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RESUMO

O suco gastrico do molusco terrestre Megalobulimus pa-
ranaguensis (Pilsbry & Ihering) €& uma solucgao de alta e hete-
rogénea concentracao protéica (aproximadamente 140 mg protei-
nas totais/ml; 35 bandas protéicas visiveis por isoeletrofoca-
lizacao).

Varias atividades hidrolasicas estdao presentes; a maior
parte delas facilmente detectaveis quando se utilizam substra-
tos polissacaridicos estruturalmente correlatos com as glica-
nas naturalmente presentes na arquitetura da parede celular de
leveduras, fungos e vegetais superiores (f-glucanas), hetero-
xilanas, celulose, pectinas). Assim, o suco digestivo deste
caracol se constitui em ferramenta Util na esferoplastificacao
destes tipos de células e tecidos. Igualmente, sao hidroliza-
veis algumas glicanas de reserva (amido e correlatos) e glico-
sidios naturais (sacarose e outros fruto-glicosidios) ou arti-
ficiais (substratos cromogénicos de pentoses e hexoses).

O suco presta-se, ademais, a cisao da ligacao glucosi-
dica e uronosidica de edulcorantes naturais (esteviosidio e
glicirrizina, respectivamente) bem como a quebra das 1ligacgoes
amida e metil-éster de um edulcorante artificial (aspartame).

Em funcido do perfil enzimatico acima sumarizado, o suco
gastrico de Megalobulimus paranaguensis se constitui, pois,
numa ferramenta de amplo espectro para fins de enzimologia a-

plicada.
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SUMMARY

High protein concentration ( 140 mg/ml) and
heterogeneity (35 components resolved on
isoelectrofocalization) are two remarkable features for the
gastric juice from the snail Megalobuliumus paranaguensis.

Several hydrolytic activities are detectable when using
as substrates the polysaccharides which bear structural
resemblance to the natural constituents of yeast, mold, and
plant cell wall architecture. Treatment of these <cells and
tissues with snail juice allows the obtention of the
respective espheroplasts/protoplasts. Some reserve glucans
(starch-1like), natural (sucrose and other fruto-glycosides)
and artificial (pentose and hexose derived chromogenic
substrates) glycosides are hydrolyzed as well.

The Jjuice also brings out the scission of the
glucosidic and uronosidic 1linkages of natural sweeteners
(stevioside and glycyrrhizin, respectively) as well the amide
and methyl-ester linkages from an artificial sweetener
(aspartame).

The above mentioned enzymatic profile indicates a wide
spectrum for the use of Megalobulimus paranaguensis snail

juice concerning applied enzymology.
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I - INTRODUCAO

O molusco Megalobulimus paranaguensis Pilsbry &
Ihering, de porte avantajado e acessivel "habitat" natural
nos contrafortes da Serra do Mar paranaense (regides de Anto-
nina e Morretes, entre outras), encontra na flora vegetal 1lo-
cal, de pequeno porte a dieta alimentar, cujo aproveitamento
integral se da gracas a um variado e complexo equipamento en-
zimdtico presente na secrecao digestiva (suco gastrico). Este
complexo encerra, entre outras, as enzimas do tipo hidrolase
para a depolimerizagao dos polissacaridios comuns e compulso-
riamente presentes a nivel de parede celular e citoplasma das
células vegetais: celulose, hemicelulose, pectinas e outras
glicanas; amido, bem como carboidratos mais simples como a sa-
carose (FONTANA, FEIJO & DUARTE, 1976).

A polivaléncia enzimatica digestiva deste tipo de ani-
mais invertebrados, com caracteristicas anatdomicas e fisiolo-
gicas exacerbadas para as pecas do aparelho digestivo (gastri-
ca, hepatopancreatica), & objeto de exploragao comercial muito
bem consolidada, como exemplificado pelos produtos "Glusulase"
(da NEN Research Products - Du Pont) e "Cytohelicase" (da
IBF/LKB Produkter AB), ambos obtidos a partir do caracol de
jardim europeu ou Helix pomatia. AplicacOes correntes para
estes produtos s3o a lise seletiva de parede celular de leve-

duras e a hidrdolise de esterdides sulfatados (WEIRICH, 1986).



De fato, tao significativa chega a ser a atividade de algumas
destas enzimas, que algumas preparagoes passam a ser denomina-
das em funcao desta propriedade: algumas "helicases" sao di-
retamente supridas como mistura de f-glucuronidase e sulfata-
se, como no caso dos produtos Sigma (variando de dezenas até
milhares de unidades/mg de so0lidos), preparadas a partir de
Patella vulgata (molusco marinho) e também do mesmo Helix.

Nao existe, todavia, provedor nacional deste tipo de
insumo da maior utilidade para a investigacdo de ordem basica
(e.g., degradacdo enzimatica até monomeros para fim composi-
cional de polissacaridios ou sua estrutura fina através de
anadlise de fragmentacdo parcial) ou mesmo biotecnoldgica (pro-
toplastificacao de leveduras e fungos para fins de hibridiza-
cao e estirpes melhoradas de interesse economico). No recente-
mente implementado Programa Nacional para Insumos Basicos em
Ciéncia e Tecnologia (CNPg/PADCT, 1984) uma iniciativa isolada
nesta direcdao logrou o apoio institucional e a presente tese
abriga-se centro da referida iniciativa, somando esforgos de
duas unidades universitarias paranaenses: o Laboratdorio de
Quimio/Biotecnologia de Biomassa (Departamento de Bioquimica
da UFPR) e o Departamento de Bioquimica FUEM - Maringa. Pre-
paracdOes preliminares de suco gastrico de M. paranaguensis
(simples clarificacao centrifugacional) ja resultaram em insu-
mo valioso na protoplastificacao de leveduras de interesse vi-
nicola pelo Instituto de Biotecnologia da Universidade de Ca-
xias do Sul - RS (CARRAU, 1986).

A antes referida polivaléncia enzimatica e as semelhan-
cas existentes na composicdo do envoltdrio natural (TAYLOR &

CAMERON, 1973; DOW & RUBERY, 1977; GORDON et al., 1977), tanto



de células mais simples (leveduras, fungos, algas), quanto ve-
getais superiores - todas envolvendo uma arquitetura maiormen-
te de natureza polissacaridica - explicam a possibilidade de
aplicacdo de ditas preparagOes enzimaticas também na obtencgdo
de "células nuas" de vegetais superiores ou seja esferoplastos
e protoplastos (HOLDEN, PIRIE & TRACEY, 1950; FOWKE & CONSTA-
BEL, 1985), insumos de valor aos fins da engenharia genética.
O mesmo material atende também a objetivos especificos e de
mais dificil obtencao por outros métodos, tais como: prepara-
cao de membranas (HALL & TAYLOR, 1979), componentes celulares
e organelas como cloroplastos e mitocondrias (NISHIMURA, GRA-
HAM & AKAZAWA, 1976) em condicOes suaves de lise ou seja com
alta preservacao de estrutura nativa. Planta transgénica, me-
diante a insercao de DNA de outras fontes (HOLL et alii,
1974), & outro avanco tecnoldgico que -pode ser mediado por
protoplastos vegetais, por sua vez resultantes de manipulacgao
de tecidos vegetais com enzimas de molukco ou fungicas.

J. H. Duarte nucleou no ex-Instituto de Bioquimica da
UFPR (a partir de 1964) linha de pesquisa na bioquimica de
carboidratos de reserva de M. paranaguensis e outros moluscos.
Os interessantes resultados acumulados com o envolvimento de
colaboradores (DUARTE, 1985) continuam ensejando até a data,
ramificacdes de interesse tanto de ordem de pesquisa basica
(e.g., lectinas), quanto de ordem aplicada (e.g., potencial
hidrolasico do suco gastrico, objeto desta tese).

Particularmente quanto a depolimerizacdo de parede ce-
lular de fungos ou sua protoplastificagao, a preparacao gas-
trica de M. paranaguensis ja se prestou a estudos de aprofun-

damento do conhecimento biogquimico de caracterizacdo de esta-



dos nutricionais e morfologicos de Picnoporus cinnabarinus
(CURY, 1974), taxonomia de um fungo produtor de galactose oxi-
dase (KEMMELMEIER, 1976), melhor conhecimento bioquimico de
Neurospora crassa (FONTANA, 1980; FONTANA & TORRES, 1981; FON-
TANA & GEBARA, 1986) e liberacao de protoplastos de Dactylium
dendroides (AMARAL; KUBICKI & TERENZI, 1983).

No tocante a estrutura fina de polissacaridios compo-
nentes da fitobiomassa ligno(hemi)celuldsica, outra linha tra-
dicional do Departamento de Bioquimica da UFPR - a de hemice-
luloses de leguminosas, nucleada por J.B. CORREA e col., expe-
rimentando progressiva expansao - beneficiou-se do uso da mes-
ma preparacdao enzimatica de Megalobulimus paranaguensis para a
obtencao de fragmentos neutros e acidos da
4-0-metil-glucuroxilana do caule de Mimosa scabrella (braca-
tinga) (GANTER, 1988; SIERAKOWSKI, 1988).

O amplo espectro de biomoléculas passiveis de modifica-
cdo hidrolitica pela acdo do equlipamento enzimdtico variado
presente no suco gastrico de moluscos e particularmente naque-
le de Megalobulimus paranaguensis exclui, por sua heterogenei-
dade e amplitude, uma abordagem mesmo que superficial que con-
temple todo este grupo de substancias, razao pela qual estas
substancias naturais ou sintéticas serao abordadas, na medida
da necessidade (III - Resultados & Discussao, nesta tese).

O presente trabalho de doutoramento foi concebido como
um enfoque de natureza centrada em Enzimologia Basica e Apli-
cada, no gqual pudesse contemplar a investigacao do potencial
hidrolasico do suco gastrico do molusco Megalobulimus parana-
guensis e alguns objetivos dirigidos foram estabelecidos na

direcao do dominio do cultivo do gastropode, da qualificacao



desta preparacdo enzimatica e seus usos na Bioquimica de Car-

boidratos:

1) Cultivo do animal em cativeiro;

2) Propriedades e preservacdo da preparacdao enzimatica;

3) Protoplastificacao de leveduras, fungos e vegetais supe-
riores;

4) Degradacao de edulcorantes alternativos e de uso contempo-
raneo;

5) Caracterizacao detalhada do complexo xilanolitico,
incluidas as hidrolases de processamento de detalhes
finos da estrutura: oa-(4-0-Metil)-D-Glucuronidase, O-ace-
til-D-Xilana Esterase e Fenolcarboxil-Esterases;

6) Polissacaridases para outras glicanas acidicas (apiopecti-
na) e neutras (xiloglucana) e monossacaridases;

7) Estabelecimento de metodologias adequadas a compreensao

estrutural de componentes de natureza glicidica da fito-

biomassa.



II - MATERIAIS E METODOS

1 CULTIVO EM CATIVEIRO

Exemplares adultos (2 incursles/ano; coleta em média de
uma centena de exemplares) foram capturados nas cercanias dos
municipios paranaenses de Morretes e Antonina. Transportados
até o local de trabalho, a maior parte foi distribuida nos
compartimentos de um viveiro de alvenaria (exemplares adultos
e jovens, em separado), recoberto com telagem metalica para
circulacao de ar e insolacao, esta evitada nos periodos de ve-
rao pleno mediante a cobertura do viveiro com chapas de pape-
l3o. A cada 2 dias, proveu-se alimentacao farta de verduras
(alface, repolho, espinafre) suplementada com folhagens locais
(chuchu, hortela, erva-doce, etc.) e farinha de casca de ovo
(essencial como suplemento de calcio, necessario na época de

ovideposicgao).

2 COLETA DE SUCO GASTRICO

Periodicamente, separaram-se lotes de cerca de 50 ani-
mais, escolhidos entre os mais desenvolvidos (dimensoes da
concha), submetendo-os a lavagem (remocao de terra, dado o ha-
bito de se enterrarem para fins de abrigo do excesso de sol,

hibernacdao e ou tempo de ovideposicao), e a uma dieta reforcga-



da por 2 a 3 dias, seguido de jejum absoluto nas 24 horas se-
guintes. Seguiu-se a ruptura mecanica da casca para exposigao
das partes moles totais. Com auxilio de instrumentos cirtrgi-
cos simples (pincas e tesouras), procedeu-se a exposicao final
da peca estomacal e com auxilio de agulha hipodérmica (conec-
tada a mangueira e linha de vacuo) fez-se a pungao estomacal e
coleta de suco gastrico, recebido em recipiente em banho de

gelo.

3 CLARIFICAGAO DO SUCO GASTRICO

Foi procedida mediante centrifugacdo a 5 krpm em cen-
trifuga refrigerada Sorval RC-5 (rotor JA-20), descartando-se
o precipitado, exceto pequena aliquota do mesmo, esta destina-
da ao isolamento de microbiota. O sobrenadante clarificado
(livre de restos celulares, parte da flora microbiana mais
densa) foi mantido em banho de gelo, congelado a -18°C ou lio-
filizado, até o momento de uso e dependendo do objetivo expe-

rimental.

4 DESINFECCAO BACTERIANA E OUTRAS FLORAS MICROBIANAS

O procedimento mais efetivo, embora tedioso e custoso,
com vistas a eliminacdao da flora natural (necessariamente re-
querendo eliminagao prévia em experimentos como os de proto-
plastificacdo) requereu a diluicao do suco nativo da ordem de
3 a 4 X, seguindo-se ultra-filtracao por cartuchos Millex-GV

(0.22 micra; Millipore).



5 ELIMINACAO DE MICRO-METABOLITOS

Dada a natureza da dieta usual (riquissima em carboi-
dratos), a maioria dos usos em estudos de outros carboidratos
(e.g., ensaios de depolimerizacao enzimatica) exigiu a reducao
do teor de carboidratos livres presentes no suco, o que rapi-
damente se logrou por filtracao em Bio Gel P-2 ou Sephadex
G-25 (Vt = 50 ml; dimensodes 7,5 x 4 cm), tomando-se como pre-
paracao final a faixa de eluicdao em torno de Vo para cada co-

luna.

6 TECNICAS GERAIS

As medicOes de pH foram realizadas a temperatura am-
biente em aparelho Micronal, modelo B-274, equipado com um mi-
croeletrodo. As determinacOes espectrofotométricas foram efe-
tuadas em espectrofotometro Varian-Intralab modelo DMS 80,
utilizando-se cubetas de vidro para a faixa visivel e de
quartzo para a faixa de ultravioleta. O suco gastrico bruto de
M. paranaguensis foi clarificado em centrifuga Sorvall modelo
RC-5, a 10 krpm (equivalendo a cerca de 8.000 x g). Centrifu-
gacdoes de rotina foram feitas em centrifuga clinica da Fanem,
modelo Baby II (aproximadamente a 3 krpm). As liofilizacgOes,
com prévio congelamento das amostras a -18°C foram feitas em
liofilizador da New Brunswick Scientific. As esterilizacgoes
de meios de cultivo foram feitas em autoclave Fabbe, a vapor
fluente por 30 min ou eventualmente a 1 atm. por 15 min, man-
tendo-se fonte de carbono e outros suprimentos em frascos se-

parados, cuja mistura dava-se imediatamente antes do uso. Pa-



ra as incubacoOes foram utilizados:

a) agitador rotatorio da New Brunswick, a 110 rpm, 28°c (cul-
tivo de microrganismos);

b) agitador reciproco (banho Dubnoff), com 60 inversdes/minu-
to, a 30°C (protoplastificacao);

c) banho termostatizado a 40°C, sem agitacdo, para hidrodlise
enzimatica de substratos;

d) banho-maria fervente ou estufa regulada a 100°c para hi-
drolises acidas. Outras variacOes contam dos textos das
figuras ou tabelas de Resultados e Discussao.

Para as eletroforeses:

a) de alta voltagem de papel, utilizou-se uma cuba cromato-
grafica cheia com tetracloreto de carbono ("coolant") onde
se submergia o suporte previamente umectado nos tampoOes
indicados;

b) de baixa voltagem em tiras de acetato de celulose (Cello-
gel), recolhendo-se o conjunto em camara de refrigeracao a
SOC;

c) de isoeletrofocalizacao, utilizou-se um gradiente continuo
de sacarose de 5 a 40%, a mistura de anfdlitos, com pI 3 a
10 e aparelho Pharmacia EPS 500/400 (analitica) ou LBK
Bromma 8100 (preparativa).

Como fontes de potencial utilizou-se um equipamento Savant ou

Permatron (alta voltagem) ou LKB Bromma 3371E (baixa volta-

gem). Para o acompanhamento do processo de individualizacao

de células e ou protoplastificacdao utilizou-se, na rotina, um
microscopio otico comum da Leitz e para o registro de imagens,
um microscopio Nikon, equipado com um sistema de fotografico

AFX-II/FX-35. Os demais métodos foram executados como previa-
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mente descrito (FONTANA, 1975; GEBARA, 1977 e FONTANA, 1980).

7 DETERMINACOES ESPECTROFOTOMETRICAS

7.1 Carboidratos totais: fenol-acido sulfurico (DUBOIS et

al.)

7.2 Carboidratos Redutores: reativo cupro-alcalino (SOMOGYI-

NELSON) .

7.3 Proteinas: cupro-alcalino do biureto (GORNAL), reativo
de Folin (LOWRY et al. ou HARTREE et al.), reativo do Coomas-

sie (BRADFORD) e absorbancia no ultravioleta (A280nm).

8 METODOS CROMATOGRAFICOS

8.1 Em papel: com suporte Whatman n© 1, com os solventes 1in-
dicados nos textos e revelacao com o nitrato de prata

(TREVELYAN) ou cloridrato de p-anisidina (DAWSON, 1969).

8.2 Em camada delgada: cromatoplacas de silica Gel 60
(Merck), reveladas a 105°c apos nebulizacdo com orcinol (0,25

g) : acido sulfurico (5 ml) : metanol (95 ml).

8.3 Em fase gasosa: utilizando rotineiramente um aparelho CG
modelo 37 (fluxo de nitrogénio como gas de arraste a 60
ml/min) ou Varian-Intralab modelo 3300 (pressdo de nitrogénio
a 30 psi), ambos equipados com detector de ionizacao de chama.

A derivatizacao dos produtos de reacao para a cromatografia de
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fase gasosa (GLC) foi procedida da seguinte maneira: para a
técnica de sililacao, as amostras de mono- e dissacaridios ou
outros componentes de baixo peso molecular, previamente liofi-
lizadas, eram suspensas num volume minimo de piridina (50 a
100 microlitros) e em seguida adicionadas do reagente contendo
hidroxilamina (50 microlitros; para formacdao de oximas de mono-
e dissacaridios) e depois acrescidas do agente sililante
(BSTFA). A cada adicdao de reagente, seguia-se um aquecimento
a 65°C por 30 minutos. O contefido da reacdo de cada amostra
era injetado diretamente em coluna com fase estacionaria de
SE-30 ou OV-17 (metil-siliconas) nas condi¢oes indicadas em

Resultados e Discussao.

9 PROTOPLASTIFICACAO

9.1 Fungos e leveduras

Os seguintes microrganismos foram objeto de preparacao
de protoplastos: Aspergillus niger (produtor de pectinase,
acido citrico e glucose-oxidase); Tricholoma nudum (produtor
de invertase e com transporte preferencial de monossacaridios
para fins de metabolizacao), como modelos de fungos. Pichia
stipitis, Candida shehatae e Torula utilis (fermentadoras de
pentoses, Uteis na bioconversdao a solventes organicos e pro-
teina unicelular) e Saccharomyces cerevisiae M-300 (mutante
natural, hiperprodutora de etanol), como modelos de leveduras.
Utilizaram-se culturas de fase exponencial em meio rico: glu-
cose 2 g%, extrato de levedura e malte 0,5% cada e suplemento
salino (VOGEL) 0,5 ml%, pH ajustado para 5,5. As células co-

lhidas por centrifugacdo foram lavadas em agua destilada e nu-
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ma densidade Otica aproximada de 0,100-0,150 (A condu-

650nm)’
zidas a protoplastificacdo em meio contendo sorbitol 1 M +
mercaptoetanol 0,1 g% + suco gastrico previamente clarificado

e filtrado por membrana de ultrafiltracdo numa diluicao final

de aproximadamente 10 X.

9.2 Vegetais superiores

Tecido foliar jovem (meristema plenamente clorofilado e
com morfologia tipica ja estabelecida para folha) das seguin-
tes especies foram processados: Stevia rebaudiana, Spinacia
oleracea, Phaseolus vulgaris, Glycine hispida e Dhalia sp.

A cuticula subaxial foi removida com auxilio de lamina
de barbear e ou bisturi e em seguida o tecido foliar foi lava-
do com etanol 70% (1 minuto), agua destilada estéril, para fi-
nalmente ser cortado em segmentos de cerca 1 a 2 mm2. Este
material fragmentado era lavado 2 X com agua destilada, segui-
da de manitol 0,4 M para remocao de células rompidas, clorofi-
la livre e outros componentes solubilizados. A suspensao resi-
dual de tecido foliar fragmentado era entdo tratada com mani-
tol 0,4 + ditiotreitol 0,1 M + cloreto de calcio 0,1 M + suco
gastrico diluido 10 X (concentragao final). Eventualmente,
preparacdo celulasica fungica (Celluclast®, Novo Industry)
numa relacao 1 : 10 (referida aquela de suco gastrico de M.
paranaguensis) era incluida. Em alguns experimentos de mais
longa duracdo incluia-se também Benomyl e penicilina S/estrep-
tomicina (20 a 60 microgramas/ml de meio hiperosmdtico) como
inibidores de ascomicetos e bacteriostaticos, respectivamente.

