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RESUMO 

 

A D-tagatose, um tipo de açúcar raro que apresenta 92% do poder de doçura quando 

comparada à sacarose, porém com 1/3 de seu valor energético, é obtida a partir da 

isomerização da D-galactose pela enzima L-arabinose isomerase EC 5.3.1.4. Esta enzima, de 

alto valor agregado, obtida a partir de Enterococcus faecium, teve sua estrutura tridimensional 

predita a partir de estudos cristalográficos e modelagem estrutural, possibilitando projetar-se 

uma enzima recombinante com a inserção de uma etiqueta de fusão, LSLt (lectina de 

Laetiporus sulphureus),  que permite que a enzima seja purificada de modo eficaz, simples e 

barato em uma única etapa de afinidade, tendo agarose como suporte e lactose como eluente. 

Uma sequência de reconhecimento da endoprotease TEV (Tobacco Etch Virus), também foi 

inserida, permitindo clivar a etiqueta de fusão após um processo de purificação. O sucesso na 

construção resultou em uma enzima ativa e de fácil purificação, já que o suporte não exige 

nenhum tipo de ativação. Na caracterização da enzima, alcançou-se 50°C e 5,5 como 

temperatura e pH ideais, respectivamente. Os estudos também mostraram que a presença do 

íon Mn
2+

 afetou positivamente na atividade catalítica da LSLt-LAI. Quanto á imobilização, 

que ocorreu após 15 minutos, obteve-se um rendimento de 95%, com atividade recuperada em 

torno de 88%.  O estudo da bioconversão de D-galactose em D-tagatose mostrou resultados 

promissores, 28%, alta taxa de conversão quando comparada a estudos já realizados com a 

enzima obtida de Enterococcus faecium em sua forma nativa ou recombinante. 

 

Palavras-chave: L-arabinose isomerase, LSLt, lectina, cristalização, imobilização 

direcionada.\\\\\ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

D-tagatose, a type of rare sugar that has 92% sweetness when compared to sucrose, but with 

1/3 of its energy value, is obtained from the isomerization of D-galactose by the enzyme L-

arabinose isomerase EC 5.3.1.4. This high value-added enzyme obtained from Enterococcus 

faecium had its three-dimensional structure predicted from crystallographic studies and 

structural modeling, making it possible to design a recombinant enzyme with the insertion of 

a fusion label, LSLt (lectin Laetiporus sulphureus), which allows the enzyme to be efficiently, 

simply and inexpensively purified in a single affinity step, having carrier agarose and lactose 

as eluent. A TEV endoprotease recognition sequence (Tobacco Etch Virus) was also inserted, 

allowing cleavage of the fusion label following a purification process. The success in the 

construction resulted in an active enzyme and of easy purification, since the support does not 

require any type of activation. In the characterization of the enzyme, 50 ° C and 5.5 were 

obtained as the ideal temperature and pH, respectively. The studies also showed that the 

presence of the Mn2 + ion positively affects the catalytic activity of LSLt-LAI. As for 

immobilization, which occurred after 15 minutes, a yield of 95% was obtained, with activity 

recovered around 88%. The study of D-galactose bioconversion in D-tagatose showed 

promising results, 28%, high conversion rate when compared to studies already performed 

with the enzyme obtained from Enterococcus faecium in its native or recombinant form. 

 

Keywords: L-arabinose isomerase, LSLt, lectin, crystallization, directed immobilization. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Atualmente, reações enzimáticas têm sido amplamente estudadas como poderosas 

ferramentas na síntese de açúcares raros, que provaram ter potenciais benefícios médicos e 

importantes funções fisiológicas, uma vez que são clinicamente seguros e eficientes no uso 

como edulcorantes de baixa caloria (OH, 2007; LEVIN, 2002). E um desses açúcares é a D-

tagatose, que é obtida a partir da isomerização da D-galactose pela L-arabinose isomerase   

EC 5.3.1.4, enzima que teve sua estrutura tridimensional modelada no presente estudo. No 

entanto, os açúcares raros são comercialmente caros devido sua natureza biossegura e seu alto 

custo de produção devido sua baixa produtividade, com isso a aproximação experimental que 

permite superar essa barreira é a clonagem e a expressão de enzimas recombinantes visando o 

aumento na produção e possibilitando que a purificação e imobilização ocorram em uma 

única etapa através da inserção de etiquetas de fusão (OH, 2007; LEVIN, 2002; ÁVALOS, 

2014; KIM, 2004). 

Alinhando todas essas informações, projetou-se a LSLt-LAI, um método inédito de 

expressão e purificação da enzima L-arabinose isomerase associada a LSLt, uma etiqueta de 

afinidade e solubilidade, que apresenta em sua estrutura um braço espaçador que confere 

mobilidade à enzima imobilizada, um sítio de reconhecimento da endopretoase TEV que 

permite clivar a etiqueta de fusão após a etapa de purificação, quando desejável, e a lectina de 

Laetiporus sulphureus (LSL150) que confere as propriedades de afinidade e solubilidade 

(ÁVALOS, 2014). Esta etiqueta permite produzir a proteína com alto rendimento e purificá-la 

mediante um protocolo eficaz, simples e de baixo custo. O protocolo é baseado na capacidade 

do peptídeo se unir a açúcares derivados de agarose e exige como única etapa a cromatografia 

de afinidade que emprega agarose como suporte e lactose como eluente possibilitando a 

dessorção rápida e fácil sem comprometer a atividade da enzima (ÂNGULO et al., 2011). 

Com isso, no presente estudo relata-se uma nova abordagem enzimática para a 

produção da D-tagatose, a partir de clonagem, overexpression e inserção de uma etiqueta de 

fusão que favorece a purificação e imobilização da enzima L-AI de Enterococcus faecium 

DBFIQ E36. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 L-arabinose isomerase 

 

 

A L-Arabinose isomerase EC 5.3.1.4(L-AI), uma enzima chave na via de fosfato 

pentose microbiana, é considerada um importante catalisador biológico na produção de 

açúcares raros. Esta enzima isomeriza L-arabinose em L-ribulose, bem como D-galactose em 

D-tagatose, monossacarídeos que apresentam excelentes valores comerciais nas indústrias 

alimentar e farmacêutica (GRANSTROM et al., 2004), conforme mostrado na Figura 2.1. 

 

Figura 2.1 – Ilustração da isomerização de D-galactose em D-tagatose (in vitro) e da 

isomerização de L-arabinose em L-ribulose (in vivo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Kim, 2004. 

 

Até o ano de 2014, mais de 40 origens de L-AI foram identificadas e caracterizadas. 

As propriedades enzimáticas dessas enzimas diferenciam significativamente em cinco 

aspectos, incluindo (1) atividade enzimática, (2) parâmetros cinéticos, (3) temperatura e 

termoestabilidade ótimas, (4) pH ideal e estabilidade do pH, e (5) requisitos de íons metálicos  

(XU et al., 2014). 
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No que diz respeito à temperatura, as L-arabinose isomerases já estudadas 

apresentaram diferentes valores de temperatura ideal variando de 15 a 95°C. O 

microrganismo Shewanella sp. ANA-3 produziu uma L-AI que apresenta temperatura ideal 

variando de 15-35°C (RHIMI et al., 2011a), L-AI de Lactobacillus sakei (RHIMI et al., 2010) 

e de Lactobacillus gayonii (NAKAMATU e YAMANAKA, 1969) apresentaram temperatura 

ideal no intervalo de 30–40°C, L-AI de Mycobacterium smegmatis a 45°C (IZUMORI et al., 

1978) e de E. coli a 30°C (YOON et al., 2003). L-AIs produzidas a partir de microrganismos 

termófilos e hipertermófilos demonstraram melhor atividade catalítica quando submetidas a 

temperaturas superiores a 60°C, L-AI de T. mathranii (LEE et al., 2005a) e de A. 

acidocaldarius (LI et al., 2011) apresentaram temperatura ideal de 65°C, L-AI de T. 

saccharolyticum NTOU1 (JORGENSEN et al., 2004), de G. stearothermophilus T6 (LEE et 

al., 2005b) e de G. thermodenitrificans (KIM e OH, 2005) obtiveram como temperatura ideal 

70°C, outros atingiram temperatura ideal de 90°C – T. maritima (LEE et al., 2004) e 95°C – 

A. flavithermus (LI et al., 2011). No entanto, catálise a temperaturas superiores a 70°C causa 

reação de caramelização e formação de subprodutos (KIM, 2004). 

Quanto à estabilidade da L-AI, leva-se em consideração os íons metálicos. As 

enzimas que apresentam característica termofílica requerem íon Mn
2+

 ou Co
2+

 para manter sua 

termoestabilidade, enquanto as hipertermófilas são dependentes de Co
2+

. No entanto, Co
2+ 

tem 

seu uso inibido na indústria de alimentos devido sua toxicidade (LEE et al., 2004; XU et al., 

2014; KIM e OH, 2005; JORGENSEN et al., 2004; LEE et al., 2005a; LEE et al., 2004, 

SOUSA et al., 2017; TORRES et al., 2014). 

A maioria das L-AIs relatadas são ativas em condições neutras ou alcalinas e não são 

estáveis em condições ácidas (XU et al., 2014). L-arabinose isomerase produzidas a partir de 

Bacillus possuem uma estreita faixa de pH ideal, 7,0 a 8,5 (LEE et al., 2005a; RHIMI e 

BEJAR, 2006; PRABHU et al., 2008; KIM et al., 2002; KIM e OH, 2005; KIM et al., 2010). 

Já em estudos realizados por CHOUAYEKH et al. (2007), RHIMI et al. (2010) e XU et al. 

(2011), as enzimas apresentaram pH ideal mais baixos, variando de 5,0 a 7,5, todos 

caracterizaram L-arabinose isomerases oriundas das bactérias do ácido lático. Em 

contrapartida, a L-arabinose isomerase obtida a partir de Anoxybacillus flavithermus, atua em 

condições altamente alcalinas apresentando uma faixa de pH ideal de 9,5 a 10,5 (LI et al., 

2011). 



20 

 

Imobilização Direcionada e Reversível da L-arabinose isomerase de Enterococcus 

faecium DBFIQ E36 em Agarose através do Domínio Lectina β-trebol (LSLt) 
 

Com a identificação de novas variedades de L-arabinose isomerases, as técnicas de 

engenharia proteica envolvendo design reacional através de melhoramento genético, 

aprimoraram efetivamente suas propriedades catalíticas através da inserção de etiquetas de 

fusão e da clonagem e expressão em células de Escherichia coli. Assuntos que serão 

discutidos nos tópicos 2.3 e 2.4 deste mesmo capítulo.  

 

 

2.2 D-tagatose: um edulcorante promissor 

 

 

A D-tagatose é um monossacarídeo raro presente na natureza com características 

prebióticas, classificado como uma substância segura (GRAS - Generally Recognized As 

Safe) reconhecida pela US Food and Drug Administration (FDA), sua estrutura está 

demonstrada na Figura 2.1. Como edulcorante de baixa caloria e substituto da sacarose, a D-

tagatose tem sido aplicada na indústria de alimentos, na formulação de suco de frutas, bebidas 

e goma (GUO, et al., 2018). Além disso, a D-tagatose é considerada um potencial fármaco 

antidiabético para tratar a diabetes tipo II e um prebiótico para ajudar a aumentar as bactérias 

benéficas no cólon, reduzir o colesterol e prevenir o câncer de cólon, além de apresentar fraca 

absorção e metabolização pelo organismo humano (RHIMI, et al., 2011b; SALONEN et al., 

2013). D-Tagatose deverá criar um novo mercado devido suas propriedades únicas e sua 

capacidade de competir com os mercados de polialcoáis que substituem o açúcar 

(JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017). 

A D-tagatose pode ser sintetizada por dois diferentes métodos, os químicos ou os 

enzimáticos, ambos utilizam a D-galactose como substrato. E a D-galactose pode ser obtida a 

partir da hidrólise de lactose ou de materiais contendo lactose, como o soro de leite ou o 

permeado do soro de leite, que são subprodutos abundantes e baratos na indústria de laticínios 

(WANARSKA e  KUR, 2012). No método químico, a produção de D-tagatose pode ser 

conseguida através da isomerização de D-galactose na presença de cloreto de cálcio sob a 

condição básica ou ácida. No entanto, devido à complexidade na purificação, o alto 

rendimento dos subprodutos e o alto custo do tratamento de resíduos limita a aplicação do 

método químico (GUO, et al., 2018). Em contraste, o método enzimático atrai muitos 
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interesses de pesquisa, onde neste, a D-tagatose pode ser produzida a partir de D-galactose in 

vitro sob a catálise chave de L-arabinose isomerase (L-AI, EC 5.3.1.4). 

Foi relatado que uma temperatura relativamente alta (60°C – 70°C) e uma condição 

fraca-ácida (pH 5,0 – 6,5) são desejáveis para melhorar a produção de D-tagatose e suprimir a 

reação de coloração e a formação de subprodutos (LIU et al., 2014; XU et al., 2011; XU et 

al., 2012). Considerando esses parâmetros, muitos microrganismos foram relatados como 

fontes de L-arabinose isomerase. Algumas delas são bactérias termófilas 

(JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017; XU et al., 2014), mas a segurança alimentar dessas 

bactérias e do gene derivado foi questionada (MEN et al., 2014), logo o uso de 

microrganismos mesófilos para a produção da enzima vem crescendo bastante nos últimos 

anos e alguns deles são bactérias láticas, possuem qualidade alimentar 

(JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017; STAUDIGL et al., 2014; XU et al., 2014), e são 

excelentes candidatas para a produção de D-tagatose. Dentre uma grande variedade de 

microrganismo destaca-se o Enterococcus faecium DBFIQ E36, cepa isolada por TORRES et 

al. (2014) a partir do leite de vaca cru. No entanto, a taxa de conversão e a produção de D-

tagatose a partir de D-galactose não são suficientemente elevadas para uso comercial (CHOI 

et al., 2016), problemas esses que podem solucionados com o uso de microrganismos 

recombinantes e métodos de purificação/imobilização eficientes.  

