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RESUMO 

 

As β-glicosidases (EC 3.2.1.21) são um grupo diversificado de enzimas que catalisam a 

hidrólise de ligações β-glicosídicas de carboidrato para liberar resíduos de glicosil terminais 

não redutores, como a β-D-glicose e que possuem grande aplicabilidade industrial. Nas 

bactérias, as β-glicosidase que constituem o complexo celulase microbiana desempenham um 

papel importante na regulação de todo o processo de hidrólise da celulose. Acredita-se que as 

β-glicosidases de cianobactérias desempenhem papéis no metabolismo de glicosídeos e 

possível atividade hidrolítica da celobiose importante para hidrólise da celulose completa. 

Entretanto, dados estruturais e funcionais das β-glicosidases de cianobactérias e sua aplicação 

biotecnológica, ainda são escassos.  Deste modo, o presente trabalho busca elucidar as 

propriedades físico-químicas, estruturais e funcionais empregando ferramentas in silico e 

apresentar a caracterização bioquímica parcial de uma β-glicosidase de Microcystis 

aeruginosa CACIAM 03 (MaBgl3). A sequência utilizada no estudo, estando depositada no 

NCBI (ID: OCY13127.1), fora analisada quanto a suas propriedades físico-químicas, 

sequências primárias, funções, localização subcelular, domínios, estruturas secundárias, 

modelagem tridimensional. Essa β-glicosidase MaBgl3 é pertencente à família GH3, 

monomérica e com massa molecular teórica de 57,24 kDa e pI de 5,01, configurando ser uma 

proteína ácida presente no citoplasma da cianobactéria. O modelo da estrutura MaBgl3 

revelou um domínio N-terminal enovelado como um barril TIM distorcido com mecânica 

catalítica de díade semelhante encontrada em N-acetilglicosaminidases, um loop que conecta 

este domínio a um segundo domínio C-terminal na forma de sanduíche α/β. O extrato 

enzimático mostrou atividade enzimática frente a p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo, tendo 

atividade ótima em pH 4,5 e 40 °C com 37 U/mL. Estes resultados permitiram compreender 

as principais características bioquímicas, estruturais e seu mecanismo de catálise. 

Futuramente, avaliações de tolerâncias pela glicose, influência de aditivos e a sua purificação, 

poderão contribuir para processos de hidrólise da biomassa lignocelulósico, dentre outras 

aplicações biotecnológicas. 

Palavras-chave: enzimas, β-glicosidase, cianobactéria, biotecnologia, modelagem molecular.



 
 

 

 

ABSTRACT 

The β-glucosidases (EC 3.2.1.21) are a diverse group of enzymes that catalyze the hydrolysis 

of β-glycosidic bonds of carbohydrate to release non-reducing glycosyl residues, such as β-D-

glucose and have wide industrial applicability. In bacteria organisms, the β-glucosidase that 

constitute the microbial cellulase complex play an important role in the regulation of the 

entire process of cellulose hydrolysis. Cyanobacterial β-glucosidases are believed to play 

roles in glycoside metabolism, carbohydrate cycling and possible hydrolytic activity of short-

chain oligosaccharides and cellobiose important for complete cellulose hydrolysis. However, 

structural and functional data on cyanobacterial β-glycosidases and their biotechnological 

application are still scarce. In this context, the present work seeks to elucidate the 

physicochemical, structural and functional properties using in silico tools and to present the 

biochemical characterization of a β-glycosidase from Microcystis aeruginosa CACIAM 03 

(MaBgl3). The sequence used in this study was deposited at the NCBI (ID: 13127.1), it had 

been analyzed in terms of its physicochemical properties, primary sequences, functions, 

subcellular location, domains, secondary structures and three-dimensional structures. This β-

glycosidase MaBgl3 belongs to the GH3 family, it’s monomeric and has a theoretical 

molecular mass of 57,24 kDa and pI of 5.01, configuring it to be and acidic protein present in 

the cytoplasm of cyanobacteria. The modeled structure of MaBgl3 revealed an N-terminal 

domain folded like a distorted TIM barrel (β/α)8 with similar dyad catalytic mechanics found 

in N-acetylglucosaminidases, a loop connecting that domain to a second C-terminal domain 

folded in α/β-sandwich. The enzymatic extract showed activity against p-nitrophenyl-β-D-

glucopyranoside, having optimum activity at pH 4.5 and 40 °C with activity of 37 U/mL. 

These results allowed us to understand the main biochemical, structural characteristics and 

their catalytic mechanism. In the future, assessments of glucose tolerance, influence of 

additives and enzyme purification, may contribute to lignocellulosic biomass hydrolysis 

processes, among other biotechnological applications. 

Keywords: enzymes, β-glucosidase, cyanobacteria, biotechnology, molecular modeling. 
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1. INTRODUÇÃO 

As cianobactérias são conhecidas por serem os primeiros microrganismos autotróficos, 

fotossintéticos originados aproximadamente em 3 bilhões de anos na Terra, que contribuíram 

para um dos eventos mais dramáticos durante a evolução do planeta – a oxigenação do planeta 

Terra (PLANAVSKY, 2014; NUTMAN, 2016). Embora a natureza de cianobactérias seja 

microscópica, elas podem ser visualizadas ao formar florações, crostas e colônias que 

descoloram da água, causando diversos problemas e entre eles estão aumento da turbilidade, 

sufocação da vegetação marinha, depleção de oxigênio, indução a hipóxia e inóxia e causando 

a morte de peixes e invertebrados (RABALAIS et al., 2010). 

A taxa de crescimento rápido de cianobactérias depende de variações nos níveis de 

nutrientes, fatores bióticos, mudanças climáticas ou aquecimento global. O processo da 

industrialização nos países em desenvolvimento aumenta a demanda por atividades antrópicas 

que muitas vezes não é acompanhada por uma infraestrutura adequada a essas atividades. No 

Brasil, grande parte dos resíduos domésticos e esgoto são lançados diretamente nos corpos 

hídricos (TUCCI, 2002). A matéria orgânica presente nesses resíduos é um dos principais 

fatores responsáveis pelo aparecimento de florações por cianobactérias, pois provocam a 

eutrofização e consequentemente, a contaminação de solos e ambientes aquáticos (TUNDISI, 

2003). 

Sabe-se que as cianobactérias são capazes de produzir inúmeros metabólitos 

secundários bioativos e outros compostos, com seu papel ecológico e mecanismo de produção 

ainda pouco abordado. Essas moléculas, chamadas de cianopeptídeos, são descritas como 

compostos com atividades biológicas, como as microviridinas que são potenciais inibidoras 

de serinoproteases (AMARAL et al., 2021).  

Devido ao crescimento autotrófico, elas podem crescer nos mais diversos habitats e 

em diferentes tipos de recursos hídricos, como água doce, água salobra e águas residuais 

industriais. Logo, evidencia que os microrganismos não necessitam de exigências nutricionais 

complexas, apenas de determinados nutrientes, CO2 e energia luminosa. Assim, o cultivo em 

massa de cianobactérias pode ser possível para produzir compostos valiosos incluindo 

biocombustíveis, biofertilizantes, polímeros biodegradáveis, suplementos e substâncias de cor 

como corantes (DEMAY et al., 2019).  

Embora algumas revisões se concentrem na utilização para produção de um produto de 

valor. Nenhuma aborda o potencial das cianobactérias para serem usadas como produtoras de 

enzimas industrialmente importantes. Logo, estas cianobactérias possuem a capacidade de 
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sintetizar enzimas de diferentes aplicações industriais, incluindo as amilases, galactosidases, 

proteases, lipases, fitases, lacases, celulases e enzima que são capazes de regular a eficiência 

de hidrólise da degradação da biomassa, as β-glicosidases. 

As aplicações de β-glicosidases (EC 3.2.1.21) se desenvolveram notavelmente nos 

últimos anos devido à necessidade de fontes renováveis de energias e na exploração do seu 

uso na sacarificação da fibra de celulose nas indústrias de etanol. As β-glicosidases atuam 

sinergicamente com exoglucanase e endoglucanase na hidrólise de ligações β-glicosídicas da 

celulose, liberando unidades de glicose. Contudo, a maioria das β-glicosidases caracterizadas 

são sensíveis ao produto formado durante a hidrólise e acabam sendo inibidas por ela ou não 

possuem a conformação necessária para que ocorra a quebra do substrato celobiose. 

A fim de explorar completamente as características de β-glicosidases de cianobactérias 

é necessário conhecer sua estrutura tridimensional para compreender as informações sobre 

relação estrutura-função e os mecanismos biológicos que estão envolvidos com a enzima β-

glicosidase e de possíveis aplicações biotecnológicas na indústria de biocombustíveis e dentre 

outras aplicações no processo de fabricação de papel, produção de adubo, clareamento de 

sucos de frutas para aumentar a qualidade nutritiva de alimentos e outros processos.
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivo Geral 

O objetivo deste trabalho é analisar as estruturas e propriedades, extrair e caracterizar 

a atividade enzimática β-glicosidase endógena da cianobactéria amazônica Microcystis 

aeruginosa CACIAM 03. 

2.2. Objetivos Específicos 

a) Realizar investigação das sequências codificantes de β-glicosidase. 

b) Analisar as estruturas primária, secundária e modelar a estrutura terciária da β-

glicosidase. 

c) Extrair e purificar a enzima β-glicosidase 

d) Caracterizar a β-glicosidase frente a seu pH e temperatura ótimo. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Enzimas 

Enzimas são catalisadores biológicos que aceleram reações específicas e importantes 

para organismos vivos, sob determinadas condições de pH, concentração de substrato, 

temperatura e outros parâmetros (CUESTA, 2016; ROBINSON, 2015). Como catalisadores, 

as enzimas são necessárias em concentrações muito baixas e aceleram as reações sem serem 

consumidas durante o processo, onde descrevemos as enzimas como sendo capazes de 

catalisar a conversão de substrato em produto da seguinte forma: 

Figura 1 - Mecanismo de Atividade Enzimática 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Assim altamente específicas que catalisam apenas um tipo de moléculas como 

substrato em produtos ou uma variedade substratos. Outras são descritas como enzimas que 

demonstram uma especificidade elevadas, descrita como especificidade absoluta em que a 

enzima possui total especificidade a apenas a um substrato e nenhuma atividade com outras 

moléculas (JAEGER et al., 2004). 

As enzimas são classificadas de acordo com a Comissão de Enzimas (EC) a partir da 

reação que as enzimas catalisam também a numeração indica o substrato sobre o qual a 

enzima atua. A primeira parte do número EC refere-se à reação que a enzima catalisa. Os 

próximos dígitos significam a natureza de reação identificada pelo primeiro dígito. Como 

exemplo, temos as β-glicosidases (EC 3.2.1.21) em que a numeração EC 3 estão as classes 

das hidrolases, que catalisam hidrólise, quebra de ligações e estruturas com participação neste 

processo da ação da água. O próximo dígito (EC 3.2) inclui glicosilases que atuam em 

açúcares. O terceiro dígito (EC 3.2.1) diz a respeito de glicosidases que hidrolisam compostos 

O- e S-glicosil. 

O esquema de classificação consiste (Tabela 1), atualmente, em sete classes de 

enzimas: Oxidorredutases (EC 1), Transferases (EC 2), Hidrolases (EC 3), Liases (EC 4), 

Complexo Enzima-

Substrato 
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Isomerases (EC 5), Ligases (EC 6), e recente criada a nova classe de enzimas Translocases 

(EC 7) (MATSUTA, 2013; KEITH, 2018). 

