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RESUMO

A trealase extracelular do fungo S. brevicaulis foi estu-
dada em presenca de diferentes fontes ﬁe carbono. 0 crescimento
do fﬁngo tendo o amido como unica fonte de energia proporcionou
uma producao de unidades de enzima por mililitro do meio de cul
tivo, cerca de 10 vezes maior do que quando a fonte de energia
era a glucose. A trealase foi purificada em torno de 63 vezes
com rendimento de 44 %. A especificidade da enzima e absoluta
para a trealose com o Km da ordem de 0,4 mM em tampao fosfato.
0 peso molecular e cerca de 590 000 e o pI 4,2. A enzima mos-
trou atividade maxima em pH de 5,6 a 6,0 e em temperatura de

40 a 50°c.
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. INTRODUCAO

A trealose e um dissacarideo nao redutor, constituido por
duas moleculas de glucose unidas por ligacao a-(1+1). A a,a-tre-
alose e o unico isomero da trealose encontrado na natureza e foi,
provavelmente, isolado pela primeira vez em 1832 por Wiggers (6).
Este aglucar ocorre em algas, bacterias, insetos, leveduras, ver-
tebrados, invertebrados, vegetais e na maioria das especies de
fungos (20). Em fungos a trealose e encontrada em diferentes pro
porcoes, dependendo da fase de crescimento e sua ocorréncia com
poliois tem sido verificada desde os estudos de BOURQUELOT no s§

culo dezenove (8, 9).

A trealose desempenha diferentes papeis 'hb seu metabo-
fungos: a) Funciona como um componente estrutural, fazendo par-
te da estrutura de varios fosfolipideos; b) como um suprimento
de energia durante os estagios iniciais de germinacao de espo-
ros; c¢) como um intermediario na reabsorgao da D-glucose (20).
Devido a sua importancia, o seu metabolismo tem sido estudado
com grande interesse na Ultima decada. Excelentes revisoes de
trealoses e trealases foram feitas em 1963 por BIRCH (6) e em
1974 por ELBEIN (20). A biossintese e degradacdao desse agucar
tem sido descrita em diferentes organismos: levedura de panifi-
cagao, PANEK (46, 47), Dictyostelium discoideum, ROTH &
SUSSMAN  (51) e CECCARINI (11, 12).



No metabolismo da trealose, as enzimas anabolicas e cata-
bolicas sao claramente diferenciadas. A biossintese ocorre em

duas etapas (7):

*
1) UDP-glucose + D-glucose-6-fosfato Trealose sintetase

. Trealose-6-fosfato + upp ™

2) Trealose-6-fosfato + H,0 Trealose fosfatase = Trea-

' o

lose + H,PO

E o catabolismo e efetuado pela fosfotrealase (5) ou pela trea-

lase (7):
3) Trealose-6-fosfato + H20 Fosfotrealase Glucose
+ Glucose-6-fosfato
4) Trealose + H,0 Trealase = 2 D-glucose
A trealase (EC.3.2.1.28 - a,a-trealose glucohidrolase)

(36) @ a enzima que hidrolisa a a,a-trealose e e encontrada em
todos os organismos onde a trealose esta presente, seja na for
ma soluvel (48, 56) ou ligada a membrana celular (14,27). Ex-
cepcionalmente, a trealase também e encontrada em organismos
que nao sintetizam nem armazenam a trealose, presumivelmente,
para catalizar a hidrolise da trealose proveniente da dieta

(20). A atividade enzimatica da trealase foi primeiramente de-

* UDP: Uridina-difosfato.



monstrada por BOURQUELOT em 1893 (8). Em 1904, BOURQUELOT &
HERISSEY (9) verificaram que o desaparecimento da trealose, em

fungos, coincidia com o aparecimento da trealase.

Desde os trabalhos de BOURQUELOT (8, 9) muitos outros pes
quisadores tem isolado, purificado e determinado as proprieda-
des fisicas e quimicas de trealase(s) de uma grande variedade
de organismos, como: bicho da seda Bombix mori, SAITO (53);
Drosophila melanogaster, MARZLUF (41); Formia negina, FRIEDMAN
& ALEXANDER (22); rim: humano e suino, LABAT et af (38); ratos,
SASAJIMA et af (54) e NAKANO et al (44); Antemia salina,
BALLARIO et af (4); camundongo, TENAN et af (60); Panstrongilus
megistus, CHANDELIER et al (13); Apis meLifera, TAKEWAKI (59).

GODDARD, 1935, (24) determinou que sob circunstancias na
turais, ascosporos de Neurospora sao dormentes e provavelmente
permanecem viaveis nessas condigOes por anos. A ativagao ou que
bra da dorméncia, pode ser consumada pela aplicagao de um cho-

que de temperatura.

Em 1959, SUSSMAN & LINGAPPA (58) encontraram que a grande
quantidade de trealose armazenada em ascosporos dormentes de
Neurospora Ztetrnasperma era utilizada somente durante a germina-
cdo. Nesse fungo 15 % do carboidrato de reserva & a trealose
(11). A atividade da trealase aumentava dramaticamente durante
a germinacao de esporos (12, 28, 30) e paralelamente ao aumento
da atividade da trealase existia um rapido declinio no nivel de
trealose, sugerindo que esse acucar fornecia a energia necessa-
ria para a germinagao dos esporos. Em 1973, HEY-FERGUSON et al

(30) observaram que durante o processo germinativo dos esporos,



a atividade da trealase chegava a aumentar ate 15 vezes, enquan-

to que o glicogenio n3ao era consumido.

HILL & SUSSMAN, 1963, (32) encontraram varios picos de
atividade da trealase quando essa enzima era purificada em colu
na de DEAE-celulose. As atividades enzimaticas, eluida em diferen-
tes fragoes, eram muito similares quanto ao Km, pH otimo, espe-
cificidade ao substrato e resposta a inibidores. Em conidias
de ‘AzpeﬁgiﬁiuA*. Enyzae (35) a trealase e}é
encontrada em ambas as formas: uma ligada a membrana e outra so
luvel; ambas eram inibidas competitivamente pelo D-manitol que
e tambem uma reserva de energia nesse organismo. A atividade da

trealase era completamente restaurada apos a remoc¢ao do D-mani-

tol por dialise.

Segundo YU et af, 1967, (69) a trealase de ascosporos in-
tactos era mais estavel em temperaturas de 60 - 65 Oc que a tre
alase de extratos livres de celulas. Em 1973, usando tecnicas
imunofluorescente HECKER & SUSSMAN (31) descobriram que a trea-
lase estava associada com a parede mais interna do ascosporo
(endosporo), o que explicaria a maior estabilidade dessa treala
se (31) a temperaturas de 60 - 65 °C do que a trealase de extra
tos livres de ceélulas (69). A trealose, no entanto, esta locali
zada no citoplasma e, portanto, fisicamente separada da hidrola
se. Assim, foi sugerido que a parede do ascosporo protegeria a
trealase da inativacao pelo calor requerido para ativar a germi
nacao (31). Destes resultados foi concluido que a ativagao por
calor ou tratamento quimico, provavelmente envolveria: a) a dis
sociacao da trealase do endosporo; b) um aumento na permeabili-

dade da membrana plasmatica do ascosporo, permitindo a difusao



da trealose atraves dessa membrana. Consequentemente, a trealose
sofreria hidrolise e forneceria os intermediarios metabolicos e

energia para a germinagao (31).

SOUZA E PANEK, 1968, (56) analisaram a distribuicao da
trealase e trealose em celulas de levedura e revelaram que a
trealase estava localizada na fragao soluvel de protoplastos 1i
sados enquanto a trealose permanecia associada com a fragao par
ticulada. Tanto a trealose como a trealase nao foram detectadas
na parede celular. Foi concluido, entao, que a membrana cito-
plasmEticé parecia ser uma barreira entre a enzima e o substra-
to, e verificaram que alteragoes na permeabilidade da membrana
em presenca de tolueno ou durante a divisao celular, conduzia a

hidrolise da trealose pela trealase.

Em 1969, HANKS & SUSSMAN (27) descreveram variagoes na
atividade da trealase em relacao ao crescimento e conidiagao de
Neurospora crassa, e demonstraram que o aumento da atividade
nao aparecia ate algum tempo apos o inicio da conidiagao. Foi
observado ainda, que em condicoes de conidiagao reprimida ou em
mutantes sem conidia, a atividade da trealase permanecia baixa
ate o final do ciclo de crescimento apos o qual ocorria um au-
mento. Desse modo, a formacao da trealase poderia ser dependen-
te da conidiacdo e o mecanismo regulatorio responsavel pelo con
trole da sintese da enzima, poderia ser afetado por esse proces
so. No mesmo ano (1969), HANKS & SUSSMAN (28) verificaram que
mutantes de Neurospora crassa sem conidia, quando crescidos em
fontes de carbono que permitia um rapido crescimento micelial,
a atividade da trealase por unidade de peso do micelio era mui-

to baixa, contrastando com a atividade muito alta dessa mesma



enzima quando era utilizada fontes de carbono em que o cresci-
mento micelial era lento. Em experimentos posteriores (28), con
cluiram que o aumento da atividade enzimatica resultava de uma

sintese "de novo".