 

 

2.3 Clonagem e expressão de proteínas recombinantes  

 

 

A produção de proteínas constitui uma das mais importantes aplicações da 

engenharia genética. O aparecimento da biologia molecular, nos anos 70, tornou possível a 

produção de proteínas heterólogas em diferentes células hospedeiras representando uma 

alternativa à extração da proteína original (LIMA, 2013). A extração clássica permite 

normalmente concentrações muito baixas tornando-a muito dispendiosa e, muitas vezes, 

impossível de implementar, além de apresentar o problema associado a pureza da proteína 

obtida (TEIXEIRA e FONSECA, 2007).   

Na era pós-geômica são grandes as expectativas das reais potencialidades da 

expressão e purificação de proteínas recombinantes no diagnóstico e tratamento de doenças 
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genéticas, na área da saúde, bem como na agricultura, no ambiente e na indústria 

biotecnológica e de alimentos (AZEVEDO, 2005).  

No entanto, a expressão de proteínas recombinantes necessita de um planejamento 

correto que vise a produção destas na conformação correta permitindo o estado solúvel e 

ativo. Para isso são necessários elementos essenciais: identificação e localização do gene de 

interesse, inserção do gene alvo num vector adequado, introdução do vector no hospedeiro 

designado, seleção de células de transformação e multiplicação/expressão do gene escolhido 

no hospedeiro (FRANCIS e PAGE, 2010). Sequência de eventos para a expressão de uma 

proteína recombinante está ilustrada na Figura 2.2. 

 

Figura 2.2 – Esquema representativo das etapas de síntese de uma proteína recombinante. 

  

 

 

 

 

 

Fonte: Adapatada de LIMA, 2003. 

 

 

2.3.1 Escherichia coli: o sistema hospedeiro por eleição  

 

 

A Escherichia coli é um hospedeiro dominante na produção de proteínas 

recombinantes devido à sua produção protetora vantajosa, rápida, barata e de alto rendimento, 

juntamente com sua genética bem caracterizada e variedade de ferramentas moleculares 

disponíveis (DEMAIN e VAISHNAV, 2009; COSTA et al., 2014). 

O tamanho da proteína e os limites do domínio são outros fatores que influenciam na 

síntese proteica. Estudos mostram que existe uma grande probabilidade da expressão neste 

sistema diminuir com o aumento do peso molecular das proteínas, especialmente para 

proteínas maiores que 60 kDa (CANAVES et al., 2004). Assim, quando se utiliza a E. coli 

como hospedeiro é, tipicamente, vantajoso expressar domínios individuais da proteína em vez 

Escolha do gene de 

interesse Síntese do vetor de 

expressão 

Transformação 

em E. coli Expressão da 

proteína de interesse 
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de expressar proteínas com o seu comprimento total, sempre que tal seja possível. Os resíduos 

de início e do fim do domínio alvo podem também afetar o rendimento e a solubilidade da 

expressão proteica (FRANCIS e PAGE, 2010). 

Uma vez determinada a proteína de interesse e a correspondente construção, deve ser 

subclonada num vector que contenha todos os elementos necessários à transcrição e tradução 

do gene alvo. Os plasmídeos, pela sua maleabilidade, são os vectores de expressão por 

excelência que permitem clonar genes ou fragmentos de DNA específicos (VIDEIRA, 2001). 

E o sistema pET tem sido reconhecido como um dos plasmídeos mais poderosos 

desenvolvidos para a clonagem e expressão de proteínas recombinantes em E. coli. Os genes 

de interesse são clonados nos plasmídeos pET sob o controle de fortes sinais de transcrição e 

(opcionalmente) de tradução do bacteriófago T7. A expressão é induzida pelo fornecimento 

de uma fonte da RNA polimerase T7 na célula hospedeira. Esta polimerase é tão seletiva e 

ativa que, quando completamente induzida, a maior parte dos recursos das células são 

convertidos para a expressão do gene pretendido. Assim, após algumas horas de indução, a 

proteína desejada pode compreender mais do que 50 % do total das proteínas presentes nas 

células (LIMA, 2013). 

Outro elemento relevante que pode ser inserido no vetor são as fusion tags (etiquetas 

de fusão) elementos essenciais, pois são transcritos junto com o gene que codifica a proteína 

de interesse e permitem ajudar na expressão, aumentar a solubilidade e melhorar a 

produção/purificação da proteína alvo (FRANCIS e PAGE, 2010; YADAV et al., 2016).  

 

 

2.4 A importância do uso de fusion tags (etiquetas de fusão) 

 

 

As tags de fusão são proteínas ou moléculas peptídicas capazes de serem expressas 

em E. coli e são comumente usadas para facilitar a expressão da proteína alvo, conferir 

resistência à degradação proteolítica, maior solubilidade e facilitar a purificação (BUTT et al., 

2005; WALLS e LOUGHRAN, 2011).  

As etiquetas de fusão podem ser divididas em dois tipos, etiquetas de afinidade e 

etiquetas de solubilidade. As etiquetas de afinidade usadas para isolamento e purificação de 

proteínas incluem His6 – hexahistidina (HOCHULI e DOBELI 1987) e Strep-tag II 
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(SCHMIDT e SKERRA, 1994), GST – glutationa S-transferase (SMITH e JOHNSON, 1988), 

SPA – proteína estafilocócica A (KANNO et al., 2000). As tags de solubilidade para a 

produção de proteínas solúveis incluem MBP – proteína ligada à maltose (KAPUST e 

WAUGH, 1999), N-utilização da substância A (DE MARCO et al., 2004), TRX – tioredoxina 

A (LA VALLIE et al., 1993; YASUKAWA et al., 1995) e SUMO – pequeno modificador 

relacionado à ubiquitina (MALAKHOV et al., 2004; BUTT et al., 2005). Algumas tags de 

proteína, como GST e MBP, também podem funcionar como promotores de afinidade e 

solubilidade. Além disso, são utilizadas várias etiquetas de aumento de solubilidade 

juntamente com etiquetas de afinidade para aumentar a solubilidade e o rendimento da 

proteína, simplificando assim o processo de purificação (HAN et al., 2018). No entanto, 

nenhuma das etiquetas disponíveis atualmente são adequadas para a produção de proteínas em 

grande escala, uma vez que a maioria das matrizes de purificação comercialmente disponíveis 

são caras e sua reutilização é limitada (LI et al., 2016). 

Em 1994, KONSKA e colaboradores isolaram a lectina de Laetiporus sulphureus – 

LSL (Figura 2.3) a partir dos basidiocarpos do dito fungo, que foi isolada por cromatografia 

de afinidade em sepharose por TATENO e GOLDSTEIN (2003). A ligação específica de LSL 

a sepharose levou ao desenvolvimento de um novo método de purificação para proteínas de 

fusão marcadas com LSL, onde a purificação ocorre em um único passo para proteínas de 

fusão marcadas com LSL. A resina sepharose não reticulada e a solução de lactose são 

utilizadas como adsorvente e eluente específicos, respectivamente (LI et al., 2016). 

 

Figura 2.3 – Imagem do fungo basidiomiceto Laetiporus sulphureus. Esta espécie pode ser 

encontrada na América do Norte e na Europa. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ÁVALOS, 2014. 
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As etiquetas de fusão podem ser inseridas tanto na extremidade N-terminal como na 

C-terminal e esta localização é de suma importância, uma vez que pode ter um efeito 

profundo nos níveis de expressão da proteína no estado solúvel (LIMA, 2013). A fusão no N-

terminal é a mais comum, pois expressa, frequentemente, proteínas solúveis com mais sucesso 

que a fusão no C- terminal (FRANCIS e PAGE, 2010).  

A presença de etiquetas de fusão pode interferir potencialmente na atividade 

biológica da proteína expressa e, nestes casos, torna-se necessário clivar enzimaticamente o 

fusion tag após a purificação da proteína. Isto é conseguido através da utilização de uma 

protease que possui um sítio de clivagem específico (uma sequência de aproximadamente 7 

aminoácidos que são especificamente reconhecidos pela protease) entre a etiqueta de fusão e a 

proteína alvo (LIMA, 2013; FRANCIS e PAGE, 2010). Na Tabela 2.1 estão referenciadas 

diferentes proteases. 

 

Tabela 2.1 – Proteases usadas para a clivagem de etiquetas de fusão. 

PROTEASE DESCRIÇÃO SEQUÊNCIA DE CORTE
* 

TEV Protease da família das cisteínas, que se 

encontra no vírus Etch do tabaco 
ENLYFQ/X 

3C Forma recombinante da protease 3C 

proveniente do rinovírus humano do tipo 14 
EVLFQ/GP 

Xa O Fator Xa é uma protease de serina que 

converte protrombina em trombina 
I(E-N)GR/ 

Thr A Trombina é uma protease de serina que 

converte fibrinogénio em fibrina 
LVPR/GS 

Entk Subunidade catalítica da enteroquínase 

bovina 
DDDDK/ 

Fonte: LIMA, 2013. 

* O símbolo “/” indica o local de corte da protease e a sequência de corte é dada no código 

de aminoácido com uma única letra, onde X representa qualquer aminoácido. 

 

 

2.5 Estudo estrutural de proteínas 

 

 

O conhecimento do mecanismo de ação biológica das proteínas implica estudá-las 

funcional e estruturalmente. E a caracterização dos detalhes específicos das interações que 
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estabelecem com os correspondentes ligando, que em última instância são os que nos 

permitem tirar conclusões acerca de seu mecanismo de atuação na natureza, passa 

necessariamente pelo conhecimento de suas estruturas tridimensionais (WEIS e 

DRICKAMER, 1996). Técnicas como a cristalografia de raios X aportam informações 

valiosas tanto da especificidade das proteínas como das relações entre as diferentes famílias 

estruturais de proteínas (LORIS, 2002). 

 

 

2.5.1 Cristalografia de proteínas 

 

 

A Biologia estrutural possui três principais diferentes técnicas que permitem 

caracterizar estruturalmente as proteínas que são a cristalografia de raios X, a ressonância 

magnética nuclear e a microscopia eletrônica. No entanto, a cristalografia é a que apresenta 

mais êxito quando observamos a quantidade de estruturas depositadas atualmente no Protein 

Data Bank (PDB). 

Como vantagem sobre a técnica de RMN, a cristalografia permite resolver a estrutura 

de proteínas independente de sua massa molecular, e quando se compara com a microscopia 

eletrônica a vantagem de alcançar resoluções atômicas é apresentada. Entretanto, um dos 

principais problemas da cristalografia é obter cristais de proteína de alta qualidade (GÓMEZ-

MORENO e SANCHO, 2003; ÁVALOS, 2014). 

A resolução estrutural de proteínas mediante cristalografia de raios-x implica em 

uma série de fatos experimentais até a obtenção de um modelo estrutural final, que vão desde 

a purificação e cristalização, passando pelas etapas de difração, avaliação de dados, e 

finalmente chegando às etapas de construção, refinamento, validação e obtenção do modelo 

final. Análise do modelo, assim como a caracterização funcional da proteína, permite 

estabelecer a relação estrutura-função, o objetivo principal da biologia estrutural (ÁVALOS, 

2014). 
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2.5.1.1 Cristalização 

 

 

Como muitas outras moléculas, as proteínas podem formar cristais como resultado de 

sua ordenação regular no espaço mediante o estabelecimento de interações fracas não 

covalentes entre elas (McPHERSON, 2004). Atualmente, entende-se o processo de 

cristalização como uma transição da fase solúvel para a fase sólida cristalina. No entanto, não 

se pode predizer se uma proteína é cristalizável, muito menos as condições que a mesma 

cristalizará, caso seja possível a crisalização. O que se pode afirmar é que para a cristalização 

de uma proteína, seu grau de pureza deve ser acima de 95%, além de apresentar 

homogeneidade química e conformacional (ÁVALOS, 2014). 

Para se obter cristais são necessárias diferentes aproximações experimentais das 

dissoluções sobressaturadas de proteína na presença de um agente precipitante, a fim de 

conduzir a solução à região de nucleação, onde ocorre a formação de núcleos cristalinos que 

servem como ponto de partida para o posterior crescimento dos cristais de forma ordenada, 

alcançando a zona metaestável. O diagrama de fases é apresentado na Figura 2.4. Na região 

de precipitação ocorrem os agregados amorfos e precipitados não cristalinos (ÁVALOS, 

2014; GÓMEZ-MORENO e SANCHO, 2003). 

   

Figura 2.4 – Diagrama de fases da mistura proteína-precipitante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: AVALOS, 2014. 
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3 CONHECENDO A ESTRUTURA DA L-ARABINOSE ISOMERASE 

 

 

O conhecimento da função bioquímica, mecanismo enzimático, interações proteína-

ligando e estado de oligomerização de uma proteína implica estudá-la funcional e 

estruturalmente (TEICHMANN et al., 2001). E para se alcançar a resolução estrutural de uma 

enzima, diversos passos devem ser seguidos, sendo a cristalização o principal deles.  

Para se alcançar condições ideais de cristalização o método tentativa e erro ainda é o 

mais utilizado, uma vez que cada proteína necessita de condições específicas que são difíceis 

de determinar (DILYANA, 2008; PECHKOVA e NICOLINI, 2002). Por isso a cristalização 

de proteínas, em geral, ainda é considerada mais arte do que ciência (PECHKOVA e 

NICOLINI, 2002).  

