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RESUMO
B-D-glicosidase (EC 3.2.1.21) é uma das mais interessantes glicosidases,
especialmente por hidrolisar celobiose liberando glicose, ultimo passo de
degradacgao de celulose. Esta fungédo faz com que a p-D-glicosidase seja de grande
interesse como um versatil biocatalizador industrial, sendo critica para varios
processos de bio-tratamento / biorrefinaria, como producdo de bioetanol. Neste
trabalho, uma B-D-glicosidase extraida de extratos protéicos do invertebrado marinho
Artemia franciscana foi purificada e caracterizada com uma combinagdo de
precipitacdo com sulfato de amoénio (30; 50; 80%), a fracdo saturada na faixa de
50% (chamada F-Il) foi aplicada em uma cromatografia de exclusdo molecular em
Sephacryl S-200, as fragdes correspondentes ao primeiro pico de atividade da B-D-
glicosidase foram reunidas e aplicadas numa cromatografia de troca ibnica em Mono
Q; o terceiro pico protéico obtido nessa cromatografia, o qual coincide com o pico de
atividade da -D-glicosidase, foi reunido e aplicado numa cromatografia gel filtracao
Superose 12 onde o primeiro pico protéico, o qual possui atividade da [-D-
glicosidase, foi recromatografado em Superose 12. Esta enzima provavelmente &
multimerica, constituida por trés subunidades, de massa molecular de 52,7 kDa
(determinado por SDS-PAGE) e com massa molecular nativa de 157 kDa
(determinado por cromatografia gel filtragdo em Superose 12 sob o sistema FPLC).
A enzima foi purificada 44,09 vezes com uma recuperacao de 1,01%. Utilizando-se
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo como substrato obtivemos uma K, aparente de
0,229 mM (12,7 uM de produto/cm/hora) e Vimsx de 1,109 mM.60min™".mL™". O pH
6timo e a temperatura 6tima de catalise do substrato sintético foram 5,0 e 45°C,
respectivamente. A atividade B-D-glicosidasica foi fortemente inibida por nitrato de
prata e N-etilmaleimida, esta inibicdo indica o envolvimento de radicais sulfidrila na
hidrélise do substrato sintético. A B-D-glicosidase de Artemia franciscana apresentou
acao degradativa sobre celobiose, lactose e sobre o substrato sintético p-nitrofenil--
D-glicopiranosideo, indicando potencial uso desta enzima na industria principalmente
para produgao de bioetanol (produg&o de alcool a parti de celulose) e produgéo de

leite hidrolisado (leite destituido de lactose).

Palavras-chave: Glicosidases, invertebrados, celulose, bioetanol e lactose.



ABSTRACT

B-D-glucosidase (EC 3.2.1.21) is one of the most interesting glycosidases, especially
for hydrolysis cellobiose releasing glucose, is last step degradation of cellulose. This
function makes the pB-D-glucosidase is of great interest as a versatile industrial
biocatalyst, being critical to various bio-treatment / biorefinery processes, such as
bioethanol production. Hen in the report, a f-D-glucosidase was extracts from protein
extracted of the invertebrate marine Artemia franciscana was purified and
characterized with a combination of precipitation with ammonium sulfate (0 - 30%, 30
to 50%, 50 to 80%), the fraction saturated in the range of 30 to 50% (called F-Il) was
applied in a molecular exclusion chromatography, in Sephacryl S-200, the fractions
corresponding to the first peak of activity of B-D-glucosidase were gathered and
applied in a chromatography of ion exchange in Mono Q; the third peak this protein
obtained chromatography, which coincides with the peak of activity of [B-D-
glucosidase was held and applied in a gel filtration chromatography Superose 12
where the first peak protein, which has activity of p-D-glucosidase was
rechromatography on Superose 12. This enzyme is probably multimerica, consisting
of three subunit molecular mass of 52.7 kDa (determined by SDS-PAGE) with native
molecular mass of 157 kDa (determined by gel filtration chromatography on
Superose 12 under the system FPLC). The enzyme was purified 44.09 times with a
recovery of 1.01%. Using up p-nitrophenyl-B-D-glucopiranoside as substrate obtained
a K, apparent of 0.229 mM and a Vimax of 1.109 mM.60min™".mL'mM. The optimum
pH and optimum temperature of catalysis of the synthetic substrate were 5.0 and 45
°C, respectively. The activity of the B-D-glucosidase was strongly, inhibited by silver
nitrate and N- etylmaleimide, this inhibition indicates the involvement of radical
sulfidrila the hydrolysis of synthetic substrate. The B-D-glucosidase of Artemia
franciscana presented degradativa action on celobiose, lactose and on the synthetic
substrate p-nitrophenyl-B-D-glucopiranoside indicating potential use of this enzyme in
the industry mainly for the production of bioethanol (production of alcohol from the

participating cellulose), and production hydrolysate milk (devoid of milk lactose).

Keywords: Glucosidases, invertebrate, cellulose, bioethanol e lactose.
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1 INTRODUCAO

1.1 GLICOSIDASES

Glicosidases sédo enzimas amplamente distribuidas na natureza (SPENCER,;
DAVIES, 2001) e sendo responsaveis pela hidrélise da ligacao glicosidica (BROOKS
et al., 2006), do tipo O- e N- ligados (WINCHESTER, 2005) entre dois ou mais
carboidratos ou entre um carboidrato e uma molécula n&o glicosidica
(ANTRANIKIAN et al, 1997), em oligossacarideos, polissacarideos e
glicoconjugados (STAM et al., 2005). A hidrdlise da ligacdo glicosidica pode ocorrer
por dois mecanismos de reacdo (MELO; CARVALHO, 2006): o mecanismo de
inversdo, onde o produto da reacdo apresenta a configuracédo estereoquimica oposta
ao substrato e o mecanismo de retencdo, onde o produto da reacdo retém a

configuracdo estereoquimica do substrato (SPENCER; DAVIES, 2001).

Essas enzimas podem ser denominadas de endoglicosidases, quando
clivam internamente cadeias polissacaridicas liberando dissacarideos e/ou
oligossacarideos ou de exoglicosidases quando clivam estas cadeias a partir de sua
por¢cdo nao redutora liberando monossacarideos (MALEY et al, 1989). Elas séo
fundamentais em importantes funcdes biolégicas como na digestdo, modificacdes
pos-traducionais de glicoproteinas e catabolismo de glicoconjugados nos lisossomos
(HIRATAKE et al., 2003). Defeitos ou deficiéncia genética nestas enzimas estdo
associados a graves desordens do metabolismo de carboidratos (MELO;
CARVALHO, 2006) como, por exemplo: a intolerancia a lactose - que é ocasionada
pela deficiéncia da lactase-florizin hidrolase (EC 3.2.1.62) (KROON et al., 2002;

GLEW et al., 1996), a qual é responsavel pela hidrolise da lactose do leite (DAY et
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al., 2000) e a doenca de Gaucher — que ocorre pela deficiéncia da
glucocerebrosidase (EC 3.2.1.62), que hidrolisa glicosilceramida presente na
membrana dos lisossomos (KROON et al, 2002; GLEW et al, 1996).
Adicionalmente, as glicosidases promovem alteracdes da parede celular de
bactérias e vegetais e hidrélise de polissacarideos estruturais altamente insollveis,
como quitina e celulose (MELO; CARVALHO, 2006). Assim seu estudo constitui
importante contribuicdo para o esclarecimento das caracteristicas estruturais dos

carboidratos (SPENCER; DAVIES, 2001).

Segundo Rigden (2002), para compensar a notavel variedade de
carboidratos e glicoconjugados que ocorrem naturalmente, uma correspondente
diversidade de enzimas que atuam sobre eles também é produzida, e por este
motivo, foi criado um sistema de classificacdo glicosil-hidrolase (GH), atualmente
com 111 familias, introduzido e desenvolvido por Henrissat (1991) e Henrissat e
Bairoch (1993), o qual esta disponivel em um banco de dados geral
(http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html) (COUTINHO; HENRISSAT, 1999).
Este sistema é mais complexo do que a classificacdo E.C. visto ndo agrupar as
enzimas somente pela funcdo catalitica, mas também de acordo com suas
sequéncias aminoacidicas e os relacionamentos estruturais entre elas. Agrupando
assim, as enzimas de origem evolutiva comum, independentemente das reacfes

que elas catalisam (HENRISSAT, 1991; HENRISSAT; BAIROCH, 1993).


http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/index.html
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1.1.2 B-D-Glicosidase

B-D-glicosidase (B-glicosideo glicohidrolases, EC 3.2.1.21) (DAYAN et al.,
2003) catalisa a hidrolise da ligagédo B-O-glicosidica formada entre D-glicose e um
outro acucar ou aglicona (ARTHAN et al, 2006), hidrolisando di-e/ou
oligossacarideos, ou glicoconjugados (HSIEH; GRAHAM, 2001; CHANG; JUANG,
2007) do terminal nao redutor, liberando residuos de D-glicose (LOW; PONTOH,

2002).

Baseado na seqiéncia de aminoacidos, as enzimas que exibem atividade p-
D-glicosidasica sdo classificadas em trés familias diferentes de glicosil hidrolases
(GH): GH1, GH3 e GH9 (TURNER et al., 2007). As B-D-glicosidases familia GH1 tém
um mecanismo de retencdo (TURNER et al., 2007) estando presentes em
organismos de todos 0s reinos e possui uma caracteristica distinta destas enzimas,
que é sua baixa especificidade por substrato com respeito para a configuracdo C-4
(LI; LEE, 1999), podendo hidrolisar glicopiranosideos de ambos epimeros na
posicdo C-4 do acucar (HAYS, et al., 1996) desta forma, elas sdo ativas sobre
ambos, B-glicosideo e B-galactosideo (LI; LEE, 1999). As enzimas da familia GH3
tém um mecanismo de retencdo sendo encontradas em leveduras, bolor e bactérias
do ramem (KIM; SINGH; HAYASHI, 2006). As enzimas da familia GH9 ja foram
encontradas até o momento em bactérias, essas enzimas apresentam um
mecanismo de inversdo (TURNER et al., 2007). A tabela 1 mostra as trés familias de

glicosil hidrolases onde é encontrada a B-D-glicosidase.
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Tabela 01-Familias de glicosidases que possuem atividade B-D-glicosidésica.

