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RESUMO

FERREIRA, Joana Gasperazzo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2007. Purificagao parcial e caracterizagao bioquimico-
cinética de a-galactosidase de Aspergillus terreus. Orientador: Sebastido
Tavares de Rezende. Co-Orientadores: Valéria Monteze Guimaraes, Maria
Goreti de Almeida Oliveira, Andréa de Oliveira Barros Ribon e José
Humberto de Queiroz.

A a-galactosidase apresenta grande capacidade para hidrélise de
ligagcdes a-1,6 nos oligossacarideos de galactose (GO) como a rafinose [O-a-D-
galactopiranosil-(1—6)-D-glicopiranosil-(1—2)-B-D-frutofuranosideo]. Esses
agucares estdo presentes nas sementes de soja, e sdo responsaveis por
disturbios gastrintestinais relacionados com a ingestao de produtos derivados
de soja, devido a auséncia da enzima a-galactosidase na mucosa intestinal de
humanos e animais monogastricos. Dessa forma, a hidrolise dos GO de
produtos de soja podera contribuir para melhorar o seu valor nutritivo. O
objetivo desse trabalho foi produzir, purificar e caracterizar uma isoforma
extracelular da a-galactosidase do fungo Aspergillus terreus, e avaliar a
capacidade da enzima em promover a reducdo ou eliminagdo dos
oligossacarideos de galactose presentes em leite de soja. O fungo A. terreus foi
cultivado em meio mineral liquido contendo farelo de trigo como fonte de

carbono por 7 dias a 28 °C. O extrato enzimatico foi submetido a cromatografia



em resinas de Sephacryl S-200, Phenyl-Sepharose e DEAE-Sephacel. A ultima
etapa de purificacdo resultou na enzima parcialmente purificada com um fator
de purificacdo de 26,96 vezes e um rendimento de 19,07%. A massa molecular
da enzima foi estimada por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12,5%) e por
cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-200, de 50 kDa e 77,3
kDa, respectivamente. Atividade maxima da a-galactosidase foi determinada
em pH 5,0 e 55 °C. Quando a enzima foi incubada por 6 horas no intervalo de
pH 4 — 6, ela manteve mais de 90% da atividade inicial. A a-galactosidase de A.
terreus a 50 °C perdeu 39% de sua atividade ap6s 151 horas de incubacgéo. Na
temperatura de 55 °C a enzima conservou 33% de sua atividade apés 52 horas
de incubagdo. A 60 °C, a enzima manteve 92% da atividade inicial por 30
minutos. Na temperatura de 55 °C a meia-vida da enzima foi de 35 horas e a
60 °C de 103 minutos. Para os substratos sintéticos, a enzima demonstrou ser
muito seletiva, apresentando maior afinidade pelo substrato p-NP-aGal. A
enzima hidrolisou os substratos naturais melibiose, estaquiose e rafinose,
apresentando também capacidade de hidrolisar os polimeros goma guar e
goma locusta. O valor de Ky 4 para o substrato p-NP-aGal foi de 0,75 mM, para
a melibiose de 7,39 mM, para a rafinose de 32,99 mM e para a estaquiose de
54,74 mM. A atividade enzimatica foi totalmente perdida em presenca de Ag” e
parcialmente perdida quando em presenga de Cu®* e galactose. Na presencga
do substrato p-NP-aGal a enzima foi inibida competitivamente por galactose (Ki
0,61 mM). A energia de ativacao foi calculada para os substratos p-NP-aGal
(65,85 kd/mol), melibiose (39,77 kd/mol), rafinose (42,98 kJ/mol) e estaquiose
(47,27 kd/mol). A enzima a-galactosidase de A. terreus nao converteu o sangue
tipo B em tipo O. Apds 12 horas de incubagdo da a-galactosidase purificada
com leite de soja a 50 °C, pode-se observar que a enzima hidrolisou 100 % da
rafinose e 60,3 % da estaquiose, mostrando que a a-galactosidase de A.

terreus foi eficiente na redugédo de GO presentes no leite de soja.
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ABSTRACT

FERREIRA, Joana Gasperazzo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February of 2007. Partial purification and cinetic-biochemistry
characterization of a-galactosidase from Aspergillus terreus. Adviser:
Sebastido Tavares de Rezende. Co-Advisers: Valéria Monteze Guimaraes,
Maria Goreti de Almeida Oliveira, Andréa de Oliveira Barros Ribon and José
Humberto de Queiroz.

The a-galactosidase has the potencial to hydrolyze a-1,6 linkages in
galactose oligosaccharides (GO). These oligosaccharides are considered the
major factors responsible for flatulence following ingestion of soybean and other
seed legumes, due to the absence of this enzyme in the intestinal mucous
membrane of men and monogastrics animals. Therefore, the most important
factor for improvement of the soy nutritional value is to eliminate the GO from
soy products. The aims of this work was to produce, purify and characterize one
extracellular isoform of a-galactosidase from Aspergillus terreus and evaluate
the hydrolysis of GO presents in soybean milk. The fungus A. terreus was
cultivated in mineral medium containing wheat bran as carbon source for 7 days
at 28 °C. The enzymatic extracts were submitted to the chromatography in
Sephacryl S-200, Phenyl-Sepharose and DEAE-Sephacel resins. The last
purification step resulted in a purification factor of 26.96 times with a recovery of

Xii



19.07 %. A molecular mass of 50 kDa was determined by SDS-PAGE white the
elution of the a-galactosidase from Sephacryl S-200 showed a molecular mass
of 77.3 kDa. The maximum activities of the a-galactosidase were detected in pH
5.0 at 55 °C. The enzyme maintained 90 % of its original activity after incubation
in pH 4 — 6 at 40 °C. The a-galactosidase lost 39 % of its initial activity after pre-
incubation for 151 hours at 50 °C. At 55 °C the enzyme maintained 33 % of this
original activity after 52 hours and at 60 °C 92 % of its initial activity was
maintained for 30 minutes. The half-lives at 55 and 60 °C were 35 hours and
103 minutes, respectively. The relative rate of hydrolysis of various substrates
were as follows p-NP-aGal > melibiose > m-NP-aGal > raffinose > stachyose >
locust bean gum > guar gum. The values of Ky, 4 for p-NP-aGal, melibiose,
raffinose and stachyose were 0.75, 7.39, 32.99 and 54.74 mM, respectively. The
enzyme was totally inhibited by silver nitrate, and partially inhibited by Cu?* and
galactose. In the presence of the substrate p-NP-aGal the enzyme showed a
competitive inhibition by galactose (Ki 0,61 mM). The energy of activation for p-
NP-aGal, melibiose, raffinose, and stachyose were 65.85, 39.77, 42.98 and
47.27 kJ/mol, respectively. The a-galactosidase was not able to convert
erythrocytes of group B blood cells to group O type cells. The results of
treatments of soy milk at 50 °C with a-galactosidase semi-purified for 12 hours
showed reduction of 100 % in the raffinose and 60.3 % in the stachyose.
Therefore, it can be observed that the a-galactosidase from A. terreus was

efficiently reduced the GO present in soy milk.

