram retiradas e a presença de açúcares 

redutores era determinada por DNS.  

O objetivo deste experimento foi verificar o que acontece com a concentração 

de açúcar redutor no meio de cultivo e comparar com o momento que aumenta a 

atividade da trealase. Como podemos observar na figura 14, no momento em que a 

quantidade de açúcar redutor diminui, a produção da enzima aumenta. Em cultura 

sob a agitação constante adicionada com maltose, verificamos que os níveis de 

açúcar redutor a partir de 72 horas estão baixos (figura 15). Entretanto, sob 

crescimentos estacionário, podemos notar que os níveis de açúcar redutor começam 

cair a partir de 192 horas. Estes dados foram mostrados nas figuras 16 e 17. 
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Figura 14 – Determinação do teor de açúcar redutor no meio de cultura, utilizando 

amido como fonte de carbono no meio de cultura. O fungo foi cultivado em meio M6, 

por um período de 0 a 264 horas, à temperatura de 40ºC, sob agitação a 110 rpm. 

Símbolos: Teor de açúcar redutor (□); Produção de trealase intracelular – U Totais 

(●). 
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Figura 15 – Determinação da quantidade de açúcar redutor no meio de cultura, 

utilizando maltose como fonte de carbono. O fungo foi cultivado em meio M6, por um 

período de 0 a 264 horas, à temperatura de 40ºC, sob agitação a 110 rpm. 
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Figura 16 – Determinação da quantidade de açúcar redutor no meio de cultura, 

utilizando amido como fonte de carbono no meio de cultura. O fungo foi cultivado em 

meio M6, por um período de 0 a 360 horas, à temperatura de 40ºC, sob condição 

estacionária. Dados referentes à média de dois experimentos. 
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Figura 17 – Determinação da quantidade de açúcar redutor no meio de cultura, 

utilizando maltose como fonte de carbono. O fungo foi cultivado em meio M6, por um 

período de 0 a 360 horas, à temperatura de 40ºC, sob condição estacionária. Dados 

referentes à média de dois experimentos. 
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4.7. Estabilidade térmica da trealase de M. pulchella em extrato bruto 

 

Com objetivo de estudarmos a estabilidade térmica das enzimas em estrato 

bruto, foi realizada a incubação das enzimas nas temperaturas de 35 a 60ºC. 

Podemos observar que a meia vida da trealase extracelular foi de 37 minutos a 60ºC 

(figura 18). O tempo de meia vida da enzima intracelular foi de 10 minutos a 60ºC 

(figura 19). 

Esses resultados sugerem que a trealase extracelular é altamente estável. 

Em 65ºC, as enzimas mostraram completa desnaturação nos primeiros 10 minutos 

de incubação (dados não mostrados). 

 

4.8. Purificação das trealases de M. pulchella 

4.8.1. Purificação da trealase extracelular 

 

Transcorridos o período de padronização da produção das trealases de M. 

pulchella, foram iniciados os processos de purificação da atividade trealásica. A 

enzima foi purificada por um processo relativamente rápido que incluiu três passos 

de cromatografia em coluna (tabela 5). 

Em pH 7,0 a enzima se liga a resina DEAE-Celulose, previamente equilibrada 

com tampão Tris-HCl 50mM, cujo o pH era 7,0. A enzima é eluída com o aumento da 

força iônica, para uma concentração de NaCl de aproximadamente 300 mM (figura 

20). A amostra foi dialisada contra água por 24 horas à 4ºC, para retirada de todo o 

sal proveniente do gradiente. A trealase após ter sido aplicada na coluna de DEAE-

Celulose foi semi purificada com um fator de purificação de 3,3 vezes (tabela 5). 
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Após esse processo, o “pool” de DEAE-Celulose foi aplicado em uma coluna de 

interação hidrofóbica. 

Assim, o passo seguinte da purificação, foi uma cromatografia em coluna de 

Phenyl-Sepharose, onde a coluna e a amostra foram equilibradas com tampão Tris-

HCl 50 mM, pH 7,0, e sulfato de amônio na concentração de 1,5 M. A coluna foi 

lavada com gradiente reverso (0,5 à 0 M) e a enzima começou a ser eluída com 

cerca de 250 mM (NH4)2SO4. A cromatografia eliminou cerca de 80% das proteínas 

contaminantes (figura 21). Após o procedimento de cromatografia, a amostra foi 

dialisada contra água por 48 horas a 4ºC e a amostra foi purificada cerca de 4,7 

vezes (tabela 5). Em seguida, a porção Phenyl-Sepharose foi aplicada em uma 

coluna de troca iônica, agora com pH 5,0. 

A resina utilizada para troca iônica foi novamente a DEAE-Celulose, e a 

coluna foi equilibrada com tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0. A atividade 

trealásica foi eluída com o aumento da força iônica, para uma concentração de NaCl 

de aproximadamente de 110 mM (figura 22), e a amostra foi dialisada contra água 

por 24 horas à 4ºC. A introdução de uma cromatografia em DEAE-Celulose a pH 5,0 

eliminou uma grande parte dos contaminantes protéicos que co-purificaram na 

coluna anterior (Phenyl-Sepharose). No final a trealase foi purificada 34 vezes 

(tabela 5).  
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Figura 18 – Estabilidade térmica da trealase extracelular em extrato bruto de M. 

pulchella. A enzima era incubada a 35, 40, 45, 50, 55 e 60ºC, encontrando-se em 

extrato bruto e nos tempos indicados de 0 a 60 minutos, alíquotas foram retiradas 

para as dosagens de atividade residual. A reação foi determinada por DNS (item 

3.6.1). 
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Figura 19 – Estabilidade térmica da trealase intracelular em extrato bruto de M. 

pulchella. A enzima foi incubada a 40, 45, 50, 55 e 60ºC, encontrando-se em extrato 

bruto e nos tempos indicados de 0 a 60 minutos, alíquotas foram retiradas para as 

dosagens enzimáticas. A reação foi determinada pó DNS (item 3.6.1). 
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Tabela 5 – Purificação da trealase extracelular de M. pulchella 

 

Etapa Volume 

total 

(ml) 

Proteínas 

totais 

(mg) 

Unidades a 

totais 

(U totais) 

Atividade 

Específica 

(U/mg) 

Rendimento 

(%) 

Fator de 

purificação

X 

Extrato Bruto 765 313,65 787,95 2,51 100 1 

DEAE – Celulose 

pH 7,0 

58 14,50 118,90 8,2 15 3,3 

Phenyl Sepharose 

pH 7,0 

33 1,65 19,47 11,8 2 4,7 

DEAE – Celulose 

pH 5,0 

29 0,58 49,01 84,50 6 33,7 

 

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

que produz 1 µmol de glicose por minuto nas condições de ensaio estabelecidas. 