Aliquotas de cerca de 50 microlitros de cada suspensao,

incubadas a 30°C com agitacao suave (banho de Dubnoff, cerca
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de 30 inversdes/minuto) eram removidas periodicamente, subme-
tidas a microscopia Otica comum e examinadas sucessivamente
com objetivas de 4, 10 e 40 X, combinadas a uma ocular de 10
X. Os resultados foram documentados com filme a cores, sensi-
bilidade de 200 ASA. Eventualmente, a mistura de tecido resi-
dual, células individualizadas, esferoplastos, protoplastos,
organelas e outros componentes celulares ou anatOmicos libera-
dos pela acdao hidrolitica do suco sobre as paredes celulares
ou mesmo por lise celular final, era depositada sobre um gra-
diente com camadas sobrepostas de cloreto de césio saturado,
sacarose 60% e sacarose 30% para um fracionamento parcial,
ocorrendo entdao a formacao espontanea de bandas para cada po-
pulacdao, determinada pela respectiva densidade. Como controle
da desagregacdao e ou protoplastificacao, células de fungos ou
leveduras e tecidos triturados eram, submetidos a idéntico
tratamento, exceto pela omissao das enzimas hidroliticas . A
pectinase de A. niger foi também utilizada, em alguns experi-
mentos, como elemento de comparacao, dada sua maior especifi-
cidade para a lamela média de juncao dos elementos celulares

de cada tecido vegetal.

10 ENSAIO PADRAO PARA XILANASE E OUTRAS POLISSACARIDASES

Salvo indicacdo em contrario, o ensaio padrdao para me-
dida de xilanase e outras enzimas hidroliticas foi conduzido
num volume final de 0,5 ml contendo: substrato (1 a 2 mg a
partir de solucOes-estoque de 5 a 20 mg/ml dependendo da solu-
bilidade), tampdo acetato sodico 50 mM pH 5,5 e 5 a 20 micro-

litros de suco gastrico de M. paranaguensis. Eventualmente,
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outras preparacdes enzimaticas (Celluclast; Pectinase e outras
enzimas fuingicas) substituiram a enzima referencial de cara-
col. As incubacdes foram efetuadas em banho a 40°C (com agi-
tacao para os substratos insollveis como SolkaFloc, farelo de
trigo, etc.) seguindo-se inativagao por adigdo de 2 a 3 volu-
mes de metanol gelado (precipitacao da matéria proteica ou po-
lissacaridica residual; no caso de amostragem para analises
cromatograficas ou eletroforéticas) ou por rapida imersdao do
tubo de ensaio em banho congelador (gelo + cloreto de sodio +
acetona; no caso de interesse de ©posterior 1liofilizacao) ou
ainda pela adicao do reativo alcalino de Somogyi (caso de de-
terminacao espectrofotométrica de poder redutor liberado).
Estas técnicas foram por vezes aplicadas simultaneamente a di-
ferentes aliquotas dos incubados. Em algumas determinacoes es-
peciais (e.g., liberacdo de acidos fenol-carboxilicos de subs-
tratos ligno-hemiceluldsicos) procedeu-se a prévia extragao
com os solventes indicados (acetato de etila), uma vez ocorri-

da a particao de fases.

11 DETERMINACEO DA ATIVIDADE DE O-ACETIL-XILANA-ESTERASE

Utilizou-se como substrato (condicbes do ensaio padrao,
exceto pelo tampao: agora citrato-fosfato 50 mM pH 6,5) a he-
tero-xilana de Larix sp. (larico) (JOHNSON et al., 1988).
Procedida a inativacao por fervura, aliquotas de cada ensaio
foram diretamente injetadas, sem prévia derivatizagao, em co-
luna de Porapak Q, operada isotermicamente na faixa de 170 a

180°C em cromatdgrafo.
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12 DETERMINAGCAO DE OUTRAS ATIVIDADES HIDROLASICAS

Para a determinacao de outras hidrolases (e.g., apio-

se-hidrolase, xilo-glucanase, etc.) as condig¢des vao apontadas

nos respectivos resultados (figuras e tabelas).



III - RESULTADOS E DISCUSSAO

1 CAPTURA E CATIVEIRO PARA Megalobulimus paranaguensis

As fotos de 1 a 4 documentam as condicOes de manutencao
dos animais em cativeiro e sua manipulacdao com vistas a obten-
cao do insumo principal para a realizacdo da presente tese.
No periodo de 4 anos, foram observadas pelo menos. 3 ovodeposi-
¢oes significativas (uma delas permitindo a coleta de cerca de
30 ovos (ver capa deste documento), indicando que, providas as
condicdes ideais de alimentacao, abrigo e protecdo de predado-
res (principalmente formigas), o caramujo completa o ciclo
bioldgico em cativeiro e, pelo menos parte dos ovos eclodidos
alcanca a maturidade. Em reforgco a documentacao fotografica,
na tabela 1 e 2 aparecem os dados caracteristicos do animal e
ovos, Os gquais sd3o convincentes para a conveniéncia da explo-
racao de Megalobulimus paranaguensis como alternativa valida a
Helix sp. para a provisdo de enzimas hidroliticas de interesse
cientifico e tecnoldogico. Na tabela 3, nota-se que o elevado
teor proteico caracteristico do suco gastrico (140 mg/ml = 14
g%), aliado ao razoavel volume que se pode obter de cada ani-
mal (tab. 2) torna-se efetivamente atrativo e economicamente

rentavel a exploracdao do suco gastrico deste caracol.



Figura 1.

Manutencéo em cativeiro

de M.

paranaguensis
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Figura 2.

Exemplar adulto de M. paranaguensis
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Figura 3. Disseccao de exemplares adultos de M. paranaguensis e exposicao
do trato digestivo.



Figura 4, Coleta do suco gastrico de M. paranaguensis
(succao a vacuo)
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- TABELA 1. CARACTERISTICAS DO MOLUSCO TERRESTRE M. paranaguensis*

ESPECTME DIMENSOES MEDIAS (cm) PESO MEDIO
(comprim. x largura) (g)
1. OVO**. 2,6 x 2,0 2,7 - 3,5
2. ANIMAL
2.1 Recem eclodido*=* 3,1 x1,9 2,4 - 3,1
2.2 Adulto 15,0 x 6,0 130,0 - 140,0

*  Exemplares capturados nos contrafortes da Serra do Mar, adjacentes aos

Municipios de Morretes e Antonina, PR.

*% Obtidos por reproducao e eclosao em ambiente de cativeiro; terreno adja-

cente ao Depto. de Bioquimica da UFPR.
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TABELA 2. CARACTERISTICAS DA SECREGCAO (SUCO) GASTRICO DE M. paranaguensis.

PROPRIEDADE VALOR

1. Volume médio?’ 3a6m

2. pH 5,3 a 5,5

3. Cor marrom escuro

4. sSolidos totais? 20 a 22 g / 100 mL
5. Densidade’ 1,0836 g / mL

6. Viscosidade® 1.310 cp

1 por puncao gastrica em animais adultos em jejum por 24 h.

2 em suco clarificado a 10 krpm por 15 min.

3 método do picnometro; 25° C.

4 viscosimetro de Ostwald; 37,8°C.
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TABELA 3. DETERMINAGAO DO CONTEUDO PROTEICO DO SUCO GASTRICO DE M. parana-

guensis.
METODO AMOSTRA mg / ml
BIURETO Suco nativo! 185
Suco fracionado c/ TCAZ2 133
Suco fracionado ¢/ Etanol’ 148
LOWRY Suco nativo?l 160
2
Suco fracionado ¢/ TCA 126
Suco fracionado c/ Etanol? 120
HARTREE* Suco nativo 130
BRADFORD** Suco nativo > 200

* modificacao do método de Lowry.
** baseado no "binding" entre Coomassie-Blue e proteina.
1 Secrecao gastrica total clarificada a 10 krpm por 15 min.
2 preparacao (') tratada com 1 vol. de acido tricloroacético 20 g% a frio,
seguindo-se a determinacao no precipitado de 3 krpm.

3 Preparacao (}) tratada com 5 vol. de etanol anidro a frio, seguindo-se a

determinacao no precipitado de 3 krpm.
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2 ISOELETROFOCALIZACAO

Na fig. 5, mostra-se o perfil de isoeletroenfocado da
populacdo proteica do suco gastrico de M. paranaguensis (gra-
diente com anfolitos na faixa de pI de 3,1 a 9.9; tingimento
do gel de acrilamida com Coomassie Brilliant Blue G). Um mi-
nimo de 33 bandas proteicas aparecem individualizadas. Estrei-
tamento da faixa de anfdlitos (e.g., na faixa anibnica) permi-
te a resolucao ainda mais afinada, podendo-se aquilatar que o
numero acima possa converter-se em uma centena de distintos
componentes proteicos. Chama a atencao também a distribuicao
qualitativa dos componentes proteicos entre os dois campos de
carga, com concentracao mais pendente para populacao anidnica,
na qual, alias, concentra-se também a pigmentacao marrom escu-
ra, caracteristica do suco e do proprio tecido hepatopancrea-
tico. Esta distribuicdo de populacdao proteica se constitui
num primeiro indicio de ocorréncia "latb sensu" de sistemas
isoenzimaticos para atividades hidroliticas ou pelo menos de
espécies antagonicamente carregadas para a mesma catalise (re-
sultado e discussao que sera mais especificamente abordado
adiante: xilanases, glucuronidases e xiloglucanases). Na fig.
6 aparece um perfil de isoeletroenfocado preparativo e a cole-
ta de fracdes para um estudo das atividades hidroliticas antes

mencionadas.

3 MICROBIOTA (FLORA BACTERIANA NATIVA)

Discussao valida é aquela a respeito da significancia

da contribuicdo da flora microbiana ao potencial enzimatico do
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Figura 5. Isoeletrofocalizacao do suco gastrico de M. paranaguensis

Padroes (em ordem decrescente de pl):

tripsinogenio; lectinas basica, média e acida de lentilha; mioglobinas
basica e acida de cavalo; anidrase carbonica B humana; anidrase carboni-
ca B bovina; beta-lactoglobulina A; inibidor triptico de soja e amilo-
glucosidase.

Amostras:

T = suco gastrico total

D = fracao acida retida em DEAE - celulose
C = fracao basica retida em CM - celulose

(Outros detalhes em Materiais e Métodos).
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Fig. 6. Isoeletrofocalizacao preparativa do suco gastrico de
M. paranaguensis.

(I a VIII sao os "pools" de fracoes tomados separa-
damente; outros detalhes: Materiais e Métodos).



Figura 7.

Microbiota isolado de suco gastrico fresco de
(placa de agar contendo xilana de Larix sp

levedura 0,17; cultura de 48 h a 32°C no LACEN/FSCMP por
tine Krawiec Fontana).

M. paranaguensis.
a 17 + extrato de

Chris-
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Figura 8. Microbiota xilanolitico de suco gastrico fresco de M. parana-
guensis., (duplicata da placa da Fig.7; revelado c/ KI-Ip-CaCljp).



Figura 9.

Microbiota xilanolitico de suco gastrico de M. paranaguensis
(experimento geminado ao da fig. 7, exceto que a cultura foi es-
tendida até 72 h previamente ao coramento da placa com o reativo
de KI-I»-CaCly sat.; halos de xilanolise exacerbados e confir-
mando a ordem de eficiencia xilanolitica decrescente entre os
isolados: 7 & 3 >> 5),
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suco gastrico de molusco, principalmente no que toca a flora
bacteriana. Um procedimento esclarecedor seria a reprodugao
dos moluscos em condic¢Oes axénicas, o que estad fora dos propo-
sitos presentes e condicOes materiais existentes. De qualquer
modo, da operacao de clarificacao do suco gastrico por centri-
fugacao ou mesmo do suco bruto pode-se isolar uma variada gama
de espécies bacterianas (um perfil destas & o da fig.7), das
quais algumas sdo francamente xilanoliticas (figs. 8 e 9), as
duas mais potentes, diferenciaveis entre si, por provas bio-
quimicas de fermentacdo (fig. 10): a cepa de n®3, (+) para ma-
lato e a cepa de no7, (+) para arabinose e ureia. Na transfe-
réncia para meios liquidos agitados, com xilana de Larix sp.
como unica fonte de C (e suplementados com 1/10 da fonte de C
em extrato de levedura ou sais de Vogel), ambas as cepas levam
a obtencdo de (4 unidades de xilanase/ml de meio de cultivo
isento de células. Como este nivel secretdrio situa-se muito
aquém daqueles observaveis em fungos hemiceluloticos (BARBOSA
e FONTANA, 1989), as cepas bacterianas em tela despertam ob-
viamente menor interesse para fins de processamento tecnologi-
co de xilanas. Esta circunstdncia, aliada ao fato de que em
bactérias a atividade auxiliar de B-xilosidase confina-se in-
tracitoplasmaticamente (OKADA & SHINMYO, M.E. 160) descartaria
a utilizacdo de dita flora, excecdo a algum possivel tipo par-

ticular de fermentacdo, nao explorado no presente trabalho.

4 ENZIMOLOGIA APLICADA

Uma das limitacoes dos complexos celuloliticos fungicos

(e.g.., Trichoderma) é a paralela inadequagao de niveis hidro-
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liticos auxiliares (e.g., celobiase ou B-glucosidase), combi-
nada a forte inibicdo que os produtos mais avancados de hidro-
lise (=celobiose e glucose) exercem no proprio complexo enzi-
matico das celulases (WOOD & McCREA, 1979). Na fig. 11 & mos-
trada a acao comparativa de celulases fungicas (areas 1-C e
3-BF, respectivamente para as celulases fungicas da Novo In-
dustry e BioFerm) e aquela presente no suco gastrico de M. pa-
ranaguensis (2-SJ). O substrato & um biofilme de natureza ce-
luldésica produzido por Acetobacter sp. (FONTANA et al., 1989),
depositado sobre uma camada de agar e tamponado a pH 4,8 com
citrato-fosfato (50 mM.) Nas areas indicadas foram aplicados
(100) microlitros de diluidos 1 : 10 de cada preparacao enzi-
matica (respectivamente 1,65 , 1,6 e 1,0 mg de proteina total
para 1-C, 2-SJ e 3-BF; filtrados recentes de mini-colunas de
Bio Gel P-2/P-4) para acao a 37°C durante aproximadamente 12
horas. A area (-) corresponde ao quadrante do biofilme nao
tratado com enzimas. Em seguida, o biofillme foi umedecido com
uma mistura enzimatica cromogénica constituida de glucose oxi-
dase/peroxidase/o-dianisidina, com vistas a revelar as areas
em que a degradacdo enzimatica fosse mais completa ou seja,
levando a formacdao do mondomero D-glucose. O quadrante supe-
rior direito do biofilme mostra que esta situagcao foi plena-
mente atingida no caso da celuldlise promovida pelo suco gas-

trico de M. paranaguensis.

5 PROTOPLASTIFICACAO DE CELULAS E TECIDOS

5.1 Leveduras

A levedura Saccharomyces cerevisiae retém no cenario



Fig.
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Enzimologia aplicada: caracterizacao de um biofilme polissacari-
dico bacteriano (Acetobacter sp.) atraves do suco gastrico de M.
paranaguensis,

(o biofilme foi entumescido em tampao citrato-fosfato 50 mM pH
4,8 e depositado sobre uma placa de agar. Nas zonas periferica-
mente apontadas foram aplicados 100 pfL de diluicoes 1:10 das se-
guintes preparacoes enzimaticas: 1-C = Celluclast® (Novo Indus-
tri); 2-S8J = suco de M. paranaguensis e 3-BF = celulase Bioferm.
Apos incubagao por 12 h a 32°C o biofilme foi irrigado com uma
solucao pH 8 contendo o "coquetel" glucose-oxidase / peroxidase/o-
-dianisidina).

(Notar que o sistema enzimatico revelador auxiliar aparece marca-
damente positivo apenas no setor 2-S8J).

(=) : setor do biofilme sem adicao de enzimas celuloliticas.
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nacional e internacional importante posicao de destaque em
funcdes de seu uso biotecneldgico na obtencdo de etanol e pro-
dutos de panificacdao. A mutante natural M-300 tem sido apli-
cada por industrias canavieiras paulistas em funcdao de melhor
desempenho de fermentacao de caldo de cana. As figs. 12, 13 e
14 mostram a segfiéncia da conversao de células desta levedura
em protoplastos mediante agao do suco gastrico de M. parana-
guensis. Ao exame das figs. 15 e 16 (Torula utilis) e 17 e 18
(Pichia stipitis) comprova-se que a utilidade do suco de cara-
col presta-se também a protoplastificacao de outros vetores
biotecnoldgicos de interesse moderno como leveduras bioconver-
soras de fitobiomassa C-5 (pentoses) Torula wutilis (producao
de proteina unicelular) e Pichia stipitis (produtora de etanol
a partir de D-xilose, por sua vez oriunda de hemiceluloses de

bagago de cana).

5.2 Fungos

A populacdo de fungos presta-se ao processamento bio-
tecnoldgico de varios tipos de alimentos e a obtencao de pro-
toplastos fingicos € um poderoso instrumento com vistas a ob-
tencdo de hibridos com melhor desempenho enzimatico ou fermen-
tativo. Como ilustracdao do potencial do suco gastrico de M.
paranaguensis nesta direcao, as figs. 19 e 20 mostram, respec-
tivamente, a liberacdo de protoplastos a partir da massa mice-
lial de Aspergillus niger (produtor de acido citrico; pectina-
se e glucose-oxidase; (BOSE, 1946) e de Tricholoma nudum (fun-
go micorrizico e com habilidade fermentativa diferencial para

hexoses (REUSSER et al., 1960).



Figura 12.

Células (C) de Saccharomyces

cerevisiae (mutante M-300).
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Figura 13. Ceélulas (C), Protoplastos (P) e Protoplastos em ruptura (P(R))
de S. cerevisiae M-300.



Figura 14.

Protoplastos (P) de S. cerevisiae M-300.
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Figura 15. Células (C), Células em brotamento (Cb) e Pseudohifas (PH) de
Torula utilis (10 . 40 X).
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Figura 16. Células (C), Células em brotamento (Cb) e Protoplastos (P) de
Torula utilis (10 . 40 X).
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Figura 17. Celulas (C) e Células em brotamento (Cb) de Pichia stipitis



Figura 18.

Protoplastos (P) de Pichia stipitis (10 . 40 X).
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Hifas (H), Esporos (E), Esporos em coalescencia (E(s)),
plastos livres (P), Protoplastos em coalescencia (P(s)) e
plastos em ruptura (P(R)) de Aspergillus niger (10 . 40 X).

P* : um protoplasto em processo de liberacao.

42
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Proto-
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A - (Panoramica 10 . 10 X)

Figura 20. Massa micelial (M), Protoplastos livres (P) e Protoplasto em
processo de liberacao (P*) do fungo Tricholoma nudum.
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B - (Detalhe 10 . 40 X)

Figura 20. Massa micelial (M), Protoplastos livres (P) e Protoplasto em
processo de liberacao (P*) do fungo Tricholoma nudum.
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5.3 Tecidos vegetais superiores

Na moderna indlstria de edulcorantes naturais dois ti-
pos de produtos estdo assumindo posicOes de destaque: aqueles
a base de D-frutose e assemelhados (SOWDEN, 1957) e os produ-
tos isolados de folhas de Stevia rebaudiana (esteviosidio e
rebaudiosidio). No primeiro caso, o avango tecnoldgico nor-
te-americano (ao uso do barateamento de insumos enzimaticos
fingicos e bacterianos proporcionado pela tecnologia japonesa)
consagrou o amido de milho, via sacarificacdao a D-glucose e
isomerizacdo parcial desta a D-frutose, como fonte dos HFCS
(High Fructose Corn Syrups). Alternativamente, alguns paises
(entre eles o Canada) tém trabalhado a "alcachofra de Jerusa-
1ém" como fonte alternativa de D-frutose e a partir de subs-
tratos polimericos como a inulina (MCDONALD, 1946). Um modelo
vegetal de amplas possibilidades para a provisdao de D-frutose
em funcdo do crescimento rapido e significativa massa dos tu-
bérculos e a dalia (Dahlia sp.) (FONTANA & HAULY, 1989). Uma
das maneiras de manipulacdao deste vegetal com vistas a culti-
vares hiperprodutores de inulina é a protoplastificacao de te-
cidos foliares, seguida de hibridizacao ou formacdao de calos.
Na fig. 21 ilustra-se a protoplastificacao de tecido foliar de
Dahlia sp. Com a foto de um protoplasto gigante preservado no
meio hiperosmotico de reagao (manitol 0,4 M). No tocante ao
processamento de Stevia, um estudo mais aprofundado foi levado
a cabo, mostrando a viabilidade de se atingir, além da proto-
plastificacao propriamente dita (figs. 22-B, 25 e 26), outros
objetivos de utilidade didatica ou nao aplicada, de interesse
botanico, tais como: individualizacdo de elementos anatdmicos

como anéis xilematicos (figs. 23 e 24-A), estOmatos e tricomas
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Figura 21. Protoplasto de Dahlia sp. (10 . 40 X)
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A - (Panoramica do tempo inicial de incubacao: 15 min)

(10 . 4 X)

Fig. 22. Tecido foliar de Stevia rebaudiana em desagregagao pela acao do
suco gastrico de M. paranaguensis.



