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RESUMO

A trealase micelial de ScopulaJiiop-òlA bn.o,vlc.aallò foi 
purificada 362 vezes com 51% de rendimento. A enzima mostrou ser 
altamente específica para a trealose com Km de 0,48 mM. A ativi­
dade catalítica máxima foi observada pela incubação da enzima com 
a trealose em pH 6,0 - 6,2 a 459C e apresentou energia de ativa­
ção de 12 kcal/mol. Trata-se de vima gliooprotéina tetramêrica 
com peso molecular estimado em 430.000. A enzima apresenta natureza 
acídica com pi em torno de 2,9. Constatou-se inibição do tipo com­
petitiva pelo Tris (Ki = 71 mM) e PCMB (Ki = 0,11 mM) e não com­
petitiva pelo Hg++(Ki = 0,016 mM). Este fungo sintetiza grande 
quantidade de trealase em baixas concentrações de amido ou maltose. 
A síntese da trealase sofre o fenômeno da repressão pela glucose. 
Experimentos efetuados com a cicloheximida, um antibiótico conhe­
cido por inibir a síntese proteica, indicaram que a produção da
trealase em presença de amido ou maltose i decorrente da síntese 
"de novo". A trealase micelial possivelmente ê a mesma daquela 
encontrada no meio de cultura,por apresentarem propriedades seme­
lhantes .
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1. INTRODUÇÃO

1.1. TREALOSE.

A a,a—trealose é um dissacarídeo não redutor composto 
por duas unidades de glucose unidas por ligação glicosídica a(l-tL), 
isto é, o carbono anomérico de uma molécula de glucose está ligada â hidro- 
xila do carbono anomérico da outra. Este açúcar se encontra lar­
gamente distribuído na natureza, particularmente nos fungos, le­
veduras, bactérias, plantas e invertebrados ( 7, 31 ), constituin­
do ainda a maior concentração de carboidratos no sangue de inse­
tos ( 61 ).

Em microrganismos, têm sido relatados valores muito os­
cilantes para os teores de trealose por peso seco de célula. Em 
SacchaSLomyce.6 cz^ZvZòZae. ocorrem variações de 1 a 23%, dependendo 
das condições de cultivo e estágio do ciclo celular (63 ). Em di­
ferentes espécies do gênero CandZda a variação ê de 1 a 6% ( 1 ).

Em fungos as concentrações desse dissacarídeo variam de
1,5 a 35%, sendo 1,5% em conídios de A6pe.JigZZZu6 ofiyzae. ( 57 ) e 
30 a 35% em esporos de Vhycomyc.e.6 bZake.6Zze.unu6 (110, 114 ) . Va­
lores intermediários de 5% foram observados em esporos de VZctyo6-
tzZZum dZ6c.oZde.um ( 15 ) e 15% em Nzuh.o6pon.a zfia66u ( 54 ) .

i
i

1.1.1. FUNÇÕES DA TREALOSE.

Por se tratar de um açúcar de ocorrência generalizada, 
várias funções lhe é atribuída:
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a) substância de reserva em plantas ( 98 ) , insetos ( 61 ) e fun­
gos e leveduras { 14, 50, 57, 63, 76, 87-88, 108 );
b) fonte de energia para (i) divisão celular de leveduras ( 85 ), 
(ii) crescimento de Baclllui popllllaz ( 6 ) e do esporozoãrio 
NoAzma apti ( 112 ), (iii) germinação de leveduras (89)e esporos 
de StJ12.ptomyc.Zi> hygfioi> coplcui (53), Vlctyoòtzltum di&coldzum 
(16) e Mzufioipofia a w u  (50), (iv) vôo dos insetos (75);
c) osmoregulação, desempenhando um papel como agente protetor na 
manutenção de estrutura das macromoléculas e do citoplasma no es­
tado de "stress" em Sac.ckafLomyc.Zi> czfczvtilaz (63) , bem como da 
membrana plasmãtica durante a perda de água (anidrobiose) (26).

1.1.2. BIOSSÍNTESE DA TREALOSE.

A biosslntese da trealose ocorre geralmente pela trans­
ferência de D-glucose da uridina 5'-di-fosfato-glucose para D-glu- 
cose-6-fosfato, catalisada pela trealose -6-fosfato sintase. O 
produto formado sofre ação posterior de uma fosfatase, dando ori­
gem a trealose pela remoção do grupamento fosfato, como foi des­
crito por CABIB & LELOIR em 1958 (11) para leveduras.

Excelentes revisões foram feitas por BIRCH (7), ELBEIN 
(31) e PANEK (88), onde são relatados estudos das enzimas envol­
vidas na biosslntese da trealose em leveduras de panifiaação, in­
setos e outros invertebrados. ELBEIN (31) menciona a variação da 
síntese da trealose durante a diferenciação morfológica de Vtc- 
tyoàtzZtum dticotdzum. Foram descritas a utilização de outros és­
teres de nucleotídeos fosfatados como doador de D-glucosila, tais 
como, GDP-D-glucose para Stn.zptomyczi> hygfioòcoptcuò (52) e Saccka- 
fiomyczò czfizvtòtazi 83) ou ADPG, CDPG e TDPG além de UDPG e GDPG 
em MycobactzfLtum òmzgmattò (31) , porém, neste último caso, há di­
ferença na eficiência entre os doadores de glucosila.
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Outro mecanismo de síntese da trealose, independente da 
trealose-6-fosfato sintase, foi sugerido por OPERTI et al.(83) em 
1982, ao estudar uma mutante de Sa.ce.ha.tiomyc(L& c.2Ae.vi.t>Lao, deficien­
te na atividade da trealose-6-fosfato sintase, portanto, incapaz , 
de acumular a trealose durante o crescimeíito em meio contendo glu­
cose ou galactose,ou em condiçoes nao proliferantes em presença de 
glucose. Esta cepa, no entanto, consegue acumular a trealose quan­
do cultivada em meio contendo maltose como fonte de carbono. Isto 
demonstra que o acúmulo de trealose é regulado pelo produto do 
gene que governa a fermentação da maltose em leveduras. Tal afir-. 
mação foi comprovada pela introdução de um gene MAL constitutivo 
( capaz de fermentar a maltose ) em cepa sstl ( trealose-6-fosfa­
to sintase inativa ). Isto resultou em cepa capaz de acumular tfe- 
ilose durante o crescimento em glucose, mas, não restaurou a ca­
pacidade de converter a glucose em trealose nas condições não 
proliferantes.

Em sua revisão, PANEK (88) mencionou que a pesquisa pa­
ra isoenzimas de trealose-6-fosfato sintase, utilizando GDPG ou 
ADPG como doador de glucosila, foi negativa. Sugeriu então, uma 
possível reação do tipo descrita por MARÉCHAL & BELOCOPITOW (73) 
para Eugtena gn.acÃ.i.Â.0, que pode catalisar a síntese da trealose 
no sentido reverso da reação fosforolítica. A síntese da trealose 
ocorre pela reação de a-D-glucose e B-D-glucose-l-fosfato.

1.2. TREALASE.

i
A etapa inicial do metabolismo da trealose depende da j 

sua hidrólise a duas moléculas de glucose, pela reação catalisada! 
pela enzima trealase, como segue:

Trealose + 1^0 --------- >- a-D-glucose + B-D-glucose. .
A análise cromatogrãfica dos produtos da reação da trea­

lase renal de porco resultou em duas moléculas de a-D-glucose(67).
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No entanto, com a trealase de Saucophaga baabata foi verificada a 
inversão parcial de configuração, ou seja, ocorre a liberação de 
quantidade equimolecular de a-D-glucose e 8-D-glucose (24). Resul­
tado idêntico foi descrito com a enzima de levedura (51).

Embora a trealase seja conhecida como uma enzima estri­
tamente especifica para a hidrólise da trealose, HEHRE et al.(51), 
em 1982, relataram que a trealase isolada do córtex renal de coe­
lho ou de CandZda. £tiopZaaZZò parcialmente purificada pode hidro- 
lisar 1-desoxi-l-flúor a-D-glucopiranosila ou 1-desoxi-l-flüor 8-

bD-glucopiranosila, bem como catalisar a transferencia do grupa­
mento glucosila de 1-desoxi-l-flüor 8-D-glucopiranosila para o 
aceptor a-D-glucopiranose, formando a,a-trealose como um interme­
diário que ê rapidamente hidrolisado. O sítio ativo, responsável 
pela hidrólise desses substratos, parece ser o mesmo da trealose, 
uma vez que eles inibem a enzima competitivamente.

Assim, a trealase pode catalisar as duas reações:
I- 1-desoxi-l-flüor a-D-glucopiranosila (ou trealose) + Ho0 ---

 *■ 8-D-glucose + HF (ou a-D-glucose)
II- 1-desoxi-l-flüor 8-D-glucopiranosila + a-D-glucopiranose ---

 ► , a,a-trealose + HF

1.2.1. DISTRIBUIÇÃO DA TREALASE EM ANIMAIS E VEGETAIS.

Os primeiros trabalhos com a trealase foram relatados por 
BOURQUELOT (10). Esta enzima hidrolítica tem sido isolada de di­
versos organismos, sendo caracterizada e purificada. Nos insetos,

í
foi detectada no sistema circulatório (20, 38) , nosi müscúlos (40,!
100) , no intestino (4, 100) e em homogeneizados (21), 61, 75) . Em 
mamíferos foram realizados estudos com as enzimas intestinais em 
ratos (79, 101), nos rins de camundongos (99, 106), homens (29,99), 
porcos, macacos,ratos, gatos, cabras, etc.(99). É encontrada tam­
bém em protozoários (112), plantas (98) e outros invertebrados (68).
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1.2.2. DISTRIBUIÇÃO DA TREALASE EM MICRORGANISMOS.

A trealase i encontrada em grande número de microrga­
nismos, dentre eles: k6pzn.gtZZu6 on.yzaz (57), Vtctyo6tzZtum dt6- 
cotdzum (15, 65), Uzun.0 6 pon.a cn.a66a (48, 50, 55,77) ,Uzun.o6pon.a 
tztn.a6pzn.ma (49), PuZZuZan.ta pu.llula.n6 (14, 76), Phycomycz6 bZa- 
kz6Zzzanu6 (108, 110), Sacchan.omycz6 czn.zvt6taz (51,63,64, 86,
115, 122), Ptcchta pa6ton.t6 (107), Schtzo6acchan.omycz6 pombz 

(58), Candtda tn.oplc.all6 (71), Uyc.obac.tzn.lum 6mzgmatl6 (91), 
Stn.zptomycz6 hygn.o6coptcuí (52, 91), P6zudomona6 &Zuon.z6 czn6 
(44) , HumtcoZa Zanuglno6a (94) , Tn.tchodzn.ma n.zz6zt (117) e ScZz- 
n.ottnta 6cZzn.otton.um (119) .

1.2.3. FUNÇÕES DA TREALASE.

Diversas funções para a trealase foram descritas:
a) a trealase exerce o principal papel no metabolismo da trealose 
(3) ;
b) desempenha uma função muito importante no crescimento e forma­
ção de esclerõcios em ScZzn.ottnta 6cZzn.otton.um (119);
c) desempenha função na germinação de Nzun.o6pon.a cn.a6 6a (55) , Vtc- 
tyo6tzZtum dt6cotdzum (16) e Phycomycz6 bZakz6Zzzanu6 (108);
d) a sua atividade é requerida para a mobilização da trealose ar­
mazenada em grande quantidade nas folhas de SzZagtnzZZa maA.£zn6tt 
(98) ;
e) promove a digestão da trealose ingerida, quando está presente
em organismos que não acumulam tal substrato (31);

I _

f) participa do transporte de carboidratos, sugestão esta devida
a sua presença na fração particulada das folhas de SzZagtnzZZa 
man.tzn6tt (98) ou ligada â membrana dos rins de coelho (99) . Porém, 
MALATHI & CRANE (72) declararam que a trealase não deve estar en­
volvida no mecanismo de transporte de açúcares no intestino de



roedores devido a ausência de inibição pela florizina;
g) pode ser usada como como instrumento para a determinação a­
nalítica da trealose (3, 38).

1.2.4. TREALASE E TREALOSE NO PROCESSO DE GERMINAÇÃO DE ES­
POROS .

Estudos preliminares relacionados com a utilização da 
trealose no processo de ativação e germinação de esporos foram 
realizados em hlzutioApon.a ztiaòAa em 1964, onde foi observado um 
aumento de 4 vezes na atividade trealãsica na germinação dos as- 
cosporos. (55) .

Nos micélios vegetativos de cepas de Mzufioòposia zaaAAa 
altamente conidiantes, a atividade trealãsica aumentou rapidamen­
te e o acúmulo do seu substrato é reduzido com o início da germi­
nação. No entanto, em conídios recém-formados, grande quantidade 
de trealose e trealase são encontradas (47).

CHAN & COTTER (19), estudaram a influência dos agentes 
utilizados para a ativação dos esporos de VZztyo&tzZZum dZòzoZdzum 
e observaram que a mudança quantitativa e temporária da trealase 
dependia do tratamento usado para a sua ativação, sendo o choque 
térmico o mais eficiente. .

CECCARINI (16) , analisou a relação entre a trealase e 
trealose durante o crescimehto e diferenciação celular de VZztyoA- 
tzZZum dZòzoZdzum e verificou que a enzima aparece durante a ger­
minação e desaparece na agregação, sendo liberada ao meio de cul­
tura. )iíVAN ASSCHE & CARLIER(lll) reportaram que nos esporos dor­)
mentes de PhycomyczA bZake.i>Zezanuóf a trealase ocorre em forma de 
baixa atividade e que após a quebra de dormência provocada pelo 
choque térmico, surge uma forma ativa. Essas enzimas diferem entre 
si pela termoestabilidade e sensibilidade à inibição pelo ATP,

-6-



-7-

sendo a trealase menos ativa mais suscetível a esse efeito inibi­
tório.

THEVELEIN et al.(108), utilizando os esporos deste mes­
mo fungo ativados pelo choque térmico, observaram que, no estágio 
inicial da germinaçao, ocorre o desdobramento da trealose mesmo 
sem a concomitante ativação da trealase. No entanto, no estágio 
subsequente há rápida ativação da enzima quando os esporos são 
colocados no meio de germinação e este aumento de atividade não 
é decorrente da síntese protêica, uma vez que não é inibida pela 
ci cloheximi da.

Em esporos dormentes de PZcchZa pa&ton.Z& (10 7) , a trea­
lase encontra-se inibida pelo ATP nas concentrações fisiológicas, 
ocorrendo,como consequência, pouca mobilização . da trealose. Nos 
esporos germinantes, porêm,ocorre o oposto. A alta atividade da 
enzima e a baixa inibição parecem ser responsáveis pela quebra 
de dormência e rápido desdobramento da trealose.

O aumento da atividade trealásica durante a esporulação 
e a sua ausência nas células vegetativas, bem como a capacidade . 
de acumular a trealose no meio isento de fonte de nitrogênio, fo­
ram observados somente em cepas esporulantes de SckZzoAacchaJiomy- 
ce-ó pombz. No entanto, os autores sugeriram a possibilidade de 
que este acúmulo de trealose e a indução da atividade trealásica 
durante a esporulação, sejam etapas preparatórias para a germina­
ção e não necessariamente um pré-requisito para a esporulação (58).