E no que tange à elucidação da estrutura tridimensional de uma proteína o desafio é 

bem maior, uma vez que a obtenção de cristais ideais é rara – aproximadamente 0,5% das 

proteínas produzem cristais adequados (MAGGIO e RAMNARAYAN, 2001). Em 

consequência disso, diferentes métodos de elucidação de estruturas tridimensionais de 

proteínas foram desenvolvidos, sendo a modelagem por homologia a ferramenta mais bem 

sucedida para essas predições. 

Tendo em vista todos esses conceitos, neste capítulo serão descritas todas as 

tentativas de estabelecimento de condições ideais de cristalização, com formação de cristais 

que permitam a resolução estrutural da enzima em estudo, L-arabinose isomerase de 

Enterococcus faecium DBFIQ E36, assim como a modelagem estrutural da enzima em estudo. 

 

 

3.1 Materiais e Métodos 

 

 

3.1.1 Enzima 

 

 

Para a determinação da estrutura utilizou-se a L-arabinose isomerase de 

Enterococcus faecium DBFIQ E36 depositada no NCBI sob o código de acesso KU221400.1, 
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com a inserção de uma cauda de histidina em seu N-terminal (LAI-DH10B), enzima mesófila 

que pouco se sabe sobre sua estrutura tridimensional. A enzima foi produzida e purificada de 

acordo com SOUSA et al., 2017.  

 

 

3.1.2 Cristalização e coleta de dados  

 

 

A primeira ação a ser tomada para se tentar cristalizar uma enzima é ajustar sua 

concentração, já que esta é uma variável significativa no processo de cristalização. Para isso 

utilizou-se o Pre-crystallization Test – Hampton Research, que determina a concentração 

adequada de proteína para a triagem de cristalização e o comportamento das gotas obtidas nos 

revela qual caminho devemos seguir.  

A enzima purificada e concentrada foi analisada frente ao contato com 4 diferentes 

reagentes pré-formulados:  

  Reagente A1 - 0.1 M Tris-HCl pH 8.5; 2.0 M Sulfato de amônio; 

  Reagente B1 - 0.1 M Tris-HCl pH 8.5; 1.0 M Sulfato de amônio; 

  Reagente A2 - 0.1 M Tris-HCl pH 8.5; 0.2 M Cloreto de magnésio hexahidratado; 30% w/v 

Polietilenoglicol 4.000; 

  Reagente B2 - 0.1 M Tris-HCl pH 8.5; 0.2 M Cloreto de magnésio hexahidratado; 15% w/v 

Polietilenoglicol 4.000. 

As gotas formadas, após 30 minutos de contato, foram analisadas em microscópio e 

segue-se com as orientações apresentadas na Figura 3.1. 
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Figura 3.1 – Prováveis resultados e ações recomendadas na utilização do kit PCT
TM

.  

RESULTADOS 
AÇÕES RECOMENDADAS 

REAGENTES A1/B1 REAGENTES A2/B2 

Precipitado amorfo pesado Precipitado amorfo pesado Diluir a enzima 1:1 e repetir o experimento 

Límpido Límpido 
Concentrar a enzima à metade do volume 

inicial e repetir o experimento 

Precipitado granular leve Límpido Executar screen 

Límpido Precipitado granular leve Executar screen 

Precipitado amorfo pesado Precipitado granular leve Executar screen 

Precipitado amorfo pesado Límpido 
Executar PCT com B1 e B2 e avaliar os 

resultados  

Límpido Precipitado amorfo pesado 
Executar PCT com B1 e B2 e avaliar os 

resultados  
 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Hampton Research. 

 

Selecionada a concentração ideal, os experimentos de difusão de vapor em gota 

sentada seguiram sendo realizados por um sistema robotizado (Figura 3.2), Innovadyne 

Nanodrop ExtY (Solve Scientific) dispensa as gotas automaticamente sobre placas 

Innovaplate SD-2 de 96 poços. O volume final das gotas foi ajustado a 250nL de solução de 

proteína + 250nL de solução de cristalização, equilibrado com 65µL de solução de  

cristalização em cada um dos reservatórios. Assim foram realizados 384 experimentos 

rapidamente, explorando diversas possibilidades de precipitantes. As soluções de cristalização 

utilizadas pelo robô foram soluções de kits comerciais (JCSG Suite (Qiagen), Crystal Screen I 

e II (Hampton Research), PACT Suite (Qiagen) e INDEX HT (Hampton Research) – Anexo 

A), que foram escolhidas com base em relatos científicos de sucesso na cristalização de 

homólogos da molécula em estudo (XU, et al., 2015; CAO, et al., 2014). 

 

 

Precipitado 

granular leve 

Precipitado amorfo 

pesado  
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Figura 3.2 – Innovadyne Nanodrop ExtY, permite pipetagens de baixo volume e alta 

precisão. É equipado com o software Nanobuilder que possui uma ampla gama de aplicações 

e manipulação de dados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A otimização das gotas obtidas foi realizada manualmente pelo método de difusão de 

vapor em gota sentada, provando diferentes relações de volume proteína:precipitante, o 

experimento foi realizado em placas de 48 poços (Linbro - Hampton Research) onde o 

volume do precipitante para o equilíbrio era de 140µL e o volume proteína:precipitante era 

variável. Posteriormente, seguiu-se com o preparo das soluções de cristalização manualmente 

(in house), variando pH, concentração de sal e de precipitante. 

Com os cristais otimizados, prepararam-se crioprotetores adequados a serem usados 

em casos onde a solução de cristalização não tem em sua composição um agente crioprotetor. 

A crioproteção foi realizada por 10 segundos, após a coleta do cristal e antes de colocá-lo no 

nitrogênio líquido. 

Os dados de difração foram coletados em estações com fonte de raios X intensas do 

tipo sincrotron, ALBA Synchrotron Light Facility, Sardañola del Vallés, Espanha e ESRF – 

European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble, França. Os cristais foram difratados em 

diferentes linhas destinadas a macromoléculas biológicas com software específicos, mxCuBE, 

EDNA e ADXV.   
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3.1.3 Modelagem molecular 

 

 

Para predizer a estrutura tridimensional da L-arabinose isomerase de Enterococcus 

faecium (LAI-DH10B) utilizou-se uma metodologia conhecida como modelagem por 

homologia. Iniciou-se o estudo com uma vasta investigação no Protein Data Bank em busca 

da mais apropriada proteína-molde, em seguida realizou-se o alinhamento de sequência da 

proteína-molde com a proteína em estudo, rodado no servidor ExPASy utilizando a 

ferramenta LALIGN, possibilitando assim a construção das coordenadas do modelo no 

programa Swiss-model.   

 

 

3.2 Resultados e discussões 

 

 

3.2.1 Obtenção da enzima purificada 

  

 

Devido ao fato de a enzima ter sido extraída de uma complexa mistura biológica, a 

purificação da mesma é necessária, sendo condição primordial para a cristalização. A Figura 

3.3 mostra o perfil eletroforético da enzima em seu estado bruto e purificada.  

O tampão usado nas etapas após o processo de expressão, foi substituído pelo tampão 

acetato de sódio 50mM, pH 5,6, já que o tampão fosfato, usado pela autora, poderia causar 

precipitação da enzima ou o sal presente no mesmo poderia sofrer precipitações durante o 

processo de cristalização. Após a purificação, a enzima foi concentrada à 14,8mg/mL.  
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Figura 3.3 – SDS-PAGE (12% de poliacrilamida) da expressão e purificação da LAI-DH10B. 

1 – Marcador padrão de peso molecular; 2 – Fração solúvel do extrato livre de células 

(18,21mg/mL);  3 – fração purificada da LAI-DH10B em Ag-IDA-Ni eluída com 50mM de 

imidazol (4,66mg/mL).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A fim de se verificar a presença ou não de agregados, realizou-se cromatografia de 

exclusão molecular, em AKTA Prime Plus (GE Healthcare) utilizando uma coluna HiLoad 

16/600  Superdex 200 prep grade. Inicialmente a coluna foi equilibrada com tampão Tris-HCl 

20mM pH 8,0 para, depois aplicar a proteína e iniciar a eluição a um fluxo de 1mL/min.  

No perfil mostrado na Figura 3.4, observa-se um volume de exclusão nos primeiros 

40 minutos, um pico aos 46 minutos e um pico entre 60 e 80 minutos aproximadamente, onde 

todas as frações desse pico foram coletadas (frações 31 a 41), reunidas e concentradas à 

14mg/mL. Esse tempo de retenção indica que a L-arabinose em solução a pH 8 apresenta-se 

na forma de monômeros e dímeros, já que seu peso molecular é 56kDa (SOUSA, 2015), a 

curva padrão encontra-se disponível no Anexo B. 

  

 

 

     97kDa 
 

     66kDa 

 
     45kDa 

 
     30kDa 

 
  20.1kDa 

   
  14.4kDa  

   1              2              3 
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Figura 3.4 – Perfil da cromatrografia de exclusão molecular da LAI-DH10B em coluna 

HiLoad 16/600 Superdex 200 prep grade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

3.2.2 Cristalização da LAI-DH10B  

 

 

Com a enzima purificada e a uma concentração de 14mg/mL realizou-se o teste de 

pré-cristalização, seu resultado apresentou formação de material cristalino granular indicando 

que a concentração de enzima estava apropriada para prosseguir com os experimentos de 

cristalização. Com isso foram realizados 4 screens: JCSG Suite, Crystal Screen I e II, PACT 

Suite e INDEX HT.   
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Após 24 horas as placas foram visualizadas em microscópio óptico e 8 condições do 

INDEX, 22 condições do Crystal Screen I e II, 41 condições do PACT e 6 condições do JCSG 

apresentaram material cristalino. No entanto, dessas 77 condições com material cristalino, 

apenas 7 apresentaram cristal em forma de placas, assim esses pontos foram otimizados 

variando a relação de concentração proteína:precipitante como mostrado na Figura 3.5. As 70 

gotas restantes não foram otimizadas, pois o material cristalino apresentado em algumas se 

degradou e em outras o material não difratava quando submetido à luz polarizada, além de 

apresentarem tamanho inferior a 0,1mm, o que impossibilita a coleta do cristal. 

 

Figura 3.5 – Otimização das condições que apresentaram placas cristalinas. Primeira linha e 

primeira coluna indicam a localização da gota na placa. Nomes em vermelho indicam o 

screening utilizado, nomes em azul indicam a condição do screening utilizada e o nome em 

preto indica a relação enzima:precipitante (1E1P: 1µ de enzima + 1µ de precipitante; 1E2P: 

1µ de enzima + 2µ de precipitante; 2E1P: 2µ de enzima + 1µ de precipitante). A composição 

das condições encontra-se no Anexo A. 

 1 2 3 4 5 6 

A 

INDEX 

H4 

1E1P 

INDEX 

H4 

1E2P 

INDEX 

H4 

2E1P 

JCSG 

A2 

1E1P 

JCSG 

A2 

1E2P 

JCSG 

A2 

2E1P 

B 

JCSG 

A3 

1E1P 

JCSG 

A3 

1E2P 

JCSG 

A3 

2E1P 

CSIeII 

D4 

1E1P 

CSIeII 

D4 

1E2P 

CSIeII 

D4 

2E1P 

 

C 

CSIeII 

H2 

1E1P 

CSIeII 

H2 

1E2P 

CSIeII 

H2 

2E1P 

PACT 

G9 

1E1P 

PACT 

G9 

1E2P 

PACT 

G9 

2E1P 

D 

PACT 

G11 

1E1P 

PACT 

G11 

1E2P 

PACT 

G11 

2E1P 

   

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

De todos os pontos otimizados, nenhum apresentou material cristalino após 24 horas, 

alguns apresentaram precipitado/desnaturado, o que não é interessante para o estudo. Assim 

resolveu-se repetir as mesmas condições de otimização utilizando uma concentração de 

enzima mais baixa, 10mg/mL. 

Após 5 dias, todas as placas de screens e otimização, foram observadas novamente e 

pôde-se notar a formação de material cristalino em condições antes não observadas, assim a 
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condição do PACT - 0,2M cloreto de sódio, 0,1M Tris-HCl pH 8 e 20% (p/v) PEG 6000, que 

apresentou cristais bem definidos, foi selecionada para prosseguir com os experimentos. 

Prosseguiu-se com a otimização, 1E1P, 1E2P e 2E1P, utilizando uma menor concentração de 

enzima, pois quanto maior a concentração de proteína, a tendência para a formação de muitos 

cristais pequenos é maior, e ao diminuir a concentração de proteína, aumenta a possibilidade 

de formação de menos núcleos, porém maiores (RUPP, 2009). E foi o que ocorreu ao utilizar 

uma menor concentração de enzima, a condição 1E1P apresentou um cristal maior, que foi 

tratado para ser enviado à estação do tipo sincrotron no ALBA (Figura 3.6). O preparo do 

cristal consistiu em crioprotegê-lo com uma solução que continha a condição de cristalização 

suplementada com 20% (v/v) de glicerol. 

 

Figura 3.6 – Fotografia de cristais da proteína LAI-DH10B (10mg/mL) crescido a 18°C em 

0,2M cloreto de sódio, 0,1M Tris-HCl pH 8 e 20% (p/v) PEG 6000, na proporção 1µ de 

enzima + 1µ de precipitante, mediante o método de difusão de vapor em gota sentada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os dados dos cristais foram analisados na linha BL13_XALOC, a uma temperatura 

de 100K (-173,15). Apesar da otimização do cristal da L-arabinose isomerase DH10B, não 

foram conseguidos dados de difração de boa qualidade para poder resolver a estrutura desta 

enzima, a resolução alcançada foi de 7,8Å. No entanto, continuou-se investigando outras 

condições de cristalização.  

As condições D7 e H7 do PACT, A3 do JCSG e H4 do INDEX foram selecionadas 

das placas anteriores e fez-se variação da concentração dos precipitantes, preparando-os 
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manualmente (in house), de acordo com variações mostradas na Tabela 3.1. E para cada 

condição fez-se também a variação de concentração enzima:precipitante, 1E1P, 1E2P e 2E1P. 