Tabela 1 - Classificação de enzimas segundo o sistema de Comissão de Enzimas 

(EC). 

Dígito EC Classe de Enzima Tipo de reação 

1 Oxidorredutases Redução/oxidação 

2 Transferases Transferência de átomo ou grupo 

3 Hidrolases Hidrólise 

4 Liases Remoção de grupo 

5 Isomerases Isomerização 

6 Ligases Ligação entre duas moléculas 

7 Translocases Translocação de aminoácidos, hydrons e outros 

Fonte: IUBMB, nomenclatura das enzimas. 

3.2. As β-glicosidase 

As β-glicosidases (β-D-glicosídeo glicohidrolase; EC 3.2.1.21) são consideradas as 

mais essenciais enzimas que catalisam de forma eficiente a degradação da glicose 

(ALMEIDA et al., 2015). Essas enzimas hidrolisam ligações glicosídicas (β-1,4; β-1,3 e β-

1,6) em alquila e arila β-D-glicosídeos, assim como dissacarídeos e oligossacarídeos de cadeia 

curta que ocorrem onipresentemente em plantas, animais, fungos, bactérias e em 

cianobactérias de forma extra e intracelular. (BAI, 2013; SINGH, 2016). 

Nesses mais diversos organismos as β-glicosidases desempenham papeis fundamentais 

associados a processos biológicos dependendo sistema biológico e onde está situada a enzima. 

Em microrganismos celulolíticos, estão envolvidas na degradação do material lignocelulósico 

e da celobiose (TOMME et al., 1995). Em humanos e mamíferos, as β-glicosidases estão 

envolvidas na hidrólise das glicosilceramidas. Partículas estas conhecidas como GL1 e que, 

na ausência da β-glicosidase, acumulam-se normalmente no fígado, no baço e na medula 

óssea, caracterizando assim a doença de Gaucher - um distúrbio de armazenamento lisossomal 

não-neuropático (FERREIRA et al., 2008). 

As propriedades físico-químicas das β-glicosidases são bem estudadas e entendidas 

onde na literatura é indicado que a maior parte de todas as β-glicosidases tem subunidade com 

peso molecular entre 55 a 65 kDa, bem como se é conhecido o pH e temperatura de atividade 

para determinados substratos específicos e não-específicos. 

3.2.1. Classificação De β-Glicosidase 

As β-glicosidases pertencem a um grupo diverso de outras enzimas hidrolíticas e têm 
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sido classificadas baseadas não apenas em um critério definido. Em geral, são classificadas 

baseadas: (1) em sua especificidade ao substrato e (2) na identidade da sequência de 

nucleotídeos (SØRENSEN et al., 2013). E de acordo com a especificidade ao substrato elas 

têm sido classificadas como (1) aril-β-glicosidases, que agem aril-glicosídeos no quais nos 

quais uma fração de açúcar está ligada por meio de uma ligação carbono-carbono (C-C) a uma 

fração não-açúcar (aglicona). (2) verdadeiras celobiases, que hidrolisam celobiose para liberar 

glicose e (3) enzimas com ampla especificidade de substrato que atuam em um amplo 

espectro de substratos. (SINGHANIA, 2017; ZHANG, 2016; ROJAS, 1995). 

Segundo a proposta de Henrissat e Bairoch (1996), o método de classificação é 

baseado na sequência e na semelhança do dobramento das enzimas a partir da análise da 

análise de clusters hidrofóbicos (HCA). O HCA de diversas enzimas sugere que α-hélices e 

folhas-β estão localizadas em posições similares na conformação das mesmas. Além disso, há 

um número de aminoácidos altamente conservados agrupados no sítio ativo que inclusive a 

identificação de catalisador nucleofílico e ácido/base afeta a identificação a qual família esta 

enzima é pertencente. A classificação baseada em sequência pode ser usada para caracterizar 

enzimas de uma perspectiva estrutural, mas a especificidade do substrato em relação à porção 

aglicona continua sendo a principal ou, em alguns casos, a única líder no isolamento e 

caracterização de glicosidases estruturais ou desconhecidas não está claro. 

As famílias das glicosil hidrolases são classificadas em EC 3.2.1 como enzimas que 

catalisam a hidrólise de O- ou S- glicosídeos e baseado no proposto acima levou à definição 

de mais de 100 famílias diferentes. A classificação está disponível no banco de dados CAZy 

(Carbohydrate-Active Enzymes) permitindo uma previsão confiável da estrutura, do 

mecanismo, resíduos do sítio ativo e dos possíveis substratos (SINNOTT et al., 1990). As β-

glicosidases estão majoritariamente nas famílias 1 e 3 das glicosil hidrolases, porém estas são 

encontradas em famílias 5, 9 e 30 (CANTAREL et al., 2009). 

Na família 1 das glicosil hidrolases (GH1) as enzimas mais comuns desse grupo são as 

β-glicosidase e β-galactosidase, onde tipicamente a atividade é encontrada no mesmo sítio 

ativo com valores de Kcat semelhantes. Outras enzimas compartilham a mesma família como 

as β-manosidase, β-glucuronidase, β-xilosidase e são todas enzimas de retenção que seguem 

um mecanismo clássico de duplo deslocamento de Koshland. Em plantas, as enzimas da 

família GH1 estão frequentemente envolvidas no processo de aromáticos glicosilados, como 

hormônios vegetais e outras plantas utilizam como parte do seu sistema de defesa para liberar 

aglicona tóxicas a partir da hidrólise de linamarina e glucosinolatos.  
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A família GH3 consiste de 53 estruturas cristalógrafadas majoritariamente de β-

glicosidases e hexosaminidases de bactérias, mofos, leveduras e algumas plantas, contudo até 

o momento continua escasso as informações sobre as estruturas, a especificidade ao substrato 

e o tipo de função exercida nos organismos em que ela está presente. Tornando-se assim cada 

vez mais necessário a busca por novas estruturas a fim de se entender os seus mecanismos, o 

papel que exerce em determinado organismo e os esquemas de cada família. Salientando-se a 

escassez dos dados sobre essas β-glicosidases de cianobactérias e a sua futura aplicação 

biotecnológia  

3.2.2. Mecanismo De Catálise 

A hidrólise enzimática das ligações glicosídicas ocorre geralmente por catalisador 

ácido que requer dois resíduos críticos: um doador de prótons e uma base/nucleófilo. E esse 

mecanismo vai ocorrer majoritariamente via retenção ou inversão de uma configuração 

anomérica. E em ambos mecanismos a posição do doador de próton é idêntica (GIDEON et 

al., 1995). As β-glicosidases são enzimas de retenção por conta de seus produtos terem a 

capacidade de reter a mesma configuração anomérica que o substrato. Esse mecanismo de 

interação enzima-substrato é chamado de duplo deslocamento postulado por Daniel Koshland 

em 1953. 

A catálise consiste de duas etapas envolvem um intermediário glicosil-enzima (Figura 

2) onde a reação ocorre com o catalisador nucleofílico da enzima sendo ativado com auxílio 

do resíduo ácido/base fornecido por duas cadeias laterais de aminoácidos, que podem ser 

glutamato ou aspartato para performar a catálise, localizadas a aproximadamente 5 Å de 

distância. 

Figura 2 – Mecanismo geral de retenção enzimática das β-glicosidases. 

 
Fonte: Adaptado de Withers (2008). 
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Na primeira etapa, um dos resíduos funciona como nucleófilo atacando o centro 

anomérico para deslocar a aglicona e formar um intermediário glicosil-enzima e durante este 

mesmo tempo um outro resíduo irá funcionar como um ácido, protonando (doando H
+
) o 

oxigênio glicosídico à medida que ocorre a clivagem. Etapa essa chamada também de 

glicosilação. 

Na segunda etapa (etapa de desglicosilação) o intermediário é hidrolisado pela água, 

com outro resíduo agindo agora como um catalisador básico desprotonando a molécula de 

acordo com seu processo de clivagem liberando glicose como produto. A adição trans de um 

grupo OH resulta na retenção líquida na configuração anomérica. O resíduo nucleofílico 

também atua como o grupo de saída na etapa de desglicosilação (WITHERS, 2008; BHATIA, 

2002; KOSHLAND, 1953). 

Sendo esta a função mais atribuída à glicosidases, a hidrólise de ligações glicosídicas. 

Contudo, algumas glicosidases são capazes de catalisar reações de novas ligações glicosídicas 

através da hidrólise reversa ou de transglicosilação. Isto é, pode ser obtido a síntese de 

glicosídeos deslocando o equilíbrio a favor da síntese (controle termodinâmico) ou através do 

uso de doadores de monossacarídeos ativados (controle cinético), desviando a rota da reação 

de hidrólise. Na hidrólise reversa (controle termodinâmico) são usadas altas temperaturas, 

adição de solventes orgânicos e/ou altas concentrações de produtos. 

Na transglicosilação (controle cinético) o intermediário (glicosil-enzima) é atacado por 

uma outra molécula de substrato (aceptor glicosídico) invés de uma molécula de água, 

gerando um novo glicosídeo. Neste caso, pode ser usado como aceptores: oligossacarídeos, 

aril-glicosídeos e glicosídeos fluorados (MALET et al., 1998). 

Os estudos com a lisozima da clara de ovo de galinha (HEWL) levaram a dados bem 

compreendidos da estrutura, mecânica, predição dos resíduos catalíticos e domínios da β-

glicosidase. As evidências de ácidos carboxílicos servindo como ácido foram encontradas 

através da cristalografia de raio X da HEWL. O Glu
35 

foi identificado como doador de próton 

durante a catálise enquanto Asp
52

 serve como estabilizador durante o estágio de transição do 

oxônio. Interessantemente, a homologia da sequência de aminoácidos entre regiões que 

compreendem os resíduos Glu
35 

e Asp
52 

e segmento de outras β-glicosidase (Figura 3). Por 

analogia com a HEWL, Moranelli e colaboradores (1986) identificou nas β-glicosidase Glu
160

 

e Asp
177

 em Schizophyllum commune e Glu
607

 e Asp
625 

de Candida pelliculosa como 

potenciais resíduos catalíticos. 
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Figura 3 - Alinhamento das sequências de aminoácidos de uma celulase de fungo e duas β-glicosidases de fungo 

e bactérias com o seguimento da HEWL. 

 
Fonte: Adaptado do trabalho de Moranelli e Colaboradores (1986). 

Durante os estudos de Legler (1967) com modificações experimentais e afinidade a 

partir da mutagênese, fora proposto que o Glu no motivo serve como doador de prótons 

durante a catálise e fora identificado que outros resíduos de Glu/Asp agiam como nucleofilico 

que ajudaram a delinear o mecanismo de ação das enzimas de Aspergillus wentii, Aspergillus 

oryzae, B. theobromae, de leveduras e de células de Gaucher humana (DINUR, 1986; 

BAUSE, 1980; LEGLER, 1973; LEGLER, 1968). 

