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RESUMO

REIS, Angélica Pataro, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2007. Purificagdao, caracterizagdo bioquimica e aplicagoes
biotecnolégicas de a-galactosidases de Aspergillus terreus. Orientador:
Sebastido Tavares de Rezende. Co-orientadores: Valéria Monteze
Guimaraes, Maurilio Alves Moreira e Maria Goreti de Almeida Oliveira.

A enzima o-Galactosidase (a-D-galactosideo galactohidrolase, EC
3.2.1.22) catalisa a clivagem de residuos terminais a-1,6-galactosil presentes
em varios substratos, incluindo oligossacarideos lineares e ramificados,
polissacarideos e substratos sintéticos tal como o p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (pNPaGal). A a-galactosidase € de grande importancia
devido seu potencial em aplica¢des industriais. Dentre estas a capacidade em
hidrolisar os oligossacarideos de rafinose (RO) que sao os principais fatores
responsaveis por disturbios gastrintestinais relacionados com a ingestédo de
produtos derivados de soja. A mucosa intestinal de humanos e animais
monogastricos ndo possui a enzima a-galactosidase, essencial para a hidrélise
desses oligossacarideos. Portanto a redugdo desses agucares nos derivados
de soja podera melhorar as qualidades nutricionais desses alimentos. O
objetivo deste trabalho foi produzir, purificar e caracterizar a-galactosidases de
Aspergillus terreus, avaliando sua capacidade hidrolitica sobre os
oligossacarideos de rafinose (RO) presentes em produtos de soja. O fungo
Aspergillus terreus cresceu em meio mineral liquido contendo farelo de trigo
como fonte de carbono por 168 horas a 28 °C. Para obtencdo da a-
galactosidase purificada E1 e parcialmente purificada E2, foram utilizadas
cromatografias de gel filtragcdo, interacdo hidrofdbica, troca ibnica e afinidade.
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Foi também utilizado gel nativo como ultima etapa de purificagcdo da o-
galactosidase E1. Atividades maximas das o-galactosidases E1 e E2 foram
detectadas em pH 50 e 55 e nas temperaturas de 60 e 50 °C,
respectivamente. A enzima a-galactosidase E1 manteve 90% de sua atividade
inicial quando pré-incubada por 12 horas a 55 °C e a a-galactosidase E2
manteve apenas 5 % da sua atividade quando pré-incubada nas mesmas
condigdes. Os valores da Ky para pNPaGal, melibiose, estaquiose e rafinose
para a a-galactosidase E1 foram de 0,66, 1,92, 10,94 e 27,93 mM,
respectivamente, enquanto que, para a a-galactosidase E2 o Ky para pNPaGal
e melibiose foram de 0,20 e 20,14 mM, respectivamente. As a-galactosidases
apresentaram especificidade para galactose em posicédo o, hidrolisando o
substrato sintético pNPaGal, estaquiose, rafinose e melibiose. Sulfato de cobre,
cloreto de mercurio, nitrato de prata e SDS inativaram totalmentes as duas
enzimas, enquanto que sulfato de zinco inativou totalmente a a-galactosidase
E1 e reduziu 48 % a atividade da a-galactosidase E2. A a-galactosidase E2 na
presenca do substrato pNPaGal sofreu inibicdo competitiva com galactose (K
0,76 mM). Para o substrato pNPaGal foi encontrada uma energia de ativagéo
igual a 51,17 e 36,71 kJ/mol para as a-galactosidases E1 e EZ2,
respectivamente. Para o substrato melibiose a energia de ativagdo para a a-
galactosidase E1 foi de 53,83 kJ/mol e para a E2 foi 39,83 kd/mol. Para os
substratos rafinose e estaquiose, a energia de ativagdo encontrada foi de 55,18
e 42,81 kd/mol, respectivamente, para a a-galactosidase E1. Os resultados dos
tratamentos do extrato desengordurado de soja com as a-galactosidases E1 e
E2 mostraram uma reducdo de 100% da estaquiose apds 12 horas de
incubacéao, porém a rafinose ainda permaneceu 24 % a mais que o teor inicial,
fendmeno que pode ser justificado pelo fato deste agucar ser um dos produtos
da hidrdlise da estaquiose havendo entdo um acumulo de rafinose. Para a a-
galactosidase E2, ao final de 12 horas de incubagdo com o extrato
desengordurado, 18 e 25 % dos agucares rafinose e estaquiose foram
hidrolisados, respectivamente. Portanto, observa-se que preferencialmente a a-
galactosidase E1 pode ser utilizada para reduc¢ao dos RO, sendo indicada para
utilizacao industrial no processamento destes agucares.

Xii



ABSTRACT

REIS, Angélica Pataro, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2007.
Purification, biochemical caracterization and biotechnological uses of
a-galactosidases from Aspergillus terreus. Adviser: Sebastido Tavares
de Rezende. Co-advisers: Valéria Monteze Guimaraes, Maurilio Alves
Moreira e Maria Goreti de Almeida Oliveira.

The enzyme a-galactosidase (a-D-galactoside galactohydrolase, EC
3.2.1.22) catalyzes the cleavage of a-1,6-galactosyl terminal residues present in
different substrates, including linear and branching oligosaccharides,
polysaccharides and synthetic substrates such as p-nitrophenyl-a-1,6-
galactosyl -D- galactopyranoside (pNPaGal). The a-galactosidase is very
important because of its potential industrial uses. Among these uses, it stands
out the capacity to hydrolyze raffinose oligosaccharides (RO), which are the
main responsible factors for gastrointestinal disorders related with the ingestion
of soybean-derived products. The intestinal mucous membrane of humans and
monogastric animals lacks the a-galactosidase enzyme, which is essential for
the hydrolysis of these oligosaccharides. The reduction of these soybean-
derived sugars can therefore improve the nutritional quality of these foods. The
objective of this work was to produce, purify and characterize a-galactosidases
from Aspergillus terreus, evaluating its hydrolytic capacity on raffinose
oligosaccharides (RO) found in soybean products. The fungus Aspergillus
terreus grew in mineral liquid medium containing wheat bran as carbon source
for 168 hours at 28 °C. Gel-filtration, hydrophobic interaction, ion exchange and
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affinity chromatographies were used to obtain purified a-galactosidase E1 and
partially purified E2. Native gel was also used as the last stage of a-
galactosidase E1 purification. Maximum activities of a-galactosidases E1 and
E2 were detected at pH 5 and 5.5 and at the temperatures 60 and 50 °C,
respectively. Enzyme a-galactosidase E1 maintained 90% of its initial activity
when pre-incubated for 12 hours at 55 °C, whereas a-galactosidase E2
maintained only 5% of its activity when pre-incubated in the same conditions.
Km values for pNPaGal, mellibiose, stachyose and raffinose for a-galactosidase
E1 were 0.66, 1.92, 10.94 and 27.93 mM, respectively, whereas for o-
galactosidase E2 the Ky for pNPaGal and mellibiose was 0.20 and 20.14 mM,
respectively. The ao-galactosidases showed specificity for galactose at o
position, hydrolyzing synthetic pNPaGal substrate, mellibiose, stachyose and
raffinose. Copper sulfate, mercury chloride, silver nitrate and SDS totally
inactivated the two enzymes, whereas zinc sulfate totally inactivated o-
galactosidase E1 and reduced a-galactosidase E2 activity by 48%. The a-
galactosidase E2 in the presence of pNPaGal substrate underwent competitive
inhibition by galactose (Ki 0.76 mM). Activation energy of pNPaGal substrate
was found to be 51.17 and 36.71 kJ/mol for o-galactosidases E1 and EZ2,
respectively. The mellibiose substrate had activation energy for a-galactosidase
E1 and E2 of 53.83 and 39.83 kJ/mol respectively. Substrates raffinose and
stachyose had activation energy of 55.18 and 42.81 kJ/mol respectively, for a-
galactosidase E1. The treatments of defatted soybean extract with o-
galactosidases E1 and E2 resulted in 100% reduction in stachyose after 12
hours of incubation, however raffinose still remained 24% higher than the initial
level, which can be explained by the fact that this sugar is one of the products of
stachyose hydrolysis, causing therefore its accumulation. After 12 hours of
incubation of a-galactosidase E2 with the defatted extract, 18 and 25% of
raffinose and stachyose were hydrolyzed, respectively. Therefore, it can be
concluded that a-galactosidase E1 can be preferably used to reduce RO, being
indicated for the industrial processing of these sugars.
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1. INTRODUGAO

A soja é considerada um dos principais produtos agricolas do mundo
devido a sua alta produtividade, capacidade adaptativa e qualidade nutricional.
E amplamente consumida pela populagdo, na forma de 6leo e seus derivados,
como margarinas e gordura hidrogenada, como extrato hidrossoluvel, como
proteina texturizada e ainda como matéria prima para muitos produtos
industrializados. A fracdo 6leo é utilizada na industria de alimentos para a
producdo de margarina, 6leo de cozinha, agentes emulsificantes e varios
outros produtos. A fracdo protéica, altamente significativa, € comumente
empregada na fabricagdo de ragcdo animal. O leite de soja ou extrato
hidrossoluvel é visto como um substituto de baixo custo ao leite de vaca, sendo
uma alternativa alimentar para populag¢des intolerantes a lactose (KHARE &
KRISHNA, 1994).

Entretanto, apesar de seu alto valor nutricional e aplicabilidade, a soja
tem seu consumo limitado devido a alguns fatores, dentre eles se destaca a
capacidade em causar sintomas indesejaveis como flatuléncia, nauseas,
desconforto e diarréia em humanos e outros animais. Resultados de estudos
em humanos e monogastricos tém claramente demonstrado que o alto

conteudo de oligossacarideos de rafinose (RO) presentes nessa leguminosa



sao os principais causadores desses sintomas. A mucosa do intestino delgado
de humanos e animais como aves e suinos, ndo apresentam as a-1,6-
galactosidases, enzimas necessarias a conversao dos RO em agucares mais
simples. No intestino grosso, os RO sao fermentados por bactérias
anaerobicas, o que resulta na liberacdo de grandes quantidades de CO, H; e
CH4. Essa producdo de gases, conhecida como flatuléncia intestinal, esta
associada com cdlicas, diarréia dispepsia e constipacao (SUAREZ et al., 1999).

Pesquisas tém demonstrado que a-galactosidases de diferentes fontes
sdo eficientes na hidrélise enzimatica dos RO presentes nos produtos
derivados de leguminosas, especialmente produtos de soja. Ha grande
interesse na industria alimenticia na reducdo dos niveis desses agucares em
produtos como extrato hidrossoluvel (leite de soja), farinha e melaco de soja,
via hidrélise enzimatica, visando reduzir os sintomas indesejaveis e aumentar o
seu valor nutricional (SANNI et al., 1997).

Varias o-galactosidases de plantas e microbianas foram extraidas,
isoladas e testadas quanto a sua capacidade de uso para hidrolise dos RO em
derivados de soja em escala industrial, apresentando resultados significativos
(VIANA et al., 2005; FALKOSKI et al., 2006).

Considerando os organismos atualmente estudados com o objetivo de
selecionar enzimas hidroliticas com potencial para aplicagdo em processos
biotecnolégicos, merecem grande destaque os fungos filamentosos,
principalmente as espécies pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium
(FALKOSKI et al., 2006; PRASHANTH et al., 2005). Dentre as caracteristicas
vantajosas para estudos de prospecc¢do de enzimas hidroliticas, destacam-se:
producdao de um amplo espectro de enzimas hidroliticas com possibilidade de
aplicagao na hidrolise dos mais diversos substratos, sejam eles naturais ou
sintéticos; producao de enzimas extracelulares, o que favorece o processo de
obtengao e purificagdo enzimatica; baixa seletividade com relagdo a fonte de
carbono, o que permite a utilizacdo de substratos de baixo custo (farelo de
trigo, bagaco de cana, etc) para o crescimento e desenvolvimento destes
microrganismos em meio de cultura e, produgdo de enzimas com maior
estabilidade térmica, o que é de grande interesse para aplicagdo em processos

industriais.



Portanto, o estudo de a-galactosidases de diferentes fontes é de grande
interesse, tanto para o conhecimento das caracteristicas moleculares e
cinéticas destas enzimas, como para o desenvolvimento de um processo
industrial, que visa a redugcdo dos acucares nao digeriveis (RO) em
leguminosas, como a soja e seus derivados. Dessa forma o uso da soja podera
ser intensificado, como uma alternativa protéica destinada ao consumo humano

e animal.

1.1. Objetivos Gerais

Os objetivos gerais deste trabalho foram produzir a-galactosidases de
Aspergillus versicolor, Aspergillus terreus CCT 4083 e Monascus ruber CCT
1236, purificar e caracterizar a enzima do fungo mais promissor e avaliar sua
capacidade hidrolitica sobre os oligossacarideos de rafinose (RO) presentes

em produtos de soja.

1.2. Objetivos especificos

Identificar e selecionar fungos capazes de produzir a enzima a-galactosidase;
Estabelecer condi¢des 6timas de cultivo para o fungo selecionado;

Purificar e caracterizar bioquimicamente e cineticamente a(s) o-
galactosidase(s) produzida(s) pelo fungo, avaliando: estabilidade da enzima em
funcdo do pH; efeito da temperatura; termoestabilidade e meia vida; efeito de
ions e outros compostos na atividade enzimatica; especificidade da enzima por
substratos naturais, sintéticos e polimeros; Ky e Vmax; determinacdo de
possiveis inibidores; tipo de inibicdo e K; e determinacdo da energia de
ativacao;

Avaliar a capacidade hidrolitica da enzima, sobre os oligossacarideos de
rafinose (RO) do extrato desengordurado de soja;

Avaliar a capacidade da enzima de converter as células vermelhas sanguineas

tipo B em tipo O;



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. a-Galactosidases

Em 1895, Bau e Fischer e Lindner isolaram preparagdes enzimaticas
(melibiases) a partir do sedimento de leveduras que hidrolisavam o
dissacarideo melibiose. O nome melibiase foi posteriormente mudado para a-
galactosidase por Weidenhagen, que estudou a especificidade de agédo da
enzima usando agucares com residuos a-D-galactosil ndo-redutor terminal
(DEY e PRIDHAM, 1972).

A reacgao catalisada pela a-galactosidase esta apresentada na Figura 1.

CH,OH CH,OH

HO 0 HO o

OH OH
O—R + ROH

O—R' + ROH

OH OH

Figura 1 — Esquema da reagao catalisada pela a-galactosidase.

A molécula hidroxilica aceptora, R'OH, € comumente a agua, embora R
e R’ possam ser grupos alifaticos ou aromaticos. Sob condi¢gbes especiais, a

sintese de novo pode ocorrer usando a D-galactose como doador. Esse
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processo geralmente tem sido observado quando a enzima é incubada com
altas concentragdes de monossacarideos, resultando em moléculas derivadas
da polimerizagdo da glicose e galactose (DEY & PRIDHAM, 1972;
SPANGENBERG et al., 2000).

o-Galactosidases intracelular e extracelular ocorrem em microrganismos,
plantas e animais. A enzima catalisa a hidrélise de ligacdes a-1,6 de residuos
a-D-galactosideos em uma grande variedade de substratos, incluindo
oligossacarideos lineares e ramificados, polissacarideos e substratos sintéticos
como p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo pNPaGal (SIMERSKA et al., 2006).

Formas multimoleculares da a-galactosidase ja foram descritas em
muitas fontes vegetais (GUIMARAES et al., 2001; SHIVANNA et al., 1990;
ALANI et al., 1989) e também purificadas de microrganismos (ADEMARK et al.,
2001). A a-galactosidase de semente de soja madura € uma proteina
tetramérica com massa molecular de 160 kDa em pH 4,0. Em pH 7,0, a
proteina dissocia-se em subunidades com massas moleculares de 38 e 40
kDa. Ambas as formas monomeérica e tetramérica s&o enzimaticamente ativas,
mas com propriedades cinéticas diferentes (DEL CAMPILLO & SHANNON,
1982).

Varias a-galactosidases, tanto de plantas como de microorganismos tém
sido purificadas e os respectivos genes identificados e clonados (GARRO et al.,
1996; BERGKAMP et al., 1996; MI et al., 2007). a-Galactosidases tem sido
obtidas a partir de muitas espécies de fungos, dentre eles, Aspergillus ficuum
NRRL 3135 (ZAPATER et al., 1990), Aspergillus niger (SOMIARI & BALOGH,
1992), Aspergillus nidulans (RIOS et al.,, 1993), Aspergillus fumigatus
(REZENDE et al., 2005), Aspergillus orizae (SHANCAR & MULIMANI, 2006) e
Penicillium griseoroseum (FALKOSKI et al., 2006). Por apresentar capacidade
em secretar grande quantidade de varias enzimas em seu meio de cultivo, o
género Aspergillus € especialmente utilizado para a produgdo de enzimas
comercialmente importantes (VERDOES et al., 1995).

o-Galactosidases também possuem atividade de transglicosilase,
observada primeiramente em leveduras por BLANCHARD E ALBON (1950),
onde a enzima era capaz de transferir uma molécula de galactose a partir de

uma melibiose para uma segunda molécula de melibiose aceptora formando
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uma maninotriose. Estudos mais recentes avaliam a atividade de
transglicosilagdo de outras a-galactosidases. ENEYSKAYA, et al. (1998),
PUCHART & BIELY (2005) e SIMERSKA et al. (2006) estudaram atividade de
transglicosilagdo das a-galactosidases dos fungos filamentosos Trichoderma
reesei, Aspergillus fumigatus e Talaromyces flavus, respectivamente.

Em humanos, a a-galactosidase é uma enzima lissossomal, necessaria
para o metabolismo de glicoesfingolipideos. A sua deficiéncia resulta na
doencga de Fabry, a qual é uma doenca hereditaria ligada ao cromossomo X,
caracterizada pelo acumulo de glicoesfingolipideos neutros nos lisossomos
(DESNICK et al., 1987; MARANVILLE & ZHU, 2000). De acordo com
MYAMURA et al. (1996), esta doenca esta relacionada com a forma inativa da
a-galactosidase, a qual apresenta a regidao C-terminal truncada devido a
presenca de um codon de terminagdo prematuro. A natureza lipidica do
material acumulado foi caracterizada pela presenca de principalmente dois
glicoesfingolipidios, a globotriaosilceramida (GL-3) e, em menor grau, a
galabiosilceramida, que permitiram a caracterizagdo da doenga de Fabry entre
outras esfingolipidoses (GERMAIN, 2000). Dessa forma, sem a enzima o-
galactosidase em quantidade suficiente para realizar a tarefa adequadamente,
algumas substancias (basicamente a GL-3) se acumulam nos lisossomos,

principalmente nas células encontradas nas paredes dos vasos.