Familia

Atividades conhecidas

GH1

B-glicosidase (EC 3.2.1.21); B-galactosidase (EC 3.2.1.23); B-manosidase (EC
3.2.1.25); pB-glicuronidase (EC 3.2.1.31); p-D-fucosidase (EC 3.2.1.38);
glucocerebrosidase (EC 3.2.1.62); 6-fosfo-pB-galactosidase (EC 3.2.1.85); 6-
fosfo-B-glicosidase (EC 3.2.1.86); estrictosidine B-glicosidase (EC 3.2.1.105);
lactase (EC 3.2.1.108); amigdalin B-glicosidase (EC 3.2.1.117); prunasin j-
glicosidase (EC 3.2.1.118); raucaffricine p-glicosidase (EC 3.2.1.125);
thioglucosidase (EC 3.2.1.147); pB-primeverosidase (EC 3.2.1.149);
isoflavonoide  7-O-B-apiosil-p-glicosidase (EC 3.2.1.161); hidroxisourate
hidrolase (EC 3.-.-.-); B-glycosidase (EC 3.2.1.-).

GH3 B-glicosidase (EC 3.2.1. 21); xilanol,4-B-xilosidase (EC 3.2.1. 37); B-N-
acetilhexosaminidase (EC 3.2.1. 52); glicano 1,3-p-glicosidase (EC 3.2.1. 58);
glucano 1,4-B-glicosidase (EC 3.2.1. 74); exo-1,3-1,4-glicanase (EC 3.2.1. -);
a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1. 55).

GH9 endoglucanase (EC 3.2.1.4); celobiohidrolase (EC 3.2.1.91); B-glicosidase (EC
3.2.1.21).

Fonte: <http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html> (Coutinho; Henrissat, 1999).

1.1.2.1 Distribuic&o e fungéo da B-D-glicosidase.

As B-D-glicosidases sdo amplamente distribuidas em bactérias, fungos,

plantas e animais (YU et al., 2006), sendo vital para muitos processos biolégicos, tal

como

na degradacdo da celulose (LANGSTON; SHEEHY; XU, 2006), um

polissacarideo linear de até quinze mil residuos de D-glicose ligados por ligacdes

glicosidicas B (1—4), sendo o principal componente da parede celular de plantas

(VOET et al., 2000). Este composto € degradado pelo complexo enzimatico das

celulases (LANGSTON; SHEEHY; XU, 2006).



http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.21
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.23
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.25
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.31
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.38
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.62
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.85
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.86
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.105
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.108
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.117
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.118
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.125
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.147
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.149
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.161
http://us.expasy.org/cgi-bin/get-enzyme-entry-unprecise?3.-.-.-
http://us.expasy.org/cgi-bin/get-enzyme-entry-unprecise?3.2.1.-
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.4
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.91
http://us.expasy.org/cgi-bin/nicezyme.pl?3.2.1.21
http://afmb.cnrs-mrs.fr/%7Ecazy/CAZY/index.html
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Este complexo requer a acdo coordenada de trés tipos de atividades
enzimaticas que sdo: a (l) endo-1,4-B-D-glucan glicanohidrolase (EC 3.2.1.4), que
clivam ligacdes glicosidicas internas da celulose liberando oligossacarideos de
varios comprimentos e, conseqientemente, novas cadeias finais; em seguida, a (Il)
exo-1,4-B-D-glucan celobiohidrolases (celobiohidrolases) (EC 3.2.1.91), atuam sobre
o terminal ndo redutor de oligossacarideos derivados da celulose, liberando
celobiose (OYEKOLA; NGESI; WHITELEY, 2007; LYND et al., 2002); e, por ultimo, a
(1l1) B-D-glicosidase (EC 3.2.1.21) é requerida para o passo final da degradacédo da
celulose (WALLECHA; MISHRA, 2003) quando ocorre a hidrdlise da ligagdo p-1,4-
glicosidica no terminal ndo redutor da celobiose (LOW; PONTOH, 2002) e assim,
converte o intermediario celobiose em duas moléculas de glicose (WOLOSOWSKA,
SYNOWIECKI, 2004). Esta reacdo é muito importante para uma eficiente hidrolise
da celulose, pois celobiose é um forte inibidor da endo-1,4-B-D-glucan
glucanhidrolase e exo-1,4-B-D-glucan celobiohidrolases (celobiohidrolases) no

complexo enziméatico das celulases (WOLOSOWSKA; SYNOWIECKI, 2004).

Em tecidos de plantas, B-D-glicosidase possui importante papel em muitos
processos bioldégicos como mecanismo de defesa contra fungos e patégenos onde
(HSIEH; GRAHAM, 2001), a enzima hidrolisa isoflavondides conjugados que, se
encontram presentes em grande quantidade nas plantas, liberando glicose e
aglicona, os isoflavonoides. A forma aglicona é tdxica para fungos patdégenos
(HSIEH; GRAHAM, 2001); outro processo de defesa quimica contra patdogenos e
herbivoros que estas enzimas estédo envolvidas € o processo de cianogénesis, onde
acido cianidrico (HCN) e outros compostos toxicos sao liberados pela hidrolise de

glicosideos cianogénicos O-B-glicosideos (LEAH et al., 1995; POULTON, 1990).



24

Também tem papel importante na lignificacdo (HOSEL; SURHOLT; BORGMANN,

1978) e decomposicao da parede celular (HSIEH; GRAHAM, 2001).

Em mamiferos as p-D-glicosidases sdo importantes no metabolismo de
flavondides glicosideos comuns da dieta, deglicosilando alguns, mas néo todos os
flavondides (LAMBERT et al., 1999). Estes sdo uma grande classe de compostos
polifendlicos que existem quase exclusivamente como f-glicosideo, estando
distribuidos nas plantas, consequentemente elas ocorrem em muitas comidas e
bebidas, resultando no consumo humano (LAMBERT, et al.,, 1999), onde na sua
deglicosilacdo liberam agliconas, compostos com acdo anticancerigena (PANIZZI,

BORDINGNON, 2000).

1.1.2.2 Aplicagbes Biotecnologicas

Em adicdo a funcao fisiologica, a p-D-glicosidase é de grande interesse
como biocatalizador industrial (LANGSTON; SHEEHY; XU, 2006), pois &
indispensavel para o eficiente sistema de degradacdo da celulose (LANGSTON;
SHEEHY; XU, 2006) a acucares fermentaveis (AGUIAR; MENEZES, 2002), uma vez
que esta enzima degrada a celobiose que € o ultimo intermediario da via de celulose
e também inibidor retroativo das duas enzimas que agem anteriormente, sendo
assim, a p-D-glicosidase ndo sO participa do Udltimo passo da degradacdo da
celulose, mas também degrada o produto que inibe a endoglucanase e a
exoglucanase. Ambas as func¢des sdo criticas para varios processos de bio-
tratamento / biorefinaria, como a producao de bioetanol (LANGSTON; SHEEHY; XU,
2006), tendo a celulose como fonte de carbono (FLACHNER; BRUMBAUER;

RECZEY, 1999).
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Na industria alimenticia a [-D-glicosidase pode ser utlizada para
desenvolvimento de novos produtos sem lactose na composicao (PESSELA et al.,
2003) Uma vez que B-GLI de muitos microorganismos como as bactérias Sulfolobus
shibatae (WOLOSOWSKA; SYNOWIECKI, 2004) e Thermus flavus (KANG et al.,
2005) mostra ampla especificidade por substrato, vista possuir atividade (-
glicosidasica e B-galactosidasica (WOLOSOWSKA; SYNOWIECKI, 2004; KANG et
al., 2005). Dentre seus substratos a celobiose € degradada a duas unidades de
glicose e a lactose a uma unidade de glicose e uma de galactose (WOLOSOWSKA,;
SYNOWIECKI, 2004). Esta propriedade € conveniente para hidrolise de lactose
(WOLOSOWSKA; SYNOWIECKI, 2004), sendo este um processo promissor. A
eliminacédo de lactose no leite é requerida para resolver o problema de intolerancia a
lactose que afeta um grande percentual da populacdo mundial (em torno de 70 %)

(PESSELA et al., 2003).

1.2 Artemia franciscana

A Artemia franciscana € um microcrustaceo, branchiopoda, (HICKMAN;
ROBERTS; LARSON, 2004) que € capaz de sobreviver em agua quase doce ou em
agua contendo cloreto de sédio em saturacdo, chegando a suportar ambientes com
salinidades de 340%. e sendo por isso chamado de camarédo de salmoura (WEAR,;
HASLETT, 1986). Filtradores e ndo seletivos alimentam-se de uma ampla variedade
de microalgas (Dunaliella tertiolecta e Tetraselmis suecica) (MARQUES et al., 2004),
bactérias (Halobacterium e Halococcus), pequenos protozoarios e detritos presentes
no meio aquatico em que vive (AMAT, 1985). Sdo utilizados mundialmente como

alimento de peixes e camardes de criadouros (SILVA; MENDES, 2006).
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N&o existem estudos sobre glicosidases nessa espécie de invertebrado
marinho. Os trabalhos existentes abrangem: crescimento da Artemia quanto a
digestibilidade com fungos e microalgas (MARQUES et al., 2004), avaliacdo do
efeito da Artemia como forma de alimentacdo na sobrevivéncia e crescimento de
camardo (SILVA; MENDES, 2006; PONTES; ANDREATTA, 2003) e caracterizacao

da arilsulfatase da Artemia (MATUSIEWICZ; KORPACKA; DARBROWSKI, 2005).

Os estudos ja realizados em nosso grupo de pesquisa sugerem uma ampla
perspectiva de trabalhos a serem realizados com endo-, exoglicosidases e
sulfatases encontradas em invertebrados marinhos. Os resultados até agora obtidos
apontam para a existéncia de muitas diferencas, no que diz respeito a estas
enzimas, entre as classes de invertebrados marinhos ja estudados. O estudo e
purificacdo de atividades glicosidasicas e sulfatasicas destes organismos servirdo
como ferramenta molecular na elucidacdo da estrutura quimica de glicoconjugados,
de di e/ou oligossacarideos e de polissacarideos de invertebrados marinho e de
algas marinhas. Assim como moduladoras da atividade biolégica de carboidratos

complexos.

Com base nas razdes acima discutidas, 0os objetivos do presente estudo

consistem em:

Objetivos Gerais:

- Identificar glicosidases em extratos protéicos da Artemia franciscana;

- Purificar e caracterizar a enzima com maior potencial para uso biotecnoldgico.
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Objetivos Especificos:

¢ |dentificar exoglicosidases em extratos protéicos da Artemia franciscana;
e Purificar através de métodos cromatogréficos a p-D-glicosidase;

e Determinagéo do Ky, e Vinax da B-D-glicosidase;

e Testar a atividade catalitica da B-D-glicosidase sobre celobiose e lactose;
e Verificar a influéncia do tempo sobre a atividade enzimatica;

e Verificar a influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica;

e Verificar a influéncia do pH sobre a atividade enzimatica;

e Verificar a influéncia de ions sobre a atividade enzimatica;

e Verificar a influéncia de carboidratos sobre a atividade enzimatica.



