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RESUMO

SHITAKUBO, R. A degradac&o do amido da banana depende da agcdo combinada
de a-amilase e B-amilase em regides de diferentes graus de cristalinidade do
granulo. 2015. 138 paginas. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2015.

A banana é considerada um bom modelo de estudo para a transformagcdo amido-
sacarose, ja que acumula um teor alto de amido durante o desenvolvimento, que €
degradado durante o amadurecimento. J& foram detectadas em polpa de banana
atividade e proteina relativa a varias enzimas supostamente envolvidas no processo
de degradacdo do amido. Entre elas, a a-amilase, a B-amilase, a amido fosforilase e
as glucano-agua-diquinases (GWD). Estas enzimas estdo envolvidas em dois
processos distintos de degradacao de amido em plantas: o dependente da agao inicial
da a-amilase e o dependente da fosforilagdo do granulo pela GWD e PWD e posterior
acao da pB-amilase. A dificuldade do estabelecimento da participacdo efetiva de cada
enzima no processo de degradacédo do amido esta associada a muitos fatores, entre
eles a néo-correlacdo entre atividade e real envolvimento em um processo, e a
acessibilidade da enzima ao seu substrato. Aliado ao estudo da morfologia do granulo
de amido e suas modifica¢des sofridas durante o processo de degradacdo que ocorre
durante o amadurecimento do fruto, estudos in vitro que simulem a acdo da enzima
sobre o seu substrato poderiam ser mais efetivos no estabelecimento da real acao de
dada enzima sobre o suposto substrato. Tentativas no sentido de obter as proteinas
relativa a degradacdo ndo foram bem sucedidas. Assim, os ensaios de granulos de
amido isolados versus enzimas foram feitos com a-amilase e (-amilase comerciais. O
grau de fosforilacdo da amilopectina nas posi¢coes Glic-6 e Glic-3 foi determinado,
condicdo necessaria para o inicio da degradacdo do granulo pela B-amilase. Os
resultados mostraram que os granulos de amido isolados de bananas recém colhidas,
ou verdes, ja estao fosforilados e as enzimas responsaveis por esta fosforilacéo estao
associadas aos granulos. Apés 72 h de incubacéo dos granulos de amido com as
enzimas hidrolitica, os granulos foram separados do tampao contendo as enzimas e
0os produtos de hidrdlise. Os sobrenadantes foram analisados por cromatografia
liquida acoplada a detector amperométrico e 0os granulos por Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) e microscopia de for¢a atdmica (MFA). Os resultados mostraram
gue a a-amilase hidrolisa preferencialmente regides amorfas dos granulos, com
predominancia de amilose, expondo as regifes mais cristalinas dos anéis de
crescimento, enquanto que a B-amilase parece atuar preferencialmente nas regides
cristalinas dos granulos, degradando os bloguetes, que sdo formados por
amilopectina. Pode-se concluir que ambas as enzimas parecem ser importantes no
processo de degradacao do amido da banana, com diferentes especificidades.

Palavras-chave: Musa acuminata, carboidrato, amadurecimento, enzimas
hidroliticas, microscopia.



ABSTRACT

SHITAKUBO, R. The banana starch degradation depends on the combined action
of a-amylase and B-amylase in regions of different degrees of crystallinity of the
granules. 2015. 138 paginas. (Tese de Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2015.

Banana is considered a good model to study the starch-sucrose metabolism, since it
accumulates a high starch content during development, which is degraded during fruit
ripening. It have been detected in banana pulp some proteins and activities of several
enzymes supposedly involved in starch degradation process. Among them, a-amylase,
B-amylase, starch phosphorylase and glucan-water-diquinases (GWD). These
enzymes are involved in two separate processes of starch degradation in plants: the
initial action of a-amylase dependent, and the starch granule phosphorylation by GWD
and PWD enzymes and subsequent action of B-amylase. The difficulty of establishing
the effective participation of each enzyme in the starch degradation process is
associated with many factors, including the lack of correlation between real activity and
involvement in the process, and accessibility of the enzyme to its substrate. Allied to
study the morphology of the starch granule and its modifications suffered during the
process of degradation, which occurs during the fruit ripening, in vitro studies that
simulate the action of the enzyme on its substrate could be more effective in
establishing the real action of a given enzyme on the argued substrate. However,
attempts to obtain the proteins related to the degradation process were unsuccessful.
Thus, assays of isolated starch granules versus enzymes were made with commercial
a-amylase and (-amylase enzymes. The degree of phosphorylation of amylopectin in
the Gluc-6 and Gluc-3 positions was determined, a necessary condition for the start of
degradation by B-amylase enzyme. The results showed that the starch granules
isolated from freshly harvested bananas, or green, are already phosphorylated and the
enzymes responsible for this phosphorylation is associated with the starch granules
surface. After 72 h incubation of the starch granules with the hydrolytic enzymes, the
granules were separated from the buffer containing the enzymes and the hydrolysis
products. The supernatants were analyzed by liquid chromatography coupled with
amperometric detector and the granules were visualized by scanning electron
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM). The results showed that the
a-amylase preferentially hydrolyzes amorphous regions of the granule, especially
amylose, exposing more crystalline regions of the growth rings, whereas 3-amylase
appears to act preferentially on crystalline regions of the granule, degrading blocklets
that consist of amylopectin. It can be concluded that both enzymes appear to be
important in the banana starch degradation process, with different specificities.

Keywords: Musa acuminata, carbohydrate, ripening, hydrolytic enzymes, microscopy



1. INTRODUCAO

1.1. Amido de banana

A banana € um fruto climatérico, cujo amido acumulado durante o
desenvolvimento (~12 a 35% do peso fresco da polpa) (SOARES et al., 2011) é
rapidamente degradado durante a fase de amadurecimento, restando teores que
variam, de 1 a 15%, dependendo da cultivar, no fruto completamente maduro. Como
consequéncia, os acgucares sollveis se acumulam na polpa praticamente na mesma
proporcédo que o amido € degradado (12 a 20%) (CORDENUNSI E LAJOLO, 1995;
NASCIMENTO et al., 2006).

O amido é acumulado no fruto na forma de estruturas semi-cristalinas
conhecidas como granulos de amido que, majoritariamente sdo0 compostos por

amilose e amilopectina, em proporces em torno de 20:80 (BULEON et al., 1998).

A amilose (Figura 1A) é uma molécula praticamente linear, formada por unidades
de a-D-glicose unidas entre si por ligagbes a-(1-4), tendo, porém, certo grau de
ramificagdo em a-(1-6) em sua estrutura (FRENCH, 1973; BULEON et al., 1998;
HOOVER, 2001). As ligagdes glicosidicas na configuracao a-(1,4), conferem a amilose
uma estrutura helicoidal, na qual os grupos hidroxil-hidrofilicos estdo voltados para o
exterior da molécula e os grupos hidroxil-hidrofobicos voltados para o interior. Essa
conformacdo permite a complexacdo da amilose com moléculas apolares, como
alcoois, lipideos, e iodeto (HOOVER, 2001).

A amilopectina (Figura 1B), por sua vez, apresenta alto peso molecular e uma
estrutura altamente ramificada (até 6%) na posi¢ao a-(1-6), com peso molecular médio
da ordem de 107-10° (WHISTLER E BeMILLER, 1997; BULEON et al., 1998). A
estrutura fina da amilopectina tem sido assunto de pesquisas durante os Ultimos anos.
Varios modelos estruturais tém sido propostos para explicar como as cadeias unitarias
agregam-se para proporcionar estrutura altamente ramificada, além de estudos
envolvendo medidas de comprimento médio de cadeias e comprimento das cadeias
internas e externas (WANG E WHITE, 1994; MYERS et al., 2000; FRANCO et al.,
2002).

23



CH,0H CH,0H c

0, 0,
H/h H H/h H

—o-\oH H OH H

ngagao al,6
H  OH

CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H

LT

H OH H OH H OH H OH H OH

/ )
/ \ X 1
\ W/
\ Ny
\ /
| \ /
\ \“
\ / ngagaomd
/ cuzon cnzon CHZOH cnzon cuzon
Hilo 04 H /A H A "/ H A
e OH H OH H OH H OH H OH H

Figura 1: (A) Modelo de estrutura interna do granulo de amido com
visualizacdo dos anéis de crescimento e hilo, (B) Modelo da cadeia de
amilopectina; (C) Estrutura da amilopectina, (D) Estrutura da amilose.

Os granulos de amido sédo organizados em estruturas semicristalinas e
amorfas, formando camadas. As fracOes lineares das cadeias de amilopectina estéo
envolvidas na formacgéo das lamelas cristalinas, uma vez que as fracfes ramificadas
do polimero sdo responsaveis pela formacdo das regibes amorfas. Repetidas e
alternadas unidades de lamelas cristalinas e amorfas formardo os bloquetes, que
apresentam tamanhos variados de 20 a 500 nm, dependendo do tipo do amido e da
localizacdo no granulo (GALLANT, BOUCHET, BALDWIN, 1997). Em 2004, Ridout et
al. definiram que os bloquetes sdo compostos por lamelas cristalinas de amilopectina
imersos em uma matriz amorfa de amilose, que tem a capacidade de absorver mais
agua e inchar mais do que os bloquetes. Ridout et al. (2006), Parker, Kirby e Morris.
(2008) e Peroni-Okita et al. (2015) estudaram granulos de amido imobilizados em
resina, que foram seccionados e visualizados por Microscopia de Forca Atémica
(MFA) e verificaram que a regido central do granulo é estruturalmente diferente das
regides mais externas. O interior do granulo parece absorver menos agua do que as
demais regides e é composto por bloquetes de tamanhos maiores (80 a 200 nm). Os
bloquetes embebidos na matriz amorfa irdo formar anéis concéntricos (denominados
anéis de crescimento), irradiando da regido central do granulo, préximo ao hilum, até
a superficie. Essas caracteristicas de amilose e amilopectina, bem como o grau de
cristalinidade e teor de agua estrutural presente no amido tem um importante papel
na resisténcia do granulo na hidrolise enzimatica (GALLANT, BOUCHET, BALDWIN,
1997; PERONI-OKITA et al., 2010, 2013, 2015; SOARES et al., 2011).
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A estrutura do granulo de amido também foi amplamente investigada por
difracdo de raio-X de amplo angulo (wide-angle X-ray diffraction (WAXD)) (CARDOSO
et al., 2007; CHEETHAM & TAO, 1998; GALLANT et al., 1982; GLARING, KOCH, &
BLENNOW, 2007; HOOVER, 2001; SHUJUN et al., 2008). Dependendo do
empacotamento das duplas hélices da amilopectina, o amido pode ser classificado em
alomorfo do tipo A ou B (BULEON, COLONNA E BALL, 1998). O amido do tipo A é
mais comumente encontrado em amidos de cereais, manga e tapioca e o padrao tipo
B é comumente encontrado em amidos de tubérculos, e em amidos com alto teor de
amilose. O padrao tipo C, que consiste de uma mistura de alomorfos tipo A e B, pode
ser encontrado em amido de banana de diferentes cultivares e leguminosas
(BULEON, COLONNA, E BALL, 1998; BULEON, GERARD, et al., 1998; THYS et al.,
2008; PERONI-OKITA et al., 2010, 2013; SOARES et al., 2011).

1.2. Metabolismo amido-sacarose — degradacéo dos granulos de amido
Vérias sdo as vias metabdlicas e enzimas nos tecidos vegetais capazes de
metabolizar o amido que é sintetizado exclusivamente por eucariotos
fotossintetizantes (BALL E MORREL, 2003). Durante sua sintese, ocorre a
participacado de diversas isoformas da amido-sintase, havendo ainda, a participacao
de enzimas ramificadoras e desramificadoras em etapas subsequentes (MUKERJEA,
YU, ROBYT, 2002). O amido pode ser transitorio, sintetizado e degradado no
cloroplasto das folhas, ou de reserva como o sintetizado em amiloplastos de 6rgaos e
estruturas de armazenamento ou frutos (KOSSMANN E LLOYD, 2000). A converséo
do amido a acucares sollveis (sacarose, glicose e frutose) envolve varias enzimas em
mais de uma via metabdlica, representando um exemplo classico de heterogeneidade
da atividade enzimatica (AGAMA-ACEVEDO et al., 2013).
A hidrélise completa do amido é resultado da acdo conjunta de varias enzimas (Figura
2) e vem sendo estudado, ao longo da germinacao de sementes de cereais, enquanto
as vias de degradacéao de células de tecidos vegetais vivos e a participacdo de cada
uma destas enzimas na hidrélise do amido permanecem pouco conhecidas (BECK E
ZIEGLER, 1989; SARIKAYA et al., 2000). As principais enzimas hoje conhecidas
envolvidas no processo de degradacdo do amido em vegetais, sdo as a-amilases, as
B-amilases, as amido-fosforilases, as enzimas desramificadoras, a glucano-agua-

diquinase (GWD) e a fosfoglucano-agua-diguinase (PWD).
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Figura 2: Modelos de degradacao de amido. (A) Modelo de degradacdo de amido em germinacéo de cereais, adaptado
de Bertoldo e Antranikian 2002. (B) modelo de degradacéo de amido transitério em folhas, onde quadro A representa a
cadeia de amilopectina; o quadro B representa o modelo de fosforilacdo do amido pela Glicano-agua-diquinase (GWD) e
da Fosfoglicano-agua-diquinase (PWD); o quadro C a hidrélise do granulo pela B-amilase (BAM) e o quadro D hidrélise
dos granulos pela isoamilase (ISA) adaptado de Zeeman et al (2007).
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As a-amilases (EC 3.2.1.1), ou 1,4-a-D-glicanohidrolases, possuem atividade
endoamilolitica hidrolisando aleatoriamente as ligagdes glicosidicas a-(1,4) da amilose
e amilopectina produzindo uma mistura de oligossacarideos, maltose, glicose e
dextrinas, podendo ser encontrada em animais, plantas, fungos e bactérias (Figura
2A).

Sao membros da familia das amilases ou familia 13 das glicosideo hidrolases
(GH-13), classificacdo esta, baseada na similaridade das sequéncias de aminoacidos
(HENRISSAT E BAIROCH, 1996). Embora diferentes tipos de enzimas sejam capazes
de liberar, in vitro, glicanos sollveis a partir de granulos de amido purificados, acredita-
se que a Unica enzima capaz de fazé-lo in planta, seja a a-amilase (Figura 2A). Ela
parece apresentar papel central no processo de hidrolise do amido por possuir
atividade endo-amilolitica, promovendo alteragcbes marcantes no granulo de amido e
fornecendo ou aumentando a disponibilidade de substrato para outras enzimas
degradativas. E a enzima responsavel por iniciar a degradacdo dos granulos de amido
nos cereais (PREISS, 1982; BECK E ZIEGLER, 1989; IRVING, SHINGLETON,
HURST, 1999). As a-amilases apresentam estrutura tridimensional, com quatro
regides relacionadas ao sitio catalitico e ao sitio de ligacdo ao substrato altamente
conservadas em diferentes a-amilases (PRAKASH E JAISWAL, 2010;
CANGANELLA, ANDRADE, ANTRANIKIN, 1994). A estrutura basica consiste de uma
cadeia polipeptidica Unica dobrada em trés dominios A, B e C. O sitio ativo é localizado
na interface entre o dominio A e o dominio B (MACGREGOR, JANECEK,
SVENSSON, 2001; KUMAR, 2010; MOTYAN et al., 2011; JANECEK, SVENSSON,
MACGREGOR, 2014).

Varios membros da familia das a-amilases formam ligacdes com ions calcio,
necessarias para a manutencéo da rigidez estrutural entre dominios, que requerem
no minimo um ion para cada molécula da enzima. O calcio ndo esta envolvido na
ligac&o do substrato ou na hidrélise deste, ja que ele esta localizado fora do sitio ativo,
porém guarda proximidade das regifes cataliticas (VIERIA-JUNIOR, 2001). Na sua
auséncia, a formacdo do complexo enzima-substrato poderia gerar um estresse
conformacional, que resultaria no colapso da estrutura do centro ativo.

A expressao da a-amilase e a sua regulacao sao temas bastante estudados em
cereais, com papel central entre 0os eventos biogquimicos na germinacao de sementes,

fornecendo a energia necesséria ao embrido. Esta degradacgéo € iniciada pela inducéo
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da a-amilase, responsavel pela clivagem das ligagbes a-1,4- endoglicoliticas da
amilose e amilopectina. No entanto, a completa degradagéo do amido requer ainda a
acdo de outras enzimas glicoliticas (HUANG et al., 1990; SUTLIFF, DAITA, SHARMA,
1991; SUBBARAO, DATTA E SHARMA, 1998).

Algumas isoformas da a-amilase ja foram identificadas, tais como a AMY2 em
cevada e a AMY1 e AMY3 em Arabdopsis (STANLEY, 2002). Em amido de arroz ja
foram identificadas e caracterizadas mais de vinte isoformas de a-amilase
(ASATSUMA et al., 2006). As massas moleculares das isoformas de a-amilase
variam, de 32 kDa em trigo (SINGH E KAYASTHA, 2014), 43 kDa em feijao (KOSHIBA
E MINAMIKAWA, 1981), 45 kDa em cevada (LIU et al., 2012) e a 46 kDa em banana
(VIEIRA-JUNIOR et al., 2006).

As pB-amilases (EC 3.2.1.2), ou 4-alfa-D-glicano maltohidrolases, séao
exohidrolases que fazem parte da familia 14 das glicosil hidrolases que atuam a partir
das extremidades nao-redutoras dos glicanos, liberando moléculas de (-maltose.
Plantas superiores podem conter um ou mais genes de cada classe codificando para
um grande numero de B-amilases no genoma dessas plantas (ZEEMAN, KOSSMANN
E SMITH, 2010).

Ja foram encontradas algumas isoformas de (3-amilase (BAM1, BAM2, BAM3,
BAM4) em Arabidopsis, sendo que a BAM4 nédo apresentou atividade catalitica. O
tamanho encontrado para as isoformas de 3-amilase varia de 55 a 67 kDa (FULTON
et al., 2008).

A B-amilase participa do processo de mobilizacdo do amido durante a
germinacao das sementes de cereais. A enzima € acumulada durante o processo de
desenvolvimento das sementes de cevada e permanece ligada aos granulos de
amido, sendo considerada a isoforma especifica do endosperma (BECK E ZIEGLIER,
1989).

Ja foi detectada uma isoforma presente em 6rgaos vegetativos como folhas e
raizes (ZIEGLIER, 1999). Em macés e em tubérculos de batata em desenvolvimento,
a enzima apresenta padrdo similar de localizacdo, sendo encontrada
predominantemente ao redor dos granulos de amido no interior dos amiloplastos
(ZHANG E WANG, 2002).

As amido-fosforilases (EC. 2.4.1.1), catalisam a conversdo reversivel das

ligacdes glicosidicas a-1,4 nas extremidades ndo redutoras de polimeros de glicanos
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liberando a-D-glicose-1-fosfato (Glic-1P) (SCHUPP E ZIEGLIER, 2004). Duas formas
de amido-fosforilase podem ser encontradas em vegetais, uma forma plastidial e a
outra citosdlica (ALBRECHT et al., 2001).