Condições: O fungo foi crescido em meio líquido M6, por um período de 96 horas à 

40ºC, sob agitação constante de 140 excursões por minutos. 
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Figura 20 – Perfil cromatográfico da atividade trealásica extracelular do extrato bruto 

de M. pulchella em coluna de troca iônica de DEAE-Celulose em pH 7,0. A coluna 

(15 cm x 2,5 cm) foi equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,0 e após aplicação 

da amostra, a coluna foi lavada com o tampão de equilíbrio (usando 

aproximadamente 7 vezes do volume da coluna) e um gradiente linear de 0-500 mM 

de NaCl. Frações de 5,0 ml foram coletadas para leitura de absorbância em 280 nm 

e medida da atividade trealásica. As frações com atividade trealásica, indicadas 

entre as setas foram reunidas e denominadas “pool” DEAE-Celulose. Símbolos: 

Proteína 280nm (□); Atividade trealásica (●). 
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Figura 21 – Perfil cromatográfico em coluna de Phenyl-Sepharose do “pool” DEAE-

Celulose da atividade trealásica extracelular de M. pulchella. A coluna (5 cm x 2,5 

cm) foi equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,0, contendo 1,5 M de (NH4)2SO4 

e a amostra adicionada de (NH4)2SO4 para a concentração de 1,5 M. Após aplicação 

da amostra, a coluna foi lavada com o tampão de equilíbrio (aproximadamente 7 

vezes do volume da coluna) e a seguir foi aplicado o gradiente linear inverso de 500-

0 mM de (NH4)2SO4. Frações de 3,0 ml foram coletadas para leitura de absorbância 

em 280 nm e medida a atividade trealásica. As frações com atividade trealásica, 

indicadas entre as setas, foram reunidas e denominadas “pool” Phenyl Sepharose. 

Símbolos: Proteína 280nm (□); Atividade trealásica (●). 
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Figura 22 – Perfil cromatográfico em coluna de DEAE-Celulose, pH 5,0 do “pool” de 

Phenyl-Sepharose da atividade trealásica extracelular de M. pulchella. A coluna (9 

cm x 1,5 cm) foi equilibrada em tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0 e após 

aplicação da amostra, a coluna foi lavada com o tampão de equilíbrio 

(aproximadamente 7 vezes o volume da coluna) e um gradiente linear de 0-500 mM 

de NaCl. Frações de 5,0 ml foram coletadas para leitura de absorbância em 280 nm 

e medida da atividade trealásica. As frações com maior atividade trealásica, foram 

reunidas e denominadas “pool” DEAE-Celulose. Símbolos: Proteína 280nm (□); 

Atividade trealásica (●). 
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4.8.2. Critério de pureza 

 

O critério de pureza empregado foi a análise eletroforética da enzima em gel 

de poliacrilamida em condições desnaturantes e não desnaturantes. Conforme 

podemos observar na figura 23 A e B, a eletroforese em condições não 
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Figura 23 – PAGE da trealase extracelular purificada de M. pulchella. A) Corada 

com Coomassie Blue. B) Corada com nitrato de prata. A eletroforese foi realizada 

em condições não desnaturantes, em géis de poliacrilamida a 6%, conforme descrito 

em material e métodos. 
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Figura 24 – SDS-PAGE da trealase extracelular purificada de M. pulchella. A) 

Padrão de massa molecular, corado com Coomassie Blue. Marcadores de massa 

molecular: 1 – Miosina (205 kDa), 2 - BSA (66 kDa) e 3 – Ovoalbumina (45 kDa). B) 

Trealase extracelular corada com nitrato de prata. A eletroforese foi realizada em 

géis de poliacrilamida a 7% em condições desnaturantes; conforme descrito em 

material e métodos. 
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4.8.3.2. Determinação da Massa Molecular por filtração 

 

Para demonstrarmos a massa molecular da enzima na forma nativa, fora 

realizado o procedimento de aplicação da enzima em uma coluna de filtração.  

Utilizou-se para este procedimento, a coluna Bio-Sil Sec-400 da Bio Rad. A 

amostra apresenta um único pico de atividade trealásica. Através de uma curva 

padrão, estimou-se uma massa molecular nativa aparente de 104 kDa. Este dado foi 

mostrado na figura 25. 
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Figura 25 – Determinação da massa molecular da trealase extracelular de M. 

pulchella por filtração. A cromatografia foi realizada em HPLC equipado com uma 

coluna de Bio-Sil SEC-400 (30x0,78 cm) equilibrada e eluída em tampão HEPES 

100 mM, pH 6,8, contendo NaCl 150 mM e azida sódica 10 mM sob o fluxo de 1,0 

ml/min. Símbolos: Tiro (670 kDa); IgG (158 kDa); Oval (45 kDa); Miog (17 kDa).  
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4.8.4. Purificação da trealase intracelular 

 

Transcorridos o período de padronização da produção das trealases de M. 

pulchella, foram iniciados os processos de purificação da atividade trealásica 

intracelular. A enzima foi purificada por um processo relativamente rápido que incluiu 

dois passos de cromatografia em coluna (tabela 6). 

Em pH 7,0 a enzima se liga à resina DEAE-Celulose, previamente equilibrada 

com tampão Tris-HCl 50mM, cujo pH é 7,0. A enzima foi eluída com o aumento da 

força iônica, para uma concentração de NaCl de aproximadamente 170 mM (figura 

26). Após a cromatografia, a amostra foi dialisada contra água por 24 horas à 4ºC. 

Esse procedimento resultou na eliminação de grande parte de contaminantes 

presentes no extrato bruto e a trealase foi semi purificada, com fator de purificação 

de 9 vezes (tabela 6). A seguir, o “pool” de DEAE-Celulose foi aplicado em uma 

coluna de interação hidrofóbica. 

O passo seguinte da purificação foi cromatografia em coluna de Phenyl-

Sepharose, no qual a coluna e a amostra foram equilibradas em tampão Tris-HCl 

50mM, pH 7,0, e sulfato de amônio na concentração de 1,5 M. A enzima foi retirada 

da resina e foi eluída com gradiente reverso de (NH4)2SO4  de 0,5-0 M, com volume 

final de 150 ml (figura 27). Após esse procedimento a amostra foi dialisada contra 

água por 48 horas à 4ºC, resultando numa purificação de cerca de 24 vezes (tabela 

6).  
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Tabela 6 – Purificação da trealase intracelular de M. pulchella 

 

Etapa Volume total 

(ml) 

Proteínas 

totais 

(mg) 

Unidades a 

totais 

(U totais) 

Atividade 

Específica 

(U/mg) 

Rendimento 

(%) 

Fator de 

purificação

X 

Extrato Bruto 400 568 1184 2,09 100 1 

DEAE – Celulose 

pH 7,0 

130 16,9 304,2 18 26 9 

Phenyl-Sepharose 

pH 7,0 

120 4,92 246 50 21 24 

 

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

que produz 1 µmol de glicose por minuto nas condições de ensaio estabelecidas. 

Condições: O fungo foi crescido em meio líquido M6, por um período de 96 horas à 

40ºC, sob agitação constante de 140 excursões por minutos. 



______________________________________________________________Resultados_____ 

 71

 

0 20 40 60 80
0

1

2

Nº de frações

Ab
s.

28
0 

nm

0,0

0,1

0,2

0,3

0-
0,

5M
 N

aC
l

Abs.540 nm

 

 

Figura 26 – Perfil cromatográfico da atividade trealásica intracelular do extrato bruto 

de M. pulchella em coluna de troca iônica de DEAE-Celulose. A coluna (15 cm x 2,5 

cm) foi equilibrada em tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,0 e após aplicação da amostra, 

a coluna foi lavada com o tampão de equilíbrio (aproximadamente 7 vezes o volume 

da coluna) e um gradiente linear de 0-500 mM de NaCl. Frações de 4,0 ml foram 

coletadas para leitura de absorbância em 280 nm e medida da atividade trealásica. 