 

Tabela 3.1 – Variações das concentrações dos componentes dos precipitantes que 

apresentaram cristais em cada screen. Para cada condição variou-se a relação 

enzima:precipitante 1E1P, 1E2P e 2E1P (1E1P: 1µ de enzima + 1µ de precipitante; 1E2P: 1µ 

de enzima + 2µ de precipitante; 2E1P: 2µ de enzima + 1µ de precipitante). 

CONDIÇÕES COMPOSIÇÃO DAS CONDIÇÕES VARIAÇÕES 

PACT D7 

20% (p/v) PEG6000 15%; 17,5% e 20% 

0,2M NaCl 0,1; 0,15; 0,2 e 0,25 

0,1M Tris-HCl, pH 8 Permaneceu constante 

PACT H7 

20% (p/v) PEG3350 15%; 17,5% e 20% 

0,2M NaAc 0,1; 0,15; 0,2 e 0,25 

0,1M Bis-Tris propano, pH 8,5 Permaneceu constante 

JCSG A3 
20% (p/v) PEG3350 15%; 17,5% e 20% 

0,2M di-amônio citrato, pH 5,0 0,1 e 0,2 

INDEX H4 

20% (p/v) PEG3350 15%; 17,5% e 20% 

0,2M tri-amônio citrato, pH 7,0 0,1 e 0,2 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

  

  Após 72 horas todas as 108 condições foram visualizadas e apenas a condição 15% 

PEG6K, 0,25M NaCl, 0,1M Tris-HCl, relação 1E1P e 1E2P apresentaram cristais, e com esta 

condição prosseguiu-se com screen de pH (variou-se o pH de 4,5 a 8,5; ΔpH = 0,5) e de 

aditivos (kit comercial Additive Screen – Hamptom Research). 

Como resultado do screen de aditivos a condição 0,1M espermina apresentou cristais 

(Figura 3.7) e a condição 50% PEG 6K, 5M NaCl, 1M Tris-HCl pH 8,0, na proporção 1E2P 

do pH também apresentou bons cristais (Figura 3.8).  
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Figura 3.7 – Fotografia de cristais da proteína LAI-DH10B (10mg/mL ) crescido a 18°C em 

0,1M espermina, mediante o método de difusão de vapor em gota sentada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 3.8 – Fotografia de cristais da proteína LAI-DH10B (10mg/mL ) crescido a 18°C em 

50% PEG 6K, 5M NaCl, 1M Tris-HCl pH 8,0, na proporção 1µL de enzima + 2µL de 

precipitante, mediante o método de difusão de vapor em gota sentada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tendo em vista o comportamento das gotas obtidas, concomitante a esses ensaios 

foram realizados novamente as 384 condições iniciais (JCSG Suite, Crystal Screen I e II, 

PACT Suite e INDEX HT), no entanto a enzima foi preparada a uma concentração de 

10mg/mL e adicionou-se o co-fator Mn
2+ 

a uma concentração de 0,5mM, a adição do íon 
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metálico pode tornar a proteína mais compacta e estável aumentando assim, a probabilidade 

de que cristalize (RUSSO KRAUSS et al., 2013), relatos na literatura mostram a resolução de 

diferentes estruturas de L-arabinose isomerase com a adição do Mn
2+

,  ZHU et al. (2007), 

CHOI et al. (2016), XU, et al. (2015). 

A adição do íon metálico Mn
2+

 resultou em condições com cristais não observados 

na sua ausência. A condição do INDEX, 17% (m/v) polietileno glicol 1000, 0,1M acetato de 

amônio, 0,1M bis-tris pH 5,5, apresentou placas de cristal que polarizavam bastante (Figura 

3.9), na mesma condição sem Mn
2+

 não houve formação de cristais. A polarização do cristal é 

a primeira característica a ser observada para se determinar a qualidade do mesmo. 

 

Figura 3.9 – Fotografia de cristais, sob luz polarizada, da proteína LAI-DH10B (10mg/mL, 

suplementada com 0,5mM de Mn
2+

) crescido a 18°C em 17% (m/v) polietileno glicol 1000; 

0,1M acetato de amônio; 0,1M bis-tris pH 5,5, mediante o método de difusão de vapor em 

gota sentada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Outra condição que apresentou cristais diferentes da apresentada nos screens sem 

Mn
2+ 

foi do kit PACT, 0,1M MMT pH 5,0; 25% (m/v) polietileno glicol 1500, onde na 

condição sem o íon metálico formaram-se cristais longos e finos, altamente instáveis e 

sensíveis até mesmo à coleta, e com a adição do íon os cristais formados apresentavam forma 

hexamérica e polarizavam (Figura 3.10). 
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Figura 3.10 – (A) Fotografia de cristais da proteína LAI-DH10B (14mg/mL) crescido a 18°C 

em 0,1M MMT pH 5,0; 25% (m/v) polietileno glicol 1500, mediante o método de difusão de 

vapor em gota sentada. (B) Fotografia de cristais, sob luz polarizada, da proteína LAI-DH10B 

(10mg/mL, suplementada com 0,5mM de Mn
2+

) crescido a 18°C em 0,1M MMT pH 5,0; 25% 

(m/v) polietileno glicol 1500, mediante o método de difusão de vapor em gota sentada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os cristais apresentados nas Figuras 3.7, 3.8, 3.9 e 3.10(B) foram coletados, 

crioprotegidos com solução contendo a condição de cristalização suplementada com 20% 

A 

B 
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(v/v) de glicerol e enviados ao ALBA Sincrotron para serem analisados. Dois deles 

apresentaram difração a 6,5Å, resolução ainda não capaz de resolver a estrutura da enzima. 

Diversos outros experimentos foram realizados com a enzima na tentativa de obter 

cristais que difratassem a menos de 3Å. Foi utilizado outro tampão para a solução enzimática, 

a cromatografia de exclusão molecular correu com tampão acetato de sódio 50mM, pH 5,6. 

Diferentes substâncias crioprotetoras foram usadas, 15% (v/v) glicerol, 15% (m/v) PEG 400, 

20% (m/v) PEG 400, 15% (v/v) etilenoglicol e 20% (v/v) etilenoglicol, no entanto alguns 

cristais que entraram em contato com 15% (v/v) glicerol, 15% (v/v) etilenoglicol e 20% (v/v) 

etilenoglicol se romperam. Outra estratégia utilizada foi submeter o cristal a uma 

concentração crescente de crioprotetor, na tentativa de diminuir a pressão osmótica sobre o 

mesmo. Ao final, foram dispensadas 749 gotas, entre screening, variação de concentração dos 

componentes da solução precipitante, variação da relação de concentração 

enzima:precipitante, preparo de soluções in house, enzima na presença e ausência de Mn
2+

. 

De todas estas condições, 17 cristais foram enviados à estação do tipo sincrotron no ALBA e 

no ESRF para análise, no entanto, não difrataram, foram tomadas atitudes na tentativa de 

obter resultados de difração ao lavá-los com nitrogênio líquido, pois poderiam ter aparecido 

cristais de gelo no cristal, mas sem sucesso. 

Diferentes possibilidades foram levantadas na tentativa de explicar a não difração 

dos cristais obtidos, assim como melhorar as condições de cristalização para aumentar a 

qualidade dos cristais obtidos. Como sugestões de mudanças surgiram as de melhoramento 

genético, e a inserção de um sítio de reconhecimento da endoprotease TEV para a clivagem 

da His-tag foi a mais plausível. 

 

 

3.2.3 Modelagem estrutural da LAI-DH10B 

 

 

Quando não é possível obter experimentalmente a estrutura tridimensional de uma 

proteína, dispomos de aproximações bioinformáticas que permitem predizer com maior ou 

menor confiança sua estrutura. Em termos gerais a estratégia se baseia na análise das relações 

entre as estruturas e sequências de proteínas homólogas com a sequência da proteína em 

estudo. A modelagem por homologia funciona quando a porcentagem de identidade de 
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sequência é relativamente alto, quando compartilham de aproximadamente 50% da sequência. 

(ÁVALOS, 2014 e BORDOLI et al., 2009). 

Estudando a estrutura de L-AI originadas dos mais diferentes microrganismos, a 

enzima que mais se aproximou da LAI-DH10B, quanto à identidade de sequência de 

aminoácidos e estrutura com 48,5%, foi a ECAI (L-arabinose isomerase de Escherichia coli), 

registrada no Protein Data Bank sob o código de identificação 2AJT.  O alinhamento de 

sequência é mostrado na Figura 3.11.  
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Figura 3.11 – Alinhamento da sequência de aminoácidos da L-arabinose isomerase de 

Escherichia coli – ECAI, identificada como 2ajt (código PDB – 2AJT), com a LAI-DH10B 

identificada como Ef-LAI (código de acesso NCBI – KU221400.1). O alinhamento foi 

realizado pelo servidor ExPASy, ferramenta LALIGN. 

 

 

Fonte: ExPaASy – LALIGN. 

 

 Utilizando como elemento de partida o alinhamento de sequência de aminoácidos 

entre ECAI e LAI-DH10B, realizado no LALIGN e levando em conta que a estrutura da 

ECAI é conhecida (Figura 3.12), realizou-se a modelagem da estrutura da LAI-DH10B 
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mediante utilização da ferramenta de modelagem Swiss-Model e obteve-se a estrutura 

mostrada na Figura 3.13. 

 

Figura 3.12 – (A) Estrutura biológica da ECAI, arquitetura hexamérica (dímero de trímeros), 

em cada trímero os monômeros estão representados por cores diferentes. (B) Unidade 

assimétrica da ECAI, composta de três monômeros.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Protein Data Bank. 

 

Ao comparar a estrutura das duas enzimas observa-se uma conservação da unidade 

oligomérica, ambas apresentam uma estrutura de arquitetura hexamérica (dímero de trímeros). 

A unidade assimétrica da LAI-DH10B também apresenta três subunidades que exibem 

estruturas gerais essencialmente idênticas e que estão relacionadas por simetria, assumindo a 

forma de triângulo equilátero.  

De acordo com estudo desenvolvido por MANJASETTY e CHANCE (2006), a 

superfície externa do trímero revela resíduos nas fendas entre as interfaces das subunidades 

adjacentes coincidindo com as três interfaces, localizados nas regiões de loops possibilitando 

ajustes estruturais que modulam a geometria da entrada do substrato no sítio ativo. E esses 

resíduos implicados na catálise se conservam na LAI-DH10B, como se observa na Figura 

3.11, domínio C-terminal (H449, M351 e Y335), domínio central (F279 e M185) e domínio 

N-terminal da subunidade vizinha (H128, Q125, Y19, L18 e Q16). 

 

(A) (B) 
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Figura 3.13 – (A) Vista frontal do modelo de estrutura hexamérica da LAI-DH10B, 

modelado no programa Swiss-Model, desenhado no programa PyMol a partir de alinhamento 

de sequência de aminoácidos com a ECAI realizado no LALIGN. (B) Vista lateral do modelo 

de estrutura hexamérica da LAI-DH10B, modelado no programa Swiss-Model, desenhado no 

programa PyMol a partir de alinhamento de sequência de aminoácidos com a ECAI realizado 

no LALIGN. 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

(A) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

PyMol. 
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Outros resíduos de importância relevante que se encontram preservados são os 

resíduos de união do metal Mn
2+

 (H350, H450 e E333), a presença do metal torna o sítio 

catalítico mais estável e media a transferência de prótons envolvida na ação catalítica, 

convertendo a aldose D-galactose na cetose D-tagatose (ZHU et al., 2007). 

Apesar de a maioria dos resíduos das subunidades serem conservados, o que 

diferencia a LAI-DH10B da ECAI é a ausência da α-hélice (α-17) em sua extremidade C-

terminal, o que configura esse espaço vazio no interior das subunidades assimétricas (Figura 

3.13A). No entanto, a ausência desses resíduos, possivelmente, não interfere na estrutura e na 

catálise da enzima, já que, como demonstrado anteriormente, os resíduos de união do metal 

(Mn
2+

), os resíduos implicados na catálise e os resíduos de união das interfaces (D183 e 

K195) permanecem conservados, resultados obtidos a partir de análise da ECAI no programa 

PyMol. 
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4 EXPRESSÃO, PURIFICAÇÃO, IMOBILIZAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DA L-

ARABINOSE ISOMERASE RECOMBINANTE (LSLt-LAI) 

 

Atualmente, dedica-se grande esforço no desenvolvimento de protocolos eficazes de 

produção, purificação e imobilização de proteínas recombinantes, tanto em uma escala de 

laboratório, como na busca mediante processos de alto rendimento.  

Enquanto a grande quantidade de informação genética contribui, a heterogeneidade e 

o complexo comportamento das proteínas em solução, por outro lado, impossibilita o 

estabelecimento de protocolos genéricos de produção e purificação. No entanto, ultrapassar 

essa barreira é possível com o uso de etiquetas de fusão, mas qualquer estratégia baseada no 

seu uso deve proporcionar a possibilidade de eliminá-la da construção de modo eficaz 

(WAUGH, 2005). 

Já as estratégias de imobilização e sua adequada utilização são mais facilmente 

delineadas quando se tem o conhecimento das características bioquímicas da enzima. Assim, 

a enzima em estudo, LSLt-LAI em sua forma livre e imobilizada, foi caracterizada quanto à 

atividade ideal de catálise e sua estabilidade em diferentes condições de pH, temperatura e 

concentração do íon metálico divalente manganês. O estudo de sua especificidade por 

diferentes substratos sintéticos e a determinação dos parâmetros cinéticos sobre o substrato D-

galactose também foram realizados. 