CHANG & TREVITHICH, 1972, (14) demonstraram em Neurospora
crassa, que em torno de 25 % do total da atividade da invertase
e trealase celular era encontrada em uma preparacao purificada
de parede celular, e verificaram que esta atividade era libera-
da por enzimas hidroliticas, nao ocorrendo o mesmo quando era
utilizado detergentes ou outros reagentes quimicos. PATTERSON
et al, 1972, (48) isolaram e purificaram as trealases de
Streptomyces hygroscopicus e Mycobactenium smegmatis. A enzima
de S. hygroscopicus estava presente na fracao soluvel, enquanto
que a de M. smegmatis estava ligada a membrana, mas poderia ser

solubilizada pelo tratamento com butanol aquoso a 10 %.

Varios mecanismos tem sido considerados para explicar a
ativacao de ascosporos dormentes pelo choque de temperatura. Em
1972, van ASSCHE et af (2) mostraram que a trealase de esporos
de Phycomyces blakesleeanus ocorre em duas diferentes formas,
as quais, sao interconversiveis "in vivo": uma forma com baixa
atividade, encontrada em esporos dormentesse uma forma ativa
apos a quebra da dormencia. .0 tratamento dos
esporos desse fungo pelo calor (50°C por 3 minutos), quebrava
a dorméencia dos mesmos causando um subito aumento de 10 - 15
vezes na atividade da trealase, independentemente da sintese de
proteinas. Dentro de uma hora, esta atividade caia para o nivel
encontrado nos esporos dormentes. Foi sugerido, entao, que 0

tratamento pelo calor converte temporariamente uma forma menos



ativa de trealase em outra mais ativa. Em 1975, van ASSCHE &

CARLIER (1) verificaram as diferencas quanto a mobilidade ele-
troforetica, peso molecular e influéncia de diferentes tempera-
turas e concentragao de substrato entre a forma menos ativa de
trealase em esporos dormentes e o estado ativado apos a indugdo

da germinagao.

A maioria das trealases de microorganismos descritas até o preéehté,
sao de natureza intracelular. Sua ocorréncia extracelularmente & muito
incomum. Usando bentonite comercial e sem tratamento previo,
VIJAYAKUMAR et af, 1978, (64) purificaram uma o,a'-trealase ex-
tracelular de Tradlchoderma neesei, cerca de 70 - 80 vezes, com
uma recuperagao de 90 % da atividade enzimatica e verificaram
que o seu pH otimo era 4,4, o ponto isoeléetrico 5,7 e o Km da

ordem de 3,1 mM.

0 trabalho aqui apresentado determina a ocorréncia da ati
vidade trealasica intra e extracelular no ascomiceto Scopulari-
opsis brevicaulis, bem como algumas das propriedades fisicas e
quimicas da trealase extracelular. 0 fungo Scopulariopsis brevi
caulis, vem sendo estudado ha alguns anos pelo Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Parana, com referéencia a
determinacao da via de metabolismo de carboidrato (34, 49) e a
modificacao da parede celular conforme o seu crescimento em di-
ferentes fontes de carbono (15). Este fungo hidrolisa inumeros

carboidratos e cresce em diferentes fontes de carbono.

Atencdo sera dada para a trealase extracelular, por esta
ser uma enzima de ocorréncia pouco comum e se encontrar presente
no 'meio em uma quantidade apreciavel, como tambem para estabe-

lecer alguns parametros entre essa enzima e os diferentes esta-



gios de crescimento do fungo.



Il. MATERIAIS E METODOS

2.1 MICROORGANISMO

A cepa de Scopufariopsis brevicaulis (anteriormente deno-
minada de Pycnoporus cinnabarinus) foi cedida gentilmente pela
Dra. Dea Amaral. Trata-se de um epiparasita do P. cinnabarinus,
que e um fungo apodrecedor de madeira. A denominacao de Scopula
riopsis brevicaulis (Saccardo) Baindier foi dada pelo Herb.
Identification Services Commonwealth Mycological Institute (IMI

- n0 239748) - England.

2.2 MANUTENGAO E ESPORULACAO DO FUNGO

0 fungo foi mantido em agar Sabouraud-glucose e repicado
cada tres meses. Os esporos foram obtidos crescendo o fungo em
agar malte. Apos a esporulagao este microorganismo foi conser-

vado na geladeira a 4°C até o uso.

2.3. OBTENGCAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS.

Para cada 20 ml1 de agar malte contendo formas vegetativas
e esporuladas, foi adicionado 15 ml1 de agua destilada esteril.
As formas vegetativas e esporuladas foram ressuspensas com uma alga de repi-

que e filtradas esterilmente em 12 de vidro. Os micelios ficaram retidos nas



..]0-
lThas de 1a de vidro e os esporos no filtrado.
2.4. MEIO DE CULTURA.

Inicialmente o crescimento foi realizado em Erlenmeyers
de 250 m1 contendo 50 m1 do meio 17quido descrito por MARKUS et
al (40) com a seqguinte composicgao: KH2P04 anidro 9 g; MnSO4. 5
.7 H,0 0,2

Hy0 2 mg;Na,HP0,.12 H,0 20,1 g5 (NH;),S0, 2 g; MgSO

2 4 4 2
g; NHyNO5 1 g; Tiamina 5 mg; Cus0,.5 H,0 2,5 mg; agua destilada
q.s.p. 1000 m1 (pH 6,0). A este meio foi adicionado diferentes fontes de

carbono com concentragoes variaveis: glucose 1 g %; acetato 1 g %; trea-
lose 1 g %; maltose 1 g %; lactose 1 g %; sacarose 1 g %; meli-
biose 1 g %; rafinose 1 a %; celobiose 1 g %:; amido 0,2 g %. 0O
meio foi esterilizado a uma atmosfera de pressao durante 30 mi-
‘nutos. O0s acgucares foram dissolvidos em agua destilada, esteri-
lizados a vapor fluente por 30 minutos, separadamente, e acres-

centado§ a0 meio de crescimento. 0 amido foi autoclavado a uma

atmosfera de pressao juntamente com o meio de crescimento.
2.5. INOCULAGCAO DOS ESPOROS.

Para o crescimento inoculou-se 2 m1 da suspensao de espo-
ros (aproximadamente 5 x 106) para 100 m1 do meio 1iquido de

crescimento contendo a fonte de carbono adequada.
2.6. OBTENGAO DA FONTE DE ENZIMA

Depois de 72 horas de crescimento a 28°C em agitador rota

torio (New Brunswick) a 100 r.p.m., a cultura foi filtrada em
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gaze e o micelio lavado com agua destilada e congelado. 0 meio
foi dialisado contra tampao fosfato 5 mM pH 6,0 durante uma noi

te, mantido a 4 °C e utilizado como fonte de enzima.

2.7 ENSAIO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A nao ser quando indicado no texto, o sistema de incuba-
cao para medir a atividade enzimatica da trealase continha: 25
mM de trealose; 50 mM de tampao fosfato pH 6,0; 50 ul da amos-
tra previamente dialisada, sendo o volume final de 200 pul. Es-
te sistema foi incubado por 30 minutos em banho-maria a 40 Oc
e a atividade enzimatica foi determinada pela quantidade de agu
car redutor liberada, sendo este medido pelo metodo colorimetri
co de SOMOGYI (55) e NELSON (45) ou pelo metodc especifico da
glucose-oxidase (16). A reagao foi interrompida pela adigao do
reativo de SOMOGYI (55) ao sistema de incubacao e a cor desen-
volvida foi medida em espectrofotometro Colleman Jr. a 540 nm
para o metodo de SOMOGYI (55) e NELSON (45) e a 420 nm para o
metodo da glucose-oxidase. Como controle foi adicionado o siste
ma de incubacao completo sendo que o reativo de SOMOGYI (55)

era adicionado antes da enzima.