As frações com atividade trealásica indicadas entre as setas foram reunidas e 

denominadas “pool” DEAE-Celulose. Símbolos: Proteína 280 nm (□); Atividade 

trealásica (●). 
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4.8.5. Critério de pureza 

 

O critério de pureza empregado foi a análise eletroforética da enzima em gel 

de poliacrilamida em condições desnaturantes e não desnaturantes. Conforme 

podemos observar na figura 28, a trealase intracelular de M. pulchella, exibe uma 

única banda protéica em eletroforese em condições não desnaturantes, após o gel 

ter sido corado com nitrato de prata.  

 

4.8.6. Determinação da Massa Molecular da enzima purificada 

 

A determinação da massa molecular da trealase extracelular foi determinada 

por dois métodos distintos: por eletroforese em gel de poliacrilamida em condições 

desnaturantes e por coluna de filtração. 

 

4.8.6.1. Determinação da Massa Molecular por eletroforese em gel de 

poliacrilamida em condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

 

A trealase intracelular purificada apresentou uma única banda protéica em 

SDS-PAGE e com uma massa molecular relativa de aproximadamente 50 kDa. 

Dados foram mostrados na figura 29. 
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Figura 28 – PAGE da trealase intracelular purificada de M. pulchella. Amostra 

corada com nitrato de prata. A eletroforese foi realizada em condições não 

desnaturantes, em géis de poliacrilamida a 6%, conforme descrito em material e 

métodos. 
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Figura 29 – SDS-PAGE da trealase intracelular de M. pulchella. A) Trealase 

intracelular corado com nitrato de prata. B) Marcador de massa molecular - 

ovoalbumina (45 kDa). A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida a 7% 

em condições desnaturantes, conforme descrito em material e métodos. 

A B 
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4.8.6.2. Determinação da Massa Molecular por filtração 

 

Para demonstrarmos a massa molecular da enzima na forma nativa, fora 

realizado o procedimento de aplicação da enzima em uma coluna de filtração. 

Utilizou-se para este procedimento, a coluna de filtração da Bio-Sec-400 da 

Bio-Rad. A amostra apresenta um único pico de atividade trealásica. Através de uma 

curva padrão, estimou-se que a massa molecular da trealase era de 150 kDa (figura 

30). 
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Figura 30 – Determinação da massa molecular da trealase intracelular de M. 

pulchella. A cromatografia foi realizada em HPLC equipado com uma coluna de Bio-

sil SEC-400 (30 x 0,78 cm) equilibrada e eluída em tampão HEPES 100 mM, pH 6,8, 

contendo 150 mM de NaCl e azida sódica 10 mM sob o fluxo de 1,0 ml/min. 

Símbolos: Tiro (670 kDa); IgG (158 kDa); Oval (45 kDa); Miog (17 kDa).  
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4.9.Caracterização das trealases purificadas 

4.9.1. Determinação do ponto isoelétrico das trealases intra e extracelular 

purificadas de M. pulchella 

 

O pI das enzimas purificadas foi determinado por focalização isoelétrica em 

gel de poliacrilamida. O pI das trealases purificadas a partir do extrato bruto obtido 

em cultivo correspondem a 3,5 e 3,0 para trealase extracelular (figura 31) e 

intracelular (figura 32), respectivamente. 

 

4.9.2. Efeito do pH sobre a atividade trealásica de M. pulchella 

 

A atividade trealásica foi medida na escala de pH 4,0 até 9,0. Podemos 

verificar que o pH ótimo encontrado para a atividade enzimática extracelular foi de 

5,0 (figura 33). Entretanto, para a atividade enzimática intracelular, o pH ótimo de 

reação foi de 5,5-6,0 (figura 34).  

 

4.9.3. Determinação da temperatura ótima de atividade das trealases 

purificadas 

 

 A temperatura ótima de atividade das trealases foi determinada por meio de 

experimentos onde as dosagens enzimáticas foram realizadas em diferentes 

temperaturas na faixa de 35 a 70ºC. A temperatura ótima da trealase extracelular foi 

de 55ºC (figura 35), enquanto que para trealase intracelular foi de 50ºC (figura 36). 

 

 



______________________________________________________________Resultados_____ 

 79

 

 

 



______________________________________________________________Resultados_____ 

 80

 

 

 

0 4 8 12 16 20 24
2

3

4

5

frações do gel (0,5cm)

pH

0

20

40

60

80

100

Atividade relativa (%
)

 

 

Figura 32 - Representação gráfica da focalização isoelétrica (pI) da trealase 

intracelular produzida por M. pulchella. Símbolos: (□) gradiente de pH ao longo do 

gel; (●) atividade enzimática ao longo do gel determinada com GOD. 
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Figura 33 – Determinação do pH ótimo de atividade da trealase extracelular 

purificada de M. pulchella. Os tampões utilizados foram: acetato de sódio, na faixa 

de pH de 4,0 à 5,0; MES, na faixa de pH de 5,5 à 7,5; Tris-HCl, na faixa de 7,5 à 9,0. 

A atividade trealásica foi determinada nas condições ótimas de atividade, conforme 

descrito em material e métodos (item 3.6.1). 
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Figura 34 – Determinação do pH ótimo de atividade da trealase intracelular 

purificada de M. pulchella. Os tampões utilizados foram: acetato de sódio, na faixa 

de pH de 4,0 à 5,0; MES, na faixa de pH de 5,5 à 7,5; Tris-HCl, na faixa de 7,5 à 9,0. 

A atividade trealásica foi determinada nas condições ótimas de atividade, conforme 

descrito em material e métodos (item 3.6.1). 
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Figura 35 – Determinação da temperatura ótima da trealase extracelular de M. 

pulchella.  
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Figura 36 – Determinação da temperatura ótima da trealase intracelular de M. 

pulchella.  
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4.9.4. Efeitos de íons metálicos, EDTA e β-mercaptoetanol sobre a atividade 

das trealases purificadas 

 

O efeito de alguns íons metálicos, EDTA e β-mercaptoetanol sobre a atividade 

das trealases de M. pulchella purificadas foram investigados, determinando-se a 

atividade trealásica, em condições de pH e temperatura ótimas.  

A trealase extracelular foi ativada por manganês (50%) e cobalto (14%). 

Alguns íons inibiram a atividade da enzima, como cálcio (cerca de 42%), alumínio 

(43%), chumbo (34%), ferro (61%), mercúrio (66%) e prata (56%). Outros íons não 

tiveram efeito significante sobre a atividade da enzima. Estes dados foram 

mostrados na tabela 7. 

 A trealase intracelular foi ativada por manganês (41%,) cobalto (40%), a 

enzima também teve a atividade aumentada na presença de prata (31%). Alguns 

íons inibiram a atividade da enzima, como alumínio (cerca de 58%), cobre (38%), 

zinco (57%), chumbo (50%), ferro (71%), EDTA (40%) e mercúrio (100%). Outros 

íons não exerceram ativação e/ou inibição significante na atividade da enzima. Estes 

dados foram mostrados na tabela 8. 

Para estudarmos melhor o efeito de manganês e cobalto, foi realizada 

incubação da enzima extracelular com o substrato em presença das seguintes 

concentrações de manganês e cobalto: 1 mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM e 40 

mM. Como controle foi realizado um ensaio na ausência dos íons (figura 37). 

De fato, a enzima extracelular é ativada cerca de 1,25 vez com cobalto 10 mM 

e cerca de 6 vezes com manganês 20 mM (figura 37).  