O arranjo do sítio catalítico na família GH3 foi visualizado pela primeira vez por 

Varghese em 1999 através da estrutura cristalina da β-glucaexohidrolase de cevada 

confirmando consistir de dois subsítios de ligação glicosil (-1 e +1) com um nucleofilico e um 

resíduo ácido/base. Os estudos de Legler em 1973 sugeriram que um resíduo de aspartato na 

sequência VMSDW como o resíduo nucleófilo catalítico muito antes do estabelecido no 

sistema de classificação CAZy e reconhecendo a enzima β-glicosidase de Aspergillus goii 

como membro da família GH3. O resíduo homólogo de β-glucaexohidrolase de cevada 

identificou que o Asp
285 

dentro da sequência GFVISDW sendo posicionado adequadamente 

para atuar como o nucleofílico durante a catálise. A conservação deste aspartato torna-se 

evidente quando estruturas cristalinas de várias enzimas GH3 são sobrepostas. Contudo que o 

nucleofilico catalítico aspartato seja bem conservado a localização e a identidade do resíduo 

ácido/base não é clara (VARGHESE et al., 1999).  

O alinhamento de sequência atualmente é usado de forma a identificar o resíduo 

nucleófilo catalítico dos membros do GH3, contudo a posição do resíduo ácido/base é 

filogeneticamente geral, dificilmente identificável. Onde o estudo de Varghese sobre a β-

glucaexohidrolase foi a primeira a sugerir a identidade do resíduo ácido/base de um membro 

GH3. A enzima consiste de dois domínios onde um é um domínio N-terminal barril (α/β)8 

que abriga o sítio ativo e o nucleofílico Asp
285

 e um resíduo de glutamato na posição 491 que 

está projetado para o sítio ativo no domínio barril (α/β)8 que foi proposto para atuar como 
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ácido/base catalítico (HRMOVA et al., 2001). 

3.2.3. Temperatura e pH 

O efeito da temperatura pode ser muito complexo devido a várias causas, com o 

aumento da temperatura, a atividade molecular é aumentada, assim como com este aumento 

pode ocorrer a inativação gradativa da enzima. Um aumento de 10 °C (dez graus celsius) 

aumentará a atividade da maioria das enzimas em 50 a 100 %. Uma vez que a enzima é 

desnaturada, ela não pode ser reparada (LESK, 2008). Cada enzima tem uma faixa de 

temperatura na qual uma taxa máxima de reação é alcançada, considerando este máximo 

como temperatura ótima da enzima. Onde também existirá enzimas que operam bem em 

temperaturas mais baixas e mais altas e mais baixas. Portanto, a faixa da atividade é 

determinada pela temperatura que a enzima terá começado a ter atividade e a temperatura que 

a enzima começa a se degradar. 

Muitas das β-glicosidases termofílicas são obtidas de espécies de Thermotoga. Na 

família GH1 temos as β-glicosidases de T. maritima e T.  neapolitana são ativas a 100 °C 

(PARK et al., 2005). No entanto, a β-glicosidases mais termoestável já relatada na literatura 

vem de arquea hipertermófila Pyrococcus furiosus, tendo atividade ótima entre 102 a 105 °C 

com meia vida de 85 h a 100 °C e 13 h a 110 °C (KENGEN et al., 1993). Em um trabalho de 

Silva (2016) determinou para o fungo termófilos Myceliophthora heterothallica atividade 

residual entre 40 a 70 °C durante 1 hora se demonstrando estável a mais tempo em 60 °C. 

Essas evidências sugerem que fungos são fontes ricas em β-glicosidases termofílicas 

incluindo espécies mesófilas Sclerotium e Aspergillus (RAPP et al., 1989; ZENG e ZHANG, 

1989). Ambas espécies crescem entre 24 a 27 °C, contudo produzem β-glicosidases com 

temperatura ótima e estabilidade entre 60 a 75 °C.  

Candidatos com alta atividade e ótima estabilidade a temperaturas elevadas e com 

variação de pH são preferidos para a indústria. A alteração deste pH altera a estrutura do sítio 

ativo da enzima, onde cada uma terá um pH específico para o seu pH ótimo. Na tabela 2 

vemos que a maioria das enzimas tem pH ótimo entre 4 a 6, contudo a estabilidade dessas 

enzimas varia entre pH 3,5 a 7 em determinados organismos. Vale ressaltar que a enzima terá 

o seu sítio alterado de acordo se o pH está ácido ou alcalino e para determinados substratos 

que estão sendo analisados.  

O pH não apenas afeta a enzima como também carrega o substrato e pode alterar a sua 

forma de modo que não pode se ligar à enzima ou não formar o produto esperado. No entanto, 
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se o nível de pH mudar significativamente, a enzima e o substrato podem ser desnaturados. 

Nesse caso, a enzima e o substrato não se reconhecem, então não haverá reação. 

Tabela 2 - Temperatura e pH ótimos de β-glicosidases em diversos organismos. 

Organismo 

Ótima 
Especificidade 

Substrato* 

Atividade 

Específica 

(U/mL) ** 

Referência Temperatura 

(°C) 

pH 

Arabidopsis 

thaliana 

N.I. 6,0 PNPG, AC 17 Kato-Noguchi et al., 

2008 

Aspergillus 

funigatus 

60 6,0 PNPG, AC 103,5 Liu et al., 2012 

Aspergillus 

niger 

  PNPG, C2, 

XYP 

31 Gao et al., 2014 

Aureobasidium 

pullulans 

75 4,5 PNPG, C2, 

SAL, CMC, 

TRH 

124 Leite et al., 2008 

Myceliophthora 

heterothallica 

60 4,5 PNPG, SAL 48 Silva et al., 2016 

Oryzae sativa 40 4,5 PNPG, C2, C3, 

C4, C5 

100 Kuntothom et al., 

2009 

Penicillium 

oxalicum 

55 5,5 PNPG, SAL 85 Copa-Patiño et al., 

1990 

Penicillium 

verruculossum 

60 4,5 PNPG, SAL N.I. Almeida et al., 2015 

Pichia pastoris 60 6,0 PNPG 101,7 Liu et al., 2012 

Thermoascus 

aurantiacus 

70 5,0 PNPG, C2, 

Cdex 

86,7 Hong et al., 2007 

Thermomyces 

lanuginosus 

95 5,0 C2, TRH, 

SOP, LAM, 

GTB 

9,65 Lin et al., 1999 

Thermotoga 

neapolitana 

95 5,6 C2, THR, 

SOP, LAM, 

GTB 

N.I. Park et al., 2005 

Thermus 

nonproteolytics 

90 5,6 PNPG, C2 5358 Xiangyuan et al., 

2001 

β-glicosidase 

citosólica 

humana 

58 6,0 PNPG, SAL 171 Berrin et al., 2002 

Rhynchophorus 

palmarum 

55 5,0 PNPG 25 Yapi et al., 2009 

Fonte: Dados da Pesquisa; referência na tabela. 

Notas: *AC - Celulose Amorfa; C2 - celobiose; C3 - celotriose; C4 - celotetraose; C5 - celopentose; LAM - 

laminarina; CMC - carboximetilcelulose; GTB - gentibiose; TRH - trealose; SAL - Salicina; PNPG - p-

nitrofenil-β-D-glicosídeo; XYP - β-D-xilopiranose. 

**Quantidade de enzima liberando 1 μmol/min de produto pelo primeiro substrato listado. 

 

3.3. Papéis Funcionais das β-Glicosidases Em Diferentes Organismos 
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3.3.1. As β-glicosidases em Plantas 

Segundo Morant (2008), as β-glicosidases em plantas estão envolvidas em uma série 

de processos do metabolismo e são mediadoras de processos como a formação da lignificação 

importante para a parede celular de plantas, degradação do endosperma da parede celular 

durante a germinação, ativação de hormônios da planta, na cianogênese em defesa contra 

estresse biótico. Ou seja, a planta contém glicosídeos que estão na forma não-ativos e são 

ativados pela ação da β-glicosidase e liberando-os como compostos tóxicos (ZAGROBELNY 

et al., 2004). 

Em geral, esses glicosídeos de defesa ficam armazenados em diferentes 

compartimentos, como os vacúolos, e as β-glicosidases hidrolisam esses compostos 

cianogênicos (Figura 4A). O catabolismo de um glicosídeo cianogênico é iniciado pela 

clivagem da fração carboidrato por uma ou mais β-glicosidases, produzindo a correspondente 

α-hidroxinitrila, onde esse intermediário pode se decompor espontaneamente ou 

enzimaticamente na presença da enzima α-hidronitrila liase para produzir cianeto de 

hidrogênio (HCN) e um aldeído/cetona (Figura 4B). 

As β-glicosidases são altamente ativas com os cianogênicos linamarina e lotaustralina 

que são encontrados em raízes de mandioca, feijão, trevo branco e outros, onde ambos 

substratos podem ser hidrolisados para formar glicose e o precursor do composto tóxico de 

HCN. 

 

Figura 4 - (A) Distribuição do glicosídeo cianogênico na célula. (B) Catabolismo do cianogênico em plantas. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.3.2. As β-glicosidases em Microrganismos 

Por mais que tenham sido realizados diversos estudos e experimentos com β-

glicosidases de microrganismos, o foco principal das pesquisas é a sua aplicação direta para a 

indústria e em processos do que em sua função endógena (SINGH et al., 2016). Dessas 

funções, sabe-se a sua função natural são as envolvidas na bioconversão para produzir glicose 

(Figura 5) ou de “quebrarem” a parede de celular de plantas para estabelecerem 

relacionamento simbiótico ou patogênico (GILBERT et al., 2008). As β-glicosidases são 

enzimas funcionalmente importante para microrganismos de solo uma vez que contribuem 

para a manutenção solo as enzimas envolvidas na ciclagem de nutrientes têm sido sugeridas 

por indicar mudanças ocorridas na microbiota e serem sensíveis a alterações na qualidade do 

solo (TURNER et al., 2002). 

O papel da β-glicosidase mais estudado tem sido de atividade de degradação da 

celulose em degradar celobiose e celo-oligossacarídeos, produzindo glicose durante a 

bioconversão (Figura 5). Esses substratos insolúveis são produzidos pela ação de outras 

enzimas que compõe o sistema celulase - referente a endoglucanase (EC 3.2.1.4), 

exoglucanase (EC 3.2.1.74) e β-glicosidase (EC 3.2.1.21) - onde cada enzima dessa realiza 

uma diferente função na hidrólise total da celulose de forma sinérgica. A endoglucanase atua 

aleatoriamente sobre a estrutura cristalina da celulose e cliva as cadeias da glicose, resultando 

em frações de cadeias mais curtas que geram duas novas extremidades. Essas duas 

extremidades ficam expostas e disponíveis para ação da exoglucanase que libera a celobiose e 

alguma quantidade de glicose. No último passo, a β-glicosidase desempenha o papel de 

degradação completa da celulose, quebrando a celobiose e celo-oligossacarídeos em 

moléculas de glicose. Vale salientar que este último passo é limitante para o complexo de 

celulase uma vez que os substratos da β-glicosidase inibem o funcionamento de ambas 

glucanases. 
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Figura 5 - Mecanismo do complexo celulase. 

 
Fonte: Adaptado de Mathew (2008). 

3.4. Aplicações das β-glicosidases 

As β-glicosidases podem ser divididas em dois grupos de aplicações baseado na sua 

atividade, as (1) β-glicosidases de clivagem e as (2) β-glicosidases que sintetizam ligações 

glicosídicas e estão envolvidas em vias biológicas de biossíntese e degradação de 

polissacarídeos estruturais e de armazenamento, e interação hospedeiro-patógeno (GILBERT 

et al., 2008). A demanda de energias renováveis estimulou fortemente as pesquisas para a 

conversão da biomassa lignocelulósica e açúcares redutores para posterior produção de etanol. 

Embora elas tenham sido foco por causa das suas variáveis e possíveis aplicações, as β-

glicosidases para a conversão efetiva da celulose ainda é insuficiente, uma vez que a celobiose 

requer uma mudança conformacional para que ocorra a catálise efetiva. 