2 MATERIAIS

2.1 ESPECIE EM ESTUDO

POSICAO SISTEMATICA:
Filo: Arthropoda
Subfilo: Crustacea
Classe: Branchiopoda
Ordem: Anostraca
Familia: Artemiide
Género: Artemia

Espécie: Artemia franciscana

Figura 1: Artemia franciscana — corresponde a animal adulto que mede 10 a 12mm de comprimento.

Fonte: www.brineshrimpdirect.com

28
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2.1.1 Artemia franciscana (Kellogg, 1906).

A biomassa congelada de Artemia franciscana foi adquirida junto a empresa
distribuidora Henrique Lage Salineira do Nordeste, Macau / RN. O material foi mantido a
— 20°C até o momento do processamento. A biomassa utilizada neste estudo
corresponde, principalmente a adultos desta espécie capturados com uma malha

seletiva (1 mm) nos evaporadores das salinas.

2.2 MONOSSACARIDEOS E DISSACARIDEOS

D-glicose, D-galactose, lactose e celobiose foram adquiridos da Sigma Chemical

Company (St. Louis, MO, EUA).

2.3 SUBSTRATOS SINTETICOS

p-nitrofenil sulfato; p-nitrofenil N-acetil-B-D-glicosaminideo, p-nitrofenil p-D-
manopiranosideo; p-nitrofenil a-D-manopiranosideo; p-nitrofenil B-D-glicopiranoside; p-
nitrofenil N-acetil-B-D-galactosaminideo; p-nitrofenil-N-acetil-a-D- galactosaminideo; p-
nitrofenil  B-D-fucopiranosideo; p-nitrofenil  a-D-fucopiranosideo; p-nitrofenil  B-D-

xilopiranosideo foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EUA).
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2.4 OUTROS COMPOSTOS

e Acrilamida e bisacrilamida da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA),
dodecil sulfato de sédio (SDS) e éacido acético (C,H40,) da Reagen (Quimibras

Industrias Quimicas S.A. Industria Brasileira - Rio de Janeiro).

e Acetato de etila e piridina, Hidréxido de sodio (NaOH), Alcool etilico (CoHsO) foi

obtido da CIRQ - Cromato Produtos Quimicos LTDA (S&o Paulo, SP, Brasil).

e Albumina sérica bovina, persulfato de amonio, glicina, N, N, N’, N'tetra-metileno
diamino (TEMED), nitrato de prata, "Coomassie brilhante blue" R 250, "Coomassie
brilhante blue" G 250; padrbes de massa molecular para cromatografia da Sigma
Chemical Company (B-amilase - 200 kDa, alcool desidrogenase - 150 kDa, albumina
bovina - 66 kDa e anidrase carbodnica - 29 kDa ) foram obtidos da Sigma Chemical Co.

(Fair Lawn, NY, EUA).

e Papel Whatman n°® 01 para cromatografia, distribuido por Fisher Scientific

Pittsburgh (UK)

e Padrbes de massa molecular para eletroforese da Fermentas Life Sciences (-
galactosidase - 116 kDa, albumina - 66,2 kDa, ovoalbumina - 45 kDa, lactato
desidrogenase - 35 kDa, endonuclease de restricdo - 25 kDa, B-lactoglobulina - 18,4

kDa e lisozima — 14,4 kDa).

¢ Tiossulfato de sodio (Na»S,03), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de calcio

(CaCly), sulfato de zinco (ZnSQ,), acetato de sddio (NaC,H30,), cloreto de sédio
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(NaCl), &cido cloridrico (HCI), cloreto de potassio (KCl), sulfato de amdnio ((NH4)2SO,),
e fosfato de sédio monobasico (Na,HPO4.H,0O) foram adquiridos da VETEC Quimica

Fina LTDA — RJ; acido tricloroacético (CCI;COOH)-MERCK — Rio de Janeiro.

2.5 EQUIPAMENTOS

e Agitador orbital, modelo 2525, FANEM Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil);

e Balanca analitica — SCIENTCH, obtidos da QUIMIS Aparelhos Cientificos Ltda

— Diadema — SP, Brasil;

e Banhos e estufas de temperaturas constantes FANEM Ltda. (S&o Paulo, SP,

Brasil);

e Bomba peristaltica modelo 18-1110-91 e coletor de fragbes modelo 18-1003-

64, Pharmacia Biotech, (Uppsala, Sweden);

e Capela de fluxo laminar Baker (Sanford, Maine EUA);

e Centrifuga refrigerada modelo CR 21 da Hitachi Koki Co., Ltda. (Toquio,

Japao);

e Densitdmetro Jr. TLC plus da Helena Laboratoris (Beaumont, Tx, EUA);

e Espectrofotdmetro Hitachi U 2000 (Japao);
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e Fonte de corrente continua regulavel, desenvolvidas pelo Dr. H. Rzeppa,

Técnica Permatron Ltda., Industria e Comércio (Séo Paulo, SP, Brasil);

e FPLC AKTA PURIFIER obtido da GE Healthcare Life Sciences, (Uppsala,

Sweden);

e Medidor de pH Digimed (S&o Paulo, SP, Brasil);

e Sistema de eletroforese em gel vertical, modelo Mini-VE da Amersham

Biosciences (EUA).

2.6 MATRIZES PARA CROMATOGRAFIAS

e Sephacryl S-200 da Sigma Chemical Company;

¢ MONO Q da GE Healthcare Life Sciences, (Uppsala, Sweden);

e Superose 12 10 300 da GE Healthcare Life Sciences, (Uppsala, Sweden).



33

3 METODOS

3.1 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

3.1.1 Com substratos sintéticos

Aliguotas de 20 pl das fracdes enzimaticas foram incubadas a 45°C durante uma
hora com os diferentes p-nitrofenis a uma concentracdo final de 0,15 mM dos
substratos em um volume final de 100 ul. As reacbes foram interrompidas apds a
adicado de 1 mL de NaOH 0,25N e o p-nitrofenol liberado foi lido em espectrofotometro a
405 nm. Para cada ensaio foram feitos controles negativos dos substratos (substrato

com tampao) e das fragcBes protéicas (fracdo com tampao).

Uma unidade (U) de atividade B-D-glicosidase é definida como quantidade de
enzima requerida para liberar 1 umol de p-nitrofenol do substrato por minutos. A 45°C
em 0,1M tampéo acetato de sodio a pH 5,0. As atividades especificas foram calculadas

pela relacdo entre a unidade de atividade enzimética (U) e a massa em mg da fracao.

3.1.2 Com substratos naturais

Aliquota de 50ul (1,65 pg) da B-GLI foi incubada com 50 pg dos dissacarideos:
celobiose e lactose a 45°C por 6 e 18 horas. Também foram feitas fracdes controles,

possuindo 50 ug (celobiose e lactose) e 50ul do tampéao, estes foram incubados a 45°C
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por 6 e 18 horas. Apds esse periodo a reacédo foi interrompida submetendo os ensaios
a 100°C por 2 minutos, em seguida as amostras foram secas em bomba a vacuo e
posteriormente dissolvidas em 20 ul de agua destilada, e submetidas a cromatografia
descendente em papel (item 3.4). A degradacao dos carboidratos foi quantificada por

densitometria dos cromatogramas revelados.

3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

Em cada passo de purificacéo foi realizada a dosagem de proteinas pelo método

SEEDMAK e GROSSBERG (1977), tendo a albumina bovina como padréo.

3.3 PURIFICACAO DA B-D-GLICOSIDASE

3.3.1 Obtencé&o dos extratos enzimaticos

Cerca de 100 gramas do invertebrado marinho Artemia franciscana foram

homogeneizadas com dois volumes de tampdo acetato de soédio 0,1 M pH 5,0 e

centrifugadas a 7.300 x g durante 30 min. A fase solluvel (extrato bruto) foi reservada

para posterior fracionamento com sulfato de amonio.

3.3.2 Fracionamento com sulfato de amonio

O fracionamento com sulfato de amoénio foi realizado em trés etapas de

saturacao: 0-30%, 30-50% e 50-80%. Os precipitados resultantes de cada saturacéo
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apos centrifugacéo a 7.300 x g por 30 minutos foram solubilizados em tampéo acetato
de sodio 0,1 M pH 5,0 e submetidos a dialise contra 0 mesmo tampao durante 18 horas
a 4°C, nesse processo foram realizadas quatro trocas de tampé&o. As fracOes referindo-
se aos percentuais de saturacdo 0-30%, 30-50% e 50-80%, foram denominadas de F-I,

F-11 e F-Ill, respectivamente.

3.3.3 Cromatografia de exclusdo molecular - Sephacryl S-200

Cerca de 1 mL (3 mg de proteinas), obtido da fracdo F-Il (30 — 50% (NH4)2SO,),
foi aplicado em uma cromatografia de exclusdo molecular Sephacryl S-200 ( & 2,0 cm x
67,5 cm), equilibrada com tampédo acetato de sédio 0,1M pH 5,0. As proteinas foram
eluidas com o mesmo tampédo, com fluxo de 0,4 mL por minuto, sendo coletadas
fracbes de 2 mL e armazenada a 4°C até o uso. O perfil de eluicdo protéica foi
monitorado em espectrofotbmetro a 280 nm, e o perfil de atividade enzimatica contra o
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo foi obtido como serad descrito no item 3.1.1. Este

procedimento foi realizado 13 vezes.

3.3.4 Cromatografia de troca ibnica Mono Q

As fracbes que corresponde ao primeiro pico de atividade enzimatica da B-D-
glicosidase (B-GLlI), eluidas da Sephacryl S-200 foram reunidas e precipitadas com 90%
de sulfato de amoénio e apds 18 horas, submetidas a uma centrifugacdo a 7.300 x g

durante 30 minutos, o precipitado foi solubilizado em 1 mL de tampéao Tris-HCI 0,02 M,
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pH 8,0 e dialisado contra 0 mesmo tampao por 6 horas sob agitacdo, com 4 trocas de
tampéo. Cerca de 0,9 mg de proteina, foi entdo submetida a cromatografia de troca
ibnica MONO Q ( @ 0,7 cm x 2,5 cm), sob o sistema FPLC AKTA Purifier, que foi pré-
equilibrada com o tampao Tris-HCI 0,02 M pH 8,0, eluida com o mesmo tampéo
acrescido com um gradiente de cloreto de sédio (0,0 — 0,7 M). Fracdes de 0,5 mL
foram coletadas num fluxo de 1 mL/minuto e armazenadas a 4°C até o uso. O perfil de
eluicdo protéica foi monitorado em absorbancia a 280 nm, enquanto o perfil de atividade
enzimatica foi obtido como sera descrito no item 3.1.1. Este procedimento foi realizado

9 vezes.