Com o intuito de refinar o estudo do efeito de íons bivalentes sobre a atividade 

da trealase intracelular, realizamos uma curva de concentração de cálcio, manganês 
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e cobalto. Entretanto, podemos notar que a enzima intracelular sofre inibição na 

presença de cálcio. Podemos também observar que a trealase é ativada 2 vezes 

mais na presença de manganês 20 mM, e 4 vezes mais na presença de cobalto 20 

mM. Estes dados foram mostrados na figura 38. 
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Tabela 7 – Influência de íons, EDTA e β-mercaptoetanol sobre a atividade da 

trealase extracelular purificada de M. pulchella. 

 

Íons (1mM) Atividade (%)

Controle 100 

NaBr 98 

NaCl 93 

AgNO3 110 

CaCl2 58 

MgCl2 93 

MnCl2 150 

KCl 94 

NH4Cl 94 

Al2Cl3 57 

β-Mercaptoetanol 92 

CuCl2 89 

ZnCl2 82 

CoCl2 114 

Pb(C2H3O2)2 66 

Fe2(SO4) 39 

NH4F 90 

HgCl2 44 

BaCl2 98 

EDTA 87 

 

O controle equivale a 0,96 U/ml. 
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Tabela 8 – Influência de íons, EDTA e β-mercaptoetanol sobre a atividade da 

trealase intracelular purificada de M. pulchella. 

 

Íons (1 mM) Atividade (%)

Controle 100 

NaBr 92 

NaCl 92 

AgNO3 131 

CaCl2 83 

MgCl2 73 

MnCl2 141 

KCl 82 

NH4Cl 80 

Al2Cl3 42 

β-Mercaptoetanol 91 

CuCl2 62 

ZnCl2 43 

CoCl2 140 

Pb(C2H3O2)2 50 

Fe2(SO4) 29 

NH4F 69 

HgCl2 0 

BaCl2 78 

EDTA 60 

 

O controle equivale a 0,33 U/ml. 
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Figura 37 – Influência da concentração de cobalto e manganês na atividade 

trealásica extracelular de M. pulchella. A enzima foi incubada com as concentrações 

finais de 0mM, 1mM, 2mM, 5mM, 10mM, 20mM e 40mM de cobalto e manganês. A 

atividade trealásica foi determinada nas condições ótimas de atividade, conforme 

descrito em material e métodos (item 3.6.1). Símbolos: Atividade relativa (%) em 

presença de Co2+ (○); Atividade relativa (%) em presença de Mn2+ (●). 
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Figura 38 – Influência da concentração de cálcio, cobalto e manganês na atividade 

de trealase intracelular de M. pulchella. A enzima foi incubada com as concentrações 

finais de 0mM, 1mM, 2mM, 5mM, 10mM, 20mM, 40mM e 50 mM de cálcio, cobalto e 

manganês. A atividade trealásica foi determinada nas condições ótimas de atividade, 

conforme descrito em material e métodos (item 3.6.1). 
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4.9.5. Efeito de nucleosídeos fosfato sobre a atividade trealásica 

 

A atividade trealásica de M. pulchella foi ensaiada na presença de 1 e 10 mM 

de ATP, ADP e AMP. A enzima extracelular sofreu cerca de 9 e 21% de inibição na 

presença de ATP 1 e 10 mM, respectivamente (tabela 9). Na presença de ADP 1 e 

10 mM, houve inibição de 11% e 14% da atividade trealásica extracelular de M. 

pulchella, respectivamente (tabela 9). Na presença de AMP 1 e 10 mM, houve 

inibição de 9 e 11% da atividade trealásica extracelular, respectivamente (tabela 9). 

A enzima intracelular se mostrou mais sensível aos nucleotídeos fosfatos, 

visto que em presença de ATP, a enzima sofreu cerca de 23 e 44% de inibição na 

presença de 1 e 10 mM, respectivamente. Na presença de ADP 1 mM a enzima é 

inibida por cerca de 14%, enquanto, AMP 1 mM, ADP 10 mM e AMP 10 mM, inibiu 

aproximadamente 21% da atividade. Estes dados foram mostrados na tabela 9. 
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Tabela 9 – Efeito de nucleosídeos fosfato sobre as trealases de M. pulchella 

 

Nucleosídeo fosfato 

(mM) 

Atividade relativa (%) 

Extracelular             Intracelular 

Controle 100 100 

ATP 1mM 91 77 

ATP 10mM 79 66 

ADP 1mM 89 86 

ADP 10mM 86 76 

AMP 1mM 91 79 

AMP 10mM 89 79 
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4.9.6. Estabilidade térmica da trealase extracelular 

 

Para determinar a estabilidade das trealases purificadas frente à temperatura, 

a enzima foi incubada de 35 até 65ºC, por até 60 minutos, na ausência do substrato 

e dissolvida em água. Após cada intervalo de tempo pré-determinado, as alíquotas 

eram retiradas e ensaiadas nas condições ótimas de temperatura e pH. Podemos 

observar que a meia vida da trealase extracelular é de aproximadamente 9,8 

minutos à 65ºC. Nas demais temperaturas, há um declínio de cerca de 40% na 

atividade da enzima nos primeiros 15 minutos. Os dados foram mostrados na figura 

39.  

Com o objetivo de aumentar a estabilidade da enzima extracelular quando 

incubada a 65ºC, nós testamos a sua estabilidade quando diluída em trealose, no 

qual podemos notar que a enzima praticamente não perde sua atividade ao longo 

dos 60 minutos (figura 40). 

A meia vida da trealase intracelular incubada a 60ºC foi de aproximadamente 

8 minutos, sendo que nas demais temperaturas, há declínio na atividade da enzima 

nos primeiros 15 minutos até cerca de 30 minutos de incubação. 

Na tentativa de melhorar a estabilidade térmica da trealase intracelular, 

incubamos a enzima nas temperaturas de 50, 55 e 60ºC na presença de trealose 

1%. Como podemos observar na figura 42, a enzima à 55ºC tem meia vida de 46 

minutos. A 60ºC, praticamente não notamos diferença na estabilidade térmica da 

enzima incubada com trealose e incubada com água (figura 42). 
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Figura 39 – Termoestabilidade da trealase extracelular purificada de M. pulchella. A 

enzima diluída em água foi incubada nas diferentes temperaturas, de 35 a 65ºC, e 

amostras de 0,1 ml foram retiradas nos tempos indicados para dosagem da atividade 

trealásica a 55ºC pelo método de DNS (item 3.6.1). 
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Figura 40 – Termoestabilidade da trealase extracelular purificada de M. pulchella. 

enzima diluída em trealose 1% foi incubada na temperatura de 65ºC, e amostras de 

0,1 ml foram retiradas nos tempos indicados para dosagem da atividade trealásica a 

55ºC pelo método de DNS (item 3.6.1). 
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Figura 41 – Termoestabilidade da trealase intracelular purificada de M. pulchella. A 

enzima diluída em água foi incubada nas diferentes temperaturas, de 35 a 60ºC, e 

amostras de 0,1 ml foram retiradas nos tempos indicados para dosagem da atividade 

trealásica a 55ºC pelo método de DNS (item 3.6.1). 
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Figura 42 – Termoestabilidade da trealase intracelular purificada de M. pulchella. A 

enzima foi diluída em trealose 1% (nos símbolos fechados) e em água (nos símbolos 

abertos) e incubada nas temperaturas de 50 a 60ºC, e amostras de 0,1 ml foram 

retiradas nos tempos indicados para dosagem da atividade trealásica a 55ºC pelo 

método de DNS (item 3.6.1).  
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4.9.7. Análise cinética das trealases purificadas 

 

Para determinarmos os valores de Km e Vmáx, foi utilizado o procedimento 

descrito por Lineweaver & Burk (1934), e a reta fixada usando o programa Origin 6.1. 