Para a determinacao da atividade enzimatica nos meios cu-
jas fontes de carbono utilizadas pelo fungo eram acetato, lacto
se, maltose, celobiose, rafinose, trealose, sacarose, melibiose,
glucose e amido, 10 m1 do meio de cultura foi concentrado ate a
secura, dissolvido com 1 ml de agua destilada e dialisado con-
tra tampao acetato 5 mM pH 5,0 por uma noite. Foi utilizado o
sistema de incubacdao convencionado acima, substituindo o tampao

fosfato pelo tampao acetato pH 5,0 na mesma concentragao final.
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A unidade de enzima (U.E.) foi definida como a quantidade
de enzima que libera 1 umol de agucar redutor por minuto nas
condigoes de ensaio e a atividade especifica como a unidade de

enzima por miligrama de proteina.

2.8 OBTENGAO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS.

0 extrato livre de celulas foi obtido rompendo-se as celu
las por trituracao com areia do mar em gral previamente gelado.
Para cada grama de micelio foram adicionadas duas gramas de areia
e 3 ml de tampao fosfato 0,1 M pH 6,0. Apos o rompimento das
celulas, o material resultante foi centrifugado em centrifuga
refrigerada (12 000 x g) durante 10 minutos. 0 sobrenadante foi
dialisado contra tampao fosfato 5 mM pH 6,0 por uma noite e a
atividade da trealase foi determinada segundo a mesma tecnica
utilizada para a determinagao da atividade da trealase extrace-

lular.
2.9 DOSAGEM DE PROTETNAS.

As proteinas foram determinadas, no meio concentrado e
dializado, pelo metodo descrito por LOWRY et af (39) ou pela
tecnica de WARBURG & CHRISTIAN (66).

2.10 EFEITO DA CONCENTRAGAO DE AMIDO.
0 efeito da concentracao de amido foi verificada com o

crescimento do fungo por 72 horas, em Erlenmeyers de 250 ml,

contendo 50 m1 do meio de cultivo e amido em concentragoes va-
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riaveis (0,05 a 1 g %). A atividade enzimatica foi determinada

diretamente do meio de cultura.
2.11. CURVA DE CRESCIMENTO.

Utilizando o amido a 0,2 % como fonte de carbono, foi re
alizado o crescimento em frascos de 2000 m1 contendo 300 ml do
meio de MARKUS et al (40), com agitagao constante (100 r.p.m.) e temperatura
de 28°C. Nos diferentes tempos de incubacao foram retiradas, ‘as
septicamente, aliquotas de 50 m1 do meio, filtradas em papel de
filtro previamente preparado (deixado na estufa a 60°C até peso
constante) e levado a estufa até peso constante. 0 peso seco do
micelio foi determinado por diferenca. Com o meio 1Tquido foram
realizadas as seguintes determinagoes: o pH do meio apos o cres
cimento, a concentracdao de amido residual pelo metodo do fenoi
sulfirico (19), a atividade da trealase e a concentragao de pro
teinas. 0 peso umido foi determinado filtrando o meio em "papel
Wheaton" duplo (Wheaton plasticos do Brasil Ind. e Com.) a va-

cuo ate a secura.
2.12. LIOFILIZACAO DO MEIC DE CULTURA.

Apos o crescimento em amido a 0,2 g %, o meio de cultura
foi dividido em fracoes de 300 m1 e distribuido em baloes para
liofilizagao com capacidade para 1000 m1 e liofilizado (Cryoly-
zer Freeze Drying Apparatus - New Brunswick Scientific - N.J. -

U.S.A.). 0 material seco foi conservado na geladeira ate o uso,

2.13. PURIFICAGAO DA ENZIMA EXTRACELULAR:

2.13.1. SEPHADEX G-100.
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Aliquotas de 3 gramas do meio liofilizado foram dissolvi-
das em 10 m1 de agua destilada, passadas por uma coluna de Se-
phadex G-100 (Pharmacia - Suecia) de 3 x 25 cm, equilibrada pre
viamente com tampao acetato 25 mM pH 5,0. A eluigao foi feita
com o tampao de equilibrio, em camara fria (4 0C), com um fluxo
de eluigao de 1 m1 por minuto. Foram coletadas fracdoes de 5 ml

em um coletor (Ultrorac Fraction Coliector L.K.B. 7000).

As fracgoes que apresentaram maior atividade enzimética'fg
ram reunidas e liofilizadas. Apos a cromatografia, a caluna foi
lavada com tampao acetato 25 mM pH 5,0 contendo NaCl 0,1 M para
remover algum material remanescente e posteriormente equilibra-
da com tampao acetato 25 mM pH 5,0 para uso subsequente. [sta
operacao foi repetida varias vezes para obter amostra suficien-

te para a realizacao das outras etapas de purificacgao.

2.13.2. DEAE-CELULOSE.

As fragoes coletadas da coluna de Sephadex G-100, liofili
zadas (50 mg) foram dissolvidas em 10 m1 de agua destilada e
passadas por uma coluna de DEAE-celulose (Sigma Chemical Co. -
U.S.A.) de 3,5 x 35 cm, com capacidade de troca de 0,95 mEq/g
e equilibrada com tampao fosfato 5 mM pH 6,2. 0 fracionamento
foi efetuado por etapas, em camara fria (4 OC), inicialmente
com 300 m1 do tampdo de equilibrio e depois com o mesmo volume
do tampao contendo NaCl nas concentragoes de 0,1 a 0,4 M. 0 flu

xo de eluicao foi de 2 ml por minuto.

Foram coletadas fragoes de 5 m1 e as fragoes com maior
atividade foram reunidas (35 ml1), dialisadas contra tampao fosfato 5 mM

pH 6,2 por uma noite, passadas novamente atraves da coluna de
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DEAE-celulose nas mesmas condigoes da anterior e liofilizadas.

2.14. IDENTIFICAGCAO DO PRODUTO DA REAGAOD

Para a determinagao do produto da reagao foi realizado um
sistema de incubagao contendo 400 mM de tampao fosfato pH 6,0;
200 mM de trealose; 7,2 unidades de enzima, em um volume final
de 1,6 m1. A superficie da mistura de reacao foi coberta com to-
lueno para evitar o crescimento de bacterias e em tempos deter-
minados (de zero a 12 horas) foram retiradas aliquotas de 0,2
ml. A reagao foi interrompida em banho-maria fervente por 5 mi-
nutos. Cada amostra foi passada em coluna de amberlite MB 3
(Mallinckrodt Chemical Works - U.S.A.) de 1,8 x 2 cm e eluida
com agua bidestilada. Dessas amostras foram aplicados 10 ul pa-

ra a analise cromatografica.

A cromatografia foi realizada em papel Whatmann nQ 1 pela
tecnica descendente, sendo utilizado como solvente o n-butanol:
piridina : agua (6:4:3,v/v) durante 24 horas. 0 cromatograma
foi revelado com nitrato de prata alcalino segundo TREVELYAN et

al (62). Como padroes foram utilizados a D-glucose e a trealose.

2.15. ESTEQUIOMETRIA DA REAGAO.

Para a estequiometria da reagao foram utilizadas as mes-
mas condigdes e o mesmo sistema de incubagdo usado para a deter

minacao dos produtos de hidrolise.

Apos parar a reacao em banho-maria fervente, determinou-

se acucares totais pelo metodo do fenol sulfirico(19), e a glu-
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cose liberada, pelo metodo da glucose-oxidase (16). A trealose
consumida foi determinada pela diferenca entre a quantidade de
agucares totais e a glucose liberada pela hidrolise da trealo-

se em cada tempo de incubacgao.
2.16. ESPECIFICIDADE DA ENZIMA.

A especificidade foi verificada incubando-se a enzima com
25 mM de diferentes substratos: trealose (1-0-o-D-glucopirano-
sil-a-D-glucopiranosideo), maltose (4-0-a-D-glucopiranosil-D-
glucopiranose), sacarose (B-D-frutofuranosideo-o-D-glucopirano-
sideo), melibiose (6-0-a-D~galactopiranosil-D-glucopiranose),
celobiose (4-0-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranose), gentiobi-
ose (6-0-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranose), lactose (4-0-8-D-
galactopiranosil-D-glucopiranose), 6-fosfotrealose, amido (0,1
g %). A atividade foi determinada pelo metodo da glucose-oxida-

se (16).

2.17. ESTABILIDADE DA ENZIMA EM DIFERENTES pHs E DETERMINAGAO
DO pH OTIMO.

A estabilidade da enzima foi medida incubando-se a enzima
em diferentes pHs (3,0 a 9,0) por 16 horas. Apos esse tempo 0O
pH de incubagdao foi ajustado para o pH de ensaio (6,0) adicio-
nando-se tampdo fosfato 0,2 M. Em seguida fci acrescentado o
substrato (trealose), incubado e medida a atividade. Para a deter
minacao do pH otimo, a enzima foi incubada em diferentes pHs
(3,0 a 9,0), durante 30 minutos em 40 OC e determinada a ativi-

dade.
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2.18. ESTABILIDADE EM DIFERENTES TEMPERATURAS E DETERMINAGAOQ
DA TEMPERATURA OTIMA.