Xiii



1. INTRODUGAO

Enzimas sdo proteinas que possuem atividade catalitica. Elas tém um
alto grau de especificidade por seus substratos, aceleram as reagdes quimicas
de uma maneira formidavel e funcionam em solugcdes aquosas sob condicoes
muito suaves de temperatura e pH. As enzimas sao fundamentais para
qualquer processo bioquimico.

Devido a alta seletividade das enzimas pelo seu substrato, tais reacdes
dispbem de poucos subprodutos, fazendo com que as enzimas sejam uma
alternativa aos catalisadores quimicos convencionais utilizados nas industrias.
Tal vantagem resultou em aplicagdes das enzimas nas industrias alimenticias e
farmacéuticas (SCHIMID et al, 2001).

Melhorias nos processos industriais como aumento de rendimento e
reducdo na demanda de matéria-prima, emissdes e desperdicio, resultam em
processos econOmicos, dando vantagem aos bioprocessos sobre as
tradicionais rotas quimicas (SCHIMID et al., 2002).

Na industria alimenticia a catalase € utilizada para remoc¢ao de perdxidos
adicionados aos alimentos como conservantes (TSUGE et al.,, 1975). A
invertase €& usada na hidrolise de sacarose, obtendo-se uma mistura
equimolecular de glicose e frutose, agucar invertido (VITOLO e YASSUDA,
1991). A invertase também é utilizada na produgdo de bombons com miolo
parcial ou totalmente liquefeito (PARKIN, 1993), de marzipan (WALSH e



HEADON, 1994), em produtos de higiene bucal (RIBEIRO, 1997), na hidrdlise
de rafinose e inulina para a obtencao de melibiose e D-frutose, respectivamente
(WISEMAN, 1975). Ja a enzima amilase é utilizada para hidrolisar o amido até
oligossacarideos compostos por unidades de glicose (WINDISH e MHATRE,
1965). Recentemente, xaropes de frutose, um adocgante de baixa caloria e alto
poder adogante, feitos através da isomerizagdo de xarope de glicose se tornou
o principal uso de hidrolisados de amido (SAID e PIETRO, 2004).

As enzimas também estdo sendo utilizadas nas industrias téxteis, visto
que 0s processos convencionais geram altos gastos de energia e alto consumo
de agua, o que contribui para a poluicdo do meio ambiente (KIRK et al, 2002).
Um dos passos de maior gasto de energia e agua no processamento do
algodao, € a mercerizagédo, no qual ocorre a remogao de varios componentes
restantes da parede celular, o qual é realizado em condicbes de altas
temperaturas e forte alcalinidade. Como alternativa, quando se utiliza a pectina
liase nesse processo, € necessario a utilizagcado de baixas temperaturas e menor
consumo de agua (TZANOV et al., 2001).

As celulases sao comumente aplicadas em varios segmentos industriais,
como na industria alimenticia; cerveja e vinho; agricola; téxtil; detergente;
nutricdo animal e polpa e papel (JAN e CHEN, 2003 e de GRIGOREVSKI-LIMA
et al., 2005). Essa enzima € uma glicoproteina capaz de romper as ligacoes
glicosidicas do tipo -1,4 de microfibrilas da celulose resultando na liberagéao de
oligossacarideos, celobiose e glicose (SAID e PIETRO, 2004). A maior
producao de celulases e hemicelulases € proveniente das cepas de fungos dos
géneros Trichoderma e Aspergillus (BHAT, 2000 e DIENES et al., 2004).

Enzimas estdo também sendo empregadas no tratamento de efluentes
(KARAM e NICELL, 1997). As lipases tém sido utilizadas na degradacéao
biolégica e remogao de carga lipolitica de efluentes industriais gerados em
frigorificos, abatedouros, laticinios e industrias de alimentos em geral (GANDHI,
1997, PANDEY et al., 1999 e DE CASTRO et al.,2004). Esses residuos contém
elevados teores de demanda bioquimica e quimica de oxigénio, tendo em vista

que o conteudo de gorduras aumenta a concentragdo de matéria organica



(RAUNKJAER et al.,, 1997). Um tratamento preliminar desses efluentes por
meio da agao das lipases reduz o teor de lipideos, o didmetro das particulas de
gorduras em até 60% e o tempo de residéncia do efluente nas lagoas de
estabilizacdo (MASSE et al., 2001).

As enzimas estao sendo utilizadas em diferentes processos industrias,
resultando numa significante economia de recursos, como energia e agua, para
beneficiamento do meio ambiente. Vé-se a importancia necessaria no
desenvolvimento de pesquisas para producdo e caracterizacdo de enzimas de

interesse biotecnoldgico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. o-Galactosidase

A enzima a-galactosidase [a-D-Galactosil galactohidrolases (E.C.
3.2.1.22)] € uma exoglicosidase, capaz de catalisar a clivagem do terminal a-1,6
de residuos de galactosil de varios tipos de substratos (Figura 1), incluindo
oligossacarideos lineares e ramificados, polissacarideos e substratos sintéticos
como o p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (Figura 2) (MURATA e USUI, 1997),
0s quais podem estar distribuidos nas formas intra ou extracelular em
procariotos e eucariotos (DEAN e SWEELEY, 1979; CALHOUN et al, 1985;
DEY et al, 1983; ITOH et al., 1986).
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Figura 1 - Estrutura da rafinose e estaquiose e as enzimas que catalisam sua
hidrolise (LeBLANC et al., 2004).

NO,

Figura 2 — Estrutura do substrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo
(WEINGLASS et al., 2003).



A reacao catalisada pela a-galactosidase esta representada na Figura 3.

CH,OH CH,OH
HO 0 HO O

OH OH
O—R + ROH

O—R + ROH

OH OH

Figura 3 — Esquema da reagao catalisada pela a-galactosidase.

A molécula hidroxilica aceptora, R'OH, da Figura 3 € comumente a agua,

embora R e R’ possam ser grupos alifaticos ou aromaticos.

2.2. Estrutura tridimensional da a-galactosidase

Recentes estudos demonstraram a estrutura tridimensional da a-
galactosidase de arroz (FUJIMOTO et al.,, 2003) e a-galactosidase do fungo
mesofilico Trichoderma reesei (GOLUBEV et al., 2004).