 Na figura 43, temos a representação gráfica do efeito da concentração de 

trealose sobre a atividade da trealase extracelular. O valor de Km encontrado para 

trealose foi de 2,72 mM, e a Vmáx foi de 90 U/mg de proteína. 

Entretanto, para a trealase intracelular, o valor de Km encontrado para 

trealose foi de 4,66 mM, e a Vmáx foi de 90,90 U/mg de proteína, conforme a 

representação gráfica do efeito da concentração de trealose sobre a atividade da 

trealase intracelular. Estes dados foram mostrados na figura 44.  

 

4.9.8. Determinação do conteúdo de carboidratos neutros das trealases intra e 

extracelular purificadas 

 

Através do método fenol-sulfúrico (Dubbois et al., 1956), foi verificada a 

natureza glicoprotéica das trealases purificadas de M. pulchella. O conteúdo de 

carboidratos foi estimado em 19% para enzima extracelular e 66% para a enzima 

intracelular. 
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Figura 43 – Determinação do Km e Vmáx para a trealase extracelular purificada de M. 

pulchella. Gráfico duplo-recíploco da hidrólise da trealose. Os ensaios foram 

realizados na faixa de concentração de 1mM a 30mM de trealose. A atividade 

trealásica foi determinada nas condições ótimas de atividade, conforme descrito em 

material e métodos (item 3.6.1). 
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Figura 44 – Determinação do Km e Vmáx para a trealase intracelular purificada de M. 

pulchella. Gráfico duplo-recíploco da hidrólise da trealose. Os ensaios foram 

realizados na faixa de concentração de 1mM a 30mM de trealose. A atividade 

trealásica foi determinada nas condições ótimas de atividade, conforme descrito em 

material e métodos (item 3.6.2). 
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4.9.9. Especificidade das trealases purificadas de M. pulchella 

 

As trealases intra e extracelulares purificadas não hidrolisaram outros 

substratos como amido, avicel, lactose, maltose, sacarose e rafinose, e sim, as 

trealase hidrolisam somente trealose, conforme tabela 10. 

 

 

Tabela 10 – Estudo da especificidade das trealases purificadas de M. pulchella 

 

Substrato 

(concentração) 

Atividade Específica 

(U/mg de proteína) 

Intracelular       Extracelular 

Amido 1% ND ND 

Avicel 1% ND ND 

Lactose 1% ND ND 

Maltose 1% ND ND 

Sacarose 1% ND ND 

Rafinose 1% ND ND 

Trealose 1% 3,84 37 

 

Os ensaios foram realizados em tampão acetato de sódio, 0,1 M, pH 5,0 

(extracelular) e pH 5,5 (intracelular) com diferentes substratos, à 55ºC por até 120 

minutos A atividade enzimática foi medida através do método de DNS (item 3.6.1) e 

por GOD (item 3.6.2). ND - Não detectável. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
5.Discussão 

 



_______________________________________________________________Discussão_____ 

 103

5.1. Otimização da síntese de trealase intra e extracelular no meio de cultivo 

para Malbranchea pulchella 

 

No inicio deste presente trabalho foi realizado estudo para otimizar o meio de 

cultivo de M. pulchella, a fim de se obter uma atividade trealásica máxima. Visto que 

o meio de cultivo M6 favoreceu a produção de trealases, outros parâmetros foram 

determinados tais como: melhor fonte de carbono, tempo de crescimento, influência 

da concentração de extrato de levedura no meio de cultivo, temperatura e pH ótimo. 

M. pulchella produz bons níveis de trealase extracelular quando crescido em 

meio suplementado com glicose e maltose para trealase intracelular, através de 

meio crescido em rotação. No entanto, quando comparamos a produção da trealase 

extracelular crescida em incubadora que movimenta os fracos por excursão, a 

produção é 8 vezes maior, e comparando a melhor fonte de carbono deste tipo de 

crescimento, a produção é 11 vezes maior.  

Há evidências na literatura, mostrando que o amido é a melhor fonte de 

carbono para as trealases de fungos termófilos como Scytalidium thermophilum e 

Chaetomium themophilum, que são induzidas na presença deste polissacarídeo 

(Kadowaki et al., 1996; Almeida et al., 1999). A produção de trealases é fortemente 

influenciada por amido ou maltose como fonte de carbono provavelmente devido ao 

fato da existência de uma síntese de trealose alternativa, formando trealose a partir 

de amido ou maltose (Kadowaki et al., 1996, Giannesi et al., 2006), o que poderia 

explicar a alta produção de trealase nos fungos termófilos, quando crescidos em 

meio com amido ou maltose.  

A produção aumentada de trealase ocorreu possivelmente pelo fato das 

células aderirem à parede do frasco de Erlenmeyer, e assim, elas são pouco 
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banhadas pelo meio, provocando sua dessecação. Assim, os níveis de trealose 

aumentariam para proteger as proteínas intracelulares (Singer & Lindquist, 1998), e 

para que os níveis de trealose voltem ao normal, há produção aumentada de 

trealase (Elbein, 1974; Elbein et al., 2003). 

A curva de crescimento de M. pulchella foi analisada, e observamos que a 

atividade específica máxima das trealases extracelular (figura 6) e intracelular (figura 

7) ocorreram com 96 horas de crescimento. Comparando com C. thermophilum, que 

produz bons níveis de trealase intracelular com 72 horas (Almeida, et al., 1999), M. 

pulchella necessita de 96 horas sob agitação para produzir bons níveis de trealase, 

visto que não conseguimos detectar a atividade significante das trealases em 

crescimento estacionário e o tempo de incubação para a produção de enzimas varia 

muito nos diferentes organismos. 

A determinação das melhores condições de incubação da enzima bruta com o 

substrato mostrou que a temperatura ótima corresponde à 55ºC (figura 8). Esse 

valor está próximo da maioria das trealases de fungos termófilos, como S. 

thermophilum (Kadowaki, et al., 1996), M. rouxii (Lucio et al., 2005), H. grisea 

(Cardello et al., 1994), que apresentam a temperatura ótima em torno de 60ºC. 

Entretanto, C. thermophilum, apresenta a temperatura ótima à 55ºC (Almeida et al., 

1999), assim como M. pulchella estudada no presente trabalho. 

As trealases de M. pulchella apresentam pH ótimo de 5,0-5,5 (figuras 9 e 10). 

Esse valor é o mesmo encontrado para o pH ótimo da trealase de outro fungo 

termófilo, o H. grisea (Cardello et. al., 1994). 

Normalmente para bom crescimento e produção de trealases, os fungos 

termófilos necessitam de concentrações de extrato de levedura como fonte de 

nitrogênio. Fora ilustrado na figura 11, que a produção máxima de trealase é obtida 
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quando o microrganismo é crescido em meio de cultura adicionado de 0,2 e 0,4% de 

extrato de levedura para enzima extra e intracelular, respectivamente. M. pulchella 

necessita de menos extrato de levedura quando comparado com os fungos H. grisea 

e S. thermophilum, que necessitam de uma concentração de aproximadamente 0,8% 

(Cardello et al., 1994; Kadowaki et al., 1996). No entanto, C. thermophilum necessita 

de uma concentração de 0,5% de extrato de levedura (Almeida et al., 1999). 