A enzima foi colocada previamente em diferentes tempera-
turas (zero a 70°C) durante 30 minutos na ausencia de substrato,
resfriada em banho de gelo, e, posteriormente, incubada com
substrato e medida a atividade enzimatica como na tecnica ja des
crita. A temperatura otima da atividade enzimatica foi determi-

nada em diferentes temperaturas (zero a 70°C) durante 30 minutos.
2.19. INATIVAGCAO TERMICA.

A inativacao termica foi realizada colocando-se 2 ml da
enzima obtida da coluna de Sephadex G-100, em banho-maria 2
55°C. Nos tempos especificados (de zero a 120 minutos) foram re
tiradas aliquotas de 200 ul. As amostras foram resfriadas em ba
nho de gelo. Destas amostras foram ensaiadas atividades sobre
trealose, maltose e amido, utilizando, respectivamente, 20, 50
e 100 pl da preparacao. A incubacao foi realizada a 40°C duran-
te 30 minutos. A atividade enzimatica foi determinada como des-
crito anteriormente, sendo a glucose medida pelo metodo da glu-
cose-oxidase (16) para os dois primeiros substratos e o acucar

redutor pelo método de SOMOGYI (55) e NELSON (45) para o amido.

2.20. INFLUENCIA DE TONS METELICOS E OUTROS COMPOSTOS SOBRE A
ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi verificada a influencia do HgCl, MgCl, CaCl, >
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ZnC]2 s C0C12 » tris(hidroximetil)aminometano, amido, sacarose,
celobiose, maltose, D-manitol, D-sorbitol,D-arabitol e L-arabi-
tol em diferentes concentracoes, adicionando-se estes compostos
ao sistema de incubacao e em seguida medindo-se a atividade da

enzima.
2.21. EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO.

Foram rea]izados_vérios sistemas de incubagao contendo 50
mM de tampao fosfato pH 6,0; 0,45 unidades de enzima e diferen-
tes concentragoes de substrato, em um volume final de 200 ul. Em
tempos determinados (10, 20, 30 minutos) a reagao foi parada pe
la adigao do reativo de SOMOGYI (55) e medida a atividade enzi-
matica pelo metodo convencional. Esta operagao foi repetida pa-
ra cada concentracao de substrato, ou seja, para cada concentra
cao de substrato foi realizada uma curva de tempo para obter a

media dos valores.
2.22. DETERMINACKO DO PONTO ISOELETRICO.

0 ponto isoeletrico foi determinado usando-se gel de poili
acrilamida, segundo VESTERBERG (63) e WRIGLEY (68). Para o gra-

diente de pH foi utilizada a anfolina na faixa de 3 a 10.

0 tempo de eletro-enfoque foi de 3 horas em uma temprera-

tura de 4°C, a 350 .volts.

A atividade enzimatica foi determinada cortando-se o gel
em fatias de 2 mm com o auxilio de um parafuso micrometrico

(Shardlow Micrometers Ltd Sheffield, England). Essas fragoes
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do gel foram transferidas para tubos de ensaio contendo 0,5 ml
de agua destilada e medida a variacao de pH. Em seguida os di-
ferentes pHs foram ajustados para o pH de ensaio (6,0) adicio-
nando-se tampao fosfato 0,2 M. 0 gel foi macerado com bastao de
vidro. A aliquotas de 0,2 m1 do sobrenadante foi acrescentado 5
pmoles de trealose e incubado durante 12 horas. 0 agucar redu-
tor liberado foi determinado pelo metodo de SOMOGYI (55) e
NELSON (45).

2.23. DETERMINAGCAO DO PESO MOLECULAR

0 peso molecular foi determinado em uma coluna de Sepharo
se 6 B (1 x 70 cm), usando como padroes: "blue dextran" (PM =
2 000 000); urease (PM = 590 000); albumina bovina (PM=134 000}
hemoglobina (PM = 64 500); citocromo "c" (PM = 12 400). A elui-
cao foi efetuada com tampao fosfato 5 mM pH 6,0 contendo NaCl 0,5 M. Foram
coletadas fragdes de 2 m1 com um fluxo de eluicao de 1 ml/min. e os picos de
gluigio dos padroes foram detectados pelos seguintés metodos: absorbancia em
540 nm ("blue dextran"); absorbancia em 420 nm (Hemoglobina, citocromo "c");
LOWRY et at (39) (albumina bovina); SUMNER (57) (urease). A trealase foi

acompanhada determinando-se a atividade pela tecnica descrita anteriormente.

2.24. PRODUTOS QUIMICOS.

0s produtos quimicos eram tidos como quimicamente puros €
foram obtidos de fontes como: Calbiochem - U.S.A.; Merck - Ale-
manha; Pfanstiehl Chemical Co. - U.S.A.; Sigma Chemical Co. -

U.S.A.;Pharmacia - Suecia.
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2.24.1. PADROES.

"'Blue dextran" (Pharmacia); urease (Merck); albumina bovina,

D-glucose, citocromo "c" (Sigma); hemoglobina foi preparada se-

guindo a tecnica descrita por GHIRETTI-MAGAMDI & GHINETTI (23).
2.24.2. SUBSTRATOS.

Trealose (Sigma); fosfotrealose (cedida gentilmente pelo
Prof. Dr. Luiz Ramon Maréchal); maltose e amido (Pfanstiehl);

sacarose, melibiose, celobiose, gentiobiose e lactose (Cal-

biochem).

2.24.3. ENZIMAS.

D-glucose-oxidase e peroxidase (Sigma).



ill. RESULTALGS E DISCUSSAD

3.1. EFEITO DA FONTE DE CARBONO NA PRODUGAO DE TREALASE.

Na tabela I pode-se observar que a atividade enzimatica
por mililitro do meio de cultivo e a atividade especifica da trealase
de S. brevicaulis dependem da fonte de carbono utilizada. Foi
observado que a liberacao da enzima para o meio e variavel quan
do o fungo & crescido em diferentes fontes de carbono, sendo
que a secregcao e menor quando o crescimento e efetuado em aceta
to, lactose, rafinose, maltose, celobiose, sacarose e glucose

do que quando o fungo & crescido em melibiose, trealose e amido.

Entre as fontes de carbono estudadas, o amido foi a mais
efetiva na producao de unidades de enzima por mililitro do meio
de crescimento, o que sugere que este polissacarideo induz a
sintese da trealase extracelular se for comparado o seu efeito

com o do acetato ou mesmo com o da trealose.

AVIGAD et al (3) observaram!em -levedura que a fonte de
carbono adicionada ao meio minimo de crescimento nao tinha ne-
nhum efeito sobre a producao da enzima intracelular, uma vez
que a relacao entre a unidade de enzima e o peso seco do mice-
1i0 eram similares em cada fonte de carbono utilizada, o que
nao ocorre em S. brevicaulis que em presenca de amido aumenta
cerca de dez vezes a unidade de enzima da trealase extracelular

comparado com a glucose quando esta era a fonte de carbono.
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METZENBERG (43) encontrou sesultados .semelhantes em Neu-
nospora, onde a atividade da trealase era aumentada em torno de
5 vezes quando aquele fungo era crescido em meio contendo 1,35

% de galactose, enquanto WANG & TOURNEAU (65) verificaram que

a trealose aumentava a produgao dessa enzima em Sclerotinia

sclernotiorum.

3.1.1. EFEITO DA CONCENTRACAO DE AMIDO NA PRODUGAO DA ENZIMA.

Sendo o amido a fonte de carbono mais efetiva na produgao
de trealase, foi entao determinada qual a sua concentragao ide-
al para a preparagao da enzima em grande escala. 0 limite anali

zado foi de 0,05 a 2 g %, como mostra a Fig. 1.

A atividade da trealase aumenta quando e utilizado o ami-
do em concentracgdes crescentes ate 0,4 % onde ocorre produgao
maxima da enzima. Em concentracao superior a 1 g % o amido nao
e consumido totalmente e interfere na determinagao da atividade

enzimatica.

Como a concentracao de amido que fornecia maior atividade
especifica era 0,2 g %, esta concentracao foi utilizada nos ex-

perimentos subsequentes.

3.2. EFEITO DA IDADE DA CULTURA NA PRODUCAO DA ENZIMA.

Para a determinagao da produgao maxima de trealase em fun
cao do crescimento, o fungo foi crescido em amido a 0,2 g %. Du
rante o crescimento foi analisado o consumo de amido dosando

acucar total, a liberac3do de proteinas para o meio extracelular,
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o peso seco do micelio e a variagao do pH do meio (Fig. 2).