3.3.5 Cromatografia de exclusao molecular - Superose 12

As fragbes com maior atividade B-D-glicosidasica, eluidas da MONO Q, foram
reunidas e concentradas com 90% de sulfato de amonio e, apds 18 horas, submetidas
a uma centrifugacao a 7.300 x g durante 30 minutos. O precipitado foi solubilizado em 1
mL de tampéo acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0 e dialisado contra 0 mesmo tampéao por 6
horas sob agitacdo e com 4 trocas do tampao. Cerca de 1,760 mg de proteinas, foi
submetida a cromatografia de exclusdo molecular Superose 12 (& 1,0 cm x 30 cm) sob
o sistema FPLC AKTA Purifier, pré-equilibrada com tampao acetato de sédio 0,1 M pH
5,0. Fracbes de 0,5 mL foram coletadas, com o mesmo tampao, num fluxo de 0,8
mL/minuto e armazenadas a 4°C ate o uso. O perfil de eluicdo protéica foi monitorado
em absorbancia a 280 nm, o perfil de atividade enzimatica foi obtido como sera descrito

no item 3.1.1. Este procedimento foi realizado 1 vez.
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3.3.6 Recromatografia em cromatografia de exclusdo molecular-Superose 12

O pico contendo atividade da B-GLI, com cerca de 0,083 mg de proteinas, foi
recromatografado em Superose 12 ( & 1,0 cm X 30 cm) sob o sistema FPLC AKTA
Purifier nas mesmas condicfes ja descritas em 3.3.5. Fracbes de 0,5 mL foram
coletadas num fluxo de 0,8 mL/minuto e armazenadas a 4°C ate o uso. O perfil de
eluicdo protéica foi monitorado em absorbancia a 280 nm e o perfil de atividade
enzimatica foi obtido como sera descrito no item 3.1.1. Este procedimento foi realizado

1 vez.

3.4 CROMATOGRAFIA DESCENDENTE EM PAPEL

O material incubado com celobiose e lactose como descrito no item 3.1.2, foi
cuidadosamente aplicado a 10 cm da margem do papel Whatman n° 01 (16 cm x 57
cm) e submetido a cromatografia descendente com solvente acetato de etila: piridina:
agua (8:2:1) viv.

Os compostos com poder redutor foram visualizados através de revelacdo com

prata em meio alcalino (TRAVELYAN; PROCTER; HARRISON , 1950).
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3.5 DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

3.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas — SDS-PAGE

Para avaliar o grau de pureza e determinar a massa molecular aproximada da -
GLI 16 ug da enzima obtida da recromatografia em Superose 12, foi submetido a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em presenca de SDS, de acordo com a
metodologia descrita por LAEMMLI, (1970). Depois de diluida em tampdo de amostra
(azul de bromofenol 5%, SDS 20% e sacarose 10%), a aliquota (16 pg de proteina) foi
aplicada no gel (09 cm x 09 cm), o qual foi submetido a uma corrente constante de 30
mA por 2 horas. O gel foi corado em solucdo de "Coomassie brilhante blue" R 250
0,1%, metanol 40% e acido acético a 10%. A banda de proteina foi revelada apos
imerséo do gel em uma solucéo descorante (metanol 30% e acido acético 10%). Para a
deteccdo de proteinas na ordem de nanogramas, foi desidratado com etanol a 50 %
(trés trocas a cada 20 min), posteriormente, mergulhado em solucdo de tiossulfato de
sédio 0,02 % e mantido sob suave agitacdo durante 1 minuto. Apds este tempo, o gel
foi submetido a trés lavagens rapidas com agua destilada e imerso em solucdo de
nitrato de prata (100 mL de solucdo de nitrato de prata 0,2%, 74 ul de formaldeido 37
%) por 20 minutos. Novamente o gel foi lavado 3 vezes com agua destilada e por fim,
adicionada solucao reveladora (100 mL solu¢édo de carbonato de sédio 6 %, 50 ul de
formaldeido 37 % e 2 mL de solucédo de tiossulfato de sodio 0,02 %). A reacao foi
interrompida com acido acético 13%. Para acompanhar a migracdo eletroforética da
proteina isolada, foram utilizados padrbes de proteinas com massas moleculares

conhecidas (B-galactosidase - 116 kDa, albumina - 66,2 kDa, ovoalbumina - 45 kDa,
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lactato desidrogenase - 35 kDa, endonuclease de restricdo - 25 kDa, B-lactoglobulina -

18,4 kDa e lisozima — 14,4 kDa) da "Ferments Life Sciences".

3.5.2 Determinacdo da massa molecular da B-D-glicosidase: cromatografia de

exclusdo molecular

Proteinas com massas moleculares conhecidas (B-amilase - 200 kDa; alcool
desidrogenase - 150 kDa; albumina sérica bovina - 66 kDa e anidrase carbbnica - 29
kDa), foram aplicadas na Superose 12 sob o sistema FPLC AKTA Purifier (J 1 cm x 30
cm) equilibrada com tampé&o Tris HCI 0,05M, pH 7,5; sendo coletadas frac6es de 0,8 mL
por minuto. O perfil de eluicdo protéica foi monitorado com detector UV a 280 nm. O
mesmo foi feito com a fracdo proveniente da MONO Q, sendo que esta antes de ser
aplicada na coluna superose 12, foi dialisada contra tampéo TRIS HCI 0,05M, pH 7,5.
Uma vez relacionada a eluicdo desta fragcdo com as de proteinas de massa molecular

conhecida, inferimos a massa molecular da -GLI.

3.6 ESTUDOS CINETICOS

A fragdo com atividade B-GLI obtida ap6s a cromatografia em Superose 12, foi
submetida aos testes cinéticos frente a diferentes condicbes de temperatura,
concentracdes de substrato, concentracdes de enzima e pH. Foram também analisados
a influéncia do tempo, efeito de ions, grupos cataliticos e de carboidratos sobre a

atividade enzimética.
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3.6.1 Determinacdo da constante de Michaelis-Menten (K,) e da Velocidade

maxima (Vmax)

Com o objetivo de se determinar a constante de Michaelis-Menten (K,) e a
velocidade maxima (Vmax), para a hidrolise do p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo aliquotas
de 10 ul (0,33 ng) da B-GLI, foram incubadas a 45°C durante 1 h em pH 5,0, junto a
concentracbes crescentes de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (0,1 a 1,0 mM). Os
ensaios foram feitos em triplicatas, sendo interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o
p-nitrofenol liberado lido em espectrofotometro a 405 nm. Os valores de Ky € Viax
foram calculados pela plotagem de Hanes (1932). Este grafico representa a relacéo
representa a relagcdo da [S] (concentracdo do substrato) com [S]/V (razdo da
concentracdo do substrato pela velocidade da reacdo). O ponto que toca o eixo X

corresponde a — Ky, e a inclinacdo da reta € o inverso da velocidade méaxima (1/Vmax.)-

3.6.2 Influéncia do tempo sobre a atividade enzimatica

A hidrélise do p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (concentracéo final de 0,7 mM) foi
realizada com diferentes tempos de incubacéo (1, 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 210
minutos), com 10ul (0,33 ug) da B-GLI a 45°C, pH 5,0. Decorrido cada intervalo de
tempo, a reacéo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol

liberado, lido em espectrofotdmetro a 405 nm.
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3.6.3 Influéncia da temperatura sobre a atividade da B-D-glicosidase

Para avaliarmos o efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica, aliquotas
de 10 ul da B-GLI (0,33 ug), foram incubadas em pH 5,0, a diferentes temperaturas (5,
25, 37, 45, 60, 70 e 80°C) em uma concentracdo final de 0,7 mM do substrato. Apos 1
hora, os ensaios foram interrompidos com 1 mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol

liberado, lido em espectrofotdmetro a 405 nm.

A estabilidade térmica da p-GLlI foi realizada, pré-incubando-se fracdes de 10 pl
da enzima por tempos diferentes (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6; 9; 12; 18 e 24 horas) a
diferentes temperaturas (20, 37, 45, 60 e 70 °C) na auséncia do substrato. Apds o
tempo especificado as fracdes foram colocadas a 4°C e em seguida foi adicionado p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo para uma concentragdo final de 0,7 mM. Os ensaios
enzimaticos ocorreram entdo em pH 5,0 a 45°C por 1 hora, as reacdes foram

interrompidas com 1mL de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado foi lido em

espectrofotdmetro a 405 nm.

3.6.4 Influéncia do potencial hidrogenidnico (pH) sobre a atividade da B-D-

glicosidésica

Com o objetivo de avaliar a influéncia do pH sobre a hidrélise do substrato
sintético, foram preparados tampdes em diferentes pH: acetato de sédio 0,1 M pH 3,0,

3,5, 4,0, 5,0 e 5,5; fosfato de sédio 0,1 M pH 6,8 e tris-HCI 0,1 M pH 7,5 e 8,5. Aliquotas
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de 100 pl (3,3 pg) da B-GLI foram dialisadas durante 18 horas contra os tampdes acima
citados com 4 trocas de tampdo. Em seguida, foram realizados ensaios enziméaticos
com 10ul (0,33 pg) de cada fracdo com o substrato sintético em concentragéo final de
0,7 mM, a 45°C, no pH desejado por 1 hora. Os ensaios foram interrompidos com 1 mL

de NaOH 0,25 N e o p-nitrofenol liberado, lido em espectrofotémetro a 405 nm.

3.6.5 Influéncia de diversos ions metalicos sobre a atividade da B-D-glicosidase

Aliquotas de 10 pl (0,33 ng) da pB-GLI, foram pré-incubadas a 45°C, durante 15
minutos, na presenca de diversos sais: sulfato de zinco (ZnSQO,), sulfato de cobre
(CuSQy), nitrato de prata (AgNOs3), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de célcio
(CaCly), cloreto de potassio (KCI) e cloreto de manganés (MnCl,) a uma concentracao
final de 5 mM. Transcorrido esse tempo, foi adicionado o p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo numa concentracédo final de 0,7 mM e procedemos com 0 ensaio a
45°C, em pH 5,0 e ap6s 1 hora, os ensaios foram interrompidos com 1 mL de NaOH
0,25 N, em seguida os ensaios foram centrifugados em microcentrifugas e o

sobrenadante lido em espectrofotometro a 405 nm.