Há relatos na literatura que as trealases ácidas de fungos termófilos podem 

ser ativadas por cálcio, sugerindo a existência de uma nova classe de trealases 

denominada de “mista”, na qual está presente somente em fungos termófilos. Dessa 

forma, a trealase extracelular em extrato bruto, mostrou que a trealase extracelular 

de M. pulchella é ativada cerca de 1,5 vez por cálcio, assim como as trealases de H. 

grisea (Zimmermann et al., 1990; Cardello et al., 1994) e de C. thermophilum 

(Almeida et al., 1998). No entanto, ao contrário da trealase extracelular, a intracelular 

não é ativada por cálcio (figuras 12 e 13). 

Através do estudo do efeito da concentração de açúcar redutor presente no 

meio de cultivo, podemos notar que em condição agitada, passada 72 horas, o 

açúcar redutor produzido pela degradação do amido e da maltose é rapidamente 

consumido (figuras 14 e 15).  

Contudo, na condição estacionária, não fora obtido a produção de trealases 

tanto intra como extracelular. Mesmo na presença de amido (figura 16) como fonte 

de carbono, ocorre primeiramente a sua quebra, e conseqüentemente, a produção 

de açúcares redutores que atinge o pico por volta de 96 horas, no qual é mantido até 

168 horas. Após esse período, o nível de malto-oligossacarídeos começa a cair 

seqüencialmente, visto que em meios estacionários, é esperado o crescimento mais 

tardio devido à troca de nutrientes ser mais lenta.  
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Quando se utiliza maltose como fonte de carbono no crescimento 

estacionário, o inicio da queda da produção de açúcar redutor ocorre por volta de 

168 horas. Antes deste período, ocorre oscilação nos níveis de açúcares redutores, 

e isso provavelmente ocorre pelo fato da maltose ter atividade de transglicosilação 

produzindo componentes α-glicosilados. Essa hipótese é confirmada por Gianessi et 

al. (2006) que purificou uma α-glucosidase extracelular de C. thermophilum em 

condições estacionária, a partir de 120 horas, verificando a formação de trealose a 

partir de amido.  

Baseado nessas evidências, podemos propor que o fungo não cresce muito 

bem em condição estacionária, devido a sua alteração entre a fase lag e log de 

crescimento. 

 

5.2. Purificação das trealases de M. pulchella 

 

Durante o procedimento de purificação das enzimas trealases, foram 

utilizados três cromatografias para a enzima extracelular, e duas cromatografias para 

a enzima intracelular. Há relatos de que as trealases de H. grisea (Cardello et al., 

1994), de S. thermophilum (Kadowaki et al, 1996) e C. thermophilum (Almeida et al., 

1999) foram purificadas através de cromatografia de troca iônica. De fato, também 

fora purificada a trealase de C. thermophilum através de cromatografia de interação 

hidrofóbica (Almeida et al., 1999). 

No final do processo de purificação, obteve-se 84,50 U/mg de proteína da 

trealase extracelular (tabela 5). Esse valor pode ser considerado muito bom quando 

comparado com outras trealases extracelulares, como do fungo Trichoderma reesei, 

que no final do processo de purificação produz 50 U/mg de proteína (Vijayakumar et 
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al., 1978). Já o fungo H. grisea produz 9,1 U/mg de proteína (Zimmermann et al., 

1990), o C. thermophilum, produz 0,34 U/mg de proteína (Almeida et al., 1999) e o 

M. rouxii, produz 1,72 U/mg de proteína (Lucio et al., 2000), valores menores quando 

comparado com a trealase extracelular de M. pulchella estudado no presente 

trabalho. No entanto S. thermophilum, produz 120 U/mg de proteína de trealase 

extracelular (Kadowaki et al., 1996), valores expressivo, quando comparamos com o 

fungo estudado neste presente projeto. 

Entretanto, no final do processo de purificação usado para trealase 

intracelular, obteve-se uma atividade específica de 50 U/mg de proteína (tabela 6). 

Na literatura encontramos outros fungos termófilos, nos quais as trealases 

intracelulares foram purificadas apresentando expressivas atividades específicas. 

Um exemplo é o caso do fungo S. thermophilum, que produz aproximadamente 3705 

U/mg de proteína de trealase intracelular (Kadowaki et al., 1996). Para o C. 

thermophilum  foi padronizado um procedimento que no final resulta em atividade 

específica de aproximadamente 119 U/mg de proteína (Almeida et al., 1999). Dessa 

forma, o valor encontrado para o procedimento de purificação da trealase intracelular 

do M. pulchella poderia ser considerado baixo, mas mesmo assim o valor é alto se 

compararmos com os procedimentos utilizados para mesófilos. 

Num outro estudo visando verificar as estimativas das massas moleculares 

das trealases extra e intracelular purificadas, foram realizadas o procedimento de 

SDS-PAGE (figuras 24 e 29 para extracelular), assim como a cromatografia de 

filtração (figuras 25 e 30 para intracelular). A partir de diferentes valores de massas 

moleculares obtidos pelos dois métodos usados para a trealase extracelular (52 kDa 

por SDS-PAGE e 104 kDa por filtração em gel) podemos propor que a trealase de M. 

pulchella possui duas subunidades de mesma massa, tratando-se portanto de 



_______________________________________________________________Discussão_____ 

 108

homodímeros. Além disso, para trealase intracelular, com os diferentes valores de 

massas moleculares obtidos pelos dois métodos usados (50 kDa para SDS e 150 

kDa para HPLC), podemos propor que a trealase de M. pulchella possue 3 

subunidades de mesma massa, se tratando portanto de homodímeros.  

Os valores de massas moleculares encontrados na literatura para algumas 

trealases ácidas de outros organismos também apresentam estruturas oligoméricas. 

A massa molecular da trealase extracelular de M. pulchella é próxima a encontrada 

para a trealase ácida de M. rouxii,cuja a massa molecular apresenta 110 kDa (Lucio 

et al., 2000). Não obstante, quando comparamos as massas moleculares das 

trealases com outros organismos, notamos que elas estão dentro da faixa das 

trealases descritas na literatura. Como exemplo, podemos citar C. thermophilum, 

cuja trealase ácida é formada por duas subunidades de 98 kDa (Almeida et al., 

1999). Também podemos elucidar o fungo H. grisea, que possui uma trealase ácida 

conidial composta por três subunidades de 105 kDa, 98 kDa e 84 kDa (Zimmermann 

et al., 1990). A trealase ácida de M. rouxii possui duas subunidades diferentes, de 45 

e 66 kDa (Lucio et al., 2000). A trealase ácida intracelular de N. crassa, apresenta 4 

subunidades de 88 kDa (White et al., 1985), e por fim, o S. thermophilum possui a 

trealase extracelular formada por 5 subunidades de 82 kDa (Kadowaki et al., 1996). 

 

5.3. Caracterização das trealases purificadas de M. pulchella 

 

Os pIs das trealases de M. pulchella encontrados para trealase extracelular 

(3,5) e intracelular (3,0) são próximas aos pIs encontrados para outras trealases de 

fungos termófilos, como C. thermophilum que apresenta pI para a trealase 

extracelular de 3,9 (Almeida et al., 1999). Já a trealase de S. thermophilum possui pI 
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em 3,7 e 3,4 para trealase extracelular e intracelular, respectivamente (Kadowaki at 

al., 1996). As trealases de Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis exibe pI de 

6,69 (Aquino et al., 2005), sendo assim, diferente dos padrões dos pIs que são 

próximos de 4,0 quando consideramos a maioria das trealases descritas. 