De acordo com Golubev e colaboradores (2004), a a-galactosidase de
Trichoderma reesei consiste de uma unica cadeia polipeptidica de 417 residuos
de aminoacidos, 17 residuos de monossacarideos que participam da ligagao
entre quatro cadeias de oligossacarideos N-ligados e 621 moléculas de agua
ordenadas. Em adigao, duas moléculas de glicerol foram encontradas no sitio
ativo da apoenzima na posi¢ao do ligante. A estrutura da proteina compreende
19 a-hélices e 16 folhas B, as quais representam 29% e 19%, respectivamente,
do total de numeros de residuos. A a-galactosidase dobra-se formando dois
dominios. O dominio N-terminal A (residuos 1 - 320) € um barril (B/a)s uma
estrutura com oito fitas paralelas que se enrolam em torno de um eixo central e
€ circundado por oito hélices largas. O pequeno dominio C-terminal B (residuos
320 — 417) é composto por oito fitas antiparalelas empacotadas em duas folhas
em um enovelamento sanduiche contendo um motivo chave grega. [(-0-
galactose, Asp 132 e Asp 226 participam da catalise e dois residuos de Trp

estdo envolvidos em importantes interacdes hidrofébicas com o substrato. A



estrutura tridimensional da a-galactosidase de Trichoderma reesei e de arroz

estdo apresentadas na Figura 4.

Figura 4 — A — Estrutura tridimensional da a-galactosidase de Trichoderma
reesei (GOLUBEYV et al., 2004). B — Estrutura tridimensional da a-
galactosidase de arroz (FUJIMOTO et al., 2003).

De acordo com FUJIMOTO e colaboradores (2003), o modelo final para a
a-galactosidase de arroz consistiu de uma unica cadeia de 362 residuos de
aminoacidos com um dominio catalitico (1-278) e um dominio C-terminal (279-
362). 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
barril B central do dominio catalitico. Os residuos de aminoacidos encontrados
na regiao do sitio catalitico foram dois acidos asparticos. O papel do dominio C-

terminal ainda é desconhecido.



2.3. Importancia e aplicacdées da enzima a-galactosidase

a-Galactosidases estdo geralmente envolvidas na utilizagdo metabdlica
de oligossacarideos como a rafinose, estaquiose, melibiose e galactomananas,
os quais estdo amplamente distribuidos em forma de armazenamento em
muitos organismos como em sementes, raizes e tubérculos (KANDLER e
HOLF, 1980).

Em plantas, a a-galactosidase é importante para germinagcdo das
sementes (WANKHEDE et al, 1977). Oligossacarideos sao fontes primarias de
energia e substrato durante a germinacéo (JIMENEZ et al., 1985). A rafinose é
armazenada nos 6rgaos de reserva, sendo utilizada como precursora para a
sintese de outros oligossacarideos ou hidrolisada por a-galactosidases (DEY et
al., 1985). As sementes maduras possuem diferentes formas de a-
galactosidases (LAHUTA et al, 2000), as quais atuam na hidrélise enzimatica de
hemicelulose, como galactoglicomananos (ZEILINGER et al., 1993).

Em humanos, a a-galactosidase € uma enzima lisossomal, necessaria
para o metabolismo de glicoesfingolipideos. A sua deficiéncia resulta na doenga
de Fabry, a qual é uma doenga hereditaria ligada ao cromossomo X,
caracterizada pelo acumulo de glicoesfingolipideos neutros no terminal a-
galactosil nos tecidos e fluidos (DESNICK et al., 1987; MARANVILLE e ZHU,
2000). De acordo com MYAMURA et al. (1996), esta doenga esta relacionada
com a forma inativa da a-galactosidase, a qual apresenta a regidao C-terminal
truncada devido a presenca de um cdédon de terminagao 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 doenca
de Fabry entre outras esfingolipidoses (GERMAIN, 2000). Dessa forma, sem a
enzima a-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.



As a-galactosidases também estdo envolvidas na reagcdo de
transglicosilagdo (DEY e PRIDHAM, 1972), reacao na qual a enzima é capaz de
transferir uma molécula de galactose a partir de uma melibiose para uma
segunda molécula de melibiose aceptora formando uma maninotriose.

Essa enzima possui um importante papel biotecnolégico e medicinal.
Estudos de imobilizagdo de a-galactosidase em nailon foram desenvolvidos
com o objetivo de hidrolisar rafinose em melago de beterraba (THIPPESWAMY
e MULIMANI, 2002).

Uma importante aplicagéo industrial das a-galactosidases é na industria
de fabricacdo de acucar (LINDEN, 1982 e GANTER et al., 1988). Pequenas
quantidades de rafinose e/ou estaquiose afetam negativamente a cristalizagao
da sacarose. Porém, eles podem ser facilmente convertidos a sacarose pelo
tratamento com a-galactosidases (CRUZ e PARK, 1982; MULIMANI e
RAMALINGAM, 1995).

A o-galactosidase também é utilizada na industria de leite de soja, o qual
€ considerado um substituto ao leite de vaca por pessoas que possuem
intolerancia a lactose. Entretanto, a soja contém muitos fatores antinutricionais,
como a familia de oligossacarideos de rafinose (CRISTOFARO e WUHRMANN,
1974). Como a mucosa intestinal dos humanos ndo possui a enzima a-
galactosidase, essencial para a hidrélise desses oligossacarideos
(GITZELMANN e AURICCHIO, 1965), os microrganismos existentes no trato
intestinal fermentam esses acgucares, levando a produgao de gases que causam
a flatuléncia (STEGGERDA et al., 1966).

As a-galactosidases de eucariotos sao capazes de remover residuos de
galactose da ligacdo a-1,3 terminal de glucanas utilizada na conversao de
sangue do grupo B para sangue do grupo O (ZHU e 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 eritrécito, o qual é precursor das
células do grupo B. Dessa forma, a hidrélise do residuo terminal a-D-galactosil

do antigeno B, o converte em antigeno H, ou seja, sangue do grupo O (HOBBS



et al., 1995). Isso representa uma importante ferramenta na terapia de

transfusdo sanguinea.

2.4. Fontes de a-galactosidases

Muitos microrganismos, plantas e animais produzem multiplas formas de
a-galactosidases (DEY e PRIDHAM, 1972). A a-galactosidase tem sido obtida a
partir de muitas espécies de fungos, dentre eles, Aspergillus ficuum NRRL 3135
(ZAPATER et al., 1990), Aspergillus niger (SOMIARI e BALOG, 1992),
Aspergillus fumigatus (de REZENDE et al., 2005), Penicillium griseoroseum e
Aspergillus terreus (FALKOSKI et al., 2006).