1.2.5. LOCALIZAÇÃO CELULAR DA TREALASE E DA TREALOSE.

A trealose ê encontrada em grande quantidade como car­
i drato de reserva em leveduras e esporos de fungos que normal- 

mra.ite apresentam atividade trealásica. Este fato sugere que a en­
zima e o substrato devam estar separados intracelularmente em com­
partimentos distintos e que durante os processos de ativação há
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liberação destes componentes (3, 50, 55, 110).
A presença da trealase na fração sòlüvel e da trealose 

ligada à fração particulada dos protoplastos de Sacchan.omyc.Z6 cz- 

n.zvi6laz foi descrita por SOUZA & PANEK (104) . Discordando destes 
resultados, KELLER et al.(63), em 1982, verificaram a localização 
vacuolar da trealase, enquanto que a trealose foi encontrada no 
citosol deste mesmo microrganismo. Estes autores atribuiram esta 
discrepância ao método empregado para o rompimento dos protoplas­
tos. Assim, um tratamento suave deixaria os vacúolos intactos se­
dimentando consigo o seu conteúdo. ÍPor outro lado, um método mais 
drástico poderia rompê-los liberando a enzima. No entanto, estes 
autores não conseguiram explicar a presença da trealose na fração 
particulada.

No mesmo ano, WIEMKEN & SCHELLENBERG (122) confirmaram 
a localização da tréalase ãtivã nos vacúolos e uma forma de trea­
lase zimogênio foi encontrada no citosol.

Em 1981, INOUE & SHIMODA relataram a presença de trea­
lase ativa na parede celular dos esporos e trealose na fração ci- 
toplasmãtica em Schtzo6acchan.omycz6 pombz (58).

Nos ascosporos dormentes de Nzun.o6pon.a cn.a6 6a, a trea­
lose ê encontrada no citoplasma, enquanto que a trealase está 
possivelmente associada à parede célular, sendo assim protegida 
contra o aquecimento, necessário para a ativação ( 22, 50, 55).

A trealase de Stn.zptomycz6 hygn.o6coptcu6 (91), de micê- 
lios de Nzun.o6pon.a cn.a66a (22, 54) e de kun.zoba6td.tum puZZulan6 
(14) tem sido encontradas na fração solúvel e (ou) ligada ã pare­
de celular.

1.2.6. REGULAÇÃO DA TREALASE.

O mecanismo de regulação da trealase parece envolver um 
processo de fosforilação e desfosforilação da enzima em um sistema



dependènte' de AMP cíclico (84, 114) .
A primeira referência sobre o envolvimento deste nucleo- 

tídeo cíclico na ativação da trealase foi observado por VAN DER 
PLAAT & VAN SOLINGEN (113), em 1974, quando verificaram que a 
trealose era rapidamente desdobrada na fase lag que antecede o 
crescimento, de leveduras. Nesta fase, a atividade trealásica era 
aumentada juntamente com a concentração de AMPc, sugerindo que o 
nível de trealose em leveduras é um processo controlado pela tre­
alase e AMPc e que requer ATP e Mg++. No ano seguinte, os mesmos 
autores (115) purificaram parcialmente a trealase "críptica" (i­
nativa) e uma proteína ativante. Supõe-se que esta seja uma pro-' 
teína quinase que-'-perde a dependência pelo AMPc durante a purifi-: 
cação, talvez, em decorrência da perda da. subunidade. regulatória.

Com base no conhecimento da localização vacuolar (63) 
da trealase ativa em SazzhatiomyzzA zzfizolòlaz, WIEMKEN & SCHEL­
LENBERG (122), mostraram, em 1982, que a trealase "críptica" (zi- 
mogênio) era citosõlica e que em presença de nucleotídeo cíclico 
era ativada pela fosforilação dependente de AMPc. Sugere-se então, 
que esta transformação pode iniciar úm processo de transfe­
rência da trealase ativa do citosol para os vacúolos.

Recentemente (1983), ORTIZ et al.(84), deram prossegui­
mento aos estudos de ativação da trealase utilizando várias cepas 
de Sacchaaomyczò zzKzvZòZaz. Em extrato de cepa de SazzhaA.omycz6 
zzft.zvZ&Zaz S2 886 ( normal' ) foi encontrado uma proteína quinase 
dependente de AMPc que tem a capacidade de catalisar a incorpora­
ção de Y fosfato marcado do ATP para a trealase "críptica". Esta
proteína quinase não tem efeito sobre a trealase ativa em mutan-

|
tes de Sazzhafiomyzz6 czfizvZòZaz deficientes,na capacidade de acu­
mular trealose e glicogênio. Isto sugere que as mutantes apresentam 
uma proteína quinase anormalmente ativa por perda da sua dependên­
cia pelo AMPc, mantendo a trealase e a glicogênio sintase na for­
ma fosforilada. A trealose não ê acumulada em presença da forma



mais ativa da enzima responsável pela sua degradação, enquanto 
que a síntese do glicogênio e prejudicada pela baixa atividade da 
glicogênio sintase.

UNO et al.(109) demonstraram que a regulação da inter- 
conversão da forma ativa e inativa da trealase é resultante do me­
canismo de fosforilação e desfosforilação. Esses autores mostra­
ram que a trealase é um dos substratos da proteína quinase depen­
dente de AMPc, portanto, a fosforilação é um processo de ativa­
ção da enzima. Além disso, a incubação da trealase previamente 
ativada em presença de fosfatase alcalina de origem bacteriana a­
presentou redução da atividade trealãsica, indicando que a treala­
se fosforilada foi inativada pela desfosforilação.

1.2.7. INIBIDORES DA TREALASE.

A presença de inibidores da atividade trealásica tem si­
do descrita no sistema circulatório de PanòtfiongyZui mzgZituA 
(20) , TfiZatoma vZttZcepA (12) e PhofimZa fizgZna (39) . Nos micror­
ganismos, a existência de inibidores da trealase tem sido mencio­
nada com pouca frequência. SUSSMAN et al.(105) encontraram um i­
nibidor de natureza protéica, em mutantes de NzufLOApofia cn.aé&a, 
que não apresentavam atividade trealãsica e nem metabolizavam a 
trealose. Em 1980, foi isolada uma cepa de S£tizp£omyc.e.A ZavanduZaz 
que produzia grande quantidade de um composto com estrutura quí­
mica idêntica ao da 1-desoxinojirimicina obtida quimicamente, de­
signada de S-GI, que tem a capacidade de inibir a hidrólise enzi- 
mãtica da trealclse (78) . Inibidor semelhante foi encontrado em

I , .uma leguminosa, LonchocaJipuA a z a ĉczua (33).t

1.2.8. OUTRAS VIAS DE DEGRADAÇÃO DA TREALOSE.

Outros mecanismos de degradação da trealose são descritcs
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na literatura. Em 1972, MARÉCHAL E BELOCOPITOW (.73) mencionaram 
uma clivagem fosforolítica, da trealose em EugZzna gn.actZt6 dando 
formação de glucose e g-glucose-1-fosfato, pela ação enzimãtica 
da trealose fosforilase. Mais tarde, um outro mecanismo diferen­
te foi proposto por BHUMIRATANA et al.(6), utilizando enzimas de 
Ba.cZZZu6 poptZZtaz. Neste caso, a trealose sofre inicialmente um 
processo de fosforilaçao dependente de fosfoenolpiruvato dando 
origem a trealose-6-fosfato, que é posteriormente hidrolisada pe­
la fosfotrealase com formação de glucose e glucose-6-fosfato como 
produto.

1.3. ESTUDOS RELACIONADOS COM O FUNGO ScopuZan.top6t6 bfizvt-

cauZt6.

O ScopuZan.top6t6 bn.zvZcau.ZZ6 é um epiparasita do corpo 
de frutificação de certos fungos presentes na madeira em decompo­
sição. Secreta uma série de hidrolases, dentre elas a trealase,pa­
ra a utilização da trealose (como fonte de carbono) presente, por 
exemplo, na orelha de pau.

Este fungo filamentoso tem sido isolado do solo, ar, 
estercos, queijos e outras fontes (60). É capaz de metabolizar a 
queratina (62) provocando onicomicose humana (36, 82). Quando i­
noculados em camundongos pode induzir atividade carcinogênica(9). 
O fungo tem a peculiaridade de produzir compostos organo-metálicos 
ao ser cultivado em meios contendo mercúrio(118), arsênio(17)e se- 
lênio ou telúrio(18). Esta propriedade é utilizada para a análise 
quantitativa do arsênio(60).

KISHIDA & YOSHIMURA (66) descreveram a presença de pro­
tease em' ScopuZan.top6t6 bn.zvtca.uZt6 capaz de hidrolisar a cadeia 
A e B da insulina. SINGH & VÉZINA (102) , por sua vez, isolaram 
uma enzima proteolítiea que hidrolisa a caseína, hemoglobina des­
naturada com uréia, gelatina, fibrinogênio e insulina, porém, sem

-11-
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efeito sobre a albumina do soro humano e ovoalbumina.
Pesquisas com este fungo vem sendo desenvolvido neste 

departamento, desde 1976. Entretanto, devido a uma classificação 
errônea, o microrganismo era denominado PZcnopoA.uA cZnnabaAZnúA . 
Foram realizados estudòs relacionados com a composição da parede

celular, onde a alteração morfológica resultante da relação en­
tre a glucosamina e a galactosamina depende da fonte de carbono 
utilizada para o crescimento do fungo (27). Estudos subsequentes 
do metabolismo de aminoaçücares foram efetuados por CARNIERI & 
AMARAL (13).

Foi constatada a presença de enzimas isocitrato liase 
e malato sintase pertencentes ao ciclo Qo ácido glioxílico, que 
são induzidas quando o fungo é crescido em meio contendo acetato 
ou etanol (2) .

Foi demonstrado , pela medida da atividade enzimática 
e por técnica de radiorespirometria que o metabolismo da glucose 
se dá através da via glicolítica e do ciclo das pentoses (56).

A análise das diferentes condições nutricionais sobre 
a síntese de enzimas do ciclo dos ácidos tricarboxílicos, bem co­
mo o metabolismo de glutamato foram estudados por PETIZ & AMARAL 
(92) .

Dentre as carboidrases de ScopuZaJiZopAZA Ap foi descri­
ta a obtenção de 8-galactosidase e sua imobilização em resina 
Duolite ( fenol formaldeído ), com a finalidade de promover a hi­
drólise da lactose presente no soro de leite (90) .

CRAWFORD (25) , p|or sua vez, relatou a presença de celu-
ii

».is«-:' no fungo ScopuZatiZopAZA bfievZccLuZZA e observou que a produ-!
ç~o desta enzima estava relacionada,de modo inverso, à disponibi­
lidade da concentração de nitrogênio.
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1.4. OBJETIVO.

Em virtude do importante papel desempenhado pela trealo­
se como carboidrato de reserva e também como agente protetor da 
membrana plasmãtica, parece—nos oportuno estudar as propriedades 
a trealase, o principal elemento envolvido na .degradaçao desse 
açúcar.

0 presente trabalho visa correlacionar as enzimas extra- 
celular e a intracelular. Portanto, tornam-se necessárias a ex­
tração e a purificação da trealase micelial para a determinação 
de parâmetros cinéticos e das suas propriedades com a finalida­
de compará-los com os da enzima liberada ao meio de cultura, cu­
jo estudo foi efetuado anteriormente (93).

0 conhecimento do efeito indutor do amido sobre a pro­
dução da trealase extracelular (93), possibilita executar expe­
rimentos buscando esclarecer o efeito desse polissacarídeo, da 
glucose e da cicloheximida na síntese e secreção da enzima.



2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. REAGENTES.

"Blue Dextran", CMC, estaquiose, gentiobiose, isomalto­
se, maltotriose, ^PNPG, rafinose, trealose, albumina do soro bovi­
no, albumina é hemoglobina "cross linked", catâlase, citocromo c, 
glucose-oxidase, peroxidase, tireoglobulina, tripsina, acrilamida, 
bis-acrilamida, o-dianisidina, SDS, TEMED, DEAE-celulose,.NEM, 
PCMB, foram obtidos da Sigma Chemical Co.-USA.

Celobiose, maltose, melibiose, sacarose,obtidos da Cal- 
biochem - USA.

Glucose, lactose, Tris, Merck — Alemanha .
Amido , etanol, Reagen - Brasil.
Trealose-6-fosfato, gentilmente cedida pela Prof'*. 

Juliet K. Sugai.
Sephadex G-100 , Pharmacia - Suécia.
Biogel A ly5m, Bio-Rad - USA.
As demais substâncias utilizadas são de alto grau de 

pureza, sendo consideradas produtos prõ-analise.

2.2. MICRORGANISMO.

A cepa de Sc.opuZah.Zop6Z6 b/LZvZcauZZi IMI 239748 utili­
zada, gentilihente cedida pela Dra. Déa Amaral, foi isolada em 
Curitiba e classificada pela Commonwealth Mycological Institute, 
Surrey - Inglaterra.
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2.3. MEIOS DE CULTURA.

2.3.1. O meio sólido utilizado foi ãgar Malte que continha 
extrato de malte 3%, extrato de levedura 0,5% e ãgar 

1,5%. Após a esterilização em autoclave (30 minutos, 1 atm de 
pressão),os.tubos foram inclinados.

2.3.2, O meio líquido de MARKUS et al. (74), continha os se­
guintes componentes:
KH2PO4anidro 
Na2HP04.12H20 
MnS04.5H20
(nh4)2so4
MgS04.7H20
nh4no3
Tiamina HCl 
CuS04.5H20 
Ãgua destilada q.s.p. 1000 ml
O pH do meio foi ajustado para 6,0 com ácido fosfórico 

diluído. O meio foi esterilizado em autoclave a 1 atmosfera de 
pressão durante 30 minutos. Ao meio de MARKUS foram acrescentadas 
as fontes de carbono adequadas, previamente esterilizadas em va­
por fluente durante 30 minutos.

9.0 9

20 1 9

2 0 mg
2 0 9

0 2 9

1 0 9

5 0 mg
2 5 mg

2.4. ESPORULAÇÃO E CONSERVAÇÃO DO MICRORGANISMO.

O fungo foi cultivado em tubo incliinado contendo 20 ml!
de ãgar Malte, durante 6 dias, em estufa a 289C e posteriormente 
deixado em presença de luz solar para completar a esporulação. A 
conservação da cepa foi feita fazendo-se repiques a cada três me­
ses e mantendo-a em geladeira a 49C, atê o uso.
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2.5. OBTENÇÃO DE ESPOROS,

Ao fungo cultivado em meio sólido foi adicionado 10 ml 
de água destilada estéril e as células foram removidas com auxílio 
de uma alça de platina filtradas através da lã de vidro estéril.
Os micêlios ficaram retidos e os esporos foram colhidos no filtra­
do. Essa suspensão de esporos foi inoculada em meio líquido de MAR­
KUS com a fonte de carbono apropriada.