Observou-se que a produgao da enzima intracelular e extra
celular aumentam paralelamente com o crescimento da massa mice-
1ial que atinge o maximo em 72 horas. Nesse ponto, pode-se obser
var que praticamente todo o amido foi consumido. Apos 72 horas,
o peso seco do micelio comegca a decrescer, contudo, a atividade
enzimatica extracelular e proteinas continuam aumentando, possi
velmente, por entrar na fase autolitica liberando a trea]ase‘ e
proteinas intracelulares (Fig. 2 e 3). Por outro lado, quando o
peso micelial comega a decrescer, a atividade da trealase intra
celular decresce bruscamente para niveis bastante inferiores
(Fig. 3), sugerindo que esta enzima tenha sofrido acao das pro-

teases, liberada pela autolise, provocando a sua inativacao.

A trealase extracelular parece nao sofrer agao dessas pro
teases, pois mantem a sua atividade mesmo apos a fase autolitica.
Destes resultados pode-se sugerir que as trealases intra e ex-
tracelular de S. brevicaulis, sao de natureza distinta (Fig. 3).
Como nao houve variacao do pH do meio, a atividade da enzima se

mantem durante uma semana de crescimento (Fig. 2).
3.3. EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE GLUCOSE NA PRODUCAO DA ENZIMA.

Muitos autores tem utilizado altas concentragoes de gluco
se, como fonte de energia, para a obtengao da trealase, como:
WANG & TOURNEAU (65) em Sclerotinia sclernotiorum (3 g %)3
METZENBERG (43), em Neurospora (1,35 g %); HANKS & SUSSMAN (27),
em Neurospora (2 g %); PRASSAD & MAHESHWARI (50), em Humicola £a

nuginosa (2 g %), nao sendo mencionado em nenhum destes traba-
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lhos o efeito repressor da glucose que & um fendmeno observado
em um grande numero de glicosidases quando concentracgoes eleva

das desse agucar sdao utilizadas (17, 21, 67).

Quando o fungo S. brevicaulis era crescido em meio con-
tendo de 0,1 a 5 g % de glucose, a atividade da trealase intra
celular aumentava gradativamente, mesmo na concentracao de 5
g % de glucose, enquanto a atividade da trealase extracelular
permanecia constante (Fig. 4), sugerindo que as duas enzimas
sao diferentes. A sintese da trealase intracelular parece nao
sofrer repressao pela adicao de elevadas concentracoes de glu-
cose ao cultivo, enquanto que, a trealase extracelular parece
estar sob o controle do sistema de inducdao e repressao, como

pode ser observado na tabela I e na Fig. 4.

0 aumento no estimulo da produgao de trealase extracelu-
lar de S. brevicaulis quando o fungo e crescido em amido (Fig.
3), e devido, possivelmente, a presenga de uma enzima no meio
de cultura, presumivelmente a amilase ( Fig. 5), capaz de ni-
drolisar o amido formando os oligossacarideos. Esses oligossa-
carideos formados a partir do amido, estimulariam a maior libe-

racao da trealase para o meio.

Essa hipotese pode ser favorecida pelo fato de que a ati-
vidade da trealase extracelular comecava a aumentar quando o ami-
do adicionado ao meio de crescimento, era praticamente todo con
sumido (Fig. 2). A baixa produgdo da trealase exogena, quando a
fonte de energia para o crescimento do fungo, era a glucose
(Fig. 4) e maltose (Tabela I), sugere que oS oligossacarideos
induzem a formacao de algum componente responsavel pela pelaex

crecao da enzima.
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Por outro lado, ha a possibilidade de que quando o fungo
e crescido em presenga de concentragdoes de glucose superiores a
1 g % (Fig. 4), ocorra um sequestramento da trealase podendo a
glucose estar reprimindo a sintese de algum componente envolvi-
do no sistema de secregao. Esse fenomeno nao seria observado
quando o fungo & crescido em presenca de amido (Fig. 2 e 3) por
nao haver no meio de crescimento, um acumulo de glucose, resul-
tante da hidrolise do amido, pois a glucose formada e :imediata-

mente utilizada pelo fungo em crescimento.

A hipotese de que oligossacarideos sejam indutores de se-
crecao das enzimas extracelulares, pode ser sugerida tambem pe-
1os resultados de VIJAYAKUMAR et af (64) que mostra que quando
0 Trichoderma neesed era crescido em presenca de celulose, mos-
trava producao simultanea de celulase e trealase extracelular

a qual foi posteriormente purificada.

3.4. EXTRAGKO E PURIFICAGCAO DA ENZIMA.
3.4.1. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-100.

Tres gramas do material resultante da liofilizacao de 5
litros do meio de cultura, cuja atividade especifica variava de
2,6 a 3,6 foram dissolvidos em 10 m1 de agua destilada e passa-
das por uma coluna de Sephadex G-100 equilibrada e eluida com
tampao acetato 25 mM pH 5,0. 0 fluxo de eluigao foi de 1 ml por
minuto e foram coletadas fragoes de 5 ml. A trealase foi recupe
rada no volume morto da coluna, sugerindo que o seu peso molecu
lar era superior a 150 000, e, como mostra a Fig. 5, foi encon-

trado um Unico pico de atividade.
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3.4.2. CARACTERIZAGAO DA ENZIMA.

3.4.2.1. ESPECIFICIDADE.

Na fracao eluida no volume morto, da coluna de Sephadex G-
100, foi testada a atividade de a-glucosidases utilizando como
substrato a maltose e o amido e verificou-se que ambas as ati-
vidades eram coincidentes com a atividade trealasica. Para tes-
tar a especificidade da enzima fioram reunidas as fragoes mais
ativas e verificada sua atividade sobre os seguintes substratos:
trealose, maltose, amido, fosfotrealose, sacarose, celobiose,
lactose, rafinose, gentiobicse e isomaltose. Foi encontrada
atividade somente para os tres primeiros substratos, sendo a

atividade relativa de 100, 50 e 14, respectivamente.

3.4.2.2. INATIVAGAO TERMICA.

Para verificar se a atividade das fragoes, obtidas da co-
luna de Sephadex G-100, sobre a trealose era devida a atividade
o-glucosidasica, essa preparacao foi submetida a uma inativagao
termica a 55 °C durante 120 minutos. O resultado & mostrado na
Fig. 6. Uma vez que a atividade a-glucosidasica sobre a malto-
se e amido era totalmente perdida em 45 minutos quando incubada
a 55 °c (Fig. 6), provavelmente, essa atividade enzimatica, que
foi evidenciada, seja de uma uUnica enzima. Em contra posicgao,
cerca de 15 % da atividade trealasica era mantida quando a pre-
paragao enzimatica era submetida a 55 oc por 120 minutos, suge-

rindo que se trata de uma proteina diferente da anterior.
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3.4.3. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE DEAE-CELULOSE.

As fragoes, com atividade da trealase, coletadas da colu-
na de Sephadex G-100, liofilizadas e dissolvidas em agua desti-
lada foram passadas atraves de uma coluna de DEAE-celulose e
eluida sucessivamente com NaCl em tampao fosfato. A enzima foi
recuperada em um unico pico na concentracdo de 0,3 M de NaCl
(Fig. 7). Tambem foi acompanhada a eluigao da a-glucosidase,con
tudo, nao foi detectada a sua atividade ate 0,4 M de NaCl, su-
gerindo que talvez a forga ionica empregada nao tenha sido sufi
ciente para eluir essas hidrolases ou que as mesmas tenham sido
inativadas com este tratamento. As fracoes mais ativas da tre-
alase foram reunidas e recromatografadas em outra coluna de
DEAE-celulose para obter melhor purificacao. Apos estas etapas

a trealase mostrou-se especifica somente para a trealose.

A tabela II sumariza o processo de purificacao empregado.
A enzima foi purificada em torno de 63 vezes com um rendimento

de 44 %.

O0s mais variados sistemas tem sido empregados para a ob-
tencao da trealase purificada, sendo a grande maioria desses
sistemas, baseados no fracionamento com sulfato de amonio e cro
matografia em coluna de DEAE-celulose (3, 32, 42). VIJAYAKUMAR
et al (64) desenvﬁ]veram um método simples de purificagao da
trealase extracelular de Tadichoderma reesedi empregando a bento-
nite como adsorvente, proporcionaﬁdo uma purificagao de 70 - 80
vezes com rendimento de 90 %. Entretanto, em S. brevicaulis 2
tecnica foi testada utilizando-se diferentes concentracoes de

bentonite e em varios pHs, ndo sendo observada nenhuma adsorgao
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da trealase que proporcionasse a purificacao. Outros autores
utilizaram tecnicas mais sofisticadas como o fracionamento em
coluna de hidroxiapatita e concanavalina A (37) ou oxido de alu

minio e acrilamida agarose (26).