As Enzimas desramificadoras hidrolisam ligagcdes a-1,6-glicanos nas
ramificacOes e sao essenciais para a mobilizacdo completa dos granulos de amido em
plantas. Duas classes de desramificadoras sao responsaveis pela desramificacdo das
ligacdes a-1,6 das moléculas de amilopectina: as pululanases (EC 3.2.1.41) e as
isoamilases (EC 3.2.1.68). As mais comumente encontradas em plantas séo as
isoamilases que podem atuar tanto no sentido de sintese quanto de degradacao de
amido, o que dificulta o entendimento de qual isoforma esta operante no processo de
degradacao (SMITH, ZEEMAN e SMITH, 2005).

Em Arabidopsis estéo presentes as isoamilases e uma dextrina-limite, e em
folhas de Arabidopsis a sua auséncia nao parece afetar a velocidade de degradacéo
do amido (SMITH, ZEEMAN e SMITH, 2005). A isoforma da isoamilase conhecida
como ISA3 parece estar envolvida na degradacéo de amido em folhas de Arabidopsis,
removendo os pontos de ramificacdo diretamente da superficie do granulo. Neste
modelo, a acdo da ISA3 ocorre concomitante com a B-amilase, GWD e PWD
(ZEEMAN, KOSSMANN E SMITH, 2010).

As Enzimas Glicano-agua-diquinase (GWD - EC 2.7.9.4) e Fosfoglicano-
agua-diquinase (PWD - EC 2.7.9.5) atuam na fosforilacdo dos carbonos 6 e 3,
respectivamente, das moléculas de D-glicose da amilopectina, dando acesso as
enzimas hidroliticas como a p-amilase (Figura 2B).

Os primeiros artigos relacionados a GWD nomearam uma proteina
desconhecida supostamente relacionada ao metabolismo do amido como sendo a
proteina R1 (RITTE et al., 2000; REIMANN et al., 2002). Posteriormente, RITTE et al.,
(2006) e Glaring, Koch, Blennow, (2007), estabeleceram ser a proteina R1 a enzima
responsavel pela transferéncia do B-fosfato proveniente da Adenosina Trifosfato
(ATP) para os residuos glicosil nas posi¢cdes Csz e Ce, Na presenca de agua, numa
reacdo do tipo diquinase, sendo denominada agua-glicano diquinase (glucan water
dikinase — GWD) (E.C. 2.7.9.4).

A GWD atua nos substratos a-poliglicano, utilizando ATP e H2O, produzindo a-
poliglicano-P, Adenosina Monofosfato (AMP) e ortofosfato (KOTTING et al., 2010). A

funcdo da GWD seria a de fosforilar as moléculas de carbono 6 da D-glicose das
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cadeias de amilopectina que compde os granulos de amido mediando a transi¢cao dos
glicanos de uma forma altamente ordenada (cristalina) para uma forma menos
ordenada e hidratada (HEJAZI et al., 2008; RITTE et al., 2003), permitindo a agéo [3-
amilolitica sobre as duplas cadeias da amilopectina parcialmente desordenadas pela
molécula de fosfato (Figura 2B).

Homoblogos da proteina GWD foram relatados em uma variedade de plantas:
em tubérculos de batata-doce e inhame, sementes de milho e cevada e em banana
(RITTE et al., 2000). Isto sugere que a GWD esta presente e exerce uma funcéo geral
em todo o reino vegetal, embora algumas plantas, por exemplo, milho e cevada, que
acumulam carbono na forma de amido de reserva, produzam amido com baixa ou
nenhuma fosforilacdo (MIKKELSSEN et al., 2004). Mikkelsen et al., (2004) provaram
gue a amilopectina € um substrato melhor do que a amilose para a GWD de batata, o
gue explicaria o fato de que s6 foram encontradas cadeias de amilopectina
fosforiladas em plantas. Demonstraram também que a forma ativa da GWD de batata
existe como um homodimero de 155 kDa com atividade 6tima em pH 7,0 a 35°C e
teria cinco dominios em sua estrutura. Ela estaria ligada ao granulo do amido,
fosforilando a amilopectina de acordo com a reacgdao:

ATP+a-glucano + H20—AMP + a-glucano-P + Pi

Ja foram encontradas massas moleculares de 180,3 kDa para GWD de
mandioca (OPABODE et al., 2013) e 160 kDa em Arabidopsis (RITTE et al., 2000).

A outra enzima capaz de fosforilar residuos de D-glicose na posicdo C3 nas
cadeias de amilopectina foi encontrada pela primeira vez em Arabidopsis, foi nomeada
de GWD3 (MIKKELSSEN et al., 2004), e mais adiante, de fosfoglicano diquinase
(PWD) (SMITH, 2012). No entanto, a PWD fosforila a D-glicose numa posicdo
diferente da GWD, envolvendo a formacdo de uma ligacdo éster entre o Csz da
molécula com o grupo fosfato obtido a partir do ATP. De forma analoga ao papel da
GWD, essa fosforilacdo também contribuiria com a alteracédo da estrutura da molécula
de amilopectina de forma a permitir a agdo da (B-amilase na degradacdo do amido
(KOTTING et al., 2005; RITTE et al., 2006, SILVER, KOTTING E MOORHEAD, 2014).

Os processos de degradacdo do amido mais estudados sao os que envolvem
a degradacao do amido de reserva durante a germinacao de cereais e a degradacéo
do amido transitério presente nas folhas (BECK E ZIEGLER, 1989, EDNER et al.,

2007, ZEEMAN et al., 2007). No primeiro, em resposta a um sinal hormonal, as células
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da aleurona secretam as enzimas responsaveis pela degradagédo de amido e iniciam
0 processo de degradacédo, tendo a participacdo da a-amilase como sendo
fundamental no inicio da degradacdo (BECK E ZIEGLER, 1989) (Figura 2). No
segundo, o amido é sintetizado durante o dia e degradado a noite, sendo o ciclo claro-
escuro um fator importante e a participacdo das enzimas PWD e GWD como
precursoras de todo o processo (ZEEMAN et al.,, 2007; REIMANN et al., 2002;
SILVER, KOTTING E MOORHEAD, 2014) (Figura 3).

Até o momento a a-amilase € a Unica enzima conhecida como sendo capaz de
iniciar sozinha o processo de degradacéo do granulo de amido de reserva (Figura 2A),
fornecendo ou aumentando a disponibilidade de substrato para outras enzimas
degradativas (BECK E ZEIGLER, 1989).

Enquanto que para a degradacdo do amido transitorio (Figura 4) de folhas de
Arabidopsis, o inicio da degradacgao prescindiria da agao da a-amilase, neste modelo,
a GWD e a PWD seriam as enzimas-chave para iniciar a degradacdo do amido,
desordenando as cadeias da amilopectina, tornando-as mais disponiveis para a acédo
da B-amilase sem a atuacéo anterior da a-amilase (ZEEMAN et al., 2007, EDNER et
al., 2007).

Um estudo demostra que para a completa hidrélise dos granulos de amido a
atuacao de outras enzimas além da [-amilase sdo necessarias. Para que essas
enzimas também possam atuar é necessario que ocorra uma desfosforilacéo,
removendo o grupo fosfato da cadeia de amilopectina cujas enzimas responsaveis
sdo chamadas de fosfatases (STREB et al., 2012). Assim, para que ocorra a hidrolise
do amido via B-amilase, a amilopectina que compde os granulos de amido precisa ser
previamente fosforilada via GWD e PWD e, posteriormente, desfosforilados via SEX4
(Phosphoglucan Phosphatases Starch Excess 4) and LFS2 (Like-SEX4 2) (SILVER,
KOTTING, MOORHEAD, 2014).
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Figura 3: Modelo de degradacéo de amido
em folhas de Arabidopsis. Adaptado de
Smith 2012.

Em razao das dificuldades de obtencao de quantidades suficientes das enzimas
especificas originadas do proprio tecido, normalmente utiliza-se enzimas comerciais,
purificadas de fungos, que fornecem pistas de como o processo de corrosao ocorre e
guais sao as consequéncias fisicas para o granulo de amido, mas existem limitacdes
na interpretacédo dos resultados assim obtidos.

Uma excecéao digna de nota na literatura, € o trabalho de Reimann et al., (2002)
em que granulos de amido contido em turions de Spirodela polyrhiza foram isolados e
expostos a proteina a-amilase extraida e parcialmente purificada de turions adaptados
ao escuro que foram submetidos a continua luz vermelha para induzir a degradacao
do amido de reserva. A luz vermelha teve a funcdo de induzir a GWD a se
autofosforilar e iniciar sua atividade de fosforilar os granulos de amido do turion. Os
resultados mostraram que a irradiacdo resultou em fosforilacdo dos granulos de
amido, acompanhado por mudancgas na capacidade do granulo de se ligar a a-amilase
enddégena, bem como em mudancas nos niveis de degradacdo dos granulos. Os
autores também observaram que uma vez iniciada a degradacdo do amido, a a-
amilase foi solubilizada, sugerindo que a enzima pode ser necessaria apenas durante
a fase inicial da degradacao do amido (REIMANN et al., 2002 e 2007).
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Um trabalho mais recente, ainda com amido de turions, mostrou que o sistema
de degradacédo desse amido parece ser uma combinacéo de ambos os modelos de
degradacdo ja descritos (de reserva e transitorio) (APPENROTH et al., 2011). Ja outro
artigo menciona a participagdo de enzimas desramificadoras e uma isoforma de a-
amilase, juntamente com as enzimas ja descritas para a degradacdo do amido
transitorio, em mutantes de plantas de Arabidopsis (STREB, ELCKE E ZEEMAN,
2012).

A presenca das amilases associadas ao granulo desde as fases iniciais do
amadurecimento da banana sem, no entanto, ser observada degradacédo do amido
(PERONI-OKITA et al., 2010), é sugestiva da existéncia de um controle ou sinal para
gue esta enzima inicie o processo de degradacdo. Uma possibilidade seria que as
enzimas ja associadas aos granulos dependeriam de ativacdo, resultante de
fosforilacdo ou reducao/oxidacéo, ou ainda da formagdo de um complexo enzimatico
para poder atuar de maneira sincronizada. Para complicar, deve-se também
considerar que o processo pode depender de um arranjo preciso entre enzimas no
sentido de prover maior eficiéncia catalitica. Ja foi observado que a velocidade na
degradacdo do amido isolado de Arabidopsis aumentou duas vezes quando uma
mistura de isoamilase (ISA3) e B-amilasel (BAML1) foi adicionada aos granulos, ao
invés de somente a BAM1, e de 2 a 3 vezes quando depois acrescentada a GWD e
ATP (EDNER et al., 2007). Esses dados sugerem que a iniciacdo e a regulacéo do
processo de degradacdo do amido pode ser algo extremamente complexo e
relacionado tanto com alteracdes estruturais do granulo como das interacdes entre as

enzimas potencialmente envolvidas.

A grande dificuldade para a realizacéo desse tipo de experimento € a necessidade de
enzimas puras, sem contaminacdes, com preservacdo de suas propriedades
cataliticas e a simulacdo das condi¢cdes in vivo. A obtencdo de enzimas puras em
guantidades suficientes para os ensaios € um problema especialmente importante no
caso da banana, cuja polpa conttm menos de 1% de proteinas e as proteinas
supostamente ligadas a degradacdo do amido perfazem uma parte muito pequena
neste total. Além disso, o processo de purificacdo de enzimas é demorado e nem
sempre resulta em pureza, quantidade e atividade esperadas. Assim, uma alternativa
a extracao e purificacdo a partir da banana é a obtengéo das proteinas recombinantes

em sistema heterélogo, uma vez que as sequéncias génicas das principais hidrolases
33



de bananas ja estdo estabelecidas (ASTORINO FILHO, 2008 e VIEIRA JUNIOR,
2006). Ainda que ndo haja certeza quanto a preservagao da atividade biologica das
formas recombinantes das enzimas, em caso positivo poderiam ser obtidas
guantidades adequadas a realizacdo dos ensaios de atividade empregando granulos
de amido isolados da banana, assim como poderiam ser obtidos anticorpos policlonais

capazes de indicar a presenca e distribuicdo dessas, frente aos tecidos da banana.

34



2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo a caracterizacdo morfolégica, quimica e estrutural
de granulos de amido de banana submetidos a um modelo in vitro de degradacéo a

partir de ensaios com as enzimas a-amilase e 3-amilase.
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CAPITULO 1

OBTENCAO DA PROTEINA a-AMILASE RECOMBINANTE
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1. INTRODUCAO

O principio da metodologia do DNA recombinante é a clonagem molecular, que
envolve o isolamento e a propagacao de moléculas de DNA idénticas. Primeiramente
o fragmento do DNA de interesse (inserto) é ligado a uma outra molécula de DNA
(vetor) para formar o que se chama de DNA recombinante. Segundo, a molécula de
DNA recombinante é introduzida numa célula hospedeira compativel, em um processo
chamado de transformacdo. A célula hospedeira que adquirir a molécula do DNA
recombinante € agora chamada de transformante ou célula transformada. Essas
células transformadas podem ter duas finalidades: (1) aumento do nimero de copias
do gene de interesse e a consequente purificacdo (miniprep); (2) expressao desse
gene em um sistema em que fara com que a bactéria reconheca o gene e a codifique
na respectiva proteina.

Os microrganismos secretam quantidades limitadas de enzimas ou outras
proteinas, assim a expressao heterdloga em outras células hospedeiras tem sido
empregada para potencializar a obtencéo dessas.

A obtencéo de proteinas recombinantes em plantas vem sendo estudada ha
algum tempo. Em alguns casos essas proteinas sdo usadas para estudar e tentar
elucidar alguns mecanismos das plantas (ZEEMAN et al, 2010; KOTTING et al, 2005),
em outros para a obtencdo de enzimas com fins em processos industriais (PARK et
al, 2014; LIN et al, 2006), e ainda existem estudos com a digestdo de amidos com
enzimas recombinantes purificadas, para verificar estrutura e a funcdo das enzimas.
(CELINSKA et al, 2015; REIMANN, ZIEGLER E APPENROTH 2007; JUGE et al,
1996).

Isoformas de a-amilase recombinante foram expressas, caracterizadas e
purificadas de cevada (JUGE et al, 1996). Nesse trabalho duas isoformas, AMY1 e
AMY2, de cevada foram expressas em Pichia pastoris. As propriedades enzimaticas
e estruturais dessas enzimas foram semelhantes as proteinas de cevada. A
purificacdo dessas isoformas foi bem simples, uma vez que elas foram secretadas
para o meio de cultura (JUGE et al, 1996).

Em arroz também ja foram expressas a-amilase recombinantes, em Eschericha
coli, onde foram expressas cinco isoformas de a-amilase. A intensao foi descobrir

como essa a-amilase é expressa durante o amadurecimento da semente de arroz
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(ASATSUMA et al, 2006). Uma a-amilase rcombinante de inseto de arroz foi expressa
em Yarrowia lipolytica, purificada e sua atividade foi quantificada. Em seguida,
granulos de amido de batata, arroz, milho, ervilha, amaranto e trigo foram digeridos
com essa proteina recombinante (CELINSKA et al, 2014).

J& para frutos de banana algumas tentativas de produzir amilases foram: a-
amilase (VIEIRA JUNIOR, et al 2006), B-amilase (ASTORINO FILHO, 2008) e a
Isoamilase (BIERHALS et al, 2004), todas elas usando a cv. Nanic&o.

Para a a-amilase de banana a expressao foi feita em Pichia pastoris. O extrato
protéico foi analisado por eletrofrese, apresentando uma proteina de peso molecular
de 46 kDa, indicando ser a a-amilase recombinante. Isso se confirmou, pois 0 peso
molecular € o mesmo indicado pela sequéncia de cDNA da a-amilase de banana,
sequéncia que também foi feito para esse trabalho (VIEIRA JUNIOR et al, 2006). Com
essa proteina expressa, foi feito o teste de atividade amilolitica em eletroforese em
condi¢cBes nao desnaturantes (PAGE-NATIVO) com substrato, e bandas de coloracéo
branca, indicando a atividade amilolitica dessa enzima (VIEIRA JUNIOR et al, 2006).

A proteina relativa a -amilase de banana, foi expressa em E. coli, gerando uma
proteina recombinante de 50 kDa, cuja identidade foi checada com o auxilio de
anticorpo anti-B-amilase de banana. Porém, ndo teve atividade hidrolitica tanto in vitro
como por eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes e usando substrato especifico
(ASTORINO FILHO, 2008). Porém, isoformas de B-amilase de Arabidospsis sem
atividade também ja foram reportadas literatura (FULTON et al, 2008).

Uma isoamilase de banana foi expressa em E. coli, com clone parcial, ou seja,
nao sendo a sequéncia de cDNA completa. Um estudo filogenético foi feito indicando
gue a isoforma dessa isoamilase era a isoforma 3. Porém a expressdo dessa
sequéncia parcial gerou uma proteina truncada.

O objetivo desta parte do trabalho descrita neste capitulo, foi obter por
expressao heterdloga a enzima a-amilase com atividade, tanto para testes in vitro

como para producao de anticorpos policlonais.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL

2.1.1. Para expressao da proteina a-amilase recombinante em Pichia Pastoris:

Foi utilizado um clone de Pichia pastoris transformado com o vetor pPICZB (Figura 4)

contendo o gene da a-amilase de banana (GenBank AF533648) obtido por Vieira

Junior (2006).

Comments for pPICZ A:
3329 nudeotides

5" AQXT promater region: bases 1-341
5" end of AOXT mRNA: base 824

5" AOX1 priming sifo: bases 855875
Muitple cloning si8: bases 932-1011
e-myc epitopa tag: bases 10121044
Polytestiding tag: bases 1057-1077

3 AOX priming sto: basas 1159-1179
3" end of mRNA: base 1250

AOX1 ranserption terminaton region: bases 1078-1418
Fragment containing TEF1 pomater: bases 1419-1830
EM7 promoter. bases 1831-1538

Shble ORF: bases 18992273

CYC1 transcription terminaton regon: bases 2274-2591
PUC orign: bases 2602:3275 (complem entary strand)

* Tha restction ste

botween Notl and the
myc epttope is dfferant
in @ach version of pPICZ:
Apalin pPICZ A
Xbalin pPICZ B
SnaBlin pPICZ C

Figura 4: Vetor de expresséo pPICZ B
(Invitrogen, 2010),

Polpa de banana madura, amostrada aos 17 dias pos colheita (dpc) (Musa acuminata

AAA, cv. Nanicdo). Além disso, foi utilizado o vetor pPICZoB (Figura 5) contendo o
gene de a-amilase de banana (GenBank AF533648) obtido por Vieira Junior (2006).