A producdo da enzima a-galactosidase consiste no crescimento do
microrganismo em meio de cultura seletivo, geralmente meio mineral liquido
contendo uma fonte de carbono indutora da atividade enzimatica. Agucares
como galactose, melibiose, rafinose e estaquiose ja foram descritos como
indutores da atividade de a-galactosidase (de REZENDE, 1998). Alguns fungos,
Aspergillus fumigatus (de REZENDE, 1998), Trichoderma reesei (ZEILINGER et
al.,, 1993) e Penicillium simplicissimun (LUONTERI et al., 1998) utilizaram a
galactose como fonte de carbono. Galactomananas, como a goma guar e a
goma locusta, também foram descritas como fontes de carbono. A goma guar
foi utilizada para o crescimento do fungo Aspergillus oryzae (PRASHANTH e
MULIMANI, 2005) e a goma locusta foi utilizada como fonte de carbono pelos
fungos Aspergillus niger (ADEMARK et al., 2001) e Thermomyces lanuginosus
(PUCHART et al., 2000).

2.5. Fungos do género Aspergillus

Os fungos do género Aspergillus sao filamentosos e produzem esporos
que sao encontrados na atmosfera. Por serem capazes de secretar grande
quantidade de varias enzimas em seu meio de cultivo, o género Aspergillus é
especialmente utilizado para a produgdo de enzimas comercialmente
importantes (VERDOES et al., 1995).
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Fungos, em particular do género Aspergillus, sdo conhecidos pela sua
superprodugdo de variados acidos orgénicos, entre eles, acido citrico, acido
glicénico e acido itaconico (KARAFFA et al., 2001). O fungo Aspergillus niger
[IB-6 é utilizado na produgao de acido citrico (ALI, 2006). Os fungos Aspergillus
niger e Aspergillus oryzae sao capazes de produzir enzimas em grande
quantidade, e essas enzimas estdo envolvidas na degradagdo de componentes
da parede celular de células vegetais (celulases, hemicelulases, pectinases,
glicosidases e fitases), na degradagdo do amido (amilases), de lipideos
(lipases) e de proteinas (proteases e peptidases) e também na degradacao de
compostos fendlicos (lacases) (MacCABE et al., 2002).

O fungo A. terreus apresenta importante aplicacdo na produgédo da
lovastatina, a qual é utilizada como no tratamento da hipercolesterolemia. Essa
substancia promove uma inibicdo competitiva da enzima HMG-CoA redutase, a

qual participa da rota de biossintese do colesterol (Figura 5).

Acetil CoA
+
+
+

3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA)

HMG-CoA
Redutase +
Mevalonato

+
Fosfomevalonato
+
5-Pirofosfomevalonato
+
Isopentenil Pirofosfato
+
Geranil Pirofosfato
+
Farnesil Pirofosfato
+
Esqualeno
+
Colesterol

Figura 5 — Via de biossintese do colesterol.
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Estudos realizados com o A. terreus mostraram que a lovastatina € um
produto metabodlico secundario, e é secretado em grande quantidade para o
meio de cultura (CASAS LOPEZ et al., 2003; BIZUKOJC et al., 2007).
Aspergillus terreus também é utilizado para producao de acido itacdnico (acido
siccinico melileno) (BILLINGTON, 1969; BONNARME et al.,, 1995), o qual é
usado como mondmero para fibra acrilica, como plastificantes, como aditivo
para lubrificantes e na fabricacdo de resinas. Este fungo também apresenta
importante aplicacdo na biorremediacdo, pois as cepas sao capazes de
absorver Cu?**, Zn** e Co*" do meio (GULATI et al., 1999).

Considerando a possibilidade de aplicagdes biotecnoldgicas diversas
para a enzima em estudo, existe a necessidade de caracterizar bioquimica e

cineticamente a enzima a-galactosidase de A. terreus.
3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi produzir, purificar e caracterizar
bioquimica e cineticamente uma isoforma extracelular da enzima a-
galactosidase do fungo Aspergillus terreus, e avaliar seus potenciais
biotecnologicos, especialmente visando a redugcdo ou eliminagcdo dos

oligossacarideos de galactose presentes em produtos derivados de soja.
3.2. Objetivos especificos

Produzir e purificar uma forma da enzima a-galactosidase produzida pelo
fungo A. terreus;

Caracterizar bioquimica e cineticamente a enzima a-galactosidase:
estabilidade da enzima em diferentes valores de pH; efeito da temperatura
sobre a atividade enzimatica; termoestabilidade e meia-vida; efeito de ions e
outros compostos na atividade enzimatica; especificidade da enzima por

diferentes substratos naturais, sintéticos e polimeros; Ky ., € V. 5, para
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diferentes substratos; determinacao de possiveis inibidores; tipo de inibicdo e Ki
e determinacao da energia de ativagéo.
Avaliar a capacidade hidrolitica da a-galactosidase sobre os

oligossacarideos de galactose (GO) presentes no leite de soja;
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Analises Bioquimicas e de
Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos, do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa,

Minas Gerais.

4.1. Reagentes

p-Nitrofenil-aD-galactopiranosideo (p-NP-aGal), p-nitrofenol, rafinose,
estaquiose, glicose, melibiose, galactose foram adquiridos da Sigma Chemical
Company.

As resinas cromatograficas Sephacryl S-200, phenyl-Sepharose e DEAE-
Sephacel foram obtidas da Amersham Biosciences.

Os acgucares sacarose e frutose, e o reagente nitrato de prata foram
obtidos da Merck S. A. Industria Quimica.

Os demais reagentes utilizados para a execugdo deste trabalho
apresentavam procedéncia e grau de pureza analiticos.

A soja utilizada para obtencao do leite de soja foi a variedade UFV TN
105.
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4.2. Cultivo do fungo Aspergillus terreus para produgao da enzima a-

galactosidase

A cepa do fungo A. terreus foi adquirida da Fundagdo Tropical de
Pesquisa André Toselo, Campinas, SP, Brasil.

O fungo foi repicado em meio soélido nutritivo BDA (agar batata
dextrosado), em tubo de ensaio inclinado, e incubado a 28 °C por seis dias para
multiplicagdo de esporos. Apds o crescimento, foram adicionados ao tubo
10 mL de agua destilada e esterilizada. Dessa suspensao de esporos, aliquotas
foram retiradas e transferidas para Erlenmeyers contendo 250 mL de meio
mineral liquido e 25 g de farelo de trigo (Pro-vita), e os frascos entédo incubados
sob agitagado constante de 150 rpm a 28 °C por 168 horas. O meio mineral
liquido utilizado continha 7,0 g.L™" de KH2PO4; 2,0 g.L™" de KoHPO4; 0,1g.L7" de
MgSOy4; 1,0 g.L™" de (NH4)2S0, e 10 g.L™ de extrato de levedura.