3.4.1. Papel da β-glicosidase na Conversão da Biomassa 

Com o advento da necessidade de energias alternativas, tem-se a rota de produção de 

bioetanol através da hidrólise enzimática da biomassa. Onde a β-glicosidase tem sido a 

enzima chave da hidrólise completa da celulose devido a sua etapa ser limitante na eficiência 

da hidrólise e a celobiose liberada media a inibição das exoglucanase e endoglucanase (SAINI 

et al., 2015). Esse sistema de hidrólise mais utilizado pela indústria é o secretado pelo fungo 

filamentoso Trichoderma reesei e seus mutantes derivados, contudo a quantidade de β-

glicosidase é insuficiente para a hidrólise completa que resulta em um acúmulo de celobiose 

durante a atividade da celulase (TIWARI et al., 2013). 
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De maneira que para superar este problema, ocorre a preparação de celulase de T. 

reesei com β-glicosidase exógena de cepa de Penicillium. É reportado na literatura que a 

suplementação do complexo Rut-C30 (Cepa de T. reesei com seis modificações genéticas) 

com a β-glicosidase de P. decumbens apresentou um aumento de 80% no rendimento de 

glicose durante a sacarificação de talho de milho pré-tratado (MA et al., 2011). Em outro 

estudo, relataram uma cepa de levedura Clavispora NRRL Y-50464 que é capaz de utilizar a 

celobiose como única fonte de carbono e produzir a atividade da enzima β-glicosidase para a 

produção do açúcar redutor e foi observado que também a levedura era tolerante aos 

principais inibidores derivados do pré-tratamento da biomassa lignocelulósica como furfural, 

HMF, portanto a produção de etanol foi de 23 g/L sem a adição de β-glicosidase exógena 

(KRISCH et al., 2010). 

3.4.2. As β-glicosidases na vinificação e bebidas 

Compostos voláteis como Linalol, Geraniol, Nerol, Citronelol e α-terpeniol são 

responsáveis pelo aroma de vinhos e as β-glicosidases desempenham um papel fundamental 

na liberação enzimática dos compostos. Esses monoterpenóis de uvas citados estão ligados a 

diglicosídeos que contribuem para o sabor do vinho. A hidrólise enzimática desses compostos 

requer uma reação sequencial, que produz monoglicosídeos. A adição de β-glicosidase 

exógena tolerante à glicose isolada de fungos, como Aspergillus oryzae, mostrou melhorar a 

hidrólise de compostos aromáticos glicoconjugados e melhorar a qualidade do vinho (RIOU  

et al., 1998). 

Ravanal e colaboradores (2012) utilizaram da β-glicosidase em conjunto com 

arabinofuranosidase, ambas de Penicillium purpurogenum, e estas enzimas toleram o pH 

ácido e concentrações de etanóis típicas de vinhos e houve a liberação de terpenos 

melhorando a qualidade do vinho. 

3.4.3. As β-glicosidases na extração e biotransformação de compostos bioativos de plantas 

Ginsenosídeos são importantes compostos ativos presentes em jinsém que tem 

diversas propriedades medicinais e farmacêuticas, como atividade anticâncer, 

antienvelhecimento, antialérgicos e contra fadiga (LEE et al., 2013). Esse composto na 

natureza é altamente glicosilado e, em particular, esses compostos deglicosilados tem mais 

propriedades medicinais do que glicosilados (KIM et al., 2005). 

 Gao e colaboradores realizaram a produção de ginsenosídeos pela hidrólise enzimática 
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de um resíduo específico da estrutura do composto usando β-glicosidase de P. oxalicum sob 

condições de reações (pH 4,5, 55 °C e 0,25 U/mL de β-glicosidase) onde cerca de 75 mg de 

ginsenosídeos deglicosilado foi obtido dentro de 60 min a partir de 100 mg de ginsenosídeos. 

As β-glicosidases das cepas de Penicillium também têm sido utilizadas na extração de 

flavonóides. Fora reportado por Chen (2013) que uma preparação comercial de celulose 

contendo β-glicosidase produzida por P. decumbens facilitam a degradação da parede celular 

e também colaboram na extração de compostos flavonóides como quercetina, kaempferol e 

isohamnetina. Também de acordo com os autores do estudo, transglicosilação das agliconas 

flavonol em glicosídeos flavonol realizada pela β-glicosidase de P. decumbens aumentaram a 

solubilidade em extratores de flavonoides como água e/ou etanol e consequentemente 

melhorou a eficiência com a enzima do que com a comparada sem o envolvimento da enzima. 

3.4.4. As β-glicosidases aplicadas à alimentos 

Alimentos à base de isoflavonas estão principalmente na forma inativa de glicosídeos 

que podem ser hidrolisados pela aplicação da β-glicosidase para convertê-los em aglicona. 

Essas formas agliconas das isoflavonas exibem maior atividade biológica do que a forma 

glicosídica e também são absorvidos mais rapidamente em quantidades maiores durante a 

digestão. As isoflavonas são encontradas em alimentos à base de soja e exibem propriedades 

úteis para tratamento e prevenção de doenças, como cardiovasculares e osteoporose, câncer de 

próstata e câncer de mama, atividade estrogênica e antioxidante (HATI, 2015; LEVIS, 2010; 

RIMBACH, 2008; LIGGINS, 2000). 

Na indústria alimentícia, as β-glicosidases tem potencial para serem usadas para a 

detoxificação da mandioca. A mandioca Manihot esculenta é uma planta rica em carboidrato 

que cresce em diversos lugares do mundo e serve como alimento básico para mais de 500 

milhões de pessoas no mundo. Contudo, o consumo direto da mandioca crua pode ser 

prejudicial à saúde humana devido a presença dos compostos glicosídeos cianogênico 

linamarina e lotaustalina (VASCONCELOS et al., 1990). Para isto, naturalmente a mandioca 

é detoxificada pela ação de linamarase e β-glicosidases exógena de microorganismos que 

aumentar a hidrólise dos compostos glicosídeos cianogênico de forma que se torne totalmente 

ótima para o consumo deste alimento (UGWUANYI, 2007; MADUAGWU, 1983). 

3.4.5. Outras Aplicações das β-glicosidases 

As β-glicosidases são conhecidas por terem também atividade sintética, nomeada 
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transglicosilação e hidrólise reversa que resultam na síntese de oligossacarídeos e aril e alquil-

β-D-glicosídeos com variedade gama de aplicações. Síntese de oligossacarídeos por β-

glicosidases é preferível do que glicosil transferases por causa da sua alta regio e estéreo-

seletividade. Além disso, a síntese desses compostos não necessita da presença de açúcar 

nucleotídeo como no caso de glicosil transferases. Onde esses oligossacarídeos podem ser 

utilizados como agentes terapêuticos, ferramentas de diagnósticos, agentes promotores de 

crescimento (BANKOVA et al., 2006). 

Alquil-glicosídeos são outros compostos com uma gama de aplicações uma vez que 

são tensoativos não iônicos com alta biodegradabilidade e possuem propriedades 

antimicrobianas, com potencial aplicação na indústria farmacêutica, química, cosmética, 

alimentícia e outras. As amplas implicações funcionais e aplicações industriais da β-

glicosidase evidenciam um alvo promissor para o estudo relacionado à sua maior produção, 

novas enzimas e maior estabilidade. 

3.5. Cianobactérias 

Cianobactérias são componentes naturais do fitoplâncton, encontradas em ambientes 

marinhos e de água doce, e são comumente chamadas de “algas azuis”, embora de forma 

errônea segundo alguns autores devido à ausência de membranas que circundam as suas 

estruturas internas e núcleo, diferentemente das algas que são todas eucarióticas. Esses 

microrganismos são conhecidos por utilizarem fotossíntese para obter energia necessária para 

sua sobrevivência e reprodução. 

As cianobactérias foram organismos pioneiros, tendo sido registrado há mais de 3,8 

bilhões de anos a partir de microfósseis semelhantes aos de cianobactérias atuais 

(KULASOORIYA et al., 2012). Tendo desempenhado papel determinante na evolução da 

atmosfera oxidante do nosso planeta (OLSEN et al., 2006). Os cloroplastos de algas 

eucarióticas e plantas originaram-se de endossimbiontes com relações com cianobactérias e 

este evento na evolução inicial estimulou o surgimento da flora tolerante ao oxigênio, além 

disso de fauna capaz da respiração aeróbica. (RAVEN, 2003; MARTIN, 1999). 

 Inicialmente as cianobactérias foram classificadas segundos padrões botânicos. Com a 

descoberta das características procarióticas desses organismos, foram caracterizados como 

organismos autotróficos fotossintetizantes e procarióticas pertencentes ao domínio Bacteria a 

partir de estudos bioquímicos, moleculares, estruturais (STANIER et al., 1978). Segundo 

Kenneth (2006) as cianobactérias são um grupo de bactérias fotossintéticas evolutivamente 
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otimizada para condições ambientais de baixo oxigênio, algumas espécies são de nitrogênio e 

vivem livremente em relações simbióticas com plantas ou fungos em ampla variedade de 

solos úmidos ou em água. 

As adaptações das cianobactérias permitem que colonizem uma grande variedade de 

habitats que incluem o fitoplâncton suspenso na água de lagos e oceanos, associadas a 

superfícies de sedimentos, rochas, plantas e em habitats territoriais como o próprio solo. 

Embora a sua alta variedade de ambientes, o seu crescimento é limitado a pH entre 4-5. Em 

alguns habitats extremos como fonte termais, as cianobactérias crescem a temperaturas de 70 

°C (CASTENOLZ et al., 1996). 

As cianobactérias são variadas e diversificadas no Domínio Bacteria apresentando essa 

variabilidade de acordo com a sua morfologia de espécies unicelulares e coloniais até formas 

filamentosas. Entre as suas características predominantes estão as suas fisiológicas e 

estruturas, destacando-se a eficiência da captação de carbono e nutrientes, capacidade da 

realização de fotossíntese oxigenada, fixação de nitrogênio atmosférico. A fixação do 

nitrogênio pode ser realizada em células especializadas conhecidas como heterocistos. Na 

ausência do oxigênio, há a captação do nitrogênio e atividade da enzima nitrogenase, enzima 

esta que reduz o dinitrogênio atmosférico a amônia. Os aerótopos são vacúolos gasosos que 

contribuem na flutuação e na mobilidade aquática vertical. Assim, permitindo a exploração de 

recursos nutricionais depositados nas camadas mais profundas de corpos d’água. Em função 

da presença da parede celular, as cianobactérias são consideradas bactérias gram-negativas. 

Contudo, seu envoltório é consideravelmente mais espesso e gelatinoso que em certas 

espécies. Variação podendo atingir até 1000 nm de espessura (HOICZYK et al., 2000). Sua 

estrutura é complexa constituída de uma bicamada lipídica externa com carotenóides, do 

sáculo de mureína constituído de peptidoglicanos, de um espaço periplasmático e 

externamente à parede celular muitos grupos secretam exopolissacarídeos que formam uma 

mucilagem parcialmente hidrossolúvel (DIGNUM, 2005; DREWS, 1982). Sua função oferece 

proteção contra a predação por protozoários, dessecamento e contra agentes bacterianos 

(antibióticos, fagos, anticorpos, surfactantes). Ademais, os exopolissacarídeos exercem 

atividade aderente em regiões sólidas, captam elementos essenciais como ferro e cálcio. 