Commaonits far pPICZ A Erll
A33Y nucleotides

5 ACXT promates regor: bases 1.841

& AGQKD priming site; bses BRSATE

«factar £ignal Eoguenta: bases 0411217

Muriple doning ste: bases 12081276

comye eptiope: bases 127513

Poiyhlzidna [AxHis) tag: basos TX88-1347 T ot S | b 1 O s
I ACXY priming ile” bases 1£73:1443 #ha L I chora B gena n barma wiE
ACKT tariscription temintisn region: bazes 13411682 e Faad chaage wte_rawdingin
TEFT pramener: bases 1681-2003 AnpraEEin of TH 36 Q903 TR

MY promoter bases, 2005 MED 2ol amha 2 o By Ko,

Gh bl ORF: bases 28652537
EYLT tansaripton temmunatisn regon: bases 25382855
igin: bates 2E56-050 tand)

4 fi bz i Vern B ey

Figura 5: Vetor de expressao pPICZa.
(Invitrogen, 2010).
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2.1.2. Para expressdo da proteina recombinante em Escherichia coli:

Bactérias Escherichia coli (E.coli) da linhagem Rosetta pLysS quimicamente
competentes foram transformadas por choque térmico com o vetor pET45b(+) (Figura
6) contendo o gene da a-amilase de banana (GenBank AF533648-1) obtido por
Astorino Filho (2008) sitios de restricao das enzimas PshAl e Hindlll.
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Pl 114390

Aowr 11197y
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Cla I (400 & Tiy
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n?ﬁthlmp T7 promater Ecof coen Mat | (184)
B34 L) Hind Bl 151)

Fsp | (8303 ? Sal | (15n

Pst I {207)

Pyu | pzamy o nﬁ‘?’illlg’g}
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B51E Npanm | we | 231
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Figura 6: Vetor de expresséo pET45b(+) (Novagen,
2009).

2.2. METODOS
2.2.1. Propagacdao de clones de Pichia pastoris transformados e inducédo da

expresséao de proteina recombinante

Os clones transformados de e a-amilase de banana positivos foram
selecionados e inoculados em 250 mL de meio BMGY (extrato de levedura 1%
peptona 2%; tampédo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0; 1,34% de YNB (yeast
nitrogen base), 4x de 10°% de biotina e glicerol 1%, zeocina 25 pg/mL, seguido de
incubacdo a 30°C com agitacao por 17 horas para gerar biomassa. As células foram
centrifugadas a 1000 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido em 62,5 mL de BMMY (extrato de levedura 1%; peptona 2%;
tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0; 1,34% de YNB (yeast nitrogen base),
4x10°% de biotina e metanol 0,5%) e inoculado a 30°C com agitacédo por 4 dias para
a inducao da expressao. A cada 24 horas foi adicionado metanol a uma concentracao
final de 2% para a manutencao das condi¢des de inducdo. Apos crescimento, a cultura

de expressao foi submetida a centrifugacédo a 3000 g durante 10 min a 4°C, os
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precipitados das células foram retomados em 4 mL de tampdo contendo Hepes-
NaOH, pH 7,0, 20 mM, cisteina 10 mM, CaCl> 1mM, benzamidina 1 mM e 5% glicerol,
e as células lisadas foram adicionados 500 mg de “acid-washed glass beads” e
centrifugadas a 8000 g durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi precipitado com
sulfato de amoénio (0-80%) e centrifugado novamente a 10.000 g por 15 min a 4°C. O
precipitado foi solubilizado com 2 mL de tampao Hepes-NaOH 20mM, pH 7,0, cisteina
10 mM, CaCl> 1mM e benzamidina 1 mM e posteriormente dialisado contra 0 mesmo
tampéo.

2.2.2. Purificacéo parcial do extrato proteico

As células de P. pastoris foram centrifugadas a 1.045 g por 10 min a 4°C. O
precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amonio para
80% de saturacéo, seguido de repouso por uma noite. As proteinas foram coletadas
por centrifugacdo a 12.857 g por 30 min. O precipitado foi ressuspendido em tamp&o
Hepes-KOH 50 mM, pH 7,0 contendo cisteina 20 mM, CaCl, 1mM e benzamidina 1
mM e o extrato proteico foi dialisado contra o mesmo tampéao. O conteudo de proteina

total foi estimado de acordo como descrito no item 2.2.4.

2.2.3. Ensaio de atividade com substrato especifico

Para a atividade enzimatica de a-amilase foi utilizado o método descrito por McCleary
e Sheehan (1987) no qual é utilizado o reagente Ceralpha (Megazyme) que contém o
substrato p-nitrofenil-maltoheptaosideo bloqueado na extremidade nao redutora
(BPNPG7) e a-glicosidases, que tém a fungao de liberar o composto p-nitrofenaol,
desenvolvendo uma coloracdo amarela em pH alcalino. O bloqueio do terminal néo-
redutor impede a acao de B-amilases e fosforilases, tornando este substrato especifico
para a-amilases. O extrato enzimatico (20uL) foi incubado com 20 pL de reagente a
30°C por 90 minutos. A reacédo foi interrompida pela adicdo de 160 mL de Tris 1,1%

(m/v) e a absorbancia foi medida a 410nm.

2.2.4. Determinacéo do teor de proteina por Bradford
A guantificacdo do teor de proteina no extrato protéico foi feita utilizando-se o
reagente “Protein Assay” (Bio-Rad), com base no método descrito por Bradford

(1976). Uma aliquota de 10 uL de amostra foi adicionada de 990 uL de agua e 200 uL
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do reagente e apos 15 min, a absorbancia foi lida a 595 nm. Albumina de soro bovino

foi utilizada como padréo.

2.2.5. Extrac&o de RNA e sintese do cDNA

O RNA total foi extraido de 100 mg da polpa de banana madura da cv. Nanicao
homogeneizada em N:liquido pelo método Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen).
Estes RNAs foram utilizados para a amplificacdo do cDNA com Improm-II Reverse
Transcription System (Promega).

2.2.6. Andlise qualitativa e quantitativa de acidos nucléicos

O RNA total extraido foi quantificado pela determinacdo da absorbancia a 260
nm e avaliado quanto a sua pureza pela razao entre as absorbancias a 260 e 280 nm.
A qualidade do RNA foi avaliada pela presenca das bandas correspondentes ao RNA
ribossomal 25S e 18S analisado atraves de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
preparado em tampéo 1X TAE (Tris-acetato-EDTA), pH 8,0 conduzida sob voltagem
constante (80 V) e visualizados por meio de coloracdo com SybrSafe Green (1:10000)

(Invitrogen) sobre luz ultravioleta.

2.2.7. Producao de a-amilase recombinante em P. pastoris
Amplificagao da sequéncia da a-amilase

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar a sequéncia da a-amilase
apresentaram trechos adaptadores que contendo os sitios de restricdo das enzimas
Xbal e Pstl (VIEIRA JUNIOR, 2006).

AMYXbal 5’- CTCTCTCTCTAGAAATCTCTTCTCCCACACGCAGT -3’
AMYPstl 5’- GAGAGAGCTGCAGGACAGATACTCTTCCAGGGCTT-3’

As condicdes utilizadas para a PCR foram: 98 °C por 3 min, seguido de 35
ciclos consistindo de desnaturacéo a 98 °C por 10 s, pareamento a 58 °C a 72°C por
30s e de extensao a 72°C por 45 s, extensao final a 72°C por 1 min, mantidos a 4°C
por 5 min. As reacdes consistiram de 0,5 uM de oligonucleotideos, 1,5 mM de MgS0O4,
0,5 mM de dNTPs, 1 uL de cDNA molde 17 dpc e 2 unidades de Phusion hot Start Il

High-Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific) em 20 pL de volume de reagao. O
42



tamanho do produto da reagéo da PCR esperado era de, aproximadamente, 1.200 pb.
Os fragmentos obtidos pela PCR foram purificados com o kit NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

2.2.8. Clonagem e expressao em sistema eucarioto Pichia pastoris
Construgao pPICZaB:AMY

O fragmento e o vetor pPICZaB foram digeridos com as enzimas de restrigao
Xbal (Fermentas) e Pstl (Thermo Cientific). O vetor foi desfosforilado por uma
fosfatase alcalina overnight a 37°C (SAP, Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas).
O fragmento foi ligado ao vetor pPICZaB na proporcao 1:1, 3:1 e 4:1 utilizando 2,5
unidades de T4 DNA Ligase em 10 ul de volume de reagao overnight a 16°C. A mistura
de ligacéo foi utilizada para transformacao quimica de E. coli competentes (TOP 10
F’, Invitrogen), conforme recomendacgdes dos fabricantes. Os transformantes foram
selecionados em placas de cultura com meio de cultura LB /agar suplementado com
25 pg. mLt de zeocina como agente de selegdo. O meio de cultura LB consistiu de
extrato de levedura 1,0%, triptona 1,6% e cloreto de sodio 0,666%.

As col6nias crescidas em meio LB/agar suplementado com 25 pg. mL?t de
zeocina foram submetidas a PCR utilizando-se os oligonucleotideos 5’AOX (5'-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3) e 3’'AOX (5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3)
para a verificacdo das coldnias positivamente transformadas. A identidade desta
sequéncia foi confirmada apdés o0 seu sequenciamento, utilizando-se o0s
oligonucleotideos 5’ AOX e 3'AOX, realizado no Centro de Estudos do Genoma

Humano.

2.2.9. Propagacdao da cultura de E.coli transformada e a inducédo da expresséao
do gene de a-amilase de banana

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar a sequéncia da a-amilase
apresentaram trechos adaptadores contendo os sitios de restricdo das enzimas PshAl
e Hindlll (ASTORINO FILHO, 2008), de modo a permitir a clonagem do inserto por

ligac&o aos respectivos sitios do vetor.

AMY N-TERM 15 GACAAGATGTTTCTGCTTCTGTTTCTTG 3
AMY C-TERM1 3" GAGAGAAAGCTTTTATCTCTTCTCCCACACGCAG 5’
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Clones transformados com a-amilase de banana em E. coli foram selecionados
e, em seguida, cultivados em 3 mL de meio de cultura Luria-Bertani (meio LB)
contendo 0,1% de ampicilina e 0,1% de cloranfenicol, sob agitacdo de 200 rpma 37°C,
durante 16 horas. Em seguida, 1,2 mL da cultura foi transferida para 40 mL de meio
LB, e novamente incubada sob agitacdo (200 rpm, a 37°C). Quando a densidade
Optica em 600 nm dessa cultura alcancou o valor 0,6, foi induzida a expressédo da
proteina recombinante pela adicdo de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG)
em diferentes concentragbes (0,1, 0,5 e 1 mM). As culturas foram incubadas por
diferentes tempos (4, 6 e 8 horas), depois da adicdo do agente de indugcdo em
diferentes temperaturas (28, 30 e 37°C) e velocidade de agitacdo (100 e 200 rpm). Ao
final desse periodo a cultura foi centrifugada em tubo estéril a 2057 g a 4°C por 10

min

2.2.10. Rompimento da parede celular
Método empregando Lisozima e sonicador:

As células dos clones transformados e induzidos para expressar a proteina
recombinante foram descongeladas em banho de gelo e retomadas em 2 mL tampéao
Lysis-Equilibration-Wash (LEW), adicionadas de lisozima para concentracédo final de
1 mg/mL e agitadas por 30 min a 4°C. A suspensao foi colocada em um sonicador de
haste para lise celular, com aplicacdes de 10 ciclos de 15 seg, com intervalos de 15
seg, sempre em gelo. A suspenséo foi centrifugada a 10000 g a 4°C por 30 min, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi retomado em 2,5 mL em tampéo LEW,
por duas vezes. O precipitado obtido na repeticao final foi ressuspendido em 0,5 mL
de tampédo Denaturing Solubilization e incubado sob agitacdo a 4°C. Apds 1h foi
centrifugado a 10000 g a 20°C por 30 min e o sobrenadante foi recolhido e filtrado
(0.45 pm) antes de ser aplicado na coluna Protino® Ni-TED 1000 packed columns do
Kit Purification of Polyhistidine — (Tagged Proteins, Machery-Nagel).

Método empregando reagente comercial BugBuster®:

As células dos clones transformados e induzidos foram descongeladas com a
adicdo de 2,65 mL do reagente BugBuster®, sempre em banho de gelo e agitacdo. A
suspensao foi incubada por 20 min a temperatura ambiente, sob agitacdo, e

centrifugada a 16000 g a 4°C por 20 min, sendo o0 sobrenadante e o precipitado
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separados. Em seguida o precipitado foi retomado em 2,65 mL do reagente
BugBuster® e adicionado de 15,9 mL do reagente BugBuster® 1:10 e agitado em
vortex por 1 min. A seguir a suspensao foi centrifugada a 5000 g a 4°C por 15 min e
o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma pipeta. Esta etapa foi repetida mais
guatro vezes, para total purificagdo dos corpos de inclusdo. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em tampao LEW para lavagem, sendo
centrifugado novamente a 10000 g por 30 min a 4°C, e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspenso com tampéao de desnaturacdo e incubado com agitacao a
4°C por 1 hora. Posteriormente, foi centrifugado a 10000 g a 20°C por 30 min, e 0
sobrenadante foi recolhido e passado em filtro de 0.45 um antes de ser aplicado a
coluna Protino® Ni-TED 1000 packed columns do Kit Purification of Polyhistidine —
(Tagged Proteins, Machery-Nagel).

2.2.11. Purificagao da proteina a-amilase recombinante por cromatografia de
afinidade

Para purificacdo da proteina recombinante a partir dos extratos proteicos foi
utilizada cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC),
empregando as colunas Protino® Ni-TED 1000 do Kit Purification of Polyhistidine —
Tagged Proteins, Machery-Nagel.

2.2.12. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras de proteina dos extratos e das etapas de purificacdo foram
submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida (10%) em condicbes
desnaturantes (SDS-PAGE), como descrito por Hames e Rickwood (1990). Para
visualizacdo das proteinas, os geéis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-
250 (0,1%) em solucdo aquosa de acido acético 7% e etanol 40% e descoradas em

solucéo aquosa de acido acético 7,5% e etanol 5%.

2.2.13. Western blotting

Os extratos proteicos purificados por cromatografia de afinidade foram
separados por SDS-PAGE e eletroforeticamente transferidos para membrana de
nitrocelulose, Amersham™ Hybond™ - ECL, GE Healthcare, em tampao Tris-glicina

(25 mM/192 mM) (pH 8,3), com 20% de metanol. A voltagem utilizada para
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transferéncia foi de 100V por, aproximadamente, 1 h a 4°C. A qualidade da
transferéncia foi verificada através da visualiza¢do das bandas transferidas utilizando
coloracao temporaria com o corante Ponceau. Em seguida, a membrana foi bloqueada
com 5 mL de tampé&o fosfato salino (PBS) adicionada de leite desnatado 5% por 1 h a
4°C. O tampao foi descartado e a membrana foi lavada duas vezes com tampéao
fosfato salino com Tween (PBST) e incubada novamente com 5 mL do mesmo
tampdo, adicionado de anticorpo primario anti a-amilase de banana (1:100) (VIEIRA
JUNIOR, 2006) por, aproximadamente, 16 horas. A membrana foi lavada duas vezes
com tampao PBST e incubada novamente com 5 mL do mesmo tampéo contendo
anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase por 1 hora. A formacgéo
dos complexos antigeno-anticorpo foi revelada por coloragdo da membrana com uma

solucdo de TMB Membrane Peroxidase Substrate, KPL.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sistema de expresséo Pichia pastoris

Ensaios para a obtencao da proteina a-amilase recombinante de banana foram
realizados com a construgéo no vetor pPICZB para P. pastoris.

No meio de cultura produzido pela P. pastoris, foi necesséria a lise das células
para a obtencdo da proteina uma vez que a construcao utilizada para expressao nao
contém o fator a, que exportaria a proteina para o meio de cultivo. Para a lise da célula
foi seguido o protocolo usado por Vieira Junior et al (2006). Com a proteina obtida foi
realizada uma eletroforese em SDS-PAGE. Uma banda entre 40-55 kDa foi
observada, indicando que poderia ser a da a-amilase, uma vez que o peso molecular
dessa proteina foi descrito como sendo 46 kDa (VIEIRA JUNIOR, et al, 2006) (Figura
7).

Assim, para a confirmacéo da identidade dessa proteina, foi feito um Western
Blotting usando soro anti-a-amilase de banana. Porém, n&o foi observada a proteina
recombinante pelo anticorpo, resultado que pode nos adiantar que possivelmente a
lise celular ndo foi eficaz ou entdo que a P. pastoris transformada com o gene de a-

amilase de banana realmente ndo esta mais produzindo a proteina recombinante

desejada.
A B
PR Figura 7: Eletroforese em
) _ SDS-PAGE, 12% de
' poliacrilamida, corado com
Comassie. Amostras:

precipitado ressuspendido em
. A tampao Hepes-NaOH 20mM
~ 55 kDa pH 7, cisteina 10 mM, CaCl2
| . [k 1mM, benzamidina 1 mM
| ) €— apds a lise da célula da Pichia
pastoris. A seta indica a
possivel banda da proteina
recombinante a- amilase de
banana.
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3.2. Insergcéo do gene da a-amilase em Pichia pastoris

Devido aos resultados negativos dos clones de a-amilase de banana em
Pichia pastoris, foi feita uma construcao em vetor diferente do construido por Vieira
Junior (2006). O vetor pPICZaB contém o fator alfa que sinaliza para a secregao da
proteina para o meio de cultura o que facilita a sua posterior purificacéo.

O inicio da etapa de construcao do gene da a-amilase de banana em P. pastoris
foi da extracdo e purificacdo de RNA, diretamente da polpa de banana madura.
Posteriormente foi feita a etapa de obtengcédo do material genético de interesse, usando
a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A padronizacdo de um protocolo de PCR pode significar uma série de testes,
alterando a concentracédo de reagentes basicos, adicionando algum potencializador,
ou alterando as condicbes de amplificacdo, principalmente a temperatura de
anelamento e o tempo de alongamento da nova fita de DNA formada.

Neste sentido, foram feitos testes com diferentes enzimas DNA polimerase,
para uma melhor fidelidade e qualidade na amplificacdo do gene de interesse, o da a-
amilase de banana. A enzima de melhor resultado foi a Phusion hot Start 1l High-
Fidelity DNA Polimerase (Thermo Scientific). O equilibrio de nucleotideos, a
concentracdo dos reagentes, o pH, as temperaturas da reagédo, o sal, a concentracao
de metais bivalentes e a sequéncia do DNA-molde afetam significativamente a
fidelidade da reacdo de PCR (PAVLOV et al., 2004). Outra dificuldade na otimizacéo
da PCR foi devido a grande quantidade de pares de bases nitrogenadas G-C formando
regides muito longas, contidas na sequéncia da a-amilase de banana.

Na etapa de construcdo e clonagem do gene da a-amilase de banana em
pPICzaB, foram feitos testes da proporcdo entre o vetor e o fragmento, na tentativa
de obter uma melhor construcdo. Bandas das colbnias isoladas e amplificadas por
PCR foram separadas por eletroforese em gel de agarose. Estas colbnias cresceram
em placas contendo meio LB/agar/zeocina ap0s a transformacdo do vetor e do
fragmento com as células competentes de E. coli. As propor¢cdes usadas na
transformacao foram: 1:1, 3:1 e 4:1.

Nas razdes 1:1 e 3:1, as bandas que foram vistas em gel de agarose apos a
reacdo da PCR tiveram peso molecular de aproximadamente 500 pb, o que significa
a transformacdo somente da bactéria com o vetor e ndo da construgdo completa. Ja
nas colénias da razao 4:1, as bandas que foram vistas em gel de agarose apos a
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reacdo da PCR, estavam com o peso molecular de 2000 pb, o que confirma a insergao

do gene da a-amilase de banana no vetor escolhido (Figura 8).

2000 pb

2000 pb

Figura 8: Eletroforese em Agarose 1%
(p/v), preparado em tampao TAE 1X (Tris-
acetato-EDTA), pH 8,0, corado com
SyberSafe Green (1:10000) e visualizado
em luz ultravioleta. As bandas indicadas
com a seta indicam a insercédo do gene a-
amilase no vetor pPICZaB, apds a reacao
de PCR com os primers 5°’A0X e 3"AOX.