4.3. Determinagao da atividade de a-galactosidase com diferentes

substratos
4.3.1. Substrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NP-aGal)

O ensaio padrao para a determinacao da atividade de a-galactosidase foi
conduzido utilizando o substrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-
NP-aGal). Para esse ensaio, a mistura de reagao teve um volume final de 1 mL,
contendo 650-750 uL de tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 (exceto para
a curva de pH); 0-100 uL de extrato enzimatico e 250 pL da solugéo de p-NP-
aGal 2 mM. A reacgao foi conduzida por 15 minutos em banho-maria a 40 °C nos
ensaios de purificacdo e a 55 °C nos demais ensaios, e interrompida com
adicdo de 1 mL de Na,CO3; 0,5 M. Os valores de absorvancia obtidos a 405 nm
foram convertidos em concentracdo de p-NP por meio de uma curva analitica
construida com concentragdes variando de 0 até 0,16 pmoles. A atividade de a-
galactosidase foi expressa em mM.min™'. A quantificacdo da atividade de o-

galactosidase nas amostras enzimaticas foi por meio da Unidade de Atividade,
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que significa a quantidade de enzima que promove a formagao de 1 micromol

de p-NP por minuto nas condi¢des de ensaio acima descritas.
4.3.2. Acucares nao-redutores como substratos

Ensaios para a atividade de a-galactosidase foram realizados com os
agucares nao-redutores rafinose e estaquiose, com o uso do reagente
dinitrossalicilato (DNS) (MILLER, 1956). O sistema de reagdo continha 100 a
300 uL de enzima purificada, 250 uL de solugdo de agucar (sacarose, rafinose
ou estaquiose) 100 mM e 600-800 uL de tampao acetato de sédio 100 mM, pH
5,0. O ensaio foi conduzido por 20 min, a 55 °C. Apds esse periodo, foi
adicionado 1,0 mL do reagente de DNS. A amostra foi fervida por 5 minutos e
foi acrescentado 1,0 mL de agua. A mistura da reagéo foi deixada em repouso
por 10 minutos a temperatura ambiente. A quantidade de agucar redutor
formado foi estimada espectrofotometricamente a 540 nm, por meio de uma
curva padrao construida com 0-20 umoles de glicose, utilizando solugao

estoque de concentragdo 1 mg.mL™.
4.3.3. Acucares redutores como substratos

Os ensaios da atividade de a-galactosidase contra agucares redutores
melibiose, lactose e maltose foram realizados por meio da medida de formacéao
de glicose, pelo método da glicose oxidase (STERNBERG et al., 1970),
utilizando um kit comercial (Bioclim). O ensaio foi conduzido com 200-500 pL da
enzima purificada, 200 uL de solugéo de agucar redutor 100 mM e 300-600 pL
de tampao acetato de sodio 100 mM, pH 5,0. A reacao foi conduzida por 30
minutos a 55 °C, sendo interrompida pela imersédo dos tubos em banho de agua
fervente, por 5 minutos, e posteriormente colocados em agua fria. Em cada
tubo, foi adicionado 500 pL do reativo de glicose oxidase e incubados por 15
minutos, a 37 °C. A quantidade de glicose formada foi estimada

espectrofotometricamente a 510 nm, por meio de uma curva padrao construida
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com 0-0,4 umoles de glicose, utilizando solugdo estoque de concentragao

1 mg.mL"™".
4.3.4. Outros substratos sintéticos

Os ensaios das atividades da a-galactosidase foram idénticos ao descrito
no item 3.4.1, exceto que foram utilizados os substratos sintéticos o-nitrofenil-3-
D-galactopiranosideo (o-NP-BGal), 4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NP-
aGal), p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NP-aGilc), p-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (p-NP-BGlc), m-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (m-NP-aGal),
p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (p-NP-BGal), p-nitrofenil-a-D-
manopiranosideo (p-NP-aM), o-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (o-NP-BGlc), p-
nitrofenil-a-L-arabinopiranosideo (p-NP-aA) e p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (p-

NP-BX) na concentracéo de 2 mM.
4.3.5. Polimeros naturais como substratos

Ensaios para atividade da a-galactosidase foram também realizados 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 yL da enzima parcialmente purificada e 500 yL do substrato goma guar e
goma locusta 1% (p/v) tamponada em pH 5,0. As amostras foram incubadas por
4 horas a 50°C.

4.4. Determinagao da concentragcao de proteina

Para determinar a concentracdo protéica do extrato enzimatico, foi
utilizada a metodologia descrita por BRADFORD (1976). Para o ensaio foram
utilizados 200 uL do extrato enzimatico, 600 uL de agua destilada e 200 uL do
reagente de Bradford 5X. Apds 15 minutos de reacdo, foi feita a leitura a
595 nm e os valores de absorvancia foram convertidos em concentracdo de

proteina utilizando uma curva padréo feita com 0 a 20 ug de BSA (albumina
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sérica bovina). A concentracao de proteina foi expressa em mg de proteina por
mL de extrato enzimatico.

Para construgcao da tabela de purificacdo, as proteinas totais foram
determinadas pelo método BCA (acido bicinconinico) (SMITH et al., 1985). Para
o ensaio foram utilizados 100 ou 300 pyL da enzima e 1 mL do reagente BCA,
em intervalos de 30 segundos e os tubos foram incubados por 30 minutos a
37 °C. Em seguida, os tubos foram retirados do banho-maria em intervalos de
30 segundos e deixados por 20 minutos a temperatura ambiente. Decorridos os
20 minutos, foi feita a leitura a 562 nm a cada 30 segundos. A concentragao de

proteina foi expressa em mg de proteina por mL de extrato enzimatico.

4.5. Purificagao da a-galactosidase

A purificagdo parcial da enzima a-galactosidase de A. terreus foi feita

conforme a Figura 6.
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Extrato bruto

A 4
Cromatografia de exclusdo molecular Sephacryl S-200

A 4
Cromatografia de interagao hidrofébica em phenyl-Sepharose

A 4
Cromatografia de exclusdo molecular Sephacryl S-200

A 4
Cromatografia de troca idbnica DEAE-Sephacel

Figura 6 - Sequéncia das etapas cromatograficas utilizadas na purificagdo da

a-galactosidase de Aspergillus terreus.