2.2. Mecanismo de acgao e estrutura tridimensional das a-galactosidases

De acordo com DEY & PRIDHAM (1972) poucos fatos concretos
relativos ao mecanismo de ag&o das a-galactosidases estavam disponiveis até
o inicio da década de 70, devido ao conhecimento insuficiente da quimica e
cinética das enzimas da maioria das fontes. Até aquele momento, ndo havia
estudos sobre fissdo de ligagdo por a-galactosidases embora, por analogia
com outras glicosidases, sugeria-se que provavelmente as ligagcdes galactose-
oxigénio dos substratos fossem clivadas. Estudos de ressonancia magnética
nuclear e polarimetria mostravam claramente com a-galactosidases de Cajanus
indicus e améndoa doce que os residuos galactosil liberados possuiam a
mesma configuragao anomérica do substrato.

Estudos de especificidade com a-galactosidase de améndoas doce e
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aril a-D-galactosideos mostraram que a natureza eletrénica do aglicom exercia
notavel influéncia sobre a taxa de hidrdlise enzimatica. Por meio desses
estudos, observou-se também que o0 mecanismo de agao para a a-
galactosidase de améndoas doce assemelhava-se as hidrdlises alcalina e
acida de aril glicosideos, o que, consequentemente, podia ser atribuido a
presenca de grupos basicos e acidos no sitio ativo. Esses grupos foram
identificados por Dey e Malhotra (citados por DEY & PRIDHAM, 1972) como
carboxil (desprotonado) e imidazol (protonado), respectivamente.

Dey e Malhotra (citados por DEY e PRIDHAM, 1972) observaram com a
enzima de améndoas doce que a ligagcao do p-nitrofenil-a-D-galactosideo no
sitio ativo da enzima proporcionava diminui¢ao do pK do grupamento que sofria
dissociagao no lado acido e aumentava o valor do pK do grupamento que sofria
dissociagao no lado alcalino da faixa étima de pH da enzima. Esses resultados
conduziam a hipétese de que mudancas induzidas pelo substrato na molécula
da enzima, ampliavam sua faixa efetiva de pH, favorecendo a reagao catalitica
(DEY & PRIDHAM, 1972).

Baseando-se nesses resultados, Dey (citado por DEY & PRIDHAM,
1972) postulou um mecanismo de duas etapas para a agao da a-galactosidase

de améndoas doce (Figura 2).
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Figura 2 — Mecanismo de agao de duas etapas postulado por Dey (citado por
DEY & PRIDHAM, 1972) para a a-galactosidase de améndoa doce.

No mecanismo de acédo de duas etapas, o aglicom € clivado pela agao
combinada dos grupos carboxil e imidazol. Esta clivagem é seguida pela
reagcao com uma molécula aceptora (R'OH), que pode ser a agua ou um alcool
alifatico, resultando na hidrdlise ou em produtos de transferéncia. Sugeriu-se
que seria possivel que somente o ataque eletrofilico do grupo imidazol seria
suficiente para clivar a ligagao glicosil-oxigénio, resultando na formagao de um
carbocation no C-1 da galactose. No mecanismo de duas etapas completo,
duas inversdes de Walden provavelmente ocorrem, resultando na retencao da
configuragdo anomérica no produto final. Entretanto, a formag¢ao do carbocation
intermediario ndo precisaria necessariamente conduzir a rancemizacao, a
configuracdo poderia ser conservadamente estabilizada por uma ligacéo
especifica do composto intermediario na enzima (DEY & PRIDHAM, 1972).

Estudos de modificagdo quimica da a-galactosidase de céco indicaram a

presenca de dois grupos carboxil, tirosina e triptofano e a auséncia do grupo
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imidazol no ou préximo ao sitio ativo da a-galactosidase (MATHEW &
BALASUBRAMANIAM, 1987). Estudando o efeito do pH nos valores dos
parametros cinéticos Ky € Vmax, MATHEW e BALASUBRAMANIAM (1987)
observaram que os grupos dissociaveis no sitio ativo da enzima apresentavam
valores de pK; de 3,8 e 6,5. Esses resultados sugeriam que a forma protonada
com pK, de 6,5 era requerida para a catalise, visto que a afinidade pelo
substrato decrescia com o aumento do pH. Por outro lado, a forma ionizada do
grupo com pK; 3,8 era importante na ligagao do substrato com o sitio ativo da
enzima, pois em valores de pH inferiores a 3,8, foi observada um aumento da
Kum indicando menor afinidade da enzima pelo substrato. Os resultados
suportavam a hipétese de presenga dos mesmos grupos ionizando na enzima
livre. Constatou-se também que o efeito do pH sobre a Vmax permanecia
constante na faixa de pH compreendida entre 2,5-6,5. A partir desses
resultados, MATHEW & BALASUBRAMANIAM (1987) concluiram que dois
grupos ionizaveis com pK, de 3,8 e 6,5 estariam envolvidos na ligagdo do
substrato ao sitio ativo da enzima e um desses grupos, estaria envolvido
diretamente na catalise. O grupo com pK, de 3,8 seria um grupo carboxil (pK,
3,0-4,7), requerido como um grupo —COOQ" para a catalise. O grupo com pK, de
6,5 seria um grupo carboxil perturbado, como ja havia sido verificado por
Koshland e Neet para a molécula de lisozima.

Com base em experimentos de modificacdo quimica e nos resultados de
estudos cinéticos, MATHEW & BALASUBRAMANAIM (1987) propuseram um

novo mecanismo de agao para a a-galactosidase (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismo de agao para a-galactosidase de cbéco sugerido por
MATHEW e BALASUBRAMANIAM, 1987.

No mecanismo de agao proposto para a a-galactosidase, o grupo com
pKa de 3,8 € um grupo carboxil presente na forma ionizada para estabilizar um
carbocation intermediario e a presengca deste grupo ionizado protege o
carbocation do ataque direcionado por um nucledfilo, permitindo que o produto
retenha a mesma configuragdo anomérica do substrato. A molécula de
galactose assume uma configuragdo de meia cadeira quando o carbocation é
formado. O grupo com pK; de 6,5 é um grupo carboxilico perturbado que esta
presente na forma protonada e esta envolvido na doacdo de um préton. Este
grupo carboxilico é perturbado devido ao ambiente hidrofébico produzido pela
presenca de residuos de triptofano e tirosina em sua vizinhangca (MATHEW &
BALASUBRAMANIAM, 1987).

Estudos cristalograficos foram realizados em a-galactosidases de arroz
(FUJIMOTO et al, 2003) e de Trichoderma reesei (GOLUBEV et al, 2004).
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Esses estudos mostraram que a a-galactosidase de arroz consiste de um
dominio catalitico com estrutura em (B/a)s-barril e, o dominio C-terminal é
constituido de 8 fitas B, contendo um motivo chave-grega (Figura 4A). A
estrutura da a-galactosidase de arroz complexada com D-galactose mostrou
que, esta molécula liga-se na fenda do sitio ativo, no lado C-terminal do (B/a.)s-
barril central do dominio catalitico (FUJIMOTO et al.,, 2003). O modelo
cristalografico da o-galactosidase de Trichoderma reesei consiste de 2
dominios, um dominio catalitico N-terminal (B/a)s-barrii € um dominio C-
terminal, formado de estruturas [ antiparalelas (Figura 4B). Esta proteina
contém 4 sitios de N-glicosilagao localizados no dominio catalitico. De modo
similar a a-galactosidase de arroz, a galactose liga-se a enzima de
Trichoderma reesei na fenda do sitio ativo localizado no centro do barril do
dominio catalitico (GOLUBEV et al, 2004). As andlises dos complexos a-
galactosidases-galactoses revelaram os residuos do sitio ativo e forneceram
uma base estrutural para a identificacdo do possivel mecanismo de reacao
enzimatica (FUJIMOTO et al, 2003; GOLUBEYV et al, 2004).
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(A) (B)

Figura 4 — Estruturas das a-galactosidases de arroz (A) e de Trichoderma
reesei (B) complexadas com D - galactose (FUJIMOTO et al, 2003; GOLUBEV
et al, 2004).

2.3. Aplicagoes industriais

As a-galactosidases apresentam potencial em varias aplicagdes
industriais. Tais enzimas podem ser usadas, por exemplo, na hidrdlise de
rafinose de xarope de agucar de beterraba (KOBAYASHI & SUZUKI, 1972). De
acordo com THIPPESWAMY & MULIMANI (2002), estudos de imobilizacao de
a-galactosidase em nylon tem sido desenvolvidos com o objetivo de hidrolisar
rafinose em melago de beterraba. Cepas de fermento geralmente utilizam a
frutose liberada deste trissacarideo, apds hidrélise pela invertase (B-
frutofuranosidase) mas, ndo o dissacarideo residual, melibiose. Portanto, a
hidrolise completa da rafinose requer a agao da invertase e a-galactosidase.

Algumas o-galactosidases de eucariotos sao capazes de remover
residuos de galactose da ligacdo o-1,3 terminal de glucanas utilizadas na
conversdo de sangue do grupo B para sangue do grupo O (ZHU &
GOLDSTEIN, 1994; PUCHART et al., 2000). As células do grupo B apresentam
um antigeno B ligado a membrana do eritrocito, ja as células do grupo O
apresentam um antigeno H também ligado a membrana do eritrocito, o qual é
precursor das células do grupo B. Dessa forma, com hidrélise do residuo
terminal a-D-galactosil do antigeno B, o converte em antigeno H, ou seja,
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sangue do grupo O (HOBBS et al.,, 1995). Isso representa uma importante
ferramenta na terapia de transfusdo sanguinea.

Segundo PUCHART et al. (2000), outra aplicagdo industrial de o-
galactosidases € na usina agucareira. Pequenas quantidades de rafinose e/ou
estaquiose afetam negativamente a cristalizagdo da sacarose. Eles podem ser
facilmente eliminados e convertidos a sacarose pelo tratamento com a-
galactosidase. E importante que o modo de agdo e a estabilidade da enzima
sejam conhecidos, pois as demandas industriais com estas propriedades
reduzem os custos para resfriamento e reaquecimento.

o-Galactosidases possuem também potencial para diminuir os sintomas
indesejaveis causados pela ingestao de rafinose e estaquiose presentes em

leguminosas em geral. Dentre estas, a soja se destaca.

2.4. A soja e seus fatores antinutricionais

A soja constitui um dos produtos de maior importancia na economia
brasileira ocupando lugar de destaque na pauta de exportagbes do pais.
Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, sendo
responsavel pela produgao de mais de 58 milhdes de toneladas deste grao no

ano de 2006 (www.ibge.gov.br).

O grao de soja possui alto teor de lipideos (15-25 %) e um conteudo de
proteinas (30-45%), com uma composicdo de aminoacidos adequada a
alimentacdo. Apresenta também, carboidratos (20-35 %) e cerca de 5 % de
cinzas (MOREIRA, 1999).

O leite de soja, extrato hidrossoluvel, € um dos produtos protéicos de
soja, podendo ser comparavel ao leite de vaca em conteudo de proteinas e
gorduras, que tem obtido alta aceitabilidade em programas de nutricao infantil
(MOREIRA, 1999). De acordo com DESJARDINS et al. (1990), o leite de soja é
rico em proteinas de alta qualidade e ndo contém colesterol e lactose, apenas
pequenas quantidades de &cidos graxos saturados. O leite de soja € uma
alternativa para as pessoas portadoras de certas intolerdncias ao leite de
origem animal e a algumas deficiéncias genéticas, como a ineficiéncia em
metabolizar a lactose (DE LUMEN, 1992). Adicionalmente, devido a alta

producdo de soja nos paises tropicais, sua utilizagcdo na alimentagcdo dos
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animais, como suinos na fase de aleitamento representa uma alternativa
econdmica bastante atrativa (DUFFUS & SAUGHTER, 1980).

Embora sejam indiscutiveis as vantagens do emprego da soja na
alimentagdo humana e de alguns animais, no Brasil o consumo desta
leguminosa é baixo devido a presenga de uma série de fatores antinutricionais,
dentre os quais se destacam os inibidores de proteases, lectinas, taninos,
proteinas alergénicas e pouco digeriveis, as lipoxigenases, os oligossacarideos
de rafinose (RO) e outros (BELLAVER & SNIZEK, 1999).

Os inibidores de tripsina sao proteinas que estdo distribuidas nas
sementes de plantas e particularmente, em sementes de leguminosas,
podendo ser encontrada nas folhas, tendo massa molecular de até 24 kDa
(BIRK, 1989). Estas proteinas complexam com a enzima tripsina
(RICHARDSON, 1981), prejudicando o processo digestivo e causando um
menor aproveitamento dos alimentos e hipertrofia pancreatica (LIENER, 1986).

Segundo SGARBIERI, (1996), as 4 isoformas da enzima lipoxigenase da
soja sao importantes na tecnologia da soja para oxidar rapidamente acidos
graxos poliinsaturados gerando perdxidos de acidos graxos que se degradam
em aldeidos e cetonas volateis. Estes se ligam as proteinas e outros
componentes do grao de soja dando origem ao gosto e aroma de capim,
tradicionalmente conhecido como “beany flavor” ou gosto desagradavel da
soja. A inativagdo térmica rapida e eficiente destas enzimas, que se da a
temperaturas superiores a 85 °C previne a formagdo destes compostos.

Outro fator antinutricional importante na soja refere-se ao alto teor de
oligossacarideos de rafinose (RO) encontrado em suas sementes, sendo os
segundos carboidratos soluveis mais abundantes nas plantas (DEY, 1990). Os
oligossacarideos sao considerados como fonte primaria de energia e
substratos para a sintese de outros compostos, durante a germinagao
(JIMENEZ et al., 1985). Em sementes de soja madura, os agucares soliveis
constituem aproximadamente 10% do peso seco. Sacarose, rafinose e
estaquiose constituem mais que 99% dos agucares soluveis presentes. Devido
ao alto conteudo dos oligossacarideos de rafinose, a ingestao de soja resulta
em flatuléncia, nauseas, desconforto e diarréia. A flatuléncia é resultante do

metabolismo anaerdbico de «-1,6-galactosideos de rafinose presente nos
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graos das leguminosas (PRICE et al., 1988). A mucosa do intestino delgado de
humanos e de alguns animais monogastricos, como aves e suinos sao
desprovidas das o-1,6-galactosidases, enzimas necessarias a conversao dos
RO em acgucares mais simples. Consequentemente, 100% dos RO nao séao
degradados e sdo entdo conduzidos ao intestino grosso onde bactérias
anaerdbias possuem os sistemas enzimaticos necessarios para a fermentacao
desses acgucares, o que resulta na liberagdo de grandes quantidades de CO»,
H, e CH4 (STEGGERDA & DIMMICK, 1966; SUAREZ et al. 1999).

2.5. Hidrélise enzimatica dos RO em derivados de soja

A hidrélise dos RO pode ser catalisada pelas a-galactosidases (a-D-
galactosideo galactohidrolase, E.C. 3.2.1.22) ou invertases (EC 3.2.1.26, B-D-
frutofuranosideo frutohidrolase), ou ambas. A atividade destas enzimas
aumentam durante a germinagdo das sementes (SARAVITZ et al., 1987).
Enquanto a-galactosidases hidrolisam ligagées a-1,6 produzindo galactose e
sacarose, invertases hidrolisam ligagdes B-1,2, produzindo melibiose e frutose
ou glicose e frutose.

Um esquema da estrutura dos RO esta mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Estrutura dos oligossacarideos de rafinose (RO).

Existem varios relatos sobre a utilizagdo de a-galactosidases de origem
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vegetal e microbiana na degradagao dos oligossacarideos presentes no leite de
soja e em outras farinhas obtidas de leguminosas (SOMIARI & BALOGH, 1995;
MULIMANI et al., 1997; GUIMARAES et al., 2001; VIANA et al., 2005;
FALKOSKI et al., 2006 e VIANA et al., 2007).

Processos para o tratamento enzimatico do leite de soja utilizando «-
galactosidases fungicas foram propostos por SUGIMOTO & VAN BAUREN
(1970) que usaram preparag¢des comerciais de o-galactosidases de Aspergillus
saitoi. THANANUNKUL et al. (1976) utilizaram micélios de Mortierella vinaceae
imobilizados em gel de poliacrilamida como fonte de «a-galactosidase para
remogao dos RO do leite de soja. Com esse mesmo propdsito CRUZ & PARK
(1982) utilizaram preparagbes das enzimas o-galactosidase e invertase
produzidas por Aspergillus oryzae. Posteriormente MULIMANI et al. (1995)
avaliaram a capacidade de hidrélise dos RO do leite de soja pela «-
galactosidase de Gibberella fujikuroi. Também foi avaliado por SANNI et al.
(1997) o efeito de a-galactosidases extracelulares produzidas por Lactobacillus
plantarum na qualidade nutricional do leite de soja e derivados. KOTWAL et al.
(1998) estudaram a produgao de o-galactosidases pelo fungo Humicola sp e
sua aplicagdo na hidrélise dos RO em leite de soja. A produgdo de a-
galactosidases pelo Aspergillus fumigatus foi estudada por DE REZENDE
(1998), entretanto a enzima néo foi capaz de hidrolisar os RO nas condi¢des
experimentais. THIPPESWAMY & MULIMANI (2002) relataram a hidrélise dos
oligossacarideos da familia da rafinose por a-galactosidase livre e imobilizada
em gel de poliacrilamida de Gibberella fujikuroi em leite de soja nos intervalos
de 3, 6 e 12 horas.

Recentemente varios estudos estdo sendo realizados com a-
galactosidases de diferentes fontes, sendo avaliada sua capacidade em
hidrolisar os RO presentes nos derivados de soja. VIANA et al. (2007)
avaliaram a capacidade da o-galactosidase de Debaryomyces hansenii
hidrolisar os RO presentes no leite e no melago de soja. Ja FALKOSKI et al.
(2006) avaliaram o poder de hidrdlise das a-galactosidases de soja,
Aspergillus terreus e Penicillium griseoroseum sobre os RO presentes no

extrato desengordurado de soja.
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2.6. Consideragoes sobre produgdo de enzimas por fungos do género
Aspergillus

Fungos filamentosos produzem um amplo espectro de enzimas e
atualmente representam uma das mais importantes fontes de enzimas
hidroliticas com potencial para aplicagdo em processos biotecnoldgicos (SENA
et al., 2006). Por serem capazes de secretar grande quantidade de varias
enzimas em seu meio de cultivo, o género Aspergillus é especialmente utilizado
para a producao de enzimas comercialmente importantes (VERDOES et al.,
1995), merecendo destaque.