48

B - (Detalhe em tempo médio de incubacao: 45 min)

(10 . 10 X)

Cy = celula individualizada
C(r) = célula em ruptura
P = protoplasto ou esferoplasto

Fig. 22. Tecido foliar de Stevia rebaudiana em desagregacao pela acao do

suco gastrico de M. paranaguensis.
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A - (3h de incubacao : exposicao parcial de um vaso lenhoso = VL)

(10 . 10 X)

Figura 23. Individualizacao de elementos anatomicos foliares de Stevia re-
baudiana por acao do suco gastrico de M. paranaguensis.
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B = (12h de incubacao : completa individualizacao de um Anel Xilema-
tico = AX) (10 . 10 X)

Figura 23. Individualizacao de elementos anatomicos foliares de Stevia re-
baudiana por acao do suco gastrico de M. paranaguensis.



A - (3h de incubacao) (10 . 10 X)

3 = Protoplasto

P(R) Protoplasto em puptura

T = Tricoma (pelo foliar)

EPAL Elemento parietal de
anel lenhoso

Figura 24, Individualizacao de elementos anatomicos de
Cut{cula foliar.

Stevia:

Xilema
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B - (12h de incubagao com S -10) (10 . 10 X)

T = Tricoma
Est = Estomatos ainda inseridos na cuti-
cula subaxial

Figura 24, Individualizacao de elementos anatomicos de Stevia: Xilema e
Cut{cula foliar.



Figura 25.

Individualizacao celular (C(i), Esferoplastificacao (Esf)

to A) e Protoplastificacao (P) (foto B) de tecido foliar

Stevia rebaudiana por acao do suco gastrico de M. paranaguensis.

(10 . 40 X)

(fo-
de
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Figura 25. Individualizacao celular (C(i)), Esferoplastificacao (Esf) (fo-
to A) e Protoplastificacao (P) (foto B) de tecido foliar de
Stevia rebaudiana por acao do suco gastrico de M. paranaguensis.
(10 . 40 X)
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Figura 26. Protoplasto livre (P), Protoplastos em coalescencia (P(s)), Clo-
roplastos livres (Cl) ou Associados (Cl(s)) de Stevia apos lon-
ga incubacao de tecido foliar com suco gastrico de M. parana-
guensis.



Figura 26.
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Protoplasto livre (P), Protoplastos em coalescencia (P(s)), Clo-
roplastos livres (Cl) ou Associados (Cl(s)) de Stevia apos lon-

ga incubacao de tecido foliar com suco gastrico de M. parana-
guensis.
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INDIVIDUALIZAGAO CELULAR E PROTOPLASTIFICAGAO DE TECIDO FOLIAR

DE VEGETAIS SUPERIORES POR AGCAO DO SUCO GASTRICO (S-10) de M.

paranaguensis.

VEGETAL / PREPARAGAO ENZIMATICA

CONTAGEM DE CELULAS*

( x 1079

1. Spinacia oleracea

1.1 S-10 liofilizado, ressolubilizado 0,38

1.2 S-10 congelado, descongelado 1,17

1.3 S-10 refrigerado 1,37

1.4 Celulase + pectinase (1 :1) 0,48
2. Manihot utilissima

2.1 S-10 congelado, descongelado 0,57

2.2 Pectinase 0,55

2.3 Celulase 0,60

2.4 S-10 cong., descong. + Celulase 0,95

* As celulas contadas em camara de Neubauer incluem todos os elementos in-

dividualizados:

células intactas (liberadas pela acao pectinolitica so-

bre lamela média) + esferoplastos (células com residuos de parede celu-

lar) + protoplastos (celulas nuas

sem parede celular).

Detalhes do protocolo experimental em Materiais e Metodos.

Obs.:

Conteiudo proteico das preparacoes enzimaticas:

S-10 : 160 mg / ml

celulase : 165,4 mg / ml (Celluclast®)

pectinase: 15,7 mg / ml (A. niger)
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(fig. 24-B), células individualizadas em geral (fig. 25-A) e
cloroplastos (fig. 26).

Embora a preparacao fresca de suco gastrico seja a mais
eficiente para fins de protoplastificacdo de vegetais superio-
res (tecidos foliares de espinafre e mandioca; dados da tabela
4) , esta capacidade fica satisfatoriamente retida mesmo em
preparacoes de maior facilidade de manipulacao tais como a
congelada ou liofilizada. O potencial protoplastificador do
suco gastrico de M. paranaguensis equivale ao de preparacoes
comerciais do tipo celulase (Celluclast®) ou pectinase (Sigma)
(item 2, tabela 4), embora, em alguns casos, a adicao de pro-
porcdo moderada de celulase (e.g., sub-item 1.4, item 1, tabe-
la 4) favoreca a contagem de protoplastos/ml de meio incuba-

gcao.

6 DEGRADACAO ENZIMATICA DE EDULCORANTES NATURAIS E ARTIFI-

CIAIS

A fig. 27-A mostra a estrutura quimica de 4 adocantes
modernamente empregados na inddstria farmacéutica de dietéti-
cos e ou de alimentos em geral: o ESTEVIOSIDIO (o qual com uma
B-D-glicosilacdo adicional a nivel do residuo soforosil passa
a constituir o REBAUDIOSIDIO a), a glicirrizina (um
B-D-diglucuronidio) e o edulcorante artificial ASPARTAME (o
dipeptidio aspartil-fenilalanina-metil-ester). A priori, o
consumo de quaisquer destes produtos para fins alimentares hu-
manos (em principio, dietéticos e portanto em pequena quanti-
dade dado o poder edulcorante na ordem de 200 a 300 X compa-

rando-se com aquele da sacarose), levanta algumas interroga-



Fig. 27-A.

Estrutura de alguns edulcorantes naturais e sintéticos

sis.

(A)

Esteviosidio

Rebaudiosidio A

Esteviosldio

13-((2-0- B -D-glucopyranosil~ Q.=D-
glucopyranosil) oxy) kaur-l6-en-
18-6ico acido B -D-glucopiranosil
éster.

Rebaudiosidio A

a partir de uma_ glucosilagao adi-
cional da posigao 3 (B) da sofo-
rose ligada ao esteviosidio.

HO

COOH

OH H
H OH

(B)

OH H

Glicirrizina

Glicirrizina

20~ B-carboxi-11-oxo-30-norolean 12
-en-3 B-il 2-0- B -D-glucopiranuro-
sil -Q - D - glucopiranurosiduronico

(acido g11c1rr171co,g11c051d10ac1-
do de acido glicirretinico).

Vi /
HZN?—C —N—-Cc-¢C
o __I_ 0 _CHs
|0
I /4
“OH
Aspartame

hidrolizaveis pelo suco gastrico do molusco Megalobulimus paranaguen-

(C) Aspartame

N-L-0 -aspartil-L-fenilalanina-
1-metil éster

ou

3-amino - N - (O -carboxifenetil)
acido sucinamico N-metil éster.

65
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coes:

a) se uma vez satisfeita a sensacao de doce (vestibulo bucal)
as mesmas sdo incorporadas ou nao a partir da 1luz gas-
tro-intestinal;

b) se no transito ou uma vez incorporadas, sofrem o processo
de hidrolise ou outras reacoes de modificacdo estrutural;

c) além das contrapartes facilmente metabolizaveis (D-glucose;
acido D-glucurdnico; acido aspartico, fenilalanina e meta-
nol, respectivamente para esteviosidio/rebaudiosidio, gli-
cirrizina e aspartame), qual o destino e ou acao bioldgica
das agliconas esteviol e acido glicirrético (caso dos edul-
corantes naturais) e mesmo o efeito cumulativo da fenilala-
nina (caso do aspartame), pelo menos no caso de pacientes
fenilcetonuricos.

Dada a ampla variedade de enzimas hidroliticas para
carboidratos presentes no suco gastrico de M. paranaguensis e
o trabalho concomitante levado a cabo por FERRARESI (1985) no
sentido do desdobramento enzimatico de esteviosidio, e nao
obstante a circunstancia deste suco ter exibido limitada acao
hidrolitica sobre substratos proteicos, a hidrolise dos trés
substratos edulcorantes foi levada a cabo e a natureza dos
produtos de reacdo avaliada por técnicas cromatograficas de
camada delgada (TLC) e eletroforéticas. Nas figs. 27 e/ou 28,
mostra-se o curso da reacao hidrolitica para esteviosidio
(s-1, s-2 e S-3; STV + S-10), para o rebaudiosidio (R-1, R-2;
RebC + S-10) e para a glicirrizina (G-1 e G-2), em cinéticas
de tempo curto e longo). Além de D-glucose, dois sub-produtos
sdo detectaveis a partir de esteviosidio em tempos mais curtos

de incubacao (linha STV+S-10, fig. 28), indicando uma progres-



Fig. 27.

61

Analise cromatografica em camada delgada dos produtos de desdo-
bramento hidrolitico de edulcorantes naturais glicosilados, por
acao do suco gastrico de M. paranaguensis

(Cromatoplaca

= $G-60 Merck; solvente = propanol:nitrometano:agua:

tacetato de etila 10:4:8:10,5; revelador = orcinol sulfurico).

Br2 S-10 =

So -
Sls Sz e 53 -
Ro =
R; » Rp -
Go =
G1 » G2 =

Padroes (STD):

"blank" de enzima (S-10)

"blank" de esteviosidio

esteviosf{dio + S-10 em incubacoes de 15, 30 e 120
min,

"blank" de rebaudiosidio A

rebaudiosidio + S-10 em incubacoes de 15 e 120 min.
"blank" de glicirrizina

glicirrizina + S-10 em incubacoes de 15 e 120 min.

(em ordem decrescente de migragio):

1 = D-glucose, celobiose e celoligossacaridios
2 = L-ramnose, D-xilose e acido D-glucoronico

(A.T. = Azul de Timol, marcador de "front" de corrida).



Fig.

28,
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Analise cromatografica em camada delgada (TLC) de edulcorantes
naturais de Stevia rebaudiana e de seus produtos de hidrolise por
acao do suco gastrico de M, paranaguensis.

(condicoes: mesmas da fig. 27 com solvente = Acetato de etila :
: acido acético : alcool isopropilico : acido formico : agua 25:
$10:5:12135).

STV "blank" de esteviosidio

STV 4+ S-10 esteviosi{dio + enzima de caracol

RebC = rebaudios{dio cru

RebC + S-10 rebaudiosidio cru + enzima de caracol

E, A, P, Me A

extratos sequenciais de folhas de Stevia com
éter etilico, acetona, propanol, metanol e agua.

Padroes (STD): (em ordem decrescente de migracao)

3 = maltose (M) + maltotriose (M3)
1 = D-glucose + celobiose
2 = maltotriose (M3)
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siva deglucosilagdo do substrato. Um deles (linha S-1, fig.
27), com migracdo cromatografica imediatamente superior ao es-
teviosidio, persiste mesmo em tempos mais longos de incubacio
(e nao se trata da aglicona esteviol 1livre, assinalada nas
proximidades do "front" com o auxilio de luz UV). O rebaudio-
sidio A (purificado; linhas R-1 e R-2, fig. 27) ou cru (linha
RebC, fig. 28) é igual e extensivamente deglucosilado. A com-
plexidade dos principios presentes em folhas de Stevia pode
ser apreciada na porg¢ao direita da fig. 28, onde estdo croma-
tografados os extratos obtidos com ordem crescente de polari-
dade dos agentes extratores. Quanto a glicirrizina, o dnico
produto de reacao (detectavel pela técnica de revelado com or-
cinol) é o acido D-glucurdnico livre (linhas G-1 e G-2, fig.
27) . Comparando-se as resolugOes cromatograficas da fig. 27
(onde ocorre uma coincidéncia de migracao entre um agucar li-
vre D-xilose e uma aglicona tetrassacaridica o rebaudiosidio
A) e da fig. 28 (completa resolucdao entre os substratos de
Stevia e seus produtos de hidrolise enzimatica, da-se conta da
conveniéncia de desenho de solventes cromatograficos mais ade-
quados (caso da mistura solvente da cromatoplaca da fig. 28,
originalmente aplicada a resolucdo de acidos urdnicos metila-
dos ou ndo em C-4; vide figs. 41 e 41-3). Os resultados da
analise eletroforética (fig. 29) parecem indicar que no curso
da reacao hidrolitica dos edulcorantes de Stevia n3ao é prefe-
rencial a formacdo de sub-produto de natureza acida ou seja
esteviolbiosidio ou rebaudiosidio B (grupo -COOH livre da a-
glicona esteviol). No caso de glicirrizina tampouco foi possi-
vel a deteccdo da aglicona mono-glucuronosilada ou do

di-glucuronidio livre, com a ressalva de que a cinética de
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Analise eletroforética de alta voltagem em papel dos produtos de enzimolise de edul-
corantes naturais de Stevia rebaudiana ¢ Glycyrrhiza glabra por agao do suco gastri-
co de M. paranaguensis (5-10).

papel = Whatman n? 1

tampao = acido acético (0,4%) : piridina (10,0%), pH 6,5

revelador = AgNO5 / NaOH

corrida: 45 min, com 20 mA

STD (Padroes):

1 = D-xilose + acido D-glucurSgico
2 = Kcido (4-0O-metil)-D-glucuronico + acido aldobiuronico (4-O-metilado) (+ xilose,
contaminante).

Amostras:

Reb

Reb + S-10
GlcRz

GlcRz + §-10

"blank" de rebaudios{dio

rebaudiosidio + enzima de Megalobulimus (30' incub.)
"blank" de glicirrizina

glicirrizina + enzima de Megalobulimus (120' incub.).

L I |

n

(0 = "blank" de $-10; 12 linha a esquerda).
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tempo aqui explorada nao é excludente para estas possibilida-
des.

Com relacao ao aspartame as analises cromatograficas
(figs. 30 e 31) e eletroforéticas (figs. 32 e 33) mostram que
0 suco gastrico promove uma rapida remocdao dos grupos metili-
cos ou seja, desesterificacao do residuo fenilalanina e dai um
acumulo mais prolongado do dipeptidio aspartil-fenilalanina,
aparecendo os produtos completos de reacao hidrolitica (acido
aspartico e fenilalanina livres) apenas em tempos mais longos
de incubacdao. Ademais, em seu conjunto, os dois sistemas cro-
matograficos mais os dois tampdes de eletrofloretizacao, mos-
traram que nao se detecta um dos possiveis intermediarios (fe-
nilalalina (carboxi -metil éster) e que, portanto, a atividade
(metil -esterase & muito mais intensa do que a dipeptidase
("aspartamase”).

Em resumo, &€ no minimo curioso que um modelo bioldgico
com "habitat" nativo teoricamerte afastado das fontes dos
edulcorantes naturais aqui analisados (habito alimentar do ca-
racol em plantas rasteiras; atividade trepadeira 1limitada;
ocorréncia estrutural de um dissacaridio muito raro na nature-
za, a soforose, tanto na estrutura do esteviosidio quanto do
rebaudiosidio) promova hidrdlise tdo eficiente deste tipo de
substratos (limitada inclusive por problemas de solubilidade;
aproximadamente 0,1 g% no caso de esteviosidio). O mesmo con-
ceito parece aplicar-se ao caso da glicirrizina (obtida de
raizes de Glycyrrhiza e também muito pouco solavel em agua;
solucdes aquosas a 0,5 g% promovendo a formacdo de géis alta-
mente consistentes). Pelas mesmas razOes antes expostas, a
completa hidrolise de aspartame é ainda mais intrigante, por

tratar-se de produto completamente sintético.



Fig. 30.
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Analise cromatografica em camada delgada (TLC) dos produtos de
hidrolise do edulcorante artificial, Aspartame, por acao do suco
gastrico de M. paranaguensis.

(Cromatoplaca = SG-60 Merck; solvente = Acetato de etila :
acético : alcool isopropflico : acido formico : agua 25:10:5:
revelador = Ninhidrina acetonica).

acido
1:15;

0 = "blank" de enzima

l e 2= "blank" e incubagao de aspartame a pH 8 (respectivamente)
3 e 4 = "blank" e incubacao de aspartame a pH 7 (respectivamente)
5 = padrao de fenilalanina

6 = padroes de fenilalanina e seu metil éster

7 = padrao de aspartame

8 = padrao de acido aspartico

9 a 14 = incubagoes de aspartame a pH 5,5 com duas diferentes pre-

paracoes de S-10 (enzima de M. paranaguensis) em cinéti-
ca progressiva de tempo (de 1 até 18 horas).

(Na série 9 a 14, a concomitancia entre o desaparecimento de as~-
partame e o aparecimento de seu derivado desesterificado (demeti-
lado =® , acompanhado de menor proporgao de fenilalanina. O re-
gistro fotografico nao permitiu a documentagcao do menor teor de
acido aspartico, situacao mais claramente mostrada na figura se-
guinte).
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Enzimolise do aspartame pelo suco gastrico de M. paranaguensis.
(S-10)

(Cromatoplaca nas condigoes da figura 30, exceto pelo solvente =
propanol:nitrometano:agua:acetato de etila 10:4:8:10,5).

STD = padrao de acido aspartico
1, 2 e 3 = incubacoes de aspartame com S-10 em pH 5,5 por 2, 12
e 24 h,

(Notar a co-geragao de acido aspartico livre a partir de fenila-
lanina, a qual neste solvente nao experimenta resolucao em rela-
¢ao ao substrato aspartame).
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Analise eletroforética de alta voltagem em papel para os produ-
tos de enzimolise do aspartame por acao do suco gastrico de M.
paranaguensis (5-10).

(papel = Whatman nQ 1, tampao = acido acético (8%)/acido formico
2%, pH -~ 2; corrida de -~ 30 min com 15 mA).

(=) = catodo (revelador: ninhidrina) (+) = anodo

Br2 §-10 = "blank" de enzima
Ay, Ay e Ay = aspartame + enzima a pH 5,5 por 2, 12 e 24 horas
Ay = "blank" de aspartame

STD (Padroes):

1 = acido aspartico
2 = fenilalanina
3 = fenilalanina + seu metil-éster

AH = aspartame desesterificado com HCl 1:10 a frio ou a tempera-
tura ambiente (30°C).

AA = aspartame tratado com amonia 1:10 a frio ("spot" da esq.) ou
com aquecimento (80°C; 2 min).

(v.m. = verde de metila, corante marcador de corrida)

(Notar a resolugao entre um possivel intermediario de hidrdlise
(fenilalanina metilada), substrato (aspartame) e produtos finais
de hidrolise (fenilalanina e acido aspartico). Nao ha resolucao
entre um intermediario (aspartame demetilado) e fenilalanina.
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Eletroforetograma para produtos de enzimolise de aspartame com ©
suco gastrico de M. paranaguensis.

(condicoes experimentais: a mesma da fig. 32, exceto pelo tampao
de corrida: acetato de piridina pH 5,2; revelador: ninhidrina
acetonica) (corrida: 30 min, ¢/ -~ 20 mA).

Br2 S-10 = "pblank" de S-10 (enzima)

Al, A e Ay = incubacoes de aspartame com Suco gastrico a pH 5,5
por 2, 12 e 24 horas.