4.5.1. Cromatografia de exclusdao molecular em Sephacryl S-200

O sobrenadante da cultura do A. terreus, cultivado por 168 horas a 28 °C
em meio mineral liquido contendo farelo de trigo, foi concentrado por
ultrafiltracdo utilizando uma membrana para filtro Amicon PM 10, e
posteriormente submetido a cromatografia de exclusdo molecular em resina
Sephacryl S-200 (87,5 x 2,5 cm) equilibrada em tampao acetato de sdédio
25 mM, pH 5,5. As proteinas foram eluidas com o mesmo tampao a 4 °C, com
fluxo continuo de 20 mL.h" e coletadas fragdes de 3,5 mL. As fragdes com
atividade de a-galactosidase foram reunidas e submetidas a cromatografia de

interacao hidrofébica.
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As fragdes que continham atividade de a-galactosidase, provenientes da
cromatografia de interagdo hidrofébica, foram concentradas em filtro Amicon
utilizando uma membrana de celulose regenerada com poro de 10 kDa e em
seguida submetidas novamente a cromatografia de exclusdo molecular em
resina de Sephacryl S-200 (90 x 2,5 cm), previamente equilibrada com tampéo
acetato de sodio 25 mM, pH 5,5. As proteinas foram eluidas da mesma maneira

que a primeira cromatografia de exclusdo molecular.
4.5.2. Cromatografia de interagao hidrofébica

As fragdes que continham atividade de a-galactosidase, provenientes da
etapa anterior de purificagdo, foram submetidas a cromatografia de interagao
hidrofobica em resina Phenyl-Sepharose (9,5 x 1,5 cm), previamente
equilibrada com tampao acetato de sédio 25 mM, pH 5,5 com 1 M de sulfato de
amoénio. As proteinas foram eluidas com um gradiente salino decrescente,
formado por seis volumes da coluna de tampao acetato de sédio 25 mM pH 5,0
contendo 1 M de sulfato de amdnio e tampao acetato de sédio 25 mM pH 5,0
sem sulfato de amdnio. A cromatografia foi realizada a 4 °C, com fluxo de
50 mL.h™". Fragdes de 3,5 mL foram coletadas e as que apresentaram atividade

de a-galactosidase foram entao reunidas.
4.5.3. Cromatografia de troca idnica

As fracbes reunidas na etapa anterior de exclusdo molecular, foram
submetidas a cromatografia de troca i6nica em resina DEAE-Sephacel (7,5 x
1,5 cm), previamente equilibrada com tampao acetato de sddio 100 mM, pH 5,0.
As proteinas foram eluidas com um gradiente salino crescente, formado por oito
volumes da coluna de tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0 e tampao
acetato de sodio 100 mM pH 5,0, acrescidos de 0,3 M de NaCl. A cromatografia
foi realizada a 4 °C, com fluxo de 40 mL.h™". Fracbes de 3,5 mL foram coletadas

e as que apresentaram atividade de a-galactosidase foram reunidas.
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4.6. Determinagdao do grau de pureza e da massa molecular da a-

galactosidase

4.6.1. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

As amostras submetidas a eletroforese foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA) 50%, lavadas com acetona e adicionadas ao tampéao de
amostra desnaturante 3 vezes concentrado (0,19 M Tris/HCI pH 6,8, 2,3% p/v
de SDS, 1% v/v de glicerol, 5% v/v de B-mercaptoetanol e azul de bromofenol),
fervidas durante 4 minutos e aplicadas no gel. A eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%), contendo SDS e B-mercaptoetanol foi realizada conforme
descrito por LAEMMLI (1970). A corrida eletroforética foi realizada a
temperatura ambiente, a 100 V, em placas do Sistema Mini-Gel da Sigma
Chemical Co.

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

4.6.1.2. Coloracao dos géis de eletroforese

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

Ap0s a corrida eletroforética, o gel foi colocado em solugéo fixadora (50%
de metanol, 12% de acido acético glacial e 38% de agua destilada) por
12 horas. Posteriormente, o gel foi lavado trés vezes com solugéo de etanol
50 %, durante 10 minutos. Em seguida, o gel foi lavado por 1 minuto com
solugdo de tiossulfato de sédio 0,02% (p/v). Depois o gel foi lavado trés vezes
com agua destilada durante 20 segundos. O gel foi incubado com solugédo de
nitrato de prata 0,2% contendo 37 uL de formaldeido 37% (v/v) por 30 minutos
e entdo lavado trés vezes com agua destilada por 20 segundos. Finalmente, o

gel foi incubado em solugédo reveladora (carbonato de sodio 4%, 1 mL da
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solucdo de tiossulfato de sodio 0,02%, e 25 pyL de formaldeido 37%), até
visualizacdo das bandas protéicas. A reacdo foi interrompida com adicdo de

3 mL de acido acético glacial.

4.6.2. Cromatografia de exclusdao molecular em Sephacryl S-200

A massa molecular da enzima parcialmente purificada foi estimada por
cromatografia de exclusdo molecular usando resina Sephacryl S-200 (70 x 1,6
cm). Foi inicialmente determinado o volume vazio da coluna utilizando uma
solucao de dextrana azul. Posteriormente, a coluna foi equilibrada com tampao
fosfato 100 mM, pH 6,5 e calibrada com os seguintes marcadores de massa
molecular (Pharmacia): ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa), aldolase (158
kDa), albumina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), quimotripsinogénio (25 kDa) e
ribonuclease A (13,7 kDa). Foram determinados os volumes de eluicdo de cada
proteina marcadora e calculados o K,, (coeficiente de empacotamento

molecular) para cada proteina pela seguinte férmula:

Kav = (VC - Vo) / (Vt - Vo)

Onde: V. = volume da fragdo que apresentou maior atividade
V, = volume vazio da coluna

V; = Volume total da coluna

Foi aplicado 1 U da enzima purificada na resina Sephacryl S-200, sob
fluxo de 30 mL.h™" e coletadas fragées de 1 mL. Foram feitos ensaios com as
fragbes coletadas para determinar a atividade enzimatica, conforme descrito no
item 4.3.1. Em seguida, foi calculado o valor de K,  para a fragdo que
apresentou maior atividade enzimatica e a MM da enzima foi estimada pela

curva de calibragdo da coluna (K4, x Log MM).
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4.7. Conversao das células vermelhas sangiineas tipo B em tipo O pela

enzima a- galactosidase

Os eritrécitos humanos B* coletados foram armazenados a 4 °C em
citrato de sédio 0,105 M e determinado o seu hematocrito no laboratorio da
Unidade de Saude da UFV. As células foram centrifugadas por cinco minutos a
3000 rpm em centrifuga Excelsa Baby Il 206-R, sendo as hemacias separadas
do plasma. As células foram ent&o lavadas cinco vezes com tampao GCB 5X (5
mM de citrato de sédio, 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 tampao GCB para
um hematécrito que contenha 8% dos eritrocitos B+. Para essa diluigdo foram
utilizados 2,3 mL (10 U) da enzima a-galactosidase parcialmente purificada,
1 mL de hemacia e 9,2 mL do tampao GCB. A mistura reacional foi incubada
por quatro horas a 35 °C. Apds a incubacdo, as células foram lavadas cinco
vezes com tampao PBS 5X (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).
Se n&o houver aglutinacéo é sinal que as células que continham o antigeno B

foram convertidas em antigeno H.
4.8. Hidrdlise de GO em leite de soja

Para o preparo do extrato hidrossoluvel de soja (leite de soja), foram
pesadas 50 g de sementes de soja UFV TN 105, lavadas em agua fervente por
5 minutos sendo adicionados 400 mL de agua a 80 °C e colocadas no
liquidificador por 5 minutos. O leite de soja foi filtrado e fervido por 10 minutos.