O género Aspergillus possui mais de 100 espécies. Apresenta uma
reduzida necessidade nutricional, podendo ser isolado do solo, agua,
vegetacao, material em decomposicao e ar (RAPER et al., 1999).

Inumeras enzimas destes microrganismos vém sendo isoladas,
purificadas e sua aplicabilidade nos mais diferentes ramos da industria
avaliadas. Algumas espécies como Aspergillus oryzae e Aspergillus soyae séo
utilizados na produgao de alimentos. Aspergillus orizae € grande produtor de a-
amilases, a-galactosidases e enzimas pectinoliticas (FRANCO & LANDGRAF,
1996 e SHANCAR & MULIMANI, 2007). Aspergillus niger é utilizado para
producdo comercial de acidos citrico, glucbénico e galico e das enzimas a-
galactosidases, [(-galactosidases, amiloglicosidases, lipases e pectinases
(ADEMARK et al., 2001, NOROUZIAN et al., 2006 e ALI, 2006).

BOTELA et al. (2007) avaliaram a producdo de xilanases e pectinases
pelo fungo Aspergillus awamori determinando um grande potencial deste
microrganismo na producéo destas enzimas. CHEN et al. (2007) purificaram e
caracterizaram uma B-mananase produzida pelo fungo Aspergilus sulfureus
com grande potencial de aplicagdo na industria de alimentos, tendo depois
clonado e superespressado esta enzima em Pichia pastoris.

Varios fungos do género Aspergillus sdo também importantes fontes das
enzimas a-galactosidases, sendo encontrado na literatura inumeros trabalhos
de isolamento, caracterizacdo e avaliacdo do potencial de aplicacdo destas
enzimas (ADEMARK et al., 2001, PRASHANT & MULIMANI, 2005, DE
REZENDE et al., 2005, FALKOSKI et al., 2006 e SHANCAR & MULIMANI,
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2007).

A utilizacdo de fungos filamentosos para a producdo de enzimas de
interesse comercial é também vantajosa devido ao fato destes microrganismos
excretarem estas proteinas para o meio de cultura, o que facilita o processo de
obtencéao e purificacdo destas moléculas.

Uma das possiveis limitagdes na utilizacdo destes fungos na industria de
alimentos seria a auséncia de status GRAS (“generally regarded as safe”) para
estes microrganismos. Entretanto, esta é uma barreira que pode ser superada,
haja visto que, os avangos tecnolégicos nos campos da biologia molecular e da
tecnologia do DNA recombinante, somados ao grande conhecimento ja
existente sobre a estrutura gendbmica de varios géneros de fungos
filamentosos, permitem que os genes que codifiquem proteinas de interesse
sejam facilmente identificados e posteriormente clonados e superexpressos em
outro organismo que nao oferegam riscos a saude humana (LIU et al., 2007, Ml
et al., 2007, CHEN et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Analises Bioquimicas e
de Enzimologia, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigcosa, Minas Gerais.

3.1.Reagentes utilizados

Da Sigma Chemical Company (EUA) foram obtidos os reagentes: Brilhant Blue
G, albumina sérica bovina (BSA), acetato de sédio, carbonato de sdédio, rafinose,
estaquiose, dodecil sulfato de sédio (SDS), fosfato de sédio, cloreto de sédio, cloreto
de manganés, acido citrico, B-mercaptoetanol, etilenodiaminotetracético (EDTA), acido
dinitrosalicilico (DNS), para-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NP-aGal), para-
nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (p-NP-BGal), para-nitrofenil-o-D-glicopiranosideo (p-
NP-a-Gli), orto-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo  (p-NP-BGal), para-nitrofenil-a-D-
xilopiranosideo (p-NP-aXil), para-nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo (p-NP-aAra), para-
nitrofenil-a-D-manopiranosideo (p-NP-aMan), para-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-
NP-BGli), meta-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (m-NP-aGal), orto-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo  (o-NP-Gli), orto-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo  (o-NP-aGal),
solugao de 4 % (p/v) de sulfato de cobre.

As resinas cromatograficas Sephacryl S200, Phenyl-Sepharose, Q-
Sepharose foram obtidas da Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden.

Da Merk S. A. Industrias Quimicas foram obtidos os seguintes

reagentes: p-nitrofenol (p-NP), sacarose, glicose, lactose, frutose, nitrato de
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prata, tartarato de sddio e potassio e cloreto de potassio.

Da LABTEST Diagnostica S.A. foi obtido Glicose GOD-ANA (Ensaio
Enzimatico Colorimétrico).

Da Empresa Bunge Alimentos, RS, Brasil foi obtida a farinha

desengordurada de soja.

3.2. Cultivo dos microorganismos para produgdo da enzima a-
galactosidase

Os fungos analisados quanto a capacidade de produzir a o-
galactosidase foram Aspergillus terreus CCT 4083 e Monascus ruber CCT
1236, obtidos pela Fundacdo Tropical André Toselo (Campinas —SP) e
Aspergillus versicolor, isolado e identificado pela Universidade Federal de
Vigosa-MG, cedido pelo Laboratorio de Bromatologia do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular .

Foram feitos repiques dos fungos em meio sélido nutritivo, BDA (agar
batata dextrosado), para a multiplicacdo de esporos. Os fungos foram
repicados em tubo de ensaio inclinado com o meio e incubados em estufa a
25°C por 6 dias. Apos 6 dias de crescimento, foi preparada neste mesmo tubo
a suspensao de esporos com adicao de 10 mL de agua destilada esterilizada.
Dessa suspensao, aliquotas de 1 mL foram retiradas e transferidas para varios
erlenmeyers contendo 25 mL de meio mineral liquido, com galactose ou farelo
de trigo como fonte de carbono. Os fungos foram crescidos a 28°C, sob
agitacao, a 150 rpm, por varios intervalos de tempo.

O meio mineral liquido contém 7,0 g/L de KH;POy,; 2,0 g/L de K;HPOy;
0,1g/L de MgSOy4; 1,0 g/L de (NH4).SO4 e 0,6 g/L de extrato de levedura e
10g/L de galactose ou farelo de trigo como fonte de carbono.

A capacidade de produgdo da a-galactosidase pelo fungo foi avaliada,
utilizando um ensaio enzimatico especifico com o substrato sintético p-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (pNPaGal). Para tanto, foram determinadas
as atividades de a-galactosidase nos sobrenadantes dos meios de cultura de
cada fungo nos varios intervalos de tempo de crescimento. Apos cada periodo
de incubacgao a cultura sobrenadante foi coletada por filtracdo em papel de filtro

e armazenada a -20°C.
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3.3. Estabelecimento das condi¢des 6timas de cultivo

Foram estabelecidas as condi¢cbes o6timas de cultivo, como melhor
tempo de crescimento e melhor fonte de carbono para o Aspergillus terreus e
este foi produzido em maior quantidade nessas condi¢cdes, para posterior
purificacdo da enzima. A atividade da a-galactosidase produzida por este fungo

foi avaliada sobre diferentes substratos no final das etapas de purificagao.

3.4. Determinagdo da atividade de a-galactosidase com diferentes

substratos

3.4.1 Substrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (pNPaGal)

O ensaio padrao para a determinagdo da atividade de a-galactosidase
foi conduzido utilizando o substrato pNPaGal. Para esse ensaio, a mistura de
reacao teve um volume final de 1 mL, contendo 650-740 pyL de tampé&o acetato
de sédio 100 mM pH 5,0; 10-100 uL de extrato enzimatico e 250 uL da solugao
de pNPaGal 2 mM. A reagao foi conduzida por 15 min em banho-maria a 40 °C
e interrompida com adicdo de 1 mL de Na,CO; 0,5 M. Os valores de
absorbancia obtidos a 405 nm foram transformados em pmol de p-NP
utilizando uma curva padrdo construida com 0-0,16 pmol a partir de uma
solugdo estoque de 2 pM. A atividade de a-galactosidase foi expressa em

mM.min™".

3.4.2. Agucares nao redutores como substratos

Ensaios para a atividade de a-galactosidase foram realizados sobre os
agucares nao redutores sacarose, rafinose e estaquiose com o uso do reagente
dinitrossalicilato (DNS) (MILLER, 1956). O sistema de reacéao foi contido por
100-300 uL da amostra enzimatica, 250 uL de solugao de agucar (sacarose,
rafinose ou estaquiose) 50 mM e 450-650 uL de tampéao acetato de sédio 100
mM, pH 5,0. O ensaio foi conduzido por 20 min, a 40°C. Apds esse periodo, foi
adicionado 1,0 mL do reagente de DNS. A amostra foi fervida por 5 min e

deixada em repouso por 10 min a temperatura ambiente. A quantidade
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de acgucar redutor formado foi estimada espectrofotometricamente a 540 nm,
por meio de uma curva padrdo construida com 0,2-2,0 umols de glicose,

utilizando solucao estoque de concentracio 1 mg.mL'1.

3.4.3. Acucares redutores como substratos

Os ensaios da atividade de a-galactosidase sobre os agucares redutores
melibiose, lactose e maltose foram realizados por meio da medida de formacao
de glicose, pelo método da glicose oxidase (STENBERG et al., 1970). O ensaio
foi conduzido com 300-500 uL da amostra enzimatica, 200 uL de solugao de
agucar redutor 100 mM e 400-600 pL de tampéo acetato de sédio 100 mM, pH
5,0. A reacdo foi conduzida por 50 min, a 40°C sendo interrompida pela
imersado dos tubos em banho de agua fervente por 5 min, seguido da imersao
dos tubos em agua gelada para redugédo da temperatura do meio de reagéo.
Em cada tubo foi adicionado 500 pL do reativo de glicose oxidase (GOD) e
incubados 15 min, a 37°C. A quantidade de glicose formada foi estimada
espectrofotometricamente a 510 nm, por meio de uma curva padrao construida
com 0-0,4 umols de glicose, utilizando solugdo estoque de concentragao 1

mg.mL™".

3.4.4. Outros substratos sintéticos

Os ensaios das atividades da a-galactosidase sobre estes substratos
foram indénticos ao descrito no item 3.4.1, exceto que foram utilizados os
substratos sintéticos o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo  (o-NP-B-Gal), p-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NP-a-Gal), p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(p-NP-a-Glc), p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NP-B-Glc), m-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (m-NP-a-Gal), p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (p-NP-[3-
Gal), p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo (p-NP-a-M), o-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (o-NP-B-Glc), p-nitrofenil-a-L-arabinopiranosideo (p-NP-a-A) e
p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-NP-B-X), todos na concentracdo final de 0,5
mM.

3.4.5. Polimeros

Ensaios para atividade da a-galactosidase foram também realizados
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com os polimeros goma guar e goma locusta como substratos, com o uso do
reagente dinitrossalicilato, DNS (MILLER, 1956). Para o ensaio foram utilizados
500 pL da amostra enzimatica, 500 uL do substrato goma guar e goma locusta
1% (p/v) tamponada em pH 5,0. As amostras foram incubadas por 4 horas a
40°C.

3.5. Determinacgao do teor de proteina

Para determinar o teor protéico das amostras enzimaticas foi utilizada a
metodologia descrita por BRADFORD (1976). Para os ensaios foram utilizados
25-800 pyL da amostra enzimatica, 0-775 pL de agua destilada e 200 pyL do
reagente de Bradford 5X. Apds 15 min de reagao foi feita a leitura a 595 nm e
os valores de absorbancia foram convertidos em concentragdo de proteina
utilizando uma curva padrao feita com 0 a 20 ug de BSA (albumina sérica
bovina). O teor de proteina foi expresso em mg de proteina por mL de amostra
enzimatica.

O reagente de Bradford 5X, foi preparado misturando-se 100 mg de
Comassie Brilhant Blue G-250, 50 mL de etanol 95% (v/v) e 100 mL de acido
fosforico 85% (v/v). A mistura foi deixada sob agitacdo e, apds a solubilizagéo,
o volume foi completado para 200 mL e a solugao filtrada em papel Whatman
n°1. O método baseia-se no desenvolvimento da cor, em funcéo da ligacao da

proteina com o pigmento Comassie Brilhant Blue G-250.

3.6. Purificagao da a-galactosidase
O processo utilizado para purificar as enzimas o-galactosidases
extracelulares do fungo Aspergillus terreus esta representado de forma

resumida no fluxograma da Figura 6.
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Figura 6: Sequéncia das etapas do processo de purificagdo das o-

galactosidases de Aspergillus terreus.
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3.6.1. Cromatografia de filtragcao em gel

O sobrenadante da cultura do Aspergillus terreus, cultivado por 168
horas a 25 °C em meio mineral liquido contendo farelo de trigo, foi concentrado
por ultrafiltracdo (Amicon) modelo 8400 (Bedford, MA) utilizando membrana
com poro de 10 kDa, e posteriormente submetido a cromatografia de gel
filtracdo em resina Sephacryl S-200 (88 x 2,5 cm) equilibrada em tampao
acetato de sédio 25 mM, pH 5,5. As proteinas foram eluidas com o mesmo
tamp&o a 4 °C, com fluxo continuo de 20 mL.h™ e coletadas fragdes de 4 mL.

Foram obtidos dois picos protéicos com atividade de a-galactosidase, F1 e F2.

3.6.2. Cromatografia de interagao hidrofébica

A fragdo F2 proveniente da etapa anterior de gel filtragédo, foi submetida
a cromatografia de interagcao hidrofébica em resina Phenyl-Sepharose (10 x 2
cm), previamente equilibrada com tampéao acetato de sédio 25 mM, pH 5,5 com
1 M de sulfato de aménio. As proteinas foram eluidas com o mesmo tampéao,
seguido por um gradiente salino decrescente, formado por trés volumes da
coluna de tampao acetato de sodio 25 mM pH 5,0 com 1 M de sulfato de
amoénio e o mesmo volume de tampao sem sulfato de amonio. Foram obtidos
dois picos protéicos com atividade de a-galactosidase, S1 e S2. A
cromatografia foi realizada a 4 °C, com fluxo de 40 mL.h" sendo coletadas

fragcdes de 3 mL por tubo.

3.6.3. Cromatografia de troca idnica

A fracdo enzimatica F1 proveniente da gel filtracdo foi submetida a
cromatografia de troca ibnica em coluna de Q-Sepharose (10 x 2 cm),
previamente equilibrada com tampao acetato de sddio 50 mM, pH 4,5. As
proteinas foram eluidas com 50 mL do mesmo tampao, seguido por um
gradiente salino crescente, formado por 150 mL de tampéao acetato de sddio 50
mM pH 4,5 puro e 150 mL do mesmo tampé&o acrescido de 0,7 M de NaCl. A
cromatografia foi realizada a 4 °C, com fluxo de 40 mL.h™". Fragdes de 3 mL
foram coletadas e as que apresentaram atividade de a-galactosidase foram
reunidas. Foi obtido um pico protéico, Q1, com atividade de a-galactosidase.

A fragdo S2 proveniente da etapa anterior de interagdo hidrofébica
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também foi submetida a cromatografia de troca ibnica em coluna de Q-
Sepharose nas mesmas condigdes, porém em pH 5,5. Foi obtido um pico

protéico, B1, com atividade de a-galactosidase.

3.6.4. Cromatografia de afinidade

A fracdo enzimatica B1 proveniente da troca ibnica foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna de Melibiose (8 x 1,2 cm), equilibrada
com tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,5. A amostra enzimatica foi
aplicada na coluna e deixada em repouso por aproximadamente 2 horas para
que a enzima pudesse interagir com a resina aderindo a ela. A resina foi lavada
com 5 volumes da coluna de tampao e em seguida a proteina foi eluida com o
mesmo tampao adicionado de 4mM de pNPaGal. Foi obtido um pico protéico

E2 com atividade de a-galactosidase.

3.6.5. Ultrafiltragao

O processo de ultrafiltragao foi utilizado durante as etapas de purificagao
para concentracdo das amostras enzimaticas. As fragdes foram concentradas
usando uma célula de ultrafiltragdo Amicom, com uma membrana de exclusao
de 10 kDa. Durante o processo a célula de ultrafiltragao foi imersa em banho de

gelo para evitar perdas na atividade enzimatica.

3.6.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida — Gel nativo
A fracdo Q1, proveniente da troca ibnica, foi concentrada por
ultrafiltracdo e submetida a corridas eletroforéticas em gel de poliacrilamida em

condigdes n&o desnaturantes com intuito de purificar a enzima.

3.6.6.1. Preparo do gel

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) foi realizada conforme
descrito por LAEMMLI (1970), com modificacbes. O gel separador foi
preparado a partir da mistura de uma solugcao estoque de acrilamida/N,N-
metileno bisacrilamida 30% (p/v) (4mL), tampéao Tris/HCI, 1,5 M, pH 8,8 (2,5
mL), persulfato de aménio 10% (p/v) (0,05 mL), N,N,N,N-tetrametil-
etilenodiamino (TEMED) (0,010 mL) e agua destilada (3,6 mL).
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O gel empilhador foi preparado a partir de uma mistura de uma solugéo
estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida 30% (p/v) (1,3mL), tampao
Tris/HCI, 0,5 M, pH 6,8 (2,5 mL), persulfato de ambnio 10% (p/v) (0,05 mL),
N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino (TEMED) (0,020 mL) e agua destilada (6,2
mL).

A montagem dos sistemas foi feita utilizando placas de vidro com
dimensdes de 20 x 12 cm (placa maior) e 20 x 10 cm (placa menor). Foi
estabelecida uma camada de 6 cm para o gel separador e 1,5 cm para o gel
empilhador, sendo o restante do espago do sistema designado para a amostra

a ser aplicada.

3.6.6.2. Preparo da amostra

A fragdo Q1 concentrada foi preparada para ser submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida, em condicbes ndo desnaturantes. Para
cada 1mL da amostra eram adicionados 0,154 mL de tampao Tris/HCI, 0,5 M,
pH 6,8; 0,128 mL de glicerol e um “trago” de azul de bromofenol, para sinalizar

o “status” da corrida eletroforética.

3.6.6.3. Condigoes utilizadas durante a eletroforese

Uma solugédo de Tris/HCI, 0,025M, pH 8,3 contendo glicina 0,192M, foi
utiizado como tampdo de tanque durante a eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicbes ndo desnaturantes. Apds alguns testes, ficou
estabelecido que a eletroforese seria conduzida a 5°C, utilizando uma voltagem
de 220 V, durante 40 horas.