A trealase de levedura (3) tem sido descrita como sendo
muito instavel, mas, especifica para trealose e quando eluida
em coluna de DEAE-celulose foi separada da a-glucosidase com re
cuperacao de ambas as atividades em picos distintos, o que 650

ocorre com o presente experimento.
3.5. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA.

Como mostra a Fig. 8 quando incubada em presenca de su-
bstrato, a velocidade maxima da atividade enzimatica foi obser-
vada entre 45 e 50 0C, nao apresentando qualquer atividade se
incubada a zero °C e sendo inativada quando a incubagdo era fei

ta a 70 OC.

Por outro lado, na auséncia de substrato, a trealase e es
tavel até 40 °C. Temperatura superior a esta leva a uma inativa
cao progressiva, sendo totalmente inativada a 60 Oc. Quando a
enzima esta na presenca do substrato pode-se observar o efeito
protetor do mesmo, pois a 60 OC a enzima mantem ainda cerca de

44 % da sua atividade.

0s resultados acima sdao similares aos encontrados na Tite
ratura, como a trealase de Dictyostelium discoideum (12), S.
cernevisiae (47), Humicola Lanuginosa (50). Em Aspergcllus oryzae
(35) a enzima & estavel nas temperaturas de zero a 50 °c, enquan

to que em Asperng.illus niger (52) a a-glucosidase extracelular
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matem em torno de 30 % da sua atividade quando aquecida a 65°C
por 60 minutos e a intracelular, por sua vez, e totalmente ina

tivada em 45 minutos nas mesmas condigoes.

3.6. EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA.

A incubagao da enzima na presenga de substrato em diferen
tes pHs, apresenta a atividade maxima na faixa de 5,6 a 6,0
(Fig. 9). A trealase e estavel na faixa de pH entre 5,0 e 7,5,
sendo que o pH abaixo ou acima desse limite mostra uma inativa-

¢ao bastante acentuada (Fig.?9).

0 pH otimo da trealase extracelular de S. brevicaulis @
semelhante ao da trealase de outros microorganismos (11, 31, 32,
47, 52, 60), observando que valores mais elevados foram encon-
trados em Phycomyces blakesfeeanus (1, 2) cujo pH otimo foi 7,5
e em levedura (3) 6,9. pHs mais acidos, em torno de 4,0, tambem
foram encontrados em Aspergillus oryzae e Pullularia pullulans

(35, 42).
3.7. ATIVIDADE DA TREALASE EM FUNCAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINA.

Atraves da Fig.10 pode-se verificar que a atividade da en
zima € diretamente proporcional a quantidade de proteinas adici
onadas a mistura de reacdo (faixa de 0,1 a 1,2 unidades de enzi
ma), 0 que sugere que nao existe ativador ou inibidor na prepa-

racao enzimatica.

3.8. EFEITO DO TEMPO DE INCUBAGCAO NA ATIVIDADE DA TREALASE.

As Fig.11 e 12 evidenciam que a reagao enzimatica era linear



- 30 -

ate 8 horas de incubagdo nas condigoes de ensaio, e portanto,
nao houve inibigdao pelo produto durante esse tempo de incubacio,
sendo que em tempos superiores houve limitagao da concentragio

do substrato que foi praticamente todo hidrolisado.
3.9. ESTEQUIOMETRIA E PRODUTO DA REAGAO CATALIZADA PELA TREALASE

A estequiometria da reagao (Fig.12 ) demonstra que para
cada umol de trealose consumido havia liberacao de 2 umoles de
glucose que eram detectados pelo metodo da glucose-oxidase (16)
e que nas condigoes de ensaio metade da trealose era hidrolisa-
da em 6 horas e 24 minutos. A reacgao foi seguida dosando acucar
total e glucose por metodos especificos e o produto da reacgao
foi observado por cromatografia em papel (Fig. 13 ). Somente du-
as manchas foram reveladas em todos os tempos de incubacao e co
incidiam com os Rf dos padroes D-glucose e trealose. Nao foi
observado nenhuma outra mancha que indicasse reagao de transgli
cosilagao, sendo similar a trealase de levedura estudada por
AVIGAD et af (3). A ausencia de outros produtos, diminui a pos-
sibilidade de haver participagéo da fosfotrealase ou fosforila-

se na reagao.

3.10. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO SOBRE A ATIVIDADE DA
TREALASE.

Utilizando a trealose em concentragoes crescentes de 0,2
a 5 mM em tampao fosfato 0,1 M pH 6,0, verificou-se que a enzi-
ma apresentava um comportamento cinetico segundo Michaelis-Menten

e 0 valor do Km obtido segundo representagao grafica de
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Lineweaver-Burk (Fig. 14) foi de 0,4 mM e a velocidade maxima
(Vmax.) igual a 0,74 umol de glucose/min./0,4 ug de proteina
(Fig. 14).

A trealase extracelular de Scopulariopsis brevicaulis &
altamente especifica e o seu km de 0,4 mM € similar ao das tre
alases de outras fontes (47, 48, 53). Por outro lado, tem sido

publicado valores de Km que variam de 0,1 (20) a 55 mM (1, 2).
3.11. DETERMINAGCAO DO PONTO ISOELETRICO.

Para determinar o ponto isoeletrico a trealase foi subme
tida a eletro-enfoque em gel de poliacrilamida usando anfolina
na faixa de pH de 3 a 10 (Fig. 15). A amostra apresentou um
Unico pico de atividade e o seu ponto isoeletrico localizava-se
em pH 4,2. A trealase de T. neesed possui ponto isoeletrico
em pH 5,7 (64); a de Antemia salina (crustaceo) em pH 6,2; a
de rim de porco (mamifero) em pH 4,8 (38); a de MeLolontha vul
garnis (26) e larva de Rhynchociara amenicana (61) (insetos) em
pH 3,95 e 4,6, respectivamente, o que mostra que as trealases

sao proteinas de natureza acidica.

3.12. DETERMINAGCAO DO PESO MOLECULAR.

0 péso molecular (Fig. 16) foi determinado em coluna de Sepharoée

6 B (1 x 70 cm) e o pico de eluigao da enzima ocorreu no volu-
me correspondente ao peso molecular de 590 000, sendo coinci-
dente com o da urease (18), quando a eluigao foi efetuada com
tampao fosfato 5 mM contendo NaCl 0,5 M ou na ausencia de NaCl.

A trealase de Neurospora descrita por HECKER & SUSSMAN (31) so
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fre efeito da forga ionica durante a eluigdao, e, na determina-
¢ao do peso molecular foi verificado que variando a forga idni
ca do eluente, surgiam dois picos de atividade enzimatica: um
com peso molecular aproximadamente 160 000 a 250 000 e outro
com mais de 400 000. Outros trabalhos tem sido publicados com
o peso molecular dessa enzima variando de 60 000 a mais de
400 000 (2, 13, 31, 44, 48, 52, 60), sendo que somente em
Trichodeama neesei (64) foi avaliado o peso molecular da trea-
lase extracelular que e igual a 88 000 quando submetido a tra-

tamento com SDS.
3.13. EFEITO DE TONS SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA.

Os jons tem influencia de maneira distinta sobre a ativi
dade da trealase, conforme a origem da enzima (3, 13, 54 ). Em
S. brevicauldis, exceto o M92+, todos os jons testados nas con-
centracoes especificadas na tabela III, tiveram efeito inibité
rio sobre a atividade enzimatica, sendo que a enzima era total
mente inibida pelo H92+ que e um bloqueador do grupamento -SH,

sugerindo que eles parecem ser essenciais na catalise enzimatica.

3.14. EFEITO DE SUBSTANCIAS NAO IONICAS SOBRE A ATIVIDADE DA
TREALASE.

Em muitos trabalhos tem sido relatada a influéencia de
compostos ndo eletrolitos sobre a atividade da trealase e foi
verificado que esses compostos podem ou nao modificar a ativi-
dade dessa enzima dependendo da sua origem (3, 35, 50, 54, 65 )-

Em S. brevicaulis observou-se que o tris(hidroximetil)aminome-
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tano nao inibe a atividade da trealase em concentracdes atal10
mM, contudo, 50, 100 e 250 mM inibe 26, 56 e 92 % da ativid;de
dessa enzima, respectivamente. Resultados semelhantes foramg

obtidos por AVIGAD et af (3). Outros autores como SASAJIMA ot
al (54); WANG & TOURNEAU (65) publicaram que esse composto ini
be a atividade da trealase mesmo em concentracdes inferiores a

50 mM.