2.6. CRESClkENTO DO FUNGO.

O cultivo do fungo foi efetuado em frascos Erlenmeyer 
contendo meio de MARKUS com a fonte de carbono adequada. A rela­
ção entre o volume de meio e do frasco foi de 1:2-5. A incubação 
foi feita em estufa a 289C durante 48 horas .(exceto quando especi­
ficado) , em iam sistema aerõbico obtido por agitação mecânica a 
120 rotações por minuto em agitador rotatório New Brunswick.

2.6.1. EFEITO DA FONTE DE CARBONO NO CRESCIMENTO E PRODUÇÃO
DA TREALASE E MALTASE.

Os esporos (4xio® células) do fungo foram inoculados 
em frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio, suplemen­
tados com diferentes fontes de carbono na concentração de 0,2%.
Os mesmos foram incubados durante 60 horas, com exceção dos cul­
tivos em etanol e carboximetilcelulose sõdica (100 horas).

I
is

2.7. OBTENÇÃO DA FONTE DE ENZIMA.

O microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 
2 litros contendo 600 ml de meio de MARKUS com 0,2% de amido. Os 
micêlios (4 g) foram colhidos por filtração através de fibra '



sintética oom auxílio de uma bomba de vácuo. 0 filtrado (meio de .
cultura) dialisado foi. utilizado para a analise da enzima extra-
celülar. Os micêlios foram lavados com água destilada (cerca de 
três vezes o volume do meio) e rompidos com areia do mar trata­
da (1:2 p/p) em gral de porcelana previamente gelado. O material 
foi extraído com tampão fosfato 0,1 M, pH 6,0 (3 vezes o peso 
micelial p/v) . A suspensão foi centrifugada a 7.800 x g durante 
10 minutos em centrífuga refrigerada ( BECKMAN - Modelo J ̂  21 B) .
O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi dialisado duran­
te uma nóite em tampão fosfato 5 mM, pH 6,6 a 49C.

2.8. DETERMINAÇÃO DO PESO SECO.

0 crescimento do microrganismo foi monitorado pelo peso 
seco das células. Após a filtração em papel de filtro previamente 
pesado, os micélios foram submetidos a secagem em estufa a 609C 
até a obtenção de peso constante. O valor do peso seco foi obtido 
pela extrapolação na curva de calibração previamente estabeleci­
da pelo gráfico do peso seco versus peso úmido.

2.9. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÃTICA.

A atividade trealásica foi determinada pela dosagem do 
açúcar redutor liberado pela clivagem enzimática da trealose. Ex­
ceto quando mencionado, o sistema de incubação contendo tampão 
fosfato 50 mM, pH 6,0, 5 ymoles-de :t-realose (25 mM) e enzima em um 
volume final de 200 yl, foi incubado a 409C. A glucose liberada

I __ _

foi dosada pelo método colorimétrico de SOMOGYI (103) e NELSON 
(81) ou da Glucose-oxidase-Peroxidase (28) , interrompendo-se a rea­
ção com í^SO^ a 25% p/v (123) e usando-se a glucose como padrão.
A coloração desenvolvida foi medida espectrofotometricamente em 
Coleman Jr. a 540 e 515 nm respectivamente. O controle foi efetuado
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utilizando as mesmas condições anteriormente descritas, porém, 
com a adição da enzima previamente inativada* A inativação da en­
zima foi feita pela adição do reativo de SOMOGYI ao sistema ou 
pelo aquecimento em banho de ãgua fervente durante 5 minutos, an­
tes da adição do substrato. ,

Uma unidade de trealase ( U )•foi'definida como a quan­
tidade de enzima que libera 1 ymol de gluaose por minuto nas con­
dições de ensaio e a atividade específica (A.E.) como unidade de
enzima por miligrama de proteína.

Os cálculos de todosios experimentos, exceto da curva 
de concentração de proteína foram efetuados para 1 ml de enzima.

2 = 10. DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS.

A determinação do teor protéico foi executada pelo mé-~ 
todo colorimêtrico de LOWRY et al. (70) utilizando albumina do 
soro bovino como padrão ou pela técnica descrita por WARBURG &
CHI i’STIAN (120).

2.11. PURIFICAÇÃO DA TREALASE.

Todas a manipulações>feitas com a enzima foram executa­
das em baixa temperatura, utilizando banho de gelo ou câmara fria 
a 4?C. _

O extrato bruto (130 ml) obtido por trituração de 60 g
de células foi submetido às seguintes etapas de purificação:

!iI2.11.1. PRECIPITAÇÃO COM SULFATO DE PROTAMINA

O extrato bruto (130 ml) foi tratado com sulfato de pro- 
tamina segundo HABA & RACKER (45). Apôs 30 minutos o material foi 
centrifugado a 7.800 x g por 10 minutos. O precipitado foi descai
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tado e uma alíquota do sobrenadante foi dialisado para se fazer 
o controle da atividade,

2.11.2. FILTRAÇÃO EM GEL SEPHADEX G-100.

0 sobrenadante (130 ml) da etapa anterior, foi fracio­
nado em volume de 20 ml e passado através da coluna (3,5 x 21 cm') 
dé^.Sephadex G-100 previamente equilibrada com tampão fosfato 5 mM, 
pH 6,6 e calibrada com "Blue Dextran". A eluição foi efetuada uti­
lizando-se o tampão de equilíbrio com fluxo de 1 ml/min e 30 cm 
de pressão de operação. Foram colhidas amostras de 5 ml com o au­
xílio de um coletor de frações (Ultro-Rac-Fraction Colletôtor LKB 
7000 ). Cada fração foi analisada quanto ao teor protéico e ativi­
dade enzimãtica. Após cada passagem do material através da coluna, 
a mesma foi lavada com NaCl 0,1M em tampão de equilíbrio para re­
mover os possíveis materiais adsorvidos.

2.11.3. CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA EM DEAE-CELULOSE I.

As frações do Sephadex G-100 que apresentaram maior ati­
vidade (100 ml) foram passadas através de uma coluna (1,9 x 11 an) 
de DEAE-celulose, previamente equilibrada com tampão fosfato 5 mM, 
pH 6,6. Após a adsorção da proteína, a coluna foi lavada ocm lOQ.ml
de tampão de equilíbrio e igual volume de NaCl 0,1 M no mesmo tam­
pão. A eluição foi efetuada com fluxo de 0,4 ml/min com gradiente 
linear de NaCl (0,1 - 0,5 M) em tampão de equilíbrio (150 ml em 
cada frasco). O gradiente foi determinado pela condutividade elé­
trica (KONDUKTOMETER E 527 - Metrohn - Herisau - Switzeland). As 
frações mais ativas foram combinadas, concentradas pela ultrafil- 
tração (AMICON com membrana Diaflo PM 10 sob pressão de N2 de

2 ~ «r1,5 Kg/cm ) e finalmente dialisadas contra o tampão de equilíbrio 
por uma noite.
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2.11.4. CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE II.

O material dialisado da etapa anterior (2,3.ml) fQi re-- 
cromatografado em condições similares . A lavagem da coluna com o 
material foi efetuada com NaCl 0,15 M ( 150 ml) com posterior
aplicação de gradiente de 0,15 - 0,4 M (150 x 150 ml). As frações 
com atividade enzimãtica mais elevadas foram combinadas, concen—' 
tradas por ultrafiltração e dialisadas. Para a determinação das 
pro,: ledades da trealase foi utilizada essa preparação purificada.

b

; ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita uti­
lizando-se gel a 7% (121) em tampão Tris - acetato 100 mM, pH 7,2, 
e corrente de 5 mA por gel (0,5 x 8,5 cm) durante 4 horas. O indi­
cador de ■ corrida empregado foi o Azul de Bromo fenol (ABF). A 
revelação das proteínas do gel foi feita com "Coomassie Brilliant 
Blue" G-250 (8). A atividade treãlásica no gel foi observada pela 
incubação a 409C durante 1-2 horas em tampão fosfato 50 mM, pH 6,0, 
contendo Glucose-oxidase-Peroxidase (28) e 10 ymoles de trealose.
O controle foi efetuado pela incubação do gel na ausência de subs­
trato. As gliooproteínas foram detectadas pela técnica descrita por RACUSEN 
(95) utilizando tireoglobulina, ovoalbumina e tripsina caro referência. ,

2.12.1. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS.

A trealase obtida;' pelo experimento da isoeletrofocaliza-
_  i _çao (Ver MATERIAIS "E MÉTODOS, item 2.14.) e os padrões de hemoglo­

bina e albumina com ligações cruzadas, previamente tratados com 
mercaptoetanol e SDS a 1% e fervidos durante 15 minutos foram sub­
metidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 7% com 0,1% de
SDS. A corrida eletroforética foi efetuada a temperatura ambiente



-21-

em tampão Tris -acetato 0,1 M pH 7,4 contendo 1 mM de EDTA e 0,1% 
de SDS durante 4 horas com corrente de 8 mA/gel (0,5 x 8,5 cm).
A revelação de proteínas foi feita com "Coomassie Brilliant Blue" 
G-250 (8).

2.13. DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR.

O peso molecular da enzima foi determinado através da 
filtração em gel utilizando coluna (1 x 62 cm) de Bio gel A l,5m 
equilibrada e eluída com tampão fosfato 5 mM, pH 6,6 contendo 
0,9% de NaCl. A coluna foi calibrada com os seguintes padrões: 
citocromo c (12.400), tripsina (23.800), ovoalbumina (45.000), 
hemoglobina (64.000), albumina do soro,bovino (67.000), catalase 
(230.000-250.000), tireoglobulina (669.000) e "Blue Dextran"

g(2.10 ). A trealase foi detectada pela atividade enzimãtica, a • 
hemoglobina e o citocromo c pela medida espectrofotométrica a 
425 nm; a catalase a 410 nm; a tripsina, a albumina bovina e. 
reoglobulina pela absorbância a 280 nm e finalmente o "Blue Dex­
tran" espectrofotometricamente a 625 nm.

2.14. DETERMINAÇÃO DO PONTO ISOELÉTRICO

A determinação do ponto isoelétrico (pi) da enzima foi 
efetuada utilizando-se a coluna de isoeletrofocalização (LKB Am- 
pholine Electrofocusing Columns) com 110 ml de capacidade. O en­
saio foi executado segundo VESTERBERG (116) substituindo o ácido

-  -  - i ~fosfórico do anodo por ácido acético pH [2,0. a eletrofocalizaçãoÍ '
foi efetuada utilizando anfolina a 1% com pH na faixa de 3,0 - 10 
com 1 ml da enzima purificada (DEAE-II) durante 48 horas a 400V 
sob refrigeração a 4<?C. O material foi retirado da coluna com au­
xílio de uma bomba peristáltica com fluxo de 30 ml/h, coletando- 
se frações de 1 ml. O pH, perfil protéico (120).e atividade ■da
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trealase foram determinados em cada fração,

2.15. ESPECIFICIDADE DA ENZIMA.

Com a finalidade de se verificar a especificidade da 
enzima, o extrato brutoe as frações mais ativas da filtração em 
gel e DEAE-celulose foram ensaiados utilizando diversos substra­
tos, tais como: sacarose, trealose, maltose, melibiose, celobio- 
se, gentiobiose, lactose, isomaltose, maltotriose, estaquiose, 
rafinose, amido, carboximetilcelulose sõdica, „trealose-6-fosfa­
to, p-nitrofenil-a-D-glucosídeo.

A enzima (0,07 yg de proteína) foi incubada a 409C du­
rante 20 minutos no sistema convencional, contendo 12,5 mM de 
substrato, exceções feitas para trealose-6-fosfato (18,3 mM) e 
amido (0,5 mg) e CMC (0,5 mg). A atividade foi monitorada pela 
dosagem da glucose liberada pela clivagem enzimática dos substra­
tos, utilizando o método da Glucose-oxidase-Peroxidase(28,123). A 
atividade sobre PNPG foi executada segundo HAN & SRINIVASAN (46).

2.16. EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO E CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍ­
NA NA ATIVIDADE DA ENZIMA.

O sistema de 6 ml contendo 0,7 yg de proteína, 25 mM de 
trealose em tampão fosfato 50 mM, pH 6,0 foi incubado a 409C du­
rante 180 minutos. Nos tempos determinados, foram colhidas amos­
tras para a dosagem do açúcar redutor liberado.

O efeito da concentração de protèínas foi verificado 
incubando-se um sistema de 200 yl contendo tampão fosfato 50 mM, 
pH 6,0, 25 mM de trealose e quantidade crescente de proteína (8,5­
170 ng), a 409C durante 15 minutos, com posterior dosagem da glu­
cose liberada.
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2.17. INFLUÊNCIA DO PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA ENZIMA.

O pH em que ocorre a máxima atividade da enzima foi der 
terminado, incubando-se 0,6 pg de proteína (50 pl) , 50 pl de tre- 
alose 0,1 M e 50 pl de tampões de diferentes pHs (2,6 - 10,4) du­
rante 30 minutos a 409C. Após a incubação, o pH de uma alíquota 
de 10 pl foi ajustado para 6,0, com tampão fosfato 0,2 M em um 
volume final de 200 pl. O açúcar redutor liberado pela hidrólise 
da trealose foi dosada pelo método de SOMOGYI (103) q NELSON (81).

1 Para a averiguação da estabilidade da enzima em função
da variação de pH, foi feita uma prê-incubação de 0,6 pg de pro­
teína em 50 pl de tampões de diversos pHs em um-sistema de 150 pl 
durante 17 horas a 49C.

Após este período de incubação, o pH de uma alíquota de
10 pl foi ajustado para 6/0 com tampão fosfato 0,2 M e a atividade
trealãsica foi então determinada utilizando o método convencio-. 
nal (Ver MATERIAIS E MÉTODOS, item 2.9 ) . Foram executados con-' 
troles em todas as variações de tampão e pH para eliminar qual­
quer interferência na determinação do açúcar redutor.

2.18. INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE
DA ENZIMA.

Para a determinação da temperatura onde a atividade da 
enzima é máxima, foi efetuada incubação de 0,03 pg de proteína no 
sistema convencional (Ver MATERIAIS E MÉTODOS, Item 2.9) durante 
30 minutoç tem temperaturas variáveis (0-949C).

I _ _

,Na verificação da estabilidade térmica, 0,03 pg de pro­
teína foi pré-incubada com 100 pl de tampão fosfato 0,1 M, pH 6,0 
em um volume de 150 pl, durante 30 minutos em diferentes tempera­
turas. Posteriormente o substrato foi adicionado e a atividade 
enzimãtica foi determinada conforme item 2.9 de MATERIAIS E MÉTODOS.
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2.19. INATIVAÇÃO TÉRMICA DA TREALASE A 55?C.