3.6.6.4. Localizagao e identificagao da banda protéica contendo atividade
de a-galactosidase

Ao término da corrida eletroforética, uma faixa de aproximadamente 1
cm de largura foi longitudinalmente extraida do gel para a localizagdo da banda
protéica contendo atividade de a-galactosidase. A faixa extraida do gel foi
acondicionada em uma placa de petri e lavada com tam&o acetato de sodio,
100 mM, pH 5,0 durante 1 minuto. Apds esta lavagem a placa foi

cuidadosamente coberta com uma solugdo tamponada (tamp&o acetato de
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sédio, 100 mM, pH 5,0) de pNPaGal (4mg.mL™") e incubada por 5 minutos a 40
°C em banho-maria. A banda protéica contendo a enzima a-galactosidase pode
ser facilmente evidenciada pelo surgimento de uma banda amarela no local
onde a enzima se encontrava no momento que a corrida eletroforética foi

interrompida.

3.6.6.5. Extracao da enzima a-galactosidase do gel

Apos a localizagao da posi¢cao da enzima a-galactosidase no gel, a faixa
foi realinhada ao gel original, a fim de servir de guia para a realizagdo de um
corte transversal no gel. Esta faixa transversal foi fragmentada em pedagos
menores e posteriormente triturada, a seco, em gral de porcelana. Apés uma
total desintegragao do gel, 40 mL de tampao acetato de sédio, 100 mM, pH 5,0
foram adicionados ao macerado e posteriormente repassados para um béquer
de 100 mL. Esta mistura foi mantida sob agitacdo, em agitador magnético
durante 24 horas a 5°C, com o bjetivo de maximizar a extragdo da enzima da
malha do gel. Ao final do processo a mistura foi entéo filtrada em papel de filtro,

para eliminagao dos residuos macroscopicos do gel.

3.7. Determinacao do grau de pureza e da massa molecular aparente das

a-galactosidases de Aspergillus terreus

3.7.1. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), contendo SDS e -
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por LAEMMLI (1970). Os géis
foram preparados a partir de solucdo estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30% (p/v), tampao Tris/HCI 1,5 mol.L™', pH 8,8 para o gel
separador, e tampao Tris/HCI 0,5 mol.L™", pH 6,8 para o gel empilhador,
persulfato de aménio 10% (p/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 10% (p/v), e
N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino (TEMED). A corrida eletroforética foi
realizada a temperatura ambiente, a 100 V, em placas do Sistema Mini-Gel da
Sigma Chemical Co. As amostras submetidas a eletroforese foram
precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 50%, lavadas com acetona e

adicionadas ao tampao de amostra desnaturante 3 vezes concentrado (0,19 M
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Tris/HCI pH 6,8, 2,3 % p/v de SDS, 1 % v/v de dglicerol, 5 % v/v de B-
mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas durante 5 minutos e aplicadas
no gel (LAEMMLI, 1970).

Os marcadores de massa molecular utilizados foram: albumina bovina
(66 kDa), albumina de ovo (45 kDa), gliceraldeido-3P-desidrogenase (36 kDa),
anidrase carbonica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20
kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa).

3.7.2. Coloragao dos géis de eletroforese

As proteinas presentes nos géis foram reveladas com nitrato de prata,
conforme procedimento descrito por BLUM, BEIER E GROSS (1987).

ApoOs a corrida eletroforética, o gel foi colocado em solugao fixadora (50
% de metanol, 12 % de acido acético glacial e 38 % de agua destilada) por no
minimo 2 horas. Posteriormente, o gel foi lavado trés vezes com solugédo de
etanol 50 %, durante 10 min. Em seguida, o gel foi lavado por 1 min com
solugdo de tiossulfato de sodio 0,02 % (p/v), sendo logo depois lavado com
agua destilada durante 20 segundos. O gel foi incubado com solugéo de nitrato
de prata 0,2 % contendo 37 uL de formaldeido 37 % (v/v) por 30 min e entdo
lavado trés vezes com agua destilada por 20 segundos. Finalmente, o gel foi
incubado em solugéo reveladora (carbonato de sodio 4 %, 1 mL da solugéo de
tiossulfato de sddio 0,02 %, e 25 yL de formaldeido 37 %), até visualizagao das
bandas protéicas. A reacdo foi interrompida com adicdo de 3 mL de acido

aceético glacial.

3.7.3. Utilizacao de gel filtragao para determinagao da massa molecular.

As massas moleculares das a-galactosidases de Aspergillus terreus nas
suas conformacgdes nativas foram estimadas por cromatografia de gel filtracéo
utilizando resinas Sephacryl S-200 e S-300. A coluna (70 x 1,6 cm)
empacotada com a resina foi previamente equilibrada com tampao fosfato de
sédio, 100 mM, pH 6,2. O fluxo utilizado em todas as cromatografias foi de 30
mL.h™, sendo que as fragdes coletadas tinham o volume de 1 mL.

Uma cromatografia utilizando azul de dextrana foi executada, com o

objetivo de determinar o volume vazio da coluna.
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As massas moleculares das a-galactosidases E1 e E2 de A. terreus
foram estimadas correlacionando-se as constantes de eluicdo das proteinas-
padrdao (Kav) com o logaritmo das massas moleculares das respectivas
proteinas. Os padrdes de massa molecular utilizados na Sephacryl S-200
foram aldolase (158 kDa), albumina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
quimotripsinogénio (25 kDa) e ribonuclease A (13,7 kDa) e na Sephacryl S-300
foram tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa) e aldolase
(158 kDa).

3.8. Conversao das células vermelhas sangiiineas tipo B em tipo O pelas
a-galactosidases de A. terreus

Os eritrécitos humanos B+ foram coletados e armazenados a 4 °C em
citrato de sodio 0,105 M e determinado o seu hematocrito. As células foram
centrifugadas por cinco minutos a 3000 rpm, sendo as hemacias separadas do
plasma. As células foram entdo lavadas cinco vezes com tampao CGB (5 mM
de citrato de sodio, 300 mM de glicina e 1 mg.mL™" de BSA, pH 5,8) por trés
minutos a 2000 rpm. As células lavadas foram diluidas com tamp&o CGB para
um hematdcrito que contenha 8% dos eritrécitos B+. Para essa diluigdo foram
utilizados 2,3 mL (10 U) das enzimas a-galactosidaseS E1 e E2, 1 mL de
hemacia e 9,2 mL do tampdo CGB. A mistura reacional foi incubada por quatro
horas a 35 °C. Apds a incubacgao, as células foram lavadas cinco vezes com
tampao PBS (10 Mm de NaH;PO4, 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, pH 7,4) e
tratadas com o antisoro monoclonal anti-B (Hobbs et al., 1995). A auséncia de
aglutinagdo indica que as células que continham o antigeno B foram
convertidas em antigeno H.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 umol de p-NP por minuto nas condi¢des de

ensaio.

3.9. Hidrélise de RO em extrato desengordurado de soja
O extrato desengordurado de soja foi obtido a partir da farinha
desengordurada de soja. Uma aliquota de 20g da farinha desengordurada de

soja foi ressuspendida em 200 mL (p/v 1:10) de agua destilada e
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homogeneizada em um agitador magnético por 10 min até dissolugdo dos
sélidos. Posteriormente o extrato foi submetido aos testes de hidrélise de RO
utilizando as enzimas a-galactosidases do fungo A. terreus.

As duas a-galactosidases do fungo A. terreus foram testadas quanto a
capacidadde em hidrolisar RO presentes em derivados de soja. Aliquotas de 20
mL do extrato desengordurado de soja foram transferidas para erlenmeyers de
50 mL em triplicata. Em cada erlenmeyer foram adicionados 5 mL das a-
galactosidases E1 e E2 (total de 10 U de enzima em ambos os casos) e
incubados a 120 rpm em Incubador Shaker Series 25 D, New Brunswick, por 2,
4,6,8,10e12ha40 °C.

Para a determinacdo da porcentagem de hidrdlise dos RO presentes no
extrato desengordurado de soja, essas preparagoes foram liofilizadas e os RO
extraidos de aproximadamente 30 mg do pé obtido. Os teores de RO
determinados nos extratos tratados com a enzima foram comparados aqueles
das amostras n&o tratadas.

A eficiéncia da hidrolise foi avaliada pela reducdo dos niveis dos RO
presentes no extrato desengordurado de soja em fungdo do tempo de

incubagado com a enzima.

3.10. Extragao dos RO

As extragdes dos RO do extrato desengordurado de soja tratado e nao
tratado enzimaticamente, foram realizadas de acordo com a metodologia
proposta por GUIMARAES et al. (2001) com modificacdes. Aproximadamente
30 mg das amostras liofilizadas pesadas foram usadas para o processo de
extracdo dos acucares soluveis. Os agucares foram extraidos em trés etapas
sucessivas de tratamento com etanol 80%, a 100 °C, por 5 min. Apds cada
extragao feita com alcool 80 %, a mistura foi centrifugada em centrifuga tipo
Eppendorff 5415C (14.000 rpm) por 5 min. O extrato alcodlico total obtido foi
evaporado em estufa a 50 °C, e os agucares ressuspendidos em 1 mL de
etanol 80% e congelados a -20 °C. Apds 24 h as amostras foram centrifugadas
nas mesmas condigdes ja descritas, passadas em filtro Milipore de 0,45 micra
de diametro e o filtrado obtido armazenado em freezer a —20 °C para posterior

analise por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).
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3.11. Determinacao do teor de RO por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Os RO extraidos do extrato desengordurado de soja tratados e néao
tratados enzimaticamente com a a-galactosidase, foram analisados por CLAE
em cromatografo Shimadizu série 10A (Kyoto, Japao), usando como fase
estacionaria uma coluna contendo o grupo aminopropil, Supelcosil LC-NH; 25
cm x 4,6 mm (Supelco, Bellefonte, PA). Como fase movel, foi utilizado a
mistura de acetonitrila e agua (80:20) em condigbes isocraticas. As analises
foram realizadas a 35 °C, sob fluxo de 1,0 mL.min"'. Todo o processo foi
controlado por um computador acoplado ao sistema.

Para determinacao quantitativa dos acucares soluveis presentes, foi feita
a padronizacdo do método pela obtengcao de curvas padrdo. A partir de uma
solucao estoque formada pela mistura dos agucares frutose, sacarose, rafinose
e estaquiose nas concentragdes de 4, 4, 8 e 8 % (p/v), respectivamente, foram
feitas diluicdes para obtencado das solugdes padrdo. Cada solucédo padrao foi
injetada no cromatégrafo para obtencdo das curvas, correlacionando area do
pico com a concentracdo do acgucar na mistura. As retas foram obtidas por
regressao linear. Um volume de 20 uL de cada amostra foi injetado no
cromatégrafo e cada acgucar presente foi identificado e quantificado por
comparagao com os tempos de retencdo e concentracdo dos acgucares nas
solucdes padrao. Todos os calculos foram feitos pelo computador acoplado ao
CLAE, equipado com o programa de computador LC-10 versdo 2.2. para

Windows.

3.12. Caracterizagao bioquimica e cinética das a-galactosidases de A.

terreus

3.12.1 Efeito do pH na atividade das a-galactosidases
Foi determinado o pH de maior atividade das a-galactosidases E1 e E2

de A. terreus. O ensaio foi realizado com 650 yL de tampao Mcllvaine
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(MCLLVAINE, 1921) nos valores de pH: 3,0; 3,6; 4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6; 7,0
e 7,6, 100 pL da fracdo enzimatica E1 e E2 diluida quatro vezes e 250 uL de
pNPaGal 2 mM. A mistura foi incubada a 40 °C por 15 min e em seguida foi
adicionado 1 mL de solugdo 0,5 M de carbonato de sodio para o aparecimento
da cor. As leituras das absorbancias foram feitas a 405 nm.

Foi também determinado a estabilidade da enzima nos diferentes
valores de pH. Para este ensaio, 300 uL das enzimas E1 e E2 e 700 pL do
tampao Mcllvaine nos valores de pH: 3,0; 3,6; 4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6; 7,0 e
7,6 foram incubados em banho-maria a 40 °C por 6 h. Apds o tempo de pré-
incubacéo, foi realizado um ensaio enzimatico utilizando 100 yL da amostra
enzimatica pré-incubada, 650 uyL de tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 e
250 uL de p-NPoaGal 2 mM. A mistura reacional foi incubada em banho-maria a
40 °C por 15 min, e em seguida foi adicionado 1 mL de solugdo 0,5 M de
carbonato de sddio para o aparecimento da cor. As leituras das absorbancias

foram feitas a 405 nm.

3.12.2. Efeito da temperatura na atividade das a-galactosidases

A determinagao da temperatura de maior atividade das a-galactosidases
foi realizada com as amostras de o-galactosidases E1 e E2. A mistura de
reacdo e as condigbes de ensaio foram as mesmas ja descritas na
determinacdo do pH 6timo. Entretanto, foram utilizados no ensaio tampéo
acetato de sodio 100 mM pH 5,0. O ensaio enzimatico foi realizado nas
temperaturas de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 65 °C.

3.12.3. Termoestabilidade e determinagao de meia-vida

A termoestabilidade da a-galactosidase E1 foi testada nas temperaturas
de 55, 60 e 65 °C e da a-galactosidase E2 nas temperaturas de 45, 50 e 55 °C.
Aliquotas das amostras enzimaticas juntamente com tampéao acetato de sodio
100 mM pH 5,0 foram pré-incubadas em banho-maria nas diferentes
temperaturas por varios intervalos de tempo. Apds cada tempo de pré-
incubacdo foram retiradas 50 pyL da amostra enzimatica pré-incubada e
realizado o ensaio como descrito no item 3.4.1. A temperatura do ensaio

enzimatico foi de 60°C para a a-galactosidase E1 e 50°C para a E2.
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A meia-vida para as a-galactosidases E1 e E2 de A. terreus foi
determinada nas temperaturas de 55, 60 e 65°C para E1 e 45, 50 e 55°C para
E2. Nesse ensaio, a enzima e o tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 foram
pré-incubados por variados tempos, ou seja, até a perda da metade da
atividade enzimatica inicial. Apés cada tempo de pré-incubacgao foram retiradas
50 puL da amostra enzimatica e realizado o ensaio conforme descrito no item
3.4.1. Os valores de meia-vida foram obtidos pelo ajuste dos dados
experimentais de termoestabilidade a uma equacao, utilizando o programa
Curve Expert 1.3.

3.12.4. Determinacao da constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade
maxima (Vmax)

Os valores de Ky e Vnax para diferentes substratos foram obtidos para as
a-galactosidases E1 e E2. Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados
com diferentes concentragdes do substrato pNPaGal, melibiose, rafinose e
estaquiose.

Para a a-galactosidase E1 foi utilizado 100 pL (diluida 10X), 40 pL, 30
ML e 70 pL da enzima para os ensaios com os substratos pNPaGal, melibiose,
rafinose e estaquiose, respectivamente. A mistura foi incubada em banho-maria
por 15 minutos para o ensaio com o pNPaGal a 60°C. Para o substrato
rafinose nas concentragbes de 3-20 mM foram incubadas por 90 min e nas
concentracdes 50-250 mM foram incubadas por 45 min a 60 °C. Para o
substrato estaquiose, em todas as concentragbes, a mistura reacional foi
incubada por 50 min a 60 °C e para a melibiose nas concentra¢des de 0,75-
15mM a mistura reacional foi incubada por 120 min e nas concentragdes de 25-
100mM por 60 min 60°C.

Para a a-galactosidase E2 foi utilizado 100 pL (diluida 10X) e 300 uL da
enzima para 0s ensaios com os substratos pNPaGal e melibiose,
respectivamente. A mistura foi incubada em banho-maria por 15 min para o
ensaio com o pNPaGal a 50°C. Para o substrato melibiose, em todas as
concentragdes, a mistura reacional foi incubada por 150 min a 50 °C.

Os valores de Ky e Viax para os substratos rafinose e estaquiose nao

foram determinados para a a-galactosidase E2, pois foi verificado que esta
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amostra possui atividade sobre sacarose e portanto esta provavelmente
contaminada com a enzima invertase.
Os ensaios enzimaticos para os diferentes substratos foram feitos em

triplicata e conduzidos conforme descrito no item 3.4.

3.12.5. Efeito de ions, agucares e agentes redutores na atividade das «a-
galactosidases de A. terreus

O efeito de alguns efetores sobre a atividade das a-galactosidases E1 e
E2 foram analisados. Para o ensaio enzimatico uma mistura de reacao foi
formada por 500 pyL de tampao acetato de sdédio 100 mM pH 5,0; 200 uL do
efetor na concentracdo de 10mM e 50 yL da enzima. Essas amostras foram
pré-incubadas por 30 min a 60 e 50°C para as enzimas E1 e EZ2,
respectivamente. Ao final desse tempo foram adicionados 250 uL da solugao
de pNPaGal 2 mM, sendo entdo a mistura novamente incubada por 15 min nas
mesmas temperaturas. Apos o periodo de incubacao foi adicionado 1 mL de
solucado 0,5 M de carbonato de sddio para paralisar a reagdo. As leituras das
absorbancias foram feitas a 405 nm.

Os efetores utilizados foram: CaCl,, HgCl,, SDS, NaCl, CuSO.4, KCI,
ZnS04, MgCly, AgNOs3, B-mercaptoetanol, EDTA, frutose,galactose, glicose,

manose, sacarose, melibiose, lactose, maltose, rafinose e estaquiose.

3.12.6. Determinagao da constante de inibigao (Ki) da a-galactosidase

O valor de Ki para o inibidor galactose foi determinado somente para a
a-galactosidase E2, pois somente esta foi inibida na presenca deste acgucar.
Para determinacdo da taxa de inibicdo foram realizados ensaios enzimaticos
em presenca e auséncia de galactose, a qual é o produto da hidrélise dos
oligossacarideos de rafinose pela enzima a-galactosidase. Os ensaios de
atividade enzimatica foram realizados como descrito no item 3.12.5, com
concentracdes de pNPaGal que variaram de 0,05 a 4,0 mM, na auséncia ou

presenca de 1,5 e 3,0 mM do inibidor galactose.