À continuação serão detalhados todos os procedimentos experimentais, com a 

descrição das diferentes técnicas utilizadas no desenvolvimento deste capítulo, assim como os 

resultados obtidos durante o processo de obtenção, purificação, imobilização e caracterização 

da L-AI recombinante. 
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4.1 Materiais e Métodos 

 

 

4.1.1 Obtenção da LSLt-LAI a partir do plasmídeo da LAI-DH10B   

 

 

Utilizou-se a cepa LAI-DH10B (SOUSA et al., 2017) para a retirada do plasmídeo 

utilizando o FavorPrep
TM

 Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech Corporation, 

Taiwan). A partir do plasmídeo obtido, os fragmentos gênicos foram amplificados mediante 

PCR com a polimerase PrimeSTAR HS DNA (Takara, Japão), utilizando os pares de 

oligonucleotídeos 1/2 e 3/4 (Tabela 4.1). 

 

Tabela 4.1 – Sequências dos nucleotídeos utilizados para a construção do vetor de expressão 

da L-arabinose isomerase. 

Número Oligonucleotídeos
 

Sequência (5’→3’) 

1 TEVisom5 
CATCATCACCATGGTGAAAACCTGTATTTCCA

GGGCATGCTGAACATTGG (50) 

2 TEVisom3 
CCAATGTTCAGCATGCCCTGGAAATACAGGTT

TTCACCATGGTGATGATG (50) 

3 isompKLSL5 
CTGAAAACCTGTATTTCCAGGGCATGCTGAAC

ATTGGCGAAAAAGAG (47) 

4 isompKLSL3 
TCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTACTCGAGAC

GAATCACAACAG (44) 

 

Fonte: Eurofins Genomics. 

  

Após a amplificação adicionou-se a endonuclease de restrição – DpnI – enzima que 

degrada seletivamente o DNA metilado, conseguindo assim, eliminar o plasmídeo molde e 

deixar presente no meio somente as moléculas de plasmídeos com as mutações introduzidas 

resultantes da amplificação in vitro. 

Prosseguiu-se com a transformação em E. coli DH10B através de choque térmico a 

37°C (10µL do resultado da PCR + 200µL de células quimiocompetentes DH10B (Novagen, 
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Alemanha) → gelo por 15 min → 37°C por 3 min → gelo por 5 min → 1 mL de meio LB → 

37°C durante 1 hora → foram plaquedos 200µL da solução em LBAmp e o restante, 

centrifugado a 13000rpm por 1 min → o sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido e 

plaqueado em LBAmp). Depois realizou-se extração rápida de DNA para checagem por PCR 

em agarose 0,7% de acordo com metodologia descrita por RUIZ-BARBA et al. (2005). 

 

 

4.1.2 Obtenção da LSLt-LAI a partir de plasmídeo sintético 

 

 

O gene que codifica a enzima LSLt-LAI e sua clonagem no vetor de expressão 

pET28a (+) foi realizada pela Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, EUA), obtendo-se como 

resultado, o correspondente plasmídeo pET28a-LSLt-LAI, que contém um gene de resistência 

à kanamicina. 

O plasmídeo sintetizado foi utilizado para transformar células quimiocompetentes de 

Escherichia coli DH10B (Novagen, Alemanha), assim como BL21(DE3) (Novagen, 

Alemanha). Enquanto a DH10B foi utilizada para produzir quantidades adicionais de 

plasmídeos, a BL21 foi empregada para sobre expressar o gene e produzir proteína, uma vez 

que contém a polimerase T7.  

As células transformadas mediante choque térmico a 37°C foram repicadas em placa 

ágar-LB (Sambrook et al., 1989) com kanamicina (100µg/mL) – LBKana. Depois da incubação 

a 37°C overnight, colônias isoladas com o plasmídeo de interesse foram obtidas.  

Para a expressão da proteína LSLt-LAI utilizando células de E. coli BL21(DE3) 

previamente transformadas, foram preparados 10 mL do meio de cultivo LBKana para o pré-

inóculo, este foi incubado a 37°C overnight, a 180rpm. Uma vez crescido, o pré-inóculo foi 

transferido para um erlenmeyer de 1L contendo 500mL de meio LBKana e deixado a 37°C, 

180rpm, até que a densidade ótica do meio alcançasse valores em torno de 0,5-1,0. Depois da 

fase exponencial de crescimento ser atingida induziu-se a expressão da proteína recombinante 

adicionando IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida – concentração final 0,3mM) e 

deixando o meio de cultivo durante 20 horas a 16°C, 200rpm. 

Finalmente, o cultivo celular foi centrifugado a 6.000rpm, durante 20 minutos a 4°C. 

O pellet obtido é armazenado em freezer a -20°C a espera de ser processado. 
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4.1.3 Purificação da LSLt-LAI 

 

 

Para a purificação da LSLt-LAI, ressuspendeu-se o precipitado celular em tampão 

Tris-HCl 20mM, pH 8,0 + 100mM de NaCl, foi padronizada a utilização de 20mL de tampão 

de ruptura para cada 1 litro de meio de cultivo. Ao homogeneizado prosseguiu-se com a 

sonicação (40% de amplitude, pulsação de 10s durante 5 minutos), seguida pela centrifugação 

do lisado a 15000rpm, durante 20 minutos a 4°C, a fim de separar as frações solúveis e 

insolúveis do extrato celular, a fração solúvel foi filtrada em filtro de celulose com 0,45µm de 

diâmetro de poro, deixando a amostra do extrato celular preparada para a purificação. 

Para o processo de adsorção utilizou-se 10 mL de solução enzimática incubados com 

1g de agarose 6BCL a temperatura ambiente por 30 minutos, sob agitação constante (LÓPEZ-

GALLEGO et al., 2012). Como controle usou-se a mesma solução enzimática sem a presença 

do suporte, a fim de se avaliar a provável desativação da enzima nas condições de purificação. 

Para dessorver a enzima de interesse, LSLt-LAI, iniciou-se com uma pré-lavagem do 

suporte com uma solução de lactose 200mM a fim de se eliminar e/ou reduzir proteínas 

inespecíficas. A dessorção da LSLt-LAI prosseguiu com uma solução de lactose 200mM por 

30 minutos a temperatura ambiente, sob agitação constante. O extrato purificado obtido foi 

concentrado (Amicon Ultra-15 50K) e armazenado a -20°C. 

A dessorção foi avaliada através da medida padrão da atividade enzimática (HUNG 

et al., 2014) e da concentração de proteína (BRADFORD, 1976). E a pureza da enzima foi 

avaliada mediante SDS-PAGE.  

 

 

4.1.4 Ensaio de atividade enzimática 

 

 

Para a determinação da atividade da LSLt-LAI, preparou-se uma solução 0,4mL de 

galactose 625mM em tampão acetato de sódio 50mM, pH 5,5 suplementado com 0,5mM de 

MnCl2 + 0,1mL de solução enzimática (reação enzimática) e incubou-se a 50°C durante 60 

minutos. Já a reação colorimétrica, que determina a quantidade de D-tagatose sintetizada, foi 

realizada a partir do método ácido sulfúrico cisteína-carbazol (HUNG et al., 2014), onde 
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reagiu-se 250µL de amostra da reação enzimática, 50µL de cisteína em tampão 1,5% (m/v), 

1,5mL de ácido sulfúrico 70% e 50µL de carbazol em álcool absoluto 0,12%  (m/v). A leitura 

se deu em espectrofotômetro a 560nm. 

Para o cálculo da concentração de atividade enzimática usou-se a fórmula 

matemática apresentada na Equação 1. 

 

 

Onde:  

- [TAG] é a concentração de tagatose sintetizada (valor encontrado a partir de uma 

curva padrão); 

- Vr é o volume da reação; 

- Ve é o volume de enzima utilizado; 

- t é o tempo de reação. 

A atividade enzimática da enzima LSLt-LAI (1U) é determinada pela quantidade de 

enzima que catalisa a formação de 1 µmol de D-tagatose por minuto. 

 

 

4.1.5 Concentração de proteínas 

 

 

A concentração de proteínas presente no extrato enzimático foi determinada pelo 

método de BRADFORD (1976). Albumina de soro bovino foi utilizada como padrão. 

 

 

4.1.6 Determinação da massa molar por SDS-PAGE 

 

 

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada com a finalidade de estimar a 

massa molecular da enzima produzida, LSLt-LAI. Foi utilizado um sistema Mini-Protean 

Tetra Cell (Bio-Rad) associado a uma fonte de alimentação. Na corrida utilizou-se uma 

voltagem de 200V durante 40-50 minutos. Todas as amostras foram preparadas em tampão de 

ruptura em condições redutoras (5% (v/v) β-mercaptoetanol), incubando-se a amostra durante 

(1) 
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5 min a 80°C antes de ser aplicada. A estimativa da massa molecular da enzima foi realizada a 

partir do padrão de massa molecular Low Range (SDS-PAGE Molecular Weight Standars, 

Bio-Rad). As bandas de proteína foram visualizadas a partir da coloração azul brilhante de 

Coomassie 0,25% (p/v) em metanol:ácido acético:água (45:5:50 (v:v:v)) (LAEEMLI, 1970).  

 

 

4.1.7 Imobilização da LSLt-LAI em Ag-6BCL 

 

 

Incubou-se 10mL de uma solução de LSLt-LAI  com 1g de agarose 6BCL (Ag-

6BCL) a 30°C, a atividade oferecida foi de 26U/gsuporte. Amostras do sobrenadante e da 

suspensão foram retiradas em intervalos de tempo diferentes e a atividade da enzima e a 

concentração de proteínas foram determinadas de acordo com HUNG et al., (2014) e 

BRADFORD (1976), respectivamente. 

 

 

4.1.7.1 Parâmetros de imobilização 

 

 

Os parâmetros de imobilização foram analisados a partir de alíquotas do 

sobrenadante durante o processo e ao final da imobilização, para determinação da atividade 

catalítica da enzima.  

O rendimento de imobilização (RI) foi calculado de acordo com a Equação 2. Sua 

determinação depende da atividade enzimática do sobrenadante no início da imobilização 

(At0) e atividade do sobrenadante no final da imobilização (Atf). 

 

 

 

A atividade teórica (Att) foi determinada de acordo com o rendimento de 

imobilização (RI) e a atividade do sobrenadante no início da imobilização (At0), como 

demonstrado na Equação 2. 
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Sendo que o valor da atividade oferecida no início da imobilização (Atof), depende da 

atividade do sobrenadante no início da imobilização (At0), do volume de imobilização (Vimob) 

e da massa de suporte (m), como demonstrada na Equação 4. 

 

 

 

Por fim, calculou-se a atividade recuperada (AR) a partir da razão entre a atividade no 

derivado (Atd) e a atividade teórica (Att), como mostra a Equação 5. 

 

 

 

 

4.1.8 Caracterização da LSLt-LAI solúvel e imobilizada 

 

 

4.1.8.1 Caracterização físico-química da LSLt-LAI 

 

 

Para determinar o efeito da temperatura na atividade enzimática, os experimentos 

foram realizados com a enzima recombinante purificada solúvel. Para o estudo do efeito da 

temperatura na atividade enzimática, as amostras foram submetidas a diferentes temperaturas 

no intervalo de 40-70°C. A reação (a pH 5,5) contendo 500mM de D-galactose como 

substrato e a enzima solúvel foram incubados durante 60 minutos, na presença de 0,5mM de 

Mn
2+

 e a atividade foi determinada em condições de ensaio colorimétrico padrão. 

O efeito do pH na atividade da LSLt-LAI solúvel foi medido a valores de pH que 

variaram na faixa de 5,0-10,0 a 50°C durante 60 minutos – condições de ensaio padrão. 

Utilizou-se tampão acetato de sódio 50mM (pH 5,0-5,5), tampão fosfato de sódio 50mM (pH 
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6,0-7,5), tampão tris-HCl (pH 8,0-9,0) e tampão bicarbonato de sódio 50mM (pH 10,0), todos 

suplementados com 0,5mM de Mn
2+

. 

O efeito da concentração do cofator Mn
2+

 foi estudado concomitante ao efeito de três 

pH diferentes (5,5,- básico; 7,0 – neutro e 10 – alcalino) para a enzima solúvel. A reação 

contendo 500mM de D-galactose como substrato e a enzima purificada foram incubados 

durante 60 minutos a 50°C, na presença de Mn
2+

 a concentrações que variaram de 0,1 a 2mM, 

seguida da determinação de atividade em condições de ensaio colorimétrico padrão.  

 

 

4.1.8.2 Especificidade pelo substrato da LSLt-LAI 

 

 

Para investigar a especificidade do substrato da LSLt-LAI solúvel, a atividade foi 

determinada sob condições de ensaio padrão usando diferentes aldoses (D-galactose, L-

arabinose, D-glicose, D-mannose, D-ribose e D-xilose) a uma concentração de 1M. 

 

 

4.1.8.3 Análise cinética da LSLt-LAI 

 

 

A análise cinética da enzima solúvel e da imobilizada foi determinada a pH 5,5, 50°C 

por 60 minutos, em tampão acetato de sódio 50mM, na presença de 0,5mM de Mn
2+

, 

contendo D-galactose como substrato a diferentes concentrações (0,00625; 0,0125 ; 0,05; 0,1; 

0,25; 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,25; e 1,5M). A constante de Michaelis-Menten (Km) e velocidade 

máxima (Vmax), tiveram seus valores determinados pelo programa ORIGIN. 

 

 

4.1.8.4 Análise de isomerização da D-galactose em D-tagatose pela LSLt-LAI 

 

 

Para o estudo da bioconversão, os experimentos com a enzima solúvel e a enzima 

imobilizada foram realizados em reator batelada, a temperatura ambiente por 96 horas. Ao 
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reator adicionou-se uma solução que continha tampão acetato de sódio 50mM (pH 5,5), D-

galactose 0,4M, cloreto de manganês 0,5mM e LSLt-LAI (1,02U/mL). 