A, = "blank" de aspartame

STD (Padroes):

3 = acido aspartico, fenilalanina e seu metil-ester (o ultimo de
migracao mais rapida perdido ao vaso catodico)
2 = acido aspartico

AH = aspartame tratado com HCl 1:1
AA = aspartame tratado com amonia 1:10

(Notar a resolucao pro-anodica entre acido aspartico (gerado na
incuyacéo A3, mais longa, e o substrato (aspartame), com leve mi-
gracao catodica determinada por eletroendosmose. Intermediaria-
mente migra o produto intermediario de reacao: aspartame deseste-
rificado). Nao ha resolugao entre aspartame e fenilalanina.
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7 POTENCIAL HIDROLITICO EM GLICANAS NATURAIS

7.1 Avaliacdo prévia
Nos primdrdios desta tese, procedeu-se a uma avaliacio
prévia do alcance do suco gastrico quanto a capacidade de hi-
drdolise sobre polissacaridios comumente encontrados no reino
vegetal (aqui "lato sensu" incluidas as leveduras, fungos e
algas) ou indistintamente também encontrados em alguns animais
(casos do glicogénio e quitina). Tomando-se, nas condicdes de
incubacao discriminadas na tab. 5, o glicogénio como corres-
pondente a 100% de hidrdlise (glucose como unico produto de-
tectdvel cromatograficamente), a populacao polissacaridica po-
de ser dividida em quatro grupos:
a) polissacaridios completamente hidrolisados (glicogénio; la-
minarana) ;
b) polissacaridios extensivamente hidrolisados (pectina; celu-
lose; hemicelulose);
c) polissacaridios pouco hidrolisados (amido, arabana, quito-
sana); e
d) polissacaridios muito superficialmente hidrolisados ou re-
sistentes a hidrolise (manana de levedura; nigerana; quiti-
na) .
No caso, amido era nativo e a hemicelulose "A" (de bracatinga)
intumesce mas nao é completamente soluvel em pH 5.6, invaria-
velmente adotado para todas as incubacgOes. Tendo-se em conta
que os principais produtos de hidrdlise para as categorias b)
e c) sao oligossacaridios, fica patente a aplicabilidade do
suco gastrico de M. paranaguensis para o processo de fragmen-

tacdo da cadeia polissacaridica com vistas a estudos de ordem
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TABELA 5. PERFIL HIDROLASICO PRELIMINAR DO SUCO GASTRICO DE M. paranaguen-—
sis SOBRE GLICANAS NATURAIS

SUBSTRATO monossac. princ. config. (lig.glicos.) % relat. hidrol.*
Amido D-glc o (1,4) > (1,6) 21
Glicogenio D-glc a (1,4) > (1,6) 100
Celulose D-glc B (1,4) 50
Laminarina D-glc B (1,3) > (1,4) 91
Nigerana D-glc o (1,3) > (1,8 7
Hemicelulose D-xil B (1,4) 48
Arabana L-ara a (1,5) > (1,3) 16
Mananal D-man o (1,6) r;’ (1,2) 2
Pectina D-galacturon o 1,s) 71
Quitina D-glcNHy (N-Ac) B (1,4 3
Quitosana D-glcNH, B (1,4) 16

* Microgramas de poder redutor (como glucose) medido em incubacoes de 96 h
(atmosfera de tolueno), a 280C, contendo polissacaridio suspenso em tam-
pao acetato sodico 60 mM pH 5,6. Valor calculado com base numa aliquota
de incubacao teoricamente contendo 100 pg de cada substrato (glicogenio

como unico substrato sofrendo completa monomerizacao a glucose).

1 de parede celular de X. carlsberguensis.
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estrutural.

7.2 Glicanas poliméricas cromogénicas

A medida de atividade hidrolitica fica extremamente fa-
cilitada quando substratos naturais (cujos produtos de hidro-
lise requerem, para fins de visualizacao e quantificacido, téc-
nicas auxiliares como poder redutor, etc.) s&do substituidos
pelos respectivos analogos cromogénicos. Assim, o material
polimérico e convenientemente derivatizado com substituintes
fortemente coloridos (e.g., Azure A, Remazol Blue, Ostazin
Red) que sao acoplados a parte dos grupamentos hidroxilas pri-
marios (C-6) e ou secundarios (C-2 ou C-3; caso de amido, ce-
lulose, xilana). Como resultado, obtém-se alternativa de
substrato, o qual em sua forma original, mantém propriedades
Uteis como insolubilidade em agua (mas com bom entumescimento)
ou facil precipitabilidade em misturas de agua e solventes or-
ganicos. Na fig. 34 mostra-se o resultado da acao do suco
gastrico de M. paranaguensis (S-10) sobre 3 diferentes glica-
nas poliméricas cromogénicas: celulose (esta com dois tipos de
derivados: ORC = Ostazin Red Cellulose; CA = Cellulose Azure),
heroxilana (Remazol Blue Xylan) e amilose (Amilose Azure). Na
cromatoplaca A (sem revelado), e em relacao a zona de "front"
cromatografico (onde migram os corantes livres R* = Remazol
Blue e A* = Azure A) pode-se verificar que os hidrolizados en-
zimiaticos exibem produtos de degradacdo coloridos de menor mi-
gracdao cromatografica e portanto devendo incluir mono ou oli-
gossacaridios comprometidos covalentemente com os corantes de
derivatizacdo. Em outras palavras, a derivatizacao ndo impede

o acesso das enzimas as ligacOes glicosidicas dos tipos a- ou
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A - Cromatoplaca fotografada sem revelacao

Analise cromatografica em camada delgada (TLC) da enzimolise de
glicanas poliméricas cromogénicas por acao do suco gastrico de
Megalobulimus paranaguensis.

(Cromatoplaca: SG-60 Merck; solventes = propanol:nitrometano:agua:
acetato de etila 10:4:8:10,5 ate 3 cm de corrida; acetato de eti-
la:acido acético:isopropanol:acido formico:agua 25:10:5:1:15 re-
corrida total).

R* e A* = Remazol Blue e Azure A (corantes livres)

ORC = Ostazin Red Cellulose

RBX = Remazol Blue Xylan

CA = Cellulose Azure

AA = Amylose Azure

(=) e (+) = aliquotas de substrato cromogenico incubadas na ausen-

cia ou presenca de enzima, respectivamente.

STDs (Padroes)
1 = D-glucose, celobiose e celoligossacaridios
2 = D-xilose e xiloligossacaridios (serie B1,4)
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B - A cromatoplaca de (A), revelada c/ orcinol-sulfurico

Analise cromatografica em camada delgada (TLC) da enzimolise de
glicanas poliméricas cromogenicas por acao do suco gastrico de
Megalobulimus paranaguensis.

(Cromatoplaca: SG-60 Merck; solventes = propanol:nitrometano:agua:
acetato de etila 10:4:8:10,5 até 3 cm de corrida; acetato de eti-
la:acido acético:isopropanol:acido formico:agua 25:10:5:1:15 re-
corrida total).

R* e A* =
ORC
RBX
CA
AA
(=) e (+)

Remazol Blue e Azure A (corantes livres)

Ostazin Red Cellulose

Remazol Blue Xylan

Cellulose Azure

Amylose Azure

aliquotas de substrato cromogenico incubadas na ausen-
cia ou presenca de enzima, respectivamente.

STDs (Padroes)
1 = D-glucose, celobiose e celoligossacaridios
2 = D-xilose e xiloligossacaridios (série B1,4)
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B-1,4 presentes nestes substratos e, conseqglientemente, sua hi-
drolise. No caso de amilose Azure, algum corante livre parece
resultar da acao do suco gastrico (penGltima linha da cromato-
placa A). Cabe observar que para as incubagOes-controle para
substratos ou seja, isentas de enzima (todas linhas assinala-
das com (-) ), o material polimérico aplicado permanece na
origem do cromatograma. Quando se confronta este primeiro re-
sultado, carente de revelacao, com o da fig. 34-B (a mesma
placa, revelada com orcinol-sulfirico mediante aquecimento
enérgico), observa-se que ha coincidéncia entre o revelado po-
sitivo para acucares e as zonas coloridas antes apontadas para
a fig. 34-A. Para celulose, glucose e detectada apenas quando
a derivatizacao foi feita com Azure A (valido também para Ami-
lose Azure) posto que o derivado Ostazin Red resulta numa mis-
tura de oligossacaridios. Secrecao gastrica de caracol (FON-
TANA, FEIJO e DUARTE, 1976), bem como hepatopancreas deste
animal (DUARTE, 1968) sao descritas como boas fontes de enzi-
mas celuloliticas. A xilana derivatizada com Remazol Blue
Xylan parece ser o substrato cromogénico mais extensivamente

degradado.

7.3 Glicosidios cromogénicos simples

O tipo de mondmero (hexose, pentose) e de anel (pirano-
sidico ou furanosidico) e a configuragao anomérica em C-1
(o ou B) sdo dois parametros estruturais de importancia para
a especificidade de reac¢Oes enzimaticas hidroliticas. Com o
objetivo de avaliar a extensdao do espectro de ligagdes glico-
sidicas passiveis de hidrdlise por acao do suco gastrico de M.

paranaguensis uma série de substratos cromogénicos simples,
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i.e., aglicona cromdogena ligada + monossacaridio, foi incubada
por 12 h, a 4OOC, em tampao acetato sodico pH 5,5, com suco
gastrico, seguindo-se a andlise cromatografica (TLC) dos so-
brenadantes metandlicos (2 vol. de solvente/vol. de incubado).
Os resultados sao os da fig. 35 e mostram que todos derivados
da série p-nitrofenil (linhas 3, 5, 6, 7 e 13), o derivado
o-nitrofenil (linha 13), os derivados umbeliferil (17 e 18) de
a-L-arabinofuranose, o= ou B-D-glucopiranose,
B-D-glucopiranuronico, B-D-xilopiranose e B-D-galactopiranose
sdo completamente hidrolisados por acdo de suco gastrico, in-
dependentemente da anomericidade ou formato de anel. Da série
testada o Unico substrato que apresentou maior resisténcia a
hidrdolise foi o metil-B-D-xilopiranosidio e nao se procedeu ao
esclarecimento de algum papel inibitorio que possa ter o meta-
nol livre (co-produto de reacao). Previamente ao revelado es-
pecifico para acgucares liberados (incubag¢des +) ou substratos
intactos (incubacdes -), a cromatoplaca isenta de solventes
foi submetida a vapores de amonia e inspecionada sob luz ul-
travioleta, mostrando claramente o deslocamento, para posicoes
mais proximas do "front", das fluorescéncias devidas a aglico-
nas ligadas (incubagOes -; substratos intactos) e agliconas
livres (incubacdes +; co-produtos de reacao).

Tomados em conjunto, os dados acima, confirmam o varia-
do potencial hidrolitico no suco gastrico de M. paranaguensis

no que toca a degradacao bioldogica de carboidratos.

7.4 Oligossacaridios naturais
Substratos naturais com complexidade estrutural interme-

diadria entre os polimeros e glicosidios simples antes mencio-
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Analise cromatografica em camada delgada (TLC) da hidrolise de
varios glicos{dios cromogenicos simples por agao do suco gastrico
de Megalobulimus paranaguensis (5-10).

(Condicoes de corrida: cromatoplaca SG-60 Merck, irrigada com
acetato de etila : acido acetico : isopropanol : acido formico :
agua 25:10:5:1:15; revelagao: orcinol/metanol/acido sulfurico).
Padroes:

1

mistura de pentose, hexose e oligossacaridios

4 (glucose + arabinose) + acido D-glucurdnico

10 = D-xilose + xiloligossacaridios da serie B-1,4

14 = L-ramnose, D-xilose, D-galactose e acido D-glucuronico

Substratos (-) e Substratos incubados com S-10 (+)

3 = p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosidio
5 = p-nitrofenil-a=-D-glucopiranosidio

6 = p-nitrofenil-pf-D-glucopiranosidio

7 = p-nitrofenil-a-D-glucurdonico acido
11 = B-metil-D-xilopiranosidio

12 = o-nitrofenil-B~-D-xilopiranosidio

13 = p-nitrofenil-g-D-xilopiranosidio

17 = metil-umbeliferil-f-D-xilos{dio

18 = metil-umbeliferil-f-D-galactosidio

(ABF = Azul de BromoFenol, marcador de front de corrida).

(0s "spots" circulados a lapis referem-se a fluorescéncia detec-
tada na inspecao prévia ao revelado, feita em cabinete de 1luz
ultra-violeta = UV3ggnm).
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nados também foram ensaiados com suco gastrico (S-10). Como
avaliado pelo incremento de poder redutor e analise cromato-
grafica em papel, experimentaram, sob acdo do suco, hidrdlise
extensiva: dissacaridios (3-0-B-galactosil-arabinose e meli-
biose), trissacaridios (melezitose e rafinose) e tetrassacari-

dio (estaquiose).

7.5 Proteinas

Diferentemente da alta capacidade de hidrdlise para
carboidratos poliméricos e simples, a agdao do suco gastrico
sobre substratos proteicos de alto peso molecular revelou-se
muito mais limitada. Hidrolise parcial foi verificada sobre
substratos cromogénicos como Azocoll (colageno artificialmente
corado) ou Azo-albumina. O mesmo resultado pode ser observado
com relacao a albumina sérica bovina e a limitacdao de hidro6li-
se parece ser independente do pH do meio de incubacao. Na
fig. 36 aparece o eletroforetograma em acetato de celulose
tanto para o substrato (linhas -) quanto para seus produtos de
hidrolise (linhas +) em dois pHs distintos: 7 e 9. Observa-se
claramente que, mesmo apOs incubacdo exaustiva (> 12 horas), a
maior parte do substrato pode ser ainda recuperada (para me-
lhor visualizacdo da degradacao do substrato proteico, nestas
incubacdoes utilizou-se menor concentracdao de enzimas). Esta
capacidade muito mais limitada de hidrolise sobre substratos
proteicos poliméricos € de interesse quando se tem em conta a
utilizacao do suco gastrico para fins determinados como a pro-
toplastificacdao, na qual a manutencao da integridade de mem-
brana é essencial para melhor recuperacao dos protoplastos e

de sua funcionalidade nativa quando da regeneracao até célula
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Analise eletroforetica da proteclise limitada de albumina bovina
por acao do suco gastrico de M. paranaguensis (S-10).

(Suporte: tira de acetato de celulose (Celogel); tampao: Tris-HCl
50 mM pH 8,2; revelado: Coomassie Brilliant Blue)

corrida: 2mA por 35 min

(=) : 1incubagoes de substrato a pH 7 (tampao fosfato 50 mM) ou
pH 9 (Tris-glicina 50 mM) na ausencia de enzima.
(+) : idem na presenca de enzima.
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completa.

7.6 Acidos nucleicos

Tomando-se como modelo tRNA de T. wutilis (mistura de
acidos deoxiribonucleicos transportadores; de levedura), se-
guido de analise cromatografica em camada delgada para produ-
tos de degradacao (deoxi-pentose, bases nitrogenadas livres,
mono- e oligonucleosidios e nucleotidios), a degradacao do
acido nucleico foi de menor significancia, apo0s incubacao
exaustiva a pH 7,5. Embora esta averiguacao seja muito preli-
minar e deva ser conduzida com mais profundidade (diferentes
tipos de acidos nucleicos (DNA, RNAt, etc.), o resultado &
igualmente de interesse por razdOes similares as mencionadas no
item anterior e tendo-se em conta a conveniéncia de preserva-
cao da estrutura intacta deste tipo de material gquando da ma-
nipulacdo de células, seus protoplastos e conteudo citoplasma-
tico para fins de hibridizacao ou outras técnicas de interesse
genético ou biotecnoldogicos com leveduras, fungos e vegetais

superiores.

7.7 Lipidios

Outro grupo de hidrolases de maior interesse quando da
manipulacdo de células, esferoplastos e protoplastos, sao as
lipases, posto que os lipidios sao integrantes importantes da
membrana plasmatica e outras organelas, cuja estrutura nativa
é, via de regra, interessante ou mesmo compulsdorio em se pre-
servar. Para avaliar a acdao do suco gastrico de M. parana-
guensis sobre este tipo particular de substrato, a populacao

fosfolipidica bruta de sementes de soja foi submetida a hidro-
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lise de longa duracao (> 12 h.) na presenca ou auséncia de de-

tergente (Tween-80, a 0,01 g%) e tamponamento a pH 7,5 como

HEPES-NaOH 50 mM. Os resultados desta experimentacdao s3ao os

da fig. 69 (A = revelado genérico com anisaldeido; B = revela-

do com vapores de iodo, mais sensivel para lipidios do que pa-
ra outros componentes). No sistema cromatografico empregado

(FONTANA, 1980) a cromatoplaca pode ser, "grosso modo", divi-

dida em 3 areas de concentracao das fracdes lipidicas:

a) zona de "front" ou de lipidios neutros ou pouco polares
(esteroides, tri-, di- e mono-gliceridios; acidos graxos
livres);

b) zona intermediaria entre o "front" e o meio, onde correm oOs
glicolipidios;

c) zona de menor migracao (Rf(s) entre 0,2 e 0,6) ou dos fos-
folipidios.

Ao exame da fig. 69-A pode-se observar que a maioria dos com-

ponentes na zona dos glicolipidios e fosfolipidios sofre algum

grau de hidrolise, a qual parece ser total apenas para um com-
ponente de Rf = 0,32 (assinalado com a flecha e logo acima do

padrdao de lecitina; comparar as linhas 2/3 com 4/5 ou 6/7).

Os produtos visiveis de hidrdlise (possivelmente acidos graxos

livres e ou gliceridios neutros) aparecem concentrados na zona

"front " (o que mais comodamente pode ser visualizado na fig.

69-B: linhas 3 e 4). Este tipo de resultado, mesmo em sua a-

preciacdo qualitativa, pode ser de algum interesse académico

ou mesmo aplicado (e.g., lise intencional de células proto-
plastificadas, o que efetivamente pode em parte ocorrer como
documentado nas figs. 13, 19 e 24-A), mas para fins de proto-

plastificacdao eficiente de células, micélios ou tecidos de ve-
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getais superiores, &, em principio, adverso, pelo menos quando
se objetiva protoplastificacao massiva e recuperacdo de proto-
plastos intactos. Uma maneira de se tentar superar este in-
conveniente seria a separacao prévia das lipases e fosfolipa-
ses, O que por sua vez, poderia ser intentado por cromatogra-

fia de afinidade.

8 ESPECTROSCOPIA E ESPECTROFOTOMETRIA DE XILANAS

Hemiceluloses de gramineas e leguminosas (heteroxilanas
de gimnospermas) cuja estrutura sumaria equivale a da fig.
39-A exibem interacdo com o iodo-iodetado que & diretamente
proporcional a detalhes estruturais finos, tais como: DP (grau
de polimerizacdoc), auséncia de substituintes O-acetilicos e
menor grau de substituintes glucuronil ou arabinofuranosil co-
mo cadeias laterais. Maior também serad esta interacdao, se a
heteroxilana apresentar maior grau de hidrossolubilidade. Um
procedimento de rotina para isolamento e fracionamento de he-
miceluloses € o preconizado por O'DWYER (1926), que envolvendo
extracao alcalina, Jja favorece a remocao de grupos
O-Acetilicos. A atividade xilanasica de bactérias pode ser
qualitativamente avaliada irrigando-se placas de
agar-xilana-nutrientes (onde se desenvolveram os microrganis-
mos) com solucdo de lugol (WILLIAMS, 1983). 1Igual técnica foi
melhorada pela inclusdo de cloreto de calcio saturado no rea-
gente iodado, a exemplo do método de quantificacdo de glicogé-
nio (KRISMAN, 1962), aplicando-se a mesma a deteccgao de xila-
nases fungicas (FONTANA & BARBOSA, 1982, dados nao publicados;

BARBOSA, 1984). Originalmente, a interacdo de heteroxilanas
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com iodo foi concebida como critério de fracionamento de xila-
nas "ramificadas" e "lineares" de sabugo de milho (GAILLARD,
1961). Este tipo de interacdo diferencial de xilanas com io-
do-iodetado (também na presenca de solucOes concentradas de
cloreto de calcio) também foi explorado no estudo de hemicelu-
loses de folhas de cafeeiro (WENZEL & CORREA, 1977). Como he-
teroxilanas e complexos xilanoliticos eram objetivos primor-
diais do presente trabalho, uma metodologia foi aperfeigoada
com vistas a quantificacdao e diferenciacdao de heteroxilanas
bem como para a revelacao de eletroforetogramas utilizados na
resoluciao e deteccao de xilanases (zimograma). Para tanto,
elegeu-se como substrato preferencial a heteroxilana de Larix
sp. (larico), produto comercial, e que apresenta aceitaveis
caracteristicas de hidrossolubilidade. Na fig. 37, mostra-se
o cumprimento das leis Lambert-Beer para concentragoes pro-
gressivas desta xilana (50 a 400 microgramas/0,5 ml) na reagao
cromogénica com o reagente iodo-iodetado em cloreto de calcio
saturado. Além de boa correlacao linear entre concentracdao e
absorbancia, nota-se que o comprimento de onda maximo de ab-
sorcao situa-se invariavelmente em 600 nm. Na fig. 38, po-
de-se constatar que tal reagente (idealizado para a quantifi-
cacao de glicogénio; max. = 460 nm) presta-se a diferenciacao
de heteroxilanas de diferentes fontes botanicas: acicula de
centeio e de bracatinga (hemicelulose "A") cujos maximos sao
respectivamente 590 e 610 nm. Igualmente diferenciaveis sao
outras glicanas de fitobiomassa tais como, xiloglucana bruta
de Gossypium herbaceum (520 nm), amilose de batata (650 nm) e
amilopectina de arroz (470 nm). A re-O-Acetilacdo da xilana

de Larix (JOHNSON, FONTANA & MACKENZIE, 1988) resulta na com-
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Espectrofotometria de heteroxilana

Aliquotas de heteroxilana de Larix sp. (A e D con-
tendo de 50 a 400 pug) num volume de 0,5 ml  foram
adicionadas de 2,5 ml do reagente KI/Iy:CaCly sa-
turado (2,5 /25,0 g%) 1 vol. : 249 vol., vigorosa-
mente agitadas e submetidas as leituras de absor-
bancia em espectrofotometro Spectronic 2000, me-
diante varredura na faixa visivel de 450 a 850 nm.
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Analise espectral da reacao cromogenica entre xilanas
de diversas fontes e o reagente iodo/iodetado em clo-
reto de calcio saturado.