3.12.7. Determinagao da energia de ativagao

Utilizando a equacao de Lineweaver Burk foram calculados os valores
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de Vmax da enzima a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus para os
substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose nas temperaturas de 35,
45, 50, 55, 60 e 65 °C. Para a enzima a-galactosidase E2 foram calculados os
valores de Vnax para os substratos pNPaGal e melibiose nas temperaturas de
30, 35, 40, 45, 50, 55, °C.

A energia de ativagdo (Ea) das a-galactosidases para hidrélise destes
substratos foi estimada pelo grafico de Arrhenius, que correlaciona Log Vmax Vs
1.7 (K™M.
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4. RESULTADOS E DISCUSAO

4.1. Selegao do microorganismo e condi¢cdes 6timas para a producao da
a-galactosidase

A capacidade dos fungos Aspergillus terreus, Aspergillus versicolor e
Monascus ruber em secretar a a-galactosidase quando crescidos em meio
mineral com galactose ou farelo de trigo como fonte de carbono foi avaliada
(Tabela 1). Dentre os fungos analisados, Monascus ruber ndo se mostrou
capaz de produzir a enzima. Os outros dois apresentaram alta capacidade em
produzir a a-galactosidase, sendo o Aspergillus terreus o mais promissor. Nos
meios com farelo de trigo como fonte de carbono, houve alta producéo quando
comparada aos meios com galactose. A atividade de a-galactosidase foi
detectada nas culturas de Aspergillus terreus e Aspergillus versicolor apés um
tempo de crescimento de 48 e 96 h, respectivamente. A maior atividade da
enzima foi observada na cultura do Aspergillus terreus contendo farelo de trigo,
apo6s 168 h de crescimento. Portanto este fungo foi selecionado para ser
produzido em maior quantidade, nas condi¢bes otimas de cultivo.

De acordo com esses resultados, KOTWAL et al. (1998) e KOTWAL et
al. (1999) demonstraram que farelo de trigo foi um bom indutor para o-
galactosidase extra e intracelular do fungo Humicola sp, quando crescido por

144 h. A galactose também nado foi um bom indutor da atividade de a-
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galactosidase para o fungo Talaromyces flavus (SIMERSKA et al., 2007). Ao
contrario, para as a-galactosidases de Bacillus stearothermophilus e o-
galactosidases intra e extracelular de Debaryomyces hansenii UFV-1 a
galactose foi um bom indutor da atividade destas enzimas (GOTE et al., 2006 e
VIANA et al., 2007). Estes microrganismos foram crescidos por 24 e 31 h,

respectivamente.

Tabela 1: Atividade de o-galactosidase (mM.min™") nos meios de cultura dos
fungos Aspergillus terreus, Aspergillus versicolor e Monascus ruber, crescidos
a 28 °C por varios intervalos de tempo na presenga de galactose ou farelo de

trigo como fonte de carbono.

Tempo de A. terreus A. versicolor M. ruber
Crescimento (h) Gal F. trigo Gal F. trigo Gal F. trigo

24 0 0 0 0 0 0

48 0 0,358 0 0,009 0 0

72 0 0,510 0 0,080 0 0,01
96 0,01 0,489 0 0,102 0 0,01
120 0,01 0,482 0,01 0,205 0 0,01
144 0,01 0,804 0,01 0,466 0 0,01
168 0,01 0,875 0,02 0,610 0 0,01
192 0,01 0,703 0,01 0,250 0 0,01
216 0,01 0,678 0,01 0,224 0 0,01
240 0,02 0,684 0,01 0,275 0 0,01

Todos os valores de atividade da a-galactosidase foram determinados em

triplicata, nos quais o desvio padrao foi sempre menor que 10%.

4.2. Purificagdo das a-galactosidases extracelulares do fungo A. terreus
Apds o crescimento da cultura do fungo A. terreus em meio mineral
liquido com farelo de trigo por 168 h a 28 °C, o meio foi filtrado e o
sobrenadante, contendo as enzimas secretadas pelo fungo, foi ultrafiltrado e
submetido ao processo de purificagdo. Durante todas as etapas de purificagéo
a atividade da a-galactosidase foi determinada usando o substrato p-NPaGal,

como descrito no item 3.4.1 e a concentragdo de proteina determinada por
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absorbancia a 280nm e pelo método de Bradford, descrito no item 3.5. A

medida da atividade especifica (U.mg") foi utilizada como parametro para

avaliacdo da eficiéncia de cada método de purificagdo empregado. O resumo

dos resultados obtidos em cada etapa de purificagdo das a-galactosidases de

Aspergillus terreus pode ser observado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Resumo das etapas de purificagdo da a-galactosidase E1 produzida

no filtrado da cultura de Aspergillus terreus.

Ativ. Total  Prot. Total Ativ. Espec. Fator de Rend.
Etapas (U) (mg) (U.mg”")  Purificacdo (%)
Extrato bruto 56,32 124,98 0,45 1,0 100
Sephacryl S-200
*F1 10,27 2,49 4,12 9,15 18,24
F2 33,77 13,18 2,56 5,69 59,96
Q-Sepharose pH 4,5
*Q1 7,19 0,83 8,46 18,80 12,76
Gel nativo
*E1 3,95 0,12 32,92 73,15 7,01

1U = quantidade de enzima que produz 1 pmol de p-NP por min.
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Tabela 3: Resumo das etapas de purificagdo da a-galactosidase E2 produzida

no filtrado da cultura de Aspergillus terreus.

Ativ. Total Prot. Total  Ativ. Espec. Fator de Rend.

Etapas (V) (mg) (U.mg™) Purificagéo (%)
Extrato bruto 56,32 124,98 0,45 1,0 100
Sephacryl S-200
F1 10,27 2,49 4,12 9,15 18,24
*F2 33,77 13,18 2,56 5,69 59,96
Phenyl-Sepharose
S1 10,80 3,31 3,26 7,24 19,18
*S2 11,82 2,98 3,97 8,82 20,99
Q-Sepharose pH 5,5
*B1 7,16 0,54 13,25 29,44 12,71
Coluna de Melibiose
*E2 4,12 0,18 22,89 50,87 7,31

1U = quantidade de enzima que produz 1 pmol de p-NP por min.

Para obtencdo da a-galactosidase purificada E1, o sobrenadante da
cultura do Aspergillus terreus concentrado foi submetido a cromatografia de gel
filtracdo sendo obtidos dois pools protéicos com atividade de a-galactosidase,
F1 (fragcbes 48 a 60) e F2 (fragcdes 78 a 104), como esta mostrado na Figura 7.
Nesta etapa de purificagdo houve um aumento na atividade especifica de 9,15
vezes para F1 e 5,69 vezes para F2, com um rendimento de 18,24 e 59,96%,
respectivamente.

A fragdo F1 foi recromatografada em coluna de troca ibnica, Q-
Sepharose, equilibrada com tampao acetato de sédio, pH 4,5, 50 mM, obtendo-
se um pico de a-galactosidase Q1 (fragdes 50 a 60) (Figura 8). Esta etapa
promoveu um acréscimo no valor da atividade especifica. O fator de purificacao
foi de 18,80 vezes com um rendimento de 12,76% do total de a-galactosidase.

As fragao enzimatica Q1 foi concentrada por ultrafiltragao, utilizando uma
membrana com um limite de exclusdo de 10 kDa, e submetida a uma

eletroforese em gel de poliacrilamida, em condicées ndo desnaturantes (gel
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nativo). A utilizacdo de um gel em condi¢gées ndo desnaturantes tem como uma
das principais vantagens, o fato de permitir que a proteina mantenha a maioria
das caracteristicas fisico-quimicas normalmente detectadas em seu estado
nativo, dentre as quais, a manutencdo da estrutura tridimensional e a
manutencio de sua atividade.

Desta forma, ao término da corrida eletroforética uma faixa longitudinal
do gel foi recortada e incubada em uma solugdo tamponada (tamp&o acetato
de sodio, pH 5, 100 mM) do substrato pNPaGal (4 mg.mL") , tendo como
objetivo, determinar as regides dos géis que continham as banda protéica com
atividade de oa-galactosidase (Figura 9).

As bases quimicas que garantiram o sucesso do emprego desta técnica
para a identificagdo da enzima a-galactosidase no gel séo facilmente
compreensiveis, uma vez que um dos produtos da hidrélise do pNPaGal por
enzimas oa-galactosidases, o p-NP, possui uma coloragdo amarela quando esta
em seu estado desprotonado. Estado este, que ocorre naturalmente, devido ao
alto pH do gel de poliacrilamida (em torno de 8,3).

Apos as revelagdes do gel nativo, a a-galactosidase , chamada entéo de
a-galactosidase E1, foi extraida do gel como descrito no item 3.6.6.5. Ao final
deste processo, a enzima pura a-galactosidase E1 apresentou um fator de

purificacdo de 73,15 vezes com um rendimento de 7,01%.
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Figura 7: Perfil cromatografico do extrato bruto concentrado contendo a-
galactosidase de Aspergillus terreus em resina de Sephacryl S-200. Atividade

de a-galactosidase (e), proteina total (o).
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Figura 8: Perfil cromatografico da fragdo F1 contendo a a-galactosidase de
Aspergillus terreus em resina de Q-Sepharose. Atividade de a-galactosidase

(e), proteina total (o) e gradiente crescente de NaCl (0 - 0,7 M) (-).

42



a-Galactosidase E1 —»

Figura 9: Resultado da revelagao do gel nativo com pNPaGal evidenciando a

presenca da atividade da a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus.

Para obtengdo da a-galactosidase parcialmente purificada E2, a fragao
F2 proveniente da cromatografia de gel filtragdo, foi submetida a cromatografia
de interacdo hidrofébica em resina Phenyl-Sepharose previamente equilibrada
com tampao acetato de sédio 25 mM, pH 5,5 com 1 M de sulfato de ambnio.
Foram obtidos dois picos protéicos com atividade de a-galactosidase, S1
(fragcbes 70 a 82) e S2 (fragdes 104 a 124) (Figura 10). O pool protéico S2 foi
recromatografado em coluna de troca idnica, Q-Sepharose, equilibrada com
tampao acetato de sodio, pH 5,5, 50 mM. Foi obtido um pico protéico, B1
(fracbes 36 a 52), com atividade de a-galactosidase (Figura 11). Esta etapa
promoveu um grande acréscimo na atividade especifica com um fator de
purificacdo de 29,44 vezes. Finalmente, o pool de proteina B1 foi submetido a
uma cromatografia de afinidade, sendo aplicada em coluna de Melibiose e
eluida com tampéao adicionado de 4mM de pNPaGal (Figura 12). Este ultimo
passo da purificacdo resultou em uma amostra enzimatica parcialmente
purificada, que foi chamada de a-galactosidase E2 (fragbes 36 a 50), com um
fator de purificagado de 50,87 vezes e um rendimento de 7,31%,

A possibilidade de um organismo expressar mais de uma enzima com
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atividade a-galactosidase € um fato que pode ser facilmente observado na
literatura. VERBANETS et al. (2001) fracionaram duas oa-galactosidases de
Penicillium sp. apds cromatografia de troca ibnica. ADEMARK et al. (2001)
purificaram quatro diferentes formas de a-galactosidases de Aspergillus niger
apo6s quatro etapas de purificagdo. GROSSMANN & TERRA (2001), avaliando
extratos enzimaticos obtidos a partir do intestino de larvas de Tenebrio molitor,
detectaram que este inseto expressa trés enzimas com atividade a-

galactosidase no seu epitélio intestinal.
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Figura 10: Perfil cromatografico da fragdo F2 contendo atividade de a-
galactosidase em resina de Phenyl Sepharose. Atividade de a-galactosidase

(e), proteinas (o) e (-) gradiente decrescente de sulfato de aménio (1 — 0 M).
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Figura 11: Perfil cromatografico da fracdo S2 contendo a a-galactosidase de
Aspergillus terreus em resina de Q-Sepharose. Atividade de a-galactosidase

(@), proteina total (o) e gradiente crescente de NaCl (0 - 0,7 M) (-).
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Figura 12: Perfil cromatografico da fragdo B1 contendo a a-galactosidase de
Aspergillus terreus em coluna de Melibiose. Atividade de a-galactosidase (e),

proteina total (o). Apdés a fracdo 30, o tampao foi adicionado de 4mM de

pNPaGal para eluigdo da enzima.
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KING et al. (2002), apds cinco etapas de purificagdo, obtiveram uma a-
galactosidase de Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum purificada 908
vezes, com um rendimento de 7%. KIM et al. (2002) purificaram uma o-
galactosidase de Oryzae sativa 524 vezes, com uma recuperacéo de 52% da
atividade enzimatica.

Apo6s precipitacdo com sulfato de amdnio, cromatografia de troca ibnica
em coluna de Q-Sepharose e cromatografia de gel filtracdo em coluna de
Sephacryl S-200 a a-galactosidase extracelular de Penicillium sp. F63 CGMCC
1669 foi purificada e seu gene clonado posteriormente (Ml et al., 2007).
REZESSY-SZABO et al. (2007) purificaram a o-galactosidase do fungo
termofilico Thermomyces lanuginosus CBS395.62/b apds cinco passos de
purificagdo obtendo um rendimento de 60% com um fator de purificagéo de 114
vezes.

A a-galactosidase extracelular da levedura Debaryomyces hansenii foi
purificada 16,7 vezes com um rendimento de 58,3%, apds cromatografias de
gel filtragdo em Sephadex G-150 e troca ibnica em DEAE-Sepharose (VIANA et
al., 2006). Também, apds concentragao por ultrafiltragédo, precipitagdo alcodlica
e cromatografia de interagao hidrofébica em coluna de Phenyl Sepharose, a a-
galactosidase de Bacillus stearothermophilus foi purificada 389 vezes, com um
rendimento de 44 % (GOTE et al., 2006).

Purificacbes parciais também sao realizadas em varios trabalhos na
literatura. VIANA et al. (2005) purificaram parcialmente a a-galactosidase de
soja, obtendo uma purificacdo de 26 vezes com um rendimento de 25%. a-
Galactosidase de Penicillium griseoroseum também foi purificada parcialmente
através da precipitagdo com sulfato de aménium e cromatografia de gel
filtracdo em coluna de Sephacryl S-200 (FALKOSKI et al., 2006).

4.3. Determinacdao do grau de pureza e da massa molecular das a-
galactosidases de A. terreus
Para a avaliagdo da purificagdo das a-galactosidases do fungo
Aspergillus terreus a amostra enzimatica, chamada de a-galactosidases E1
apos ser extraida do gel nativo, foi concentrada por ultrafiltracdo e submetida a
eletroforese, em gel de poliacrilamida 12 %, sob condigbes desnaturantes. A
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massa molecular da enzima a-galactosidase E1 de Aspergullus terreus foi
calculada a partir da regressao linear obtida correlacionando-se o logaritmo das
massas moleculares de proteinas padrao com a distancia percorrida no gel
SDS-PAGE (Figura 15A). A partir da equagao de regressao obtida, estimou-se
uma massa molecular aproximada de 72,3 kDa. O perfil de migragédo das
proteinas presentes nessa amostra esta apresentado na Figura 13.
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Figura 13: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12 %), corado com prata, da
a-galactosidase E1 fungo Aspergillus terreus. A linha 1 contém as bandas
protéicas referentes aos marcadores de peso molecular. A linha 2 contém a
banda referente a amostra de proteina que foi extraida do gel nativo.

Podemos observar claramente, uma unica banda protéica na raia onde
foi aplicada a amostra da enzima o-galactosidase E1 sendo desta forma,
confirmado o alto grau de pureza desta proteina e a eficacia do protocolo de
purificacao utilizado.

A amostra enzimatica, chamada de a-galactosidases E2, apos o ultimo

passo da purificagdo em coluna de afinidade também foi submetida a
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eletroforese, em gel de poliacrilamida 12 %, sob condigdes desnaturantes.
Como as corridas eletroforéticas foram conduzidas separadamente para as
duas enzimas, houve a necessidade da obtencdo de duas equacdes lineares
para estimar as massas moleculares (Figura 15B). A partir da equacédo de
regressdo obtida para esta corrida eletroforética, estimou-se uma massa
molecular aproximada de 51,5 kDa. O perfil de migragdo das proteinas
presentes nessa amostra esta apresentado na Figura 14.
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Figura 14: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12 %), corado com prata, da
amostra enzimatica contendo a a-galactosidase E2 do fungo Aspergillus
terreus. A linha 1 contém as bandas protéicas referentes aos marcadores de
peso molecular. A linha 2 contém as bandas referentes a amostra de proteina

resultante da cromatografia de afinidade.
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Figura 15: Determinagdo da massa molecular das enzimas a-galactosidases
E1 (A) e E2 (B) de Aspergillus terreus. Marcadores de massa molecular:
Albumina bovina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Gliceraldeido 3 fosfato

desidrogenase (36 kDa), Anidrase carbdnica (29 kDa), Tripsinogénio (24 kDa),
Inibidor de tripsina (20 kDa).

As massas moleculares das a-galactosidases E1 e E2 de Aspergillus
terreus também foram estimadas por filtragdo em gel, utilizando uma coluna
empacotada com a resina Sephacryl S-300 e S-200, respectivamente, como
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descrito no item 3.7.3. As massas foram estimadas a partir da regressao
linear, obtida correlacionando-se o logaritmo das massas moleculares de
proteinas padrédo com a constante de eluicdo (K,,) das respectivas proteinas
(Figuras 16 e 17). A constante K, foi calculada pela equacéo:
Kav= Ve = Vo
Vi - Vo
Onde V. = volume de eluicdo da proteina
V, = volume vazio da coluna

Vi = volume total de resina

6.0
. Tiroglobulina Y =6,0168 —2,0474x
5.8
| Ferritina
2 (4
s 5.6
8" - a-Galactosidase E1  —» Catalase
"~ 5.4-
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Figura 16: Determinacdo da massa molecular da enzima a-galactosidase E1
do fungo Aspergillus terreus por gel filtracdo em resina Sephacryl S-300. Os
padrées de massa molecular utilizados (e) foram aldolase (158 kDa), catalase
(232 kDa), ferritina (440 kDa) e tiroglobulina (669 kDa).
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Figura 17: Determinagdo da massa molecular da enzima a-galactosidase E2
do fungo Aspergillus terreus por gel filtracdo em resina Sephacryl S-200. Os
padrées de massa molecular utilizados (e) foram ribonuclease A (13,7 kDa),
quimotripsinogénio (25 kDa), ovoalbumina (43 kDa), albumina (67 kDa) e
aldolase (158 kDa).

