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Figura 5: Esquema da reacao de hidrdlise de uma ligacdo glicosidica catalisada por uma
B-glicosidases (Baseado em Kempton & Withers, 1992). Na SfBgli50 o residuo Eig;

atua como doador de prétons e o Esg9 como nucledfilo.
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Figura 7: Eletroferograma da reacao de sequenciamento do plasmideo pT7-7 que

codifica a SfBgli50 mutante Ys6A. A caixa vermelha indica os nucleotideos mutados.
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Figura 8: Analise em SDS — PAGE da expressao da Sfgli5S0 mutante (Y4s6A) com o
plasmideo pT7-7 em células BL21 DE3. A banda marcada pelo quadrado indica a
proteina mutante induzida. A indugdo da expressdo foi feita com IPTG 1,0 mM por 4
horas a 25°C. Temos nas seguintes raias: 01 - padrdo de peso molecular; 02 — bactérias
induzidas; 03 — bactérias ndo induzidas. O gel continha poliacrilamida (10%) e foi

corado com comassie blue R-250. Foram aplicados 20puL de amostra em cada raia.
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Figura 9 — Cromatografia hidrofébica em coluna Phenyl Hi Prep do lisado de bactérias
BL21 DE3 induzidas a produzirem SfBgli50 recombinante. Grafico (A) - bactéria
transformada com pT7-7 codificando o mutante YsscA; Grafico (B) - bactérias
transformadas com pT7-7 codificando a SfBgli50 selvagem. A atividade -glicosidasica
foi detectada utilizando NPBglc 4,0 mM em tampao citrato-fosfato 100 mM pH 6,0.
Nenhuma atividade atividade B-glicosidasica intrinseca da bactéria foi detectada nestas

condi¢cdes de ensaio. A linha rosa representa a gradiente de tampao B (fosfato de sodio

50 mM pH 7,0 contendo (NH4),SO4 1,7 M).
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Figura 21: Energia de ligagdo de residuos de glicose ou radicais alquil (butil) nos
subsitios que interagem com o aglicone do substrato. As colunas em verde
correspondem a energia de ligagdo de glicose na SfBgli50 selvagem, enquanto que as
colunas em verde hachuradas representam a energia de ligacdo de uma glicose no
mutante Y4s6A. As colunas em azul correspondem a energia de ligagdo de um grupo
alquil na SfBgli50 selvagem, enquanto que as colunas em azul hachuradas indicam a

energia de ligagdo de um grupo alquil no mutante Y4seA.
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Figura 24: Anélise em SDS — PAGE das expressdao das B-glicosidases (S{Bgli50)
mutantes com o plasmideo pT7-7 em células BL21 DE3. As bandas marcadas pelos
quadrados indicam as proteinas mutantes induzidas. A indugdo da expressdo foi feita
com IPTG 1.0 mM por 4.0 horas a 25°C. Temos nas seguintes raias: padrdo de peso
molecular; 01 — N339A ndo induzido; 02 — N39A induzido; 03 — N329D ndo induzido; 04
— N39D induzido; 05 — N320Q ndo induzido; 06 — N39Q induzido. O gel era 10% em
poliacrilamida e foi corado com comassie blue R-250. Foram aplicados 20uL de

amostra em cada raia.
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Figura 25 — Cromatografia hidrofébica em coluna Phenyl Hi Trap do lisado de bactérias
BL21 DE3. (A) - lisado das bactéria transformada com pT7-7 codificando o mutante
Nis2A; (B) - lisados das bactérias transformadas com pT7-7 codificando o mutante
NsD; (C) - lisado das bactérias transformadas com pT7-7 codificando o mutante
N320Q; (D) - lisado das bactérias transformadas com apenas o pT7-7; (E) - lisado das
bactérias transformadas com pT7-7 codificando a SfBgli50 selvagem. A atividade [3-
glicosidésica foi detectada utilizando MUBGIc 4,0 mM em tampao fosfato 100 mM pH
8,0. O quadrado rosa indica a porcentagem de tampao B necessaria para eluicdo da

atividade B-glicosidasica.



A pH6.0 ApH8.0
s 20,00 80 2 10,00 . 75
2 £
£ 1500 60 @ E 800 o
2 ' 4 e 2 50 o
g < g 600 g
g é’ 10,00 40 E g g 400 ® E
2 'S = = . ‘ 25 8
g 500 20 % % 200 K3
2 2
E 0,00 0 i} 0,00 0
20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Fragéo Fragdo
B pH 6.0 B pH8.0
o 200 s © 10,00
2 1000 ¢ 2
E } Q . £ 800 ©
g oo %0 g ;‘ 6,00 g
§@ 600 * ‘ £ £% 400 g
3 4,00 L ) 25 2 S ' =
L] 4 £ X
o L J 3 2,00 B
2 2,00 £
Y 000 0 g 000
20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Fragao Fragédo
CpH6.0 CpH8.0
Pl 20,00 75 E 12 75
£ E 1 1 .
= 15,00 1) o
g 50 g s _ 8 * 50 g
§7% 1000 s 3 Z 6 oo :
s < 25 S S 4 25 &
3 5,00 ’ s 2 2 R
E E o 0
fom 0 * 0 20 40 60 80 100
20 40 60 80 100
Frag&o Fracao