Aliquotas de 2,5 mL do leite de soja foram transferidas para Erlenmeyers
de 25 mL em duplicata. Em cada Erlenmeyer foram adicionados 2,5 mL da a-
galactosidase de Aspergillus terreus (5 U) e incubados em agitador de frascos a
100 rpm por até 12 horas a 50 °C.

Para a determinacédo da porcentagem de hidrélise dos GO presentes no

leite de soja , essas preparagdes foram liofilizadas e os GO extraidos de 30 mg

23



do p6 obtido. A eficiéncia da hidrélise foi avaliada pela redugcédo dos niveis dos

GO presentes no leite de soja em fungédo do tempo de incubagdo com a enzima.
4.9. Extragao dos GO

As extragdes dos GO do leite de soja tratado enzimaticamente, foram
realizadas de acordo com a metodologia proposta por VIANA et al. (2006), com
modificagdes. Aproximadamente 30 mg das amostras liofilizadas pesadas em
tubos tipo eppendorf foram usadas para o processo de extragao. A fracédo oleo,
presente nas amostras, foi retirada em 4 extracbes com 1 mL de éter de
petroleo a 42 °C por 5 minutos. Os agucares foram extraidos em trés etapas
sucessivas de tratamento com etanol 80%, a 100 °C, por 5 minutos. Apds cada
extragao feita com éter de petrdleo ou alcool 80%, a mistura foi centrifugada em
centrifuga tipo Eppendorff 5415C (14.000 rpm) por 20 minutos. O extrato
alcodlico total obtido foi evaporado em estufa a 50 °C, e os agucares
ressuspendidos em 1,2 mL de etanol 80% e congelados a -20 °C. Apés 24
horas, as amostras foram centrifugadas nas mesmas condigbes ja descritas,
passadas em filtro Milipore de 0,45 micra de didmetro e o filtrado obtido
armazenado em freezer a -20 °C para posterior andlise por CLAE

(Cromatografia liquida de alta eficiéncia).

4.10. Determinagdao do teor de GO por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Os GO extraidos do leite de soja tratados enzimaticamente com a a-
galactosidase, foram analisados por CLAE em cromatégrafo Shimadizu série
10A, equipado com detector de indice de refragdo e coluna em ago inox (25 x
0,465 cm) contendo como fase estacionaria o grupo aminopropil. Como fase
movel, foi utilizada a mistura de acetonitrila e agua (80:20) em condi¢des
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.
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Para determinacao quantitativa dos agucares soluveis presentes, foi feita
a padronizacdo do método pela obtengao de curvas padrdao. A partir de uma
solucao estoque formada pela mistura dos acucares frutose, sacarose, rafinose
e estaquiose nas concentragdes de 4, 4, 8 e 8 % (p/v), respectivamente, foram
feitas diluicdes de (2, 2,66, 4, 8, 16, 32, 64 e 128) vezes para obtengao das
solugdes padrédo. Cada solugéo padrao foi injetada no CLAE para obteng¢ao das
curvas, correlacionando area do pico com a concentragdo do agucar na mistura.
As retas foram obtidas por regresséo linear. Um volume de 20 uL de cada
amostra foi injetado no cromatégrafo e cada agucar presente foi identificado e
quantificado por comparacdo com os tempos de retengao e concentracdo dos
agucares nas solugdes padrao. Todos os calculos foram feitos pelo computador
acoplado ao CLAE, equipado com o programa de computador LC-10 versao

2.2. para Windows.

4.11. Caracterizagao bioquimica e cinética da enzima

411.1. Efeito do pH na atividade da a-galactosidase

Foi determinado o pH 6timo para a atividade de a-galactosidase na
fracdo purificada. O ensaio foi realizado com 700 yL de tampao Mcllvaine
(MclILVAINE, 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), 50 uL da fracado enzimatica purificada diluida duas vezes e 250 uL de p-
NP-aGal 2 mM. A mistura foi incubada a 40 °C por 15 minutos e em seguida foi
adicionado 1 mL de solugao 0,5 M de carbonato de sodio para o aparecimento
da cor. As leituras das absorvéancias foram feitas a 405 nm.

Foi também determinada a estabilidade da enzima nos diferentes valores
de pH. Para este ensaio, 110 yL da enzima purificada e 440 pyL do tampao
Mcllvaine (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) foram incubados em banho-maria a 40 °C por 6 horas. Apds o
tempo de pré-incubacéo, foi realizado um ensaio enzimatico utilizando 125 uL
da enzima pré-incubada, 625 uL de tampéao acetato de sodio 100 mM pH 5,0 e

250 pL de p-NP-aGal 2 mM. A mistura reacional foi incubada em banho-maria a
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40 °C por 15 minutos, e em seguida foi adicionado 1 mL de solugédo 0,5 M de
carbonato de sédio para o aparecimento da cor. As leituras das absorvancias

foram feitas a 405 nm.

4.11.2. Efeito da temperatura na atividade da a-galactosidase

A determinacdo da temperatura de maior atividade para a a-
galactosidase foi realizada com a fragcdo enzimatica purificada. A mistura de
reacdo e as condicbes de ensaio foram as mesmas ja descritas na
determinacdo do pH &timo. Entretanto, foram utilizados no ensaio tampao
acetato de sédio 100 mM pH 5,0. Foi avaliada a temperatura de maior atividade
da enzima purificada, incubando as misturas reacionais nas temperaturas que

variaram de 30-65 °C, em intervalos de 5 °C.