3.6.6 Determinacgéo de grupos cataliticos envolvidos na hidrolise do p-nitrofenil-$-

D-glicopiranosideo

Aliguotas de 10 ul (0,33 ug) da B-GLI, foram pré-incubadas a 45°C, durante 15

minutos, na presenca dos compostos iodoacetamida (C,H4INO) e PMSF - fluoreto de
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fenilmetilsulfonil (C;H;FO,S) em concentracdo final de 1 mM e N-etilmaleimida
(CeH7NO,) em concentracdo final de 5 mM que inibem especificamente radicais
aminoacidicos. Transcorrido esse tempo, foi adicionado o0 p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo numa concentracao final de 0,7 mM e procedeu-se com um ensaio a
45°C, em pH 5,0 e ap6s 1 hora, os ensaios foram interrompidos com 1 mL de NaOH

0,25 N e o p-nitrofenol liberado, lido em espectrofotometro a 405 nm.

3.6.7 Influéncia de carboidratos sobre a atividade enzimatica

Neste experimento, aliquotas de 10 ul (0,33 ng) da B-GLI, foram pré-incubadas
com os carboidratos — monossacarideos: D-galactose e D-glicose e dissacarideos:
celobiose e lactose em concentracdes finais de 1 mM, 5mM e 10 mM durante 15
minutos a 45°C e em seguida adicionou-se p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo numa
concentracéo final de 0,7 mM. Os ensaios foram realizados a 45°C, em pH 5,0 durante
1 hora, e apos este periodo, foram interrompidos pela adicdo de 1 mL de NaOH 0,25 N

e o p-nitrofenol liberado foi lido em espectrofotébmetro a 405 nm.
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4 RESULTADOS

41 DETERMINACAO DE ATIVIDADES GLICOSIDASICAS DAS FRACOES

PROVENIENTES DO FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO

A exclusdo das atividades glicosidasicas de A. franciscana foi pesquisada no
extrato bruto e nas fragdes precipitadas com sulfato de amdnio. Para isso utilizaram-se

varios substratos sintéticos p-nitrofenil derivados de agucares.

Os resultados obtidos através de ensaios utilizando as fragées do extrato bruto
F-1, Fll e Flll demonstraram que todas as atividades testadas foram precipitadas em
todas as fragdes, sendo maiores atividades especificas encontradas foram o-D-
fucosidase, B-D-fucosidase, N-acetil-B-D-galactosaminidase, N-acetil-pB-D-

glicosaminidase e B-D-glicosidase (Figura 02).

Com relagdao a B-GLI, que é o objetivo do estudo, sua maior atividade
especifica € encontrada na Fll, sendo esta fragdo submetida ao fracionamento em

cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S-200).
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Figura 02: Atividades especificas das fracGes enziméaticas de Artemia franciscana.

Fragbes do extrato bruto, F-1, F-ll e F-Ill foram incubadas com cada p-nitrofenil para uma concentragao
final de 0,15 mM a 45°C, durante 1 hora. As incubagdes foram interrompidas pela adicdo de 1mL de
NaOH 0,25N e o p-nitrofenol liberado lido em espectrofotdmetro a 405 nm. Onde: F-I, F-Il e F-lll, fracdes
precipitadas com 0-30%, 30-50% e 50-80% de sulfato de amdnio, respectivamente.

4.2 PURIFICACAO DA B-D-GLICOSIDASE

Como ja descrito em métodos, para a purificagdo da B-GLI utilizou-se cinco
passos: fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia de exclusdo molecular -
Sephacryl S-200, cromatografia de troca idbnica - MONO Q sob o sistema FPLC AKTA
PURIFIER, cromatografia de exclusdao molecular - Superose 12 sob o sistema FPLC
AKTA PURIFIER e recromatografia em Superose 12. As fragcbes com altas atividades
especificas foram escolhidas para serem utilizadas nos experimentos subsequentes

levando a uma boa purificagdo da p-GLI.



4.2.1 Cromatografia de exclusdo molecular - Sephacryl S-200

A fracdo F-Il apresentou maior atividade especifica sobre p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo. Assim, esta fracdo foi submetida a cromatografia de excluséo
molecular Sephacryl S-200. Esta cromatografia apresentou um perfil contendo trés
picos de atividade B-D-glicosidasica (Figura 03). As fragbes referentes ao primeiro e
maior pico de atividade da B-GLI (fragdes de 44 a 51) foram reunidas, concentradas,

dialisadas contra tampéao Tris-HCI 0,02M pH 8,0 e submetidas a uma cromatografia de

troca ibnica Mono Q sob o sistema FPLC AKTA PURIFIER.
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Figura 03: Perfil de eluicdo de F-Il em cromatografia de exclusdo molecular - Sephacryl S-200

A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o acetato de sddio 0,1 M, pH 5.0. Foram coletadas fragdes de
2mL, num fluxo de 0,4 mL/minuto. A elui¢gao das proteinas foi monitorada em espectrofotdbmetro a 280 nm
(*) e o perfil de atividade com o p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo determinadas por leitura a 405 nm (m).
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4.2.2 Cromatografia de troca iébnica MONO Q

A fragdo proveniente do primeiro pico de atividade da enzima B-GLI na
cromatografia Superose 12, que foi eluida nas fragcbes 44 — 51, foi aplicada na
cromatografia Mono Q sob o sistema FPLC, resultando em um perfil de eluigdo que
revelou quatro picos protéicos. Apos realizagdo da atividade enzimatica observou-se
um unico pico de atividade B-D-glicosidasica que coincide com o terceiro pico de
proteina, a qual foi eluida com 0,4 M de NaCl (Figura 04). As fracbes entre 15 e 18mL
foram reunidas, concentradas, dialisadas contra tampao acetato de sédio 0,1M pH 5,0 e
submetidas a cromatografia de exclusdo molecular em Superose 12 no sistema FPLC

AKTA PURIFIER.
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Figura 04: Perfil de eluigcdo da B-D-glicosidase em cromatografia de troca idnica MONO Q.

A coluna foi equilibrada e eluida com tampéo Tris-HCI 0,02 M, pH 8,0. Foram coletadas fragdes de 0,5mL
num fluxo de 1mL/min. A eluicdo das proteinas foi monitorada com detector UV a 280 nm (e) e o perfil de
atividade com o p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo determinada por leitura a 405 nm (m).

4.2.3 Cromatografia de exclusdo molecular - Superose 12

As fragbes da MONO Q (15 — 18mL) com atividade B-D-glicosidasica foram
reunidas e submetidas a uma cromatografia de exclusdo molecular Superose-12 sob o
sistema FPLC. O perfil de eluigao desta coluna revelou dois picos protéicos (Figura 05).
Apos realizagao de ensaios enzimaticos observou-se a atividade de B-GLI nestes dois
picos. O primeiro pico protéico (11,5 — 13,5mL) foi reunido para posterior
caracterizagao enzimatica, ensaio enzimatico contra carboidratos (celobiose e lactose)

e Recromatografia em Superose 12.
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Figura 05: Perfil de eluicdo da B-D-glicosidase em cromatografia de exclusdo molecular - Superose
12

A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o acetato de sddio 0,1 M, pH 5.0. Foram coletadas fragdes de
0,5 mL num fluxo de 0,8mL/min. A eluigdo das proteinas foi monitorada com detector UV a 280 nm (e) € 0
perfil de atividade com o p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo determinadas por leitura a 405 nm (=).

4.2.4 Recromatografia em Superose 12

A fragdo que corresponde ao primeiro pico protéico (11,5 — 13,5) da Superose
12 foi reunida e submetida a uma Recromatografia em Superose sob o sistema FPLC.
O perfil de eluicdo desta coluna revelou um unico pico protéico que, apods testes
enzimaticos foi observado que o pico de atividade da -GLI coincide com o pico protéico
(Figura 06). As fragdes (11 — 12,5) foram unidas e concentradas no liofilizador para

posterior eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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Figura 06: Recromatografia da B-D-glicosidase em cromatografia de exclusdo molecular (Superose
12)

A coluna foi equilibrada e eluida com tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5.0. Foram coletadas fragdes de
0,5 mL num fluxo de 0,8 mL/min. A elui¢ao das proteinas foi monitorada com detector UV a 280 nm (o) e
o perfil de atividade com o p-nitrofenil--D-glicopiranosideo determinadas por leitura a 405 nm (m).

4.2.5 Resumo das etapas de purificagcdo protéica

A tabela 02 resume as etapas utilizadas na purificagdo da B-GLI. Analisando-se
esta tabela observou-se um indice de purificacdo final de 44,09 vezes e uma

recuperacao de 1,01%.
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Tabela 02: Etapas de purificagdo da p- D-glicosidase

Volume Proteina Atividade Atividade Recuperacdo Purificacao

Fracédo Total (mL) Total (mg) Total (U) Especifica (U/mg) (%) xX)
Bruto 150,00 291,75 54,10 0,185 100 1

F-1I 13 39,00 4,368 0,112 8,08 0,61
S-200 9 9,45 2,880 0,304 5,30 1,64
MONO Q 6 1,76 1,362 0,776 2,53 4,20
S-12 2,50 0,083 0,550 6,584 1,01 35,59
*S- 12 2,00 0,067 0,546 8,156 1,01 44,09

Onde: S-12= Superose; * S-12 = recromatografia em Superose 12; S-200 = Sephacryl S-200; Proteina
total = volume total x concentragdo protéica da fracdo determinada pelo método de SEEDMAK e
GROSSBERG 1977; atividade total (U) = é definida como a quantidade de enzima requerida para liberar
1 umol p-nitrofenol do por minutos x volume total; atividade especifica = atividade total (U)/ proteina total
(mg); purificagdo = Razdo entre a atividade especifica em cada passo de purificagdo e a atividade
especifica do extrato bruto; Recuperacdo = Percentual de atividade total em cada passo de purificagdo
em relagao a atividade total (U) no extrato bruto (100%).