Apos a confirmacao da clonagem, colénias positivas da reacédo de PCR com 0s
oligonucleotideos 5°’A0X e 3’AOX, para a confirmacéo da identidade da construcéo
através do sequenciamento que foi realizado pelo Centro de Estudos do Genona
Humano.

Com o resultado do sequenciamento, a construcdo (gene + vetor de expressao)
foi inserida em P. pastoris. Porém a inducéo e a producédo da proteina recombinante
a-amilase de banana em P. pastoris com o vetor pPICZaB nao foi bem sucedido, pois
novamente a proteina néo foi produzida. Depois desses testes, resolvemos mudar o

sistema de expressao.
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3.3. Inducéo e Expressao da proteina recombinante a-amilase em Eschericha
coli

A seguir alguns resultados serdo apresentados com fim de estabelecer
melhores parametros para o sistema de expressdo usado (SAMBROOK et al, 1989).
Nessa etapa do trabalho foi estabelecido a melhor maneira de fazer a indugéo e
expressdo da proteina e a purificagdo por cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC). Com relacdo a concentracdo de IPTG, foram feitos
trés testes com diferentes concentracdes. Os resultados obtidos podem ser vistos na
Figura 9 O primeiro foi com uma concentra¢do minima de indutor de 0,1 mM (ver perfil
de inducao Figura 9A), o segundo foi de 0,5 mM (ver perfil de induc&o Figura 9B), 0
terceiro e ultimo teste foi feito com a concentragdo maxima de indutor nesse sistema,
gue seria de 1 mM (ver perfil de inducéo Figura 9C). Em todos os casos a seta indica
a altura no gel em que houve a expressédo de uma proteina com a massa molecular
proxima a esperada. Tanto na figura 9B como na 9C pode-se notar uma maior
intensidade da banda proteica com relagéo a figura 9A, indicando ter ocorrido uma
maior expressao da proteina com as concentracoes 0,5 mM e 1 mM de IPTG.

Com isso podemos afirmar que a concentracdo 0,5 mM de IPTG foi a melhor
para a inducdo da expressao da a-amilase, por ser a minima suficiente para a inducao
e ser bem proxima da frequentemente reportada na literatura e a indicada pelo manual
do vetor de expressdao (NOVAGEN pET; BORTOLOSSI, 2007; SACHDEV E
CHIRRGWIN, 1998)
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Figura 9: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corado com Comassie. Construgdo pET45b(+):Amy5
induzida com diferentes concentragdes de IPTG para a expressao da proteina (A - 0,1 mM de IPTG; B - 0,5 mM de
IPTG; C - 1 mM de IPTG) PM — Padrao de peso Molecular; NI — meio de cultura ndo induzido; | — meio de cultura
induzido A seta indica a posi¢gao da proteina recombinante expressa.
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A identidade da proteina expressa foi confirmada por western blotting com
anticorpo anti-a-amilase de banana (Figura 10), sendo testado o extrato obtido por
indugdo com 0,5 mM de IPTG. Na Figura 10, as bandas observadas na membrana de
nitrocelulose sé@o das aliquotas retiradas do meio apés 2 e 4 horas de inducéo, letras
A e B respectivamente, confirmando, assim, a expressao da proteina a-amilase de

banana.

PM A B

38-24 KDa <—

Figura 10: Western Blotting com anticorpo anti-a-amilase de banana.
Construgao pET45b(+):Amy5 induzida com 0,5 mM de IPTG para a expressao
da proteina (PM — Padrdo de peso Molecular; A — aliquota de 2 horas de
inducado; B — aliquota de 4 horas de indugéo)

Depois de estabelecida a concentracdo de IPTG, os proOximos parametros
otimizados foram a temperatura de inducéo e a velocidade para agitacdo do meio de
cultura.

Primeiro foram feitos testes com trés temperaturas diferentes: 28°C (figura
11A), 30°C (figura 11B) e 37°C (figura 11C). Ao mesmo tempo a velocidade de
agitacdo do meio de cultura também foi testada, que foi uma rotacdo de 100 rpm

(figura 11 — nimeros 2 a 5) e 200 rpm (figura 11 — nimeros 6 a 9).
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Figura 11: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com
Comassie. Construcdo pET45b(+):Amy5 a diferentes temperaturas e
agitacdo do meio de cultura para a expressao da proteina. PM — Padrao
de peso molecular, TO — Tempo zero, | — meio de cultura induzido, NI meio
de cultura n&o induzido. As setas indicam a expressao da proteina.

Foi verificada maior indugdo na banda proteica relativa a a-amilase a 37°C e
200 rpm. Uma nova verificacdo da identidade da proteina expressa foi feita por
western blotting com anti-a-amilase de banana, com todas as amostras nas diferentes
temperaturas e agitacao da inducéo, e foi verificada a presenca da proteina nos meios

de cultura induzidos (Figura 12).
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Figura 12: Western Blotting com anticorpo anti-a-amilase de banana.
Construgao pET45b(+): Amy5 induzida a diferentes temperaturas e agitagao
do meio de cultura para a expressao da proteina. PM — Padrdo de Peso
Molecular.

Com base nos resultados acima os melhores parametros para a indugao da a-
amilase de banana em sistema procariético, foram: IPTG na concentracao de 0,5 mM,
a uma temperatura de 37°C com 200 rpm de agitacdo e uma inducao de 6 horas do
meio de cultura.

A etapa seguinte da expressao da proteina recombinante foi identificar se a
proteina expressa estava na forma solUvel ou na forma insoluvel (corpos de incluséo)
dentro da bactéria. A expressao de proteinas recombinantes em E. coli pode produzir
corpos de incluséo, que sao formados pelo proprio sistema de defesa da bactéria. O
fato de a bactéria estar super expressando proteinas que ndo sdo de origem
bacteriana, ou ndo fazem parte do metabolismo da bactéria, faz com que a quantidade
de proteina dentro da célula seja muito grande e acabe precipitando essas proteinas
(SAMBROOK, 1989; SING E PANDA, 2005; BRAGA, 2008).
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Para saber se a proteina expressa estava na forma soltvel ou insoltvel foi feito
um tratamento quimico para o rompimento da parede celular da bactéria e as fracdes
solivel e insoluvel resultantes desse tratamento foram separadas e analisadas por
eletroforese (Figura 13). Através da separacao das proteinas em gel de SDS-PAGE,
foi possivel detectar que grande parte da proteina expressa estava em corpos de
inclusdo. Sua solubilizacao foi feita por agente desnaturante e rompimento mecanico
da parede celular, de modo a facilitar a purificacdo da proteina recombinante por
colunas IMAC (SING E PANDA, 2005).
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Figura 13: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com
Comassie. Construgao pET45b(+): Amy5 indugdo com 0,5 mM de IPTG a
37°C por 4 horas. PM — Padrdo de peso Molecular. A seta indica a
provavel banda proteica relativa a expressao da proteina da a-amilase.

3.4. Purificagao da proteina a-amilase recombinante

Duas técnicas de purificacdo e solubilizacdo dos corpos de inclusdo foram
aplicadas, a primeira utilizando uma combinacdo de lisozima e um sonicador, a
segunda utilizando o Reagente BugBuster® (SAMROOK, 1989; NOVAGEN pET).

As proteinas foram purificadas e solubilizados com o uso combinado do
sonicador e da lisozima e aplicadas em coluna Protino® Ni-TED 1000 packed columns
do Kit Purification of Polyhistidine — (Tagged Proteins, Machery-Nagel). Aliquotas de

todas as etapas foram separadas e aplicadas em gel de SDS-PAGE (Figura 14).
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O mesmo foi feito com os corpos de inclusao purificados e solubilizados com o
reagente BugBuster® (Figura 15). Os resultados mostraram que o melhor método
para a purificagdo e a solubilizagdo dos corpos de inclusédo foi a combinacdo de
sonicador de haste e lisozima. A proteina entéo purificada pode ser vista na figura 14
ndameros 5,6 e 7.

55-35 KDa -~ AR G == S

Figura 14- Rompimento da parede celular com sonicador e lisozima:
Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com Comassie.
Construgdo pET45b(+):Amy5 induzida com 0,5 mM de IPTG a 37°C em 6
horas de indugdo. PM — padrao de peso molecular. A seta indica a linha em
que houve a purificagao da proteina.
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Figura 15- Rompimento da parede celular com BugBuster®: Eletroforese
em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corada com Comassie. Construgao
pET45b(+):Amy5 induzida com 0,5 mM de IPTG a 37°C em 6 horas de indugao.
PM — Padréao de peso Molecular. A seta indica a linha em que houve a
purificacdo da proteina.

Porém, apesar do sucesso na solubilizacdo, o tamanho da proteina
recombinante pareceu ser menor do que o esperado, pois na literatura e dados
anteriores do laboratério o tamanho da a-amilase de banana é estimado em,
aproximadamente, 45 KDa. Para verificar com maior precisdo o tamanho da a-amilase
recombinante de banana que estava sendo expressa, foi feito um calculo a partir da
analise de imagem do gel, sendo constatado em 33 KDa, aproximadamente, o

tamanho da proteina recombinante (Figura 16).
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Pode acontecer da proteina ser expressa em tamanho menor do que o
esperado, devido a mutacdes génicas que podem levar a inser¢cdo de aminoacidos, a
troca de aminoacidos ou uma delec¢do de aminoacidos na sequéncia de DNA, levando
ao truncamento da proteina recombinante. Esse problema pode estar relacionado a
construcdo inserida na bactéria.

Para confirmar a identidade da proteina que estava sendo expressa e se 0
possivel truncamento da proteina estaria relacionado a um problema do clone, foram
feitos os sequenciamentos da construcao e o da proteina. Ambos os sequenciamentos
deram bons resultados, sendo que o da construcdo confirmou a integridade com a
sequéncia da a-amilase depositada no GenBank (AF533648-1) (VIEIRA JUNIOR,

2006). Ja o sequenciamento da proteina recombinante confirmou como sendo a a-

amilase da banana (Figura 17)
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toccgacgoog
agagggccaa
gctoctoccaa
ttoteoocoot
ggagaagcat
ttcocogact
cagcttocgga
ggagagaggg
gagaaccgag
gaaatcactt

cggoctacga
caggrccgaa
gtgaggaaca
catgttgeteo
cgggttgagg
cactgcagcc
tcctotteca
aaatatagcg
ctagaagttg
ggtocctteg

tgootoogtt
aattgaagca
aggattgcat
tttoctaagaa
tggagcocgga
acatgaatgg
gaagctttag
agatccggcg
aggetgegge

goccgocatct
gtgcaagctc
ggtgacgagc
gttggatcge
tgggttgagt
atgtgctaac
cagtgoccocgaa
acgacacgga
ggcggagtet

ctcgogacat
gatgcaaggeo
aggggagcge
acatcgaagg
tocccacgaaa
aatagcatca
gtggaggaag
cggccaccag
ttocottgggyg

cgcaggaaaa
gcgagcagtg
ctgoogocto
aggaggagga
gtgatgaagg
gcagcgaaag
atatttgcga
cgtcggagaa
atctgaaagt

ATGTTTCTGCTTCTGTTTCTTGTCATTCTGAACTTGGCTCA

M F L. L L F L Vv I L N L A& g
GTCCCAGATACTCTTCCAGGOCTTCAACTGGOACTCOTCGAGGCAGCAAGGCGECTGOTA
S § I L. F Q G F N WEJSTWUZ RGOOGEOG G W Y
TAACTTCTTGAAAGACAAACTCTCTCATATAGCCAACGCTGCACTCACCCACGTCTCECT
N F L KD EKEVV S DI ADNUBABTGUTVTUHVWL
ACCTCCGCCCTCOCACTCTGTCGECOTTCAAGG TTACATGCCCEE0CCGECTCTACCACTT
P P P S HS V 6V g G6YHMHPEGERTILTYT D L
GGGTGCTTCCAACTATCGOAATCAGCATGAGT TOAACGGCGCTCGATCOGCGCTTTCCACGA
& B S K ¥ G N Q 0D E L KOATLTITG ZTFH D
CAACGCACGTCAAATCCOTCOCCOACATCGTCATCAACCATCGTTCCOCACACAAGCAACA
K 6 VK CV aDIUVIDHNIHTUERTGECH-AZTDTEGO®GTD
COCCACAGGCATATCOTGCATCTTTOAAGCCOCAACCOATCATGCCCGCCTCOACTGOGE
& R G I WCTIVFETGTGTT DTDS ETZRTULTDTWH G
TCCACACATGATCTOTAGGCATGACACACAGTACTCCOACGECACCOOCAACCTCGACAC
P HM I CRD DT Y S DGTGHNLTDT
COGCGAGGGCTTCOCG0COOCTCCCCACATCOACCACCTCAACACCGCAGCTCCAGCATCA
& E G F A A &2 P DI DHTILUHNTGQG UV § HE
GCTCACGOACTGOTTGAACTGGCTTAAGACTGACATCGECT TCGACGEGTGOAGGCTCGA
L T D WL KN WILEKTTD I G F DG WZR L D
CTTTGCCAAGGOTTACTCCTCAACCATCGCCAAGATCTACCTCGAACAGACCCAGCCAAA
F » K G ¥ 5 5 85 I » KI Y VEJG QQTGQPN
CTTCGTGOTCOCTOACGATCTOOASTTCATTACC TTACACAAACGATCOOAACCCAACATA
F V Vv 2 E I W S 5 L A Y R N D G K P T Y
COATCAGAACGGCAACCGCCAGGEGC TGGT TAATTGEGT TCAGCAGGTCGGAGGCCCAGT
D § HN 6 N R 6 L V NWWV QVE G B V
GACCGCCTTCOATTTCACCACAAAGCOAATACTACAAGC TGCCGTGOAAGCTOAACTCOTC
T A F D FTTUEXKGTITL A ZBZVYVETGTELTW
GAGCATGCGTCATCCCCACGOGAAGGCCCCCOGCATCATOCECTCOTGCCCAGAGAACGC
R M R D P Q G KA P GM MG WW P E E B
TGTCACCTTCOTCGACAACCACGATACCGET TCAACGCAAAAGT TGTGGCCTTTTCCTTC
v T F v DN HDTG ST Q KEKLWTEPEPF P S
TOATAAGGTCATGCAAGGCTATGCTTATATACTCACCCATCCGEGAGTCCCTTCCATCTT
D K VM QG Y AR Y I LT HE PGV VT ETSTITF
CTACGACCACATGTTCOACTGGGEAT TGAAGCAGAAGATAACTCCGTTGECTAAAACCAG
Y D H M FDWGILEKETETETITU RTLUSZTETHR
AACACCAAATAGAATTCATTCGOOTAGCTCTCTCAACATTCTCECCTCTEATGCTCACCT
T R HN R I HS GG S S L NTIILATZST DA ATD L
CTACATGOCAATCATCCATGOGAAGATATTGACAAAGCTAGGCTCGAGATACGACCTCOGS
Y M A M I DG K I LTUEXTLTGT SU ETYTDUV G
GAATCTCGTTCCTTCCAACT TCCACGTCGT TGCCTCTGECAATGACTACTGCGTGTGGGA
N L vV L BT ST S ULUPILAMTTOSZZTG CSGR

1201 CGAAGAGATAA agacgatgat gatgaatcat ggaagagact tttocgottoct ctttogttaa
E D

1261 cgtttctcat gtgttgtaag aaaaaatatc grattcccac atgtacattt attcocgtoctg

1921 cttgagaaaa gttatagaaa tgotatttta tat

Figura 17: Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da a-amilase
de banana (GenBank AF533648-1). Em negrito esta a sequéncia de
nucleotideos que compde a construcdo no clone, verificada pelo
Método de Sanger. Em amarelo esta a sequéncia de aminoacidos da
proteina recombinante verificada por espectrometria de massa. Em
vermelho os residuos envolvidos no sitio ativo e com a ligacdo de

substrato sdo indicados.
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A partir dos resultados dos sequenciamentos pode-se fazer outra estimativa do
tamanho da proteina que estava sendo expressa. A sequéncia de peptideos foi
analisada a partir da metionina inicial até o ultimo peptideo encontrado por
espectrometria de massas, assinalado na Figura 17. O valor previsto para essa fracédo
da proteina até o ultimo peptideo encontrado foi de 31,5 KDa, sendo um valor bem
préximo do mencionado a partir da estimativa apresentada na figura 16.

Ainda com os dados do sequenciamento pode ser verificada a presenca dos
aminoécidos envolvidos com o sitio catalitico da a-amilase de banana. Esses
aminoécidos foram identificados de acordo com Vieira Junior, 2006 (Figura 17). Uma
vez que peptideos no final da constru¢do ndo foram encontrados no sequenciamento
por espectrometria de massas, pode-se pensar que ndo ha a presenca de todos 0s
aminoacidos que participam do sitio catalitico. Isso € um problema, pois de nada
adiantaria partir para o re-enovelamento da proteina apds a purificacdo, visando a sua
renaturacao e recuperacao da atividade, pois essa seria inviabilizada pela auséncia
dos aminoacidos essenciais para a catalise. Com os resultados obtidos pelo
sequenciamento e as analises em gel de eletroforese, pode-se pensar que a proteina
estava sendo expressa de maneira truncada, pois todos os resultados analisados em
conjunto chegaram a um tamanho diferente do que é mencionado pela literatura e do

gue ja foi encontrado anteriormente.
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CAPITULO 2

ENZIMAS RELACIONADAS COM A DEGRADACAO DE AMIDO DE BANANA
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1. INTRODUCAO

1.1.Degradag&o do amido na banana

A banana acumula altos teores de amido durante o seu desenvolvimento (20 a
35%), que é degradado durante o seu amadurecimento, com concomitante acumulo
de acucares soluveis. Assim, o fruto é considerado um bom modelo para o estudo do
metabolismo amido-acucares (CORDENUNSI e LAJOLO 1995, PERONI-OKITA et al.,
2010, SOARES et al., 2011).

Durante o processo de degradacdo do amido da polpa da banana, ja foram
detectadas atividade e proteina (com anticorpo especifico) das enzimas a-amilase, [3-
amilase, isoamilase, glicosidases e amido-fosforilases (MOTA et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2006; MAINARDI et al., 2006, BIERHALS et al, 2004 e VIEIRA
JUNIOR, et al, 2006). E associadas aos granulos de amido da banana, as enzimas
GWD (a proteina), a-amilase e B-amilase (atividade e proteina) (PERONI-OKITA et
al., 2010; SOARES, 2009).

A a-amilase foi identificada e caracterizada na polpa da banana gerando
informacfes quanto a sua sequéncia génica, peso molecular e estrutura (VIEIRA
JUNIOR, 2001; VIEIRA JUNIOR, 2006). Foi detectada também atividade da enzima
associada aos granulos de amido isolados em diferentes fases de amadurecimento
da banana e a proteina relativa a enzima foi imunolocalizada (anticorpos especificos
de banana) na superficie dos granulos de amido e no tecido da polpa de banana
(SOARES et al., 2011; PERONI-OKITA et al., 2013).