Os resultados obtidos na filtragdo em gel em resina de Sephacryl S-200
nos permitiu estimar a massa molecular da a-galactosidase E2 de 51,7 KDa,
valor muito proximo ao encontrado no gel SDS-PAGE. Desta forma podemos
sugerir que esta enzima apresenta na sua forma nativa somente uma
subunidade. Porém utilizando esta resina de gel filtragdo, ndo foi possivel
estimar a massa molecular da a-galactosidases E1, pois esta eluiu no volume
vazio da coluna (dados n&o mostrados). Com isso, foi utilizado para a
determinagcdo da massa molecular da a-galactosidase E1 por gel filtragdo uma
coluna de Sephacryl S-300, como descrito no item 3.7.3. Os resultados obtidos
na filtragdo em gel nos permitiu estimar que a enzima oa-galactosidase E1

possui uma massa molecular de 350 kDa. Ao dividirmos este valor por 72,3
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(massa molecular estimada por SDS-PAGE) encontramos um valor proximo a
5, o que sugere que esta enzima podera ser um pentamero, formado por
subunidades idénticas, quando se encontra em solu¢ao e no seu estado nativo.

Os dados obtidos para a a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus
também estdo de acordo com aqueles obtidos por ADEMARK et al. (2001), que
purificaram e caracterizaram quatro enzimas o-galactosidases extracelulares
(a-gal I, a-gal IlI, a-gal lll, a-gal IV) produzidas pelo fungo filamentoso
Aspergillus niger. Neste trabalho, os autores concluiram por analise em gel
filtracdo, que a a-gal | nativa do fungo A. niger € um tetramero de 350 kDa,
sendo que suas subunidades tiveram uma massa molecular estimada em 94
kDa. A andlise das demais a-galactosidases produzidas por A. niger, sugeriu
que, quando em estado nativo, estas enzimas sdo dimeros com massa
molecular aproximada de 117 kDa sendo que cada subunidade possui uma
massa molecular aproximada de 64 kDa.

KING et al. (2002) estimaram a massa molecular da a-galactosidase da
bactéria Thermoanaerobacterium polysacchrolyticum por gel filtracao,
encontrando uma proteina com massa molecular igual a 176 kDa em seu
estado nativo. Analises da mesma proteina por SDS-PAGE sugeriram que esta
enzima € um dimero, formado por duas subunidades idénticas de
aproximadamente 80 kDa. Também, GOTE et al. (2006), trabalhando com a-
galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM-5146 encontrou uma
massa molecular determinada por SDS-PAGE e gel filtragdo de 79,9 e 165,9
kDa, respectivamente, sugerindo ser uma enzima de natureza dimérica. Foi
determinado também a massa molecular da a-galactosidase de Penicillium sp.
F63 CGMCC 1669 e o valor obtido pela determinacao por SDS-PAGE foi de 82
kDa e por gel nativo de 330 kDa. Isso sugere que esta enzima € um tetramero
de subunidades idénticas (Ml et al., 2007).

Assim como para a a-galactosidase E2 de Aspergillus terreus, outras
enzimas com apenas uma subunidade foram estudadas na literatura. -
Galactosidases de Penicillium purpuragenum, Aspergillus fumigatus e
Thermomyces lanuginosus IMI 158749 apresentaram valores de massas
moleculares proximos ao da a-galactosidase E2 de Aspergillus terreus, sendo
estes 67, 54, e 57, respectivamente (SHIBUYA et al., 1995, PUCHART et al.,
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2000 e DE REZENDE et al., 2005). Também, VIANA et al. (2006), trabalharam
com a a-galactosidase da levedura Debaryomyces hansenii e determinou uma
massa molecular de 60kDa. Massa molecular um pouco mais alta foi
determinada para a-galactosidase de Thermomyces lanuginosus CBS
395.62/b, sendo esta uma proteina monomeérica de 93 kDa (REZESSY-SZABO
et al., 2007).

4.4. Caracterizagao das a-galactosidases E1 e E2 de Aspergillus terreus

4.4.1. Efeito do pH

A atividade das a-galactosidases E1 e E2 foram testadas na faixa de pH
compreendida entre 3,0 a 7,6, na temperatura de 40 °C, utilizando o substrato
sintético pNPaGal. A maior atividade encontrada para a o-galactosidase E1 e
E2 foi em pH 5,0 e 5,6, respectivamente (Figura 18). Quando a a-galactosidase
E1 é incubada por 6 h a 40 °C, ela mantém mais de 90% da atividade inicial no
intervalo de pH de 4-7. Ja a a-galactosidase E2 manteve mais de 90% da
atividade inicial apenas na faixa de pH de 5-6, sendo portanto menos estavel a

variagdes de pH (Figura 19).
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Figura 18: Efeito do pH sobre a atividade da a-galactosidase E1 (o) e E2 (0) de
A. terreus.
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Figura 19: Efeito do pH sobre a estabilidade da a-galactosidase E1 (o) e E2 (0)
de A. terreus quando incubada em diferentes valores de pH por 6 h a 40°C

Valores préoximos aos encontrados para as o-galactosidases E1 e E2 de
Aspergillus terreus foram obtidos para a a-galactosidase de Gibberella fujikuroi,
que apresentau maior atividade quando incubada em pH 5,8, sendo que esta
enzima mantém 90% de sua atividade em um faixa de pH compreendida entre
4 e 6,3 (THIPPESWAMY & MULIMANI, 2001). PRASHANTH & MULIMANI
(2005) determinaram que a a-galactosidase de Aspergillus oryzae apresenta
maxima taxa de hidrélise quando incubada em pH 4,8. Semelhantemente, a a-
galactosidase de Aspergillus fumigatus apresentou maior atividade em pH 4,5
(DE REZENDE et al., 2005).

Resultados também semelhantes aos das a-galactosidase E1 e E2 de
Aspergillus terreus foram encontrados para as a-galactosidases dos fungos
Penicillium griseoroseum e Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b que
apresentaram atividade maxima em pH 5,0 e 5,5, respectivamente (FALKOSKI
et al., 2006 e REZESSY-SZABO et al., 2007). GUIMARAES et al. (2001)
determinaram um pH 6timo na faixa de 5,0-5,5 para a-galactosidase de soja.
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Ja para a-galactosidase de sementes de soja variedade CAC-1, o pH de maior
atividade foi de 6,0 (VIANA et al., 2005). VIANA et al. (2006), estudando a a-
galactosidase extracelular da levedura Debaryomyces hansenii, determinaram
que esta enzima tem maxima atividade quando incubada em pH 5, entretanto,
esta enzima foi totalmente inativa em pHs superiores a 7. Aspergillus niger
produz trés enzimas a-galactosidases (a-gal Il, a-gal lll e a-gal IV) que mantém
mais de 70% de sua atividade maxima, apds 17 horas de incubagdo, em uma
faixa de pH entre 2 e 4,5 (ADEMARK et al., 2001).

Diferentemente do encontrado com o fungo A. terreus, as a-
galactosidases de bactérias apresentam normalmente maior atividade e
estabilidade em pH mais alcalino (ULEZLO E ZAPROMETOVA, 1982). GOTE
et al. (2006) determinaram pH 6timo de 6,5-7,0 para Bacillus
stearothermophilus NCIM-5146. A enzima perde toda atividade em pH abaixo
de 5,5 e quando a enzima foi pré-incubada por 12 horas na temperatura
ambiente em diferentes valores de pH, foi observado que ela era
completamente estavel nos pH 6,0-9,0. Valor de pH 6timo na faixa alcalina
também foi encontrado para a-galactosidase de Thermoanaerobacterium
polysaccharolyticum, com um pH 6timo igual a 8,0 (KING et al., 2002).

Pode-se concluir que o pH influencia a velocidade de uma reagao
enzimatica, visto que os sitios ativos das enzimas podem ser compostos por
grupos ionizaveis que devem se encontrar numa forma iénica adequada para
que mantenha a conformagédo do sitio ativo, liguem-se aos substratos, ou
catalisem a reacdo. Além disso, os proprios substratos podem conter grupos
ionizaveis e somente uma forma iénica deste substrato pode se ligar a enzima
ou sofrer catalise. Dessa forma, a curva de pH n&o da indicacbes das razdes
pelas quais as velocidades declinam acima e abaixo do pH 6timo. O declinio
poderia resultar da constituicio de uma forma ibnica ndo adequada do
substrato ou da enzima (ou de ambos), ou da inativagdo da enzima, ou ainda
da combinacdo destes efeitos. Ja a estabilidade de uma enzima ao pH
depende de muitos fatores como temperatura, forca ibnica, natureza quimica
do tampéao, concentragcdo de ions metalicos contaminantes, concentragcéo de
substratos ou cofatores da enzima e da concentracdo da enzima (SEGEL,
1979).
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Portanto, o declinio da atividade das a-galactosidases E1 e E2 de A.
terreus em algumas faixas de pH provavelmente pode ser devido a uma

constituicdo ibnica ndo adequada da enzima nessas condi¢des.

4.4.2. Efeito da temperatura sobre a atividade das o-galactosidases do
fungo A. terreus

As enzimas a-galactosidases E1 e E2 de A. terreus foram ensaiadas nas
faixas de temperatura de 30 a 70 e 30 a 65 °C, respectivamente, ambas em pH
5,0, utilizando o substrato sintético pNPaGal (Figura,20). Foram observadas
maiores atividades entre 50 e 60 °C para a a-galactosidase E1 e entre 45 e 55
°C para a a-galactosidase E2, sendo que a melhor temperatura para atividade
das duas enzimas foi de 60 e 50°C, respectivamente. Na temperatura de 65 °C
foi observado um decréscimo acentuado na atividade da a-galactosidase E1,
sendo nula a 70 °C. Ja para a a-galactosidase E2 houve um decréscimo

gradual nas temperaturas de 55 e 60°C, sendo a atividade nula a 65 °C.
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Figura 20: Efeito da temperatura sobre a atividade das a-galactosidases E1

(A) e E2 (B) do fungo Aspergillus terreus.

Para os ensaios de termoestabilidade, a a-galactosidase E1 foi pré-
incubada nas temperaturas de 55, 60 e 65 °C e a a-galactosidases E2 a 45, 50

e 55 °C, por varios tempos (Figuras 21 e 22). A enzima a-galactosidase E1

57



manteve 90% de sua atividade inicial quando pré-incubada por 12 horas a 55
°C e 60% quando pré-incubada por 12 horas a 60 °C. Ja a a-galactosidase E2
manteve 85% de sua atividade quando pré-incubada por 12 horas a 45 °C, mas
na temperatura de 55°C manteve apenas 5 % da sua atividade quando pré-
incubada por 12 horas. Isso nos mostra que a a-galactosidase E1 possui maior

estabilidade térmica em relagao a E2.
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Figura 21: Efeito da temperatura na estabilidade da a-galactosidase E1 de

Aspergillus terreus. As amostras enzimaticas foram pré-incubadas nas

temperaturas de 55 (®), 60 (©0) e 65 °C (v). As atividades relativas foram

calculadas considerando-se a atividade sem pré-incubagao como 100%.
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Figura 22: Efeito da temperatura na estabilidade da a-galactosidase E2 de

Aspergillus terreus. As amostras enzimaticas foram pré-incubadas nas
temperaturas de 45 (®), 50 (0) e 55 °C (v). As atividades relativas foram

calculadas considerando-se a atividade sem pré-incubagao como 100%.

Os valores de meia-vida das a-galactosidases do fungo A.terreus foram
obtidos por meio de um ajuste dos dados obtidos nos experimentos de
termoestabilidade a uma equacédo utilizando o programa Curve Expert 1.3,
como descrito no item 3.12.3. Os graficos e os coeficientes obtidos em cada
regressao sao mostrados nas Figuras 23 e 24.

A meia vida da a-galactosidase E1 a 55, 60 e 65 °C foi 35,9, 14,6 e 0,4
h, respectivamente (Figura 23). A a-galactosidase E2 apresentou uma meia

vida a 45, 50 e 55 °C de 30,6, 12,3 e 1,5 h, respectivamente (Figura 24).
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Figura 23: Estimativa da meia-vida da a-galactosidase E1 do fungo Aspergillus

terreus a 55 (A), 60 (B) e 65°C (C).
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Figura 24: Estimativa da meia-vida da a-galactosidase E2 do fungo Aspergillus
terreus a 45 (A), 50 (B) e 55 °C (C).
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o-Galactosidases de diferentes variedades de soja foram estudadas por
VIANA et al. (2005) e GUIMARAES et al. (2001), sendo em ambos os trabalhos
determinado que estas enzimas exibem maxima atividade quando ensaiada em
uma faixa de temperatura entre 45 e 50 °C. PRASHANTH & MULIMANI (2005)
determinaram que a a-galactosidase de Aspergillus oryzae exerce sua maxima
capacidade hidrolitica a 50 °C. Esta enzima também exibiu acima de 80% de
sua atividade maxima quando ensaiada em uma faixa de temperatura
compreendida entre 30 e 60 °C. O fungo Thermomyces lanuginosos CBS
395.62/b produz uma a-galactosidase que tem maxima atividade quando
incubada a 65 °C, sendo ainda observado que esta enzima mantém cerca de
80% da sua atividade maxima nos ensaios realizados a 80 °C (REZESSY-
SZABO et al., 2007). GOTE et al. (2006) purificaram uma o-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus cuja temperatura étima para hidrélise do substrato
pNPaGal foi de 65 °C. Os autores também determinaram que esta enzima
manteve 80 e 90% de sua atividade maxima quando ensaiada a 60 e 70 °C,
respectivamente.
As quatro formas da enzima a-galactosidase de Aspergillus niger
ATCC 46890, mantiveram 80% da atividade original apés 21 h de pré-
incubacdo a 50 °C, e toda atividade foi perdida apds 21 h a 60°C (ADEMARK
et al., 2001).VIANA et al. (2006) verificaram que a enzima a-galactosidase de
Debaryomyces hansenii reteve 100 e 20% de sua atividade inicial apds 24 h de
incubacao a 40 e 50 °C respectivamente. Nao foi detectada perda de atividade
para a enzima a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus apés 60 h de
pré-incubagao a 50 °C. A mesma enzima ainda exibiu 50 e 30% de atividade
residual apos 60 h de pré-incubacgao a 65 e 70 °C respectivamente (GOTE et
al., 2006).A a-galactosidase de Gibberella fujikuroi manteve 90%, 44%, e 6%
da atividade original apos 12, 24 e 72 h de incubacéo a 55 °C, respectivamente
(TIPPESWAMY & MULIMANI, 2002). DE REZENDE et al. (2005), em estudo
com uma a-galactosidase de Asperillus fumigatus observou que a enzima
manteve 80% da atividade inicial apos ser pré-incubada por 90 min a
temperatura de 50 °C. A a-galactosidase de Ganoderma lucidum foi altamente
estavel a 70 °C e manteve 30 % da atividade original quando pré-incubada por
30 min a 80 °C (SRIPUAN et al., 2003 ). A o-galactosidase de Thermomyces
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lanuginosus foi estavel por 24 h a 55 °C (REZESSY-SZABO et al., 2007). J4 o-
galactosidase de Penicillium griseoroseum quando incubada por 30 min a 50°C
perdeu 90% da atividade inicial (FALKOSKI et al., 2006).

Comparando-se enzimas a-galactosidases de outras fontes, podemos
observar que a a-galactosidase extraida do intestino do inseto Spodoptera
frugiperda perde 60% de sua atividade apdés 3 h de incubacdo a 50 °C
(GROSSMANN & TERRA, 2001). VIANA et al. (2005) determinaram que o-
galactosidase de Glycine max reteve 35 e 75% de sua atividade maxima apos
3 h de incubagéo a 45 e 40 °C respectivamente. Também OLIVEIRA (2002),
descreveu uma o-galactosidases de Platymiscium pubescens que manteve
40% de sua atividade maxima apos 3 h de incubacgéo a 50 °C.

Estudos com a-galactosidase do fungo termofilico Thermomyces
lanuginosus realizados por PUCHART et al. (2000) mostraram que a meia-vida
a 65 °C da enzima foi de 180 min. GUIMARAES et al. (2001) descreveram que
as oa-galactosidases P1 e P2, extraidas de semente de soja germinadas
(Glycine max), apresentaram uma meia vida de 16 e 11 min respectivamente
quando incubadas a 50 °C. GOTE et al. (2004) estudaram uma a-galactosidase
de Bacillus stearothermophilus com meia-vida de 80 min a 70 °C. A meia-vida
da a-galactosidase extracelular da levedura Debaryomyces hansenii a 50, 55,
60, 65 e 70 °C foi de 821, 647, 373, 180, e 34 min, respectivamente (VIANA et
al., 2006).

Comparando os valores de estabilidade térmica encontrados na
literatura com os valores encontrados das a-galactosidases de A. terreus,
observa-se que estas enzimas apresentaram uma boa estabilidade térmica,
principalmente a a-galactosidase E1. Isso € um fator importante para possiveis

aplicagdes industriais destas enzimas.

4.4.3. Parametros cinéticos
O efeito da concentragédo dos substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e
estaquiose na velocidade da reacdo catalisada pela a-galactosidase E1 de A.
terreus, foi determinado pela curva de Michaelis Mentem e confirmados pelo
grafico dos Duplos Reciprocos. Como foi verificada a presenga da enzima
invertase contaminando a amostra da a-galactosidase E2, para esta enzima foi
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determinado somente o0 Kuapp para os substratos pNPaGal e melibiose.

Os valores das constantes cinéticas Ky € Kuapp € das velocidades maximas
(Vmax) para as duas enzimas com diferentes substratos estdo representados na
Tabela 4.

Tabela 4: — Valores de Ky, Kuvapp € Vmax Obtidos para as enzimas o-
galactosidases E1 e E2 de A. terreus, determinados pela curva de Michaelis-

Menten para os substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose.

o-galactosidase E1 o-galactosidase E2
Substrato Kw(mM) Vg (MM.min™)  Kyapp(MM)  Vipax(mM.min™)
pNPaGal 0,66 0,14 0,20 0,07
Melibiose 1,92 0,07 20,14 0,01
Rafinose 27,93 0,26 --- -
Estaquiose 10,94 0,26 -— —

Segundo SEGEL (1979), a constante cinética Ky indica a
“‘adequacidade” relativa de diferentes substratos para uma determinada
enzima. Ou seja, 0 substrato que apresenta um menor valor de Ky para uma
enzima possui uma maior afinidade aparente para esta enzima. Considerando
este aspecto, tanto a a-galactosidase E1 como a E2 apresentam maior
afinidade pelo substrato sintético pNPaGal comparado aos outros substratos,
sendo que a a-galactosidase E1 apresentou menor afinidade para o pNPaGal
em relagcdo a a-galactosidase E2 com valores de Ky e Kuapp €ncontrados de
0,66 e 0,20, respectivamente. Ao contrario disso, para o substrato melibiose a
a-galactosidase E1 apresentou uma afinidade muito maior quando comparado
a oa-galactosidase E2. Analisando o efeito da concentragdo dos substratos
rafinose e estaquiose sobre a a-galactosidase E1 pode ser observado que esta
enzima tem uma maior afinidade pela estaquiose quando comparado a
rafinose, ja que os valores de Ky para esses dois substratos foram de 10,94 e
27,93, respectivamente.