Nos últimos anos, devido a diversas informações a respeito das cianobactérias, os 

sistemas de classificações têm sido modificados, buscando em reunir estudos da morfologia, 

ecologia, bioquímica, estruturas em um sistema polifásico descrito por Hoffman e 

colaboradores, baseado em semelhança genética, características morfológicas e reagrupa as 



32 

 

 
 

ordens e famílias em subclasses (tabela 3). 

Hoje em dia, as cianobactérias são de preocupação pública e científica pela sua 

habilidade de se replicar desenfreadamente sob certas condições nutricionais, de luz, 

temperatura e outros parâmetros e são mais conhecidas por suas florações potencialmente 

tóxicas, causando problemas para o tratamento da água e sendo de potencial risco à saúde 

humana. Uma quantidade elevada na quantidade de nutrientes na água leva a alterações em 

todo o ecossistema, favorecendo a multiplicação excessiva de cianobactérias que 

consequentemente formam um acúmulo de células na superfície da água aparente como uma 

camada verde. Esse processo é referido como eutrofização. (NIENABER e STEINITZ-

KANNAN, 2018). 

Tabela 3 - Sistema de classificação de Hoffmann. 

Classificação Polifásica 

SUBCLASSE GLOEOBACTEROPHYCIDAE nom. prov. - Cocóides sem tilacóides 

Ordem GLOEOBACTERALES - 1 família 
Fotossíntese ocorre no citoplasma 

SUBCLASSE SYNECHOCOCCOPHYCIDAE nom. prov. Tilacóides paralelos à superfície 

celular. 

Ordem SYNECHOCOCCALES - Organismos unicelulares ou coloniais. 4 famílias. 

Ordem PSEUDANABAENALES - Organismos filamentosos estreitos. 2 famílias 

SUBCLASSE OSCILLATORIOPHYCIDADE nom. prov. Tilacóides radiais. 

Ordem CHROOCOCCALES - Organismos unicelulares ou coloniais. 11 famílias. 

Ordem OSCILLATORIALES- Organismos filamentosos grandes. 5 famílias. 

SUBCLASSE NOSTOCOPHYCIDAE nom. prov. - Filamentos heterocitadas, arranjo irregular 

dos tilacóides. 

Ordem NOSTOCALES - 10 famílias 

Fonte: Adaptado de Hoffmann.  

Durante este crescimento, algumas cianobactérias produzem compostos tóxicos 

(cianotoxinas) que comprometem a qualidade dos recursos hídricos. As cianotoxinas são 

produtos do metabolismo secundário das cianobactérias e estas podem ser classificadas de 

acordo com seu mecanismo de ação em: (1) hepatotóxicas, que são as microcistinas e 

nodularinas; (2) neurotóxicas, representadas pelas anatoxinas, homoanatoxina e saxitoxinas; 

(3) citotóxicas, a cilindrospermopsina e (4) as dermatóxicas, como lingbiatoxina (BERRY, 

2010; CHRISTOFFERSEN, 2000 CHORUS, 1998). 

3.5.1. Microcystis aeruginosa e β-glicosidases 

O gênero Microcystis é uma das cianobactérias de água doce formadoras de florações 

mais comuns no ecossistema e recebe grande atenção das pesquisas pela sua ampla 
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distribuição geográfica e a frequente produção de toxinas. Atualmente, este é um dos gêneros 

que apresenta muitas espécies tóxicas, de forma cosmopolita, colonial e abrange 25 espécies 

tipicamente planctônicas (KOMÁREK et al., 2014). As principais características 

morfológicas do gênero são colônias formadas por células arredondadas cocóides com 

presença de aerótopos, arranjadas irregularmente em envelope mucilaginoso (KOMÁREK, 

2005). 

As β-glicosidases de cianobactérias e do gênero Microcystis são majoritariamente 

pertencentes a família 3 das glicosil hidrolases e estão localizadas no citoplasma (KETTLER, 

2007; KANEKO et al., 1996). As β-glicosidases e β-N-acetilglucosaminidase são enzimas 

reportadas na literatura por estarem envolvidas na reciclagem da parede celular. As 

cianobactérias apresentam-se como potenciais produtoras de glicosidases, porém a sua 

abordagem e mecanismo ainda são poucos explorados assim como de inibidores para α- e β-

glicosidases para o desenvolvimento de fármacos, uma vez que glicosidases estão envolvidas 

em processos biológicos e patológicos, são utilizados na terapia de doenças como diabetes, 

doenças de Gaucher, obesidades e outros (PASTORES, 2018).  

Os compostos naturais que apresentam potencial de inibição para alfa e beta-

glicosidase pertencem às classes estruturais dos dissacarídeos (kojibiose, nigerose, inibidores 

de alfa-D-glucosidase I e alfa-D-glucosidase II), iminoaçúcares (alcalóides polihidroxilados e 

nojirimicina), tioaçúcares (salacinol) e derivados não-glicosídicos (N-p-cumaroil-

Nferuloilputrescina e N-N –diferuloilputrescina) (MELO et al., 2006). 

Portanto, este estudo buscou elucidar, caracterizar estruturas (in silico) e 

bioquimicamente (in vitro) β-glicosidases da cianobactéria Microcystis aeruginosa CACIAM 

03, para um melhor entendimento das suas funções biológicas e de sua possível aplicação 

biotecnológica. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Busca das Sequências Codificantes 

Os dados de sequenciamento e anotação automática do metagenoma da cianobactéria 

Microcystis aeruginosa CACIAM03 a serem utilizadas em nosso trabalho foram cedidos pelo 

Laboratório de Tecnologia Biomolecular (LTB), do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal do Pará. 

O metagenoma utilizado fora analisado pela ferramenta BLASTp disponível no Centro 

Nacional de Informações sobre Biotecnologia (NCBI) com o objetivo de identificar prováveis 

sequências codificantes de β-glicosidase no decorrer de toda a sequência do DNA 

metagenômico e obter as sequências de aminoácidos codificadas. 

4.2. Análises in silico da Estrutura Primária 

A análise das sequências codificantes da proteína foi realizada usando as ferramentas 

SMART (LETUNIC, 2017) e CDD disponível no NCBI para determinação dos domínios 

conservados, motivos, sítios catalíticos e ativos na sequência de interesse. As características 

bioquímicas adicionais foram obtidas através da ferramenta gratuita PredictProtein, como, por 

exemplo, motivos proteicos; regiões de baixa complexidade; predição de estrutura secundária; 

acessibilidade ao solvente; hélices transmembrana; pontes dissulfeto; e anotações funcionais, 

localização subcelular. (MARCHLER-BAUER, 2011; MARCHLER-BAUER, 2009; 

MARCHLER-BAUER, 2004; ROST, 2004). 

4.3. Alinhamento das Sequências e Identificação do Motivo Conservado 

Sequências homólogas de β-glicosidase de Microcystis e outros microrganismos e os 

graus de identidade foram identificados através do BLASTp (proteína) no NCBI. O BioEdit 

fora utilizado para editar as sequências obtidas e alinhar pelo método da ferramenta ClustalW 

e identificado no ENDscript (HALL, 1999; CORPET, 1988). 

4.4. Localização Subcelular 

A localização subcelular foi prevista a partir das ferramentas PSORTb v3.0 e Predict 

Protein onde se conhecer a localização da proteína é particularmente importante para a 

anotação funcional das proteínas, esses métodos preveem a localização das proteínas através 

do reconhecimento de peptídeos sinais localizados na região N-terminal da sequência 
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proteica. 

4.5. Caracterização Físico-Química 

Para a determinação dos parâmetros físico-químicos das proteínas identificadas, foi 

utilizada a ferramenta gratuita ProtParam. O ProtParam é uma ferramenta que permite o 

cálculo de vários parâmetros físico-químicos de proteínas que podem ser deduzidos através da 

análise da sequência, sem necessidade de informações adicionais. Os parâmetros calculados 

pelo ProtParam incluem: massa molecular; ponto isoelétrico (pI) teórico; composição de 

aminoácidos; composição atômica; coeficiente de extinção; meia- vida estimada; índice de 

instabilidade; índice alifático; e grande média de hidropaticidade (GASTEIGER et al., 2005). 

4.6. Análise in silico da Estrutura Secundária 

Para a análise e determinação α-hélices, folhas-β, loops e afins, os servidores GOR IV, 

SopMA e CFSSP foram utilizados, estes softwares utilizam metodologias e algoritmos 

diferentes para prever o padrão da estrutura. Os softwares testados funcionam fornecendo 

estimativas de probabilidades para três estruturas secundárias em uma determinada posição do 

resíduo, e tem a vantagem sobre o vizinho mais próximo e métodos baseados em rede neural 

pela identificação do que é considerado e parâmetros negligenciados para previsão 

(GARNIER et al., 1996). 

O ENDsript foi utilizado neste estudo para o alinhamento e comparação das estruturas 

primárias e secundárias entre as sequências de interesse e os modelos do Protein Data Bank 

(PDB), com a finalidade de identificação de similaridades estruturais e resíduos conservados. 

O ENDscript é uma ferramenta gratuita que analisa sequências de aminoácidos, gerando 

diversos resultados, que incluem estrutura secundária e terciária das proteínas de interesse de 

forma rápida e prática (GOUET; COUCELLE, 2003). 

4.7. Modelagem Molecular por Homologia Comparativa 

As estruturas tridimensionais das proteínas foram modeladas usando o Modeller 10.2 

(WEBB et al., 2016). A qualidade dos modelos gerados foi avaliada com PROCHECK 

(LASKOWSKI et al., 1993) por Ramachandran plot analysis. A qualidade estereoquímica e a 

precisão dos modelos selecionados foram melhoradas submetendo-os à minimização de 

energia com o conjunto de parâmetros GROMOS11, implementação do Swiss-PDB Viewer 

(KAPLAN et al., 2001).  
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A validação dos modelos gerados foi posteriormente realizada pelos programas 

VERIFY 3D (EISENBERG et al., 1997) e ERRAT (COLOVOS et al., 1997). ProSA (SIPPL 

et al., 1993) foi usado para a análise de Zscores e gráficos de energia. As estruturas 

tridimensionais das proteínas modeladas foram analisadas usando o visualizador UCSF 

Chimera. Os valores do Desvio Quadrado Médio da Raiz (RMSD) foram calculados entre o 

conjunto de alvos e a proteína modelo para ver o quanto a proteína modelada se desvia da 

estrutura da proteína modelo. 

4.8. Análise Filogenética 

A árvore filogenética foi gerada utilizando o método de construir a árvore pelo 

neighbor-joining (NJ) e o máximo parcimonioso usando o conjunto do MEGAX (GUINDON, 

et al., 2009). A metodologia adotada para a construção da árvore filogenética fora de se obter 

as CDs do trabalho e sequências codificantes das famílias de β-glicosidases dos mais diversos 

organismos já caracterizados e depositados no CAZy, realizar o alinhamento múltiplo das 

sequências com o Clustal Omega e para determinar a confiabilidade dos alinhamentos, 

calculou-se a distância média geral com o método de bootstrap com 1000 ciclos, aceitando os 

alinhamentos com valores <0.7 (THOMPSON; PLEWNIAK; POCH, 1999). 