 

 

4.2 Resultados e Discussões 

 

 

4.2.1 Construção da LSLt-LAI 

 

 

A construção da LSLt-LAI foi pensada devido ao fato de ser um novo método geral 

de expressão e purificação de proteínas de fusão contendo um domínio peptídico, lectina β-

trebol como etiqueta de afinidade e solubilidade. Esta etiqueta permite produzir a proteína 

com alto rendimento e purificá-la mediante um protocolo eficaz, simples e de baixo custo, 

baseado na capacidade do peptídeo se unir a açúcares derivados de agarose e, que exige como 

única etapa a cromatografia de afinidade que emprega agarose como suporte e lactose como 

eluente. 

O clone construído a partir do plasmídeo extraído da LAI-DH10B não foi obtido com 

sucesso, ao solicitar sequenciamento da cepa clonada constatou-se que o linker não havia sido 

incorporado, e essa região é de suma importância na estrutura da enzima clonada, uma vez 

que sua presença garante mobilidade à enzima, pois age como um braço espaçador. A 

natureza e o comprimento do braço espaçador têm grande relevância no comportamento da 

enzima durante as etapas de purificação e imobilização ( DOS SANTOS et al., 2015). Na 

purificação de proteínas através de cromatografia de afinidade, o braço espaçador ideal deve 

ser bastante longo, para evitar qualquer impedimento estérico durante o acesso do substrato ao 

sítio ativo (MURZA et al., 2000).  

Entretanto, o vetor solicitado à Invitrogen, conforme o desenhado na Figura 4.1, foi 

obtido com êxito, pois pET28a-LSLt-LAI apresenta todas as especificações exigidas para sua 

síntese (Figura 4.2):  

    Gene de resistência à kanamicina; 

    Promotor de indução através do IPTG; 

    A etiqueta de fusão LSLt (LSL150 + linker + sitio de reconhecimento da TEV); 
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    Sequência 6x-His-tag. 

 

Figura 4.1 – Conformação desejada do plasmídeo sintético. Com a presença da etiqueta de 

fusão, LSLt, (LSL150 + linker (braço espaçador) + sequência de reconhecimento da 

endoprotease TEV). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 4.2 – Mapa do vetor pET28a-LSLt-LAI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Invitrogen – Thermo Fisher Scientific. 

Proteína TEV Linker LSL150 

Sequência de reconhecimento da TEV 
e sítio de clivagem 

Linker LSL150 
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A etiqueta de fusão LSLt foi inserida, pois sua presença possibilita a imobilização 

orientada da proteína de fusão com o ligante, entre o C-terminal da etiqueta e o N-terminal da 

enzima, agindo como um braço espaçador entre a superfície de apoio e o domínio catalítico, 

preservando a atividade do C-terminal enzimático dentro do compósito imobilizado. Além 

disso, esta metodologia permite potencializar o processo de purificação/imobilização devido 

sua alta interação seletiva entre a etiqueta e o suporte, processo este que não necessita de 

suportes funcionalizados, já que o domínio LSLt liga-se a matrizes de agarose não ativadas de 

forma específica e reversível, tornando o processo barato. 

No entanto, a presença da etiqueta de fusão após o processo de purificação deve ser 

opcional, ou seja, sua eliminação deve ser possibilitada de modo eficaz, e isso é possível com 

a inserção da sequência que codifica um segmento flexível, conhecido como sequência linker 

(aminoácidos ASSS) e um sítio de reconhecimento pela endoprotease Tobacco Etch 

Virus (TEV), cuja sequência de reconhecimento em aminoácidos é ENLYFQG. Assim, uma 

vez produzida a proteína de fusão, a lectina LSLt pode ser eliminada mediante uma digestão 

controlada com a protease TEV (ANGULO et al., 2011). 

A retirada da etiqueta de fusão LSLt faz com que sistema 6x-His-tag, um dos 

exemplos mais representativos para a imobilização por afinidade, fique exposto possibilitando 

que a enzima ainda possa ser imobilizada através de quelatos de metal (SOUZA, 2015). 

 

  

4.2.2 Expressão e purificação da LSLt-LAI 

 

 

O plasmídeo pET28a-LSLt-LAI foi transformado com sucesso em Escherichia coli 

BL21, a análise de SDS-PAGE mostrada na Figura 4.3 apresenta este resultado. No poço 2 

observa-se a expressão da LSLt-LAI no meio fermentativo, que aconteceu de maneira 

bastante expressiva, já no poço 3 é apresentado o perfil eletroforético da L-arabinose 

isomerase recombinante purificada em uma única etapa. O peso molecular da LSLt-LAI 

purificada foi medido em aproximadamente 70kDa, confirmando a presença da etiqueta de 

fusão LSLt que pesa 14kDa (ÁVALOS, 2014). 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Tobacco_etch_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Tobacco_etch_virus
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Figura 4.3 – SDS-PAGE (12% poliacrilamida) da expressão e purificação da enzima       

LSLt-LAI. 1 – Marcador padrão de peso molecular; 2 – Fração solúvel do extrato livre de 

células (10,48mg/mL); 3 – Fração purificada da LSLt-LAI eluída da cromatografia de 

afinidade com 200mM de lactose (3,41mg/mL). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Para a purificação da L-arabinose isomerase recombinante foi adotada uma única 

estratégia, a cromatografia de afinidade a partir do extrato livre de células. Conforme 

mostrado na Tabela 4.2, o protocolo de adsorção em agarose 6BCL e dessorção com lactose 

permitiu a recuperação de 77,18% da atividade da enzima. Com este resultado observa-se a 

vantagem ao utilizar técnicas de melhoramento genético, neste caso, clonagem em 

Escherichia coli e inserção de etiquetas de fusão, já que a enzima nativa L-arabinose 

isomerase de Enterococcus faecium DBFIQ E36 apresentou apenas 56% de recuperação de 

atividade (TORRES et al., 2014), resultado este, obtido após duas etapas de purificação, 

saturação com sulfato de amônio a 85% seguido de cromatografia de afinidade. Em estudo 

realizado por Sousa, 2015, para a enzima recombinante L- AI DH10B também foram obtidos 

valores de recuperação de atividade menores, 31,9% quando imobilizado em Ag-IDA-Ni e 

38% quando imobilizado em Ag-IDA-Cu, no entanto, para a proteína expressa em E. coli 

BL21 os valores de recuperação obtidos foram superiores ao obtidos no presente trabalho, 

95,9% para o imobilizado em Ag-IDA-Ni e 79,8% para o imobilizado em Ag-IDA-Cu, 

porém, como se pode observar, para a purificação das duas cepas foram utilizados suporte 

    1             2             3          
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funcionalizados, quelatos de níquel e cobre, o que torna o processo oneroso e demorado, uma 

vez que a ativação do suporte dura em torno de 36h. 

 

Tabela 4.2 – Purificação da LSLt-LAI a partir da dessorção da enzima com solução 200mM 

de lactose. A enzima encontrava-se em tampão Tris-HCl 20mM, pH 8,0 + 100mM de NaCl, 

ligada ao suporte Ag-6BCL. 

Frações 

Atividade 

enzimática 

(U/mL) 

Concentração 

de proteína 

(mg/mL) 

Atividade 

específica 

(U/mg) 

Rendimento 

(%) 
Purificação 

Extrato livre 

de células 
2,63 ± 0,01 74,30 ± 0,28 0,035 100 1 

Cromatografia 

de afinidade 
2,03 ± 0,05 22,47 ± 0,12 0,090 77,18 2,57 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.2.3 Atividade da LSLt-LAI solúvel frente ao pH e cofator 

 

 

A maioria das L-arabinose isomerase são ativadas na presença de íons metálicos e 

diversos estudos apontam o Mn
2+

 e o Co
2+

 como máximos ativadores (FAN et al., 2014; 

PATEL et al., 2017; HUNG et al., 2014). No entanto, relata-se que o cobalto é requerido 

como cofator por L-AI hipertermófilas e o manganês por L-AI termófilas e mesófilas para 

aumentar sua taxa de reação de isomerização assim, o presente estudo avaliou o efeito de 

diferentes concentrações de Mn
2+

 na atividade da LSLT-LAI, concomitante ao efeito do pH 

(KIM et al., 2002; LEE et al., 2004; XU et al., 2011). 

Os resultados apresentados na Figura 4.4 confirmam a exigência absoluta de íons 

metálicos para que a LSLT-LAI exerça seu papel catalítico, já que nenhuma atividade foi 

mensurável na ausência do íon metálico divalente (dado não mostrado). 
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Figura 4.4 – Efeito do pH e da concentração do cofator na atividade da LSLt-LAI solúvel. 

(■) Tampão acetato de sódio 50mM, pH 5,5; () Tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,0; 

(▲) Tampão bicarbonato de sódio 50mM, pH 10,0. O experimento ocorreu a temperatura 

ambiente e com volume reacional de 5mL. Erros menores que 0,003.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Na Figura 4.4 observa-se que em pH alcalino, o aumento da concentração de cofator 

favoreceu a atividade catalítica da LSLt-LAI, o que já não se observa em pH neutro, onde a 

atividade catalítica da enzima independe da concentração do metal. Já em pH ácido, a 

concentração de Mn
2+

 afeta significativamente o processo catalítico, onde em concentrações 

abaixo de 0,5mM sua atividade é bastante reduzida e, com o cofator a uma concentração de 

0,5mM sua máxima atividade é alcançada, 1,03U/mL, o que leva a concluir também que o pH 

ideal para a reação de isomerização da LSLt-LAI é 5,5, índice de acidez que evita a formação 

de produtos indesejados e reduz as reações secundárias não específicas, como por exemplo 

reação de Maillard, possibilitando sua aplicação industrial (KIM, 2004; LEE et al., 2004; LEE 

et al., 2005a). Resultado que foi confirmado em estudo mostrado na Figura 4.5, de relevante 

importância sobre o efeito do pH na atividade da enzima, já que mudanças no pH podem 

alterar sua estrutura devido uma repulsão de cargas e levar a dissociação de enzimas 

oligoméricas, que em solução podem apresentar-se em várias formatos: monômeros, dímeros, 

trímeros ou moléculas maiores, no caso do presente estudo, hexâmetros (SOUSA, et al., 

2017). 
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Figura 4.5 – Efeito do pH na atividade da LSLt-LAI solúvel. A enzima encontrava-se a uma 

concentração de 3,82mg/mL. Todos os tampões utilizados apresentavam força iônica de 

50mM e foram suplementados com 0,5mM de Mn
2+

. O experimento ocorreu a temperatura 

ambiente e com volume reacional de 5mL. Erros menores que 0,05. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Observa-se que a LSLt-LAI apresentou queda em sua atividade catalítica quando 

submetida a pH superiores a 6,0, onde a enzima chegou a apresentar valores abaixo de 30% 

de atividade relativa (Figura 4.5). Essa queda na atividade enzimática da LSLt-LAI é 

explicada pelo fato de esta ser uma enzima multimérica, onde a força da interação 

subunidade-subunidade pode ser grandemente influenciada pelo pH, pois este é um dos 

principais parâmetros que pode transformar a dissociação da subunidade no primeiro passo da 

inativação de enzimas multiméricas (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2009). 

Segundo dados da literatura, o pH ideal dos diferentes tipos de arabinose isomerases 

podem variar bastante, indo de valores ácidos a básicos e essa variação é determinada pelo 

organismo utilizado em sua produção, seja ele clonado em E. coli ou nativo (SOUSA, 2015). 

Por exemplo, as L-AIs produzidas a partir de Bacillus possuem uma faixa bastante estreita de 

pH ideal, 7,0 a 8,5 (LEE et al., 2005a; RHIMI e BEJAR, 2006; PRABHU et al., 2008; KIM et 

al., 2001; KIM e OH, 2005; KIM et al., 2010). Enquanto L-arabinose isomerases oriundas das 

bactérias do ácido lático, possuem pH ideal mais ácidos, variando de 5,0 a 7,5, sendo o 

candidato mais tolerante a ácido o Lactobacillus sakei 23 K que apresenta pH ideal entre 5,0-
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7,0 (XU et al., 2011; CHOUAYEKH et al., 2007; RHIMI et al., 2010). Em contraste, algumas 

L-arabinose isomerases atuam em condições altamente alcalinas, L-AI de Anoxybacillus 

flavithermus tem uma faixa de pH ideal de 9,5 a 10,5 (LI et al., 2011). 

A tolerância ácida da LSLt-LAI constitui uma característica bioquímica atrativa e é 

super promissora do ponto de vista industrial, uma vez que a maioria das L-AI caracterizadas 

são intolerantes a ácidos e a indústria requer uma enzima com pH ideal mais baixo, em torno 

de 6-7, para a isomerização da galactose (OH et al., 2006; RHIMI et al, 2010). Seu pH ácido 

permite a bioconversão eficiente de D-galactose em D-tagatose durante a fermentação de 

produtos lácteos, por exemplo (RHIMI et al, 2011a).   

 

 

4.2.4 Atividade da LSLt-LAI solúvel frente à temperatura 

 

 

O perfil de temperatura para a atividade da LSLt-LAI é apresentado na Figura 4.6.  