Todos os parametros cinéticos apresentados neste trabalho foram
obtidos por ajuste da equagdo de Michaelis-Menten (V = (Vimax.[S]).(Km + [S])™)
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a um conjunto de dados que relaciona Velocidade de hidrolise vs
Concentragdo do substrato, utilizando o programa Curve Expert 1.3. Os
graficos de Michaelis-Menten para as duas enzimas com diferentes substratos
estdo mostrados nas Figuras 25, 26, 27, 28, 29 e 30.
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Figura 25: Efeito da concentracdo do substrato pNPaGal na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus determinada

pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo Reciproco (B).
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Figura 26: Efeito da concentracdo do substrato pNPaGal na velocidade da

reacao catalisada pela a-galactosidase E2 de Aspergillus terreus determinada

pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo Reciproco (B).
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Figura 27: Efeito da concentragdo do substrato melibiose na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus determinada

pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo reciproco (B).
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Figura 28: Efeito da concentragdo do substrato melibiose na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase E2 de Aspergillus terreus determinada

pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo reciproco (B).
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Figura 29: Efeito da concentragdo do substrato rafinose na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus determinada

pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo reciproco (B).
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Figura 30: Efeito da concentragdo do substrato estaquiose na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus determinada

pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo reciproco (B).

o-Galactosidases de diferentes fontes normalmente apresentam uma
maior afinidade pelo substrato sintético pNPaGal quando comparado a
substratos naturais. Valores de Ky semelhantes aos das a-galactosidases de
Aspergillus terreus foram determinados por ADEMARK et al. (2001), que
purificaram e caracterizaram quatro a-galactosidases de Aspergillus niger (a-
gal I, a-gal Il, a-gal lll e a-gal IV) e verificaram que o Ky destas enzimas para o
substrato pNPaGal foi de 1,4, 0,22, 0,27 e 0,24 mM respectivamente.
SRIPUAN et al. (2003), estudando a-galactosidase de Ganoderma lucidum,
encontraram valor da Ky para pNPaGal de 0,4 mM. Ja a a-galactosidase de
Trichoderma reesei apresentou um Ky de 0,05 mM, para o substrato pNPaGal
(SHABALIN et al., 2001).

Considerando-se o0s demais substratos, verificamos que a «a-
galactosidase de Aspergillus oryzae (PRASHANTH & MULIMANI, 2005)
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apresentou um Ky de 0,83 e 5,5 mM para os substratos pNPaGal e rafinose,
respectivamente. GOTE et al. (2006) descreveram que a a-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus NCIM 5146 apresenta um Ky de 0,5, 3,92, 4,0 e
2,0 mM para os substratos pNPoaGal, melibiose, rafinose e estaquiose,
respectivamente. VIANA et al. (2005) descreveram que a a-galactosidase semi-
purificada de Glycine max possui uma Kyapp de 0,33 mM para o pNPaGal, 0,42
mM para melibiose e 6,01 mM para rafinose. SHABALIN et al. (2002)
investigaram a comportamento cinético da a-galactosidase de Thichoderma
reesei, determinando que os valores de Ky desta enzima para os substratos
melibiose, rafinose e estaquiose sao respectivamente 3, 11 e 5 mM.
REZESSY-SZABO et al. (2007) também estudaram parametros cinéticos
determinando o efeito da concentragdo dos substratos pNPaGal, rafinose e
estaquiose sobre a atividade da a-galactosidase do fungo Thermomyces
lanuginosus, sendo encontrados valores similares de Ky de, respectivamente,
1,13, 161 e 1,17 mM. A o-galactosidase extracelular da levedura
Debaryomyces hansenii apresentou valores de Ky iguais a 0,30, 2,01, 16,0 e
9,66 mM para os substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose,
respectivamente (VIANA, et al., 2006). Também, semelhantemente aos valores
de Ky encontrados para as a-galactosidases E1 e E2 de Aspergillus terreus,
FALKOSKI et al. (2007) determinou para a a-galactosidase do fungo
Penicillium griseoroseum um Kuap de 1,32, 2,06 e 20,67 mM para os
substratos pNPaGal, melibiose e rafinose, respectivamente.

O valor absoluto de Ky para um determinado substrato varia
essencialmente de acordo com a origem da enzima. Isto pode ser
exemplificado, comparando-se os valores de Ky discrepantes encontrados para
o substrato rafinose, quando diferentes a-galactosidases sao avaliadas. Para
este substrato, o valor da Ky da a-galactosidase de Pycnoporus cinnabarinus é
de 2,16 mM (LAZO et al., 1977). Entretanto, valores de 9,6, 135 e 197 mM
foram determinados para as oa-galactosidases de Strptomyces sp.,
Saccharomyces carlsbergensis e Streptococcus mutans, respectivamente
(OHTACARA et al.,, 1984; OISHI & AINDA, 1976 e ADUSE-OPUKO et al.,
1991).
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4.4.4. Especificidade das a-galactosidases E1 e E2 fungo A. terreus com
outros substratos

As enzimas a-galactosidases E1 e E2 foram avaliadas quanto a
capacidade em hidrolisar alguns substratos sintéticos, naturais e polimeros. Os
resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 5.

Ao avaliarmos os resultados obtidos nos ensaios com substratos
sintéticos, podemos observar que ambas as enzimas demonstraram ser muito
seletivas, apresentando maior especificidade para o substrato p-NP-a-Gal e
uma baixa especificidade para o substrato o-NP-a-Gal sendo a taxa de
hidrélise da enzima a-galactosidases E1 para o substrato p-NP-a-Gal cerca de
25 vezes maior do que para o substrato o-NP-o-Gal. Para a enzima a-
galactosidases E2, esta relagao foi de 26 vezes.

Quando ensaiadas na presencga de substratos naturais foi observado
que as duas enzimas foram ativas em ligagbes contendo galactose na posigéo
a de oligossacarideos como melibiose, rafinose e estaquiose. Observamos que
a a-galactosidase E1 hidrolisou em ordem de preferéncia estaquiose, rafinose
e melibiose. A amostra de a-galactosidase E2, além de hidrolisar os agucares
citados, hidrolisou também a sacarose e para esta amostra enzimatica a ordem
de preferéncia foi rafinose, sacarose, estaquiose e melibiose. Isso demonstra
que temos a enzima invertase contaminando esta amostra. Foi observado que
ambas enzimas nao hidrolisaram os agucares maltose e lactose.

As enzimas o-galactosidases E1 e E2 de A. terreus também foram
ensaiadas com polimeros goma guar e goma locusta na concentragao final de
0,5% (p/v). De acordo com a tabela, observa que a enzima apresentou baixa

especificidade pelos polimeros.

Tabela 5: Atividade das enzimas a-galactosidase E1 e E2 do fungo Aspergillus terreus
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sobre substratos sintéticos, naturais e polimeros.

Atividade (uM.min™") + DP

Substratos Concentragao® a-galactosidase E1 a-galactosidase E2
Sintéticos

p-NP-o-Gal 0,5 50,2 + 1,51 48,1 £+ 1,33
p-NP-o-Gal 0,5 0,00 0,00
m-NP-a-Gal 0,5 0,00 0,00
o-NP-p-Gal 0,5 0,00 0,00
o-NP-a-Gal 0,5 1,98 £ 0,04 1,85+ 0,06
o-NP-B-Glu 0,5 0,00 0,00
p-NP-0-Glu 0,5 0,00 0,00
o-NP-B-Glu 0,5 0,00 0,00
p-NP-a-Man 0,5 0,00 0,00
p-NP-a-Ara 0,5 0,00 0,00
p-NP-B-Xil 0,5 0,00 0,00
Rafinose 15 60,3 + 1,44 72,4 +2,12
Estaquiose 10 125+ 3,72 64,5 + 1,41
Sacarose 10 0,00 69,1+ 1,15
Melibiose 5 30,6 + 0,92 45+ 0,25
Maltose 10 0,00 0,00
Lactose 10 0,00 0,00
Goma guar 0,5 2,6 +0,09 1,3 + 0,06
Goma locusta 0,5 3,8+0,08 1,8 £ 0,05

# Concentragdo em mM, exceto para goma guar e goma locusta (%) (p/v).

OLIVEIRA (2002) descreveu que as duas a-galactosidases extraidas de
sementes germinadas de Platymiscium pubescens apresentam especificidade
absoluta para galactosideos a-D ligados. SRIPUAN et al. (2003) em estudo
com uma a-galactosidase de Ganoderma lucidum verificou que a enzima
hidrolisou os substratos sintéticos p-NP-a-Gal e o-NP-a-Gal, e mais fracamente
o substrato m-NP-a-Gal. Os substratos naturais, como melibiose, rafinose e
estaquiose foram bons substratos para essa enzima.

GUIMARAES et al. (2001), avaliaram a especificidade das a-
galactosidases P1 e P2 extraidas de sementes de Glycine max e
determinaram que a enzima P2 apresenta especificidade restrita a substratos
contendo a-D-galactose em sua estrutura. Entretanto, uma preparagéo
enzimatica contendo a a-galactosidase P1 foi capaz de hidrolisar os substratos
p-NP-a-Gal e p-NP-B-Gal, sendo que a taxa de hidrolise do substrato p-NP-a-

Gal foi cerca de 18 vezes superior aquela determinada para o substrato p-NP-
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B-Gal. Resultados parecidos foram encontrados para enzima o-galactosidase
semipurificada de sementes de soja da variedade Monarca, estudada por
FALKOSKI (2006), que demonstrou especificidade quase absoluta para a
galactose em posigcdo a, porém, apresentou uma atividade enzimatica muito
baixa (4,53 %) na presenca do substrato p-NP-B-Gal. a-Galactosidase de
Aspergillus fumigatus nao hidrolisou os substratos sacarose e rafinose, mas
conseguiu hidrolisar a melibiose. Entretanto, a afinidade da enzima pela
melibiose foi muito menor do que a afinidade pelo p-NP-a-Gal (DE REZENDE
et al., 2005). Também VIANA et al. (2006) determinaram que a a-galactosidase
extracelular de Debaryomyces hansenii tem sua atividade restringida a hidrolise
de substratos contendo D-galactosideos a-ligados.Esta enzima hidrolisou
preferencialmente p-NP-a-Gal, estaquiose, rafinose, porém apresentou
especificidade mais baixa por melibiose e pelos polimeros goma guar e goma
locusta. J& a a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus hidrolisou os
galacto-oligossacarideos na seguinte ordem de preferéncia: estaquiose,
melibiose e rafinose (GOTE et al., 2006).

Resultados semelhantes aos da o-galactosidase E1 e E2 foram
observados em a-galactosidase de Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b
que foi ativa sobre o substrato artificial p-NP-a-Gal e sobre substratos naturais
que contem ligagcbes a-galactosidicas como rafinose e estaquiose, todavia
hidrolisou fracamente galactomananas, como goma goma guar € goma locusta
(REZESSY-SZABO et al., 2007).

4.4.5. Efeito de ions, agentes redutores e agucares na atividade das o-
galactosidases do fungo A. terreus

Os efeitos de ions, agentes redutores e agucares sobre a atividade das
enzimas o-galactosidases do fungo A. terreus foram avaliados. Solugées com
concentracdes definidas desses compostos foram pré-incubadas com as
enzimas a-galactosidases E1 e E2 por 15min a 50 e 60°C, respectivamente, e
posteriormente o ensaio foi realizado conforme o item 3.12.5. A concentragao
final dos efetores foi de 2 mM e a atividade relativa foi calculada considerando

a atividade da enzima pré-incubada sem efetor como 100%. Os resultados
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obtidos podem ser observados na Tabelas 6.

Nao foram detectadas alteragdes significativas nas atividades das -
galactosidases E1 e E2 quando estas enzimas foram pré-incubadas com
EDTA, MgCl,, CaCl,, KCI, NaCl, p-mercaptoetanol, lactose, maltose sacarose,
glicose e frutose. Uma vez que a atividade enzimatica praticamente nao sofreu
alteragao pela presenga de EDTA, pode-se sugerir que provavelmente as a-
galactosidases E1 e E2 ndo dependem de ions metalicos para suas atividades
cataliticas (VIANA, 2006). As atividades destas duas enzimas foram totalmente
inibidas na presenga de CuSO,4, HgCl,, AgNOs; e SDS. Alguns efetores
interferiram diferentemente nas atividade das a-galactosidases E1 e E2. Por
exemplo, o ZnSO, inibiu totalmente a atividade da o-galactosidase E1 e
apenas parcialmente a oa-galactosidase E2. Da mesma maneira a galactose
n&o inibiu a atividadde da a-galactosidase E1 e inibiu parcialmente a atividade
da a-galactosidase E2. Também, melibiose, rafinose e estaquiose inibiram
parcialmente a atividade da o-galactosidase E1 e a atividade da o-

galactosidase E2 n&o foi afetada por esses agucares.

Tabela 6: Atividade relativa das enzimas a-galactosidases E1 e E2 do fungo

Aspergillus terreus submetidas aos efeitos de ions, agentes redutores e
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acgucares.

Atividade Relativa (%) + DP

Efetor o-galactosidase E1 o-galactosidase E1
Controle 100+ 1,5 100+ 1,9
EDTA 94 +27 88 1,1
MgCl, 93+1,8 101+£0,9
CaCl, 96+1,0 102+ 1,3
CuSO0Oq, 0 0
KCI 99+0,3 100 £ 0,7
NaCl 98 + 0,7 98+1,8
HgCl, 0 0
AgNO; 0 0
ZnS0O, 0 52+0,9
B-mercaptoetanol 97 £ 3,2 94 +21
SDS 0 0
Lactose 94 +0,5 99 +1,7
Maltose 91+04 94+24
Melibiose 38+0,7 94 +0,8
Rafinose 65+1,5 98 +1,7
Manose 87 +1,1 94 +0,7
Galactose 9% +14 52+0,6
Estaquiose 72+ 0,8 95+0,9
Sacarose 92+1,0 99+15
Glicose 88+1,9 94 + 2.1
Frutose 98 +1,3 98 +1,7

A concentracao final de todos os efetores foi de 2mM.

Inibicdo por SDS também foi observada por FALKOSKI et al (2006),
nesse estudo a a-galactosidase de semente de soja teve cerca de 50% de sua
atividade inibida, e a a-galactosidase de Penicillium griseoroseum apresentou
100% de inibicdo. O detergente anidnico SDS €& um agente desnaturante de
proteinas, e na sua presenca muitas proteinas perdem completamente ou
parcialmente suas fungdes devido a perda de sua estrutura terciaria e
quaternaria (LANTZ & CIBOROWSKI, 1994; BISCHOFF et al., 1998).

KING et al. (2002), analisando o efeito de ions sobre a atividade da a-
galactosidase de Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum, descreveram
que a enzima foi completamente inibida quando ensaiada na presencga de 1
mM do ion Zn*2.

a-Galactosidases de diferentes fontes tiveram sua atividade catalitica
inibidas totalmente ou parcialmente pelos ions Cu*™ e Ag’, e ndo foram inibidas
por EDTA, Mg?*, Ca®*, K*, Na* e B-mercaptoetanol. Entre elas temos, a a-
galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM-5146 (GOTE et al., 2006);
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a-galactosidase de Debaryomyces hansenii (VIANA et al.,, 2006) e uma o-
galactosidase Penicillium griseoroseum (FALKOSK et al., 2006).

A atividade da a-galactosidase de Thermomyces lanuginosus CBS
395.62/b foi completamente perdida com 10 mM de AgNOs, e o cu?
demonstrou uma fraca inibicdo enzimatica (REZESSY-SZABO et al., 2007). De
acordo com SRIPUAN et al. (2003), a a-galactosidase de Ganoderma lucidum
apresentou uma reducdo na atividade original de 32 % pela adicdo de Ag".
Outros fons metalicos como Al*®, Ba*2, Ca*2, Mn*?, Zn*?, K*' e Na*" e reagentes
como fB-mercaptoetanol e EDTA, ndo afetaram a atividade da enzima,
enquanto que a enzima foi completamente inibida por galactose e parcialmente
por lactose. Os acucares maltose e sacarose nao afetaram a atividade da
enzima.

De acordo com KANG et al. (2002), a a-galactosidase de Oryzae sativa
foi totalmente inibida na presenca de 1 mM do ion Hg*. Por outro lado,
observou-se que a presenca, em mesmas concentracdes, dos ions Cu*? e Ag*?
reduziu a atividade enzimatica em 7 e 46% respectivamente.

Segundo GOTE et al. (2004) o ion Hg*? é um forte inibidor de grupos
tidis. Desta maneira, o fato de muitas a-galactosidases serem inibidas por este
ion, pode estar relacionado com a oxidagao de grupos sulfidrilas presentes nos
sitios ativos destas enzimas. DEY & PRIDHAM (1969) descrevem também, que
ions Hg+2 possuem alta afinidade por grupos carboxil e imidazol de histidina,
sugerindo que a blindagem destes grupos pelos ions Hg*? podem causar a
perda de atividade em a-galactosidases quando eles se encontram no sitio
ativo destas enzimas.

DEY & PRIDHAM (1972) afirmam que galactose € um poderoso inibidor
da atividade de enzimas a-galactosidases. Esta afirmativa pode ser confirmada
quando observamos que as a-galactosidases produzidas por Bacillus
stearothermophilus (GOTE, et al., 2006), Debaryomyces hansenii (VIANA, et
al., 2006), Aspergillus niger (SCIGELOVA & CROUT, 2000) e Glycine max
(VIANA et al., 2005) foram inibidas na presencga de galactose, assim como a a-
galactosidase E2 de Aspergillus terreus. Entretanto, podemos observar que, a
presenca de galactose né&o interferiu na atividade da enzima a-galactosidase

de P. griseoroseum (FALKOSKI et al.,, 2006), da mesma maneira que nao

77



afetou a atividade da a a-galactosidase E1. Resultado semelhante foi
encontrado por KING et al. (2002) para a o-galactosidase de
Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum, cuja inibicdo na presenga de 75
mM de galactose foi de apenas 16%. O autor ainda afirma que, o fato de uma
enzima a-galactosidase ser fracamente inibida na presengca de galactose
constitui-se em uma vantagem para a aplicagao industrial desta enzima. Os
agucares galactose e melibiose inibiram a atividade da a-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus NCIM-5146 (GOTE et al., 2006); de Debaryomyces
hansenii (VIANA et al.,, 2006) e de duas formas da a-galactosidase de
sementes germinadas de soja (GUIMARAES et al, 2001).