De fato, podemos justificar que as trealases do fungo M. pulchella aderem a 

coluna de DEAE, no pH 7,0, devido aos seus valores de pIs encontrados para 

trealase extracelular (3,5) e intracelular (3,0) no presente trabalho. 

A temperatura ótima aparente de atividade das enzimas foram 55ºC para 

trealase extracelular (figura 35) e 50ºC para trealase intracelular (figura 36). Essas 

temperaturas quando comparadas com as trealases dos demais termófilos estão 

dentro da faixa encontrada, as quais variam de 50 à 60ºC (Zimmermann et al. 1990; 

Kadowaki et al., 1996; Almeida et al., 1999). Em temperaturas superiores à 55ºC 

observamos uma diminuição da atividade trealásica indicando desnaturação protéica 

da enzima. Podemos notar também, que as trealases de M. pulchella tanto 

purificada quanto em extrato bruto, exibem uma temperatura ótima de 50-55ºC. 

As trealases de M. pulchella exibem pHs de 5,0-5,5 (figuras 33 e 34). Estes 

pHs condizem com aqueles encontrados na literatura para trealases ácidas em 

diversos organismos, como por exemplo, o fungo termófilo H. grisea que possui pH 

ótimo em 5,5 (Cardello et. al., 1994). Entretanto, quando comparamos os pHs das 

trealases de M. pulchella em extrato bruto e pura, notamos que praticamente o pH 

não muda após o processo de purificação. 

A trealase extracelular é 6 vezes mais ativa na presença de manganês 20 mM 

e 1,25 vez mais na presença de cobalto 10 mM. A trealase intracelular foi ativada 4 

vezes mais na presença de manganês 20 mM, e 2,4 vezes mais na presença de 

cobalto 40 mM. Contudo, mesmo variando a concentração de cálcio, houve inibição 
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da trealase extracelular pelo mesmo. Esses dados sugerem a existência de um 

grupo de trealases que são ativadas por cobalto e manganês.  

Assim como em M. pulchella, existem outros termófilos onde há ativação das 

trealases por manganês e cobalto, como por exemplo, o S. thermophilum (Kadowaki 

et al., 1996), C. thermophilum (Almeida et al., 1999) e H. grisea (Zimmermann et al., 

1990). 

Os íons possivelmente agem estabilizando a conformação da enzima ou 

promovendo agregação das duas subunidades, que juntas poderiam ser mais ativas. 

Esta explicação foi utilizada para trealase do Mycobacterium smegmatis, a qual é 

ativada por manganês e fosfato inorgânico (Carrol et al., 2007). Outra possível 

explicação para o efeito dos íons na trealase intra e extracelular de M. pulchella é 

que eles poderiam desagregar a enzima, e conseqüentemente os monômeros 

seriam mais ativos. Tal fenômeno foi demonstrado para o efeito do cálcio na trealase 

intracelular de H. grisea (Cardello et al., 1994). 

No presente trabalho, as trealases de M. pulchella sofreram leve inibição por 

ATP, ADP e AMP, sendo inferior a 15% (tabela 9). A inibição por ATP é mais 

evidente na trealase intracelular na presença de ATP 10 mM, na qual a enzima sofre 

44% de inibição. Normalmente as trealases de fungos termófilos sofrem maior 

inibição, como a trealase do C. thermophilum , cuja inibição por ATP é de 80% na 

concentração de 1 mM (Almeida et al., 1999). A trealase extracelular de S. 

thermophilum sofre cerca de 88% de inibição por ATP 10 mM (Kadowaki et al., 

1996). A trealase de C. thermophilum, sofre aproximadamente 53 e 55% de inibição 

com 1mM de ADP e AMP, respectivamente (Almeida et al., 1999). Além do mais, S. 

thermophilum sofreu cerca de 84 e 57% de inibição com 10 mM de ADP e AMP, 

respectivamente (Kadowaki et al., 1996).  
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Em S. thermophilum, a inibição por AMP não é expressiva, quando 

comparado com a inibição por ADP e ATP, que é de 88 e 94%, respectivamente. 
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15 minutos, a segunda se inativa ao redor dos 45 minutos e a terceira se mantém 

constante. Esta hipótese também é coerente com os dados obtidos em SDS-PAGE e 

filtração em gel, os quais sugerem a existência de três subunidades idênticas. 

Comparando a meia vida da trealase intracelular com a extracelular, podemos 

elucidar que a extra é bem mais estável, visto que em extrato bruto ela chega a ser 

3,7 vezes mais termorresistente, quando comparado com a intracelular (figuras 18 e 

19).  

As estabilidades térmicas das enzimas também foram testadas frente ao 

substrato (trealose), sendo que a enzima extracelular quando incubada a 65ºC, 

praticamente não perde sua atividade ao longo dos 60 minutos. O mesmo acontece 

com a enzima intracelular à 55ºC, onde a enzima tem meia vida a 46 minutos. A 

60ºC, praticamente não notamos diferença na estabilidade térmica da enzima 

incubada com trealose e incubada com água. Isto provavelmente ocorre devido ao 

papel protetor da trealose em proteínas e macromoléculas (Singer & Lindquist, 

1998), que em altas temperaturas age protegendo proteínas e macromoléculas.  

Há relatos na literatura, evidenciando que as trealases de fungos termófilos 

são termoestáveis. Como exemplo, temos a trealase de C. thermophilum var. 

coprophilum, totalmente estável a 50ºC e com meia vida de 6 minutos a 65ºC 

(Almeida et al., 1999). Contudo, a trealase extracelular de M. pulchella possui uma 

meia vida de 9,8 min a 65ºC, sendo mais termoestável do que a trealase de C. 

thermophilum (Almeida et al., 1999) e mais termoestável do que a trealase de S. 

thermophilum, que possui meia vida de 4,5 minutos quando incubada a 65ºC 

(Kadowaki, et al., 1996).  

O valor de Km obtido para trealase extracelular foi de 2,72 mM (figura 42) e o 

valor de Km obtido para trealase intracelular foi de 4,66 mM (figura 43). Esses 
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valores são próximos ao encontrado na trealase extracelular de S. thermophilum, 

cujo Km foi de 3,58 mM (Kadowaki et al.; 1996). A trealase intracelular de S. 

thermophilum apresenta um Km menor (Km 2,24 mM) (Kadowaki et al.; 1996) e a 

trealase de H. grisea apresenta Km de 2,3 mM (Zimmermann et al., 1990). 

Entretanto, C. thermophilum apresenta Km bem menor para trealase extracelular, 

cujo Km foi de 0,63 mM (Almeida et al., 1999). 

Não obstante, algumas trealases exibem Km mais baixo, como por exemplo, 

H. lanuginosa que tem Km de 0,4 mM (Prasad & Maheshwari, 1978). As trealases de 

M. rouxii, cujo Km foi de 0,61 mM (Lucio et al., 2000) e as trealases de R. 

microsporus, apresentaram Km próximos de 0,2 mM (Aquino et al., 2005), também 

considerados Km baixos. Usualmente valores de Km alto são pertinentes a trealases 

reguláveis e mistas (Jorge et al., 1997).  