4.3 CARACTERIZACAO DA B-D-GLICOSIDASE

Para a caracterizagao da B-GLlI foi utilizada a fragdo (11,5 — 13,5mL) obtida da
cromatografia em Superose 12, determinando com esta, como descrito em métodos, a
caracterizagdo enzimatica e ensaios contra carboidratos (celobiose e lactose) e com
fracdo (11 — 12,5) obtida na Recromatografia foi feito a eletroforese em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE).
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4.3.1 Massa molecular

Para avaliar o grau de pureza e determinar a massa molecular aproximada da
B-GLI, 9 nug da enzima foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS e, posteriormente, corada com prata. A analise do gel mostrou uma
banda com massa molecular de aproximadamente 52,78 kDa (Figura 07 — (A)). Esse
valor foi determinado pela correlagdo entre o logaritmo do peso molecular versos

logaritmo de migrag&o das proteinas (Figura 07 — (B)).
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Figura 07: Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS da B-glicosidase

(A) Gel de poliacrilamida corado com prata, onde: 1- Marcador; 2- Fracado com atividade -D
glicosidasica da recromatografia em Superose 12. (B) Correlagéo entre log do peso molecular e o log de
migracao das proteinas, onde: a (B-galactosidase 116 kDa); b (albumina 66,2 kDa); ¢ (ovoalbumina 45
kDa); d (lactato desidrogenase 35 kDa); e (endonuclease de restricao 25 kDa); f (B-lactoglobulina 18,4
kDa); g (lisozima 14,4 kDa).
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A massa molecular da B-GLI determinada pela cromatografia Superose 12
(descrito no item 3.5.2), de acordo com a curva de calibragdo representa um peso
molecular aparente de aproximadamente 157 kDa. Portanto, deduz-se que a B-GLI &
uma proteina com trés subunidades homologas, onde cada subunidade tem peso de
aproximadamente 52,78 kDa. A figura 08 mostra a eluicdo das proteinas com peso

molecular conhecidos, a -GLI é eluida a 10,057 mL.

UNICORN 5.11 (Build 407)
Result file: c:\...\Default\Roberio\superose 12 10 300 GL047

~— superose 12 10 300 GLO047:10_UVI_280nm
" superose 12 10 300 GLO047:10_Fractions

mAL

-GLI
B-GLI_

80 -1

60

40 -

20 .

MUUMBUUUYE |/ e __
X 15.0 20.0 25.0 30.0 ml
Figura 08: Cromatografia de exclusdo molecular Superose 12 (Calibrada)
A coluna foi calibrada com proteinas de massas moleculares conhecidas ((a) p-Amilase (200 kDa, 7,449
mL); (b) Alcool Desidrogenase (150 kDa, 10,549 mL); (c) Albumina (66 kDa, 12,718 mL); (d) Anidrase
carbdnica (29 kDa, 16,612 mL) e (e) Aprotinina (6,5 kDa, 27,572 mL)) e pré-equilibrada e eluida com
tampéao Tris HCI 0,05M, pH 7,5. Foram coletadas fragdes de 0,5 mL num fluxo de 0,8 mL/min. A elui¢cao
das proteinas com pesos moleculares conhecidos foi monitorada com detector UV a 280 nm (=), a
eluicdo da p-D-glicosidase foi monitorada com detector UV a 280 nm (==).
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4.3.2 Estudos cinéticos da B-D-glicosidase

Para os estudos cinéticos foi utilizado a fragdo com atividade p-D-glicosidasica
da Superose 12. A hidrdlise do p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo foi avaliada com
diferentes concentracbes do substrato sintético, tempos de ensaio enzimatico, sob a
influéncia de diferentes temperaturas, pH, concentragdes de proteina e de provaveis

inibidores e competidores.

4.3.2.1 Determinagdo da constante de Michaelis-Menten (K,,) e Velocidade maxima

(Vméx)

Pode - se observar a atividade enzimatica sob diferentes concentragdes de p-
nitrofenil-p-D-glicopiranosideo na figura 09 (A). Apds a linearizagdo dos resultados
utilizando-se o grafico de Hanes (Figura 09 (B)) obteve - se um K, aparente de 0,229

mM (12,7 pM de produto/cm/hora) e Vmax de 1,109 mM.60min™".mL"™".
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Figura 09: (A) Efeito da concentracdo de substrato sobre a velocidade da reagdo enzimatica; (B)
Grafico do duplo reciproco de Hanes (1932).

Dez ul da B-GLlI, foram incubados junto a concentragbes crescentes de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
(0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5; 0,55; 0,6; 0,65; 0,7; 0,75; 0,8; 0,85; 0,9; 0,95 e 1 mMM)
durante uma hora a 45°C, em pH 5,0. Transcorrido esse tempo, as reagdes foram interrompidas como
descrito no item 3.1.1. 1U corresponde a 0,01 unidade de absorbancia a 405nm. (e) Atividade B-D-
glicosidase; (—) linha tendéncia.
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4.3.2.2 Influéncia do tempo sobre a atividade enzimatica

O efeito do tempo sobre a atividade da enzima, mostrou que apdés 150 minutos
iniciais de ensaio ocorre diminuicdo na velocidade da reacdo (Figura 10). Este
fendbmeno geralmente se deve a trés fatores: consumo de substrato, presenca de

produtos no sistema ou perda de atividade enzimatica.
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Figura 10: Efeito do tempo na hidrélise do p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo.

Cerca de 10ul da B-GLlI, foi incubado com 0,7 mM de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo a 45°C em pH 5,0,
durante diferentes intervalos de tempo. Transcorrido cada periodo, as reag¢des foram interrompidas e o p-
nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.1.1. 1U corresponde a 0,01 unidade de absorbancia a
405nm. () Atividade B-D-glicosidase; (—) linha tendéncia.
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4.3.2.3 Influéncia da temperatura sobre a 3-D-glicosidase

No estudo do efeito da temperatura sobre a atividade da enzima, incubou-se a
B-GLI com p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo sob diferentes temperaturas. Apés uma hora
de ensaio, foi verificado que a 45°C ocorre maior atividade B-D-glicosidasica. Essa
atividade decaiu acima e abaixo deste ponto (Figura 11). No entanto, a 37°C e 60°C

mais de 50% da atividade enzimatica estava presente.
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Figura 11: Influéncia da temperatura sobre a atividade catalitica da p-b-glicosidase.

Fragdes de 10ul da 3-GLI, foram incubados com 0,7 mM de p-nitrofenil-B-D-glicosapiranosideo durante 1
hora, em pH 5,0 em diferentes temperaturas. Transcorrido esse tempo, as reag¢des foram interrompidas e
o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.1.1. A atividade maxima 45°C foi considerada como
sendo 100%.

A estabilidade térmica da B-GLI (item 3.6.3) foi testada pré-incubando a enzima
a diferentes temperaturas (20°C a 70°C) por diferentes tempos (0 a 24h) na auséncia

do substrato, e a atividade residual foi medida incubando-se a enzima com p-nitrofenil-
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B-D-glicopiranosideo a 45°C durante uma hora. O resultado mostrou que a B-GLI é
estavel a 45°C por 24 horas ao passo que, desde os primeiros 30 min. a 60°C e 70°C
ocorreu decréscimo consideravel na atividade da enzima chegando a total

desnaturacao térmica da mesma ao final de uma hora (Figura 12).
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Figura 12: Efeito da temperatura sobre a estabilidade térmica da p-D-glicosidase.

Cerca de 10ul da B-GLI, apés pré-incubagado a diferentes temperaturas, por diferentes periodos, foram
submetidos a incubagdes com 0,7 mM de p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo durante 1 hora a 45°C em pH
5,0. Transcorrido esse tempo, as reagbes foram interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como
descrito no item 3.1.1.

4.3.2.4 Influéncia do potencial hidrogenidnico (pH) sobre a atividade enzimatica

Nesse experimento observou-se que a maior atividade sobre o substrato

sintético ocorreu em pH 5,0 (Figura 13). Essa atividade decaiu consideravelmente em
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pHs abaixo e acima deste ponto. No entanto, em pH 5,5 e 6,8 cerca de 50% da

atividade ainda esta presente.
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Figura 13: Influéncia do pH na hidrélise do p-nitrofenil-B-pD-glicopiranosideo.

Cerca de 10ul da B-gli, submetida a diferentes pHs, foram incubados com 0,7 mM de p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo durante 1 hora a 45°C, no pH desejado. Transcorrido esse tempo, as reagdes foram
interrompidas e o p-nitrofenol lido a 405 nm como descrito no item 3.1.1. A atividade maxima pH 5,0 foi
considerada como sendo 100%.

4.3.2.5 Influéncia de diferentes ions metalicos sobre a atividade p-D-glicosidase

Na tabela 03 observa-se a agédo de diversos sais sobre a atividade [B-D-
glicosidasica. Verificou-se que o cloreto de magnésio, cloreto de manganés, cloreto de
potassio, cloreto de calcio potencializaram a agao da enzima. O sulfato de cobre e o

nitrato de prata ndo apresentaram a mesma agéo, pelo contrario, o primeiro inibiu 67%
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e 0 segundo inibiu completamente a atividade e o sulfato de zinco n&o interferiu sobre a

atividade enzimatica.

Tabela 03: Efeito de diferentes sais sobre a atividade B-D-glicosidase

SAIS INORGANICOS ATIVIDADE RESIDUAL (%)

Controle 100

MnCl, 155,6 + 11,0

MgCl; 142,2 + 14,1

KCI 136,1+7,8

CaCl; 128,8 + 19,1

ZnS0O, 98,0 £ 11,0

CuSO4 33,2+4,8
AgNO; 0

Aliquotas de 10ul da B-GLlI, foram pré-incubadas durante 15 minutos a 45°C com diferentes sais a uma
concentracao final de 5 mM. Transcorrido este periodo, foi adicionado o substrato p-nitrofenil-f-D-
glicopiranosideo para uma concentragdo final de 0,7 mM. Novamente o material foi colocado a
temperatura de 45°C em pH 5,0, durante 1 hora e as incubag¢des foram interrompidas e o p-nitrofenol
liberado lido em espectrofotdmetro a 405 nm como descrito no item 3.1.1.

4.3.2.6 Efeito de inibidores enzimaticos sobre atividade enzimatica

Para verificar a participagcdo de grupos cataliticos da B-GLI envolvidos na
degradacado do p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo utilizou-se diferentes compostos que

possuem atuacado em radicais especificos das proteinas. Dos compostos testados o N-
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etilmaleimida inibiu a catalise enzimatica, o PMSF e o iodoacetamida ndo modificaram
significativamente a atividade de hidrolise da pB-GLI sobre o p-nitrofenil-3-D-

glicopiranosideo (Tabela 04).

Tabela 04 - Efeito de inibidores enzimaticos

COMPOSTO ATIVIDADE RESIDUAL (%)
Controle 100
lodoacetamida 115,4 £ 23,4
PMSF 11,4+ 17,6
N-etilmaleimida 3,1+£2,7

Aliquotas de 10ul da B-GLI, foram pré-incubadas durante 15 minutos a 45°C na presenca de diferentes
compostos (iodoacetamida (1mM); PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonil (1mM) e N-etilmaleimida (5mM)).
Transcorrido o tempo de pré-incubagéo adicionou-se p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo para uma concentragao
final de 0,7 mM. Novamente o material foi colocado a 45°C em pH 5,0 e apés uma hora os ensaios foram
interrompidos e o p-nitrofenol liberado lido em espectrofotdmetro a 405 nm como descrito no item 3.1.1.