Foi verificado, ainda, em S. brevicaulis que a sacarose,
maltose, celobiose (1 - 100 mM); D-manitol, D-sorbitol, D-ara-
bitol, L-arabitol (5 - 250 mM) e amido (0,1 - 10 mg %) nao ti-

nham qualquer efeito sobre a atividade da trealase.

0 D-manitol, presente como um material de reserva em A.
oryzae (35) € um inibidor da atividade de trealase, entretanto,
em micelio de Humicola Lanuginosa (50), apesar de estar presen
te esse composto nao inibe essa enzima. Outros compostos como
a trealosamina, em D. discodideum(12) e em S. hygroscopicus (29) a
trealose-6-fosfato e glucose, em levedura (3), o D-xilitol e D-
arabitol, em SclLerotinia sclerotiourum (65), tambem tem efeito

inibitorio sobre a atividade da trealase dessas fontes.

Na tabela IV pode-se observar algumas propriedades das
trealases de origem microbiana, sendo a maioria de localizagao

intracelular (esporos, micelio, ameba ou levedura).

Como pode ser observado, a trealase extracelular de S.
brevicaulis e bastante semelhante a trealase de S. cerevisiae
(47) e Newwspora crassa (32) quanto ao pH otimo, Km e tempera-
tura otima, diferindo fundamentalmente na localizagao da enzi-
ma e por possuir alto peso molecular. A unica trealase extrace

lular descrita na literatura, e a do Trichoderma heesed (64)
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que difere um pouco nas suas propriedades, com relacao a afini
dade e por apresentar o Km e o ponto isoeletrico superiores ao
da trealase de S. brevicaulis. As diferencas entre as treala-

ses, de modo geral, sao marcantes, dependendo da origem da en-

zima, como pode ser observado na tabela IV.

Neste trabalho foi descrita a purificagcao da trealase ex
tracelular, e, sua pureza ate a homogeneidade nao foi demonstra
da devido a quantidade muito pequena de proteina obtida na pfg_
paragao, bem como a nao detecgcao da mesma pelos metodos de ami
do negro e azul de Coomassie. Tem sido descrito tecnicas mais
especificas para glicoproteinas e estas deverao ser utilizadas

futuramente para elucidagao.

A influéencia do amido e glucose no processo de excregao
da enzima para o meio extracelular, necessita de estudos mais
detalhados para esclarecer as hipoteses descritas no presente

trabatlho.

A trealase extracelular de S. brevicaulis e uma enzima
altamente especifica e de obtengdo relativamente facil, sendo,
portanto, viavel a sua aquisigao para a aplicagao em analise
especifica quantitativa da trealose, bem como na determinagao

da estrutura de polissacarideos.
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Tabela I - EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO SOBRE A ATI
VIDADE DA TREALASE EXTRACELULAR DE S. brevicaulis.

FONTES DE umol glucose min? ! ATIVIDADE
CARBONO ml meio ' ESPECTFICA
Acetato 1,7 x 1073 0,28
Lactose 2,7 " 0,33
Rafinose 7,5 " 0,42
Maltose 7,2 " 0,42
Celobiose 8,9 " 0,42
Sacarose 9.4 " 0,55
Trealose 16,0 " 0,65
Glucose 8,4 " 0.69
Melibiose 14,4 " 1,3
Amido 81,8 " 3,9

0 fungo foi crescido por 72 horas em meio 1iquido de MARKUS et af
(40) contendo 1 g % de diferentes fontes de carbono, exceto para o ami-
do (0,2 g %). 0 sistema de incubagdo continha: 50 mM de tampao acetato
pH 5,0; 25 mM de trealose; 50 pl do meio de cultura concentrado, em um
volume final de 200 ul. Incubagao em 40°¢C por 30 minutos. 0 agucar redu

tor liberado foi determinado pelo metodo de SOMOGYI (55) e NELSON (45).



Tabela II - SUMARIO DA PURIFICAGAO DA TREALASE EXTRACELULAR DE Scopulariopsdis brevicaulis
*

ETAPAS  DE U.E. PROTEINAS ATIVIDADE U.E.* PURIFI RENDI (%)
PURIFICAGAO ml ENZ. (mg/m1) ESPECTFICA TOTAIS CACRO MENTO
MEIO DE CULTURA 0,24 0,22 1,09 24,00 0,00 100
SEPHADEX G-100 0,14 0,03 4,63 19,46 4,25 81
DEAE-CELULOSE I 4,16 0,10 41,62 12,48 38,20 52
DEAE-CELULOSE II 3,05 0,044 69,32 10,68 63,60 44,5

* - Unidades de Enzima (umol glucose minT! ml'])

-98-



Tabela III - EFEITO DE TONS METALICOS SOBRE A ATIVIDADE DA
TREALASE EXTRACELULAR DE S. brevicaulis.

REAGENTES MOLAR ATIVIDADE
RELATIVA
Sem adigao - 100
MgCl, 1073 100
CaCl, 1072 31
ZnC]2 10’2 14
MnCl, 10‘2 1
CoC'I2 10’2 8
HgCl, 107° 0

0 sistema de incubacao continha: 50 mM de tampao fosfato
pH 6,0; 25 mM de trealose; 0,5 unidades de enzima; Jons nas con-
centracoes acima, em um volume final de 200 ul. Incubagao em 10°¢c
por 30 minutos. 0 agucar redutor 1iberado foi determinado pe-

lo método de SOMOGYI (55) e NELSON (45).
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Tabela IV - OCORRENCIA E PROPRIEDADES DA TREALASE DE VARIAS FONTES

pH Xm T (OC) PESO PURIFI- {PONTO REFEREN

KICROORGANISMOS LOCALIZAGKO | ESPECIFICIDADE | OTmN0 | (mM) | OTIMA [MOLECULAR| INIBIGKO[CAGRO [I3T¢L®~|c1as

Trealose, sacarose D-manitol
Sclerotinia sclerotiorum Intracelular | rafinose, maltose, 5,0 1.7 j40-45 D-xi1itol 65 °

gentiobiose D-arabitol

Pullularia pullulans . Trealose 4,0 3,2 37 50

Aspergillus oryzae . Trealose 4,0 2,5 37 D-m2nitol 40 42

Humicola Yanuginosa . Trealose 5.5 3,2 50 170 000 184 35

Phycomyces blakesleeanus . 7.5 55 30 210 000 ATP 1, 2
105 000 ;

Neurospora crassa . Trealose 5,6 0,57 38 a Hanitol 680 3l
400 000 Inos{tol

Hybrid yeast . Trealose 6,8 10 30 3

2+
Trealose . Hg

Saccharomyces cerevisiae " Rafinose 5,7 0,41 |40 - 50 ATP 3 a7

Sccharomyces cerevisiae . Trealose 5,5 0,5 30 Hg2t PEE) 37

Streptomyces hygroscopicus * Trealose 6,5 18 37 80 29

Dictyostelium discoideum . Trealose 5,8 1,2 45 90 n

Trealose . K*

Pseudomona fluorescens * 6-desoxi-trealose | 6,45 |20 0 N} 160 25

Trichoderma reesei Extracelylar Trealose 4,4 3,1 50 70 -8} 5.7 64

Tris Este

opulariopsis brevicaulis . Trealose 5,6 0,4 40 - 50 | 590 000 Hgl* 6 42 Lrabalno
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Fig. 1 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE AMIDO SOBRE O NIVEL DE TREA-
LASE EXTRACELULAR DE S. brevicaulis.

0 fungo foi crescido por 72 horas em meio 1iquido de MARKUS et
al (40)contendo diferentes concentracoes de amido. 0 sistema de incu-
bac3o continha: 50 mM de tampao acetato pH 5,0; 25 mM de trealose; 50
ul da amostra, em um volume final de 200 pl. Incubacao em 40 °c por 30
minutos. O aclcar redutor liberado foi deteminado pelo metodo de
SOMOGYI (55) e NELSON (45). Simbolos: O——O = unidades de enzima;e—e

= peso seco; O—1 = proteinas.

9 -

peso seco (g/50 ml1 meio) (x 102)
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Fig. 2 - VARIAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA EM FUNGAO DA IDA-
DE DA CULTURA.