Para a avaliação da inativação térmica da enzima a 559C, 
um sistema de 3ml de tampão fosfato 50 mM, pH 6,0 contendo 10,2 
yg de frotelna foi pré-incubado a 559C durante 2 horas. Nos tem­
pos determinados, a atividade hidrolítica sobre a trealose (25 mM) 
e maltose (25 mM) foram ensaiadas com 20 e 200 yl respectivamen­
te. Após a incubação a 409C com o substrato, a glucose liberada 
foi dosada pelo método da Glúcose-oxidase-Peroxidase (28, 123).

2.20. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE SUBSTRATO.

A enzima foi incubada no sistema convencional, com a 
concentração variável de trealose (0,2 - 10 mM) . O-Km e a Vmax 
foram calculados pelo gráfico duplo-recíproco de LINEWEAVER-BUKK. 
Para .cada concentração de substrato fòi feita uma curva de tempo 
de incubação para a avaliação da velocidade inicial.

2.21. EFEITO DOS CÃTIONS DlVALENTES E OUTROS COMPOSTOS NA ATI­
VIDADE TREALÃSICA.

Foi analisado o efeito provocado por diversos cátions 
divalentes (Zn++, Co++, Ca++, Mg++, Fe++, Cu++, Mn++ e Hg++),
Tris(hidroximetil)amino metano (Tris), N-etilmaleimida(NEM) e p- 
cloro-mercuribenzoato de sõdio (PCMB) sobre, a atividade da trea­
lase.

! ^í A enzima foi pre-incubada sem o substrato,em presença 
destes compostos durante 10 minutos. Após a adição do substrato, 
a atividade enzimática foi determinada pelo método convencional, 
utilizando a Glucose-oxidase-Peroxidase(28, 123)para a dosagem 
da glucose liberada.

~ + +O tipo de inibição causada por Tris, Hg e PCMB, í:oi



ensaiado adicionando—se diferentes concentrações de inibidores 
ao sistema convencional, porém, contendo quantidade crescente de 
substrato (0,5 - 5 mM) . A atividade trealãsica foi determinada pe­
la dosagem da glucose liberada pelo método da Glucose-oxidase-Pe- 
roxidase ((28, 123) para os dois primeiros compostos e pelo SOMO- 
GYI (103) e NELSON (81) para o caso de PCMB. O Ki foi calculado 
utilizando-se o método gráfico de LINEWEAVER-BURK. O pH de
todos os compostos ensaiados foram ajustados para 6 ,0 .

2.22. EFEITO DA GLUCOSE E AMIDO NA PRODUÇÃO DA TREALASE EXTRA-
CELULAR.

4 _Os esporos (8 x 10 celulas/ml de meio) do fungo Scopu- 
Za.ti-LopòZ& b/Le.vZcauZ-íó foram inoculados em 600 ml de meio liquido 
de MARKUS, contendo 0,2% de glucose ou amido , como fonte de car­
bono. Após 48 horas, os micélios foram coletados, lavados com pe­
lo menos três vezes o volume do meio com água destilada estéril e 
transferidos assepticamente para frascos de 2 litros contendo 
600 ml de meio mineral. Após 12 horas sob agitação a 120 rpm e 
289C, os micélios coletados como foi descrito acima, foram trans­
feridos para frascos de 1 litro com 300 ml de meio contendo: a) 
0,2% de amido; b) 0,2% de amido + 30 yg/ml de cicloheximida; c) 
0,2% de glucose; d) 0,2% de glucose + 30 yg/ml de cicloheximida.

Nos tempos indicados, foram colhidos 10 ml do rreio de cultura 
para a avaliação do crescimento, determinação da atividade trea­
lãsica, conteúdo de proteínas e carboidrato residual.

De todas as amostras coletadas, uma alíquota foi diali- 
sada em tampão fosfato 5 mM, pH 6,6 durante uma noite.

2.23. INDUÇÃO DA TREALASE PELO AMIDO OU MALTOSE.
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O inõculo inicial foi efetuado em glucose a 0 ,2% ou 1%.



Apõs o tratamento como descrito no item anterior, as células foran 
transferidas para frascos de 2 litros contendo 1000 ml de meio com 
amido ou maltose a 0,2% respectivamente. Apõs 12 a 15 horas do i­
nicio da indução, o material foi dividido em três partes iguais:
a) controle - sem adição;
b) adição de 0,2% de glucose;
c) adição de 30 pg/ml de cicloheximida.

Nos tempos determinados, foram colhidas amostras ( 2x 
10 ml ) para a avaliaçao do crescimento do fungo, determinação da 
atividade trealãsica, teor protéico e carboidrato residual.A trea- 
lase intracelular foi obtida pelo rompimento das células confor­
me Item 2.7 de MATERIAIS E MÉTODOS, porém utilizando 1 rol de tam­
pão fosfato 0/1 M, pH 6,0 para a extração. Todo material, exceto 
aquele utilizado para a dosagem do acúcar'residual, foi dialisado. 
contra tampão fosfato 5 mM, pH 6,6 durante uma noite, com a fina­
lidade de eliminar compostos que interferem na determinação de 
proteínas e na atividade enzimática.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1. EFEITO DA FONTE DE CARBONO SOBRE A ATIVIDADE DA TREALA-
LASE E MALTASE.

O fungo foi cultivado em meio líquido de MARKUS contendo 
acetato, etanol, mono, oligo ou polissacarídeos para a determi­
nação da melhor fonte de carbono para a síntese da trealase e da 
maltase.

A Tabela I mostra o efeito das fontes de carbono e ener­
gia. Foi observado que o comportamento geralmente ê similar, ou 
seja, quando um determinado composto induz a síntese da tre­
alase, há um aumento correlato com a maltase, exceto quando o fun­
go foi cultivado em etanol.

Em presença de trealose e maltose a quantidade das en­
zimas produzidas foram bastante elevadas. Esse resultado era espe­
rado, uma vez que é conhecido o fenômeno da indução de carboidra- 
ses pelos seus substratos (59, 69, 77).

A maltose e a trealose afetaram a secreção das enzimas 
extracelulares produzindo efeito na mesma ordem de grandeza, en­
quanto que para as duas hidrolases intracelulares, a maltose mos-

i
trou ser indutor mais eficiente. No entanto,a maior produção das duasi 
enzimas ocorreu quando o amido foi utilizado como fonte de carbono 
para o crescimento do fungo, possivelmente pela liberação gradual 
da maltose no meio de cultura. A atividade mais baixa em fungo 
cultivado em presença de maltose ou trealose poderia ser devido a 
adição de dissacarídeos, em uma única etapa, que leva ã rápida



hidrólise desses compostos, elevando a concentração de glucose, 
que por sua vez pode provocar o fenômeno da repressão (77, 97) .

Quando o microrganismo foi cultivado em glucose ou Dex- 
trosol, produto comercial constituído exclusivamente de glucose 
(determinada pela Glucose-oxidase-Peroxidase) , a produção destas 
hidrolases foi reduzida de 3 a 6 vezes em relação aò do amido. 0 
Karo (produto comercial constituído predominantemente de açúcares 
redutores, onde apenas 44% corresponde a glucose), produziu, por 
sua vez, quantidade de trealase similar ao do amido, porém, a . 
produção da maltase foi menor.
. O fungo Scopu.Zan.Zo pi Zi bfLe.vZcau.lli apresentou melhor c;.
crescimento em presença de dextrina (Nidex) , amido e dissacarídeo^ 
com exceção da maltose que teve um comportamento similar ao da 
glucose. O microrganismo apresentou crescimento muito pobre em a­
cetato, etanol e CMC sõdico. Esse fungo mostrou melhor crescimen­
to em trealose do que em glucose, o que não ocorre em determinados 
microrganismos como em leveduras híbridas (3) e NcuAoipoAa cAaiia 
(48), onde foi verificado um crescimento de 5% e 32% respectiva­
mente .

O estímulo na produção da trealase observado em ScopuZa- 
AZopiZi bAcvZcauZZi difere dos resultados obtidos por AVIGAD et 
al. (3), onde a fonte de carbono utilizada no cultivo de leveduras
híbridas não afetou na atividade trealãsica (U/g de células secas).

METZENBERG (77) observou, em 1962, que a UcuAOipoAa pro­
’ izia maior quantidade de trealase, invertase e maltase, quando o 
fungo era cultivado em galactose, enquanto que na mutante VI-178, 
a produção de trealase foi mais elevada com o crescimento do mi-

j
crorganismo em xilose. Em ScopuZaAZopiZi bAcvZcauZZi , o cultivo 
em presença de galactose produziu somente 1/3 da atividade compa­
rado ao de amido (dados não mostrados).

Em CandZda ZAopZcaZZi (71) cultivado em 5%de trealose- 
como única fonte de carbono, a atividade trealãsica foi aumentada
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de 8,5 vezes em relação aquela observada com o cultivo das levedu­
ras em 5% de glucose.

HANKS & SUSSMAN (48) estudaram o efeito da fonte de car­
bono na produção da trealase por peso micelial em cepas de Ncu- 
siciòposui cslclòòcl nao conidiante e verificaram que o meio contendo 
arabinose, ácido glutâmico ou glicina, onde o crescimento era mais 
restrito, favorecia a atividade, o que era decorrente da síntese 
"de novo" e não da remoção de algum inibidor. Quando o fungo foi 
cultivado em presença de maltose, sacarose ou glucose, houve um 
bom desenvolvimento, porém, a atividade trealãsica, por peso mi­
celial, foi baixa.

3.2. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE AMIDO NA PRODUÇÃO DA TREALASE
PELO FUNGO ScopuZasi-iop-ò-iò b sicv Ã,ca.ut-ii, .

No trabalho anterior (93) foi demonstrado que o nível 
de trealase extra e intracelular do fungo Scopula.st-iopòi.0 bsie.v-ica.u- 

t-íò aumenta paralelamente com o crescimento do microrganismo,que 
atinge o máximo em 60 horas. Após esse tempo, as células entram em 
fase autolítica, reduzindo a massa micelial. Nessa fase, a trea= 
lase extracelular continua se elevando. No entanto, a enzima intra­
celular é rapidamente inativada. Por esta razão, os cultivos do . 
fungo para a obtenção da trealase micelial, foram efetuados duran­
te 48 horas.

A produção e a secreção da trealase mostraram>ser mais 
eficientes quando o microrganismo foi cultivado em meio contendo 
amido como fonte de carbono e energia (tabela I).

Com a finalidade de se determinar a concentração ideal 
de amido na produção da trealase, o fungo foi cultivado em meio con­
tendo quantidades crescentes (0,05 - 1,5%) desse polissacarídeo (Fig. 1).

A preparação enzimática obtida das células cultivadas an 
baixas concentrações de amido (0,05 - 0,1%) apresentou atividade
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específica mais elevada, enquanto que a sua liberação foi favo­
recida com 0,2%. Em concentrações superiores, ocorreu a queda da 
atividade trealãsica, provavelmente ocasionada pela repressão da 
smtese (77) pela glucose liberada em grande quantidade( resultan­
te da degradação do amido) ou inativação proteolítica pelo efeito 
da glucose (23) .

Em virtude da pequena massa micelial obtida com 0,1% de 
amido .e pelo fato da atividade específica da trealase extraceluLa; 
ser maior em 0,2%, o crescimento do microrganismo nos experimentes 
su b s e q u e n t e s  foi efetuado com 0,2% de amido. O aumento no forneci­
mento da fonte de carbono provocou uma elevação na massa micelial, 
atingindo o crescimento máximo a 0,6%. Em concentrações superior® 
o crescimento ficou estacionário.

3.3. EFEITO DE MICROELEMENTOS NA PRODUÇÃO DA TREALASE.

Com o propósito de melhorar o crescimento do fungo, bem 
como a produção da enzima, o meio de MARKUS et al. (74) foi alte­
rado na concentração de fosfato (15 - 120„mM)e teor de nitrogênio 
ou então suplementado com x>ns metálicos que são micronutrientes 
(Fe++, Ca++ e Zn++) na concentração final de 11 yM. As altera­
ções introduzidas resultaram na redução do crescimento e da ativi­
dade enzimática. O extrato obtido das células cultivadas no meio 
original apresentou atividade específica 3 vezes maior do que a­
quela do meio enriquecido, com os micronutrientes.

3.4. PURIFICAÇÃO DA TREALASE INTRACELULAR.
j

A trealase obtida do rompimento das células de ScopuZa- 
tiÁ-opbÁ-ò bfiQ.vi.c.OLU.tÁ.0 cultivado em meio de MARKUS et al.(74), con­
tendo 0,2% de amido durante 48 horas, foi purificada com a finali­
dade de se obter uma preparação enzimática isenta de inibidores au
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ativadores que possam interferir nos experimentos posteriores.
0 procedimento mais adequado se encontra resumido na Ta­

bela II. A trealase foi purificada 362 vezes com 51% de rendimen­
to. 0 tratamento inicial foi com sulfato de protamina a fim de e= 
liminar os ácidos nucléicos (45). A tentativa de utilizar MnCl2 
(91) para a remoção do ácidos nucléicos não foi satisfatória devi­
do a precipitação parcial da trealase e seu efeito inibitório so­
bre a atividade da enzima ( Tabela V ).

O fracionamento com sulfato de amónio (3, 54, 64, 76,
86, 91, 119), acetona (57, 86,117) ou etanol (15, 64, 71,86) foi 
descrito por muitos autores. No presente caso, esses procedimentos 
resultaram na precipitação parcial da trealase.

Quando o material foi submetido a filtração em gel Se- 
phadex G-100, a trealase foi eluída em um único pico de atividade 
no volume morto da coluna (Fig. 2), sugerindo apresentar um peso 
molecular superior a 150.000. Nesta etapa,os pigmentos foram re­
tardados pelo gel possibilitando a obtenção de uma fração enzimã- 
tica despigmentada.

A cromatografia de troca iônica em DEAE-celulose I (Fig. 
3 ), possibilitou a eliminação da grande maioria das proteínas 
contaminantes. Nesta etapa de purificação houve a separação da 
trealase e da maltase em picos bem distintos, sendo a primeira e- 
luída com a concentração salina entre 0,18 - 0,27 M e a outra com 
0,27 - 0,40 M.

Com intuito de se obter uma preparação mais purificada, 
as frações mais ativas da etapa anterior foram dialisadas e recro- 
matografadas em DEAE-celulose II (Fig. 4), onde apresentaram-se 
como um único pico de atividade. Boa parte das proteínas foi eli­
minada com a lavagem da coluna.
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3.5. MOBILIDADE ELETROFORÉTICA DA TREALASE.

O material resultante das etapas de tratamento efetuado 
para a purificação da trealase intracelular, foi submetido â elet 
troforese em gel de poliacrilamida (Fig. 6). Os géis foram corados 
com "Coomassie Brilliant Blue" G—250 para revelar as proteínas 
(Fig. 6E , 6S, 6D) , enquanto que a atividade trealãsica foi revela­
da pela Glucose-oxidase-Peroxidase (Fig. 6E ', 6S', 6D').

Pode se observar ainda que a maioria das proteínas foram 
eliminadas durante os processos de purificação. No entanto,! a pre­
paração enzimática final não se mostrou homogênea, apresentando 
três bandas de proteínas (Fig. 6D), das quais duas foram coinci­
dentes com a banda difusa de atividade enzimática (Fig.6D').