4.3.2.7 Influéncia de carboidratos sobre atividade enzimatica

Na intengéo de verificar a especificidade da B-GLI, a enzima foi ensaiada com
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo na presenga de diferentes carboidratos (Tabela 05). A

tabela mostra que nenhum dos carboidratos nas diferentes concentracdes inibiu a

atividade enzimatica.



62

Tabela 05 - Efeito de diferentes carboidratos sobre a atividade pB-D-glicosidase.

CARBOIDRATOS ATIVIDADE RESIDUAL (%)
(1 mM) (5 mM) (10 mM)
Controle 100 100 100
Glicose 102+7,8 102 + 3,20 96 + 1,94
Galactose 102 £4,0 96 + 3,12 94 + 1,51
Lactose 91+8,4 101 £ 3,18 98 + 0,52
celobiose 93+6,4 99 +1,21 96 + 1,21

Aliquotas de 10ul da B-GLI, foram pré-incubadas durante 15 minutos a 45°C com mono e dissacarideos em
concentracgdes finais de 1; 5 e 10 mM. Transcorrido este periodo, foi adicionado o substrato p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo para uma concentragao final de 0,7 mM. Novamente o material foi colocado a temperatura
de 45°C em pH 5,0, durante 1 hora e as incubagdes foram interrompidas e o p-nitrofenol liberado lido em
espectrofotdmetro a 405 nm como descrito no item 3.1.1.

4.3.3 Degradacao de lactose e celobiose

Com a B-GLlI, foram realizadas incubagdes com celobiose e lactose por 6 e 18
horas, seguida de cromatografia em papel (sistema descendente) para a visualizagao
da degradacdo destes carboidratos (Figura 14). A analise quantitativa dessa
degradagdo foi realizada por densitometria dos cromatogramas revelados (Tabela 06).
A B-GLI hidrolisa parcialmente esses substratos em 6 horas (dados n&o mostrados),
enquanto que em 18 horas observa-se uma hidrolise total da celobiose e hidrélise

parcial da lactose.
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Figura 14 Cromatograma descedente em papel do ensaio de degradacdo de celobiose e lactose
pela B-D-glicosidase

Cerca de 50ug de carboidratos foram incubados com 50ul da B-D-gli, a 45°C em pH 5,0, durante 18
horas. As misturas de incubagédo foram submetidas a cromatografia de papel (sistema descendente)
conforme descrito no item 3.4. Onde: (A): 1- Enzima (branco da enzima); 2- Celobiose com tampéo
acetato de sédio 0,1M pH5,0 (branco da celobiose); 3- Celobiose com enzima; 4-Glicose (branco
produto); 5- Celobiose com agua destilada, sem o efeito do tampao (branco da celobiose); 6- Celobiose
com enzima (duplicata). (B): 1- Enzima (branco da enzima); 2- Lactose com tampao acetato de sédio 0,1
M pH 5,0 (branco da lactose); 3- lactose com enzima; 4- Galactose (branco do produto); 5-Glicose
(branco do produto); 6- Lactose com agua destilada, sem o efeito do tampéao (branco da lactose); 7-
Lactose com enzima (duplicata).



Tabela 06: Atividade da B-D-glicosidase de Artemia franciscana sobre celobiose e lactose em

cromatografia de papel

Substrato Taxa relativa de hidrolise (%)
(6 horas) (18 horas)
Celobiose 0 0
Celobiose com enzima 56,3 100
Lactose 0 0
Lactose com enzima 23,31 41,42

64
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5 DISCUSSAO

Glicosidases e Sulfatases sdo importantes ferramentas para estudos de
caracteristicas estruturais de grupos de polissacarideos e seu papel biolégico
(KUSAYKIN et al., 2003). O ambiente marinho apresenta uma variedade de fatores
abidticos que impulsionam os seres que vivem nesse ambiente desenvolverem
adaptacdes (mutacdes) para melhor sobreviverem é de se esperar que glicosidases
e sulfatases de organismos marinhos apresentem caracteristicas diferentes

daquelas encontradas em organismos terrestres por exemplo.

Dentro deste contexto o grupo de Laboratorio de Quimica em Funcéo de
Proteina da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) vem ao longo dos
ultimos anos, realizando um trabalho de prospec¢do em busca dessas enzimas que
apresenta potencial biotecnologicos (MATTA; ABREU, 2005). Glicosidases (SOUZA,
2003; GOMES, 2006) e sulfatases (MATTA; ABREU, 2005) ja foram purificadas pelo
grupo e atualmente estudos de caracterizacéo estrutural estdo sendo realizados com

elas.

Os resultados iniciais obtidos com o0s ensaios na presenca de varios p-
nitrofenis derivados de acuUcar mostraram positividade para todos os p-nitrofenis
derivados. Esse resultado n&o foi tdo surpreendente assim, pois extratos
enzimaticos nos primeiros passos de purificacdo, geralmente sao ricos em diversas
atividades. Fato semelhante ja foi observado quando solugcdes protéicas obtidos
apos fracionamento com sulfato de aménio extraido dos celenterados Palythae
coribaeroum (SOUZA, 2003); Palythoa voriabitis (FERREIRA, 2003); nos moluscos
Chiton sp (VIEIRA, 2002), Aplysia cervina (MATA; ABREU, 2005); Equinoderma
Echinometra lucunter (LIMA, 2006), foram encontrados frente a diferentes p-
nitrofenis. Contudo das atividades do extrato de Artemia franciscana chamou

atencao a B-D-glicosidase.

Atividade B-D-glicosidasica ja foi identificada em outros organismos
marinhos, como: celenterados, anelideos, artropodes, moluscos e equinodermos
(KUSAYKIN et al., 2003). Uma possivel funcédo dessa enzima seria a degradacéo de

polissacarideos de reserva de algas, como as laminarinas (1,3; 1,6-B-D-glucanas)
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(PITSON; SEVIOUR; McDOUGALL, 1997; VILLELA et al., 2006), que seriam a base
da alimentacdo dos invertebrados estudados. B-D-glicosidase de microorganismos
vem sendo estudadas a mais de 20 anos (WALLLECHA; MISHRA, 2003) e o foco
geral é a descoberta daquelas que possam ser aplicadas biotecnologicamente,
principalmente em processos de obtencdo de alcool a partir de celulose (CHO; YOO,
KANG, 1999).

Apés diferentes passos de purificacdo que combinou gel filtracdo e
cromatografia de troca ibnica, foi obtida uma p-D-glicosidase que foi purificada 44,09
vezes com rendimento de 1,01%. Este baixo rendimento pode ter sido causado pela
perda de atividade enzimatica ao longo do processo de purificacdo. Este protocolo
resultou numa purificacdo semelhante a um trabalho encontrado na literatura, onde a
B-D-glicosidase de semente de maca (YU et al., 2007) foi purificada 46,1 vezes.
Pitson, Seviour e McDougall (1997) utilizando metodologia semelhante purificou uma
B-D-glicosidase do fungo Acremonium persicinum com purificacdo de 47 vezes e

com rendimento de 13%.

A B-D-glicosidase de A. franciscana € uma proteina multimérica com 3
subunidades de similar peso molecular de 52,78 kDa, determinado por SDS-PAGE
(Figura 07) e exibe peso molecular de 157 kDa, determinado por cromatografia
Superose 12 sob o sistema FPLC AKTA PURIFIER (Figura 08). Esta caracteristica,
trimeros, faz com que a B-D-glicosidase de Artemia franciscana seja uma proteina
rara pois glicosidases com trés subunidades é dificil de ser encontrada na natureza.
Em geral, a literatura traz exemplos de B-D-glicosidase com massas moleculares
variando em uma ampla faixa que vai de 45 a 380 kDa (RODIONOVA et al., 1987,
KOHCHI; HAYASHI; NAGAI, 1985; UMEZURIKE, 1991; TEUNISSEN et al., 1992;
YU et al.,, 2007; MARANA; TERRA; FERREIRA, 2000), sendo encontrados como
uma, duas, quatro e oito subunidades (TEUNISSEN et al., 1992; YU et al., 2007,
MARANA; TERRA; FERREIRA, 2000; RODIONOVA et al., 1987; KOHCHI;
HAYASHI; NAGAI, 1985; UMEZURIKE, 1991). Assim, ha uma consideravel
diversidade na estrutura enzimatica para diferentes fontes de B-D-glicosidase o que
torna, por enquanto, dificil tentar agrupar-la utilizando apenas a massa molecular ou

a quantidade de subunidades como parametros.
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O Kmn da p-D-glicosidase de A. franciscana para o p-nitrofenil-f-D-
glicopiranosideo foi de 0,229 mM demonstrando que essa enzima possui grande
afinidade pelo substrato. Este valor ndo difere significativamente de alguns valores
encontrados em outros organismos, como no caso da B-D-glicosidase isolada da
laranja Tarocco (BARBAGALLO et al., 2007) onde foi observado um K, de 0,267
mM, do fungo Acremonium persicinum (PITSON; SERVIOUR; McDOUGALL, 1997)
com Ky, de 0,3 mM e em Spodoptera frugiperda (MARANA; TERRA; FERREIRA,
2000) com K, de 0,32 mM. Entretanto, outros estudos encontram valores de K,
mais elevados como no caso da B-D-glicosidase extraida da abelha Apis mellifera
(LOW; PONTOH, 2002) onde se observou K, de 11,3 mM e em mamiferos
(LAMBERT et al., 1999) que apresentou Ky, de 1,3mM.

A influéncia do tempo sobre a atividade catalitica da B-D-glicosidase de A.
franciscana mostrou que apos 150 minutos iniciais de ensaio ocorreu diminuicdo na
velocidade da reacado (Figura 10. Fato este pode ter ocorrido devido a trés fatores:
ao consumo de todo o substrato sintético, perda da atividade enzimética ou inibi¢cdo
pelo produto de reacgdo. Relacionando-se a concentracdo de p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (0,7mM) utilizada, com o valor méximo de absorbancia observado
no experimento (0,800) e o coeficiente de extingdo molar deste substrato (18,3 x
10°® Mcm™), menos de meio por cento foi degradado. Desta forma existe ainda
substrato no sistema e a quantidade de produtos € minima, ndo interferindo na
velocidade da reacdo. Portanto, a diminuicdo na velocidade da reacéo

provavelmente deve-se a perda de atividade enzimatica.