4.4.6. Constante de inibigao (Ki) para o agucar galactose

Os resultados obtidos anteriormente mostraram que a a-galactosidase
E2 de A. terreus foi parcialmente inibida pela galactose. Foi entdo determinado
o valor de Ki para a enzima na presencga desse acgucar utilizando o substrato
pNPaGal.

O gréfico da velocidade da reacdo de hidrolise de pNPaGal pela a-
galactosidase na auséncia e na presenca de diferentes concentragbes de
galactose esta mostrado na Figura 31. Para uma mesma concentracdo do
substrato pNPaGal, a velocidade da reagao é maior na auséncia de galactose
e diminui com o aumento da concentragdo da galactose, caracterizando um

efeito de inibi¢ao.
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Figura 31: Grafico da velocidade da reagao em fungao da concentragao de
pNPaGal na auséncia de galactose (®), com 1,5 mM de galactose (©) e 3,0 mM
de galactose (V).

A Figura 32 mostra que as retas convergem para 0 mesmo ponto no eixo
Y indicando que o valor da Vqax permanece constante, mesmo na presenga do
inibidor e 0 Ky aumenta, sugerindo uma inibigdo competitiva. O tipo de inibicao
e o valor de Ki foram determinados pelo grafico dos reciprocos. A inibicao da
hidrélise do substrato pNPaGal pela a-galactosidase na presenga do produto
inibidor galactose mostrou ser do tipo competitiva com valor de Ki de 0,76 mM

(Figura 33).

79



100 -

80 -
' 60 -
£
=
£
(@] ]
L 40

10 15 20 25
1/[p-NPGal] mM
Figura 32: Grafico de Lineweaver-Burk. Auséncia de galactose (®), 1,5 mM de

galactose (©) e 3,0 mM de galactose (V).
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Figura 33: Kyapp Vs. [Galactose] para determinacao de Ki.

Assim como para a a-galactosidase E2 de Aspergillus terreus,
GUIMARAES et al. (2001) determinaram que a atividade da a-galactosidase P2
de sementes de soja em germinagdo com o substrato pNPaGal foi inibida
competitivamente na presenca do inibidor galactose, com o valor de Ki de 0,67
mM. Da mesma maneira, GOTE et al (2006) estudando a-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus NCIM-5146 verificaram que esta enzima € inibida
competitivamente pela galactose, apresentando um valor de Ki de 16,25 mM.
KACHURIN et al. (1995) em estudo com uma a-galactosidase de Trichoderma
reesei, verificou que a enzima era inibida competitivamente pela galactose e
apresentava um Ki de 0,091 mM. Ja a a-galactosidase extracelular de
Debaryomyces hansenii UFV-1 sofreu uma inibicdo ndo competitiva em

presenca da galactose, apresentando um Ki de 2,7 mM (VIANA et al., 2006).
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4.4.7. Determinacao da energia de ativagao para as a-galactosidases do

fungo A. terreus

Energia de ativacao (E,) € a quantidade de energia necessaria para que
uma molécula de substrato, alcance o estado de transicdo, para que entao
venha se tornar uma molécula de produto. O estado de transi¢cao representa
um ponto intermediario onde as ligagbes do substrato sdo modificadas o
suficiente para possibilitar a sua conversdo em produto. A velocidade da
reacao depende do numero de moléculas de substrato que alcangam o estado
de transicdo por unidade de tempo (SEGEL, 1979). As enzimas atuam
aumentando a velocidade das reagoes, diminuindo a energia de ativagao.

Utilizando a equacéao do Duplo reciproco, foram calculados os valores de
Vmax da enzima a-galactosidase E1 de Aspergillus terreus para os substratos
pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose nas temperaturas de 35, 45, 50, 55,
60 e 65 °C. Para a enzima a-galactosidase E2 foram calculados os valores de
Vmax para os substratos pNPaGal e melibiose nas temperaturas de 30, 35, 40,
45, 50, 55, °C).

A energia de ativagao (Ea) das a-galactosidases para hidrélise destes
substratos foi estimada pelo grafico de Arrhenius, que correlaciona Log Vmax
vs 1.7 (K™"), mostrado nas Figuras 34, 35 e 36.

Para o substrato pNPaGal foi encontrada uma energia de ativacao igual
a 51,17 e 36,71 kJ/mol para as a-galactosidases E1 e E2, respectivamente.
Para o substrato melibiose a energia de ativagao para a a-galactosidase E1 foi
de 53,83 kd/mol e para a E2 foi 39,83 kdJ/mol. Para os substratos rafinose e
estaquiose, a energia de ativagdo encontrada foi de 55,18 e 42,81 kJ/mol,

respectivamente, para a a-galactosidases E1.
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Figura 34: Energia de ativagdao das enzimas a-galactosidases E1 (A) e E2 (B)

de Aspergillus terreus para o substrato pNPaGal.
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Figura 35: Energia de ativagdao das enzimas a-galactosidases E1 (A) e E2 (B)

de Aspergillus terreus para o substrato melibiose.
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Figura 36: Energia de ativacdo da enzima a-galactosidases E1 de Aspergillus

terreus para os substratos rafinose (A) e estaquiose (B).
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DEY et al.(1983) caracterizou uma a-galactosidase de sementes de
lentilha, e encontrou a E, para o substrato pNPaGal de 62,1 kJ/mol.
Recentemente, GOTE et al. (2006) descreveram que a E, da a-galactosidase
de Bacillus stearothermophillus para os substratos pNPaGal, rafinose e

melibiose foram respectivamente de 97,8, 61,6 e 35,6 KJ.mol ™.

4.5. Conversdo das células vermelhas sangiiineas tipo B em tipo O pela enzima

a- galactosidase

As células sanguineas tipo B foram tratadas separadamente com as a-
galactosidases E1 e E2 de Aspergillus terreus como descrito no item 3.8. Apos
o procedimento as células foram lavadas cinco vezes com tampao PBS e
tratadas com o antisoro monoclonal anti-B (HOBBS et al., 1995). Como houve
aglutinagao tanto para as amostras contendo a a-galactosidase E1 como para
aquelas contendo a a-galactosidase E2 indica que as células que continham o
antigeno B nao foram convertidas em antigeno H. Portanto, essas enzimas néo
foram capazes de converter sangue tipo B em sangue tipo O.

a-Galactosidases de sementes de café verde (a-GAL)® demonstrou alta
eficiéncia na remocao de residuos de galactose a-ligados da superficie das
células vermelhas do sangue (GOLDSTEIN et al., 1982). a-Galactosidase de
sementes de soja Glicine Max hidrolisou o residuo terminal a-D-galactosil do

antigeno B convertendo-o em antigeno H (HOBBS et al., 2005).

4.6. Hidrolise de oligossacarideos de rafinose em extrato desengordurado de
soja

A capacidade das enzimas o-galactosidases E1 e E2 de Aspergillus
terreus na hidrolise de RO no extrato desengordurado de soja foi avaliada
como no item 3.9, seguido da extragédo de RO (item 3.10) e analise de RO por
CLAE (item 3.11). A eficiéncia da hidrolise foi avaliada pela reduc&o dos niveis
dos RO presentes no extrato desengordurado de soja, em fungédo do tempo de
incubacdo com a enzima. Como controle, o extrato desengordurado foi
incubado com igual volume de agua destilada, em substituigdo a enzima
purificada, nas mesmas condigdes.

Os resultados de hidrolise obtidos para a enzima a-galactosidase E1,
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nos tempos de 0, 4, 8 e 12 h, podem ser observados nos cromatogramas
comparativos que estdo mostrados na Figura 37 e pelas concentragdes dos
agucares rafinose e estaquiose presentes na farinha de soja desengordurada
em funcdo do tempo de incubagcdo com as enzimas, mostrados na Tabela 7.
Foi verificado que apos 4 h de incubacédo, mais de 50 % da estaquiose foi
hidrolisada, ao passo que os teores de rafinose tiveram um acréscimo de 73%.
A estaquiose foi totalmente hidrolisada apds 12 horas de incubacao, porém a
rafinose ainda permaneceu 24 % a mais que o teor inicial. As analises
referentes a rafinose revelam um acumulo deste acucar durante as primeiras
4h de incubagao. Tal fenbmeno pode ser justificado pelo fato da rafinose ser
um dos produtos da hidrdlise da estaquise. Como ja foi descrito anteriormente,
a a-galactosidases E1 apresenta uma maior afinidade pelo substrato
estaquiose (menor valor de Ky) quando comparado a rafinose. Este fato
também possivelmente contribuiu para uma hidrélise mais lenta da rafinose,
favorecendo assim o seu acumulo e a impossibilidade de hidrolisar
significativamente este oligossacarideo nas 12 h de tratamento. Entretanto fica
inviavel incubar a enzima no extrato desengordurado de soja por mais de 12 h,
devido ao risco de crescimento de microrganismos, contaminando assim este
derivado de soja. Uma alternativa seria adicionar a enzima ao extrato
desengordurado de soja no momento em que estiver sendo embalado. Desta
forma a enzima ficaria mais tempo em contato com os RO, sendo estes
possivelmente hidrolisados sem correr o risco de contaminagdo por

microrganismos.

Tabela 7: Concentracdo dos agucares rafinose e estaquiose presentes no
extrato desengordurado de soja em fungdo do tempo de incubagdao com as

enzimas a-galactosidases E1 e E2 de Aspergillus terreus.
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Concentragao de agucares (%) + DP

Tempo de o-galactosidases E1 o-galactosidases E2
incubagao(h) Rafinose Estaquiose Rafinose Estaquiose
0 1,37+0,17 2,56%0,20 1,3820,15 2,5320,18
4 2,38+0,45 1,251£0,03 1,21+£0,07 2,11+0,12
8 2,2210,21 0,67%£0,10 1,50£0,13 2,11£0,07
12 1,7+0,18 0,0 1,141£0,08 1,9240,16

Os resultados foram calculados a partir de cromatogramas obtidos pela analise por
CLAE

Os resultados de hidrodlise obtidos para a enzima a-galactosidases E2,
nos tempos de 0, 4, 8 e 12 h, podem ser observados nos cromatogramas
comparativos que estdo mostrados Figura 38. Podemos observar que a
amostra contendo a a-galactosidases E2 apresenta pequena capacidade de
hidrolisar tanto a rafinose como estaquiose. Ao final de 12 h de incubagao do
extrato desengordurado de soja com esta amostra, apenas 18 e 25 % dos
agucares rafinose e estaquiose foram hidrolisados, respectivamente. Foi
também observado a possivel presenga da invertase nesta amostra, ja que
praticamente toda a sacarose presente foi hidrolisada. A presenca da invertase
nao interfere sobre a aplicagdo deste extrato enzimatico na industria para
hidrolise de RO, visto que a hidrélise completa dos RO a agucares simples
depende tanto da a-galactosidase como também da invertase (GUIMARAES
et. al., 2006). Outro fator importante € que para diminuir custos geralmente séo
empregadas enzimas parcialmente purificadas na industria, uma vez que o

custo comercial das enzimas puras € muito alto.
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Figura 37: Cromatogramas comparativos da hidrélise dos agucares soluveis no
extrato desengordurado de soja em fungdo do tempo de incubagdo com a
enzima o-galactosidase E1 nos tempos 0h (A), 4h (B), 8h (C) e 12h (D).
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GUIMARAES et al. (2001) conseguiram reduzir os teores de rafinose e
estaquiose em 67 e 53 %, respectivamente, apds tratamento do leite de soja
por 12 h, a 30 °C, com a a-galactosidase (1,2 U de enzima por mL de leite de
soja nao desengordurado) parcialmente purificada de sementes de soja em
germinagdo. Também, VIANA et al. (2005) analisaram o emprego da a-
galactosidase semipurificada de Glycine max para reduc¢ao dos teores de RO
em derivados de soja. Neste trabalho os autores incubaram 5 U da enzima a-
galactosidase com 10 mL contendo uma solugdo de farinha de soja
desengordurada (10% p/v), observando uma hidrélise de 89 e 72 % da rafinose
e estaquiose, respectivamente, apos 6 h de incubagao.

A o-galactosidase de Gibberella fujikuroi apés 12 h de incubagéo
hidrolisou 91 % dos RO presentes no leite de soja (THIPPESWAMY &
MULIMANI, 2002). GOTE et al. (2004) avaliaram o potencial de hidrélise de RO
em leite de soja pela enzima a-galactosidase purificada de Bacillus
stearothermophilus utilizando uma relagéo de 1 U de enzima para 1 mL de leite
de soja, obtendo uma hidrdlise de 100 e 94 % da estaquiose e rafinose
respectivamente, em ensaios realizados a 65 °C. Apds tratamento do leite de
soja por 12 h com a a-galactosidase de Aspergillus orizae, 93 % da rafinose
presente foi hidrolisada (PRASHANT & MULIMANI, 2005)

FALKOSKI et al. (2006), analisando a-galactosidases de varias fontes,
observou que apdés incubacgado por 4 h a 40 °C, a a-galactosidase do fungo
Penicillium griseoroseum hidrolisou 100 e 72 % da estaquiose e rafinose
presentes no extrato desengordurado de soja, respectivamente.

Uma alta eficiéncia hidrolitica foi verificada por VIANA et al. (2007)
quando avaliou a capacidade de hidrdlise da o-galactosidase de
Debaryomyces hansenii sobre os RO presentes no leite e no melago de soja.
Foi observado que apds 4 h de tratamento no leite de soja esta enzima
hidrolisou 100% da estaquiose e rafinose presentes. No melago de soja, apos
incubacao da enzima por 6 h houve reducado de 100 e 50 % de estaquiose e
rafinose, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos para as a-galactosidases de Aspergillus
terreus, podemos observar que a oa-galactosidase E1 foi capaz de hidrolisar
totalmente a estaquiose e parcialmente a rafinose, enquanto a hidrdlise destes
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substratos pela a-galactosidase E2 foi mais lenta. Portanto, preferencialmente

a a-galactosidase E1 pode ser otimizada para futuras aplicagdes industriais.
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5. CONCLUSOES

O fungo Aspergillus terreus crescido em meio mineral liquido por 168
horas contendo farelo de trigo como fonte de carbono, produz varias

formas extracelulares da a-galactosidase.

O processo de purificagao resultou em uma a-galactosidase purificada e
outra parcialmente purificada, chamadas a-galactosidases E1 e E2,

respectivamente.

A enzima a-galactosidase E1 apresentou massa molecular aparente
aproximada de 350 kDa por gel filtracdo e 72,3 por SDS-PAGE, o que
sugere que esta enzima € possivelmente um pentédmero, formado por

subunidades idénticas.

A a-galactosidase E2 apresentou massa molecular de 51,7 KDa, por gel
filtracdo e 51,5 kDa por SDS-PAGE. Desta forma podemos sugerir que

esta enzima apresenta na sua forma nativa somente uma subunidade.

93



A maior atividade encontrada para as a-galactosidases E1 e E2 foi em

pH 5,0 e 5,6 e nas temperaturas de 60 e 50°C, respectivamente.

Quando a a-galactosidase E1 é incubada por 6 h a 40 °C, ela mantém
mais de 90% da atividade inicial no intervalo de pH de 4-7. Ja a a-
galactosidase E2 manteve mais de 90% da atividade inicial apenas na

faixa de pH de 5-6, sendo portanto menos estavel a variagdes de pH.

A enzima o-galactosidase E1 foi mais termoestavel, comparada com a
a-galactosidase E2, mantendo 90% de sua atividade inicial quando pré-
incubada por 12 h a 55 °C enquanto que a a-galactosidase E2 manteve

apenas 5 % da sua atividade quando pré-incubada nas mesmas

condigdes.

A meia vida da a-galactosidase E1 a 55, 60 e 65 °C foi 35,9, 14,6 e 0,4
h, respectivamente. A a-galactosidase E2 apresentou uma meia vida a
45,50 e 55 °C de 30,6, 12,3 e 1,5 h, respectivamente.

O valor de Ky da a-galactosidase E1 para os substratos pNPaGal,
melibiose, rafinose e estaquiose foram 0,66, 1,92, 27,93 e 10,94,
respectivamente. Para a a-galactosidase E2 estes valores foram 0,20 e

20,14 para os substratos pNPaGal e melibiose, respectivamente.

As a-galactosidases E1 e E2 demonstraram ser seletivas, apresentando

maior especifidade para a galactose em posigao a.

As a-galactosidases E1 e E2 hidrolisaram o substrato pNPaGal,
melibiose, rafinose e estaquiose, apresentando baixa especificidade

para os polimeros goma guar e goma locusta.

As atividades das duas enzimas foram totalmente inibidas na presenca
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de CuSOQy4, HgCl,, AgNO; e SDS.

Melibiose, rafinose e estaquiose inibiram parcialmente a atividade da a-
galactosidase E1 e a atividade da a-galactosidase E2 nao foi afetada por

esses agucares.

A galactose n&o inibiu a atividadde da o-galactosidase E1 e inibiu

parcialmente a atividade da a-galactosidase E2.

Na presenga do substrato pNPaGal a a-galactosidase E2 foi inibida

competitivamente por galactose (Ki 0,76 mM).

Foi encontrado para as a-galactosidases E1 e E2 uma energia de
ativagao de, respectivamente, 51,17 e 36,71 kd/mol para o p-NP-a-Gal e
53,83 e 39,83 kd/mol para a melibiose. Para os substratos rafinose e
estaquiose, a energia de ativacdo encontrada foi de 55,18 e 42,81

kJ/mol, respectivamente, para a a-galactosidase E1 .

As a-galactosidases E1 e E2 nao foram capazes de converter o sangue

tipo B em tipo O.

A enzima a-galactosidase E1 mostrou ser mais eficiente na hidrélise dos
RO em extrato desengordurado de soja quando comparado a o-

galactosidase E2, podendo ser preferencialmente empregada em futuras

aplicagdes industriais
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