A atividade e a proteina relativas a 3-amilase aumentam em estreita correlacéo
com a degradacédo do amido durante o amadurecimento da banana (PURGATTO et
al., 2001). Esta correlacéo foi confirmada quando fatias de banana foram tratadas com
acido indol acético e tiveram atraso na degradacdo do amido e na transcricdo e
atividade da B-amilase (PURGATTO et al., 2001) e em frutos submetidos a tratamento
com 1-metilciclopropeno (1-MCP), um antagonista do etileno, quando foi obtido o
mesmo resultado (NASCIMENTO et al, 2006). O conjunto de resultados faz supor que
a transcricdo da enzima e consequente atividade dependem de um equilibrio de
horménios orquestrado pelo etileno.

Foram encontrados diferentes perfis de aumento de atividade da B-amilase
soluvel em todos os estagios de amadurecimento de diferentes cultivares de banana

(SOARES et al., 2011). Também foi detectada a presenga de B-amilase na superficie
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de granulos de amido isolados de banana em diferentes graus de amadurecimento,
tanto por imunolocalizagdo quanto por atividade detectada por substrato especifico.
Em todos os casos a atividade especifica da enzima associada aos granulos de amido
foi superior ao da enzima solavel na polpa (PERONI-OKITA et al, 2013; SOARES et
al., 2011).

Estudos feitos com Arabidopsis mostraram que as 3-amilases também podem
atuar em malto-oligossacarideos, sendo o mais curto deles a maltotetraose, nédo
atuando na extremidade n&o redutora de uma cadeia de glicano que transporta um
grupo fosfato. Ou seja, existe a necessidade de desfosforilacdo da cadeia durante a
degradacao do amido devido aos requisitos de substrato dessa enzima, no que se
refere a auséncia de grupo fosfato proximo a extremidade ndo redutora, por onde se
inicia sua atuacao (LU et al, 2006; ZEEMAN, KOSSMANN E SMTIH, 2010; SILVER,
KOTTING E MOORHEAD, 2014).

A enzima responsavel por desramificar a amilopectina do amido da banana é
uma isoamilase (isoforma-3) com sequencia similar a da batata, milho e Arabdopsis,
com atividade e expressao proteica alta e sem mudancas durante toda a fase de
degradacao do amido, no amadurecimento do fruto (BIERHALS et al., 2004). Isso faz
supor que a enzima € pré-existente a fase de degradacdo do amido e pode ter
participacdo também na sua sintese durante a fase de acimulo de amido.

Em banana foi verificada a presenca de proteina e atividade das duas formas
durante todo o periodo de amadurecimento do fruto (MOTA et al, 2002). A que foi
designada de Fosforilase | é caracterizada por alta afinidade por glicanos ramificados,
massa molecular de 155 kDa e subunidades de 90 kDa. A fosforilase Il, tem baixa
afinidade por glicanos ramificados e peso molecular de 290 kDa com subunidade de
112 kDa.

Apesar das varias enzimas pertencentes aos dois sistemas de degradacao, via
a-amilase ou via B-amilase, terem sido detectadas na polpa da banana e associadas
ao granulo de amido, ainda ndo esta clara a participacdo ou contribuicdo de cada uma
delas no processo de degradacao, havendo caracteristicas que o aproximam tanto do
modelo de germinacao de cereais, quanto do modelo de tecidos fotossintetizantes.
Sao varios os fatores que contribuem para um quadro extremamente complexo e que
dificultam o estabelecimento do papel efetivo de cada enzima no processo de

degradacgéo do amido. Dentre eles podem ser mencionados (1) a estrutura complexa
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e ainda n&o estabelecida do granulo de amido; (2) a dificuldade em fazer inferéncias
a partir da medida da atividade enzimatica, pois a maioria das enzimas capazes de
participar da degradagdo do amido pode ter sua atividade medida em extratos
enzimaticos, seja qual for a fonte de tecido vegetal analisada, sem que isso signifique
uma efetiva contribuicdo para o processo; (3) a ocorréncia de um padréo complexo de
atividade das hidrolases do amido, havendo, por exemplo, multiplas isoenzimas e
multiplas formas das endo-amilases, algumas das quais sem atividade aparente e em
diferentes fases fisioldgicas do vegetal; (4) a inexisténcia, até o momento, de
substratos que permitam a realizacdo de ensaios especificos para testar a ampla
gama de enzimas potencialmente envolvidas; (5) a acao integrada, ou em cascata das
enzimas, que dificulta encontrar o produto de catalise de uma enzima no tecido in vivo
e servir como indicador de sua atividade; (6) dificuldade de avaliar a regulacéo génica
de algumas das enzimas em razao dos baixos niveis de expresséo; (7) nem sempre
€ encontrada uma correlagéo Obvia entre os niveis de proteina, MRNA e atividade das
enzimas e o evento temporal da degradacdo do amido. Esta auséncia de correlagéo
ocorre, entre outras razdes, em funcao de diferentes formas das enzimas e do papel
fisiol6égico desconhecido de algumas formas delas e também em funcéo das diferentes
localizacdes espaciais da enzima e do substrato. Além disso, existem mecanismos de
regulacdo poés-transcricdo e pos-traducdo envolvidos na regulacdo da expressao
génica.

No caso de substratos que estdo contidos em organelas que permanecem
integras durante o processo, é preciso considerar que a enzima deve apresentar um
peptideo de transito que permita 0 seu ingresso nessa organela. A sintese do amido
e, hormalmente, sua degradacao, ocorrem dentro do amiloplasto, que possui duas
membranas a serem transpostas antes do acesso ao granulo de amido ou aos 0s
produtos da acéo de outras enzimas. Ja foi visto que a-amilase, por exemplo, possui
varias isoformas sem o peptideo de transito predito em sua sequéncia (MUKERJEA
et al., 2002), o que permite considerar que a acdo dessas isoformas da enzima no
processo de degradacdo do amido esta relacionada com a perda da integridade do
amiloplasto durante o processo. Por outro lado, como o amiloplasto parece manter-se
integro durante o amadurecimento da banana, enzimas amiloliticas sintetizadas de
novo dependem de um peptideo de transporte para que passem para o interior da

organela, o que possibilitaria sua acdo nos granulos do amido.
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Além do transporte para o interior do amiloplasto, € preciso que a enzima seja
capaz de se ligar ao granulo, para que atue sobre o seu substrato. As enzimas que
apresentam essa caracteristica sdo conhecidas como “enzimas associadas ao
granulo” (em inglés, starch granule associated protein -SGAP) e estdo fortemente
ligadas tanto a superficie quanto ao interior dos granulos. Assim, a deteccao tanto da
proteina especifica quanto de sua atividade enzimatica associada ao granulo pode ser
um bom indicador de que a enzima tem um papel importante na degradacao do amido.

Devido a possibilidade das proteinas se ligarem artificialmente e de forma
inespecifica aos granulos durante o processo de isolamento do amido, as
metodologias de extracdo devem minimizar esta possibilidade e, ao mesmo tempo,
tentar preservar a atividade das enzimas associadas. Neste sentido, o processo
utilizado em nossos trabalhos para evitar a associacao indesejavel de proteinas aos
granulos de amido durante o procedimento de isolamento dos granulos tem sido
eficiente, pois ja foram detectadas atividade e proteina das isoformas citosélicas e
amiloplasticas das amido-fosforilases em todos os estagios de degradacao do amido
da banana, mas nunca associadas aos granulos de amido (SIMAO et al, 2008,
PERONI-OKITA et al, 2010, MAINARDI et al, 2006). Por outro lado, atividade/proteina
das B e a-amilases foram detectadas tanto solUveis quanto associadas aos granulos.

Andlises por diferentes técnicas microscopicas, tais como, Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atémica (MFA) mostram parte
da morfologia e estrutura do granulo de amido da banana e como ocorre o processo
de degradacédo do amido durante o amadurecimento da banana (PERONI-OKITA et
al., 2010, 2013, 2015; SOARES et al., 2011).

Granulos de amido de banana verde visualizados por MEV mostram uma
morfologia Unica, com granulos apresentando formatos ovais e alongados, grandes e
peguenos, e no momento em que a degradacédo do amido inicia-se, a superficie que,
aparentemente, apresentava-se praticamente lisa, adquire um aspecto estriado, em
paralelo, em praticamente todo o granulo. As camadas vao sendo expostas a
intervalos regulares de aproximadamente 400 nm, até que uma regido ou camada
mais cristalina dos anéis de crescimento seja alcancada e assim o processo de
degradacdo é finalizado ou torna-se mais lento. Esses estudos sugerem que a
degradacéo do amido da banana ocorre preferencialmente na superficie dos granulos,

com a acgdao inicial da a-amilase ou do sistema GWD/PWD e 3-amilase, com o auxilio
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das isoamilases em ambos 0s casos. Resta definir qual € o modo de sequéncia de

atuacao das enzimas e sua importancia no processo.

Com base nas informacgdes sobre as enzimas ligadas ao granulo de amido de
banana, e a resultados anteriores do grupo, mostrando a degradacao “in vivo” dos
granulos de amido de banana, pode-se inferir que o processo de degradacao pode
ser similar ao que vem sendo proposto para a Arabidopsis, pois h& a presenca de
grande parte das enzimas descritas como fazendo parte da degradacdo do amido,
associadas a superficie dos granulos (Figura 18).

Este trabalho teve como obijetivo tentar elucidar a importancia das hidrolases
a-amilase e B-amilase e enzimas associadas, nas vias de degradacao do amido da
banana durante o amadurecimento.

O objetivo nesse capitulo foi utilizar granulos de amido previamente fosforilados
e desproteinizados usados em ensaios in vitro com enzimas a-amilase e (3-amilase,

para tentar estabelecer a via de degradagcéo do amido de banana.
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Figura 18: Modelo de gradacéao de amido transitério em folhas de Arabdopsis. Adaptado de SILVER et al.,2014).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material:

2.1.1. Obtencé&o de amostras de banana em diferentes graus de
amadurecimento paraisolamento do amido:

Os frutos de bananas Musa acuminata AAA, cv. Nanicdo, foram obtidos na
Magario Comércio de Frutas Ltda (CEAGESP), imediatamente apos a colheita. Os
frutos foram selecionados por tamanho e danos na casca e lavados por imersao em
agua contendo 250 mg/L do fungicida Tebuconazol — Folicur 200 EC - Bayer®. Apbs
serem limpos e secos foram armazenados em Céamara de Demanda de Oxigénio
(BOD), com umidade (~90%) e temperatura (~20°C) monitoradas durante o periodo
de amadurecimento (13 dias). Diariamente 3 frutos desses frutos foram
aleatoriamente armazenados em frascos fechados, em triplicata, para a medida de
etileno. Apdés a medida, as polpas dos frutos foram picadas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C.

Nas amostras armazenadas foi determinado o teor de amido em cada amostra
e, de acordo com o perfil de amido, foram escolhidas as amostras que representassem
diferentes estagios de amadurecimento da banana e, por consequéncia, diferentes
graus de degradacao do amido.

Os granulos de amido utilizados nas analises foram isolados nos seguintes
estagios (Figura 19):

I. Estagio verde — 3 dias pés-colheita (3 dpc);

ii. Estagio intermediario — correspondem ao 6 e ao 7 dias pos-colheita (6 dpc e 7
dpc), no qual o 7 dpc corresponde ao inicio do processo de degradacao dos
granulos de amido;

iii.  Estagio maduro — corresponde ao amido em pleno estagio de degradacéo, 9

dias po6s-colheita (9 dpc).

2.2. Métodos:
2.2.1. Medida de Etileno

O amadurecimento dos frutos foi monitorado pela medida dos niveis de etileno,
gue foi quantificado diariamente. Os frutos foram mantidos, por aproximadamente 1
hora, em frascos fechados (aproximadamente 600 g/frasco). Dos gases acumulados

nos frascos, foram coletadas amostras de 10 mL para as estimativas de etileno. As
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injecdes foram feitas manualmente em cromatégrafo a gas (HP 6890), acoplado a um
detector de lonizacdo de Chamas (FID). Apés a medicéo, as polpas dos frutos foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para analises posteriores.

2.2.2. Caracterizacdo dos acuUcares sollveis

Os acucares soluveis foram extraidos, homogeneizando-se aproximadamente
100 mg de amostra em 0,5mL de etanol 80% seguido de agitacdo a 450 rpm em
Termomixer durante 15 minutos a 80°C e centrifugado a 10.621 g por 10 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de
2 mL, repetindo-se o procedimento mais duas vezes. O etanol de 1mL do extrato
etandlico obtido foi evaporado em concentrador rotativo a vacuo. O volume foi
retomado em 1mL de agua deionizada, filtrado em membrana de PTFE 0,45 pm e
transferido para vial de 2 mL. Os acguUcares soluveis glicose, frutose, sacarose e
maltose foram identificados e quantificados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC-Dionex), utilizando um detector de pulso amperométrico e coluna
CarboPac PA1(4x250 mm), em corrida isocratica com fluxo de 1mL/min de NaOH
(18mM) (GOMEZ et al., 2002).

2.2.3. Determinacé&o do teor de amido

O amido foi determinado por método enzimatico otimizado para bananas por
Aréas e Lajolo (1981). Aproximadamente 0,5 g de polpa foi homogeneizada em 5 mL
de NaOH 0,5 N, seguido por neutralizacdo por 5 mL de acido acético 0,5 N. A solucao
foi transferida para baldo volumétrico (25 mL), tendo sido o volume completado com
agua destilada. O amido contido em uma aliquota de 1 mL foi precipitado pela adi¢édo
de 4 mL de etanol absoluto e centrifugado por 15 min a 12.000 g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 4 mL de etanol 80%, por duas vezes. ApoOs
evaporacao total do etanol a temperatura ambiente, 1 mL de solucdo de
amiloglicosidase (14 U/mL, pH 4,8) foi adicionada ao precipitado, seguido por
incubacédo a 37°C por 2 horas. A reacgdo foi interrompida pela adicdo de 100 uL de
acido perclérico 0,6 N. A glicose resultante foi quantificada através do método de
glicose/peroxidase/ABTS, segundo Bergmeyer (1974). A glicose foi utilizada como

padréo.
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2.2.4. Isolamento dos granulos de amido de banana

O isolamento do amido foi feito segundo a metodologia descrita por Ritte et al.
(2000a). Aproximadamente 100 g de banana foi homogeneizada em 300mL de
tampéo de extracdo (Hepes-KOH 100mM pH 8,0, EDTA 1mM, DTT 5mM e Triton X-
100 0,05%) em Turrax, por 3 min & 4°C. O homogenato foi filtrado por uma membrana
Miracloth (Calbiochem) e o filtrado foi decantado overnight a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ainda aquoso foi passado através de uma solucéo de 95%
Percoll (American Biosciences) e 5% de Tampéo (Hepes-KOH 0,5 mM pH 7,0) por 30
min, e centrifugado por 15 min a 2.000 g a 4 °C. O precipitado com os granulos foi
lavado (seguido por centrifugacao) por trés vezes com tampao de extragao, seco sob
vacuo (speed vac) e armazenado a -20°C.

2.2.5. Andlises para quantificagao de fosforo em granulos de amido de banana

2.2.5.1. Determinacéao de fésforo total em grénulos de amido de banana

Ao amido (1 g) foram adicionados etanol absoluto e misturados por
aproximadamente 10 min, até homogeneizacdo. As amostras foram carbonizadas em
mufla a 600 °C por 3 horas, até completa obtencéo de cinzas que, apés resfriamento
dos cadinhos a temperatura ambiente, foram adicionadas de 2 mL de HNO3 (1:2), e
incubadas em banho fervente por 30 min. A suspenséo foi transferida para um baléo
volumétrico de 50 mL, adicionado de 1,5 mL de vanadato de aménio (0,25%), 1,5 mL
de molibdato de amonio (5%) e o volume ajustado com agua, mantido por 30 min, a
temperatura ambiente. A curva padréo foi preparada com KH2PO4 (1, 2, 3, 4, 5 pg/mL,
baseado no peso do fosforo), em 2 mL de HNOs (1:2), 1,5 mL de vanadato de amonio
(0,25%) e 1,5 mL de molibdato de aménio (5%) em baldo volumétrico de 50 mL. A

absorbancia foi lida a 355 nm (SMITH e CARUSO, 1964).

2.2.5.2. Determinacéao de fosforo em granulos de amido de banana por
Ressonancia Magnética Nuclear de Fésforo (3!P-RMN)

Ao amido (1 g) foram adicionados 4 mL de tampao acetato 50 mM, pH 6,5
contendo 0,25 mg de a-amilase de Bacillus, Tipo IIA (Sigma), incubado em banho
fervente de agua por 10 min sob agitacdo. O conteudo foi resfriado e adicionado de
0,5 mg da a-amilase (Sigma), incubado a 70°C por 2 h sob agita¢do. O hidrolisado foi

aquecido a 100°C por 5 min para inativacdo da enzima e em seguida centrifugado a
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7.000 g a temperatura ambiente por 20 min, para remoc¢do de material insoltvel. Foi
recolhido 2 mL do sobrenadante e adicionado 1 mL de &gua deuterada (D-O) contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 20 mg e B-Nicotinamida Adenima
Dinucleotideo (B-NAD) (Sigma) 1,071 mg (usado como referéncia interna, igual a 0,1
mg de fosforo). O pH da solucéo foi ajustado para 8,0 utilizando NaOH 0,5 M e a
solucéo transferida para um tubo de RMN para andlise de 3'P-RMN. O espectro de
3IP-RMN foi obtido pelo equipamento BRUKER 400 MHZ/52 MM CRYOMAGNET
FOR NMR SPECTROSCOPY (USA Bruker Instruments, Billerica, MA) (LIM e
SEIB,1993).

As andlises para quantificacdo de fosforo em granulos de amido de banana
foram realizadas em estagio no Laboratério da Dra Jay-Lin Jane, do Departament of
Food Science and Human Nutrition, da lowa State University, nos Estados Unidos da
América. A Dra Jane tem uma longa experiéncia na caracterizacdo de amido de
diferentes fontes, especialmente na caracterizacdo e quantificacdo de fésforo em

amido.

2.2.6. Identificacdo das proteinas ligadas a superficie dos granulos de amido

2.2.6.1. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
Amostras de amido isolados em diferentes etapas de amadurecimento da
banana foram utilizadas diretamente em géis de poliacrilamida 10% em condicfes
desnaturantes (SDS-PAGE), para a extracdo das proteinas da superficie do granulo
de amido. ApG6s a agitacdo em Vortex essa suspensdo do amido foi aplicada
diretamente no gel. O tampéao de corrida utilizado foi o Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192
mM, SDS 1%, como descrito por Hames e Rickwood (1990). Para visualizacdo das
proteinas, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,1%) em
solucdo aquosa de acido acético 7% e etanol 40% e descoradas em solucdo aquosa

de acido acético 7,5% e etanol 5%.