0 crescimento do fungo foi realizado em meio 1iquido de
MARKUS et af (40) contendo 0,2 g % de amido. A mistura de reagao con
tinha: 50 mM de tampao fosfato pH 6,0; 25 mM de trealose; 50 ul da
amostra, em um volume final de 200 pul. Incubacao em 40 °c por 30 mi-
nutos. 0 acucar redutor liberado foi determinado pelo metodo de
SOMOGYI (55) e NELSON (45). Simbolos: @—@ = unidades de enzima;
O—oO= peso seco;0—0 =amido residual;®—8& = proteinas; A—~A =

pH do meio.
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Fig. 3 - TREALASE INTRA E EXTRACELULAR DO FUNGO S. brevicaulis.

0 crescimento do fungo foi realizado em meio 1iquido de MARKUS et
al (40) contendo 0,2 % de amido. A atividade da trealase intracelular,
trealase extracelular e peso umido foram determinados como descrito em
materiais e metodos. Simbolos: A—A = trealase intracelular; e—& =

trelalase extracelular; 0—oO = peso umido.
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Fig. 4 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE GLUCOSE SOBRE A ATIVIDADE DA TRE-
ALASE INTRA E EXTRACELULAR DO FUNGO S. brevicaulis.

0 fungo foi crescido por 72 horas em meio 1iquido de MARKUS et af
(40) contendo diferentes concentragoes de glucose. A atividade da trealase
intracelular, trealase extracelular e peso seco, foram determinados como
descrito em Materiais e Metodos. Simbolos: &——4A = trealase intracelular;

©—& = trealase extracelular; O——O= peso seco.
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Fig. 5 - PERFIL DE ELUICAO DE HIDROLASES POR FILTPACAO EM GEL SE-
PHADEX G-100.

A filtracao na coluna de Sephadex G-100 foi realizada como descrito
em Materiais e Metodos. 0 sistema de incubacao para determinagao da ativi-
dade da trealase, maltase e amilase, continha: 50 mM de tampao acetato pH
5,0; 20 ul da amostra; substrato (25 mM de trealose; 25 mM de maltose; 0,1
mg de amido), em um volume final de 200 ul. Incubacao em 40°¢C por 30 minu-
tos. 0 aclicar redutor liberado foi determinado pelo metodo da glucose oxi-
dase (16) quando o substrato era trealose e maltose e pelo metodo de
SOMOGYI (55) e NELSON (45) quando o substrato era amido. As proteinas fo-
ram acompanhadas pela absorbancia em 280 nm. Simbolos: &—® = trealase;

B—= - maltase; O—0 = amilase; 0—o-= proteinas.

(280 nm)

absorbancia
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Fig. 6 - INATIVACAO TERMICA DA AMILASE, MALTASE E TREALASE EXTRACE-
LULAR DE S. brevicaulis.

A inativacao termica da trealase, maltase e amilase foi realizada a
55 °C nos intervalos de tempo de zero a 120 minutos (Materiais e Metodos).
0 sistema de incubagao continha em um volume final de 200 ul: (Trealase: 50
mM de tampao acetato pH 5,0; 2,5 mM de trealose; 1,0 ug de proteinas); (Mal
tase: 50 mM de tampao acetato pH 5,0; 2,5 mM de maltose; 2,5 pg de protei-
nas); (Amilase: 50 mM de tampao acetato pH 5,0; 0,25 mg de amido; 5 pg de
proteinas). Incubacdo em 40 °C por 30 minutos. O aciicar redutor 1iberado
foi determinado pelo metodo da glucose-oxidase (16) na atividade da treala-

se e maltase e pelo metodo de SOMOGYI (55) e NELSON (45) na atividade da

amilase. Simbolos: O——o0 = trealase; O—0 = maltase; ®—&= amilase.
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Fig. 7 - PERFIL DE ELUIGAO DA TREALASE POR FORGA IONICA DA COLUNA

DE DEAE-CELULOSE.

A eluigcao foi efetuada por etapas utilizando tampao fosfato 5 mM pH
6,2 contendo NaCl (zero a 0,4 M). A mistura de reacao continha 50 mM de
tampao fosfato pH 6,0; 25 mM de trealose e 20 ul da amostra, em um volume
final de 200 ul. Incubacao em 40 °c por 30 minutos. O agucar redutor libe-

rado foi determinado pelo método de SOMOGYI (55) e NELSON (45). Simbolos:

O—o0= unidades de enzima; = proteinas.
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Fig. g - EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE DA TREALASE EXTRA
CELULAR DE S. brevicaulis.

0 sistema de incubacdo continha: 50 mM de tampao fosfato pH 6,0; 25
mM de trealose; 9,45 unidades de enzima, em um volume final de 200 pl. In-
cubacao em 40 °c por 30 minutos. 0 agucar redutor liberado foi determinado
pelo metodo de SOMOGYI (55) e NELSON (45). Simbolos: O——0O= curva de tem-
peratura; @—=® = curva de estabilidade da enzima: jncubagdo previa da en-

zima em diferentes temperaturas por 30 minutos.
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Fig. 9 - EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE DA TREALASE EXTRACELULAR
DE S. brevicaulis.

Sistema de incubacao: 50 mM de tampao fosfato pH 6,0; 25 mM de tre-
alose; 0,5 unidades de enzima, em um volume final de 200 ul. Incubagao em
40°C por 30 minutos. O aclicar redutor liberado foi determinado pelo méto-
do de SOMOGYI (55) e NELSON (45). Simbolos: o——o0 = tampao citrato fosfa-
to; &——e = tampao fosfato; O—J = tamp3o acido borico- borax; A—A =

estabilidade: incubacdo previa de 0,5 unidades de enzima e 50 mM de tam-

pao em diferentes pHs durante uma noite (Materiais e Metodos)
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Fig.10 - EFEITO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS SOBRE A ATIVIDADE DA

REALASE.

A atividade da trealase foi determinada incubando 50 mM de trealose;
0 mM de tampdo fosfato pH 6,0 e quantidade variavel de proteina (0,1 a 1,2
nidades de enzima), em um volume final de 200 ul. Incubagao em 40 °c por
0 minutos. 0 aclcar redutcr liberado foi determinado pelo metodo de

OMOGYI (55) e NELSON (45).
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Fig. 11 - EFEITO DO TEMPO DE INCUBAGAO SOBRE A ATIVIDADE DA TREALASE.

A atividade da enzima foi determinada incubando 50 mM de tampao fos-
fato pH 6,0; 25 mM de trealose e 0,45 unidades de enzima, em um volume final
de 200 ul. Incubagio em 40 OC de zero a 120 minutos. O acucar redutor libera

do foi determinado pelo metodo de SOMOGYI (55) e NELSON (45).
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Fig. 12 - ESTEQUIOMETRIA DA REAGAO CATALIZADA PELA TREALASE

A glucose liberada e a trealose consumida, foram determinados pelos
metodos da glucose oxidase (16) e fenol sulfurico, respectivamente,
como descrito em Materiais e Metodos. Simbolos: O—o0 = glucose liberada;

O—{0 =trealose consumida.

umol trealose consumida



Fig. 13 - CROMATOGRAMA DO PRODUTO DE HIDROLISE DA REAGAO CATALISADA PELA TREALASE
LULAR DE S. brevicaulis (Materiais e Metodos).

EXTRACE-

_lg..
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Fig. 14 - DETERMINACAO GRAFICA DO Km E Vmax DA REAGAO CATALIZADA PE-
LA TREALASE.

0 sistema de reacao continha: 50 mM de tampao fosfato pH 6,0; 0,45
unidades de enzima e diferentes concentragoes de substrato, em um volume fi
nal de 200 ul. Incubacao em 40 °c por 30 minutos. 0 acucar redutor liberado
foi determinado pelo metodo de SOMOGYI (55) e NELSON (45).(Materiais e Meto
dos).
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atividade
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Fig. 15 - DETERMINAGAO DO PONTO ISOELETRICO.

0 ponto isoeletrico foi determinado utilizando eletro-enfoque em gel
de poliacrilamida. A atividade da enzima foi medida como descrito em Materi-
ais e Metodos. STmbolos: o——o = gradiente de pH (3,0 a 10); &—® = ati-

vidade da trealase.
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Fig. 16 - DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DA TREALASE DE S. brevicaulis.

0 peso molecular foi determinado em coluna de Sepharose 6 B (1 x 70 cm)
eluida com tampdo fosfato 5 mM pH 6,0 contendo NaCl 0,5 M. 5 mg dos padroes

foram aplicados na coluna e coletadas fracoes de 2,0 ml (Materiais e Metodos ).

Padroes Peso Molecular
"Blue dextran"(BD) - 2 000 000
Urease (U) - 590 000
Albumina bovina (Alb. Bov.) - 134 000
Hemoglobina (Hb.) - 64 000
Citocromo "c" (Cit. "c¢") - 12 500
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