A presença de duas bandas de atividade no extrato bruto 
(Fig.-6E') e nas frações do Sephadex G-100 (Fig. 6S') mostram a 
existência de mais de uma forma de trealase com mobilidade eletro- 
forêtica distintas. A forma que apresentou menor migração poderia 
apresentar menor carga ou peso molecular mais elevado. Neste últi­
mo caso, poder-se-ia sugerir que esta proteína seria uma forma re- 
cêm-sintetizada da trealase e que sofreria posterior clivagem proteo- 
lítica removendo certos fragmentos protéicos ( 96). Com relação ã 
carga, esta proteína realmente deve apresentar-se menos carregada 
em pH 6,6, uma vez que foi eluída com força iônica inferior ao pi­
co da trealase em coluna de DEAE-celulose (Fig. 5A). Esta fração 
.apresentava baixa atividade enzimática (cerca de 5%) e elevado teor 
de proteínas, sendo, por esta razão descartada nos procedimentos 
posteriores. j

Os géis da Fig 6D e 6D' da fração de DEAE-celulose II, 
podem sugerir a presença de isoenzimas, cujas propriedades parecem 
ser muito semelhantes, uma vez que aparece apenas uma única banda 
de atividade (Fig.6D'). A existência de outras formas de trealase 
foi descrita em Mííotontha vuZgafiZÁ (43), Bombyx mofiZ .(100 ) e



bi(Lu.à-06 pofio. C-tiCLAttO. (54) . Resultado semelhante ao do presente tra­
balho foi encontrado em HumZcoZa ZanugZnoòa (94), onde a treala- 
se purificada não era homogênea, porém, a maior banda de proteína 
coincidia com a da atividade enzimatica. A purificação da treala— 
se ati a homogeneidade foi obtida em mixamoeba de VZctyoAtcZZum 
dZò coZdeum (65), trealase renal de camundongos (106) e da mucosa 
intestinal de ratos (101).

3.6. VERIFICAÇÃO DO CARÃTER GLICOSÍDICO DA TREALASE.

A natureza glicosídica da trealase foi demonstrada pela
eletroforese em gel de poliacrilamida (Fig. 7), seguida de colo­
ração específica para revelar as glicoproteínas (96).As bandas.de 
glicoprotemas{ Fig.. 7C) coincidiram com as duas bandas superiores 
de proteínas (FIg. 7E) e consequentemente, com a da atividade trea- 
lãsica (Fig. 7D).

KILLICK (65), em 1983, sugeriu uma associação da proteí­
na ao carboidrato, em virtude da adsorção da trealase de VZc.£yoò-
£e.ZZ:m  d-iAc.oZde.um em concanavalina A sepharose e eluída com metil 
manosídeo. Esta hipótese foi confirmada com a coloração específica 
com "Alcian Blue" e reagente de SCHIFF, após a eletroforese em 
gel de poliacrilamida.

3„/ DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR.

O peso molecular da trealase determinado pela filtração
l i  coluna de Bio gel A-l,5m, foi de 4 30 .000 (Fig. 8A) . Quando aj
enzima dissociada com SDS foi submetida ã.eletroforese em gel de 
poliacrilamida, apresentou uma única banda de proteína, cujo com­
portamento mostrou apresentar um monômero com peso molecular em 
tomo de 10 7.000 (Fig. 8B) . Esses valores sugerem que a trealase 
intracelular do fungo S copuZaJtZopòZ-ó bAe.vZca.uZZ-6 seja uma proteína
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oligomérica constituída de 4 subunidades idênticas. A natureza te- 
tramérica da trealase com peso molecular de 320.000 foi sugerida 
por UNO et al. (.109) em enzimas de leveduras.

A trealase de várias procedências tem sido relatada na 
literatura apresentando os mais diversos pesos moleculares,'tais 
como: 60.000 - 107.000 em insetos (21, 43); 73.000 - 240.000 em 
mamíferos (79, 101, 106); 90.000 em bactérias (44); 100.000 -
400.000 em fungos (49, 65, 94, 111).

HECKER & SUSSMAN (49) , observaram que o peso molecular 
da trealase de Nzuh.oi>poh.a CAáíía-variava de 105.000 a 400 .00!0 de­
pendendo da força iônica do tampão utilizado para a eluição da co­
luna de gel.

Valores semelhantes ao da subunidade da trealase de Sc.0- 
pdZahZopiZò bh.zvZca.uZZi foram encontrados em VZctyoitzZZum dZicoZ- 
dzum (65) e mucosa intestinal de rato (101). No entanto, nos dois 
últimos casos, o peso molecular da enzima não dissociada ê seme­
lhante, sugerindo a natureza monomérica destas enzimas. Valores 
baixos de 88.000 daltons foram relatados para a unidade monoméri­
ca da trealase de Th.Zcho dzh.ma fizzizZ (117) e de 30.000 daltons pa­
ra a subunidade da enzima da mucosa intestinal de rato (79) .

3.8. DETERMINAÇÃO DO PONTO ISOELÉTRICO DA TREALASE.

A trealase do fungo ScopuZah.ZopiZi bh.zvZcxLu.ZZi>, quando 
foi submetida à'isoeletrofocalização, mostrou um único pico de ati­
vidade em pH 2,9 (fig. 9). Este resultado sugere que esta enzima 
deve apresentar grande quantidade de aminoácidos de natureza acíjdica.

A preparação enzimática parcialmente purificada(DEAE-ce- 
lulose II) quando submetida á eletrofocalização, promoveu melhor 
purificação da enzima, obtendo-se uma fração homogênea . Porém, como o 
pH no qual a enzima ê focalizada ê muito ácido,ocorre a rápida i- 
nativação da trealase, não compensando esta operação como etapa cfe
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purificação.
Trealase com ponto isoelétrioo ácido foi observado em Me.lo- 

lontka vulgaKlò (4), que apresentou pi de 3,.95. Valores elevados 
de 5,7 foram reportados para a enzima de TnÁ,c.ho dnsima. Jlzzò et (117) e 
de 7,2 a 7,3 para VZctyoòtzlZum dl&c.old2.um (65) .

3.9. ESPECIFICIDADE DA TREALASE.

Quando o extrato livre de células obtido do fungo Sco- 
puta.H-Lopò-Lí> bAevytcauZZó foi ensaiado com vários substratos, a maio: 
atividade foi observada quando a mal tose era o substrato (Tabela III) . Poi- 
rém, essa atividade maltásica foi totalmente eliminada durante os 
processos de purificação, quando o material foi submetido à;cro- 
matografia de troca iônica em DEAE-celulose (Fig. 3). Nas condi­
ções de ensaio, a preparação enzimática mostrou-se altamente espe­
cífica para a trealose como fora relatado para fungos (16, 54, 57, 
65), leveduras (3, 64), bactérias (52), insetos (21, 38, 61, 100) 
e mamíferos (101, 106).

Como mostra a Tabela III, a enzima não apresentou ativi­
dade sobre trealose-6-fosfato, concordando com os resultados para 
a trealase de Sac.chan.omyc.e.A ce-ne-vZòZae. (86) e HumZcoZa ZanugZnoòa 
(94). A hidrólise desse substrato ê catalisada por uma fosfotrea- 
lase que foi encontrada em Bac-c££ui pop££££ae (6) .

Tem sido descrita a existência de preparações enzimãti- 
cas de trealase com atividade sobre 6-desoxi-trealose (44)e trear 
losamina e maltose (91). No entanto, a homogeneidade dessas prepa­
rações não foram demonstradas. |

!

3.10. ESTEQUIOMETRIA DA REAÇÃO.

A análise dos dados da Tabela IV, mostra que a hidrólise 
enzimática de um mol de trealose, produz 2 moles de glucose,dosada



pelo método específico utilizando glucose oxidase e peroxidase. 
Resultados idênticos foram observados por vários autores em dife­
rentes organismos, tais como: StacptomyccA hygn.oAaopZc.nA (52) ,
Aapo.fLgZZZ.uA ohyza.0. (.57) , SacchatiomyccA ccn.cvZAZac (86), HumZcoZa 
ZanugZnoAa (94) e invertebrados (61, 68, 100).

3.11. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTElNA E TEMPO DE INCUBAÇÃO 
NA ATIVIDADE ENZIMÃTICA.

Conforme Ilustra o gráfico da Fig. 10, a atividade trea- 
lãsica i diretamente proporcional á quantidade de proteína exis-;_ 
tente no sistema de incubação, indicando ausência de inibidores 
ou ativadores na preparação enzimãtica. Nas condições experimen­
tais, não ocorreu inibição pelo produto, o que pode ser visto pe­
la linearidade da reação durante o decorrer de um longo tempo de 
incubação.

3.12. EFEITO DO PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA TREALASE 
INTRACELULAR.

Quando a trealase intracelular do fungo ScopuZan.ZopAZA
bacvZcauZZA foi mantida em diferentes pHs, durante 17 horas a 49C,
a atividade enzimãtica permaneceu estável somente na faixa de pH
entre 5,0 e 7,2. Em pH ácido (inferior a 5,0), a enzima sofreu i-
nativação mais acentuada do que em pH alcalino (superior a 7,2)..
Quando pré-incubada em pH 10,4, cerca de 60% da sua atividade per­

!manecia, ao passo qtje em pH 3,0 era de somente 30% (Fig. 11) .
A enzima apresentou maior atividade catalítica sobre a 

trealose quando o sistema de reação continha tampão com pH entre
6,0 e 6,2 (Fig.11).

O pH ótimo, encontrado neste trabalho, possui um valor 
intermediário quando comparado com os dados citados na literatura,

-36-



para a trealase de microrganismos. Na maioria dos casos, a ativi­
dade máxima é atingida na faixa de pH que oscila entre 4,0 a 6,5 
(15, 44, 53, 54, 64, .65, 71, 76, 86 , 94, 117) . Valores elevados 
(6,8 - 7,0) foram descritos para as leveduras híbridas (3) e de 7,5 
para Phycomyczi blake.6le.za.nui (110) e \hyzobaztznlum imzgmatli (91).

São raros na literatura, os relatos da estabilidade da 
trealase frente a variação de pH. A enzima de CandZda ttiopízalíi 
(71) manteve-se com alta atividade na faixa de pH entre 4,5 e
5,3, sofrendo rápida inativação em pH alcalino. A trealase de Tní- 
chodzh.ma ael\zizZ também sofreu inativação em pH 8,0. Em contraste, 
a trealase de leveduras híbridas (3) perdeu atividade em pH ácido 
e manteve-se estável na faixa de pH entre 7,0 e 8,0 .

3.13. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE E ESTABILIDADE
DA TREALASE.

A hidrólise enzimática da trealose aumentou gradativa- 
mente com a elevação da temperatura de incubação, atingindo um va­
lor máximo em torno de 459C(Fig. 12) . Temperaturas superiores a 
459C levaram à inativação e, nas condições experimentais, a trea­
lase perdeu cerca de 10% da sua atividade a 509C e foi totalmente 
inativada a 709C. A temperatura ótima calculada pela intersecção 
das duas retas do gráfico de ARRHENIUS foi de 469C (Fig. 14) . A a­
tividade da trealase permaneceu constante, quando a enzima foi man­
tida entre 0 a 409C na ausência do substrato e ocorreu a perda . 
total de atividade quando a enzima foi mantida a 609C durante 30 
minutos (Fig.,.12) . Isto sugere um possível efeito protetor exerci -

I _do pelo. substrato (49) , quando o mesmo está presente durante a in­
cubação .

Toda a preparação enzimática foi mantida congelada e a 
enzima purificada não perdeu atividade durante os processos de con­
gelamento e descongelamento, mantendo-se ativa pelo menos durante
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o período de uin ano­
A temperatura de máxima atividade observada no presente 

trabalho, é semelhante aos resultados descritos para Vtctyo 6tz- 
tium dl6coldzum (16), Sazzhafiomyzz6 czfizvl6iaz (86) e SzZzfiottnla 
òzZzfiotlofium (119) . Em leveduras híbridas (3) e ?6zudomona.6 £Zuo- 
fi2.6c.zni> (44) , a temperatura ótima encontrada foi de 309C com rá­
pida inativação acima de 409C. No entanto, foi verificado que em 
temperatura .de 509C a atividade trealásica de Vlc.tyo6tzllu.rn dÁ6cotr 
dzum (65), HumtcoZa Zanugtno6a (94) e TfiZchodzfima. fizz6zl (117)era 
favorecida. A trealase de camundongo (106) apresentou máxima ati­
vidade a 609C. Porém,nesta temperatura 75% da atividade trealá­
sica de Vtztyo6tzttu.m dt6cotdzum (15) foi perdida em 15 minutos.
Em TfiZzhodzfima. fizz6zt (117) verificou-se a redução de 50% da ati­
vidade em menos de 2 minutos. A trealase de ScZzfiotZnta. 6cZzh.otto- 
fium (119) era rapidamente inativada em temperatura superior a 5.09C 
e inferior a 109C. A enzima de ?6 zu.do.mo.na6 {tZaofiZ6 zzn6 ; (44) tem 
baixa estabilidade mesmo a 49C.

Nas condições experimentais, quando a trealase de Scopu- 
Zafitop6t6 bfizvtcauZZ6 ( fração de DEAE-celulose II) foi submetida 
a incubação a 559C, apresentou um tempo de meia vida de 82 minu­
tos. Em duas horas, 65% da sua atividade foi perdida (Fig. 13). 
Esta preparação não apresentou nenhuma atividade quando foi incu­
bada em presença de maltose.como substrato.

A inativação da trealase a 559C tem sido descrita para 
VZctyo6tzZZum dt6zotdzum (15), Sazckafiomyzz6 zzfizvt6taz (86), Phofi- 
mta fizgtna (38), ScZzfiotZnta 6zZzfiottofium (119) e No6zma apt6 (112), 
cuja perda de atividade foi de 36, 40, 50, 60 e 100% respectiva­
mente. Em 1963, HILL & SUSSMAN (54) sugeriram que a resistência to 
trealase de Nzuficpofia. zfia.66a. a temperatura de 609C, poderia ser a­
tribuída ao envolvimento da enzima na germinação, uma vez que a 
quebra de dormência pelo choque térmico requer temperatura eleva­
da, na qual a enzima deve sobreviver. HECKER & SUSSMAN (49), em
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1973, verificaram que a estabilidade da trealase a 659C poderia 
ser aumentada, elevando-se a concentração, da proteína-enzima, ou 
pela adição de polióis (glicerol, inositol, manitol, glucose e 
trealose..) ã preparaçao enzimãtica. Estes autores observaram ain­
da que a presença de parede de ascosporos, parede micelial puri­
ficada, glucanas ou poligalactosaminas ou ainda albumina do soro 
bovino protegem a trealase contra inativação térmica (50).