4.9. Cultivo Das Cianobactérias 

A linhagem de Microcystis aeruginosa utilizada neste trabalho é pertencente à 

Coleção Amazônica de Cianobactérias e Microalgas (CACIAM), com uma replicata em 

cultivo no Laboratório de Biotecnologia de Enzimas e Biotransformações (LaBEB), no 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Pará. O microrganismo foi 

cultivado em meio BG-11 a 25 °C e submetidos a um ciclo de luz de 12/12 h. A cianobactéria 

foi inoculada inicialmente em Erlenmeyers de 250 mL com um volume de 100 mL de meio 

BG-11. Posteriormente, ao atingirem a absorbância inicial de 0,100 (DO750), foram 

inoculadas (100 mL) em Erlenmeyers com 1 L de meio BG-11 e cultivadas por 45 dias. 

4.10. Extração para Obtenção do Extrato Enzimático 

Para a extração, os métodos descritos por Lubberding e Zimmer (1983), Santos e 

Oliveira (2011) e Karageorgou e Sainis (2020) foram aplicados com modificações. As células 

cultivadas da cianobactéria foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min à 4°C e, após este 

processo, foram ressuspendidas com tampão Tris-HCl 100 mM pH 7,0 com Inibidor de 
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Protease nas mesmas condições propostas.  

O sobrenadante foi descartado e o pellet submetido ao sonicador ultrassônico para lise 

completa das células em 5 ciclos de 10 segundos com 60 % de potência. A centrifugação foi 

novamente aplicada a 10.000 g por 10 min a 4 °C, ao fim o sobrenadante fora coletado, 

alíquotado e submetido a próxima etapa. 

4.11. Quantificação da Atividade β-glicosidase 

A atividade da β-glicosidase fora determinada de acordo com a hidrólise do substrato 

p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (pNPG) usando como a taxa de acumulação de produto de 

reação colorido utilizando 125 μL de extrato enzimático, 125 μL de solução pNPG a 20 mM e 

250 μL de solução tampão citrato fosfato a 100 mM pH 5. Incubou-se a mistura a 35 °C por 

15 minutos e foi usado 500 μL de solução de carbonato de sódio 0,2 M para paralisar a 

reação. A estimativa da atividade enzimática foi realizada em espectrofotômetro a 400 nm. 

(GROVER, A. K.; MACMURCHIE; CUSHLEY,1977; GROVER, ASHOK K; CUSHLEY, 

1977). 

A atividade enzimática de β-glicosidase fora calculada a partir da seguinte fórmula: 

Atividade enzimática (
U

mL
) =

[(Abs teste) − (Abs controle) ∗ Vt ∗ fd

ε ∗ t ∗ Vs
∗ 1000 

Onde, 

Atividade é dada em U/mL 

Absteste = leitura da absorbância para o testado em 400 nm 

Abscontrole = leitura da absorbância para um controle sem reação a 400 nm 

Vt = Volume total (mL) 

Vs = Volume de reação (mL) 

ε = Coeficiente de extinção milimolar do pNPG nas condições do ensaio (18,1 

cm
2
.μmol

-1
 

fd = Fator de diluição 

4.12. Caracterização da β-glicosidase 

O perfil de pH para a MaBgl3 foi construído determinando atividade frente ao PNPG a 

35 °C a 30 minutos, com os seguintes tampões: tampão citrato 100 mM (pH 3,0-6,0), tampão 

fosfato 100 mM (pH 6,0-8,0) e tampão Tris-HCl 100 mM (pH 8,0-9,0) com variação de 0,05 

para cada ponto. O efeito da temperatura na atividade da β-glicosidase foi analisada medindo 
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a atividade enzimática em temperaturas de 20 a 50 °C em tampão citrato 100 mM (pH 5,0). 

Para a quantificação de proteína utilizaremos o método de quantificação colorimétrica de 

Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando como padrão uma solução de 1 mg/mL de (BSA). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Sequência de Aminoácidos de β-Glicosidase 

Por meio de sequência consensus de β-glicosidases e utilizando a ferramenta de 

pesquisa de alinhamento básico local (BLAST), encontrou-se a sequência de cDNA que 

codifica para β-glicosidase CACIAM 03, daqui em diante designada como MaBgl3 

(Microcystis aeruginosa Beta-glicosidase 03). A tradução para aminoácidos está anotada no 

NCBI como OCY13127.1 com 1578 pb codificando uma proteína de 526 aminoácidos de 

comprimento e com peso molecular um pouco mais de 57 kDa (Tabela 4). 

Tabela 4 - Comparação da sequência MaBgl3 frente a outras sequências de β-

glicosidases de várias Microcystis spp. 

Descrição 
Tamanho 

(aminoácido) 

Peso 

Molecular 

(Da) 

Identidade 

(%) 

Número de 

Acesso 

β-glicosidase (Microcystis aeruginosa) * 526 57.249,31 100 OCY13127.1 

β-glicosidase (Microcystis viridis) 526 57.437,39 97,72 WP_125731855 

β-glicosidase GH3 (Microcystis aeruginosa) 526 57.415,52 98,10 WP_159250140.1 

β-glicosidase (Microcystis sp. 0824) 526 57.283,36 98,10 WP_108937562.1 

β-glicosidase (Microcystis sp. LEGE 00066) 512 55.728,42 98,24 WP_051048499.1 

β-glicosidase (Microcystis wesenbergii)  512 55.750,53 97,85 WP_199319088.1 

β-glicosidase GH3 (Microcystis viridis) 512 55.726,43 97,85 WP_069475087.1 

β-glicosidase (Microcystis flos-aquae)  512 55.866,66 97,27 WP_199328767.1 

Fonte: Elaborada no BLASTp pelo autor. 

Nota: *pertencente a este trabalho 

A partir da sequência codificante, submetemos a análise no CDD e SMART para se 

encontrar domínios, motivos e a identidade da proteína. Fora possível identificar a presença 

domínio N-terminal (Ser
7
-Ala

338
, 331 aminoácidos) e domínio C-terminal (Thr

383
-Glu

513
, 127 

aminoácidos) com E-value de 1,78e
-98

. Onde quanto mais baixo o E-value, mais significativo 

é a sequência correspondente estudada. Ademais, no SMART confirmou a proteína ser 

pertencente da família 3 das glicosil hidrolases (GH3). A partir daqui em diante a proteína foi 

designada MaBgl3 (Microcystis aeruginosa beta-glicosidase GH3). 

A proteína MaBgl3 fora identificada como β-glicosidase após o alinhamento por 

BLASTp e a maior homologia foi com encontrada com β-glicosidase isolada da cepa de 

Microcystis sp. LEGE00066 com 98,24 % de identidade. Esses achados aliados ao alto grau 

de identidade, confirmam ainda mais a identidade da proteína. Interessantemente ainda foi 

encontrada uma alta porcentagem de identidade com outra enzima da mesma família, a N-

acetil-β-glucosaminidase e similaridade com subfamília da família das glicosil hidrolases 3. 
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 As análises do PREDICT PROTEIN reportaram que a MaBgl3 está envolvida em 

inúmeros processos biológicos com um índice de confiança igual a 50% (Tabela 5). Ademais 

é apontada como sendo um componente do citoplasma, a localização celular prevê que a 

proteína esteja localizada no citoplasma com 100% de confiança e é corroborada a predição 

com a ferramenta PSORTb que prediz como citoplasmática. 

Tabela 5 - Resultado do PredicProtein sobre anotação de função. 

Processo Biológico 

Cód. Gen. Ontologia Descrição Confiança (%) 

0009254 Turnover de peptidoglicano 51 

0005975 Processo Metabólico de Carboidratos 51 

0009252 Processo sintético de peptidoglicano 51 

0071555 Divisão celular 51 

0008360 Regulação da forma celular 51 

0071555 Organização da parede celular 51 

0007049 Ciclo de célula 51 

0051128 Regulação da organização dos comp. 

celulares 

51 

Função Molecular 

0016231 Atividade N-acetil-β-glucosaminidase 50 

0080082 Atividade β-glicosidase 50 

Localização Celular 

 Citoplasma 72 

Fonte: PredictProtein 

Este resultado torna-se interessante quanto a função desta enzima em cianobactéria 

estar exercendo atividade bifuncional, para hidrólise de glicosídeos e de acetilglicosaminas, 

uma vez que outras enzimas da família GH3 foram caracterizadas como mais de uma 

atividade. Lee e colaboradores em 2003, caracterizaram uma enzima bifuncional com 

atividade α-arabinofuronidase e β-xilosidase. Mayer (2006) em que é elucidada uma enzima 

bifuncional com função de β-glicosidase e N-acetilglucosaminidase. Este resultado representa 

uma ligação evolutiva de conservação de motivos e outras regiões conservadas da enzima. 

5.2. Alinhamento da Sequência e Identificação dos Motivos 

As sequências aqui analisadas foram obtidas por BLASTp frente ao banco de dados de 

proteínas referentes, uma vez que as estruturas representativas estão caracterizadas e 

elucidadas quanto a sua família e mecanismo de catálise. O alinhamento das sequências 

múltiplas se tornou fundamental para a predição do modelo tridimensional e identificação das 

regiões conservadas. A sequência baseada na estrutura (Figura 6) fora feita com ortólogos 

mencionados já bem estudados da família GH3 e revelaram importantes resíduos catalíticos 
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conservados para N-acetilglucosaminidase e β-glicosidase. As sequências de acordo com 

propriedades físicas possuem similaridades maiores do que 70% são mostradas em vermelhas, 

os resíduos Asp
199 

e His
201

 são conservados no motivo consenso [K-H-F-P-G-(H/L)-G-X4-D-

(S/T)-H], como díade catalítica His-Asp (catalisador ácido/base) e o Asp
273

 como catalisador 

nucleofílico completamente conservado na família dessas enzimas e unicamente da família 

GH3 (DUCATTI, 2016; MACDONALD, 2015). 

Durante os experimentos com a β-glicosidase de A. wentii, Legler (1974) identificou 

uma sequência conservada para o resíduo nucleofílico aspartato entre os membros da família 

GH3 o motivo VMSDW. Na figura 6, vemos uma significância alteração para β-glicosidases 

de cianobactérias, o motivo encontrado foi IVTDA diferentemente do reportado para fungos 

VMSDW (Código PDB: 5FJI, 5NBS e 5JU6), uma vez que esse motivo é apenas encontrado 

em β-glicosidases, pode ser especulado que houve evolução dessa enzima com características 

novas a serem exploradas, com seus resíduos principais conservados. Não fora encontrado o 

resíduo glutamato ácido/base usualmente encontrando na região C-terminal de β-glicosidases 

Foram utilizadas as sequências de β-glicosidase de Microcystis aeruginosa NIES-298 

(NCBI ID: QHU85034.1), Rasamsonia emersonii (Código PDB: 5ju6), Aspergillus fumigatus 

(Código PDB: 5fji), Neuroposa crassa OR74A (Código PDB: 5nbs), Synechococcus sp. PCC 

7002 (Código PDB: 3sql) e N-acetilglucosaminidase Synechococcus sp. PCC 7002 (Código 

PDB: 3sqm) e Paenibacillaceae sp. FPU-7 (Código PDB: 6k5j). O alinhamento destas 

sequências abaixo fora feito segundo o ESPript 3.0 com 70% de similaridade e estruturas 

marcadas (Figuras 6):  
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Figura 6 - Múltiplo alinhamento sequências de β-glicosidases da família GH3. *MaBgl3 do estudo.  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5.3. Localização da Sequência Proteica 

Na previsão da localização da MaBgl3 pode-se concluir que os valores obtidos no 

PSORTb e DeepLoc 1.0 de 0.926 e 0.4663, respectivamente, sugerem que a maior 

probabilidade de a proteína estar presente predominantemente no citoplasma das 

cianobactérias e é uma enzima intracelular (Tabela 6). Esse posicionamento oferece e 

corrobora uma hipótese sobre a função da MaBgl3 na M. aeruginosa CACIAM 03. 