A trealase extracelular de M. pulchella possui 19% do conteúdo de 

carboidrato, enquanto que a intracelular possui 66%. Alguns autores sugerem que a 

natureza glicoprotéica das trealases ácidas está relacionada à sua alta estabilidade 

térmica. No entanto, a trealase de C. thermophilum não é glicosilada e apresenta 

alta estabilidade em presença de cálcio (Almeida et al., 1999), enquanto que a 

trealase de S. thermophilum apresenta aproximadamente 81% do conteúdo de 

carboidrato e alta estabilidade térmica (Kadowaki et al., 1996).  

Por outro lado, a trealase extracelular de M. pulchella apresentou 19% de 

carboidratos, valor próximo ao da trealase de Thermomyces lanuginosus, de 

aproximadamente 20% (Bharadwaj & Maheshwari, 1999). Já a trealase intracelular 

de M. pulchella apresentou aproximadamente 66% de carboidrato, que é um valor 

próximo ao encontrado para H. grisea, com 56% de carboidratos (Zimmermann et 
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al., 1990) e também para R. microsporus, com 72% de carboidratos (Aquino et al., 

2005). 

 Em achados na literatura, encontramos que o teor de carboidrato está 

diretamente relacionado com a termoestabilidade da enzima, ou seja, enzimas com 

alto teor de carboidrato seriam mais resistentes do que as enzimas com baixo teor 

de carboidrato. Para nossa surpresa, comparando a trealase extracelular (19%), com 

a trealase intracelular (66%), e comparando as suas termoestabilidades, podemos 

notar que ocorre justamente o contrário, visto que a trealase extracelular (com baixo 

teor de carboidrato) é mais termoestável do que a trealase intracelular (com alto teor 

de carboidrato). 

As trealases de M. pulchella hidrolisaram somente trealose, o que era 

esperado, considerando que as trealases são específicas para a trealose (Kadowaki 

et al., 1996; Almeida et. al., 1999). 
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 A análise global dos resultados obtidos e apresentados nesta Dissertação de 

Mestrado permite as seguintes conclusões: 

 

1. O fungo termófilo Malbranchea pulchella var. sulfurea produz bons níveis de 

trealase quando crescido em meios contendo glicose, trealose, maltose, amido, 

xilose, arabinose, frutose ou manose. Aparentemente não existe especificidade para 

a fonte de carbono, visando a produção da trealase em M. pulchella; 

2. O crescimento em incubadoras que movimentam os cultivos por excursões 

aumenta os níveis de trealase em 10 ou mesmo 20 vezes, sugerindo que outros 

fatores além dos nutricionais podem atuar nesta condição de agitação da cultura e 

que promovem a produção da trealase; 

3. A agitação dos meios de cultivos por excursão gera estresse, uma vez que a 

tendência do movimento é jogar as células para fora do meio e as mesmas aderem 

fortemente nas paredes dos frascos e são somente banhadas pelo meio de cultura; 

4. Os resultados não permitem ainda a afirmação de que as trealases intra e 

extracelular são diferentes quando o fungo é desenvolvido em meios com agitação 

orbital ou em meios em agitação por excursão. Entretanto, seria interessante 

pesquisar se existem diferenças e no caso de agitação por excursão ocorre a 

produção de trealases mais relacionadas com o estresse (dessecamento parcial) do 

com as condições relacionadas com a fonte de carbono; 

5. Os dados de utilização da fonte de carbono e aparecimento da enzima mostram 

que as trealases intra e extracelular ocorrem logo após o consumo de mais de 90% 

da fonte de carbono. Estes dados sugerem fortemente que a produção da trealase 

em M. pulchella não é vinculada à fonte de carbono e sim ligada ao estágio de 

desenvolvimento do fungo; 
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6. Foram padronizados métodos relativamente simples para a purificação das 

trealases intra e extracelular de M. pulchella. As trealases usualmente são difíceis de 

purificar, exigindo vários passos cromatográficos e terminando com pouca proteína. 

Os métodos utilizados para a purificação das trealases de M. pulchella envolvem 

somente três passos cromatográficos na seqüência: DEAE-celulose, Phenyl 

Sepharose e DEAE-celulose. Após este procedimento as enzimas estavam puras 

conforme análise em PAGE E SDS-PAGE; 

7. A análise em PAGE, SDS-PAGE e em coluna de filtração (Bio-Sil-Sec-400 da 

BIO RAD), mostrou que a trealase extracelular apresenta uma massa molecular de 

104 kDa e é constituída de duas subunidades idênticas de 52 kDa). O mesmo tipo 

de análise mostrou que a intra é constituída de 3 subunidades idênticas e exibindo 

uma massa molecular aparente de 150 kDa. Estes resultados estão coerentes com a 

maioria das massas moleculares de trealases de outros microrganismos descritos na 

literatura e sugerem que as enzimas de M. pulchella intra e extracelular podem ser 

diferentes; 

8. Os teores de açúcar encontrados para as trealases foram 19% e 66% para extra 

e intracelular, respectivamente. Os pontos isoelétricos foram 3,5 e 3,0 para extra e 

intra, respectivamente. Os dados obtidos colaboram fortemente com a hipótese que 

as trealases extracelular e intracelular de M. pulchella são enzimas diferentes; 

9. Os valores de pH e temperatura ótimos para as duas enzimas purificadas 

também sugerem que se tratam de enzimas diferentes, embora possam ser oriundas 

de um mesmo gene; 

10. O efeito de íons (Mn+2,Co+2) na atividade trealásica de M. pulchella sugerem 

que os mesmos participam na estabilização da conformação da enzima ou na 

manutenção do estado de agregação que usualmente ocorre nas trealases. É 
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importante salientar que as enzimas não são ativadas por cálcio e sim inibidas, 

sugerindo mais uma vez que se trata de enzimas diferentes; 

11. O efeito inibidor de ATP e ADP nas trealases de M. pulchella não são muito 

evidentes como acontece para as demais trealases mistas descritas para os fungos 

termófilos Humicola grisea var. thermoidea; H. insolens; Chaetomium thermophilum 

var. coprophilum e Scytalidium thermophilum. Desta forma, sugerindo que mesmo 

entre os fungos termófilos pode existir uma diversidade grande de trealases; 

12. A análise da estabilidade térmica das trealases mostrou curvas bifásicas 

sugerindo a existência de dois tipos de populações de moléculas de trealases. Este 

tipo de dado obtido é coerente com a análise das enzimas purificadas em SDS-

PAGE que mostra a existência de homodímeros. As duas enzimas foram protegidas 

pela presença de trealose durante o choque térmico. Este tipo de resultado era o 

esperado, uma vez que a trealose é reconhecida como um açúcar importante para a 

proteção de macromoléculas in vitro e in vivo. As enzimas nos extratos brutos 

mostraram-se mais resistentes ao calor do que quando purificadas. Tal fato pode ser 

explicado pela retirada de íons importantes para proteção térmica ou mesmo de 

artefatos gerados durante o procedimento de purificação. Além disso, podemos 

pensar de existências de fatores protéicos existentes no extrato bruto tipo 

calmodulina. Este argumento é interessante e pode ser sustentados pelo fato da 

trealase presente no filtrado bruto ser ativada por cálcio e perder esta ativação após 

a sua purificação; 

13. A análise global dos resultados apresentados sugere fortemente a existência 

uma diversidade muito grande de trealases existentes nos diferentes organismos e 

principalmente nos fungos filamentosos. 
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