2.2.6.2. Western blotting
As proteinas isoladas dos granulos de amido de banana em diferentes etapas
de amadurecimento foram separadas por SDS-PAGE e eletroforeticamente

transferidas para membrana de nitrocelulose, Amersham™ Hybond™ - ECL, GE
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Healthcare, em tampéao Tris-glicina (25 mM/192 mM) (pH 8,3), com 20% de metanol.
A voltagem utilizada para transferéncia foi de 25V por, aproximadamente, 16h a 4°C.
A qualidade da transferéncia foi verificada através da visualizagdo das bandas
transferidas utilizando coloracdo temporaria com o corante Ponceau. Em seguida, a
membrana foi bloqueada com 5 mL de tampéao fosfato salino (PBS) adicionada de
Albumina de Soro Bovino (BSA) 5% por 2 h a 4°C. O tampéao foi descartado e a
membrana foi lavada duas vezes com tampao Fosfato Salino com Tween (PBST) e
incubada novamente com 5 mL do mesmo tampao, adicionado de anticorpo primario
anti GWD de Arabidopsis (1:100) e anti PWD de batata (1:50) (Ambos doados pelo
Dr. Kotting — Zurich, Suiga) por, aproximadamente, 16 horas. A membrana foi lavada
duas vezes com tampao PBST e incubada novamente com 5 mL do mesmo tamp&o
contendo anticorpo secundario conjugado com Cy5 (anti-Mouse 1gG) (1:2500) por 1
hora. A formacdo dos complexos antigeno-anticorpo foi detectada por fluorescéncia
com o auxilio do analisador de imagens VersaDoc MP 4000 (Bio-Rad) através do
programa Quantity One (Bio-Rad). As imagens das membranas foram detectadas
através de excitacdo com LED vermelho 69555 nm BP para as proteinas marcadas

com Cys5.

2.2.6.3. Microscopia de Imunofluorescéncia

A imunolocalizacéo de proteinas ligadas a superficie dos granulos de amido
isolados de bananas em diferentes etapas foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Peroni (2007). Aproximadamente 50 mg de amido foi hidratado e
bloqueado com 1 mL de tampédo PBS/BSA (tampéo Fosfato Salino pH 7,2 contendo
BSA 3%(p/v)) por 2 horas a temperatura ambiente. Apds centrifugacédo a 1.000 g por
5 min, o precipitado foi incubado com 200 puL de tampdo PBS/BSA contendo o
anticorpo primario contra GWD (1:100), PWD (1:50), a-amilase (1:100) e B-amilase
(1:10) por aproximadamente 16 h a 4°C. Apds nova centrifugacdo, o precipitado foi
lavado trés vezes com 1 mL de tampado PBS/BSA por 30 min cada lavagem e entéo
incubado por aproximadamente 16 h a temperatura ambiente com 100 pL do mesmo
tampéo contendo o anticorpo secundario anti-rabbit IgG conjugado com Alexa Fluor®
488 (Life Technologies) diluido 1:50. O precipitado foi lavado repetidamente, com o
tampdo PBS pH 7,2 e os granulos marcados foram observados em Microscoépio

Confocal de Varredura a Laser (CLSM, Zeiss, Jena, Turingia, Germany LSM 510) e
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as imagens foram analisadas no programa Laser Scanning Microscopes (LSM) Image
Browser. O mesmo procedimento foi feito para as amostras controle, porém sem a

adicao dos anticorpos.

2.2.7. Procedimentos para a obtencéo das proteinas hidroliticas ligada aos

granulos de amido

2.2.7.1. Extracao de proteina ligada ao granulo de amido por eletroforese em
condi¢cdes néo desnaturantes (PAGE-NATIVO).

A atividade hidrolitica foi analisada por eletroforese em condi¢cdes nao-
desnaturantes, realizada em géis de acrilamida 8% e com 1,0 mm de espessura. O
tampao de corrida foi Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM (HAMES e RICKWOOD,
1990). Apos a agitacao em Vortex uma suspensao com aproximadamente 50 mg de
amido foi aplicada diretamente no gel. A eletroforese inicialmente ocorreu a 50V (até
0 corante atingir o gel de separacao) e, em seguida, aumentada para 200V. Todo o
processo ocorreu a temperatura de 4°C. Apds a corrida, esse gel foi colocado na
superficie de outro gel de acrilamida 8%, 1 mm de espessura contendo 0,1% de
amilopectina para revelar a atividade das enzimas que degradam o amido. O gel
obtido, foi lavado duas vezes (15 minutos cada) com tampao Tris-HCI 100 mM (pH
7,0), contendo MgCl> 1mM, DTT 1mM e CaCl> 1mM e incubado overnight no mesmo
tampdo com agitacdo moderada a 20°C. O gel foi corado com solucdo aquosa de
iodeto (I2 13 mM e KI 40 mM) para revelar as bandas proteicas com atividade
hidrolitica. As bandas proteicas foram cortadas e congeladas para futura identificacéo

por sequenciamento.

2.2.7.2. Extracao das proteinas ligadas aos granulos de amido.
Aproximadamente 2 g de amido no estagio verde foi adicionado de 10 mL de
tampéo (HEPES- KOH 50 mM, pH 7,0), contendo CaCl, 1mM e benzamidina 1mM, a
suspensao foi agitada por 1 hora e 30 min a 37°C, centrifugada por 3 min a 6.000 g,
o sobrenadante foi concentrado em filtro de ultracentrifugacdo Amicon® Ultra-30 kDa.
O perfil das proteinas nativas foi analisado por eletroforese em condi¢cdes nao-
desnaturantes, realizada em gel de acrilamida 8% e com 1 mm de espessura. O
tampao de corrida foi Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM (HAMES e RICKWOOD,

1990). Apds a corrida, esse gel foi transferido para um outro gel de acrilamida 8%, 1
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mm de espessura contendo 0,1% de amilopectina para revelar a atividade das
enzimas que degradam o amido. O gel obtido, foi lavado duas vezes (15 minutos cada)
com tampéao Tris-HCI 100 mM (pH 7,0), contendo MgCl> 1mM, DTT 1mM e CaCl, 1mM
e incubado overnight no mesmo tampao com agitagdo moderada a 20°C. O gel foi
corado com solucao aquosa de iodeto (1213 mM e Kl 40 mM) para revelar as bandas
proteicas com atividade amildsica. As bandas proteicas foram cortadas e

armazenadas para futura identificagéo por sequenciamento.

2.2.7.3. Extracédo de proteinas por eletroeluicdo

Aproximadamente 2 g de amido isolado de banana verde (3dpc), foi adicionado
de tampéao (HEPES- KOH 50 mM, pH 7,0), contendo CaCl, 1mM e benzamidina 1mM,
a suspensao foi aplicada no equipamento Centrilutor® - Micro-eletroeluidor- Amicon®.
As proteinas da superficie dos granulos de amido foram eletroeluidas por 5 horas, 100
V, 4°C. O perfil das proteinas nativas foi analisado por eletroforese em condi¢des nao-
desnaturantes, realizada em gel de acrilamida 8% e com 1 mm de espessura. O
tampéo de corrida foi Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM (HAMES e RICKWOOD,
1990). Apds a corrida, esse gel foi transferido para um outro gel de acrilamida 8%, 1
mm de espessura contendo 0,1% de amilopectina para revelar a atividade das
enzimas que degradam o amido. O gel obtido, foi lavado duas vezes (15 minutos cada)
com tampao Tris-HCI 100 mM (pH 7,0), contendo MgCl, 1mM, DTT 1mM e CaCl, 1mM
e incubado overnight no mesmo tampao com agitacdo moderada a 20°C. O gel foi
corado com solugéo aquosa de iodeto (1213 mM e KI 40 mM) para revelar as bandas
proteicas com atividade amilasica. As bandas proteicas foram cortadas e

armazenadas para futura identificacdo por sequenciamento.

2.2.7.4. Sequenciamento de proteinas

As bandas proteicas identificadas nos itens 2.2.7.1 e 2.2.7.2 foram submetidas
a identificacdo por espectrometria de massas. Primeiro as bandas foram descoradas
com acetronitrila, seguido de reducdo com ditiotreitol (DTT), alquilada com
iodoacetemida e entdo digeridas com 100 ng de tripsina. Em seguida, esses peptideos
foram detectados por espectrometria de massa, usando o sistema MALDI-TOF
Autoflex Speed (Bruker) utilizando o procedimento estabelecido no laboratério para
analise de peptideos CEFAP-USP.
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2.2.8. Ensaios in vitro com enzimas comerciais e granulos de amido isolados

de banana

2.2.8.1. Desproteinizacao dos granulos de amido

A desproteinizacdo dos granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc)
foi realizada de acordo com Reimann et al, (2004), utilizando tolueno. Em 10 mg de
amido, foi adicionado 1,2 mL de agua:tolueno (3:1), misturado em Vortex por
aproximadamente 30 s, separado por centrifugacéo, a 16.000 g por 5 min. Esse
procedimento foi repetido quatro vezes. Em seguida, os granulos de amido foram
lavados com 1 mL de &gua, por trés vezes. Ao final foi adicionado 100 uL de etanol

P.A. e os granulos de amido foram secos a temperatura ambiente.

2.2.8.2. Hidrélise dos granulos de amido com as enzimas a-amilase e -amilase

Para o ensaio in vitro com as enzimas comerciais foram utilizados 20 mg de
amido desproteinizado e 20 mg de amido sem desproteinizacdo, as amostras
utilizadas foram as dos estagios 3 e 6 dpc. As amostras de amido foram adicionados
500 pL de tampéao Hepes-KOH 50 mM pH 7, Cisteina 20 mM, Benzamidina 100 mM,
Azida 0,1% e enzimas comerciais: 528,36 U de a-amilase porcina pancreatica (Sigma)
e 455,84 U de B-amilase de batata doce (Sigma). Esta quantidade foi determinada
levando em conta os dados que tinhamos de atividade dessas enzimas em polpa de
banana. As enzimas foram adicionadas separadamente. A hidrdlise foi feita a 30°C
por 48 e 72 horas com agitacdo branda, os granulos e os sobrenadantes foram
separados por centrifugacédo a 5.000 g por 5 min. Os granulos foram analisados por
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forca atémica e o sobrenadante
por cromatografia liquida com detector amperométrico, em busca de mudancas na
superficie dos granulos e produtos soluveis da hidrolise no sobrenadante. Os
controles foram constituidos por granulos desproteinizados e ndo desproteinizados
submetidos ao mesmo tratamento porém, sem as enzimas. Os ensaios de hidrolise
dos granulos de amido foram realizados de acordo com o fluxograma mostrado na

Figura 19.
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Figura 19: Fluxograma dos ensaios de hidrélise com hidrolases.

2.2.8.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de amidos isolados e hidrolisados de bananas fixadas em “stubs”
de aluminio com fita de carbono dupla face. Em seguida, foi feita a metalizacdo com
platina (aproximadamente 10 nm de espessura), em equipamento Bal-tec MED-020
Coating System. As micrografias foram obtidas por um microscopio eletrénico de
varredura (LEO Stereoscan 440) e as imagens obtidas séo de elétrons secundarios,
operando em modo 5 KV.

2.2.8.4. Analise dos produtos de hidrélise das enzimas a-amilase e B-amilase
Os produtos soluveis da hidrolise das amostras de amido isoladas de banana
foram separados por centrifugacéo. O volume foi filtrado em membrana de PTFE 0,45
pum e transferidas para vials de 2 mL. Os produtos de hidrdlise foram submetidos a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-Dionex), utilizando um detector de
pulso amperométrico e coluna CarboPac PA 100 (4x250 mm), em corrida
amperométrica com fluxo de 0,7 mL/min de NaOH (1M) (MORALES et al., 2008).

2.2.8.5. Microscopia de Forca Atomica (MFA)

Granulos de amido isolados foram dispersos em agua e uma gota desta disperséo foi
colocada em uma lamina de silicio tratada com plasma. Os granulos foram examinados
depois de a 4gua evaporar naturalmente. A superficie do granulo foi observada com o uso
do aparelho JPK Nano Wizard Il (JPK Instruments AG, Berlin, Germany), modo ndo-contato.
Os “tips” (Ultrasharp microprobe) usados foram feitos de silicio e montados no cantilever a
forca constante de 42N/m e frequéncia de ressonancia de 100 a 160 KHz. O software usado

para processar as imagens foi 0 SPM Image Processing 3.2.5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Amostras de banana em diferentes estagios de amadurecimento
Frutos de banana Musa acuminata da cv. Nanicdo, foram selecionados e
armazenados sob temperatura de, aproximadamente, 20°C. Diariamente, a producéo

de etileno foi quantificada para identificar o inicio e fim do climatério (Figura 20).
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Figura 20: Perfil da producdo de etileno durante o
amadurecimento dos frutos de banana. A seta indica o inicio
do climatério do fruto.

As amostras selecionadas e armazenadas com base no perfil de etileno foram
analisadas quanto aos teores de amido e acucares soluveis (Figuras 21,
respectivamente). Frutos recém-colhidos (verdes) tiveram teores de amido de,
aproximadamente, 20% que, com a degradacdo durante o amadurecimento,
chegaram a niveis de 0,4%. O acumulo de acucares soluveis foi concomitante ao da
degradacédo do amido e similar ao encontrado anteriormente em nossos trabalhos
para esta cultivar (CORDENUNSI E LAJOJO, 1995; NASCIMENTO et al, 2006). As
setas em preto na Figura 21 indicam as amostras selecionadas para o isolamento do

amido para as etapas posteriores.
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Figura 21: Perfil de acUcares solluveis durante o amadurecimento de frutos de
banana (lado direito). Perfil de degradacédo de amido durante o amadurecimento
de frutos de banana (lado esquerdo). As setas indicam as amostras selecionadas
para a extracdo dos granulos de amido.

3.2. Quantificacdo dos carbonos fosforilados

No modelo de degradacdo de amido transitorio proposto por Zeeman,
Kossmann e Smitih et al. (2010), a acdo das enzimas glucano-agua-diquinase (GWD)
e fosfoglucano-agua-diquinase (PWD) sédo essenciais para a degradacéao do granulo
de amido pela ag¢ao da -amilase, sem a acao prévia da a-amilase.

Para ndo depender da complicada e demorada purificacdo das proteinas ou da
producédo heterdloga da GWD e PWD, nos testes com os granulos de amido, foi
preciso determinar se os granulos ja estavam fosforilados em etapa anterior a colheita
dos frutos, o que foi feito por 3P RMN (RITTE et al, 2006; LIM, KASENSUWAN E
JANE, 1994; LIM E SEIB, 1993; SONG E JANE, 2000), ao invés de HPLC-PAD
(CARPENTER et al, 2012; RITTE et al, 2006).

Existem trés formas de fosforo encontradas em amido: fosfato monoéster,
fosfolipides e fosfato inorganico. Essas formas dependem da fonte botanica,
maturidade e condicdes de crescimento da planta (KASENSUWAN e JANE, 1994).
Em amido de cereal a forma mais encontrada € o fosfolipidio (SCHOCH, 1942; LIM,
KASEMSUWAN E JANE, 1994) e em amido de tubérculos e raizes a forma mais
encontrada é o fosfato monoéster (SCHOCH, 1942; LIM, KASEMSUWAN E JANE,
1994).
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Para a realizacdo dessas andlises, foi escolhida a amostra com 3 dias p0s-
colheita por ser de frutos verdes, onde a quantidade de amido é maior e os granulos
ainda integros. A amostra 6 dpc foi escolhida por ser a de um dia anterior ao inicio da
degradacao do granulo e 9 dpc frutos maduros, onde é provavel que ja tenha ocorrido
a maior parte da degradacdo do amido.

O fésforo total nos granulos de amido das amostras foi quantificado para
estimar a quantidade de amido necessaria para a analise de RMN. A quantidade de
fésforo total encontrada pelo método colorimétrico e por RMN foi semelhante (Tabela
1) em todas as amostras, diminuindo com o grau de amadurecimento fruto. J& que sé
faz sentido que s6 a superficie do granulo seja fosforilado é provavel que o que esta
sendo quantificado sejam granulos ainda integros, que diminuem em numero
conforme o processo de amadurecimento do fruto avanca e a degradacao do amido
se acelera. Normalmente menos de 0,5% de residuos de glicose sao fosforilados,
dependendo da espécie da planta (RITTE et al, 2006; KASEMSUWAN e JANE, 1996).

Tabela 1: Teor de fosforo total (%) em diferentes estagios de granulos de amido de
banana comparando o método quimico com o método de ressonancia magnética

nuclear de fésforo.

Método
Amostras (dpc)
Analise Quimica Analise RMN
3 0,00897 0,00796
6 0,00623 0,00578
7 0,00524 0,00509
9 0,00410 0,00372

A Figura 22 mostra a presenca de trés picos de fésforo nas amostras, no
intervalo de 4 a 5 ppm. De acordo com Kasemsuwan and Jane, (1996) esses picos
indicam a presenca fosfato monoéster. Sabe-se que o amido de batata tem de 70 a
80% dos seus residuos fosforilados localizados no C6 e de 20 a 30% estdo no C3
(RITTE et al, 2006; MIKKELSEN et al, 2004; HAEBEL et al, 2008). Ainda na Figura
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22¢é possivel observar uma diminuicdo dos picos de fosforo conforme o grau de

amadurecimento do fruto (Figura 22A — 22D), o que também pode ser notado na

quantificacdo de fosforo total nas amostras de amido de banana pelos métodos

colorimétrico e por RMN.

Na tabela 2, sédo apresentados os resultados de quantificacédo de fosforilacdo por cada

residuo de glicose fosforilada, utilizando NAD como um padrdo interno. Nas amostras

(3, 6, 7 e 9 dpc) pode-se notar uma diminuicéo de 58% para a glicose-6P do amido de

banana no estagio verde para o estagio maduro, e ainda uma diminuicédo de 23% para

a glicose-3P do amido de banana no estagio verde para o estagio maduro.
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Figura 22: Espectro de 3P-RMN ap6s a hidrélise de 1 g de amido de banana em
diferentes estagios de amadurecimento e identificacdo dos carbonos fosforilados.
A - estagio verde (3 dpc) no deslocamento quimico de 5.263 ppm se refere ao
C3 e nos deslocamentos quimicos de 4.993 ppm e 4.786 ppm se refere ao C6. B
- estagio intermediario (6 dpc) no deslocamento quimico de 5.268 ppm se refere
ao C3 e nos deslocamentos quimicos de 4.839 ppm e 4.693 ppm se refere ao C6.
C - estagio intermediario (7 dpc) no deslocamento quimico de 5.296 ppm se refere
ao C3 e nos deslocamentos quimicos de 4.858 ppm e 4.704 ppm se refere ao C6.
D - estagio maduro (9 dpc) no deslocamento quimico de 5.266 ppm se refere ao
C3 e nos deslocamentos quimicos de 4.914 ppm e 4.744 ppm se refere ao C6. O
NAD foi usado como referéncia interna no deslocamento quimico de -10.365 ppm.
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Tabela 2: Quantidade de fésforo em cada carbono fosforilado, em diferentes estagios

de amadurecimento da banana.

Fosforo (mg)

Amostras (dpc) Glicose-
Glicose-6P 3P

3 7,80338 1,43569

6 5,50628 1,11417

7 4,56317 1,04829

9 3,33832 1,03603

Umas das primeiras evidéncias da existéncia da proteina GWD, ainda
denominada de R1, que pode aparecer de trés diferentes formas, dentro dos granulos,
associadas a superficie do granulo ou soluvel nos plastidios, foi relatada por Ritte et
al, (2000), em folhas e tubérculos.

Atualmente sabe-se que as enzimas GWD e PWD sdo importantes na
fosforilacdo dos granulos de amido transitério, dando acesso a acdo de outras
enzimas, principalmente a B-amilase no processo de degradacdo dos granulos de
amido (RITTE et al, 2006; REIMANN et al, 2007). Foi Ritte et al, (2000), que relataram
pela primeira vez a existéncia da GWD em amido de banana. As proteinas sollveis
foram extraidas do amido de banana, analisadas por eletroforese em gel de SDS-
PAGE e Western blotting. Foi estimado um valor de 0,2 pg/g de amido para glicose-
6P.