Figura 26 — Cromatografia hidrofobica em coluna Phenyl Hi Prep do lisado de bactérias
BL21 DE3. (A) - bactéria transformada com pT7-7 codificando o mutante N3A; (B) -
bactérias transformadas com pT7-7 codificando o mutante NisD; (C) - bactérias
transformadas com apenas o pT7-7. A atividade B-glicosidasica foi detectada utilizando

MUBGIc 4,0 mM em tampao fosfato 100 mM pH 8,0 e em tampao citrato fosfato 100

mM pH 6,0. O quadrado rosa indica a posic¢ao de eluicao da atividade B-glicosidasica.
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Figura 27: Inativagdo térmica das (-glicosidases mutantes, selvagem e bacteriana. A
SfBgliS0 mutante N3D ¢ representada pela reta azul, a mutante N39Q pela reta
vermelha, a SfPgli50 enzima selvagem ¢é indicada pela reta rosa, e a B-glicosidase
bacteriana pela reta preta. A inativagao térmica foi realizada na temperatura de 60°C e a
atividade remanescente foi detectada com MUPglc 4 mM em tampao fosfato 100 mM
pH 8,0. O material contendo as enzimas corresponde ao conjunto de fragdes com

atividade B-glicosidasica eluida na coluna Phenyl Hi Prep (Figura 26).
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Figura 28: Analise por eletroforese em gel de agarose (1%) dos fragmentos de DNA que
codificam as SfBgli50 mutantes N3z9A, N3zD e Nj3»9Q, amplificados em um PCR.
Foram utilizados os “primers” AMINO e CARBOXI e como molde os plasmideos pT7-
7 codificando as SfBgli50 mutantes NispA, N3D e N3»Q. Posteriormente estes
produtos foram purificados e ligados no plasmideo pCal-n-Flag. O gel foi tratado com

brometo de etideo e as bandas de DNA visualizadas com luz ultravioleta.
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Figura 29: Andlise em SDS-PAGE da expressio das [-glicosidases (SfBgli50)
recombinantes selvagem e mutantes com o plasmideo pCal-n-Flag em células BL21
DE3. A indugao da expressao foi feita com IPTG 1,0 mM por 4.0 horas a 25°C. Temos
nas seguintes raias: Padrdo de peso molecular; 01 — ndo induzido; 02 — selvagem
induzido; 03 — N320A ndo induzido; 04 — N3x9A induzido; 05 — N3x9D nao induzido; 06 —
N329D induzido; 07 — N3290Q ndo induzido; 08 — N329Q induzido. O gel era 10% em
poliacrilamida e foi corado com comassie blue R-250. Foram aplicados 20uL de

amostra em cada raia.
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Figura 30: Analise em SDS- PAGE das fracdes da cromatografia de afinidade para
purificagdo da SfBgli50 recombinante mutante (N3x9D). Esta enzima mutante foi
expressa com o peptideo de fusdo CBP utilizando o vetor pCal-n-Flag e foi purificada
através de uma cromatografia de afinidade em coluna de Calmodulina-agarose. A
proteina recombinante mutante estd identificada pelo quadrado. O gel era 10% em

poliacrilamida e foi corado com nitrato de prata.
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Figura 31: Andlise em SDS- PAGE das fracdes da cromatografia de afinidade para
purificagdo da SfBgli50 recombinante mutante (NszA). Esta enzima mutante foi
expressa com o peptideo de fusdo CBP utilizando o vetor pCal-n-Flag e foi purificada
através de uma cromatografia de afinidade em coluna de Calmodulina-agarose. A
proteina recombinante mutante esta identificada pelo quadrado. O gel era 10% em

poliacrilamida e foi corado com nitrato de prata.



45 kDa

31 kDa

Figura 32: Analise em SDS- PAGE das fragdes da cromatografia para purificacao da
SfBgli50 recombinante mutante (N329Q). Esta enzima foi expressa com o peptideo de
fusdo CBP utilizando o vetor pCal-n-Flag e foi purificada através de uma cromatografia
de afinidade em coluna de calmodulina-agarose. A proteina recombinante mutante esta
identificada pelo quadrado. O gel era 10% em poliacrilamida e foi corado com nitrato

de prata.
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Figura 33 — Cromatografia de afinidade em coluna de calmodulina — agarose utilizando
o lisado de bactérias BL21 DE3 transformadas com pCal-n-Flag codificando a S{Bgli50
selvagem. A atividade B-glicosidasica foi detectada utilizando NPBglc 4,0mM em
tampao citrato-fosfato 100 mM pH 6,0, onde o produto da hidrélise (p-nitrofenolato) foi
detectado por espectrofotometria a 420 nm. A seta indica o inicio da eluicdo das

proteinas ligadas especificamente a coluna utilizando o tampao contendo EDTA (ver

Procedimentos Experimentais).
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Figura 34: Analise em SDS- PAGE das fracdes da cromatografia para purificacdo da
SfBgli50 recombiante selvagem. Esta enzima mutante foi expressa com o peptideo de
fusdao CBP utilizando o vetor pCal-n-Flag e foi purificada através de uma cromatografia
de afinidade em coluna de calmodulina-agarose. A proteina recombinante selvagem esta
identificada pelo quadrado. O gel era 10% em poliacrilamida e foi corado com nitrato

de prata.