3.14. DETERMINAÇÃO DA ENERGIA DE ATIVAÇÃO DA TREALASE.

A velocidade da reaçao enzimãtica foi determinada em di­
ferentes temperaturas  ̂A energia de ativação, calculada pela re­
presentação .gráfica de ARRHENIUS, foi de 12 kcal/moi (Fig. 14). O 
coeficiente de temperatura (Qiq) observado foi de 2,1 entre 27 e 
379C e 2,0 entre 30 e 409C. Resultado idêntico de energia de a­
tivação foi encontrado em trealase de Vlc.tyo6to.llum ddZAcàZ- 

dcum por KILLICK em 1983 (65). Outros autores reportaram valores 
entre 7,9 e 9,7 kcal/mol para leveduras híbridas (3), bactérias 
(44) e bicho-da-sêda (100). Energia de ativação mais elevada de 
lb, 4 kcal/mol foi observada em McZoZontha vuZgan.Zò (43)

3.15. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE SUBSTRATO.

A trealase intracelular do fungo ScopuZan.ZopòZ6 bn.cvZ- 
cauZZò, apresentou um comportamento cinético de Michaelis-Menten 
com Km na ordem de 0,48 mM para a trealose e a sua velocidade már 
xima foi calculada em 48 ymol de glucose liberada em um minuto 
(Fig. 15 ).

Valores semelhantes de Km foram observados em micêlios 
de Ncun.o&pon.d caaòòa (54) , <em Sacckan.omyc.z6 ccn.cvZ6Zac (64, 86), 
em HumZcoZa ZanugZnoòa (94) e em insetos (4, 38). Em microrganis­
mos, são reportados valores de Km que variam de 0,15 a 55 mM para
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a trealase de Ne.uA.o6po/ia tttn.a6peA.ma (49) e ?hycomycz6 blakz6- 

lztanu6 (111) respectivamente. Valores intermediários de 1,2 mM 
foi encontrado em Viztyo6tzllum dl6coldzum (15, 65 ); em torno de
3,0 mM em A6pz/igllZu6 o/iyzaz (57) , Pullula/iia pullulan6 (76) e 
TA.tchodtA.ma A.zz6zt (117); 10,2 mM em leveduras híbridas (3); em 
torno de 20 mM em ?6tudomona6 £luoA.Z6czn6 (44) e StA.zptomycz6 hy- 
g/L06coptcu6 (91) .

3.16. EFEITO DOS CATIONS E OUTROS COMPOSTOS SOBRE A TREALASE.

Na Tabela V está sumarizado o efeito provocado pelos 
compostos iônicos, Tris e bloqueadores do grupamento sulfidrila 
sobre a atividade da trealase do fungo Scopula/itop6t6 bA.zvicaull6. 
Com exceção do Mg++, todos os cations divalentes ensaiados apre­
sentaram influência negativa e o grau de inibição foi crescente

• , T „  + +  _  + +  + +  „  + +  + +  +  +na seguinte ordem: Ca , Co ; Mn , Zn , Cu e Hg .
Em virtude da interferência da maioria destes metais e 

do Tris no método de SOMOGYI & NELSON, a atividade enzimãtica foi 
determinada pela dosagem da glucose liberada, pelo método da Glu- 
cose-oxidase-Peroxidase, onde o efeito ê praticamente nulo.

A ausência de inibição ccm o NEM e inibição do tipo não competitiva 
com Hg++ (Ki=0,016 mM) , ambos conhecidos como bloqueadores do gru­
pamento sulfidrila, podem indicar a ausência desse grupamento no 
sítio catalítico da enzima (41) . No entanto, foi verificada inibi­
ção competitiva com PCMB (Ki=0,ll mM) , outro composto com a capa­
cidade de se ligar ao grupamento SH. Segundo a literatura (124),

i
no centro catalítico da trealase, existe uiji sitio de ligação para 
o grupamento glucosil e outro para fenil. É possível que nesta 
trealase, o PCMB esteja ligado ao sítio de encaixe de fenil, impe­
dindo dessa maneira, a complexacão da enzima com o seu substrato 
sem nenhum envolvimento direto com o grupamento sulfidrila. NAKANO 
et al. (79) sugeriram uma mudança conformacional da trealase em presença
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de bloque adores, do grupamento sulfidrila e que este grupo SH é 
importante na atividade e conformação da molécula da enzima.

BAR—GUILLOUX èt al.\(4) e SASAJIMA et al.(lOl) verifica­
ram que nenhum grupamento sulfidrila está diretamente envolvido 
no sítio catalítico da trealase de Mzlolontka vulgafiiò e da enzi­
ma intestinal de "rato.

O grau de inibição observado na trealase de ScopulafUo- 
pAÁA bfL2.V'tcauZ'Lò com Tris é semelhante ao resultado descrito para 
VZc.tyo&te.tÁ.um d.À.òcoZdc.um (65)/ onde foi constatada 28% de inibição 
com 100 mM desse composto. Em leveduras híbridas (3) foi observa­
da inibição de 20% com a mesma concentração.

A inibição do tipo competitiva provocada em altas con-; 
centrações de Tris/ apresentando Ki de 71 mM (Fig. 16B), difere 
dos resultados obtidos por SASAJIMA et al.(lOl), onde observaram 
inibição total com 10 mM em trealase de rato.

NAKANO et al.(79) afirmaram que os bloqueadores do gru­
pamento SH inibem competitivamente a trealase e que pode ser desi­
nibida em presença de ânions cloreto, brometo, iodeto e tiociana- 
to (80 ) .

Os compostos iônicos ou os bloqueadores de SH produzem 
efeito variável dependendo da procedência da enzima em estudo. A 
atividade da trealase de leveduras híbridas (3) não foi afetada 
pelo NaF (10 mM) e pelos cátions Fe++, Fe+++, Mg++, Mn++ e Ca++ na 
concentração de 1 mM. Porém,totalmente inibida pelo Hg++, Ag++ e 
Cu++ na mesma concentração.

O N-etilmaleimida ( l.mM.)., iodoacetato, de sódio (5 .mM) , 
+  +  i _PCMB(0,1 mM) e Hg (0,1 mM) nao afjetaram apreciavelmente a ati-

i
vidade trealãsica de Scte.fiotÁ.nZa òc.£e.fiotZafium (119) . No entanto, 
o .N-etilmaleimida inibiu 50% da atividade em leveduras híbridas 
(3) com 0,5 mM e houve inativação total da enzima com PCMB a Q,2nM.

Discordando com os resultados do presente trabalho, hã
relatos em que o Mg++ atua como inibidor da enzima de leveduras



(.86) , ou que o Zn++ e o Ca++ tem pouco ou nenhum efeito sobre a 
trealase intestinal de rato (1Q1), enquanto que o Mg++, Mn++ e o 
Ca++ promoveram a ativação da trealase de Phycomyce.6 blakalccanui 
(110) .

A análise das propriedades da trealase extracelular(93) 
e micelial de ScopuZa.n.Zop&Z& bn.e.vZccLu.ZZ6 mostraram resultados 

" semelhantes em relação ao Km, estabilidade térmica, temperatura 
ótima, comportamento frente a variação de pH, especificidade, pro­
dutos da reação.è efeito da _■fontfe de carbono na produção da en­
zima . -

Valores diferentes de ponto isoelétrico e de peso. mole­
cular foram observados entre as duas enzimas. A trealase extra­
celular foi focalizada em pH de aproximadamente 4,2. É possível 
que a variação no ponto isoelétrico seja em decorrência das téc­
nicas empregadas para a sua determinação. O pi da enzima micelial 
foi obtido em coluna de meio líquido "LKB Ampholine. Electrofocusing" 
e daquela liberada ao meio, pela eletroforese em gel de poliacri­
lamida ( menos precisa ) .

O peso molecular de 590.000 encontrado para a trealase 
extracelular talvez seja resultante do elevado grau de gllcosila- 
ção , uma vez que este fenômeno parece estar envolvido no proces­
so de secreção de enzimas.

Além disso, a eletroforese em gel de poliacrilamida da 
preparação bruta micelial, mostrou duas bandas de atividade, suge­
rindo a existência de duas isoenzimas; o que não ocorre com a tre­
alase extracelular (dados não mos-érados) .

i
É possível que a trealase micelial isolada, purificada 

e estudada no presente trabalho, que foi encontrada em maior quan­
tidade durante a passagem em DEAE-celulose (Fig. 5), seja uma for­
ma da enzima que após sofrer um processo de glicosilação poderia 
ser secretada, oomo ocorre com .a- invertase em leveduras ( 5 ) .
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É admissível que a forma da trealase que apresentou me­
nor mobilidade eletroforética seja a verdadeira trealase intrace­
lular. A sua detecção talvez tenha sido dificultada durante os _ 
processos de.purificaçao, uma vez que se apresentava com pouca a— 
tividade trealásica. É possível ainda, que esta seja uma forma de 
baixa atividade que sofreria posteriormente algum processo de ati­
vação, envolvendo talvez, uma fosforilação da proteína. A eluci­
dação desta suposição requer estudos mais aprofundados, inclusive 
com a fraçao proteica que fora descartada em razão da ausência de

l -atividade da mesma na ultima etapa de purificação (DEAE-celulose 
II) .

3.17. EFEITO DA GLUCOSE E AMIDO NA PRODUÇÃO DA TREALASE EXTRA-
CELULAR.

Os resultados da Tabela I sugerem que a síntese da trea­
lase pode ser induzida, quando o fungo é cultivado em meio conten­
do amido como fonte de carbono e energia.

Com a finalidade de verificar o efeito indutor deste po- 
lissacarídeo, o microrganismp previamente crescido em glucose a 
0,2% foi submetido a diferentes condições de cultivo.

As fontes de carbono como acetato e glicerol, que aparen­
temente não apresentam efeito repressor sobre a síntese de enzimas, 
não foram utilizadas para a prê-cultura do microrganismo, pois re­
sultaram em crescimento muito pobre.

A Fig. 17A mostra que a velocidade de degradação do açúcar é de­
i

pendente da condiçjão experimental. Assim, em 8 horas, quando todall
glucose ê consumida, cerca de 25% do amido permanece no meio. A a­
dição de cicloheximida juntamente com os açúcares levou à redução 
da velocidade de metabolização, possivelmente pela inibição da sín­
tese das enzimas responsáveis pela degradação desses carboidratos.
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Resultada semelhante foi observado em Sa.cch.cLSiomyce.6 ce.- 
/i&vlòtcLZ, quando a liberação de dióxido de carbono foi reduzida 
em presença de cicloheximida no metabolismo de glucose (35) ou . 
maltose (42).

Na fase inicial do experimento, onde se verificou maior 
consumo da fonte de carbono(Fig. 17A), notou—se o crescimento do 
fungo, porém, no período subsequente o peso da massa micelial man­
teve-se constante (Fig. .17B) .

Observa-se na Fig. 18, que a atividade específica da 
trealase em presença de amido aumentou em função do tempo de incu­
bação da cultura, tomando-se mais evidente após 12 horas, quando 
grande parte do polis sacar ídeo foi consumido (Fig. 17A) .

A atividade trealásica do fungo cultivado em amido au­
mentou 35 vezes em relação ao nível inicial. Na presença de glu­
cose não houve a elevação da atividade enzimática, porque não ha­
via indutor no sistema. A adição da cicloheximida juntamente 
com o amido levou á redução da atividade trealásica, sugerindo a 
inibição da biossintese proteica.

Em 24 horas, a atividade específica da trealase obtida 
do fungo cultivado em amido foi cerca de 14 vezes maior em relação 
àquela da glucose e de 6 a 7 vezes, quando a cicloheximida estava 
presente juntamente com estes carboidratos.

Quando o fungo foi cultivado em meio contendo glucose e 
cicloheximida, poder-se-ia esperar a redução mais acentuada do ní­
vel de trealase, uma vez que i conhecida a participação destes e­
lementos impedindo a síntese protéica. No entanto, um fato curioso 

jfoi ijiotado no sistema contendo os dois compostos, onde se observou 
ligeira elevação da atividade em relação àquele que continha ape­
nas a glucose. Este fenômeno poderia sugerir a inibição de algum 
fator proteico responsável pelo efeito repressor da glucose.

Quando a pré-cultura do fungo foi efetuada em 0,2% de a­
mido (substituindo a glucose) e transferidas para as mesmas-condições



do experimento descrito anteriormente, foi observado um comporta­
mento semelhante quanto ao perfil de consumo de açúcares (Fig.l9A) 
e crescimento do microrganismo (Fig. 19B). Com relação a ativida­
de especifica (Fig. 20), em 24 horas, houve menor acréscimo (6 ve­
zes) comparado ao nível inicial, em decorrência do sistema ter sido 
pré-induzido. Assim, a variação de atividade entre a enzima produ­
zida em amido e em glucose foi de somente 3 vezes.

Em um sistema pré-induzido é de se supor que os RNAm 
responsáveis pela síntese da trealase já estejam sintetizados. Por­
tanto, a adição de glucose ou de cicloheximida não deveria provo­
car efeitos muito significativos.

Na Fig. 20, pode-se observar que a adição de glucose pa­
rece ter um efeito repressor, uma vez que a atividade enzimãtica 
foi baixa, porém esse efeito poderia ser resultante da inibição 
do processo de secreção. A elucidação deste fenômeno requer estu­
dos com a trealase intracelular.

Quando o amido foi adicionado juntamente com a ciclohe­
ximida, verificou-se a redução do consumo do polissacarídeo (Fig. 
19A), talvez péla inibição da síntese das enzimas degradativas do 
amido, levando à limitação da fonte de energia para a liberação í 
trealase. Consequentemente, a atividade da enzima foi menor em 
presença do antibiótico.

O efeito da cicloheximida em presença da glucose, mos­
trou resultado contrastante, promovendo a liberação acentuada da 
enzima ao meio. Isto sugere, a utilização da glucose como fonte de 
energia para a secreção da enzima e o efeito inibitório .da._ciclo- 
heximida sobre, síntese de alguma proteína que impede a liberação 
da trealase.

FERGUSON et al.(35) observaram o fenômeno da inativação 
da malato desidrogenase em leveduras, quando a glucose foi adicio­
nada ao sistema induzido. A adição simultânea de cicloheximida e 
a glucose, impediu esta inativação. No entanto, a adição posterior
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do antibiótico, levou à redução da atividade enzimãtica. Fenôme­
no semelhante de redução, da inativsçao provocado pela glucose,foi 
observado no sistema de consumo de maltose (42).

Um ligeiro aumento na atividade trealãsica observado no 
presente trabalho, guando o fungo foi incubado com glucose, ocor-r 
reu após o esgotamento do açúcar. Fenômeno semelhante foi verifi­
cado com a-galactosidase de Sacchafiomycci cafiZòbcfigcniZi (69) .

3.18. EFEITO DA GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA NA INDUÇÃO DA TREALASE

De posse dos resultados obtidos na Fig. 18 e 20, com a 
trealase extracelular, novos experimentos foram programados com a 
finalidade de observar o fenômeno da repressão pela glucose e e­
feito da cicloheximida sobre a síntese e secreção da trealase pe­
lo fungo ScopuZafiZopiZi bficvZcauZZi .