De acordo com trabalhos do nosso laboratério, algumas enzimas relacionadas
a degradacao de amido ja foram encontradas em polpa de banana como a a-amilase,
a B-amilase, as isoamilases, as glicosidases e amido-fosforilases, todas com atividade
catalitica. Associadas aos granulos de amido foram encontradas a a-amilase, a -
amilase (ambas atividade catalitica e proteina relativa), a GWD e a PWD (ambas a
proteina relativa) (BASSINELLO, CORDENUNSI, LAJOLO, 2002; NASCIMENTO et
al., 2006; MOTA et al., 2002; MAINARDI et al., 2006; BIERHALS et al., 2004;
MAINARDI, 2007; PERONI-OKITA et al., 2013).

Peroni-Okita et al, (2013), também verificaram através de imunofluorescéncia,

gue o amido de banana é fosforilado na superficie e que o grau de fosforilacdo diminui
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a medida que o amadurecimento do fruto evolui e a degradacédo do amido progride.
Resultado semelhante aos obtidos agora por 'P-RMN.

3.3. Andlise das proteinas ligadas a superficie dos granulos de amido de
banana

Devido a pequena quantidade de proteina associada aos granulos de
amido e a dificuldade de isolar grandes quantidades de amido de frutos em
amadurecimento, otimizamos a metodologia para extracdo da proteina associada aos
granulos para posteriores testes de atividade e, se possivel, a purificacdo das
amilases para os testes com os granulos isolados. Neste sentido, foram testadas
diferentes quantidades de amido, diferentes métodos de extracdo e diferentes
métodos de concentracao das proteinas extraidas. Para evitar perdas de proteina nos
processos de extracdo e concentracdo das proteinas presentes na superficie dos
granulos de amido, optamos por utilizar o proprio granulo de amido no lugar do extrato
proteico nas eletroforeses em condi¢bes desnaturantes (SDS-PAGE). O resultado
obtido pela utilizacéo dos granulos de amido sem extracao prévia foi o melhor (Figura
23). Assumimos que a corrente elétrica gerada pelo sistema de eletroforese foi
suficiente para desassociar as proteinas presentes na superficie dos granulos de
amido (Figura 23B).

A eletroforese mostrada na Figura 23B foi feita em quadruplicata. Os géis
resultantes contendo as proteinas foram separados por amostra, verde e madura, e
cortados em intervalos, de acordo com o peso molecular do padréo utilizado: 170-100
kDa, 70-40 kDa e 35-10 kDa. As proteinas contidas nestas fatias de géis foram
sequenciadas. Géis de eletroforese, feitos em duplicata, com metodologia semelhante
a empregada no gel da Figura 23B, tiveram as proteinas transferidas para membranas
de nitrocelulose, posteriormente hibridizada contra anticorpos de GWD e PWD (Figura
24).
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Figura 23: Eletroforese em SDS-PAGE, 10% de acrilamida, corado com Comassie
G-250. Proteinas extraidas da superficie de amido isolado de banana. (A) Extragao
com tampéo e temperatura controlada; P — padréao de peso molecular; 1 — 20 mg
de amido no estagio verde; 2 — 20 mg de amido no estagio intermediario; 3 — 20
mg de amido no estagio maduro. (B) Extracao por eletroforese; P — padrao de
molecular; 1 — 40 mg de amido no estagio verde; 2 — 40 mg de amido no estagio
maduro.
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Figura 24: (A) Western Blotting com anticorpo anti GWD de Arabidopsis;
(B) Western Blotting com anti PWD de batata. Proteinas extraidas da
superficie dos granulos de amido de banana. P — padrao de peso
molecular; 1 — proteinas isoladas da superficie de 40 mg de amido de
banana verde; 2 — proteinas isoladas da superficie de 40 mg de amido de
banana madura.
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O Western Blot revelou a presenga da GWD e PWD tanto na amostra verde
como na amostra madura, confirmando que a amilopectina dos granulos de amido da
banana é fosforilada por estas enzimas. Porém, a intensidade da proteina relativa a
GWD na amostra relativa a amostra de banana madura € maior, resultado néo
confirmado pelos teores de Glic-6 fosforilados, que sofrem redugcdo na quantidade.
Como néo parece fazer sentido uma continua fosforilagdo do amido durante a
degradacao dos granulos, ja que s6 é necessaria para o inicio do processo, néo faria
sentido também haver um aumento de proteinas relativas a GWD e PWD associadas
aos granulos de amido da banana mais madura. Assim, a explicacdo mais provavel
para este resultado € que a dissociacdo das enzimas da superficie dos granulos ocorra
de maneira mais facil nos granulos de amostras mais maduras, do que nas verdes. A
presenca das enzimas GWD, PDW, a-amilase e B-amilase associadas a superficie
dos gréanulos de amido da banana foi confirmada por imunolocalizagéo (Figuras 25 -
28 respectivamente). E aqui, pode-se notar uma diferenca na quantidade de proteina
das amostras verde e madura. Tanto a GWD quanto a PWD aparecem em maior
guantidade nos amidos isolados de banana verde, o que reforca a hipétese de que as
enzimas estdo mais fortemente associadas nos granulos de amido da banana verde
gue na madura (Figura 25 e 26).

As Figuras 27 e 28 mostram que os granulos de amido de banana verde estao
fortemente marcados com os anticorpos das enzimas a-amilase e pB-amilase. A a-
amilase diminui drasticamente nos granulos de amido de banana madura e a j-
amilase permanece fortemente marcada, significando talvez que a presenca da a-
amilase € mais importante nos passos iniciais da degradacdo do amido, enquanto a
B-amilase atua durante todo o processo de degradacao. Por outro lado, a B-amilase
tem atividade exo-hidrolitica liberando moléculas de maltose e a a-amilase atividade
endo-hidrolitica liberando uma miriade de produtos em que vao atuar outras enzimas.
Por esta razao, talvez haja maior demanda de (-amilase associada ao granulo do que

de a-amilase.
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Figura 25: Microscopia de FIuorescéncia‘(esquerda) e Microscopia Optica
(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo

especifico anti-GWD de Arabidopsis. Aumento: 40x.
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Figura 26: Microscopia de Fluorescéncia (esquerda) e Microscopia Optica
(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo
especifico anti-PWD de batata. Aumento: 40x.
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Figura 27: Microscopia de Fluorescéncia (esquerda) e Microscopia Optica
(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo
especifico anti-a amilase de banana. Aumento: 40x.

87



Figura 28: Microscopia de Fluorescéncia (esquerda) e Microscopia Optica
(direita) em amido de banana verde e banana madura. Foi usado anticorpo
especifico anti-B amilase de banana. Aumento: 40x.

A atividade hidrdlitica das proteinas ligadas ao granulo foi estimada através de
gel de eletroforese com amilopectina como substrato e as bandas com atividade foram
recortadas e analisadas por espectrometria de massas.

Para evitar que o substrato retivesse as enzimas e nao fossem separadas em
PAGE-nativo, as proteinas foram previamente separadas através de gel nativo, sem
substrato, e em seguida transferidas para PAGE-nativo, contendo 0,1% de
amilopectina. Apés um periodo de incubacéo, o segundo gel foi corado com iodo, para
revelar a atividade das enzimas hidroliticas. O aparecimento de trés bandas indicam

haver atividade de pelo menos trés proteinas capazes de hidrolisar amilopectina
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(Figura 29). A metodologia de extragdo das proteinas utilizando eletroelui¢do do amido

parece ter sido mais eficiente na extracdo de mais proteinas.

Figura 29: Eletroforese PAGE-nativo, 10% de poliacrilamida, 1 mm de
espessura com 0,1% de amilopectina, extracédo de 2 g de amido em ambos.
A — extracdo das proteinas dos granulos de amido por eletroeluicédo; B —
extracdo das proteinas dos granulos de amido com agitacdo e temperatura.

As bandas do gel com atividade foram recortadas e as proteinas que estavam
nessas bandas foram sequenciadas, gerando os resultados apresentados nas
Tabelas 3 a 6. Porém, dentre as proteinas identificadas ndo apareceram as enzimas
hidroliticas que séo foco de nosso estudo. Isso pode ter ocorrido em decorréncia da
pequena quantidade de proteina sequenciada. Pode ser também que outras proteinas
tenham prevalecido em quantidade, “mascarando” as proteinas-foco deste estudo.
Uma solucdo seria aumentar a quantidade de amostra mandada para o
sequenciamento.

Além da andlise pelos coédigos gerados, uma analise por fragmentos da
sequéncia peptidica identificada pelo software foi feita. Esses resultados foram mais
interessantes, mostrando a maioria das proteinas de interesse, porém, essa forma de
analise ndo é ainda confiavel, em decorréncia do pequeno tamanho das sequéncias
peptidicas, com e-value muito alto, tornando n&o confiavel o alinhamento. E o que

acontece para a -amilase que aparece na Tabela 6.
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Tabela 3: Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas, proteinas

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27A seta n° 1).

Cddigo de

Nome da proteina E-value Similaridade (%}
ACBSS0D
PREDICTED: probable fatty acyl-CoA reductase
MOTBD1 4 [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 100
PREDICTED: muscle M-ine assembly protein
MOUGP4 unc-89-like [Musa acuminata subsp. 2e-13 26
malaccensis]
PREDICTED: probable inorganic phosphate
MOSBW3 transporter 1-8 [Musa acuminata subsp. 8e-80 76
malaccensis]
PREDICTED: U11/U12 small nuclear
MOUBM2 ribonucleoprotein 25 kDa protein [Musa Je-14 38
acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: KH domain-containing protein
MOSGP2 At1g09660/At1g09670-like [Mt_lsa acuminata 1e.39 A7
subsp. malaccensis]
PREDICTED: patatin-like protein 2 [Musa
MORQWO acuminata subsp. malaccensis] 0 97
MOT3S6 PREDICTED: scargcrow-tlke protein 28 |S§Jform 35 a7
X2 [Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: pentatricopeptide repeat-
MORRC3 conta[nmg_ protein AtSgh631 O-[ll{e_ [Musa 0 a5
acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: nuclear pore complex protein
MOTT89 NUP160 homolog [Musa acuminata subsp. 0,09 38
malaccensis]
PREDICTED: pyruvate kinase, cytosalic
MORFI9 isozyme [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 95
PREDICTED: cyclin-D2-1-like [Musa acuminata
MOTKUG subsp. malaccensis] 0 99
NBS-LRR disease resistance protein [Musa
BOJEJS acuminata subsp. malaccensis] 42128 100
MOSPT6 PREDICTED: probable D_—2-hydroxygrutarate 0 o7
dehydrogenase, mitochondrial
MOS7CA PREDICTED: Gf\TA transcription factor _12—!Lke Ge.144 81
[Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: cytochrome P450 94A1-like [Musa
MOTIGS acuminata subsp. malaccensis] 0 83
PREDICTED: 408 ribosomal profein S3-3-like
MORMI2 [Musa acuminata subsp. malaccensis] 3e-174 100
PREDICTED: protein RRFPS homolog[Musa
MOTFH4 acuminata subsp. malaccensis] o 100
PREDICTED: probable protein 5-
MOTROS acylfransferase & [Musa s:cummata subsp. 0 o8
malaccensis]
PREDICTED: protein BREAST CANCER
M0OS348 SUSCEPTIBILITY 1 homolog [Musa acuminata 0,034 31
subsp. malaccensis]
PREDICTED: annexin D¥-like isoform X1 [Musa
MOUOD3 acuminata subsp. malaccensis] 0 100
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Tabela 4: Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas, proteinas

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27A seta n° 2).

Codigo de

Nome da proteina E-value Similaridade (%)
acesso
MOSWE5 PREDICTED:_d[acyrgrycerol kinase TT!Ike [Musa ge.168 100
acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: auxin response factor 23-like
MOTZNO isoform X2 [Musa acuminata subsp. 1,8 a7
malaccensis]
PREDICTED: chaperone protein dnaJ 16-like
MOSCE9 [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 100
PREDICTED: probable serinefthreonine-protein
MOSBN1 kinase WNKS isoform X1 [Musa acuminata 3,8 67
subsp. malaccensis]
PREDICTED: ran-binding protein 1 homolog b-
MOTXF7 like [Musa acuminata subsp. malaccensis] 2e-180 100
PREDICTED: protein FATTY ACID EXPORT 3,
MOTJP2 chloroplastic [Erythranthe guttatus] 4e-70 47
PREDICTED: BTB/POZ domain-containing
MOSDWS protein Athg47800-like [Musa acuminata subsp. 0 100
malaccensis]
MOSTQ3 PREDICTED: prote_in IQ-DOMAIN 1-like ispform 0 100
X1 [Musa acuminata subsp. malaccensis]
MOUSWS PREDICTED: _zim: finger protein ZAT‘I_—[ike 3e.154 81
[Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: small nuclear ribonucleoprotein
MOTOS4 Sm D1-like [Musa acuminata subsp. 6e-20 75
malaccensis]
PREDICTED: ubiguinone biosynthesis protein
MOTVOG COQ9Y, mitochondrial [Musa acuminata subsp. 0 100
malaccensis]
MOTED1 PREDICTED: prot_:able fatty acyl-CoA redgctase 0 100
4 [Musa acuminata subsp. malaccensis]
MOT3SE PREDICTED: Scargcrow-like protein 28 isgform 35 a7
X2 [Musa acuminata subsp. malaccensis]
MOTAWO PREDICTED: nucleoporin GLE1 _[Musa 4673 100
acuminata subsp. malaccensis]
MOTRG? PREDICTED: ra_s-re[ated protein RabH_D-[il(e 26163 100
[Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: U11/U12 small nuclear
MOUBNZ2 ribonucleoprotein 25 kDa protein [Musa Je-14 38
acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: vesicle-associated membrane
MOTCVY protein ¥11-like [Musa acuminata subsp. fe-164 100
malaccensis]
MORP39 PREDICTED: kmes_[n—hke protein KIF3A :spform 0 a8
X1 [Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: glycine—tRNA ligase 1,
MOUSE0 mitochondriakike [Musa acuminata subsp. 0 100
malaccensis]
X2FJQ4 granule-bound starch synthase, partial 0 98
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Tabela 5: Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas, proteinas

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27A seta n°3).

Codigo de

Nome da proteina E-value Similaridade (%}
acesso

PREDICTED: probable membrane-associated
MOSBG2 kinase regulator 2 [Musa acuminata subsp. 0 100

malaccensis]
PREDICTED: cleavage stimulation factor

Mou122 subunit 3 [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 99
MOSUWA PREDICTED: no_n—symb[ot[c hemogrobm_ 1-like 26.121 100
[Musa acuminata subsp. malaccensis]
MOSOW3 PREDICTED: no_n-s*ymbfotic hemog[obin_ 1-like 26119 100
[Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: serinefthreonine-protein kinase
MOTPN3 3/4 [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 a2
PREDICTED: myosin-1-like [Musa acuminata
MOS549 subsp. malaccensis] 6,6 35

PREDICTED: ras-related protein Rab-21-like
MORVES isoform X1 [Musa acuminata subsp. 8e.153

- 100
malaccensis]

PREDICTED: pentatricopeptide repeat-
MOTL35 containing protg[n At1g80880, m[tochoqdrial 0 100
[Musa acuminata subsp. malaccensis]

hypothetical protein POPTR_0011s08570g

MORQ10 [Paopulus trichocarpa]

3e-37 3

PREDICTED: probable ubiquitin-like-specific
MORMY®S protease 2B isoform X2 [Musa acuminata subsp. 15 73
malaccensis]
PREDICTED: heterogeneous nuclear
MOSBWO ribonucleoprotein 1-like [Musa acuminata subsp. 2e-04 36
malaccensis]
PREDICTED: praobable ribaose-5-phasphate
MOSISO isomerase 2 [Musa ai:u_minata subsp. 5e 102 90
malaccensis]

putative sucrose-phosphate synthase [Musa
acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: phaosphoenalpyruvate carboxylase
MOTYO1 2-like [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 ar

MOS348 0,029 44

PREDICTED: pentatricopeptide repeat-
MOTLO9 containing protein At4g16390, chloroplastic 0

[Musa acuminata subsp. malaccensis] 67

PREDICTED: SNAP25 homologous protein
MOToVE SNAP33-like isoform X1 {Musa acuminata 0 100
subsp. malaccensis]

PREDICTED: protein CHUP1, chloroplastic
MOUS55 isoform X2 [Musa acuminata subsp. 0 8o
malaccensis]

PREDICTED: dof zinc finger protein DOF5.6-like

MOTIC2 ) ) 0,35 36
[Musa acuminata subsp. malaccensis]
PREDICTED: CUE domain-containing protein 5
MOTGTS [Musa acuminata subsp. malaccensis] 0 100
PREDICTED: diacylglycerol kinase 7-like [Musa
MOT3Z22 acuminata subsp. malaccensis] 9e-188 100
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Tabela 6: Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas, proteinas

referentes a bandas do PAGE-nativo (Figura 27B).

Codigo de Nome da proteina E-value Similaridade (%}
acesso
MOSGGS PREDICTED: multicopper_ oxidase LPR1-like [Musa 0 100
acuminata]
MORYZ3 putative threonlne—tRNA ligase 2, cytoplasmic Te 2T &0
[Gossypium arboreum]
MOTHC MNHL domain-containing protein isoform 1 0 o8
[Theobroma cacao]
MOSVO PREDICTED: (+)—neomenthq| dehydrogenase-like 0 100
[Musa acuminata]
MOTGE4 PREDICTED: A'_I'P synthase sub_unrt d, 174 100
mitochondrial-like [Musa acuminata]
MOTGH3 PREDICTED: protein SGT1 _homolog isoform 0 100
X2 [Musa acuminata]
MOU1VS DMNA-3-methyladenine glycosylase | [Zea mays] Te-132 57
MoUZUZ PREDICTED: binding_ p_artrjer of ACD11 1-like Eo 121 78
[Setaria italica]
PREDICTED: ATP-dependent zinc metalloprotease
Mous72 FTSH 5, mitochondrial-like isoform X1 6,5 54
[Musa acuminata]
MOTEVA FREDICTED: inactive be_ta—amylase 9-like 49 a2
[Musa acuminata]
MOUBW1 Envelope glycoprotein [Gossypium arboreum] Je-17 61
MOUSK3 FREDICTED: myosin-1 _i"—like isoform X2 0 75
[Musa acuminata]
PREDICTED: probable receptor-like protein kinase 0
MORPFS At2g42860 [Musa acuminata] 90
MOTIXZ PREDICTED: acyl—[acyl—carrier—proteirjl] desaturase, 0 91
chloroplastic-like [Musa acuminata]
BOFMRS Protein kinase-like res_lstence protein 3e.132 100
[Musa acuminata]
MOTHT2 PREDICTED: type | inpsitol 1,4,&trisp_hosphate 5 0 a5
phosphatase 1-like [Musa acuminata]
MOUELE PREDICTED: alph_afbeta hydrolase t_jomaln— 2.4 43
containing protein 11 [Musa acuminata]
MOT106 PREDICTED: beta-1 ,3—ga|actpsyltransferase 15-like 0 100
[Musa acuminata]
MOT4RS PREDICTED:_eIongatlon facto_rTu, chloroplastic- 1e-101 76
like [Musa acuminata]
MOTVES PREDICTED: pollen-specific protein SF3-like [Musa 8e_143 100

acuminata]
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3.4. Hidrélise dos granulos de amido com enzimas comerciais

Amostras Controle

A Figura 30 mostra as micrografias visualizadas no MEV de granulos de amido
da amostra 3 dpc-Controle 1, recém isolado, sem desproteinizacdo e sem tratamento.
Apesar de terem sido isolados de bananas completamente verdes, os granulos de

amido nativo mostram que ja houve um inicio de degradacdo, demonstrado pelos
buracos em sua superficie.