(Condicoes de reacao e varredura similares as da fig.
37) .

= heteroxilana de Mimosa scabrella
heroxilana de Larix sp. (laricgo)

= xiloglucana bruta de Gossypium herbaceum
amostra (2), quimicamente re-O-acetilada
heteroxilana de acicula de centeio

NPh~wLOwN -
|

outras glicanas referenciais (poli-hexoses):

5 = amilose de batata
amilopectina de arroz

(o))
]
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pleta abolicao da interacao (curva 4, fig. 38). Mesmo em xi-
lanas nativas, isto &, extraidas sob condigdes cuidadosas de
preservagao do conteido de O-acetil (e.g., com DMSO; REICHER,
CORREA & GORIN, 1984) esta cromogenia anula-se ou & drastica-
mente reduzida. A interacao xilana - iodo & igualmente depen-
dente de um grau minimo de polimerizacao da cadeia polissaca-
ridica, visto que a cromogenia & rapidamente perdida, se a he-
teroxilana €& previamente incubada com suco gastrico de M. pa-
ranaguensis ou meio de cultura (isento de células) de Strep-
tomyces sp. (crescimento induzido por farelo de trigo como
fonte de carbono). Deste particular, isto &, "descoramento"
da reacao, pode-se tirar partido para o revelado especifico
de enzimas do grupo das xilanases. Tal resultado &€ o que apa-
rece na fig. 39, um =zimograma para xilanase purificada de
Streptomyces flavogriseus. Como detalhado no texto da figura,
a banda de enzima corada para proteina (fig. 39-A) corresponde
um halo de descoramento (depolimerizacao) do respectivo subs-

trato (fig. 39-B).
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Zimograma para Xilanase,

l. Amostra: endo-B-(l,4)-xilanase (isoenzima cationica) de
Streptomyces flavogriseus purificada por isoeletrofocalizacao
preparativa.

2. Corrida eletroforética em acetato de celulose (tampao acetato
sodico 50 mM pH 5,7; 2 mA/tira por 20 min, usando tiras ge-
meas) .

3. Foto A: revelado de uma das tiras com Coomassie Brilliant Blue
(A,B.F., = marcador de corrida, Azul de Bromofenol).

4., Foto B: placa de Gellam Gum (polissacaridio alternativo ao

agar) contendo xilana de Larix sp. a 0,57 tamponado com ace-
tato sodico pH 5,0 250 mM, sobre a qual foi aplicada a répli-
ca da tira de Cellogel, sem revelagao. Apos incubagao por
30 minutos a 30°C a tira foi removida e a superficie da placa
foi irrigada com o reativo KI/I;/CaCly sat. para revelar ha-
los de xilandlise.

Nota: Os pequenos halos marginais sob forma de "ponto de excla-

macao" inclinado resultam da aplicacao de enzima fresca
(nao eletroforetizada) como controle de estabilidade para
a enzima dissolvida na tira de Cellogel.
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9 ESTRUTURA FINA DE HETEROXILANAS

9.1 Fragmentacdo e analise preliminar

A estrutura fina de polissacaridios pode ser abordada
tanto pela analise da estrutura intacta (e.g., ressonancia nu-
clear magnética de 13C; FONTANA, DUARTE, GALLO, IACOMONI & GO-
RIN, 1985), quanto por analise de fragmentacdo acida ou enzi-
matica (e.g., hemicelulose "A" de caule de Mimosa scabrella,
por analise de metilacao e degradacadao de Smith; (CORREA, GOMES
& GEBARA, ). Um protocolo para o ultimo tipo de analise é
o constante da fig. 40, com énfase para o isolamento e carac-
terizacdao de fragmentos acidicos (FONTANA, GEBARA, BLUMEL,
SCHNEIDER, MACKENZIE & JOHNSON, 1988). Complementarmente, o
desenho de um sistema solvente (acetato de etila : acido acé-
tico : isopropanol : acido formico : agua; 25:10:5:1:15, por
volumes) para fins de cromatografia em camada delgada (Silica
Gel 60, Merck) permitiu a completa resolugao para os componen-
tes mono- e oligossacaridicos mais representativos da estrutu-
ra de heteroxilana de Larix e assemelhadas: D-xilose e
B-D-xilobiose; L-arabinose; acido 4-0-metil-D-glucuronico
(mGlcUr ou mAU) e seu precursor acido D-glucurdnico; acidos
aldobi- e aldo-triurdnicos 4-O-metilados a nivel do residuo
acido. No que toca a analise de produtos de digestao enzima-
tica exaustiva de heteroxilanas por acao do suco gastrico de
M. paranaguensis (fig. 41, linha 2), facilmente se comprova,
ao uso de tal sistema cromatografico, que a atividade de
a-(4-0-Metil)-D-Glucuronidase € uma estapa altamente limitante
para a hidrdlise completa. Para tanto, basta comparar, apos

fracionamento do hidrolisado total (linha 2; 8 componentes) em
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Fig. 39-A. Estrutura parcial esquematizada para hetero-xilana acidica de angiosperma.

X = residuo xilopiranosil (interconectado no '"core'" por ligacoes do tipo B-1,4).
= res{duo singular de 4-0-metil-D-glucopiranosiluronil (ramificacao do "core" por lig. a-1,2)

(eventualmente, tambem na forma 4-0O-demetilada).
residuo de L-arabinofuranosil (ramificacao do "core'" por ligacao do tipo a-1,3) (eventual-

mente, substitufdo com éster de acido ferilico em 0=5).
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Dowex-2- (forma Ac-) (Segundo uma das op¢Oes do esquema da fig.
40), a natureza das sub-fracOes neutra (linha 3; apenas xilo-
se) e acida (linha 4; acido 4-0O-metil-glucuronico e acidos al-
do-(n) -urdnicos da série homdloga. O poder de resolucao do
mesmo sistema cromatografico fica reforcado ao exame da fig.
41-A (linha 2) onde se vé a separacao de 12 componentes da sé-
rie homdloga dos 1,4-xiloligossacaridios. Uma separacado mais
nitida e convincente das fracOes acida e neutra da digestao de
heteroxilanas pode ser vista na fig. 42-A, que corresponde a
um eletroforetograma em papel, apds corrida em tampdo pH 6,5.
Toda populacgao neutra de produtos permanece na origem da apli-
cacao (salvo minimo deslocamento determinado pela eletroendos-
mose ou imprecisao quando previamente se umecta o suporte com
tampao) . A resolucdo entre acido D-glucurdnico e acido
4-0-metil-D-glucurdnico (linha 7, fig. 42-A) & estreita, mas
altamente reprodutivel e & determinada pela diferenca de pKa.
Membros da série  homdloga (e.g., linha 1; acido
4-0-metil-glucuronico (mGlcUr), aldo-bi (mABU) e al-
do-triuronico (mATU) metilados) sdo facilmente separados e o
método obviamente se constitui numa maneira convincente, sim-
ples e rapida, de comprovar a acao da
a-(4-0-metil) -D-glucuronidase, um dos componentes da familia
de hidrolases integrantes do complexo xilanolitico do suco
gastrico de M. paranaguensis (fig. 42-A; linhas 2, 3 e 4). Em
sendo de interesse uma analise conjunta de fragmentos tanto
dcidos quanto neutros da fragmentacao hidrolitica de xilanas
(acida ou enzimatica), a eletroforese pode ser conduzida por
complexacdo dos carboidratos com tampdo borato soédico. Na

fig. 42-B a resolugdo entre acido glucurdnico (linha 6) e seu
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LIGNO (HEMI)CELULOSE NATIVA

. a
acetato, fenolicos < _i tratamento alcalino

l precipitacao com etanolb

4~0-metil-C-GLUCURONO

(4-0-METIL)-D-GLUCURONO- (L-ARABINO) } D-XILANOS

- ., . -, C
acido trifluoracetico
ou hidrolise enzimatica

MONO E OLIGOSSACARIDIOS NEUTROS E ACIDOS

, - . d
resina trocadora de anions

Xyl, X

97 X3, ara — eluicao com agua

.~ - . - . e
eluicao com acido acetico a 207
ajustado a pH 2 com acido formico

MONO E OLIGOSSACARIDIOS ACIDOS

coluna cromatogréticaf:
carvao celite

celulose

Bio Gel P-2

R

MONO E OLIGOSSACARIDIOS ACIDOS CONCENTRADOS

cromatografia em papel
ou eletroforese

R

MONO E OLIGOSSACARIDIOS ACIDOS PUROS

Fig. 40. Etapas seqllenciais na preparacao de hétero-xilanas acidas e seus
derivados acidicos mono- e oligossacaridicos.

(as observacoes assinaladas de (a) até (f) foram incorporadas em
Resultados e Discussao).
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Fig. 41. Analise cromatografica em camada delgada (TLC) para os mono- e oligossacaridios com-
ponentes da glicofitobiomassa_do tipo (l1igno)~-hemicelulosica: Desenho de uma mis-
tura solvente de alta resolugao.

(Cromatoplaca = SG-60 Merck; solvente = acetato de etila : acido acético : isopropa-
nol : acido formico : agua 25:10:5:1:15 em v/v/v/v/v; revelado: orcinol metanoli-
co=sulfurico a 105°C).

Padroes: (em ordem decrescente de migragao)

1 = L=arabinose + celobliose

7 = D-glucurono=lactona + acido D=-glucuronico

8 = Acido (4=0-metil)=D=glucuronico (mGlcUr; mAU)

9 = Kcido Aldobiurdnico metilado (mABU, de xilana de Larix sp.)

10 = Keido Aldotriurdnico metilado (mATU, de xilana de Larix sp.)

11 e 12 = Xiloligossacaridios acidos de bagago de cana (hidrélise trifluoracética)
14 = D-xilose + xilobiose (X;)

Amostras:

2, 3 e 4 = digerido total, fragao neutra e acida, da agdo do suco gastrico de M.
paranaguensis sobre xilana de Larix sp.

5e 6 = fracoes neutra e acida da digestao de farelo de trigo com a enzima de
caracol.

15 ¢ 16 = fragoes total e acida da digestdo de xilana de Larix com xilanase bruta
de estreptomiceto.

18 = xiloligossacar{dios neutros de Mimosa scabrella (hidrolise trifluoracé-
tica) (notar pequena contaminagao com arabinose).



Fig. 41-A.

23

Cromatograma em camada delgada (TLC) para mono- e oligossacari-
dios neutros e acidos de hidrdolise de heteroxilana.

corrida: similar a da fig. anterior, com pré-desenvolvimento de
meia distancia antes da corrida final completa.

Amostras:

A = acido (4-0O-metil)-D-glucuronico (obtido a partir de eletro-
forese preparativa da digestao exaustiva de hemicelulose "A"
de caule de M. scabrella ou bracatinga).

B = fracao acida da digestao acima (obtida por retencao em
Dowex-2, forma Acetato, seguida de eluicao com acido acéti-
co 20% pH 2 por adigao de acido formico).

Padroes: (em ordem decrescente de migracao)

4-0-metil-D-glucose + glucose

D-xilose + D-xiloligossacaridios da série B~ 1,4
D-xilose + acido D-glucuronico

acido (4-0-metil)-aldobiuronico

L-rhamnose + L-arabinose

LV I PR
nmwowonn

(Notar a resolucao para 1l componentes da série homologa de xi-
loligossacaridios e a clara diferenciacao entre contrapartes
4-0-metiladas de D-glucose (1) e acido glucuronico (A e 3) por
migracao e reacao colorida ao reagente revelador: orcinol/sul-
furico).
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Resolugiao eletroforética de alta voltagem em papel para os principais mono- e oli-
gossacaridios neutros e acidos resultantes da hidrolise acida ou enzimatica de fi-
tobiomassa ligno-hemiceluldsica.

papel: Whatman n? 1, tampoes de corrida: (A) acetato (0,4%) de piridina (10%) pH
6,5 e (B) tetraborato de sodio 50 mM com pH ajustado para 10 com NaOH,

corridas:

(A) 1,8 kV / 20 mA por 60 min,
(B) 0,9 kV / 35 mA por 50 min.

revelagao: nitrato de prata /hidroxido de sodio,

Padroes:

(em ordem decrescente de migragao

le= acidos mGlcUr, mABU e mATU

5 = acido mGlcUr (4=O-metil- D-glucuronico)

6 = acido D-glucurcnico + xilose

7 = mistura dos acidos glucuronico e 4-O-metil-glucuronico

Amostras:
8

13
15

2, 3 e b

16

fracao acida bruta da hidrolise trifluoracética da hemicelulose A de
caule de Mimosa scabrella (bracatinga)

idem_para hemicelulose total de farelo de trigo

fracao acida da hidrolise fosforica (pH 2) de bagago de cana a 10 atm.
(-185°C) por 5 min

cinética de tempo (1 a 12 h) na hidrolise enzimitica de xilana de Larix
(amostras 2 e 3) ou hemicelulose total de farelo de trigo (amostra &),
usando enzima de caracol (M. paranaguensis).

serragem de vidoeiro ("birchwood") submetida a "steam explosion".
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analogo 4-O-metilado (linha 5) amplia-se muito, pois o blo-
queio da hidroxila em C-4 Iimita a complexacdao com borato, di-
minuindo portanto o carater anidnico do derivado metilado e

finalmente sua movimentacao pro-anddica.

9.2 Metodologia para a caracterizacao das enzimas complemen-
tares do complexo xilanolitico: a-(4-0O-Metil)-D-GLUCURO-
NIDASE e B-D-XILOBIASE (B-D-XILOSIDASE)

A deteccao de xilobiose (ou este dissacaridio acompa-
nhado de membros superiores da série homdloga dos
B-1,4-xilossacaridios) bem como do dissacaridio acido aldobiu-
ronico (ou este acompanhado de membros superiores da série me-
tilglucuranico—(xilose)n) se combinada a auséncia de D-xilose
e acido (4-0O-metil)-glucurdnicos livres, quando da analise de
digestoes enzimaticas de heteroxilanas, seria um indicativo
claro da auséncia das atividades complementares de B-xilobiase
(B-xilosidase) e a-(4-O-metil)-glucuronidase no complexo xila-
nolitico. Em outras palavras, a acao enzimadtica béasica das
endo-B-1,4-xilanases estaria limitada por um lado pela impos-
sibilidade de monomerizacdao do "core" neutro (xilose)n
---X--->"n" xilose) e por outro pelo acumulo dos residuos xi-
losil comprometidos com o substituinte acido (o gque alcanga,
em parte, também alguns residuos vizinhos mBlcUr-—(xilose)n
-—-X--> metil-glucurdnico + "n" xilose . Na situacdo diame-
tralmente oposta, i.é., atividade plena para todos os compo-
nentes, encontrar-se-ia, como produtos finais de hidrdlise,
apenas D-xilose e acido (4-O-metil)-glucurdnico livres (even-
tualmente também L-arabinose, acido acético e acido ferulico,

se o substrato correspondesse a uma heteroxilana nativa como a
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retratada na fig. 39-A). O usual para sistemas xilanoliticos
€ encontrarem-se situa¢des intermediarias com a co-producao de
monomero e dimeros (e ou oligOmeros) tanto de natureza acida,
quanto neutra. Para a deteccdo e gquantificacdo dos componen-
tes principais (neutros = D-xilose, B-D-xilobiose;
L-arabinose; acidos = glucurodonico e 4-O-metil-glucurdnico, al-
dobiurdonico e oligossacaridios superiores) a cromatografia em
fase gasosa (GLC) dos derivados de mono- e dissacaridios do
tipo oxima-persililados (KNAPP, 1979) oferece excelente reso-
lucdo tanto quando operada em coluna convencional SE-30 (tabe-
la 6 e fig. 43), quanto em coluna capilar OV-17 (tabela 6 e
fig. 43-A). Uma corrida de 13 minutos (mesmo em condicOes
isotérmicas) oferece Otima resolucao para os componentes aci-
dos e neutros principais (mondmeros e dimeros; fig. 43). Um
procedimento elegante para a caracterizacao do derivado
4-0-metilado do acido D-glucurdnico (que ocorre quase que co-
mo substituintle dcido exclusivo na xilana (hemicelulose A) de
caule de Mimosa scabrella ou bracatinga; (CORREA, 1985) & sua
prévia conversdo a 4-O-metil-D-glucose para posterior analise
como alditol-peracetilado em coluna de OV-225. O procedimento
envolve as seguintes etapas:

a) esterificacdo do grupo carboxila com metanol (refluxo do
suposto acido 4-0-metil-D-glucurdonico com metanol-acido
cloridrico (1%, seco);

b) carboxi-reducao do éster metilico com boridreto soédico,
mantendo-se o pH em torno da neutralidade com o auxilio de
tampao;

c) hidrolise cloridrica suave (HC1l 1 M aquoso, 80 C, 1 hora)

do grupo 1-O-metil adicional (resultante da etapa a);
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Resolucao cromatografica em fase gasosa (GLC) para diferentes
derivados de D-xilose e outros monossacaridios constituintes de
hetero-xilanas.

Coluna : OV-17 (capilar em silica fundida)

Programacdo : 180°C (2') -—-: 4°C/min ---: 240°C
Derivados e tempos de retencao (Re)

(A) xilitol-penta-acetato (9.64)

(B) oximas per-sililadas de D-xilose (3,72), acido 4-O-metil-
D-glucuronico (6,49), acido glucuronico (7,19)

(D) oxima per-sililada de L-arabionose (3,67)

(Notar nas corridas (B) e (C) a alta reprodutibilidade do pa-
drao interno de oxima per-sililada de fenil-beta-D - galactopira-
nosidio)

(Re(s) = 13,94 e 13,95).
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TABELA 6. ANALISE CROMATOGRAFICA EM FASE GASOSA (GLC) PARA MONO- E DISSA-
CARIDIOS NEUTROS E ACIDOS RESULTANTES DA HIDROLISE ENZIMATICA
(SUCO GASTRICO DE M. paranaguensis) OU ACIDO TRIFLUORACETICA DE
HETEROXILANAS.

RT (min)
TIPO DE COLUNA

¢-B-gal, xil mglcUr glcUr X2 mABU

0V-17 (capilar) 13,9 3,7 6,5 7,2 15,0 18,2
SE-30 (convencional) 6,5 1,7 2,6 3,5 9,2 11,6

Condicoes teérmicas de corrida:

OV-17 : isotérmica por 2 min a 1800C, seguindo-se programacao a 4°c / min
ate 240°C.

SE-30 : isotérmica por 4 min a 18000, seguindo-se programacao a 32°¢C / min
ate 252°C.

(demais condicoes, veja-se em Materiais e Metodos).

¢—B—galp = fenil-beta-D-galactopiranosidio (padrao interno)
xil = D-xilose

mglcUr = acido 4-0O-metil-D-glucuronico

glcUr = acido D-glucuronico

X9 = xilobiose

mABU = acido (4-0O-metil)-aldobiouronico

Forma dos derivados de acucares:

oximas per-sililadas com N,0-Bis(trimetilsilil)trifluoracetamida.
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d) reducao do grupamento redutor gerado em C-1 mediante nova
etapa redutiva com boridreto sodico;
e) per-acetilacao com a mistura anidrido acético-piridina a
quente.
O resultado da cromatografia em fase gasosa (GLC) € o da fig.
44-A e o produto da conversao (4-O-metil-glucitol peracetato)
apresenta um tempo de retencao intermediario entre aqueles dos
padrOes de manitol- e galactitol-peracetato. A caracterizacao
cabal do aglcar acido monomérico liberado a partir de hetero-
xilana de Larix sp. por acao do suco gastrico de M. parana-
guensis também pode ser obtida por técnica mais sofisticada: a
cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de mas-
sa (GLC-MS). O resultado da fig. 45 & ilustrativo deste pro-
cedimento como aplicado a derivado do tipo oxima-persililado.
Os fragmentos 568 (M-15) e 584 (M+1l) resultantes da técnica de
ionizacdo quimica na presenga de metano comprovam que a frag-
mentacao resulta do produto inicial: a oxima persililada do
acido (4-0-metil-D-glucurodonico).

Um instrumento analitico de uso contemporaneo que se
caracteriza pela rapidez e que dispensa a prévia de derivati-
zacao da amostra &€ a HPLC - Cromatografia Liquida de Alta
Pressdo. A fig. 46 ilustra este tipo de analise, quando apli-
cado a depolimerizacao parcial de xilana acidica de caule de
bracatinga por acdo do suco gastrico de M. paranaguensis dois
monomeros representativos da estrutura sdo caracterizaveis:
D-xilose (R, = 9.94 e 9.98) e acido 4-0O-metil-D-glucurodnico
(Rt = 8.11 e 8.06). Embora a coluna HPX—87-H+ permita clara
resolucao entre oligossacaridios (Rt na faixa de 6 a 7 minu-

tos) e os mondmeros antes referidos, a mesma padece da limita-



Fig. 44.

Analise cromatografica em fase gasosa (GLC) para caracterlzagao do componente acido da heteroxilana de caule
de- Larix sp. (larigo), liberado por acao do suco gastrico de M. paranaguensis.

(Coluna: Ov-225, isotérmica a 195°C).