Tabela 6 - Localização Subcelular da MaBgl3 nas ferramentas (A) PSORTb v3.0 e 

(B) DeepLoc 1.0. 

(A) 

Localização Probabilidade (%) 

Citoplasma 92,6 

Periplasma 4,8 

Membrana celular 2,4 

Membrana externa 0,1 

Extracelular 0,1 

(B) 

Localização Probabilidade (%) Tipo 

Citoplasma 46,63 Solúvel 

Peroxissomo 37,29  

Mitocôndria 6,63  

Retículo Endoplasmático 3,316  

Extracelular 1,59  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Saloheimo e colaboradores (2002) demonstraram in vitro que a β-glicosidase 

intracelular de T. reesei esteja envolvida na formação do indutor soforose a partir da 

transglicosilação da celobiose. Uma vez que membros da família GH3 possam estar no meio 

extracelular, periplasmático ou citoplasmático e participam da assimilação de celobiose e 

celodextrinas (FAURE et al., 2002) e β-1,3-glicosídeos (ZVERLOV et al., 1997). A 

contribuição para a hipótese é difícil de demonstrar à presença de várias enzimas exibindo 

atividade semelhante no mesmo organismo, onde os testes em bancadas com a variedade de 

substratos podem responder a hipótese. 

5.4. Caracterização Físico-Química 

Os parâmetros físico-químicos de ponto isoelétrico teórico (pI), massa molecular 

(MW), coeficientes de extinção, índice de instabilidade (II), índice alifático (IA) e índice de 

hidropaticidade (GRAVY). Estes dados de caracterização da cadeia polipeptídica podem 

fornecer dados importantes sobre a estrutura e propriedade desta proteína. A análise 
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computacional mostrou que a proteína MaBgl3 tem massa molecular de 57,24 kDa e é uma 

proteína ácida (pI 5,01). O que está de acordo com outros estudos de caracterização de β-

glicosidases de diversos organismos aqui apresentado. O índice de instabilidade fornece a 

estimativa para a estabilidade metabólica de proteínas in vivo (GAMAGE et al., 2019). Este 

índice é baseado em uma escala de estabilidade em que valores inferiores a 40 podem ser 

considerados como uma proteína estável, enquanto valores superiores a 40 preveem uma 

proteína que pode ser instável.  

Com base nessa análise a MaBgl3 poderia ser considerada instável pois o índice de 

instabilidade mostrou um valor de 41,25 (>40). Este resultado se torna interessante para este 

trabalho, uma vez que a separação de uma proteína instável é um desafio, especialmente para 

a purificação da enzima em que uso de técnicas convencionais de cromatografia é difícil e 

pode resultar na perda completa da atividade biológica da proteína alvo. Portanto, é necessário 

a busca de metodologias e estratégias que possam ajudar a manter as proteínas instáveis em 

sua conformação nativa durante os procedimentos de purificação. O valor GRAVY é 

calculado como a soma dos valores de hidropatia de todos os resíduos dividido pelo número 

total de aminoácidos na sequência. Com o valor de GRAVY para MaBgl3 sendo negativo de -

0.004 sugere que há uma baixíssima possibilidade de interações aquosas. O índice alifático, 

por sua vez, descreve o volume relativo de uma proteína ocupado por suas cadeias laterais 

alifáticas no espaço, onde quanto maior o valor, mais termicamente estável a proteína é 

prevista. O valor do índice alifático de MaBgl3 foi de 101,73 e sugerem a estabilidade térmica 

da enzima. Para complementar este dado o servidor Dianna revelou a existência de uma 

interação cistina entre os resíduos Cys
397

-Cys
404

, a existência dessa ligação dissulfeto na 

estrutura da MaBgl3 pode proporcionar maior estabilidade à proteína corroborando com o 

resultado obtido para estabilidade térmica. 

5.5. Análise da Estrutura Secundária 

As estruturas secundárias previstas pelos servidores GOR IV, SopMA e CFSSP 

(Tabela 7), mostraram a predominância de α-hélices 39,37 - 42,78%, seguida de folha-β 11,6-

14,45% e de alças 39,15-45,82%. Os dois elementos estruturais secundários mais comuns são 

as α-hélices e folhas-β mantidas por ligações de hidrogênio, e também há a ocorrência de 

estruturas consideradas desordenadas como voltas, alças, loops dentre outras que estão 

presentes na cadeia polipeptídica (LINDING et al., 2003).  

Ademais fora utilizado o método altamente preciso do PSIPRED sendo um resultado 
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com um bom grau de confiabilidade mostrado na figura 8 sendo analisado cuidadosamente 

sob a predição da MaBgl3. Foi observado que, por mais que utilizem abordagens diferentes 

para prever o padrão da estrutura secundária, que em todos os casos houve a predominância 

de alças como elementos estruturais. 

Tabela 7 - Análise da estrutura secundária da enzima MaBgl3 usando diferentes 

servidores. 

 α-Hélices Folha-β Alças 

Softwares N° de 

resíduos 

Porcentagem 

(%) 

N° de 

resíduos 

Porcentagem 

(%) 

N° de 

resíduos 

Porcentagem 

(%) 

GOR IV 209 39,37 76 14,45 241 45,82 

SopMA 225 42,78 69 13,12 206 39,16 

CFSSP 221 42 61 11,6 228 43,34 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Na figura 7 podemos observar em azul o grau de confiança, em rosa as α-hélices (H), 

em amarelo as folhas-β (E): 

Figura 7 - Resultado do PSIPRED para a estrutura secundária da MaBgl3. (Continua) 
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Figura 7 - Resultado do PSIPRED para a estrutura secundária da MaBgl3. (Conclusão). 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

5.6. Construção e Avaliação do Modelo 

O primeiro passo na predição do modelo para MaBgl3 fora através da busca de moldes 

adequados no Protein Data Bank como resultados, as estruturas: 6K5J, 3SQL, 3SQM, 3TEV, 

6JTJ, 3GS6, todas pertencentes à família GH3 de β-glicosidases e N-acetilglucosaminidases, 

foram selecionadas de acordo com os parâmetros de cobertura, E-value, identidade da 

sequência e resolução estrutural de cada modelo. O modelo MaBgl3 foi construído pelo 

software Modeller a partir do script “model_mult.py” e qualidade avaliada no PROCHECK. 

Observou-se que a grande maioria de pares de ângulos estão distribuídos de acordo com 

regiões favoráveis ou permitidas no plot Ramachandran de 95,37 % (Figura 8). 

A qualidade geral do modelo (QMEAN), o fator de qualidade e a pontuação média do 

modelo MaBgl3 foram avaliadas pelo MolProbity, ERRAT e VERIFY 3D, respectivamente. 

Tendo um Z-score de -1,18 e QMEAN 0,88, de acordo com este resultado o modelo MaBgl3 

pode ser classificado como um modelo de boa qualidade gerado. As interações não ligadas 

entre átomos-átomos na estrutura foram analisadas no ERRAT (Figura 9). O fator de 

qualidade geral para o modelo MaBgl3 foi de 89,08 % de acordo com a escala de limite de 

confiança ERRAT (<95%). Os resultados do VERIFY 3D para o modelo MaBgl3 demonstrou 

que 97,32 % dos resíduos de aminoácidos apresentaram um score 3D-1D médio superior a 0,2 

o que indica um modelo bem construído com todos os resíduos bem posicionados na 

conformação enovelada:  
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Figura 8 - Gráfico de Ramachandran da MaBgl3. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Figura 9 - Análise de qualidade global do modelo MaBgl3 de acordo com o servidor ERRAT - As regiões 

menos favorecidas estão em vermelhas e as regiões mais favorecidas estão em brancos. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Podemos concluir que o modelo final obtido é um modelo bem construído com ótima 

qualidade para ser analisada via PyMol quanto a sua interação, a forma e o seu tipo de 

enovelamento com β-glicosidases e N-acetilglucosaminidases. 
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Figura 10 - Gráfico modelo 3D para MaBgl3 de acordo com o servidor VERIFY 3D. O eixo vertical representa 

a pontuação média do perfil 3D-1D para resíduos em uma janela deslizante de 20 resíduos. O eixo horizontal 

representa o número de resíduos na sequência primária da proteína. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

5.6.1. Estrutura Geral Da MaBgl3 

A estrutura da MaBgl3 foi determinada usando como molde uma β-glicosidase de 

Synechococcus sp. (52,34 % de similaridade de sequência, PDB 6K5J). Entre as enzimas que 

fazem parte da família GH3 depositada no CAZy, apenas duas β-glicosidases com estruturas 

resolvidas de fungos e que possuem estruturas significativamente diferentes quando 

comparadas as suas estruturas resolvidas. Ademais, um ponto a ser destacado é a escassez de 

enzimas pertencentes à família GH3 que foram efetivamente estudadas do ponto de vista 

estrutural, molecular e funcional, menor quando falamos de β-glicosidases de cianobactérias. 

A estrutura da enzima MaBgl3 pode ser dividida em dois domínios. Um domínio N-terminal 

(representado em ciano na figura 11), enovelado como um barril TIM (β/α)8 distorcido, 

semelhante ao enovelamento típico das enzimas β-glicosidases da família GH1, que são 

enzimas estruturas em um único domínio com enovelamento TIM. O domínio, que envolve os 

aminoácidos de Ser
7
 a Ala

338
, encontra-se a total parte do sítio ativo. A presença de uma 

molécula de β-D-Glicose presente ao sítio ativo, auxiliou a compreender a participação dos 

resíduos presentes do sítio ativo e da interação com substratos. 
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Figura 11 - Estrutura tridimensional da enzima MaBgl3. Os dois domínios estão representados nas cores ciano 

(N-terminal) e salmão (C-terminal) e em amarelo o loop de ligação. Uma molécula de glicopiranose no sítio 

ativo está mostrada em vermelho (BGC). 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

Um loop que envolve os resíduos Lys
341

 a Glu
359

 encontra-se do lado contrário ao sítio 

ativo da enzima, assim demonstrando que não há participação deste no reconhecimento do 

substrato ou mesmo na regulação cinética de acesso do substrato ao sítio catalítico. O domínio 

C-terminal compreende os aminoácidos Thr
383

 a Glu
513 

constituído por um sanduíche de três 

α-hélices, cinco folhas-β paralelas e, finalizando, três α-hélices. Essa dobra do domínio C-

terminal se assemelha à encontrada em estudos de N-acetilglicosaminidases, como uma dobra 

do tipo 3α/6β/3α que estão razoavelmente longe do sítio catalítico do domínio N-terminal 

(QIN et al., 2015). O papel deste domínio não está estabelecido, mas já fora proposto na 

literatura em como este domínio esteja agindo na fixação do substrato na posição correta ao 

sítio ativo, adesão de carboidratos da parede celular de microrganismos que as produzem 

(POZZO et al., 2010) e no reconhecimento de substratos seja este o caso de N-

acetilglicosamina ou substratos específicos de β-glicosidases.  

Podemos concluir que apesar da alta similaridade deste domínio semelhante a 

encontrada na subfamília Nag3 (N-acetilglicosaminidases GH3), a enzima MaBgl3 é 

monomérica e não é caracterizada como uma N-acetilglicosaminidase e sim como uma β-

glicosidase com provável atividade bifuncional com glicosídeos e N-acetilglicosaminas. Na 

figura 12 temos uma dimensão da superfície no espaço da MaBgl3 e seus domínios são 

apresentados em duas posições distintas: 
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Figura 12 - Estrutura geral monomérica da MaBgl3. A estrutura é representada em forma de cartoon (com 

folhas beta coloridas na cor magenta e alpha-hélices coloridas na cor ciano) e superfície (colorida em rosa claro). 