S b ¢
e
?f G A

Figura 30: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc), sem
desproteinizacdo e sem tratamento (Controle 1) visualizados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1
indica a regiao de aumento da imagem B; B — quadrado vermelho 2 indica
a regiao de aumento da imagem C.

O mesmo pode ser visto na Figura 31, da amostra 3 dpc-Controle 2, com
granulos de amido desproteinizados, tratados somente com tampéo por 72 horas a 30

°C. Assume-se assim, que o tratamento de desproteinizacdo funcionou a contento ja
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gue neste Controle foram observados os mesmos buracos que os observados nos

Controles-sem desproteiniza¢do isolados de bananas recém colhidas.

Figura 31: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc),
desproteinizados e submetidos ao tratamento com tampdo por 72 horas
(Controle 2) visualizados por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A —
quadrado vermelho indica a regido de aumento da imagem B.

A Figura 32 mostra micrografias obtidas em MEV de granulos de amido da
amostra 6 dpc—Controle 1, recém extraido, sem desproteinizacédo e sem tratamento.
De acordo com a curva de degradacéo do amido (Figura 21), os frutos com 6 dias pos
colheita (um dia antes do inicio da degradacdo do amido) ainda encontravam-se
verdes e com um alto teor de amido. Nesse estagio uma leve corroséao ja pode ser
notada na superficie desses granulos. Em um maior aumento, as Figura 32B e 32C
mostram: 1) provaveis residuos de outros granulos de amido degradados,
encontrados posteriormente nos granulos tratados com (B-amilase (Figuras 43, 44 e
46) e 2) os mesmos buracos observados anteriormente nas Figuras 30 e 31,

respectivamente.
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Figura 32: Granulos de amido isolados de banana verde (6 dpc), sem
desproteinizagdo e sem tratamento (Controle 1) visualizados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1
indica a regiao de aumento da imagem B e quadrado vermelho 2 indica a
regiao de aumento da imagem C.

As micrografias apresentadas na Figura 33 (6 dpc-Controle 2), sdo de granulos
desproteinizados e incubados somente com tampdo, mostram granulos sem
degradacédo aparente, a ndo ser pelos mesmos buracos de inicio de degradacao que

aparecem no 6 dpc-Controle 1 (Figura 32).

96



Hm

Figura 33: Granulos de amido isolados de banana verde (6dpc),
desproteinizados e submetidos ao tratamento com tampao por 72 horas
(Controle 2) e visualizados por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A —
quadrado vermelho 1 indica a regido de aumento da imagem B, quadrado
vermelho 2 indica a regido de aumento da imagem C.

As mesmas amostras (6 dpc-Controle 2) foram visualizadas por microscopia de
forca atbmica na tentativa de identificar e explorar algumas caracteristicas estruturais
dos granulos de amido nao visualizadas por MEV. A Figura 34A mostra uma superficie
lisa de um granulo em que sao encontrados dois buracos caracteristicos de inicio de
degradacdo. Em maior resolucdo, as imagens observadas na Figura 34B-34D sé&o
provenientes da area demarcada na Figura 34A. As imagens topograficas (Figuras
34B e 34E) indicam que h& uma diferenca de altura na regido do buraco analisado,
em gque as areas mais claras sdo mais altas e as mais escuras sdo mais baixas. Nas
imagens de erro (Figuras 34C e 34F) o buraco analisado apresenta uma distancia de
1,53 um de uma borda a outra (linha branca), com profundidade de 80 um e distancia

entre 0s anéis de crescimento ao redor do buraco de 200 e 250 nm (linhas pretas),
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revelando bloquetes com comprimento variando de 132 a 240 nm (Figura 34F). As
imagens mostradas na Figura 34D e 34G revelam fortes diferencas de fase,
principalmente no interior do buraco em relagéo ao restante da area analisada. Essa
afirmacdo pode ser confirmada com os graficos apresentados em D1 e G1 das
respectivas areas demarcadas nas imagens de fase apresentadas em D e G. As
imagens de fase e o0s respectivos gréficos de forca mostram diferencas nas
propriedades viscoelasticas em regibes do interior do buraco que identificam
mudancas de estado mais cristalinos (areas mais rigidas - regibes mais escuras) para
estados mais amorfos (areas mais “moles” e mais claras). Isso seria compativel com
um inicio de hidrélise das partes mais cristalinas, os bloquetes, constituidos por

amilopectina.
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Figura 34 Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica de amido isolado de banana Nanicao Controle 2 tratado com
tampédo com 6 dias pds-colheita. (A) imagem de erro. As imagens de topografia (B), erro (C) e fase (D) foram obtidas da area
demarcada em (A). Em maior resolucédo, as imagens de topografia (E), erro (F) e fase (G) revelam detalhes da estrutura do
granulo, como o tamanho dos bloquetes (132-240 nm) demarcados em (E). Os graficos de linha apresentados em (D1) e (G1)
destacam as diferencas de fase das areas analisadas em (D) e (G), respectivamente.
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Na Figura 35 estdo apresentadas imagens de outros granulos analisados
evidenciando outros estagios de degradacdo. As imagens de topografia (A) e as
respectivas imagens de erro (B) e fase (C) revelam mudancas no tamanho e forma
dos bloguetes, diferencas essas mais facilmente observadas em (C). A &rea analisada
em (C) (no sentido da seta branca) esta representada no grafico de forca em C1.
Pode-se observar que a regido analisada mais clara em (C) (distancia de 0 a 1,8 pm
no eixo X) e a mesma area correspondente em (B) (que parece nao apresentar
estruturas com formas e tamanhos definidos), ndo apresentam diferencas de fases
aparentes do restante da area analisada. A imagem apresentada de topografia (D) e
nas respectivas imagens de erro (E) e fase (F) revelam que ha uma regidao com um
buraco aparente, embora seja muito superficial (35 nm, area demarcada em D e
evidenciada pelo grafico de profundidade em D1), ja pode ser entendido como um

inicio de degradacéo.
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Figura 35: Imagens obtidas por microscopia de forca atbmica de amido isolado de banana Nanicdo Controlel tratado com
tampédo com 6 dias pds-colheita. Imagens de topografia (A) e (D) e as respectivas imagens de erro (B) e (E), e fase (C) e (F).
Os gréficos de linha apresentados em (C1) e (D1) revelam diferencas de fase e detalhes de profundidade nas areas
demarcadas em (C) e (D), respectivamente.
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Amostras de amido tratadas com a-amilase

As Figuras 36 e 37 exibem micrografias de granulos de amido extraidos de
bananas recém colhidas (3 dpc e 6 dpc, respectivamente) tratados com a-amilase em
tampdo por 48 horas. Em ambas as amostras é possivel visualizar uma extensiva
degradacgéo de praticamente todos os granulos. A degradacao é caracteristica da a-
amilase, que degrada preferencialmente regides amorfas do granulo (SHAIK, et al.,
2014), onde predomina a amilose, com exposi¢do dos anéis de crescimento e de
bloquetes. A imagem apresentada na Figura 37D mostra um acumulo de bloquetes
soltos na superficie de outros granulos. A entrada preferencial da enzima se da pelo
lado contrario ao do hilo, onde é provavel que predominem regides amorfas (Figura

36C e 37B) (LIN et al, 2006; MOORE et al, 2015).
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Figura 36: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc),
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima a-amilase
de porcina pancreatica (Sigma) por 48 horas e e visualizados por microscopia

eletrébnica de varredura (MEV). A — quadrado vermelho indica a regiao de
aumento da imagem B.
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Figura 37: Granulos de amido isolados de banana verde (6 dpc),
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima a-amilase
de porcina pancreatica (Sigma) por 48 horas e visualizados por microscopia
eletrébnica de varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1 indica a regiao de
aumento da imagem B, quadrado vermelho 2 indica a regido de aumento da

imagem C e quadrado vermelho 3 indica a regido de aumento da imagem D.
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J& as micrografias contidas nas Figuras 38 e 39, sdo de granulos de amido
isolados de banana verde (3 dpc), enquanto que as Figuras 40 e 41, sao de granulos
de amido isolados de banana verde (6 dpc), sendo todos esses amidos tratados com
a-amilase em tampao por 72 horas. Também aqui € bastante visivel a degradacéo
dos granulos, com a mudanca de tamanho, forma e com exposi¢céo das lamelas mais
cristalinas dos anéis de crescimento, tipicos da agdo da a-amilase, que age nas
regifes mais amorfas dos anéis de crescimento (GALLANT, BOUCHET E BALDWIN,
1997; MOORE et al, 2015). Também é visivel a exposi¢céo dos bloquetes (amilopectina
cristalina ou nanocristais), tanto advindos de granulos totalmente degradados (Figura
38 C, D e E), quanto do granulo ainda em degradacao (Figura 39F). Esse perfil de
degradacéao visto nas amostras da Figura 40 e 41 também foi visto por Moore et al,

2015, em granulos de amido de banana e trigo.
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Figura 38: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima a-
amilase de porcina pancreatica (Sigma) por 72 horas e visualizados em um
microscopio eletronico de varredura (MEV). A — indica a regido de aumento
da imagem B; B — o quadrado vermelho 1 indica a regido de aumento da
imagem C; C — quadrado vermelho 2 indica a regido de aumento da imagem

D; E — aumento da imagem D.
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Figura 39: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima a-amilase
porcina pancreatica (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). B — aumento da imagem A, quadrado vermelho
1 indica a regido de aumento da imagem C, quadrado vermelho 2 indica a regiao
de aumento da imagem E, quadrado vermelho 3 indica a regido de aumento da
imagem F e quadrado vermelho 4 indica a regido de aumento da D.
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Figura 40: Granulos de amido isolados de banana verde (6 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima a-amilase
porcina pancreatica (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1 indica a regido de
aumento da imagem B e quadrado vermelho 2 indica a regido de aumento da
imagem E; C aproximacdo da imagem B; D aproximac¢do da imagem C; E —
quadrado vermelho 3 indica a regidao de aumento da imagem G e quadrado
vermelho 4 indica a regido de aumento da imagem F.
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Figura 41: Granulos de amido isolados de banana verde (6
dpc) desproteinizados e submetidos a tratamento com
tampéao e enzima a-amilase de porcina pancreatica (Sigma)
por 72 horas e visualizados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1 indica a regido de
aumento da imagem B e quadrado vermelho 2 indica a regiéo
de aumento da imagem H; B — quadrado vermelho 3 indica a
regido de aumento da imagem C, quadrado vermelho 4 indica
a regido de aumento da imagem D, quadrado vermelho 5
indica a regido de aumento da imagem F; E — aproximacao
da imagem D; G — aproximacado da imagem F.
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Quando visualizados por microscopia de forca atdbmica, os granulos de amido
também revelam extensa degradacdo em toda a superficie dos granulos. A Figura 42A
apresenta a imagem de erro contendo trés diferentes granulos na mesma area
analisada. Em maior resolucdo, outras duas diferentes areas foram analisadas e
confirmaram alguns detalhes observados por MEV. A &rea analisada apresentada na
imagem de topografia (Figura 42B) revela uma diferenca de altura em torno de 200
nm (area analisada no sentido da seta) e confirmada pelo gréafico de profundidade
apresentado na Figura 42 B1l. As demais imagens (Figura 42E-42G) revelam a
presenca de bloquetes de diferentes tamanhos e diferencas de contraste de fase
observada por toda a superficie. Infelizmente, por limitacdes técnicas, néo foi possivel
encontrar granulos com exposicdo dos anéis de crescimento nestas amostras, como
observado nas imagens obtidas por MEV.

A analise do tampéao de incubacéo por cromatografia liquida de alta resolucao
acoplado a detector amperométrico (CLAE-DAD), nao foi conclusiva, de modo que

nao apresentamos aqui os resultados obtidos.
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Figura 42: Imagens obtidas por microscopia de forca atdmica de amido isolado de banana Nanicdo com 6 dias pds-colheita,
tratados com a-amilase de porcine pancreatica. (A) Imagem de erro de uma area contendo 3 granulos de amido diferentes. As
imagens de topografia (B) e (E) e as respectivas imagens de erro (C) e (F), e fase (D) e (G) foram obtidas em maior resolucao
e revelam detalhes da estrutura do granulo hidrolisado. O grafico de linha apresentado em (B1) destaca a diferenca de altura da
area analisada em (B).
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Amostras de amido tratadas com B-amilase

As Figuras 43 a 48 mostram micrografias de granulos de amido isolados de
bananas com 3 e 6 dpc, desproteinizados, tratados com B-amilase e incubados em
tampdo por 72 horas. Na amostra 3 dpc, a superficie dos granulos parece intacta
guando comparada a superficie dos granulos tratados com a-amilase (Figura 43). Em
maiores aumentos, alguns detalhes apresentados nas imagens das Figuras 43C-43E
puderam ser observados, revelando a presenca de restos do que parecem ser cadeias

amorfas, incluindo bloquetes.
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Figura 43: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima B-amilase
de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). B — aproximacdo da imagem A, quadrado vermelho
indica o aumento da imagem C; D — aproximacdo da imagem C; E —
aproximacédo da imagem D.
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As micrografias mostradas na Figura 44A-44B (3 dpc) contém granulos intactos
que também aparentam ter residuos de degradacdo de outros granulos de amido
aderidos a superficie. As imagens mostradas em C e D mostram buracos de
degradacédo semelhantes aos do controle e, aparente degradacéao superficial ainda

nao vista nas amostras anteriores.
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Figura 44: Granulos de amido isolados de banana verde (3 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima B-amilase
de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1 indica a regido de aumento da
imagem B; C — quadrado vermelho 2 indica a regido de aumento da imagem D.
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As imagens contidas na Figura 45 (6 dpc) mostram degradacao superficial do
granulo e a Figura 46 (6 dpc) contém micrografias com granulos com degradacéo
superficial sem exposicdo dos anéis de crescimento, mas com muito residuo do que
pode ser restos de degradacédo de outros granulos. Estes residuos tem o formato de
“cordas”, o que seria compativel com material amorfo e ndo tem sinais de bloquetes
soltos. A [B-amilase deve, preferencialmente, degradar a amilopectina, ou o0s
bloquetes, previamente fosforilada pelas enzimas GWD e PWD, tendo como
consequéncia a degradacao de regides mais cristalinas do granulo, “sobrando” as

regides mais amorfas, como parece ter acontecido.
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Figura 45: Granulos de amido isolados de banana verde (6 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampéao e enzima B-amilase
de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por microscopia eletronica
de varredura (MEV). A — quadrado vermelho indica a regido de aumento da

imagem B; C — aproximacado da imagem B; D — aproximacado da imagem C.
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Figura 46: Granulos de amido isolados de banana verde
(6 dpc) desproteinizados e submetidos a tratamento com
tampéao e enzima B-amilase de batata doce (Sigma) por
72 horas e visualizados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A — quadrado vermelho indica a regiéo
de aumento da imagem B; C — aproximacgdo da imagem
B; D — quadrado vermelho 2 indica a regido de aumento
da imagem E; F — aproximacdo da imagem E; G —
aproximacédo da imagem F.
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A Figura 47 mostra que a degradacao parece acontecer camada por camada,
nao expondo os anéis de crescimento, como ocorre no caso da a-amilase.
Também nestas amostras nao foi possivel detectar maltose como produto da

hidrolise da B-amilase, quando o sobrenadante da reacédo foi analisado por CLAE-

DAD.

N ! APy A

Figura 47: Granulos de amido isolados de banana verde (6 dpc)
desproteinizados e submetidos a tratamento com tampao e enzima -
amilase de batata doce (Sigma) por 72 horas e visualizados por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A — quadrado vermelho 1
indica a regido de aumento da imagem B, quadrado vermelho 2 indica a
regido de aumento da imagem C; D — aproximac¢ao da imagem B.
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Os mesmos granulos isolados de bananas com 6 dias pés colheita foram
analisados por MFA (Figura 48). As imagens de erro apresentadas em A, C e E
mostram a superficie de um granulo de amido aparentemente lisa e sem sinais de
degradacgédo. As respectivas imagens de contraste de fase (B, D e F) e seus
respectivos gréficos de forca da area demarcada (seta branca), mostram haver
diferencas de fase compativeis com os encontrados nas imagens das amostras
Controle (Figura 35). Ou seja, regidbes mais claras, ou mais amorfas e regides sem
contraste, ou ainda com contraste de fase compativel com a degradacao de regides
muito pequenas da superficie do granulo. A imagem apresentada de contraste de fase
na Figura 48F e o respectivo grafico de forca na Figura 48 F1 revelam estruturas
“alargadas” dos bloquetes ou jungéo de varios bloquetes com fraco contraste de fase
em relacdo ao resto do granulo. Essa regido parece ser composta por um material
mais amorfo. O tamanho médio dos bloquetes medidos na Figura 48E varia de 138 a

250 nm.
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Figura 48: Imagens obtidas por microscopia de for¢ca atdmica de amido
isolado de banana Nanicao com 6 dias pds-colheita, tratados com B-amilase
de batata doce (Sigma). Imagens de erro (A), (C) e (E) e as respectivas
imagens de contraste de fase (B), (D) e (F) revelam detalhes da estrutura
do granulo hidrolisado. O grafico de linha apresentado em (B, D1 e F1)
revelam diferencas de fase das areas analisadas em (B), (D) e (F),
respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Os granulos de amido ja estédo fosforilados nas posi¢cdes C3 e C6 quando a
banana é colhida. O grau de fosforilacdo do amido e a proteina relativa a GWD
diminuem com o grau de degradacao do amido, confirmando que esta fosforilagéo
ocorre somente nos passos iniciais da degradagéo.

A B-amilase parece ter como substrato preferencial, regides mais cristalinas
dos granulos de amido da banana, com a predominancia da amilopectina na forma de
nanocristais.

A proteina relativa a enzima (B-amilase) permanece associada aos granulos
até estagios finais da degradacdo do amido, confirmando sua importancia no
processo.

Granulos de amido de banana isolados de bananas em inicio de
amadurecimento (6 dpc) parecem ser mais susceptiveis a acao da -amilase que de
banana recém colhidos (3 dpc), o que seria coerente com a correlacdo entre a acao
da enzima e etileno, ja encontrada antes.

A a-amilase tem como substrato preferencial regibes amorfas dos granulos,
com predominancia da amilose, dos granulos de amido, tanto de bananas recém
colhidas (3dpc) quanto na fase de inicio de degradacéo (6 dpc). A proteina relativa a
enzima diminui com o grau de degradacéo do amido, decorrente do amadurecimento
da banana.

O conjunto de resultados encontrados permite concluir que ambas as vias de

degradacéao do amido atuam na degradacéo da banana
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