A LSLt-LAI apresentou temperatura ideal para catálise enzimática a 50°C e teve sua 

atividade relativa bruscamente diminuída em temperaturas superiores. Um aumento de 10°C 

causou desnaturação proteica fazendo com que a enzima atingisse valores em torno de 26% 

de atividade relativa a 60°C.  
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Figura 4.6 – Efeito da temperatura na atividade da LSLt-LAI solúvel. A enzima encontrava-

se a uma concentração de 3,82mg/mL, em tampão acetato de sódio 50mM, pH 5,5, 

suplementado com 0,5mM de Mn
2+

. O experimento ocorreu a temperatura ambiente e com 

volume reacional de 5mL. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Para a produção industrial de D-tagatose, indica-se que a reação ocorra em 

temperaturas que variam entre 60 e 65°C (KIM et al., 2003; OH et al., 2001), no entanto L-AI 

já estudadas mostraram temperaturas ideais abaixo de 50°C, L-AI de Lactobacillus sakei 

(RHIMI et al., 2010) e de Lactobacillus gayonii (NAKAMATU e YAMANAKA, 1969) 

apresentaram temperatura ideal no intervalo de 30–40°C, L-AI de Mycobacterium smegmatis 

a 45°C (IZUMORI et al., 1978) e de E. coli a 30°C (YOON et al., 2003). Já muitas outras L-

AI produzidas a partir de microrganismos termófilos e hipertermófilos apresentaram 

temperatura ideal acima de 60°C, L-AI de T. mathranii (LEE et al., 2005a) e de A. 

acidocaldarius (LI et al., 2011) apresentaram temperatura ideal a 65°C, L-AI de T. 

saccharolyticum NTOU1 (JORGENSEN et al., 2004), de G. stearothermophilus T6 (LEE et 

al., 2005b) e de G. thermodenitrificans (KIM e OH, 2005) obtiveram como temperatura ideal 

70°C, outros atingiram temperatura ideal de 90°C – T. maritima (LEE et al., 2004) e 95°C – 

A. flavithermus (LI et al., 2011).  

Entretanto, esta característica é particularmente interessante para aplicações 

específicas, como a bioconversão de D-galactose residual em D-tagatose no leite durante a 
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fermentação, que precisa de uma L-AI ativa a temperaturas mais amenas (RHIMI et al ., 

2009). 

 

 

4.2.5 Especificidade pelo substrato de LSLt-LAI solúvel 

 

 

Devido ao fato de a L-arabinose isomerase poder reagir com outros açucares além da 

galactose, diversos substratos foram usados para o estudo da especificidade da recombinante 

Enterococcus faecium LSLt-LAI (Tabela 4.3). LSLt-LAI apresentou atividade relativa 

bastante elevada para L-arabinose quando comparada a D-galactose, que teve sua atividade 

relativa igualada a 100%, mas uma baixa atividade para D-glicose e D-mannose. E, quando 

D-ribose e D-xilose foram usados como substrato, o catalisador, LSLt-LAI, não apresentou 

atividade. O que mostra que a enzima em estudo é ideal para síntese enzimática de D-tagatose 

a partir de D-galactose, embora em taxas mais baixas, já que demonstra maior especificidade 

para L-arabinose (PATRICK e LEE, 1968; KIM et al., 2001). 

 

Tabela 4.3 – Especificidade pelo substrato da recombinante LSLt-LAI de Enterococcus 

faecium em sua forma solúvel. Os ensaios foram realizados com substrato a 1M, 50°C e pH 

5,5, em triplicata. 

Substrato 

(Aldose) 

Produto* 

(Cetose) 

Atividade Relativa (%) da 

LSLt-LAI 

D-Galactose D-Tagatose 100,00 

L-Arabinose L-Ribulose 3270,83 

D-Glicose D-Frutose 8,96 

D-Mannose D-Frutose 2,03 

D-Ribose D-Ribulose ND 

D-Xilose D-Xilulose ND 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

*MENAVUVU et al., 2006. 

ND: não detectado 
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Estudo já realizados mostram que a L-AI de B. subtilis str.168 apresentou 

especificidade apenas em relação a L-arabinose (KIM et al., 2010) e a L-AI de B. 

licheniformis ATCC 14580 apresentou 2% de atividade enzimática para D-galactose quando 

comparada com L-arabinose (PRABHU et al., 2008).  

A maior atividade relativa apresentada ao utilizar L-arabinose e D-galactose como 

substratos é explicado pelo fato de somente estes, entre todos os estudados, apresentarem a 

mesma configuração de grupamento hidroxil ligados a C2-C4 (HUNG et al., 2014). 

 

 

4.2.6 LSLt-LAI imobilizada 

 

 

Com base em todos os dados coletados no estudo realizado com a enzima solúvel, 

parâmetros essenciais foram determinados, facilitando assim o desenvolvimento do estudo 

com a enzima imobilizada. Os resultados serão demonstrados a seguir. 

 

 

4.2.6.1 Determinação dos parâmetros de imobilização 

 

 

A LSLt-LAI foi imobilizada por afinidade em agarose polimerizada 6BCL através da 

interação específica entre o domínio da lectina e a superfície da agarose. A Figura 4.7 mostra 

o modelo LSLt-LAI construído pelo programa PyMol, com os braços espaçadores que 

permitem uma maior flexibilidade entre a L-arabinose isomerase e a etiqueta de fusão, quando 

imobilizada. 
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Figura 4.7 – Modelo construído, no programa PyMol, considerando as estruturas de cristal do 

LSLt (código PDB: 2Y9F (ANGULO et al., 2011)) com o modelo desenhado da LAI-DH10B 

neste estudo, com o linker alongado contendo 11 resíduos de aminoácidos que fornece uma 

região flexível entre o LSLt e a L-AI. (A) Vista frontal do modelo (B) Vista lateral do 

modelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como se pode observar na Tabela 4.4, apesar de 95% do rendimento de 

imobilização, a atividade recuperada da LSLt-LAI imobilizada foi de 88%, esse fato pode ser 

explicado pelo difícil acesso do substrato ao sítio ativo devido sua conformação quando em 

solução ou existência de uma difusão limitante de taxa do substrato no suporte. Entretanto, 

(A) 

(B) 

(B) 

(A) 
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pode-se afirmar que a estratégia de imobilização e o suporte utilizados foram apropriados para 

a produção do derivado LSLt-LAI-Ag6BCL, já que apresentaram valores maiores que os 

encontrados na literatura em estudos desenvolvidos com L-arabinose isomerase de 

Enterococcus faecium DBFIQ E36 (MANZO et al., 2015; SOUSA, 2015). A utilização de 

agarose não reticulada para imobilização de proteínas de fusão por afinidade envolve 

interações físicas fortes e específicas, e sua utilização dificilmente pode ser substituída por 

outro suporte, uma vez que é quimicamente inerte, o que torna a agarose um suporte ideal 

para o ensaio desta nova estratégia de imobilização enzimática, já que os únicos grupos que 

podem reagir com as proteínas são aqueles que foram introduzidos no presente estudo, o que 

torna possível o controle das interações enzima-suporte (BUCUR et al., 2005; ZUCCA et al., 

2005). 

 

Tabela 4.4 – Parâmetros de imobilização da LSLt-LAI em Ag-6BCL. Carga enzimática 

oferecida de aproximadamente 26 U de enzima/g de suporte e carga de proteína oferecida de 

aproximadamente 743 mg de proteínas totais / g de suporte. RI – rendimento de imobilização; 

AtR – atividade recuperada; Atd – atividade do derivado; Att – atividade teórica. O protocolo 

de imobilização ocorreu na presença de tampão acetato de sódio, pH 5,5. 

Amostra Atd (U/g) RI (%) Att (U/mL) AtR (%) 

LSLT-LAI-Ag6BCL 2,21 95,39 2,5 88,08 

 

Estudos de imobilização realizados com a L-arabinose ismoerase de Enterococcus 

faecium DBFIQ E36 em sua forma nativa (MANZO, et al., 2015) e recombinante (SOUSA, 

2015) têm seus resultados mostrados na Tabela 4.5. MANZO et al., 2015 trabalharam com a 

L-arabinose isomerase em sua forma nativa e teve como resultado de maior atividade 

recuperada 63,56% quando a imobilizou em quitosana ativada com glutaraldeído 

suplementada com D-frutose, e o rendimento de imobilização foi de 92,68%, já quando usou 

quitosana ativada com 2% (m/v) glutaraldeído a pH 5,6, o rendimento de imobilização foi 

100%, no entanto a atividade recuperada foi de 3,7%. No trabalho desenvolvido por SOUSA, 

2015 a enzima L-arabinose isomerase foi caracterizada em sua forma recombinante, LAI-

DH10B e LAI-BL21, para a enzima LAI-DH10B a maior atividade recuperada foi de 50,3% 

com rendimento de imobilização 60,4%, conseguidos ao imobilizar a enzima no suporte 
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MANAE, e para a recombinante L-AI BL21, a melhor atividade recuperada foi conseguida 

também ao imobilizá-la em MANAE, com recuperação da atividade atingindo 100% e 42% 

de rendimento de imobilização. Os resultados apresentados confirmam que a estratégia de 

imobilização e o suporte foram apropriados para a produção do derivado LSLt-LAI-Ag6BCL. 

 

Tabela 4.5 – Parâmetros de imobilização de L-arabinose isomerase em estudos realizados por 

diferentes autores em sua forma nativa e recombinate. RI – rendimento de imobilização; AtR – 

atividade recuperada. 

Microrganismo Suporte RI (%) AtR(%) Referência 

Enterococcus faecium 

DBFIQ E36 

Quitosana ativada com glutaraldeído 98 ± 1 26 ± 0,9 

MANZO et al., 

2015 

Quitosana ativada com 

epiclorohidrina 
83,7 ± 0,1 15 ± 0, 5 

Quitosana ativada com glicidol 48,1 ± 0,7 11 ± 0,25 

D-frutose + Quitosana ativada com 

glutaraldeído 
92,68 63,56 

Recombinante 6-His-tag de 

Enterococcus faecium 

DBFIQ E36 em E. coli BL21 

IDA-Ni 56,5 81,7 

SOUSA, 2015 IDA-Ni-glioxil 56,5 55,9  

MANAE 42,0 100,0 

Recombinante 6-His-tag de 

Enterococcus faecium 

DBFIQ E36 em E. coli 

DH10B 

IDA-Ni 55,5 37,3 

SOUSA, 2015 IDA-Ni-glioxil 55,5 43,3 

MANAE 60,4 50,3 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.2.6.2 Determinação dos parâmetros cinéticos 

 

 

O efeito da concentração do substrato sobre a atividade da LSLt-LAI imobilizada foi 

investigado e comparado com o da enzima solúvel, sob as mesmas condições de reação, 

empregando soluções de D-galactose em concentrações que variaram de 6,25 a 1000µM. Os 

experimentos foram realizados em condições padrões de reação enzimática, com a enzima a 



69 

 

Imobilização Direcionada e Reversível da L-arabinose isomerase de Enterococcus 

faecium DBFIQ E36 em Agarose através do Domínio Lectina β-trebol (LSLt) 
 

uma concentração de 1U/mL, a fim de evitar problemas difusionais. Os perfis de velocidade 

de reação em função da concentração de D-galactose são apresentados na Figura 4.8 e os 

parâmetros cinéticos Km e Vmáx são apresentados na Tabela 4.6. 

 

Figura 4.8 – Influência da concentração de substrato D-galactose na velocidade da reação de 

catálise da LSLt-LAI. Os símbolos representam os pontos experimentais e as retas o ajuste do 

modelo realizado pelo software Origin 8.1. () LSLt-LAI em sua forma solúvel (▲) LSLt-LAI 

imobilizada em agarose-6BCL. Os experimentos foram realizados com a enzima a uma 

concentração de 1U/mL em tampão acetato de sódio 50mM, pH 5,5 temperatura ambiente. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Verifica-se que o aumento na concentração do substrato de 6,25 a 250µM para a 

enzima imobilizada e de 6,25 a 600µM para a enzima solúvel resultou em um incremento 

significativo nas velocidades de reação da enzima. Para concentrações de substrato superiores 

a 250 μM para a enzima imobilizada e superior a 800 µM para a enzima solúvel, a atividade 

enzimática da LSLt-LAI tornou-se essencialmente independente da concentração do 

substrato, seguindo uma cinética do tipo Michaelis-Menten. 
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Tabela 4.6 – Parâmetros cinéticos da LSLt-LAI imobilizada em agarose-6BCL, D-galactose 

foi utilizada como substrato. Atividade enzimática oferecida 1U/mL. O protocolo de 

imobilização ocorreu na presença de tampão acetato de sódio, pH 5,5, temperatura ambiente. 

Os resultados são a média das medidas em triplicata. 

Amostra Km (mM) Vmáx (mM.min
-1

) R
2 

LSLt-LAI solúvel 0,062 1,01 0,98 

LSLt-LAI Ag-6BCL 0,005 0,05 0,97 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

O valor de Km para a enzima livre foi de 0,062, maior do que o apresentado pela 

enzima imobilizada que foi de 0,005, mostrando que a afinidade pelo substrato é maior 

quando imobilizada. 

 

 

4.2.6.3 Produção de D-tagatose por LSLt-LAI solúvel e por LSLt-LAI imobilizada em Ag-

6BCL 

 

 

O estudo da síntese de D-tagatose a partir de 0,4M de D-galactose pela enzima em 

sua forma solúvel e imobilizada em agarose-6BCL, ocorreu a 50°C na presença de 0,5mM de 

cloreto de manganês. Dados apresentados na Figura 4.9 mostram que a reação para a síntese 

de D-tagatose é favorecida quando a enzima é imobilizada. A enzima imobilizada obteve, 

após 48 horas de reação, sua máxima concentração de conversão, 112mM de D-tagatose (28% 

de conversão), e a enzima livre alcançou uma conversão de 17% de D-galactose em D-

tagatose, o equivalente a 68mM de D-tagatose, após 36 horas de catálise. Embora a enzima 

imobilizada tenha demorado mais a atingir o equilíbrio, sua concentração de conversão foi 

64% maior quando comparada a enzima solúvel. 
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Figura 4.9 – Rendimento de conversão de D-galactose em D-tagatose usando LSLt-LAI 

como catalisador e o substrato a uma concentração de 400mM. (■) LSLt-LAI imobilizada em 

agarose-6BCL ()  LSLt-LAI em sua forma solúvel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

 

Apesar de os valores serem considerados baixos, enzimas oriundas de 

microrganismos mesófilos apresentam reduzidas taxas de conversão da D-galactose em D-

tagatose, geralmente encontram-se na faixa de 28 a 50% (RHIMI et al., 2010; SOUSA, 2015). 