     90 °  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

A fim de avaliar a similaridade das proteínas fora realizado o alinhamento entre a 

MaBgl3 e as proteínas homólogas a ela, foi realizado um alinhamento múltiplo de estruturas 

onde foi possível visualizar a posição dos resíduos catalíticos e as regiões conservadas destas 

enzimas (Figura 13). Embora seja perceptível a diferença estrutural de cada enzima avaliada, 

evidenciou semelhanças estruturais e padrões de enovelamento para enzimas da família GH3. 

Ainda, é possível visualizar que o desvio entre o molde e a proteína alvo é de apenas 0,128 Å. 

Figura 13 - Alinhamento Múltiplo das Estruturas para MaBgl3 e díade catalítica maximizada. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

Finalmente, a comparação da estrutura da enzima MaBgl3 com as enzimas revelam a 

similaridade estrutural dos domínios N-terminal, podemos inferir que o enovelamento 

proteico pode não estar diretamente relacionado com os mecanismos de catálise de substratos 

específicos e não específicos e que a chave para compreender como esta enzima pode agir 

C-terminal 

N-terminal 
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como bifuncional seja a partir de alguns resíduos chaves que compõe o sítio catalítico desta 

enzima (LI, 2001; DAN, 2000). 

5.6.2. Sítio Ativo da MaBgl3 

Como é observado em grande de estudos das β-glicosidases nas famílias GH1 e GH3, 

enzimas bacterianas e fúngicas mostram que há a contribuição de dois domínios para a 

arquitetura do sítio ativo. As enzimas da subfamília NagZ representam um desvio 

significativo ao paradigma de sítio ativo de dois domínios (McDONALD, 2015.; 

LITZINGER, 2010). O canal de ligação das enzimas GH3 ao substrato é composto por 

diversos resíduos que formam tanto subsítio de ligação glicosil -1 (glicona) e +1 (aglicona) 

que são extremamente conservados (Figura 15). Os resíduos que formam a porção glicona são 

Arg
19

, Ile
54

, Asp
84

, Glu
86

, Leu
140

, Arg
158

, Lys
188

, His
189

, Asp
199

, His
201

, Met
234

, Asp
273

, Leu
302

 

e Phe
446

, enquanto a porção aglicona é responsável pela ligação da extremidade redutora do 

substrato é formado pelos resíduos Ala
274

, Met
277

 e Arg
447

.  

Figura 14 - (A) Resíduos que compõem o sítio catalítico enzimático. Em azul a estrutura do domínio C-terminal, 

em verdes resíduos que interagem com o substrato dentro de 5 Å e em rosa o substrato beta-D-glucopiranosídeo. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor no PyMol. 

Como previsto a região do resíduo de ácido aspártico é altamente conservado em β-

glicosidases da família GH3, porém é possível constatar que há interação incomum da díade 

catalítica histidina/aspartato na alça flexível com o substrato exercendo o papel do catalisador 

ácido/base, desta forma estes resíduos são responsáveis pela catálise enzimática residindo 

apenas no domínio N-terminal. Os resíduos Asp
84

, Arg
158

, His
189

, His
201

 e Asp
273

 são resíduos 

que possuem interações direta com o ligante glicosídico com distância de 2,2 a 3,3 Å (Figura 

15). 
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Figura 15- Interações moleculares entre MaBgl3 e glicosídeo. Em verde os resíduos que interagem diretamente, 

em amarelo a ligação direta com o substrato e a distância. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor no PyMol. 

Nesta região, a Arginina 158 interage com a hidroxila OH3 (3,3 Å de distância) do 

BGC. Esta mesma hidroxila interage também com a Histidina 189 (3,0 Å de distância). As 

histidinas são aminoácidos mais comuns em sítios ativos, principalmente pela facilidade de 

ocorrência de protonação e desprotonação em seu anel imidazol em pH fisiológico. A nossa 

análise revelou que os aminoácidos catalíticos na MaBgl3, o Aspartato 273, interage com a 

hidroxila OH2 do C2 da BGC (β-D-Glicose) agindo como nucleófilo da reação (2,6 Å de 

distância) e a Histidina 201 age como ácido/base geral e interage diretamente com a hidroxila 

livre do carbono 1 (2,2 Å). Finalmente, o oxigênio do Aspartato 89 interage com a hidroxila 

OH6 do substrato (2,8 Å), onde possivelmente age na correção da posição do substrato ao 

sítio ativo para que ocorra a catálise enzimática de forma eficiente e correta (POZZO et al., 

2010). 

As interações mostradas na figura 15 evidenciam como há participação total do 

subsítio glicona ao substrato que estão ligadas diretamente ao substrato. Há também 

interações fracas que submetem ao subsítio aglicona que envolvem o sítio ativo da enzima, 

onde, também, observamos que os resíduos Phe
446 

e Arg
447 

(que forma a parte aglicona) 

presentes na alça do domínio C-terminal projetado para o sítio ativo pode estar influenciando 

e regulando a entrada de substrato, assim como a ligação. No entanto, como não há estruturas 

de β-glicosidases, reportadas até o momento, com tais interação ao substrato, não é possível 

confirmar estas interações e as suas funções. 
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5.7. Análise Filogenética das Enzimas GH3 

A análise filogenética foi realizada de acordo com 37 sequências de enzimas 

caracterizadas como β-glicosidases, N-acetil-β-glucosaminidase e β-hexosaminidase da 

família GH3, incluindo três β-glicosidases encontradas em cianobactérias do banco CACIAM. 

O alinhamento múltiplo revelou que há diversidade de resíduos conservados dentro da 

família. Com base na árvore da figura 16 pelo método de junção de vizinhos (Neighbor-

joining), pode-se ver que o cluster de β-glicosidases de bactérias anaeróbicas Bifidobacterium 

sp. são as mais enraizadas dentro da família GH3, separado dos demais. As enzimas do 

primeiro grupo são as de cianobactérias formando um clado de Microcystis sp. que estão 

intimamente ligadas, esse subgrupo consiste na conservação do aminoácido nucleofílico do 

domínio C-terminal de β-glicosidases. 

Figura 16 - Análise Filogenética baseada nas sequências do banco CACIAM e GH3 obtidas no CAZy. 

Valores de bootstrap superiores a 700/1000 e uma fatia de distância genética como distância de pares 

em Clustal Ômega. Em vermelho a β-glicosidase deste trabalho e em azul, outras β-glicosidases do 

banco CACIAM. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

As enzimas de cianobactérias se agrupam em grupos com duas linhagens evolutivas 

onde a primeira linhagem consiste em duas N-acetilglicosaminidases e a com três β-

Clado Microcystis sp. 
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hexosaminidases. Todos os agrupados com as β-glicosidases de cianobactérias têm em 

comum a presença de um domínio N-terminal com resíduos similares conservados. Esse 

achado junto com a caracterização estrutural pode revelar que mais β-glicosidases estão 

ligadas evolucionalmente a N-acetilglicosaminidases e este domínio N-terminal e a presença 

do motivo desta enzima podem representar um sítio de ligação grupos N-acetil. 

5.8. Efeito da Variação De pH e Temperatura na Atividade Enzimática 

A β-glicosidase produzida pela Microcystis aeruginosa mostrou atividade ótima em 

pH 4,5 e 40 °C (Figura 17). Essas características da enzima são similares na literatura para β-

glicosidases de fungos, onde teve ótima atividade a pH ácidos semelhantes a Aspergillus 

awamori (pH 4,5) (NISHIDA et al., 2018), Gongronella butleri (pH 4,5) (PEREIRA et al., 

2016) e maior tolerância do que Trichoderma atroviridae TUB F-1505 (pH 6.2), Candida 

peltata NRRL Y-6888 (pH 5,0) (KOVACS, 2008; SAHA, 1996). A temperatura ótima foi de 

40 °C com 37,19 U/mL, a atividade foi reduzida em aproximadamente 20% nas temperaturas 

de 45 e 50 °C. Uma vez que avaliarmos temperaturas mais elevadas, poderemos sugerir a 

hipótese desta enzima ainda se mostrar estável frente a temperaturas altas. 

Figura 17 - Propriedades enzimáticas da MaBgl3. (A) perfil de pH da MaBgl3 (pH 3,0 a 9,0). (B) 

perfil de temperatura em °C para MaBgl3. 

 
Fonte: Elaborado pelo autor no GraphPad Prism 7. 

As glicosidases e celulases que atuam em temperaturas acima de 40 °C são valorizadas 

por possibilitar a fermentação e sacarificação, as reações acontecerem em temperaturas altas 

em curto espaço de tempo, diminuindo a possibilidade de contaminação por microrganismos. 

Além disso, o uso de altas temperaturas em processos permite o uso de reagentes e substratos 

em temperaturas mais baixas e viabilizar a fermentação em biorreatores de cultivo em estado 

sólido. (RIGOLDI, 2018; ZAMOST, 1991). 
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6. CONCLUSÃO 

A sequência codificante de uma Microcystis aeruginosa CACIAM 03 codificou uma 

β-glicosidase com massa molecular teórica de aproximadamente 57,24 kDa, com 

características ácidas e termoestabilidade em altas temperaturas, localizada no citoplasma com 

pouca possibilidade de interações aquosas e solúvel no meio intracelular da cianobactéria. 

Ademais, com uma arquitetura de domínios de N-acetilglicosaminidases e β-glicosidases e 

com provável atividade bifuncional de ambas as enzimas pertencente à família 3 das glicosil 

hidrolases.  

A predição da funcionalidade desta enzima em cianobactérias revelou que estas 

desempenham papeis no metabolismo de glicosídeos, ciclagem do carboidrato, participação 

da síntese da camada de peptidoglicano, dentre outros. A MaBgl3 apresentou um 

enovelamento típico do tipo TIM barril (β/α)8 distorcido, comum a outras β-glicosidases e 

outro domínio sanduíche α/β que não participa da catálise enzimática. Os resíduos de ácido 

aspártico e histidina, Asp
199

 e His
201

, formam uma díade catalítica e atuam como catalisador 

ácido/base geral e um resíduo ácido aspártico Asp
273

, posicionado de maneira oposta, atua 

como catalisador nucleofílico.   

Estes resultados permitiram compreender algumas de suas principais características 

como uma β-glicosidase de cianobactérias, evidenciando a importância do uso de ferramentas 

de bioinformática, ou estudos in silico, preliminares para a busca de informações como 

previsão da estrutura tridimensional e interações ligantes, uma vez que estes estudos são mais 

rápidos e de menor custo que métodos experimentais.  

Além disso, em complementação ao trabalho, será necessário a avaliação da 

capacidade de hidrólise de diversos substratos específicos e não-específicos, dos tipos de 

mecanismo catalítico da β-glicosidase, tolerância a glicose e aditivos e a metodologia de 

purificação da enzima. No entanto, mesmo sem estas avaliações pode-se afirmar que há 

grande perspectiva da MaBgl3 possa ter potencial aplicações biotecnológicas, como no 

processo bioconversão da biomassa lignocelulósica, processo de fabricação de papel, 

conversão da biomassa para produção de adubo para cultivo de vegetais comestíveis, dentre 

outras aplicações. 
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