Quando o fungo cultivado em glucose a 0,2% foi transfe­
rido para o meio contendo amido, ocorreu um aumento da trealase 
extra (Fig. 22A) e intracelular (Fig.22B). A produção da enzima 
tomou-se mais evidente após 15 horas, quando cerca de 75% do in­
dutor foi consumido (Fig. 21A). Neste período, o crescimento do 
microrganismo entrou na fase estacionária, porém, a adição de glu­
cose provocou o desenvolvimento do fungo conforme esperado, (Fig.21B)..

A adição de glucose na concentração de 0,2%, no sistema in­
duzido, interrompeu a síntese da trealase seguido de uma fase em 
que a enzima foi sintetizada . com velocidade inferior ao do con-.. 
trole (Fig. 22A) . Este fenômeno é conhecido como repressão "tran­
siente " e foi observado na síntese de a-galactosidase em Saccha- 

fiomyca cafLZibzn.g2.n0Z6 (69) . A síntese e a secreção dessa a-ga­
lactosidase foi reprimida com 0,045% de glucose (69).

A síntese da invertase em Sacckafiomycci ccfLCvZiZaz foi 
reprimida catabolicamente pela glucose ao nível de transcrição, 
tradução e pelo aumento da velocidade de degradaçao do RNAm sem
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interferir com a glicosilação e secreção da enzima (32). Em con-; 
tradição, outros trabalhos indicam que a glucose controla o nível 
intracelular dessa enzima, pela limitação de glicosilação, tornan­
do-a mais suscetível à inativação proteolítica (23).

A redução da atividade dá a-glucosidase de leveduras,
observada pela adição da glucose, parece ser também ocasionada pe­
la inativação da enzima (37). A completa inibição pela hexose na 
síntese da maltase em Saccka.A.omyce.0 ccViZò bztiQznt>Á.ò , ocorreu ao ní­
vel de transcrição e da estabilidade do RNAm, sem afetar no entan­
to, a atividade da enzima (34). \

A substituição do amido pela maltose como fonte de car­
bono, na indução da síntese da trealase pelo Scopu&a.siZopAÁ.A btizvZ- 
cau-lià, resultou em comportamento semelhante ao do amido quanto 
aos perfis de consumo de açúcares (Fig. 23A), de crescimento (Fig. 
23B) e de produção enzimática (Fig.24).

Quando a pri-cultura do microrganismo foi feita em glu­
cose a 1%, foi observado menor aumento na massa micelial no iní­
cio da indução. Porém, a produção da enzima foi prejudicada.

A análise destes resultados reforça as observações da
Tabela I, onde foi verificada a maior eficiência do amido como in­
dutor da síntese da trealase. No entanto , a menor atividade espe­
cífica .observada, quando o microrganismo foi cultivado em maltose 
fFig. 24), talvez seja decorrente do sistema que se encontrava re­
primido, em virtude da elevada concentração de glucose utilizada 
na prê-cultura.

Uma vez que a cicloheximida bloqueou o aumento da trea-I
lase intracelular, pode indicar quejj a produção da enzima em presença

de amido (Fig. 22B). ou maltose (Fig. 24B) é dependente da síntese 
”de novo" e não da ativação de uma proteína pré-existente.

Partindo da premissa de que o amido é um composto ina­
cessível como indutor, é provável que algum produto da sua degra-
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dação seja responsável pelo estímulo na produção da trealase.
A análise da Tabela I, mostrou que a utilização da dex­

trina (Nidex) como fonte de carbono, resultou no aumento da sín­
tese da trealase, porém, a quantidade de enzima produzida foi 
maior em presença de amido. A maltose, mostrou ser bastante efi­
ciente na produção dessa enzima, podendo sugerir dessa maneira, 
ser essa hexose , um possível oligossãcarídeo responsável pelo 
estímulo na sntese da trealase quando o microrganismo é cultivado 
em meio contendo amido. Porém, a elucidação do verdadeiro in­
dutor da síntese da trealase, requer melhores estudos.

0 estudo comparativo das propriedades da trealase intra­
celular e extracelular, bem como o perfil de atividade das duas 
enzimas durante o processo de indução da síntese enzimática, mos­
traram ser semelhantes. A existência de uma mesma enzima dentro 
da célula e no meio de cultura, possibilita o melhor aproveita­
mento da fonte de enzima, proporcionando maior rendimento na 
obtenção da trealase. Essa enzima purificada, pode ser utilizada 
como instrumento para a determinação quantitativa do. teor de trea- 
lose bem como na determinação estrutural de carboidratos.
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Tabela I - EFEITO DA FONTE DE CARBONO SOBRE O CRESCIMENTO DO 
FUNGO Scopula.Jiiop6Í6 bKe.vic.OLU.li6 E A PRODUÇÃO DA 
TREALASE E MALTASE.

FONTE PESO ATIVIDADE ESPECÍFICA
DE SECO TREALASE MALTASE
CARBONO (mg/50ml) Intra­

celular
Extra-
celular

Intra­
celular

Extra-
celular

Acetato 12,0 0 ,20 0,08 0,25 0,43
CMC 0,7 0,01 0,13 0,14 0,4 3
Etanol 17,0 0,02 0,21 0,01 0 ,00
Celobiose 54,0 0,30 0,03 0,25 0,33
Melibiose 54,0 0,12 0,27 0 ,57 1,40
Trealose 52,0 0,68 1,12 0 ,58 4,12
Sacarose 50,0 0,88 0,80 0,98 2,13
Glucose 43,0 0,57 0,36 0,57 0,71
Dextrosol* 45,0 0,54 0,50 0,51 1,00
Karo* 39,0 1,48 1,00 1,85 2,46
Maltose 40,0 1,45 1,07 2,96 4,00
MaltoseJ 47,0 1,54 0,86 3,50 2,90
Nidex* 54,0 0 „84 1,21 2,54 5,00
Amido 48,0 1,58 1,73 3,30 6,33

* - Produto comercial
* - Grau prático

O crescimento do fungo foi efetuado pela .incubação de 4x10 
esporos em 50 ml de meio líquido contendo 0,2% de diversas fon­
tes de carbono a 289C com agitação de 120 rpm durante 60 horas, 
exceto a cultura em etanol e CMC(100 horas).A atividade enzimã- 
tica foi determinada pela dosagem da glucose liberada pela hi­
drólise da trealose e maltose respectivamente pelo método de 
SOMOGYI & NELSON e Glucose-oxidase-Peroxidase.



Tabela II - TABELA DE PURIFICAÇÃO DA TREALASE MICELIAL DE Scopulariopsis brevieaulis

ETAPAS DE 
PURIFICAÇÃO

*U
ml’) ENZ.

PROTEÍNAS
(mg/ml)

ATIVIDADE
ESPECIFICA

*U
TOTAIS

PURIFI­
CAÇÃO

RENDI­
MENTO (%)

Extrato bruto 4,3 8,36 0,5 559 1 100
Sulfato de 
protamina

4,2 1, 35 3,1 538 6 96

Sephadex G-100 2,3 0, 39 5,9 494 12 88
DEAE-celulose I 69,0 0,70 90,6 338 197 60
DEAE-celulose II 67,0 0,37 181,1 288 362 51

* -1U - Unidades de Enzima ( ymol de glucose liberada.min )

Atividade específica -- Unidades de enzima/mg de proteína
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Tabela III - ESPECIFICIDADE DA ENZIMA

SUBSTRATO . ATIVIDADE RELATIVA (%)
E . bruto S. G-100 DEAE I DEAE II

Trealose 100 100 100 100
Celobiose 5 0,8

a
0 0

Isomaltose ' 71 48 0 0
Sacarose 4 0 0 0
Maltotriose 34 23 4 0
Gentiobiose 20 6 0 0
Estaquiose 0 0 0 0
Maltose 122 222 3 0
Melibose 4 0 ' 0 0
Rafinose 2 0 0 0
Lactose 00o 0 0 0
Amido 33 83 0 0
Trealose-6-fosfato - - - 0
PNPG - - ' - 0
CMC 0,6 0 ' 0 0

PNPG - p-Nitrofenil-a-D-glucosIdeo 
CMC - Carboximetil celulose sõdico

O >sistema de reação contendo 0,07 yjj de proteína, 12,5 mM de 
substrato com exceção de trealose-6-fosfato (18,3 mM) , amido (0,5 mg) 
e CMC (0,5 mg) em tampão fosfato 50 mM,pH 6,0 em um volume de 200 
yl foi incubado a 409C. A glucose liberada foi medida pelo mé­
todo da Glucose-oxidase-Peroxidase, exceto para o PNPG (46) .
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Tabela IV- ESTEQUIOMETRIA DA REAÇÃO

TREALOSE 

( pmoir.)

GLUCOSE LIBERADA ( ymol )
30 min 60 min

1,1 2,1 2,1
2,1 4,0 4,1
3,1 6,1 6,0

O sistema de reação de 0,5 ml que continha 1 unidade de en­
zima e diferentes concentrações de trealose em 50 mM de tampão 
fosfato pH 6,0 foi incubado a 409C.Nos tempos determinados, uma 
alíquota foi coletada e a trealose foi medida pela técnica'de do­
sagem de açúcares totais (30) e a glucose liberada pelo método da 
Glucose-oxidase-Peroxidase.



-5 3-

Tabela V - EFEITO DOS CATIONS E OUTROS COMPOSTOS SOBRE A ATI­
VIDADE TREALÃSICA

REAGENTES CONCENTRAÇÃO 
( mM ) % INIBIÇÃO

Controle . 0
Zn++ 5 • 60
Co++ 5 55
Mn++ 5 56
Ca++ 5 43

H—hFe 5 76
TVAMg 5 0
Cu++ 5 85
Hg++ LOOO 100
NEM 10 0
PCMB 1 58
Tris 50 16

NEM- N-etilmaleimida
PCMB— p-cloro-mercuribenzoato de sódio 
Tris- Tris(hidroximetil)aminometano

A enzima foi previamente incubada em presença destes compostos 
durante 10 minutos em tampão fosfato 50 mM, pH 6,0. Posteriormen-

clte 5! mM de trealose foi adicionada e incubada a 409C. A glucose _
)  ̂ ' liberada foi medida pelo método da Glucose-oxidase-Peroxidase.
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Fig. 1 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE AMIDO NA PRODUÇÃO DA 
TREALASE PELO S dopuZasiZopA;Lò .

Os esporos do fungo Scopulcvilopò'íò bsizvÁ.c.au.l<Lò (4x10 célu­
las) foram crescidos durante 48 horas em meio de MARKUS contendo 
diferentes concentrações de amido- A atividade enzimãtica foi de­
terminada pela incubação da enzima a 409C em tampão fosfato 50mM 
pH 6,-0 com 25 mM de trealose em um sistema de 200yl. O açúcar re­
dutor liberado foi dosado pelo método de SOMOGYI & NELSON e a pío-iIteina pelo de LOWRY et al. • -' ) 

Símbolos i - peso seco; 0—0 - trealase intracelular.;
- trealase extracelular; - carboidrato residual.
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Fig. 2 - PERFIL DE ELUIÇAO DA TREALASE NA FILTRAÇÃO EM 
GEL SEPHADEX G-100.

0 extrato bruto (130ml) tratado com sulfato de protamina
foi aplicado(2Oml) em uma coluna de Sephadex G-100 (3,5 x 21cm)
previamente equilibrada com tampão fosfato õmM^pH 6,6. A eluição
foi efetuada com tampão de equilíbrio. Alíquota de 25 yl de cada
fraçao foi incubada em presença de 2,5mM de trealose em 50mM de

_ 1 
tampão fosfato pH 6,0 em um sistema de 200jj1 a 409C. A glucose
liberada foi medida pelo método de SOMOGYI & NELSON e as proteínas 
pelo de WARBURG & CHRISTIAN. Símbolos: •—• — trealase intracelu­
lar; 0-0 - proteínas.
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Fig. 3 ~ PERFIL DE ELUIÇAO DA TREALASE EM CROMATOGRAFIA 
DE TROCA. IÔNICA EM DEAE-CELULOSE I.

A preparação enzimãtica obtida da filtração em gel(100 ml)foi 
aplicada em coluna de DEAE-celulose (1,9 x 11 cm) eeluída com gra­
diente linear de NaCl conforme descrito em MATERIAIS E MÉTODOS.A- 
líquota de 10yl da enzima!foi incubada com 2,5mM de trealose ou

i -lOmM de maltose em 50mM de'tampao fosfato pH 6,0. A glucose libe­) '
rada foi medida pelo método de SOMOGYI & NELSON ou da Glucose-oxi-
dase-Peroxidase respectivamente. Simbolos: ,---, - Gradiente de
NaCl; 0-0 - protèínas; trealase; maltase.
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Fig. 4 - PERFIL DE ELUIÇÃO DA TREALASE EM DEAE-CELULOSE II.

A fração enzimãtica obtida de DEAE-celulosé 1(2,3ml) foi recroma- 
tografada em DEAE-celulose, efetuando-se a lavagem da coluna(l,9x 
llcm) com tampão fosfato 5mM,pH 6,6 contendo 0,15M de NaCl. A 
eluição foi feita com gradiente de NaCl de 0,15 a 0,4M no mesmo tam­
pão. A atividade enzimãtica foi determinada pela incubação dé 10yl 
da enzima com 2,5mM de trealose em tanpão fosfato 50mM pH 6,0 em um volume 
final de 200yl a 409C. A glucose liberada foi medida pelo método de SOMDGYT & 
NELSON. Simbolos: « • - gradiente de NaCl; o— « - proteínas; •— •
trealase.
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Fig. 5 - CROMATOGRAFIA EM DEAE-CELULOSE. ELUIÇÃO DA TREALA­
SE POR ETAPAS CDM OCNCENTRAÇÃO CRESCENTE EE NaCl.

Em uma coluna de DEAE-celulose (1,8 x 27cm) previamente e­
quilibrada com tampão fosfato 5mM,pH 6,6 , foi aplicáda 420 unida­
des de trealase parcialmente purificada em Sephadex G-100. Após a 
lavagem da coluna com tampão de equilíbrio, foi efetuada a eluição
da trealase jpor etapas utilizando concentração crescente de NaCl

! _ , _(0,2-0,5 M) no mesmo tampao (200 ml). Foram coletadas frações de 5 ml que)
foram analisadas quanto ao teor proteico pelo método de WARBURG & 
CHRISTIAN e a atividade trealãsica pelo método convencional confoi>- 
me descrito no item 2.9 de MATERIAIS E MÉTODOS.

Símbolos: «___« - trealase micelial; o— o - proteínas.
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Fig. 6 - ELETROFORESE EM GEL DE PQLIACRILAMIDA.

A eletroforese foi efetuada em gel a 7% em tampão Tris- 
acetato 100 mM, pH 7,2 durante 4 horas a 49C com 5 mA/gel. A reve­
lação das proteínas foi feita com "Coomassie Brilliant Blue"G-250 
e a atividade trealãsica pela incubação do gel com Glucose-oxida- 
se-Peroxidase contendo 10 ymoles de trealose a 409C.

E e E ‘ - Extrato bruto - 400 yg de proteína;
S e S' - Sephadex G-100 - 40 yg de proteína;
D e D' - DEAE-celulose II - 19 yg de proteína.