Realizando uma pesquisa em trabalhos onde autores estudaram a bioconversão de D-

galactose em D-tagatose a partir das mais diferentes fontes de L-arabinose isomerase, pôde-se 

observar que a utilização de uma menor concentração de D-galactose aumenta a conversão 

(MEN et al., 2014; FAN et al., 2014). Outro fator que também favorece a conversão em D-

tagatose é o aumento da temperatura, no entanto, esta informação só é relevante quando se 

fala em microrganismo termófilos ou hipertermófilos (KIM et al., 2002) . A utilização de uma 

menor concentração de substrato deve ser estudada, já que maiores valores de conversão 

podem ser atingidos ao utilizar microrganismos mesófilos para a produção de L-arabinose 

isomerase (MEN et al., 2014). 
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5 – CONCLUSÕES 

 

 

No processo de cristalização da enzima L-arabinose isomerase de Enterococcus 

faecium foram obtidos três cristais que apresentaram resolução de 7,8Å e 6,5Å, mostrando 

que a enzima cristaliza, porém necessitam mais estudos a fim de aumentar a qualidade dos 

cristais.  

O modelo estrutural da LAI-DH10B revela que a enzima apresenta arquitetura 

hexamérica, com subunidades idênticas, relacionadas por simetria e, que os resíduos de maior 

relevância como, os implicados na catálise, na união do metal manganês e na união das 

interfaces, foram conservados ao relacioná-la com a enzima-molde, ECAI.  

As etapas de clonagem e expressão em E. coli foram realizadas com sucesso, com 

significativa expressão da proteína LSLt-LAI, que foi purificada após 15 minutos de reação, 

apresentando 77,18% de rendimento. 

O perfil eletroforético do extrato enzimático permitiu a visualização de diferentes 

bandas e revelou a presença de uma proteína mais expressiva com massa molar de 

aproximadamente 70kDa, confirmando a expressão da L-arabinose isomerase associada à 

etiqueta de fusão LSLt. 

O estudo físico-químico revelou 50°C e 5,5 como temperatura e pH ideais para 

catálise da D-galactose, respectivamente. 

O íon metálico Mn
2+ 

exerce
 
influência positiva sob a enzima LSLt-LAI, favorecendo 

a isomerização da D-galactose em D-tagatose. 

 A imobilização da enzima LSLt-LAI apresentou rendimento de 95,39% com 

atividade recuperada de 88,08%, fato explicado pelo difícil acesso do substrato ao sítio ativo 

quando a enzima apresenta essa conformação. No entanto, a bioconversão de D-galactose em 

D-tagatose foi favorecida  após 48 horas de catálise, alcançando valores em torno de 28%. 
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ANEXO A 

TABELA DE COMPOSIÇÃO DOS SCREENS DE CRISTALIZAÇÃO 

1. JCSG 
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2. PACT 
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3. CRYSTAL SCREEN 1 & 2 
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4. INDEX 

  

Reagent 
[Salt] [Salt] Salt [Buffer] [Buffer] Buffer pH [Ppt 1] [Ppt 1] Precipitant 1 [Ppt 2] [Ppt 2] Precipitant 2 Average 

      #   units     units       units     units   pH 

     1 
   

0,1 M Citric acid 3,5 2,0 M Ammonium sulfate  
   

3,7 

                    

2    
0,1 M 

Sodium acetate 

trihydrate 
4,5 2,0 M Ammonium sulfate  

   
4,5 

3 
   

0,1 M BIS-TRIS 5,5 2,0 M Ammonium sulfate  
   

6,1 

4 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 2,0 M Ammonium sulfate  
   

7,1 

5 
   

0,1 M HEPES 7,5 2,0 M Ammonium sulfate  
   

7,6 

6 
   

0,1 M Tris 8,5 2,0 M Ammonium sulfate  
   

8,2 

7 
   

0,1 M Citric acid 3,5 3,0 M Sodium chloride 
   

3,1 

8 
   

0,1 M 
Sodium acetate 

trihydrate 
4,5 3,0 M Sodium chloride 

   
4,2 

9 
   

0,1 M BIS-TRIS 5,5 3,0 M Sodium chloride 
   

5,7 

10 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 3,0 M Sodium chloride 
   

7,2 

11 
   

0,1 M HEPES 7,5 3,0 M Sodium chloride 
   

7,3 

12 
   

0,1 M Tris 8,5 3,0 M Sodium chloride 
   

8,6 

13 
   

0,1 M BIS-TRIS 5,5 0,3 M Magnesium formate dihydrate 
   

5,7 

14 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 0,5 M Magnesium formate dihydrate 
   

6,5 

15 
   

0,1 M HEPES 7,5 0,5 M Magnesium formate dihydrate 
   

7,4 

16 
   

0,1 M Tris 8,5 0,3 M Magnesium formate dihydrate 
   

8,6 

17 
   

1,4 M 
 

5,6 1,26 M 
Sodium phosphate monobasic 

monohydrate 
0,14 M 

Potassium phosphate 

dibasic 
5,1 

18 
   

1,4 M 
 

6,9 0,49 M 
Sodium phosphate monobasic 

monohydrate 
0,91 M 

Potassium phosphate 

dibasic 
7,0 

19 
   

1,4 M 
 

8,2 0,056 M 
Sodium phosphate monobasic 

monohydrate 
1,344 M 

Potassium phosphate 

dibasic 
8,4 

20 
   

0,1 M HEPES 7,5 1,4 M Sodium citrate tribasic dihydrate 
   

8,0 

21 
       

1,8 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0 
   

7,0 

22 
       

0,8 M Succinic acid pH 7.0 
   

7,0 

23 
       

2,1 M DL-Malic acid pH 7.0 
   

7,0 
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24 
       

2,8 M Sodium acetate trihydrate pH 7.0 
   

7,0 

25 
       

3,5 M Sodium formate pH 7.0 
   

7,0 

26 
       

1,1 M Ammonium tartrate dibasic pH 7.0 
   

7,0 

27 
       

2,4 M Sodium malonate pH 7.0 
   

7,0 

28 
       

35 % v/v Tacsimate pH 7.0 
   

7,0 

29 
       

60 % v/v Tacsimate pH 7.0 
   

7,0 

Reagent [Salt] [Salt] Salt [Buffer] [Buffer] Buffer pH [Ppt 1] [Ppt 1] Precipitant 1 [Ppt 2] [Ppt 2] Precipitant 2 Average 

#   units     units       units     units   pH 

30 0,1 M Sodium chloride 0,1 M BIS-TRIS 6,5 1,5 M Ammonium sulfate  
   

6,9 

31 0,8 M 
Potassium sodium tartrate 

tetrahydrate 
0,1 M Tris 8,5 0,5 % w/v 

Polyethylene glycol monomethyl 

ether 5,000    
8,9 

32 1,0 M Ammonium sulfate  0,1 M BIS-TRIS 5,5 1 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

5,8 

33 1,1 M Sodium malonate pH 7.0 0,1 M HEPES 7,0 0,5 % v/v Jeffamine ED-2001 pH 7.0 
   

7,2 

34 1,0 M Succinic acid pH 7.0 0,1 M HEPES 7,0 1 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 2,000    
7,1 

35 1,0 M Ammonium sulfate  0,1 M HEPES 7,0 0,5 % w/v Polyethylene glycol 8,000 
   

7,1 

36 15 % v/v Tacsimate pH 7.0 0,1 M HEPES 7,0 2 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,0 

37 
       

25 % w/v Polyethylene glycol 1,500 
   

6,3 

38 
   

0,1 M HEPES 7,0 30 % v/v Jeffamine M-600 pH 7.0 
   

6,7 

39 
   

0,1 M HEPES 7,0 30 % v/v Jeffamine ED-2001 pH 7.0 
   

6,8 

40 
   

0,1 M Citric acid 3,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

4,3 

41 
   

0,1 M 
Sodium acetate 

trihydrate 
4,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 

   
5,1 

42 
   

0,1 M BIS-TRIS 5,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

5,5 

43 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,5 

44 
   

0,1 M HEPES 7,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,5 

45 
   

0,1 M Tris 8,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,5 

46 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 20 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 5,000    
6,5 

47 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 28 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 2,000    
6,5 

48 0,2 M Calcium chloride dihydrate 0,1 M BIS-TRIS 5,5 45 % v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol 
   

3,4 
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49 0,2 M Calcium chloride dihydrate 0,1 M BIS-TRIS 6,5 45 % v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol 
   

4,4 

50 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M BIS-TRIS 5,5 45 % v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol 
   

6,3 

51 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M BIS-TRIS 6,5 45 % v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol 
   

6,7 

52 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M HEPES 7,5 45 % v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol 
   

7,4 

53 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M Tris 8,5 45 % v/v (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol 
   

8,3 

54 0,05 M Calcium chloride dihydrate 0,1 M BIS-TRIS 6,5 30 % v/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 550    
5,7 

55 0,05 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M HEPES 7,5 30 % v/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 550    
7,3 

56 0,2 M Potassium chloride 0,05 M HEPES 7,5 35 % v/v 
Pentaerythritol propoxylate (5/4 

PO/OH)    
7,4 

57 0,05 M Ammonium sulfate  0,05 M BIS-TRIS 6,5 30 % v/v 
Pentaerythritol ethoxylate (15/4 

EO/OH)    
6,5 

58 
   

0,1 M BIS-TRIS 6,5 45 % v/v Polypropylene glycol P 400 
   

6,4 

59 0,02 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M HEPES 7,5 22 % w/v Polyacrylic acid sodium salt 5,100 
   

7,2 

Reagent [Salt] [Salt] Salt [Buffer] [Buffer] Buffer pH [Ppt 1] [Ppt 1] Precipitant 1 [Ppt 2] [Ppt 2] Precipitant 2 Average 

#   units     units       units     units   pH 

60 0,01 M Cobalt(II) chloride hexahydrate 0,1 M Tris 8,5 20 % w/v Polyvinylpyrrolidone K 15 
   

7,7 

61 0,2 M L-Proline 0,1 M HEPES 7,5 10 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,4 

62 0,2 M Trimethylamine N-oxide dihydrate 0,1 M Tris 8,5 20 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 2,000    
8,6 

63 5 % v/v Tacsimate pH 7.0 0,1 M HEPES 7,0 10 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 5,000    
6,9 

64 0,005 M Cobalt(II) chloride hexahydrate 0,1 M HEPES 7,5 12 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,2 

 
0,005 M Nickel(II) chloride hexahydrate 

           

 
0,005 M Cadmium chloride hydrate 

           

 
0,005 M Magnesium chloride hexahydrate 

           
65 0,1 M Ammonium acetate 0,1 M BIS-TRIS 5,5 17 % w/v Polyethylene glycol 10,000 

   
5,9 

66 0,2 M Ammonium sulfate  0,1 M BIS-TRIS 5,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

5,6 

67 0,2 M Ammonium sulfate  0,1 M BIS-TRIS 6,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,5 

68 0,2 M Ammonium sulfate  0,1 M HEPES 7,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,3 

69 0,2 M Ammonium sulfate  0,1 M Tris 8,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,3 
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70 0,2 M Sodium chloride 0,1 M BIS-TRIS 5,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

5,4 

71 0,2 M Sodium chloride 0,1 M BIS-TRIS 6,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,6 

72 0,2 M Sodium chloride 0,1 M HEPES 7,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,4 

73 0,2 M Sodium chloride 0,1 M Tris 8,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,5 

74 0,2 M Lithium sulfate monohydrate 0,1 M BIS-TRIS 5,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

5,5 

75 0,2 M Lithium sulfate monohydrate 0,1 M BIS-TRIS 6,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,5 

76 0,2 M Lithium sulfate monohydrate 0,1 M HEPES 7,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,3 

77 0,2 M Lithium sulfate monohydrate 0,1 M Tris 8,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,6 

78 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M BIS-TRIS 5,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,1 

79 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M BIS-TRIS 6,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,7 

80 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M HEPES 7,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,4 

81 0,2 M Ammonium acetate 0,1 M Tris 8,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,4 

82 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M BIS-TRIS 5,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

5,5 

83 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M BIS-TRIS 6,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,5 

84 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M HEPES 7,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,3 

85 0,2 M Magnesium chloride hexahydrate 0,1 M Tris 8,5 25 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,4 

86 0,2 M 
Potassium sodium tartrate 

tetrahydrate     
20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 

   
7,4 

87 0,2 M Sodium malonate pH 7.0 
    

20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,4 

88 0,2 M Ammonium citrate tribasic pH 7.0 
    

20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,0 

89 0,1 M Succinic acid pH 7.0 
    

15 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,3 

Reagent [Salt] [Salt] Salt [Buffer] [Buffer] Buffer pH [Ppt 1] [Ppt 1] Precipitant 1 [Ppt 2] [Ppt 2] Precipitant 2 Average 

#   units     units       units     units   pH 

90 0,2 M Sodium formate 
    

20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,3 

91 0,15 M DL-Malic acid pH 7.0 
    

20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

7,2 

92 0,1 M Magnesium formate dihydrate 
    

15 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,9 

93 0,05 M Zinc acetate dihydrate 
    

20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

6,6 

94 0,2 M Sodium citrate tribasic dihydrate 
    

20 % w/v Polyethylene glycol 3,350 
   

8,3 

95 0,1 M Potassium thiocyanate 
    

30 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 2,000    
6,8 

96 0,15 M Potassium bromide 
    

30 % w/v 
Polyethylene glycol monomethyl 

ether 2,000    
6,8 
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5. Additive Screen 
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ANEXO B 

PERFIL CROMATOGRÁFICO DA COLUNA HILOAD 16/600 SUPERDEX 200 

PREP GRADE  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