(A) = mistura de padroes de raminitol, fucitol, arabinitol, xilitol, manitol, galactitol e glucitol per-ace-
tilados.
(B) = mistura do padrao de acido D-glucuronico (7') e monossacaridio acido de M. scabrella (8) previamente

tratados com metanol-cloridrico, carboxi-reduzidos, hidrolizados, reduzidos e per-acetilados.

101
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Cromatografia gas-liquido (GLC) (A) e caracterizacao por espec—

trometria de massa (GLC-MS) do acido 4—0—met11—D-glucuron1co 1li-
berado de heteroxilana de Larix sp. por acao do suco gastrico de
M. paranaguensis (B).

coluna: capilar (silica fundlda) OovV-17 (180 a 320°C, 5°C/min).
espectro de massa: por ionizacao quimica com metano.
derivado: oxima per-sililada com BSTFA.
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(A) Corrida do digerido enzimatico total (S-10
+ xilana

(B) "Blank" de enzima (S-10)

(C) Padroes de acido D-glucuronico (Rt = 8,06)
e xilose (9.98)

Outros componentes:

(A) : (Rt = 6,66 = xilobiose e oligossacari-
dios superiores). ;
(Rt = 15,19 = acido aceticodo meio tam-
, ponante de reagao).
Ay
el xilnce. coluna: BioRad HPX-87-H'
LA .
g B eluente: HyS0, 2,5 mN 0,6 nL / min a 450C

"3, detector: Indice de refracao.

——— e e

Identificacao dos monossacaridios acido e neutro da hidrolise
enzimatica de xilana de Mimosa scabrella com suco gastrico de
M. paranaguensis mediante cromatografia liquida de alta pres-
sao (H.P.L.C).
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cao de nao diferenciar o acido glucurdonico de seu derivado
4-0-metilado. No exemplo da fig. 47, tem-se a vantagem da
eluicdo utilizando-se agua como solvente (coluna HPX-87-P) e
melhor resolucdao entre dissacaridios e varios monossacaridios
(e.g., proporcao apurada para os componentes neutros de farelo
de trigo, tratados com suco de caracol na ordem celobiose :
glucose : xilose : arabionose = 2,8:16,3:43,7:11,3%), mas a
mesma limita-se a analise de sacaridios neutros (resina, en-
volvendo "counter ion" do tipo metal pesado e, portanto, com
retencdo de componentes acidos devido & troca idnica).

Na comparacao do desempenho hidrolitico do suco gastri-
co de M. paranaguensis (fig. 48, lado esquerdo) e das hidrola-
ses brutas de meio de cultivo de Streptomyces olivochromogenes
(mesma figura, lado direito), ambos atuando separadamente so-
bre xilana acida de larico, quando o exame do curso da reacao
é avaliado cromatograficamente em tempos curtos de incubacao
(no caso, 2 horas), pode-se verificar claramente duas indica-
coes diferenciais: ao suco corresponde uma maior formacao de
monomero (D-xilose), enquanto ao estreptomiceto corresponde um
acumulo de dissacaridio (xilobiose). Esta situagao parece in-
depender da faixa de pH testada (3,5 até 7,5) e claramente
mostra que os sistemas xilanoliticos comparados diferenciam-se
pelo conteido de uma enzima complementar: a B-D-xilobiase (xi-
losidase), menor no caso do estreptomiceto. Mesmo quando se
estende o tempo de incubacao (comprovavel na fig. 48-A pela
completa auséncia de oligossacaridios com DP acima da xilo-
triose), permanece a situacao de ser a xilobiose o produto
principal da acao das enzimas de Streptomyces sp. Na fig.

48-A (resolucdo cromatografica melhorada por corridas parciais



Fig. 47.

105

)
)
N Al
AR
-1 .
41
41
P
g AkM AREN! %40 (ny) T
/
/. 1 13, 265 S
v 2 £. v
5 3 <. o
P 4 1. 2. ac
6 9 16, 10, e
I 6 42, 11,64
5 T
AN i 11. 12,49
M 1 .
N 8 a. 15, 2%
g 'i Q K 148,85
. f’ TAL 16
' 'y
;3
-n
1
- !
3
n
uJ ¢
I
L/ 4 1
R (D]
A n
L al
0
0
S /Y
L, ~
[ s
x;josc. b
|
[ seamvazps o ! [
- e~ / N S R T K L R SRS
3 ; S B SR O O O 3 8
. K L g
J ! = P W S‘d
{ > Y o 1:“ o
'b PR s « o
2 o n ITRIL ; °
A \ | < |-t [, «
J ¥A' Il Oy
- > I 0
o 3 s 1 ; TR N SR YSRUTA A P
R Q ' ! PRV I PP
: A ) X . wlvlvdeta
a > =
8 . s
v 2
% | ; :; w )
S | (M~
= & e T G g
{ | NP Honwvaerin .
Ao Bl woa-drindd.a. o
H *il : p] %:: ’:’\ Meted el —iry 3
s 8. 9 ’ ':6. R "j 2 ™
50y Bl E B E A&
i = & n kgi
';-: %« v ORI d
= LA LS LR R Ve VAN S |
?' . h'4 : I
@0 o s
~ w )
W o A

g

Resolugao dos componentes da digestao de farelo de trigo com enzimas do suco gas-
trico de M. paranaguensis por cromatografia liquida de alta pressao.

(A) incubado total de suco gastrico (S-10) com farelo de trigo (isento de amido).

(B) mistura monossacaridica padrao (glucose, xilose, galactose, arabinose

se) + celobiose.

coluna :
0,45 ml/min.

detector : Indice de refracao.

€ mano-

BioRad HPLC HPX-87-P (metais pesados), eluida em H,0 a 85°C e fluxo de
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Cromatograma de camada delgada (TLC): diferenciacao entre os sis-
temas xilanoliticos do suco gastrico de M. paranaguensis (S-10) e
dos meios de cultivo de Streptomyces sp.* induzido por substratos
ligno-hemicelulosicos (Strpt).

substrato: a-4-0O-metil-D-glucuro-f-D-xilana de. Larix sp.

(incubacgao de 2 hs)

Cromatoplaca: Siliga-Gel microparticulada CanLab

Solvente : Acetato de Etila:Aceético Acético:Acido Formico:Agua

Revelador : Orcinol metandlico-sulfurico

Amostras:

B = "Blanks" de enzimas ou substrato

S-10 = incubacoes do substrato com suco gastrico de M. parana-
guensis em tampoes de acetato, citrato e fosfato de pH
3,5 ate 7,5.

Strpt = idem, mas com meio de cultivo (isento de células) de S.

olivochromogenes (*) apos inducao de xilanases por farelo
de trigo como fonte de carbono.

Padroes: (em ordem decrescente de migracao)

1 = D-xilose, ac. (4-0O-metil)-D-Glucuronico (mAU), ac. D-glucuro-
nico; 2 = D-xilose; 3 = mAU; 4 = ac. D-glucuronico (UA)
Xy = B-1,4-D-xiloligossacaridios (contaminados com L-arabinose (A)
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Fig. 48-A. TLC: diferenciagdo dos complexos xilanoliticos do suco gastrico de M. parana-

guensis e Streptomyces spp.; deteccao do componente (- (4-O-metil)-D - glucuro-
nidase e atividade de B-D-xilosidase (S-10).

(condigoes: as da fig. 48, mas incubacao de 24 h.)

Amostras:

S-10 = incubagoes do suco gastrico de Megalobulimus paranaguensis com hemice-
luloses de caule de M. scabrella (bracatinga) (A, B e Total).

St-1 = incubagoes do complexo xilanolitico de S. olivochromogenes (induzido em

hétero-xilana de acicula de centeio) com os mesmos substratos (enzimas

brutas do meio de cultivo).

idem, idem, com enzimas dializadas (notar acimulo de xilotriose).

idem, idem; enzimas de S. flavogriseus e cepa 45-CD.

)]

ot
]

w
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Padroes: (em ordem decrescente de migragao):

Xn = D-xilose, B -D-xilobiose e B-D-xilotriose
1 = D-x1lose + ac. D-glucuronlco

2 = ac. (4= O-Me)-D-glucuronlco

3 = ac. (4= O-Me)-Aldobluronlco

4 = L-arabinose + ac. (4-0-Me)-Aldotriuronico
Notar:

a) maior atividade de B-D-xilosidase (B-D-xilobiase) no complexo xilanolitico
dos estreptomicetos.

b) maior atividade de O.-(4-0-Me)-D-glucuronidase no complexo xilanolitico dos
estreptomicetos.



TABELA 7. ESTABILIDADE DO COMPLEXO XILANASICO DO SUCO GASTRICO DE M. paranaguensis EM FUNGAO DO TRATAMENTO DE

ARMAZENAMENTO.
G CD L
a b c a b c a b c
1. HA-cMs (Hemicelulose "A'" - caule de M. scabrella) 75 95% 77% 79 100% . 81% 67 85% 69%
2. HN-BG (Hemicelulose nativa - bagaco de cana) 96 99% 99% 97 100% 100% 92 95% 95%
3. LWX-0-Ac (Xilana de Larix; re-O-Acetilada) 56 96% 58% 58 100% 60% 53 91% 55%

G = suco gastrico fresco (S-10, sobrenadante de 10.000 rpm (7.800 g)) mantido em banho de gelo por 24 horas.

CD = suco gastrico congelado (banho de gelo + NaCl + acetona) e descongelado (operacao repetida 3 X).

L = suco gastrico congelado, liofilizado e ressuspenso em agua destilada perfazendo o volume original.

a = ug do poder redutor liberado/ensaio

b = atividade relativa entre as tres preparagaes frente ao mesmo substrato.

c = atividade relativa entre todos os tratamentos de enzima e todos os substratos (reportado aqule de
valor).

Ensaio padrao:

maior

I) concentracao de enzima, de substrato (saturante dentro do limite de solubilidade) e pH (tampao acetato so-

dico 50 mM pH 5,5) dentro das respectivas condicoes otimas.

II) tempo de incubacao: exatamente 10 min a AOOC; parada de reacao pela adicao direta do reagente alcalino de

Somogyi.

80T
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e sucessivas) & que ambos os sistemas xilanoliticos resultam
na co-producgao de teores semelhantes de acido me-
til-glucurdnico livre ("spot" logo aquem da D-xilose) e que,
portanto, nao € a 4-O-metil-o-D-glucuronidase a enzima limi-
tante ao sistema hidrolitico de quaisquer dos dois modelos
(notar, p.ex., a completa auséncia do dissacaridio aldobiuro-
nico na linha S-10).

Em termos de enzimologia aplicada, a utilizacdao do suco
gastrico de M. paranaguensis ficaria condicionada a que proce-
dimentos padrOes de preservacao fossem alternativas validas ao
material fresco mantido em geladeira (G). Duas destas alter-
nativas seriam o congelamento (CD) e a liofilizacao (L). Na
tabela 7, pode-se observar o desempenho xilanolitico destas
trés alternativas de preservacao da preparacdao enzimatica
quando ensaiadas (em tempos muito curtos de incubacao frente a
trés distintos substratos: hemicelulose A de caule de braca-
tinga (HA-cMs), hemicelulose nativa de bagago de cana (HN-BC)
e heteroxilana re-O-acetilada de larigco (LWX-O-Ac). Na medida
comparativa entre todos os nove ensaios os dois melhores re-
sultados de preservacao de atividade correspondem as prepara-
coes G e CD quando ensaiadas contra o substrato hemiceluldsico
de cana, enquanto o pior (mesmo assim correspondendo a uma
preservacao de 64%) corresponde a preparacgao L ensaiada contra
xilana de bracatinga. Na comparacao individualizada das trés
preparacOes frente a cada substrato separadamente (valores de
atividade xilanasica expressos em cada linha horizontal), o
melhor desempenho ocorreu sempre para a preparacao congelada
(mesmo se descongelada por 3 vezes), mas o desempenho das ou-

tras duas variantes de conservacao (gelada ou liofilizada) ex-
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cedem também os 90%, excegao Gnica a preparacao liofilizada
(L) ensaiada contra xilana de bracatinga, como antes ja foi
comentado. Resumidamente, pode-se concluir que quaisquer das
alternativas de preservacao do suco gastrico sdo validas, a
adocao a ser determinada pela conveniéncia (e.g., necessidade
de transporte a longa distancia).

Conforme antecipado nas tabelas 2 e 3 e fig. 6 (picos I
e II), o suco gastrico de M. paranaguensis se caracteriza por
elevado conteudo proteico e forte pigmentacdo marrom-escuro de
natureza francamente anidnica (tab. 8). Dois tipos de trata-
mentos foram levados a cabo com o objetivo inicial de se ten-
tar promover uma eliminacdo da pigmentacdao nativa: a precipi-
tacao fracionada com sulfato de amonio saturado (SA) ou com
acetona (AC), ambas a frio (banho de gelo) (tabela 9). Ja com
0,5 volume de qualquer dos dois agentes precipitantes, a maior
parte do contetdo proteico & recuperada no precipitado e re-
presenta de 65 a 79% da atividade xilanasica inicialmente pre-
sente (medidas contra dois diferentes substratos e comparadas
a enzima-controle, simplesmente diluida). Esta satisfatoria
recuperacido inclui, além da xilanase, também a atividade de
B-xilobiase (B-xilosidase), visto que o ensaio cromatografico
dos incubados (fig. 54) mostra claramente tanto para a fracao
de sulfato de amdonio, quanto para a de acetona (ambas com meio
volume de agente precipitante) a presenca de xiloligossacari-
dios (portanto, atividade de endo-xilanase) quanto a auséncia
de xilobiose (portanto, atividade de xilobiase), além , é cla-
ro, de maior quantidade de xilose livre. Ademais, no eletro-
foretograma para produtos acidos da fig. 53, os incubados des-

tas mesmas fracoes com heteroxilana acidica de Larix (linhas



TABELA 8. ATIVIDADE XILANASICA DE SUCO GASTRICO DE M. paranaguensis: COMPARATIVO DAS FRACOES OBTIDAS POR CRO-
MATOGRAFIA DE TROCA IONICA.

ATIVIDADE XILANASICA RELATIVA*

METODO DE FRACIONAMENTO / FRAGOES ?ﬁOT?Iﬂ?)
& o LwX (substratos) HA-cMs

1. Troca anionica

1.1 DEAE - BioGel A : eluato aquoso + 1,36 0,64 0,21

1.2 DEAE - BioGel A : eluato c/ AC.NH4 1M 3,10 0,16 0,02
2. Enzima-controle

(nao cromatografada; dil. 20 X ¢/ Acetato de Amonio 1 M) 4,80 0,13 0,04
3. Troca cationica

3.1 CM - BioGel A : eluato aquoso + 4,00 0,36 0,11

3,2 CM - BioGel A : eluato ¢/ Ac. NH4 1,08 0,19 0,01

Volumes identicos de cada fracao (diluicao tedrica de 20 x; Vi de cada coluna = 10 ml e cada eluicao feita com
exatamente 2 x Vi) apos prévia e repetida dialise, foram submetidos ao ensaio-padrao para atividade xilanasica
separadamente com os dois substratos (0 LWX = xilana de Larix sp.; HA-Ms = hemicelulose "A" de (caule de) Mimo-
sa scabrella).

* Os valores de "Atividade Xilanasica Relativa'" correspondem aos valores de poder redutor 1liberado (= A535nm3
todos dentro da faixa linear do método) divididos pelo respectivo valor de conteudo proteico de cada fracao.

(Outros detalhes, ver em Materiais e Métodos)

ITT
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A-7 e A-9, respectivamente) mostram a liberacao de acido
4-0-metil-glucurdnico livre), comprovando-se a co-precipitacao
de uma segunda hidrolase complementar de interesse: a respec-
tiva glucuronidase. Quando os sobrenadantes da primeira pre-
cipitagcao fracionada sdao seqfiencialmente tratados com mais
meio volume de agente precipitante, recupera-se obviamente um
conteudo proteico (e enzimatico) muito menor. Isto explica
porque nos ensaios subseglientes, usando-se aliquotas iguais de
cada fracgao enzimatica (cujos volumes foram normalizados para
um mesmo valor), a atividade xilanasica relativa ("atividade
especifica"”) aparece com resultado superior sempre no primeiro
precipitado com sulfato de amonio ou acetona (tabela 9; itens
1.1 e 3.1). Contudo, o exame cromatografico (fig. 54; 1linhas
1,0-SA e 1,0-AC) e eletroforetico (fig. 53; 1linha A-8) dos
respectivos incubados claramente mostra diminuicao da ativida-
de de xilobiase (notar a relacao xilobiose > xilose, na linha
1,0-sA, fig. 54) ou sua auséncia (xiloligossacaridios >>> xi-
lose, xilobiose; linha 1,0-AC, da mesma figura). O mesmo é
valido para a atividade de glucuronidase (notar acumulo de te-
tra e pentassacaridios Scidos na linha A-8, fig. 53).

Com relacao ao objetivo inicial do experimento, pode-se
adiantar que nenhum dos tratamentos adotados resulta na dese-
jada obtencdo de uma fracdo isenta de pigmentos, apesar de que
estes supostamente tenham peso molecular em faixa muito menor
que aquela propria do material proteico). Esta situacao, po-
de-se antecipar, repetiu-se quando da filtracdo molecular do
suco nativo em colunas cromatograficas de diferentes géis para
faixas crescentes de peso molecular (poliacrilamida P-160,

aextrana Sephacryl S-200 ou agarose 2B), nas quais uma parcela



TABELA 9.

'CO COM SAL OU SOLVENTE ORGANICO.

RECUPERAGAO DA ATIVIDADE XILANASICA DO SUCO GASTRICO DE M. paranaguensis APOS FRACIONAMENTO PROTEI-

ATIVIDADE XILANASICA RELATIVA*

P N
METODO DE FRACIONAMENTO / FRACGES (n?ofﬁiﬂg
g o LWX (substratos) HA-Ms

1. Precipitacio com Sulfato de amonio sat.

1.1 Precipitado com 0,5 vol. 39,9 4,44 2,18

1.2 Precipitado com 1,0 vol. 5,9 8,13 6,02

1.3 Sobrenadante final 4,4 1,14 0,79
2. Enzima-controle (nao tratada; dil. ~ 1 : 3) 37,0 5,89 3,05
3. Precipitada com Acetona gelada

3.1 Precipitado com 0,5 vol. 45,8 4,65 2,00

3.2 Precipitado com 1,0 vol. 3,2 5,63 5,36

3.3 Sobrenadante final 0,9 0,27 1,66

Volumes identicos de cada fracao (diluicoes diferentes em funcao dos tratamentos; sobrenadantes finais dos tra-
tamentos l. e 3. recuperados apos dialise) foram submetidos ao ensaio padrao para atividade xilanasica separa-
damente com os doils substratos: xilana de Larix e de caule de M. scabrella (hemicelulose A).

* Os valores de "Atividade Xilanasica Relativa' correspondem a cada poder redutor liberado (A535nm) dividido pe-

lo respectivo valor de conteudo proteico de cada fracao.

(Outros detalhes, ver Materiais e Metodos).

Valor final:

€Tl
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significativa da pigmentacgao sempre co-cromatografava com as
fracOes proteicas de maior peso molecular (e.g., tubo 50 da
fig. 61). Em verdade, o unico expediente que resultou em se-
paracao um pouco mais satisfatdéria dos pigmentos (mediante re-
tencdo por carga) foi o fracionamento proteico em resina do
tipo DEAE, o que também esta de acordo com a distribuicdo de

cargas e absorbancias (A nm) da fig. 6.