-60

Fig 7 - DIAGRAMA DA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILA- 
MIDA PARA A DETECÇÃO DE GLICOPROTElNAS.

A eletroforese foi executada em gel a 7% utilizando tampão 
Ls-acetato 100 mM, pH 7,2 durante 4 horas com 5mA/gel. As gli- 
proteínas foram reveladas utilizando timol e ácido sulfúrico(96). 

A- Ovoalhumina - 50 yg de proteína;
B- Tireoglobulina - 50 yg de proteína;
C- Trealase micelial (DEAE-celulose II)- 19 yg de proteína; 
D- Trealase micelial (DEAE II) - 19 yg, revelado com GOP; 
E- Trealase micelial (DEAE II) - 19 yg, revelado com "Coo- 

massie Brilliant Blue" G-250.
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Fig. 8 - DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR DA TREALASE INTRA­
CELULAR DE ScopuZaJvíopò-íò bh.Q.\)Á.c.a.uZZt>.

A - Filrração em coluna (1 x 62 cm) âe Bio-gel A-1,5 m e­
quilibrada e eluída com tampão fosfato 5 mM, pH 6,6 contendo o/9% 
de NaCl. Padrões utilizados: 1- Citocromo c (12.400); 2- Tripsina 
(23.800); 3- Ovoalbumina (45.000); 4- Hemoglobina (64.000); 5- Al­
bumina do soro bovino (67.000); 6- Catalase (230.000 - 250.000);
7- Tireoglobulina (669.000) e "Blue Dextran" (2.10^).

B - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS empre-i
gando a proteína dissociada. A trealase utilizada foi objtida da 
isoeletrofocalização,que se móstrou homagênea quando submetida à 
eletroforese em gel de poliacrilamida. Padrões eirpregados: • - Hemo­
globina (1- 16.000; 2- 32.000; 3- 48.000; 4- 64.000); ■ -  Albumi­
na do soro bovino (5- 66.000; 6- 132.000, 7- 198.000; 8- 264.000).

□-Trealase micelial purificada.
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Fig. 9 - DETERMINAÇÃO DO PONTO ISOELÉTRICO DA TREALASE.

A isoeletrofocalização foi efetuada em coluna (LKB) com 
110 ml de capacidade durante 4 8 horas a 49C a 400 V, utilizando 
anfolina na concentração de 1% com pH na faixa de 3,0 a 10,0.A 
atividade enzimãtica foi determinada pelo método convencional e 
a proteína pela técnica descrita por WARBURG & CHRISTIAN.

Símbolos: •—• - trealase; 0-0 - proteínas; --% - pH.
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Fig. 10 - EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO E CONCENTRAÇÃO DE 
PROTElNA SOBRE A ATIVIDADE TREALÃSICA.

O sistema de reação de 6 ml contendo 0,7 yg de proteína em 
tampão fosfato 50 mM, pH 6,0 com 25 mM de trealose foi incubado 
a 409C durante 180 minutos. Nos tempos indicados, amostras foram 
coletadas e a atividade trealasica foi determinada.

0 efeito da concentração de proteína foi verificada pela
incubação de quantidade créscente de proteína em um sistema deí ,! ~200 yl contendo 25 mM de treklose e 50 mM de tampao fosfâto pH
6,0 durante 15 minutos a 409C. A glucose liberada foi dosada pe­
lo método de SOMOGYI & NELSON. Símbolos: - efeito da concen­
tração de proteína; O—O - efeito do tempo de incubação.
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Fig. 11 - EFEITO DO PH NA ATIVIDADE E ESTABILIDADE DA 
T RE AL ASE .

A estabilidade da trealase à variação de pH foi verificada 
incubando-se 0,6 yg de enzimia durante 17 horas a 49C com 50 yl de 
tampões (0,1 M) com diferentes pHs (2,6 - 10,4) em um volume de 
150 yl. O pH de uma alíquota foi ajustado parai 6,0 com tampão fos­
fato 0,2 M, com subsequente adição do substrato para a determina­
ção da atividade. O pH õtimo foi determinado pela incubação de 0,6 
yg de proteína, 5 4jmoles de trealose e 50 yl de tampão 0,1 M (pH 2,6­
10,4) em vim volume final de 150 yl a 409C durante 30 minutos. O 
pH de uma alíquota foi ajustado para 6,0 e o Açúcar redutor libe­
rado foi medido pelo jnétodo de SOMOGYI & NELSON.

Tampões utilizados: t. McIlvaine(2,6-7,0); t. fosfato(7,0-8,0); 
t. ácido bõrioo/bõrax(8,0-8,6) e t. glicina/NaOH (8,6-10,4).

Símbolos: •—• - curva de pH; O — 0> - curva de estabilidade
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Fig. 12 - EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE E ESTABILIDA­
DE DA TREALASE.

A enzima (0,03 yg) foi incubada durante 30 minutos em di­
ferentes temperaturas em um sistema de 200 yl contendo 25 mM de
trealose e 50 mM de tampão fosfato pH 6,0.

A estabilidade da enzima foi determinada fazendo-se uma 
pré-incubação de 0,03 yg de proteína com 50 yl de tampão fosfato 
0,1 M,pH 6,0 em um volume de 150 yl durante 30 minutos em diferen­
tes temperaturas antes da adição de 5 ymoles de substrato .
O açúcar redutor liberado fói' medido pelo método de SOMOGYI &. .NEL­
SON.

Símbolos: •—• - curva de temperatura; o—O - curva de es­
tabilidade enzimática.
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Tempo (min)

Fig. 13 - INATIVAÇÃO TÉRMICA DA TREALASE.

A enzima (10 yg) foi incubada a 559C durante duas horas em 
tampão fosfato 50 mM, pH 6,0 em um volume de 3 ml. Nos tempos espe 
cif içados, vima alíquota foi retirada para se determinar a ati vida 
de enzimãtica sobre 25 mM de trealose e maltose. A glucose libera 
da apõs a incubação a 409C foi medida pelo método da Glucose-oxi^ 
dase. ,
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Fig. 14 - DETERMINAÇÃO DA ENERGIA DE ATIVAÇÃO DA REAÇÃO 
DE HIDRÓLISE DA TREALOSE.

A enzima (0,03 yg) foi incubada com 25 mM de trealose em 
tampão fosfato 50 mM, pH 6,0 (200 yl) em diferentes temperaturas duran­
te 30 minutos. A glucose liberada foi medida pelo método de S0M0- 
GYI & NELSON. A energia de ativação foi calculada pelo gráfico de!

,  íARRHENIUS. . ' -
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Fig. 15 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE SUBSTRATO NA ATI­
VIDADE DA TREALASE.

A enzima (0,05 yg de proteína) foi incubada a 409C em 
tampão fosfato 50 mM, pH 6,0 contendo concentração variável de 
trealose (0,2 - 10 mM) em um volume total de 200 yl. O açúcar 
redutor liberado foi dosado pelo método de SOMOGYI & NELSON. A
constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade máxima foram

_  .  1 calculadas pela representação-gráfica de LINEWEAVERLBURK.



Fig. 16 - INIBIÇÃO DA TREALASE DO FUNGO ScopuZa/iZopóZó bsie.vZcauZZò .

Após a pré-incubação da enzima durante 10 minutos com os inibidores, a atividade trealásica foi 
determinada utilizando concentração variada de substrato (0,5 - 5,0 mM).

Símbolos: A- PCMB 0,25 mM ; 0,50 mM A—A ; B- Tris 0,2M ,0,5 M ; C- Hg++ 2,5 yM
o-o,4,0 yM - #=#’7- Sem adição do inibidor + — +  . —  ,

<T>
KDI
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Tempo (horas)

Fig. 17 - EFEITO DA GLUCOSE, AMIDO E CICLOHEXIMIDA NO CDN- 
SUMO DE AÇÚCAR E CRESCIMENTO DO FUNGO EM MICROR­
GANISMO PREVIAMENTE CRESCIDO EM GLUCOSE.

Os micélios do fungo (2 g) previamente crescido em glucose 
a 0,2% foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 1 litro con-

itendo 300 ml de meio com: amido a 0,2% ( D-O D; amido a 0,2% +
' i *30 yg/ml de cicloheximida ( ) ; glucose a 0,2% ( O-O. ) ; glu­

cose 0,2% + 30 yg/ml de cicloheximida ( #—# , ) .
A- Carboidrato residual
B- Crescimento do microrganismo



-71-

Tempo (horas)

Fig. 18 - EFEITO DO AMIDO, GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA NA
PRODUÇÃO DE TREALASE EXTRACELULAR EM FUNGO PRE­
VIAMENTE CRESCIDO EM GLUCOSE.

Os micélios do fungo (2 g) previamente crescido em gluco­
se a 0,2% foram transferidos paia frasco Erlenmeyer de 1 litro

. . !
contendo 300 ml de meio com: amido a 0,2% ( Q-O ) ; amido a 0,2% 
+ 30 pg/ml de cicloheximida ( ■ ) ; glucose a 0,2% ( 0—0 ) e
glucose a 0,2% + 30 yg/ml de cicloheximida ( #—# ) .



Tempo (horas)

Fig. 19 - EFEITO DA GLUCOSE, AMIDO E CICLOHEXIMIDA NO 
CONSUMO DE AÇÚCAR E CRESCIMENTO DO FUNGO EM 
MICRORGANISMO PREVIAMENTE CRESCIDO EM AMIDO.

■Os micélios (3 g) previamente crescido em amido a 0,2% fo­
ram transferidos para frasco Erlenmeyer de 1 litro contendo 300ml 
de meio com: amido a 0,2% ( □ . ) ; amido a 0,2% + 30 yg/ml de ci-
cloheximida ( ); glucose a 0,2% ( 0-0 ); glucose a 0,2% +

. . !30 yg/ml de cicloheximida.( #—• ) . ' .
A- Carboidrato residual
B- Crescimento do microrganismo
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Tempo (horas)

Fig. 20 - EFEITO DA GLUCOSE, AMIDO E CICLOHEXIMIDA NA PRO­
DUÇÃO DA TREALASE EXTRACELULAR EM FUNGO PREVIA­
MENTE CRESCIDO EM AMIDO.

Os micêlios(3g) do fungo previamente crescido em amido a 
0,2% foram transferidos para frascos de 1 litro contendo 300 ml 
meio com: amido a 0,2% ( );amido a 0,2% + 30 yg/ml de ciclo-
hex;mida ( ); glucose a 0,2% ( 0-0 ) e glucose a 0,2% + 30
yg/ml de cicloheximida ( •—• ).
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A
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Fig. 21 - EFEITO DA GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA SOBRE O CON­
SUMO DE AÇÜCAR E CRESCIMENTO DURANTE A INDUÇÃO 
DA TREALASE PELO AMIDO EM ScopuZasiZop&Z& b-tev,í- 
caaZZò .

O fungo previamente crescido em glucose•a 0,2% e após 12 
horas de jejum foi transferido para frasco de 2 litros conten­
do 1 litro de meio com 0,2% de amido (2 g de célula/ 1).
Depois de 15 horas de incubação o material foi dividido em^três 
partes iguais. üm deles serviu de controle ( #—• ) * e nos demais
foi acrescentado 0,2% de glucose ( 0—0 ) e 30 vrg/ml de ciclohe-
ximida ( A-̂ A ) .

A- Carboidrato residual
B- Crescimento do microrganismo
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Fig. 22 - INDUÇÃO DA TREALASE PELO AMIDO E EFEITO DA GLU­
COSE E CICLOHEXIMIDA SOBRE A PRODUÇÃO DA ENZIMA.

Os micêlios (2 g) do fungo previamente crescido em glucose 
a 0,2% e após jejum de 12 horas foram transferidps para frasco 
de 2 litros contendo 1 litro ,de meio de.MARKUS cbm 0,2% de a 
mido . Após 15 horas de incubação, o material foi dividido em 3 
partes iguais. Um deles serviu de controle ( •-# j e nos outros 
foi acrescentado 0,2% de glucose ( 0-0 ) ou 30 yg/ml de ciclohe­
ximida ( A— A ) .

A- Trealase extracelular 
B- Trealase intracelular
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Tempo ( horas )

Fig. 23 - EFEITO DA GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA SOBRE O CON­
SUMO DE AÇÚCAR E CRESCIMENTO DO FUNGO DURANTE 
A INDUÇÃO DA TREALASE PELA MALTOSE.

O fungo foi previamente crescido em glucose a 1% e após 12 
horas em jejum, as células (4 g) foram transferidas para o meio 
contendo maltose a 0,2%. Após 12 horas de incubação, o material 
foi dividido em tris partes iguais. Um deles serviu de controle "
( • ) e nos demais foi adicionado 0,2% de gluoose ( 0—0 ) e 30 yg/ml de
cicloheximida ( A— A ).

.A- Carboidrato residual
B- Crescimento do microrganismo



-77-

Fig. 24 - EFEITO DA MALTOSE, GLUCOSE E CICLOHEXIMIDA 
NA PRODUÇÃO DA TREALASE.

O fungo previamente crescido em-gluoose a 1% foi transferido pa­
ra frasco de 2 litros contendo 1 litro de meio com 0,2% de malto­
se. Após 12 horas de incubação foi dividido em três partes iguais: 

- controle; 0-0 - adição de 0,2% de glucose; A—A - adição 
de 30 yg/ml de cicloheximida.

j

A- Trealase extracelular 
B- Trealase intracelular



4. CONCLUSÕES

A trealase micelial do fungo ScopuZaAZopóZ-ó bsie,vZcauZZ& 
foi purificada 362 vezes com 51% de rendimento..
A enzima ê eçpecífica para .a trealose com Km de 0,4811114. 
A maioria dos cátions divalentes testados apresentaram 
efeito inibitório sobre a ativi-dâde da enzima.
A enzima foi inibida competitivãmente pelo Tris (Ki=71mM) 
e PCMB (Ki=0,ll mM) e não competitivãmente pelo Hg++ 
(Ki= 0,016 mM) .
A enzima mostrou máxima atividade catalítica em pH
6,0 - 6,2 a 459C e apresentou energia de ativação de 
12 kcal/mol.
A trealase é uma glicoproteína tetramérica com 4 30 .000 
de peso molecular.
A enzima apresentou ponto isoelétrico em torno de 2,9.
A trealase micelial apresentou a maioria das proprieda­
des, semelhantes à da enzima liberada ao meio de cul-r 
tura, exceto o ponto isoelétrico e o peso molecular.Su­
gerindo a presença de uma enzima dentro da célula que 
apõs^um processo de glicosilação seria secretada.

A adição da glucose em um sistema induzido, levou ã 
redução da atividade trealásica, demonstrando a exis­
tência do fenômeno da repressão da síntese protêica 
por esta hexose.
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10 Os experimentos executados com a cicloheximida sobre a
indução da trealase, resultaram na redução da velocida^ 
de de síntese da enzima, sugerindo que o estímulo na 
produção da enzima em presença de amido e decorrente 
da síntese "de novo" e não da remoção de um inibidor ou 
da ativação, de uma proteína pré-existente.
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