A temperatura 6tima de catalise da B-D-glicosidase de A. franciscana (apo6s
uma hora de ensaio a diferentes temperaturas) foi 45°C. Essa atividade decaiu em
temperatura acima e abaixo deste ponto (Figura 11. No entanto a 37°C cerca de
70% e em 60°C cerca de 80% de atividade ainda estavam presentes. A pré-
incubacdo da enzima em diferentes temperaturas revelou que a p-D-glicosidase do
invertebrado em estudo é estavel por 24h a 45°C. A 60°C ocorre perda de 80% da
atividade catalitica, apos 30 min de pré-incubacdo, chegando essa atividade ser
inibida apds uma hora, enquanto que a 70°C a enzima fica praticamente inativa apos
30 minutos de pré-incubacdo. Esse resultado mostra que a enzima em estudo

possui caracteristicas quanto a temperatura 6tima, semelhante a B-D-glicosidase
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extraida do limdo Podophyllum peltatum a qual possui atividade 6tima na
temperatura otima de 45°C (DAYAN et al. 2003). Entretanto existem relatos na
literatura de outras p-D-glicosidase com temperaturas Otimas, diferentes da
encontrada para a A. franciscana. Algumas possuem temperatura Otima acima do
valor encontrado para B-D-glicosidase de A.franciscana como no caso da B-D-
glicosidase extraida da bactéria Sulfolobus shibatae (98°C) (WOLOSOWSKA;
SYNOWIECKI, 2004) do fungo Talaromyces emersonii (71,5°C) (MURRAY et al.,
2004) e Pichia etchellsii (50°C) (WALLECHA; MISHRA, 2003), outras possuem
temperatura Otima abaixo dos valores encontrados para a [-D-glicosidase de
A.franciscana como nas leveduras Debaryomyces pseudopolymorphus  40°C
(VILLENA et al.,2006) e Saccharomyces cerevisiae (20°C) (SPAGNA, 2002). Esses
dados mostram que existe diferenca de B-D-glicosidase quanto a temperatura étima

de catalise, de acordo com a fonte de p-D-glicosidase.

O pH étimo encontrado para a hidrélise, do p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo
foi 5,0; essa atividade diminuiu em pH abaixo e acima deste ponto. No entanto, em
pH 5,5 e 6,8 mais de 50% da atividade estava presente. A enzima foi totalmente
inibida em pH 3,0 (Figura 13). Um pH 6timo em torno de 5,0 também foi registrado
para B-D-glicosidase extraida do limdo Podophyllum peltatum (DAYAN et al., 2003),
para B-D-glicosidase da abelha Apis mellifera (LAW; PONTOH, 2002) e para B-D-
glicosidase do molusco Achatina fulica (HU et al., 2007). Entretanto ha relatos na
literatura de outros valores de pH 6timo. Algumas p-D-glicosidase sdo ativas em pH
acido como a B-D-glicosidase termoestavel do fungo Talaromyces emersonni com
pH 6timo de 4,02 (MURROQY et al., 2004) e B-D-glicosidase da bactéria Thermotoga
maritima com pH otimo entre 3,2 e 3,5 (KIM; SINGH; HAYASHI, 2006). Outras
enzimas com mesma atividade sdo ativas em pH basico como a B-D-glicosidase
extraida do fungo Pichia et chellsii com pH 6timo de 6,0 e da bactéria Agrobacterium
tumefaciens com pH 6timo entre 6,5 e 8,0 (KIM; SINGH; HAYASHI, 2006). Assim
como ocorre com a temperatura, as B-D-glicosidase apresentaram um espectro
muito grande em relacdo ao seu pH 6timo. Esta variabilidade é muito dependente da
fonte que foi extraida a enzima. Provavelmente, no futuro, quando as estruturas 12,

22 32 e 42 de muitas dessas enzimas estiverem resolvidas, muitas das
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caracteristicas estruturais que determinam o pH e a temperatura 6timos das B-D-

glicosidase serdo conhecidas.

Varios ions metalicos informados para efetores da [-GLI foram
examinados. De todos os testes quimicos para inibicdo da atividade enzimatica,
somente o cobre e a prata inibiram a atividade catalitica sobre o p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (Tabela 4). Duas isoformas da p-D-glicosidase extraidas da
levedura Pichia et chellsii foram inibidas pelo cobre (WALLECHA; MISHRA, 2003),
uma pB-D-glicosidase do limdo Podophyllum peltatum (DAYAN et al.,, 2003), da
bactéria Sulfolobus shibatae (WOLOSOWSKA; SYMOWIECKI, 2003) e da soja
Glycine max (HSIEH; GRAHAM, 2001) foram inibidos pelo cobre e pela prata. Esses
dados na literatura mostram que é comum a inibicdo da B-D-glicosidase por esses
ions. Grupos Sufidril (SH) na estrutura da enzima geralmente sdo necessarios para
gue esses ions possam inibir a enzima (WALLECHA; MISHRA, 2003; HSIEH;
GRAHAM, 2001), indicando a participacdo direta do amino&cido cisteina para

atividade enzimatica.

Este fato foi confirmado pela inibicdo da B-GLI em estudo pelo N-
etilmaleimida (Tabela 4), estas substancias reagem com grupos SH. A importancia
dos grupos SH consiste no fato dos residuos de cisteina estarem envolvidos na
estabilidade e atividade enzimatica da B-D-glicosidase (HSIEH; GRAHAM, 2001).
PMSF, que atua como um eficiente inibidor enzimatico que interage com histidina e
serina no sitio ativo (WOLOSOWSKA; SYMOWIECKI, 2003) néo afetou a atividade
da B-GLlI, indicando que estes aminoacidos ndo possuem um papel essencial na

atividade da B-GLI de A. franciscana.

A n&o inibicdo da enzima por célcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*) é um ponto
positivo, pois esta enzima pode ser utilizada para quebrar a lactose, diminuindo

assim os efeitos causados por este acgucar por individuos com intolerancia a lactose.

O efeito de varios carboidratos (glicose, galactose, lactose e celobiose na
concentragcdo final 1,0; 50 e 10 mM) sobre a hidrélise do p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo pela B-D-glicosidase de A. franciscana foi estudada (Figura 5),

nenhum carboidrato inibiu a atividade enzimatica. Um resultado contrario foi
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encontrado na B-D-glicosidase do fungo Talaromyces thermophilus (NAKKHARAT,;
HALTRICH, 2006) onde glicose e galactose inibiram 42% e 13%, respectivamente.
Entretando uma B-D-glicosidase extraida da levedura Saccharomyces cerevisiae nao
€ inibida pela glicose (SPAGNA et al., 2002). A maioria das B-D-glicosidases de
microorganismos que catalizam a hidrélise de celobiose séo inibidas por glicose, que
limita sua atividade. Além disso, a enzima é também inibida por seu préprio
substrato (SAHA; BOTHAST, 1996). A néo inibicdo da pB-GLI de A. franciscana pela
glicose e celobiose € favoravel para uma possivel aplicacdo na producdo de
bioetanol, produzindo glicose a partir de celobiose e assim potencializando um

sistema de producédo de acucar fermentaveis a partir da celulose.

A B-GLI purificada apresentou atividade degradativa sobre celobiose,
lactose e p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo. Mostrando que atividade B-glicosidasica e
B-galactosidasica residem na mesma enzima, mostrando ampla especificidade da
enzima, por atuar em ligacbes entre duas glicose e glicose e galactose. Esse
fendbmeno é bastante comum, sendo encontrado em B-D-glicosidase das bactérias
Sulfolobus shibatae (WOLOSOWSKA; SYNOWIECKI, 2004), Thermus flavus (KANG
et al., 2005), figado de porco da india Cavia porcellus (HAYS et al., 1996) e
lepdoptera Spodoptera frungiperda (MARANA; TERRA; FERREIRA, 2000). Essa
caracteristica de atividade sobre ambos, B-glicosidios e B-galactosidios, € comum da
B-D-glicosidase da familia GH — 1 (LI; LEE, 1999), entretanto ndo se pode afirmar
que a B-GLI de A. franciscana pertence a esta familia, pois para isso é necessario
determinar a seqiéncia de aminoacidos, e até 0 momento isso ndo foi feito, sendo

essa etapa a proxima meta a ser realizada com a B-GLI da A.francicana.

Este estudo corrobora com outros estudos que mostram que glicosidases e
sulfatases sdo comuns em invertebrados marinhos. Isto tem sido confirmado em
estudos do laboratério onde foram identificadas nos celenterados Palythae
coribaeroum (SOUZA, 2003); Palythoa voriabitis (FERREIRA, 2003); nos moluscos
Chiton sp (VIEIRA, 2002), Aplysia cervina (MATA; ABREU, 2005); Equinoderma
Echinometra lucunter (LIMA, 2006), e também em Celenterados, Anelideos,
Artropodes, moluscos e Equinodermas pelo Laboratory of Enzyme Chemistry of the
Pacific Institute of Bioorganic Chemistry (KUSAYKIN et al., 2003). Além disso,
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conseguiu-se purificar uma p-GLI, com atividade pB-D-galactosidasica, que apresenta
uma excelente estabilidade térmica e tolerancia a altas concentracfes de glicose.
Propriedades que estdo sendo procuradas atualmente em glicosidases por grupos

gue tentam desenvolver tecnologia para obtencao de etanol a partir de celulose.
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6 CONCLUSOES

e Artemia franciscana possui diversas glicosidases, que provavelmente, estdo

envolvidas no metabolismo de carboidratos e glicoconjugados;

e A [B-D-glicosidase de A. franciscana é, provavelmente, uma proteina
multimérica constituida por trés subunidades idénticas de massa molecular de
aproximadamente 53 kDa (determinada por SDS-PAGE), totalizando uma
massa molecular total de 157 kDa determinada por cromatografia de gel

filtracao;
e Refletindo a remocdo de proteinas do sistema e a atividade enzimatica
detectada em todas as etapas utilizadas para a purificacdo das enzimas, a B-

D-glicosidase foi purificada 44,09 vezes e com recuperacao de 1,01%;

e Possui um K, aparente de 0,229 mM e Vpa. de 1,109 mM.60min*.mL™ na

catdalise do substrato sintético;

e A B-D-glicosidase, apresentou uma excelente estabilidade térmica durante 24

horas a 20°C, 37°C e 45°C. Tendo temperatura 6tima a 45°C;

e Apresenta um pH étimo de 5,0;

e Radicais sulfidrila estdo envolvidos na catalise enzimatica do substrato

sintético, devido a alta sensibilidade da enzima a N-etilmaleimida e prata;
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B-D-glicosidase néo foi inibida por glicose, galactose, celobiose e lactose, pois

estes ndo interferem na hidroélise do substrato sintético;

A B-D-glicosidase possui alta atividade degradativa sobre a celobiose e parcial

atividade sobre a lactose, indicando potencial uso industrial desta enzima.
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