280

A isoeletrofocalizacao analitica do suco gastrico de M.
paranaguensis (fig. 5) indica que a populacao proteica global
cobre uma ampla faixa de pontos isoelétricos, e uma questao
pertinente seria o esclarecimento da co-ocorréncia dos dois
tipos de uma mesma hidrolase: acidicas e basicas, como repor-
tado para alguns poucos fungos (DEKKER & RICHARDS, 1976). Os
dados da tabela 8 sao os resultados do fracionamento "cruzado"
do suco gastrico, tanto em resinas de intercambio anidnico
(DEAE), quanto de catidnico (CM), resgatando-se em cada caso
duas fracoes: a eluida com agua e com acetato de amdnio 1 M.
Normalizados os volumes de todas fragoes (inclusive o da enzi-
ma-controle, ndo cromatografada, mas também diluida com o sal
e dializada), confirma-se o perfil da isoletrofocalizacao
(figs. 5 e 6) ou seja predominadncia de teor proteico na fracao
acida, mas atividade xilanasica é detectada tanto nas fracodes
acidas, quanto basicas dos dois tipos de fracionamento croma-
tografico. Ha uma discrepancia, quando se analisa a atividade
xilanasica "especifica" (atividade do ensaio padrao relaciona-
da com conteudo proteico), de vez que na troca anidnica, esta
€ maior para a fracdo "basica" (eluida com agua) enquanto na

"=

troca catiodnica, a maior recuperacao se encontra na fraca a-

cida" (também eluida com agua). Em comum, por outro lado, es-
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tas fracdOes mais enriquecidas tém justamente o eluente ini-
cial: agua, sugerindo que, em ambos os casos, a eluicao com um
sal relativamente concentrado (no caso, acetato de amonio 1 M)
tenha resultado em algum grau de inativacao. Coincidentemen-
te, a melhor purificagdo corresponde ao eluato aquoso de
DEAE-BioGel, ou seja, a fracao mais isenta de pigmentacdo (he-
licorubina e citocromo h (KEILIN, 1957); polifendis) e dai uma
indicacao de que os pigmentos possam ter algum papel inibito-
rio. A analise cromatografica dos incubados das quatro fra-
coes de intercambio idnico com heteroxilana de Larix (parte
mais a esquerda, fig. 54) mostra um perfil muito semelhante
para todas elas, exceto uma diminuicdo para a atividade de
B-xilobiase (comparar com a linha S-10 = enzima-controle;
maior teor de xilose livre). Com referéncia a atividade de
a- (4-0-metil)-D-glucuronidase (eletroforese da fig. 53), a
mesma aparece mais satisfatoriamente recuperada apenas nas
fragdes também eluidas com agua de ambas as resinas (linha
A-3, eluato aquoso da DEAE, fracao basica e linha A-5, eluato
aquoso, fracdo acida de CM), repetindo pois, a mesma situagao
ja comentada para a xilanase. Uma reavaliacao da atividade de
glucuronidase (agora ao uso das fracOes de isoeletrofocaliza-
cao preparativa; fig. 50), mostra que o melhor desempenho para
esta hidrolase é encontrado nas fragdes IEF-III e IEF-V (pI
médios de 4,0 e 7,0, respectivamente), logo os conceitos de
"Jcida" ou "basica" aplicados as fracOes derivadas de DEAE- ou
CM-BioGel A teriam que ser re-examinados (por exemplo, através
de nova isoeletrofocalizagao analitica). Como comentario adi-
cional, cabe ressaltar que, mesmo nas fracOes mais ativas para

o componente metil-D-glucuronidase (pI 4 ou 7, fig. 50), a
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Fig. 49. Comprovacao da linearidade da reacao hidrolitica de xilana pelo
componente 0 -(4-O-metil)-D-glucuronidase presente no suco gas-
trico de M. paranaguensis (S-10).

l.

4-0-metil-D-glucurono-xilana de Larix sp. suspensa em tampao
acetato sodico pH 5,0 mM foi tratada com enzima de caracol
(S-10) e aliquotas foram removidas aos tempos de 30, 60, 90
e 120 min para rapida inativacao com excesso de metanol fer-
vente.

Cada sobrenadante metanolico foi evaporado a vacuo em cen-
trifuga Savant.

Cada residuo foi derivatizado com um volume exato de reagen-
tes: (a) hidroxilamina em piridina, contendo fenil-beta-D-
galactopiranosidio (padrao interno); (b) agente sililante
(BSTFA), também em volume exato. A derivatizacao foi condu-
zida em vials especiais (Pierce Co.), permanente obturados
com borracha especial.

A GLC dos derivados oxima-sililados foi efetuada nas condi-
coes padroes da fig. 43.

As areas relativas para os picos de acido 4-0O-metil-D-glucu-
ronico e padrao interno foram relacionadas para cada um dos
tempos da cinética de hidrolise e estas razoes estao no eixo
das ordenadas da figura.
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Figura 50.

Deteccao de isoenzimas para a atividade (4-O-metil)- a-D-glu-
curonidase do complexo xilanolitico do suco gastrico de M.
paranaguensis através de eletroforetograma em papel.

As fracoes de isoeletrofocalizacao preparativa (fig. 6) de
n® IEF 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 foram utilizadas para a hidroli-
se de heteroxilana acida de Larix sp. e os incubados exaus-

tivos submetidos a eletroforese de alta voltagem em papel
em condicoes similares a da fig. 42-A.
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concentragdao de acido aldotriurdonico é notavel, indicando cla-
ramente o grau de restricao a xilandlise completa quando o ni-
vel de glucuronidase & limitante, pois este trissacaridio aci-
do compromete 2 residuos de xilose bloqueados a acdo da endo-
xilanase e ou B-xilosidase.

Outros substratos anidnicos correlacionados (amostras A
abD, E, F, Ke L) ou nao (G, P; fig. 51) a heteroxilana de La-
rix ou Mimosa scabrella, também experimentam extensiva depoli-
merizacdo sob a acao do suco gastrico de M. paranaguensis, in-
cluida a monomerizacado, pelo menos parcial, dos segmentos aci-
dos. O mais expressivo resultado &, sem duvida, o obtido com
pectina citrica (linha H, fig. 51) correspondendo a uma con-
versao praticamente  total ao monomero de acido
D-glacturdnico e ou seu derivado insaturado. Uma outra visao
do padrdo de fragmentacdo de substratos acidicos é exibido na
cromatografia da fig. 52, onde se inclui também uma glicana
"neutra", a arabinogalactana de Larix. Tanto (linha A) esta,
quanto a CM (CarboxiMetil) Celulose (linha E), além dos res-
pectivos mondmeros neutros, uma série de oligossacaridios re-
presentativos da estrutura basica acidica (comparar no caso da
arabinogalactana, o perfil vizinho - amostra B - do acido ara-

bico).



Fig. 51.
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Eletroforetograma de alta voltagem em papel: produtos de hidroli-
se de glicanas acidas por acao do suco gastrico de Megalobulimus
paranaguensis.

A, B, C e D = Hemiceluloses "A", Total, "B" e "C" de cana de acu-
car;

E = Hemicelulose "A" de sabugo de milho;

F = Farelo de trigo, isento de amido;

G = Carragenana;

H = Pectina de Citrus sp.;

J = Heteroxilana de Larix sp.;

K = Hemicelulose total de Populus sp. (alamo);

L = Hemicelulose nativa de Populus sp. (extraida com
DMSO, a quente).

Padroes:

1 = acido D-glucuronico

2 = acido aldobiuronico

3 = acido (4-0-Me)-D-glucuronico.
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Fig. 52. Cromatograma em papel: produtos de hidrolise de glicanas acidas

por acao do suco gastrico de M. paranaguensis.

papel ¢ Whatman n? 1.

solvente : fase superior damistura Benzeno:Butanol:Piridina:Agua
1:5:3:3 em v/.

revelador : nitrato de prata /hidroxido de sodio.

Amostras:

= arabinogalactana de Larix sp.
= acido arabico

pectina citrica

acido poligalacturonico

= CM-(Carboximetil)-celulose

HYOw >
1l

Padroes:

= ac. galacturonico
arabinose

fucose

galactose

manose

xilose

ramnose

= glucose.

O~NOAUN P WN -
]

(*) "blank" de enzima.
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Fig. 53. Eletroforetograma de alta voltagem em papel: analise da atividade de Q -(4-O-me-

til)-D-glucuronidase apos fracionamento do suco gastrico de M. paranaguensis por
troca ionica e sais.

(papel: Whatman nQ@ 1 - tampao acetato de piridina (0,4-10%) pH 6,5; revelado: ni-
trato de prata / hidroxido de sodio).

Padroes:

P-1 = ac. aldobiuronico metilado

P-2 = ac, 4-0-metil-glucuronico

P-3 = ac. glucuronico + xilose .

P-4 = fragao acida de hidrolisado trifluoracetico de xilana de Larix

Amostras: incubacoes de 4-0-metil-D-glucurono-xilana de Larix sp. com enzima to-
tal (S-10) ou fragoes da troca ionica.

A-1 e A-2 = enzima clarificada por BioGel P-2 e enzima fresca.

A-3 e A-4 = eluatos aquosos e c/ acetato de amonio de DEAE-BioGel
A-5 e A-6 = idem CM-BioGel
A-7 e A-8 = enzima precipitada ¢/ 0,5 e 1 vol. sulfato amonio sat.
A-9 = enzima precipitada ¢/ 0,5 vol. de acetona.

ABF = Azul de Bromofenol (marcador de corrida).



122

Fig. 54. Cromatograma em camada delgada: atividade xilanasica apds fracionamento de suco
gaqtrico de M. paranaguensis por cromatografiade troca ionica (DEAE-, (M-), pre-
cipitagao com sulfato de amonio (SA ou acetona (Ac).

(corrida: condigoes equivalentes a da fig. 41-A).

Amostras: incubagoes das fragoes com hetero-xilana de Larix Sp.

DEAE = fragoes da cromatografia em troca anionica em DEAE-BioGel A
A = eluato aquoso (fragao neutra e ou basica)
AA = eluato com acetato de amonio 1 M (fragao acida)

CM = fragoes da cromatografia de troca cationica em CM-BioGel A
A = eluato aquoso (fragao acida) B )
AA = eluato com acetato de amonio 1 M (fragao neutra ou basica)

SA = fragoes da precipitagao com sulfato de amonio saturado
0,5 = precipitado com 0,5 volume de sal
1,0 = idem 1,0 volume de sal

Ac = fragoes da precipitacdo com acetona
0,5 = precipitado com 0,5 volume de acetona gelada
1,0 = idem 1,0 volume de acetona gelada

§=10 = enzima fresca de caracol (incubagao por 24 h)

B = "blanks" de enzima fresca e fragoes

Padroes: (em ordem decrescente de migragao)

1l = D=xilose + xiloligmssacarfdioh da série beta-1,4 (fragao neutra da hidroli=-
se trifluoracética de hemicelulose A de M. !cabrelll)

3 = ac, 4=0O-metil=glucurdnico

2 = acido D-glucuronico
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9.3 Enzimas complementares do complexo xilanolitico:
O-Acetil-XILANA ESTERASE

E muito recente a descricdo da atividade hidrolitica
para grupos O=-Acetil de carboidratos (BIELY, 1988) e no caso
particular de heteroxilanas, nas quais a ocorréncia de grupos
O-acetil nativos esta bem documentada (REICHER, CORREA & GO-
RIN, 1984), um substrato mais confiavel que aqueles sintéticos
cromogénicos foi especialmente preparado para a medida de
O-acetil-xilana esterase: a heteroxilana de Larix quimicamen-
te re-O-acetilada (JOHNSON, FONTANA & MACKENZIE, 1988). Na
fig. 55, pode-se apreciar através de cromatografia gasosa a
cinética de tempo da acao deste tipo de esterase presente no
suco gastrico de M. paranaguensis atuando sobre o mencionado
substrato. A liberacdao de acido acético guarda boa linearida-
de com a faixa de tempo de incubacdao de 15 a 60 minutos. No
cromatograma da fig. 56, pode-se observar que a atividade es-
terasica do suco atua igualmente bem sobre um substrato muito
mais simples: mistura de mono-, di-, tri- e tetra-acetatos de
D-xilose, gerando como produtos finais a D-xilose livre > Xxi-
lose-mono ou di-acetato (linha 6; fig. 56). A referida mistu-
ra foi preparada por tratamento de D-xilose anidra com uma
mistura de iguais volumes de piridina e acido acético (100°c,
30 min). O per-acetato uma vez parcialmente desesterificado
com metoxido de sddio (aproximadamente meio equivalente do re-
querido para a desesterificacdo total em meio metandlico) cor-

responde ao substrato (linha 3, fig. 56).



Fig. 55.
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Cromatograma em fase gasosa (GLC) dos produtos (sem derivatiza-
cao) da cinética de tempo de hidrolise (desesterificacao) da xi-
lana de Larix sp. (quimicamente re-O-acetilada) por acao do suco
gastrico de M. paranaguensis (S-10).

Aparelho: Cromatografo CG mod. 37.
Coluna : (convencional) Porapak Q, operada isotermicamente a
183°C; gas de arraste Np (fluxo = 3, em rotametro).

S = mistura de padroes : Metanol (M) + Etanol (E)
Acido Acetico 0,17 (AA)
BS = "blank" de substrato (incubacao de 60 min)
BE = "blank" enzima (S-10, fresca), idem
EE = ensaios da enzima (incubacoes completas de S-10 com hetero-

-xilana de Larix re-0O-acetilada: 15', 30' e 60' : cinetica
de tempo (min).

(Parada de reacao: imersao em banho de congelamento; adicao de
HC1 até pH 2 - viragem do azul de timol, transferencia a banho de
gelo (0 a +2°C) até o momento da injecao).

(Outros detalhes, ver Materiais e Métodos).
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Reproducao de cromatograma em camada delgada (TLC) da
desesterificacao do padrao sintético de D-xilose-
-(1,2,3,4)-tetra-0-acetato por acao do suco gastrico
de M. paranaguensis.

Cromatoplaca: Silica Ge-60, Merck

Solvente : Propanol:Nitrometano : Agua : Acet. Etila
10:6:8:10,5

Revelado ¢ Orcinol - Metanol - H3SO4

1 = Padrao (substrato): D-xilose-tetra-O-acetato
2 = D-xilose
3 = Padrao (1) parcialmente titulado com metoxi-

do de sodio

4, 5e 6= incubacoes do padrao (3) com atividade hi-
drolasica (O-acetil-D-xilana esterase) de su-
co gastrico de Megalobulimus paranaguensis,
nos tempos de 10, 30 e 60 minutos.

(Outros detalhes, ver Materiais e Metodos).
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9.4 Enzimas complementares do complexo xilanolitico: ACIDO
FEROLICO (ACIDO p-COUMARICO) - ESTERASES

O conceito de estrutura fina de polissacaridios acidi-
cos tem experimentado ratificacOes importantes em funcado da
comprovacao inequivoca da ligacdao covalente de &cidos fendli-
cos monoméricos a estrutura polissacaridica. Exemplos desta
comprovagao sdo a ocorréncia de acido ferilico esterificado a
residuos L-arabinosil tanto de pectinas (FRY, 1983), quanto de
xilanas. Nas uUltimas ja se deu o isolamento de fragmentos di
ou trissacaridicos, informacionais da estrutura fina, e envol-
vendo xilose-arabinose ou xilobiose-arabinose feruloilados e

respectivamente designados de FAX OU FAX (SMITH & HARTLEY,

2
1983). A estrutura corresponde a da fig. 57 e identifica-se
como uma "xilodextrina-limite de terminal nao redutor" de ara-
bino(glucurono)xilana ou seja hemicelulose do tipo encontrada
em bagaco de cana. Em fungos dos géneros Schizophyllum (MAC-
KENZIE & BILOUS, 1988) e Aspergillus (JOHNSON, SILVBA, MACKEN-
ZIE & FONTANA, 1989), estdao descritas atividades esterasicas
capazes de promover a liberacdao deste tipo de substituintes
feruloil-éster. Obviamente, se o material hemiceluldsico &
extraido nas condicOes alcalinas classicas, o substrato resul-
tante perde esta informacao de estrutura fina dada a labilida-
de da ligacdao éster em meio alcalino. Por esta razao, subs-
tratos feruloilados mais definidos (em funcao do reduzido DP
do "core" (xilosil)n) s60 podem ser preparados a partir de com-
plexos ligno-hmiceluldsicos nativos quando se utilizam insumos
enzimaticos que satisfazem duas condigdes conjuntas:

a) alta eficiéncia celulolitica/hemicelulolitica, e

b) auséncia deste tipo de esterases.



Fig. 57.
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Estrutura do FA(X),: um oligossacaridio limite da (hemi)ce-
luldolise exaustiva de heteroxilana de bagaco de cana por
acao de celulase fungica (Celluclast®).*

xX) = B~D-xilopiranose

(X)---(X) = D-xilobiose
B~-0-4~(D-xilopiranosil)-D-xilopiranose

(A) = g -L-arabinofuranose

(F) = acido ferulico (feruloil éster)

(*) obtencao de FA(X)p : Materiais e Metodos.
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CHZCHCOOH
— CH=CHCOOH
Ho 0CH;
OH
KCIDO p-COUMARICO ACIDO FEROLICO

Fig. 58. Estrutura de alguns acidos fenol-carboxilicos que esterifi-
cam a cadeia polissacaridica de glicanas pécticas e hemice-
lulosicas.
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O caminho de fragmentagao hidrolitica por acido mineral também
nao se aplica, visto que ligagbes glicosidicas do tipo (comum
tanto a celulose gquanto a hemicelulose) s3o mais resistentes a
hidrolise que o éster feruloil-arabinose. Alternativa, ou cu-
mulativamente ao acido ferulico (fig. 58), o analogo
2-demetoxilado, acido p-coumarico também ocorre como substi-
tuinte nos polimeros antes mencionados. Na tabela 10, apare-
cem os dados de cromatografia gasosa para monitoramento e
quantificacdo das atividades de acido fertlico- e acido
p-coumarico-esterases ("ferulicase" e "p-coumaricase") presen-
tes no suco gastrico de M. paranaguensis, atuando sobre subs-
tratos da série FAX e sobre bagaco de cana nativo.

O suco gastrico de Megalobulimus contém atividade(s)
esterasica(s) para liberacao de ambos os acidos fe-
nol-carboxilicos (em adicao ao teor pré-existente em forma li-
vre), permanecendo aberta a questdo se &€ uma mesma enzima ou
enzimas diferentes o(s) agente(s) catalitico(s). No bagaco de
cana nativo (apenas pré-tratado com vapor fluente para entu-
mescimento do complexo ligno-hemi-celuldsico), a acdo do tipo
"ferulicase" € mais claramente visivel, em funcdo de o subs-
trato-controle estar completamente isento de acido ferulico
livre. Esta condicdo também €& lograda utilizando-se como en-
zima o suco gastrico previamente filtrado por Bio Gel P-2 ou
Sephadex G-25 (fig. 59-A). As demais figuras (59, -B, -C e
-D) documentam as corridas cromatograficas em fase gasosa so-
bre fase estacionaria do tipo metil-silicona (derivados da in-

cubacao na forma de silil-derivados).
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Fig. 59. Cromatograma em fase gasosa (GLC) de silil-derivados

padroes de acidos fenol-carboxilicos p-Coumarico e
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(Condicoes de derivatizacao e corrida: tabela 11).
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GLC de silil-derivados da reacao de bagaco de cana nativo com
suco gastrico de M. paranaguensis: acao moderada de

roil e Feruloil-esterases.

p—-Couma-
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TABELA 10. MONITORAMENTO CROMATOGRAFICO EM FASE GASOSA (GLC) DE DERIVADOS
SILILADOS DE ACIDOS FENOL-CARBOXILICOS LIBERADOS PELA ACAO DO
SUCO GASTRICO DE M. paranaguensis SOBRE MATERIAIS LIGNO-HEMI-

CELULGSICOS.
PADROES / AMOSTRAS Rr A(x1073) D:fé/ii
P-1  Acido p-coumarico 7,09 - 75,4 - -
P-2  Acido fertlico - 10,59 - 44,9 -
S L es o s ew o sl
v BT 5 mers
A3 Sﬁigﬁ El§ ;:gg 10:59 3:8 0:4 2,6 /0,8

Alvo:

Determinacao comparativa da agao de acido p-coumarico e de acido ferulico-esterases ('"p-cou-
maricase" e 'ferulicase').

Condigcoes de GLC:

. amostras anidras diretamente sililadas com BSTFA, apos solubilizagao ¢/ piridina;
. coluna capilar de SE-30 (250C2; on WCOT), de silica y{trea6 25 m, D.I. = 0,22mm, operada
isotermicamente a 205°C (11 min), seguindo programagao a 8°C/min ate 15 min.

Ry = tempo de retencao (minutos, 1/100s min)
A; = area integrada
Dif. A = diferenca de area integrada entre amostras-controle incubadas sem enzima (-) e

amostras incubadas com suco gastrico de Megalobulimus paranaguensis (+).
pré-FA(X), = fragao soluvel em metanol anidro, de bagago de cana exaustivamente incubado com
Celluclast® (celulase fungica da Novo Industri) (relagao substrato (g) : enzima
(ml) = 10 : 1); 45°C, 36 h.
CB-SW = (Cane Bagasse - Steam Swollen) Bagaco de cana intumescido em autoclave a vapor

fluente.

Obs.: Previamente a derivatizagao, cada amostra de incubado foi colhida da fase superior de
uma particao ¢/ 1 vol. de MeOH + 4 vol. de Acetato de Etila + 1 vol. de Eter +1vol.
de Agua.
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9.5 Sinopse de algumas atividades hidrolasicas do suco gas-
trico de M. paranaguensis para substratos hemiceluldsicos
e correlacionados.

Na tabela 11, as enzimas do complexo R-xilanolitico,
além de CarboxiMetilCelulase (CMCase) e o-manosidase, aparecem
expressas por suas atividades especificas. Os valores sdo su-
postos ser mais elevados, em funcdo desta preparacao ter sido
objeto de manipulacao excessiva e de transporte sem garantia

de efetiva refrigeracao.

10 0o-XILO-D-GLUCANASE

As xiloglucanas sao polissacaridios neutros associados
a parede celular de diversas espécies botanicas (ALBERSHEIM,
1976) e sua estrutura basica corresponde a da fig. 60. Apre-
sentam, pois, trés aspectos de estrutura completamente opostos
em relacao as hemiceluloses:
a) D-xilose é um substituinte singular do "core" celuldsico

principal;

b) a pentose se une por ligacdo do tipo 1,6;
c) a configuracdao anomérica & do tipo a.
A xiloglucana de soja ou ervilha sdao modelos intensamente es-
tudados (p.e., pelo grupo de HAYASHI & MATSUDA, 1981), mas a
maior parte destes estudos se concentra em biossintese em cul-
tura celular, interacdoes com celulose e estrutura molecular
fina (e.g., presenca de residuos adicionais de D-galactose de
L-fucose). Quanto a enzimas de metabolizagcao deste tipo de
glicana, as hidrolases investigadas se restringem a

B-glucanases inerentes as proprias plantas (HAYASHI, WONG &



137

TABELA 11. PERFIL ENZIMATICO DO COMPLEXO HIDROLASICO DO SUCO GASTRICO DE

M. paranaguensis*

ATIVIDADE HIDROLASICA U/ ml U / mg PROTEINA (AE)!

1. Complexo xilanolitico

1.1 endo- B'-(l,h)-xilanase 3,65 1,06
1.2 L-0 -arabinofuranosidase 1,08 0,31
1.3 O -(4-0-Me)-glucuronidase 0,11 0,03
1.4 O-Acetil-xilana esterase 0,08 0,02

2. Complexo celulolitico
2.1 carboximetilcelulase 19,97 5,80

3. Complexo mananolitico
3.1 O -manosidase 0,21 0,06

(determinacoes por K.G. Johnson, dbs-NRC, Canada).

* Suco clarificado por centrifugacao foi filtrado por BioGel P-2 (exclusao
p/ 2x10° Kdaltons) para remocao de catabolitos de baixo peso molecular,
liofilizado e ressuspenso em tampao fosfato 10 mM pH 6, até uma concen-
tracao de sclidos totais do original = (conteudo proteico de 3,44 mg/ml
medido pelo método da BioRad, usando Coomassie B. Blue).

Atividade especifica: pmoles de poder redutor ou produto de reacao / mg
de proteina / minuto de incubacao a 50°C a pH 6.

Substratos:

1.1 Xilana de Larix sp.

1.2 p-nitro-fenil-arabinofuranosidio

1.3 Oligossacaridios acidos de baixo DP obtidos por incubacdo xilana de
larigo com endo-xilanase purificada de Schizophyllum commune

1.4 Xilana de Larix sp. quimicamente re-0O-acetilada

2.1 CMCelulose de alta viscosidade (Sigma)

3.1 Manana de parede celular de S. cerevisiae
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(*) Notar os residuos singulares de o-(l,6)-D-xilopiranose
inseridos no "core'" tipo celulédsico.
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MACLACLHAN, 1984). Mesmo quando se utiliza enzimas de micror-
ganismos (HAYASHI & MACLACLHAN, 1984) o objeto € a depolimeri-
zagao do "core" celuldsico. Um uUnico trabalho que se refere a
atividade de o-xylosidase trata de enzima isolada de meio de
cultivo de A. niger induzido com "Glyloid" (xiloglucana de se-
mentes de T. indica, parcialmente modificada por "Sanzyme
1000", tambem obtida de Aspergillus, mas da sp. oryzae) (JUNI-
CHI, KATO & MATSUDA, 1985). A observacao preliminar de que
xilose podia ser liberada a partir da matéria gomosa de semen-
te de tamarindo, prévia eliminacdao da mucilagem envolvente da
semente (FONTANA, dados nao publicados), aconselhou uma inves-
tigacao mais profunda. Conseguido novo suprimento de fonte de
substrato, a xiloglucana foi preparada (tabela 12) e parcial-
mente caracterizada. Tanto o extrato original (Tot) quanto
sua fracao hidrossoluvel a 5 krpm (S-5), apds hidrdlise exaus-
tiva com suco gastrico de M. paranaguensis, rendem ambos mo-
nossacaridios representativos da estrutura: D-xilose e D-glu-
cose (fig. 62 e tab. 13). O pesomolecular (curva mediana, fig.
61) da fracao completamente hidrossoluvel deste preparado exi-
biu um peso molecular bem inferior em comparagao com agquele
reportado para a xiloglucana de ervilha (p.m. = 3,3 x 105).
Na mesma coluna de Sepharose CL-48, o perfil de "xiloglucana-
se" de suco gastrico de M. paranaguensis (curva inferior, fig.

61) acompanha exatamente o perfil proteico (A nm; curva su-

280
perior) fortemente incluido na coluna, quando se mede a ativi-
dade hidrolitica em termos de poder redutor liberado. Esta
imprecisdo técnica foi entao corrigida mediante o monitoramen-

to cromatografico em camada delgada para os produtos de reacao

(fig. 63) para discriminar se havia uma liberacdo simultanea
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PREPARACAO DE XILOGLUCANA BRUTA DE SEMENTES DE Tamarindus in-

dica

SEMENTES

l

(20 unidades; 12, 16 g peso umido)

!

entumescimento em agua fria

!

remocao da testa

}

trituracao em Omni-Mixer com agua quente

}

extracao em banho-maria fervente (4 X)

|

filtracao por la de vidro
l |
EXTRATO HIDROSSOLUVEL A QUENTE (550 ml)

}

resfriamento; centrifugacao a 5 krpm (10°C)

SOBRENADANTE (S-5)

¥
2,68 g*

PRECIPITADO (PP-5)

¥
0,72 g*

* peso seco, apos precipitacao com 4 volumes de etanol e gravimetria do po

cetonico final.
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TABELA 13. PROPRIEDADES DA XILOGLUCANA BRUTA EXTRATDA DE SEMENTES DE T.

indica
FRACOES
PROPRIEDADES
Total P-5 S-5
Composigao monossacaridica principal glc,xil (glc) gle:xil (-2:1)%
Rotacao otica especifica - - + 899 %
% de hidrolise com suco gastrico Mp 51% 27% 62% ***k

* composicao glucose : xilose = 10 : 6 para xiloglucana de ervilha, além

k%

*k%k

de menor teor de galactose e fucose.

fracao filtrada por Sepharose CL-4B; ensaio paralelo para xilana de La-

rix sp. = -80° (determinacdo p/ P.A.J. Gorin, UFRJ).

ensaio com enzima de M. paranaguensis filtrada por BioGel P-2/P-4 (1l:1)
e % de hidrolise expressa como poder redutor (Ag35nn) observado para
ensaio teorico contendo 100 microgramas de carboidrato total como subs-
trato. A natureza dos produtos de reacao por T.L.C. : glucose e xilo-
se, juntamente com 5 a 6 oligossacaridios de mobilidade cromatografica

visivel
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Fig. 61. Filtracao molecular em gel do suco gastrico de M. paranaguensis
(S-10) e monitoramento da atividade de o -D-xilo-B-D-glucanase
(XGTase).

Coluna: Sepharose CL-4B; 1,6 x 50 cm; Vt ~ 100 ml; equilibrada e
elufda com tampao acetato sodico 50 mm pH 5,5; amostra
aplicada: 1 ml de S-10.

= 06——0

A280 om protelna

= 0——0

A535 om atividade de xiloglucanase (ou glucanase)

No mesmo gel, apos lavagem e re-equilibrio com LiCl 50 mm foram
aplicados 3 ml de xiloglucana S-5 de T. indica =

As dextranas de calibracao foram corridas com o mesmo eluente.
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Cromatograma em camada delgada (TLC): Produtos da hidrolise
exaustiva de xiloglucana de tamarindo pelo componente a-xilo-
B-glucanase do suco gastrico de M. paranaguensis (S-10).

(Condicoes de corrida: similares as da fig. 41).

Amostras:

incubacoes de xiloglucana (XGT) Total (Tot), Soluvel (S-5) e In-
soluvel a 5 krpm (P-5) na ausencia (=) ou na presenca (+) de su-
co gastrico de caracol (S-10), em tampao acetato 50 mM pH 5,5
por 24 h a 40°C.

Aplicados na cromatoplaca o sobrenadante da inativacao de cada
ensaio com 3 vol. de metanol.

Padroes:

0 = celobiose

1 = D-glucose

2 = D-xilose + B-D-xiloligossacaridios

3 = B-D-laminari- biose, -triose e -tetraose.
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Cromatograma (TLC) do perfil de atividades de o -xilo-B-glucana-
se ou B-glucanase no suco gastrico de M. paranaguensis e suas
fracoes de filtracao em Biogel P-60.

(Cromatoplaca = S{lica Gel 60, Merck; solvente = acetato de eti-
la : acido acético : isopropanol : acido formico :agua 25:10:5:1:15
revelador = orcinol 0,25g%7 em metanol:HS0; (95:5) aquecimento
brando - 90° - 3 min).

Amostras: (do ensaio com xiloglucana S-5 de T. indica)

37 e 80 = fracoes da coluna de BioGel enriquecidas na atividade
B-glucanasica.

23 e 29 = idem enriquecidas na atividade de a-xilo-8-glucanase
ou a -xilosidase + B -glucanase

S-10 = suco gastrico de M. paranaguensis (da mesma partida
aplicada a coluna), contendo as mesmas atividades das
fracoes 23 e 29.

Padroes: (em ordem decrescente de migracao)

xil = D-xilose

glc = D-glucose

celob = celobiose

I = mistura dos padroes

Blanks: para enzima (S-10) e substrato (XGT).
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dos dois monossacaridios em todas fracdes que compbe o perfil
amplo de eluicdao. No caso, fracbOes "ativas" em xiloglucanase
(critério de liberacao de poder redutor), obtidas em uma colu-
na de menor faixa de fracionamento (Bio Gel P-60). Compro-
vou-se que uma atividade geradora de oligossacaridios (com DP
> celobiose) esta disseminada por todo "arco" de eluigao,
mas que a atividade geradora de xilose + glucose + dissacari-
dio com Re intermediario entre glucose e celobiose (provavel-
mente isoprimaverose) estava mais restrito as fracdoes do cen-
tro do "arco" de eluicao (linhas 29 e vizinhas a menor). Em
nenhuma circunstancia de fracionamento do suco gastrico de Me-
galobulimus paranaguensis (fig. 64) pode-se encontrar uma si-
tuacdo em que qualquer preparagcdao liberasse exclusivamente
D-xilose ou, em outras palavras, ndao se pode detectar uma se-
paracdo ou purificacdo da atividade de o-xilosidase, a qual
persistiu, em todos os casos, acompanhada da atividade de
B-glucanase. Este & um ponto que permanece pois, em aberto,
para futuras investigacOes com o suco gastrico de M. parana-
guensis: separacao das duas hidrolases (xilosidase e glucana-
se) cujas acoes se dao sobre os dois tipos diferentes de con-
figuracao anomérica: e respectivamente ou, alternativamente,
comprovacao de que tdo diferente trabalho hidrolitico (liga-
coes 1,4 e 1,6, além da distinta configuracao) seja cumprido

por uma mesma entidade enzimatica (proteica).

11 HIDROLISE DE SUBSTRATOS CONTENDO D-APIOSE

Apiose & uma pentofuranose ramificada (BELL, 1962) que

integra alguns glicosidios como a apiina e algumas galacturo-
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Fig. 64. Cromatograma em camada delgada (TLC): monitoramento da atividade
de a-xilo-f-glucanase em diferentes fracoes derivadas de suco
gastrico de M. paranaguensis.

(Condicoes de corrida: similares as da fig. anterior)

Padroes: (em ordem decrescente de migracao)

Xn = D-xilose + 8-1,4-D-xiloligossacaridios
xil = D-xilose

glc = D-glucose

celob f-celobiose

celoli = B-celoligossacaridios

Amostras: (+) para a atividade a-xilo-f -glucanasica

1EF-3 = fracao 3 da esoeletrofocalizacao preparativa (pl ~ 4;
fig. 6),

DEAE-AA = fracao acida da coluna de DEAE-BioGel A (eluato com
acetato de amonio 1 M)

CM-A = fracao acida da coluna de CM-BioGel A (eluato aquoso
inicial = V,)

CM-A/SF-m = a fracao anterior, em eluicao de afinidade em micro-
-coluna de SolkaFloc (eluato na faixa de ~2 x V).

BG/P-60 = fracao de S-10 excluida em coluna de BioGel P-60.

SephCL-4B = fracao de S-10 incluida (zona de V¢) na coluna de
Sepharose CL-4B.

PAn = Pectinase (bruta) de A. niger

T = hidrolizado trifluoracético de xiloglucana (2 M; 100°C; 18 h)
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nanas (figs. 65-A e 65B). Faz parte do grupo dos "agucares
raros" encontrados na natureza e sua insercgao, como residuo
terminal, em glicosideos e polissacaridios gerou uma teoria de
que a mesma conferia resisténcia frente & degradacao microbia-
na (BACON & CHESCHIRE, 1971). A presenca de apiina em deter-
minada planta ndo & por si sd indicativa de que a planta con-
tenha polissacaridios apiosilados (WATSON & ORESTEIN, 1975).
Com referencia ao metabolismo de apiose, os trabalhos se con-
centram na atividade das transferases envolvidas na biossinte-
se de substratos apiosilados (PAN & KINDEL, 1977; MASCARO &
KINDEL, 1977). ©N&ao parece haver na literatura nenhum trabalho
dirigindo especial atencdo ao processo 1inverso: hidrolases
que sejam especificas para a hidrdlise de apiose a partir de
substratos naturais apiosilados. Uma comunicagao prévia em
que se observou desdobramento de apiina por acdao de suco de
caracol (FONTANA, FEIJO & DUARTE, 1976) foi entdo retomada com
o objetivo de uma investigacao mais sistematizada pois a época
o suco gastrico usado era uma preparacao totalmente bruta em
gue ndo se adotou nenhum procedimento de eliminacdo de possi-
veis contaminacOes microbianas. Uma dificuldade para avaliar
a liberacadao de apiose & a conhecida confusao deste aglcar ra-
mificado com pentoses ou deoxi-hexoses em ensaios cromatogra-
ficos. Na fig. 66 (linha 2) pode-se ver a satisfatdria reso-
lucdo cromatografica para 4 monossacaridios de interesse nesta
questdao, quando se usa um solvente especialmente desenhado
(FONTANA, GEBARA, BLUMEL, SCHNEIDER, MACKENZIE & JOHNSON,
1988): L-ramnose, D-xilose, L-arabinose e acido D-glucurdnico.
Mesmo assim, D-apiose (apontada com uma seta horizontal) pode

ser confundida com L-arabinose, embora a resolugao para O
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Fig. 65-A. Estrutura da Apiina

Apiosidio; apigenina-7-glucosil-apiose; 4', 5, 7-
tri-hidroxi-flavona-7-glucosil-apiosidio  (2-0-8 -
D-apiofuranosil- B-D-glucopiranosil)oxi)-5-hidroxi-
2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona.

Apg = Apigenina

Glc = Glucose
Ap = Apiose
oG co6 o0 oo™
o) 0 0
5 A
-_._-0-..
1
N
0
I\CH,OH
OH
H 0
H H,OH
OH OH

Fig. 65-B. Segmento de estrutura da Apio-galacturanana de Lemma
minor ("erva-daninha-de-pato").



Fig. 66.

149

Cromatograma em camada delgada (TLC) da hidrolise acida (TFA) ou
enzimatica (S-10) de substratos naturais D-apiosilados.

(Corrida: similar a da fig. 63).
Bl. S-10: "blank" de enzima de caracol (S-10).

Padroes: (em ordem decrescente de migragao)

1 = L-fucose, D-glucose, celobiose, celodextrinas

2 = L-rhamnose, D-xilose, L-arabinose, acido D-glucur

3 = Apiina (apigenin-7-glucosil-apiosidio)

3'= hidrolizado trifluoracetico (TFA 0,3 M - 100°C - 15 min) da
apiina.

4 = D-xilose + xiloligossacaridios (série B-1,4)

Amostra: incubada na auséncia (=) ou na presenca (+) de suco gas-
trico de Megalobulimus paranaguensis
PS-6 = "apiopectina" (= apio-galacturanana) de Petroselinum sp.
(extrato com oxalato de amonio a partir de massa umbelal
previamente extraida com solventes organicos e agua).

Notar: a evidencia para uma putativa atividade de D-apiose hi-
drolase ("apiase'") no suco gastrico de Megalobulimus pa-
ranaguensis,
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substrato original (apiina = apiosil-glucosil-apigenina; linha
3, fig. 66) e seu derivado parcial de deapiosilacao (apigeni-
na-glucosidio; mancha de maior migracdo na linha 3') sejam ex-
celentes. Na mesma figura, analisou-se uma amostra de apioga-
lacturonana (apiopectina) extraida de Petroselinun sp. (linha
PS-6 (-)) ou a mesma apds tratamento com suco gastrico de M.
paranaguensis (linha PS-6 (+)) (ambas as amostras sao sobrena-
dantes metandlicos das incubacdOes exaustivas na auséncia e
presenca de enzima, respectivamente). O problema foi entao
re-examinado com um novo solvente (propanol : nitrometano :
agua : acetato de etila; 10:4:8:10,5) na mesma fase estaciona-
ria (silica gel microgranulada), de modo a resultar numa mi-
gracdo para apiose em posicdo intermedidria entre ramnose e
xilose. Nestas condig¢bOes, ndo se logra resolucao entre gluco-
se e arabionose, mas ambas migram aquém dos demais monossaca-
ridios antes mencionados. Mantém-se, por outro lado, Otima
resolucdao para apiina e apigenina-glucose (as quais também sao
facilmente localizaveis pela fluorescéncia a luz UV de compri-
mento 1longo). Ademais, paciente revelacao com  orci-
nol-sulfirico permite uma clara diferenciacdo através das co-
res resultantes para os distintos acucares livres: D-apiose
resulta uma cor entre marrom-claro e marrom-escuro (dependendo
do tempo de aquecimento), possivelmente por ser uma pentose
ramificada que, por desidratacdao, nao forma furfural (VONGE-
RICHTEN, 1906). Observando agora o comportamento do hidroli-
zado de apiopectina por acdo do suco gastrico de Megalobulimus
paranaguensis (linhas ApPec) surge um claro indicio de uma
atividade de "apiase" (D-apiose hidrolase).

A técnica de analise de GLC de monossacaridios na forma
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Cromatograma em camada delgada (TLC): reforco a evidencia de uma
atividade do tipo D-apio-hidrolase no suco gastrico de Megalobu-
limus paranaguensis.

Cromatoplaca: SilicaGel 60, Merck
Solvente : Propanol:Nitrometano:Agua:Acet. Etila 10:4:8:10,5
Revelador : Orcinol metanolico em HpS04

Padroes: (como assinalado na foto)
D-Apiose

Apiina

Apigenina-glucosidio

D-glucose

L-ramnose + D-xilose

Amostra:

ApPec = (PS-6) = Apio-Pectina de Petroselinum sp. (extrato com
oxalato de amonio) incubada com suco gastrico
de M. paranaguensis.

(A.T. = Azul de Timol, marcador de corrida).
(0s contornos em "spots" denotam fluorescéncia sob iluminagao de

ultravioleta de comprimento de onda longo (UV3gs5nm) em inSpecéo
prévia a nebulizacao com o reagente de orcinol).
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de derivados per-sililados (sem prévia reducao com derivados
per-sililados (sem prévia redugao com boridreto sdédico, ou
seja, sem eliminacao dos andomeros e conseqglientemente sem aber-
tura do anel, e, portanto, preservando-se o equilibrio de for-
mas pirano ou furano) resulta na obtencdo, para cada monossa-
caridio, de 2 a 4 picos. A vantagem (descontada a simplifica-
cao obtida no método de reducao prévia em que o alditol resul-
ta em um Unico pico) é que a variedade de picos reforca o grau
de seguranca na identificagdo por comparacdo com o respectivo
padrao. Isto combinado ao emprego de coluna capilar, melhora
todavia a andlise e interpretaciao. Na tabela 14, resgata-
ram-se os dados individuais das corridas cromatograficas cons-
tantes das figs. 68-A até D. Os resultados claramente confir-
mam a existéncia de uma atividade de "apiase" (apio-
se-hidrolase) no suco gastrico de M. paranaguensis, mais ativa
para apiopectinas (amostras PS-6 e PS-4) do que para glicosi-
dios apiosilados (amostra PS-3). Os ultimos oferecem a difi-
culdade de gerarem géis rigidos ou extremamente viscosos, por-
tanto, a possibilidade de restrigao a acgdo da enzima por pro-
blema de solubilidade. O emprego de temperaturas mais eleva-
das nas incubac¢des (para melhorar a solubilidade) hd que ser
tomado com cautela, pois a ligacao apiose-glucose & muito 1la-
bil. A referida atividade de "apiase" pode igualmente ser de-

tectada, quando se empregou a combinacdo de Celluclast® + pec-

tinase fungica (amostra PS-6 + C/P).
12 ATIVIDADE LIPASICA DE SUCO GASTRICO DE M. paranaguensis

Este grupo de hidrolases foi investigado utilizando-se



TABELA 14. ANALISE CROMATOGRAFICA EM FASE GASOSA (GLC) DE DERIVADOS SILILADOS DE D-APIOSE E OUTROS
MONOSSACARIDIOS LIBERADOS DE SUBSTRATOS APIOSILADOS NATURAIS POR ACAO DO SUCO GASTRICO DE
M. paranaguensis.
PADROES RT
AMOSTRAS intensidade dos picos
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