4.11.3. Termoestabilidade e determinagao da meia-vida

A termoestabilidade da enzima a-galactosidase da fracdo enzimatica
purificada foi testada nas temperaturas de 50 °C, 55 °C e 60 °C. Aliquotas da
fracdo purificada, juntamente com tampao acetato de soédio 100 mM pH 5,0
foram pré-incubadas em banho-maria nas temperaturas de 50 °C, 55°C e 60 °C
por variados tempos. Apds cada tempo de pré-incubacdo foram retirados
100 uL da enzima e realizado o ensaio com 700 pL de tampao acetato de sédio
100 mM pH 5,0, 50 pyL da enzima diluida duas vezes e 250 uL de p-NP-aGal 2
mM. A mistura foi incubada em banho-maria a 55 °C por 15 minutos. Em
seguida, foi adicionado 1 mL de carbonato de sdédio 0,5 M para paralisar a
reacao.

A meia-vida da enzima o-galactosidase foi determinada nas
temperaturas de 55 °C e 60 °C. Nesse ensaio, a enzima em tampé&o acetato de
sédio 100 mM pH 5,0 foi pré-incubada por variados tempos, ou seja, até a
perda da metade da atividade enzimatica inicial. Apds cada tempo de pré-
incubacéo foram retiradas 100 pL da enzima e realizado o ensaio conforme

descrito no item 4.3.1.

26



411.4. Determinacdo da constante de Michaelis-Menten (Kv ap) e

velocidade maxima (Vmax ap)

Os valores de Ky ap € Vimax ap para os diferentes substratos foram obtidos
para a a-galactosidase de A. terreus. Os ensaios de atividade enzimatica foram
realizados com diferentes concentragdes do substrato p-NP-aGal, melibiose,
rafinose e estaquiose. Foram utilizados 100 yL (diluida 10X), 500 uL, 100 yL e
200 pL da enzima para os ensaios com os substratos p-NP-aGal (0,1 — 3,0
mM), melibiose (0,75 — 70 mM), rafinose (1 — 270 mM) e estaquiose (1 — 150

mM), respectivamente.

4.11.5. Efeito de ions, agucares e agentes redutores na atividade da a-

galactosidase

O efeito de alguns efetores sobre a atividade de a-galactosidase de A.
terreus foram analisados. Para o ensaio enzimatico uma mistura de reacao foi
formada por 450 uL de tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0; 200 uL do
efetor e 100 uL da enzima, essas amostras foram pré-incubadas a 55 °C por 30
minutos. Ao final desse tempo foram adicionados 250 yL da solugao de p-NP-
aGal 2 mM, sendo entdo a mistura novamente incubada a 55 °C por 15
minutos. Apds o periodo da incubacgao foi adicionado 1 mL de solugao 0,5 M de
carbonato de sddio para paralisar a reacdo. As leituras das absorvancias foram
feitas a 405 nm. Foi feito um ensaio sem a presenca de efetores para a
comparacgao dos resultados.

Os efetores utilizados foram: CaCl,, MnCl,, SDS, NaCl, CuSQO,, KCI,
iodoacetamina, AgNO3, -mercaptoetanol, EDTA, galactose, glicose, sacarose,

melibiose e rafinose.
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4.11.6. Efeito do inibidor galactose na atividade da a-galactosidase

Para determinacdo da taxa de inibicdo foram realizados ensaios
enzimaticos em presenga e auséncia de galactose, a qual € o produto da
hidrélise dos oligossacarideos de rafinose pela enzima a-galactosidase. Os
ensaios de atividade enzimatica com concentracbes de p-NP-aGal que
variaram de 0,1 a 3,0 mM, na auséncia e na presenca de 0,75 e 1,5 mM do
inibidor galactose. A mistura foi incubada em banho-maria a 55 °C por 15
minutos, e para paralisar a reagao foi adicionado 1 mL de carbonato de sddio
0,5 M em cada tubo.

4.11.7. Determinagao da energia de ativagao

Para determinagdo da energia de ativagdo, foram utilizados uma
concentracdo final de 0,5 mM de p-NP-aGal, 7,4 mM de melibiose, 33 mM de
rafinose e 55 mM de estaquiose. A mistura reacional foi incubada nas
temperaturas de 30, 35, 40, 45, 50 e 55 °C. A energia de ativagao foi calculada
plotando-se o grafico V, em fungao do inverso da temperatura em Kelvin.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Purificagao da a-galactosidase de Aspergillus terreus
5.1.1. Purificagdo enzimatica

Apds o crescimento do fungo A. ferreus em meio mineral liquido como
descrito no item 4.2, o meio filtrado contendo as enzimas secretadas pelo
fungo, foi ultrafiltrado e submetido as etapas de purificagdo. Durante as etapas
de purificagdo a atividade da a-galactosidase foi determinada usando o
substrato p-NP-aGal, como descrito no item 4.3.1 e a concentragao de proteina
determinada por absorvancia a 280 nm, pelo método de Bradford e pelo método
do acido bicinconinico (item 4.4). A tabela de purificagdo da enzima a-

galactosidase de A. terreus esta representada na Tabela 1.
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Tabela 1: Resumo das etapas de purificagdo da enzima a-galactosidase de
Aspergillus terreus.

Proteina Atividade At|V|d'a d e Fator de Rendimento
Etapa total ) especifica purificagdo (%)
(mg) (U/mg)
Extato 81,79 31,37 0,38 10 100
bruto
Sephacryl S-200
F1 1,46 4,52 3,10 8,16 14,41
F2 8,79 19,65 2,23 5,87 62,64
Phenyl-
Sepharose 5,55 7,0 1,26 3,31 22,31
(S1)
Sephacryl
3-200 2,38 6,90 2,90 7,63 21,99
DEAE- 0,58 5,98 10,31 27,13 19,06
Sephacel

Na primeira etapa de purificacdo, o extrato bruto concentrado por
ultrafiltragcao foi submetido a cromatografia de exclusao molecular em Sephacryl
S-200, utilizando o tamp&o acetato de sodio 25 mM pH 5,5 (item 4.5.1). O perfil
dessa cromatografia revelou a presenga de pelo menos quatro picos de
atividade de a-galactosidase, sendo que dois picos de atividade foram eluidos
associados. Esses picos foram denominados de F1 e F2 (Figura 7). Foi
observada uma alta recuperagado da enzima (62,64%), sendo um conjunto de
proteinas indesejaveis eliminadas (Figura 7). A utilizagdo da cromatografia de
exclusao molecular em Sephacryl S-200 foi também relatada por DE OLIVEIRA
et al. (2005) como um dos passos de purificagdo de duas a-galactosidases de
semente germinada de Platymiscium pubescens, obtendo um fator de

purificacdo de 26,21 vezes e rendimento igual a 49 %.
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Figura 7 - Perfil cromatografico do extrato bruto na cromatografia de excluséao
molecular em resina Sephacryl S-200. Atividade de a-galactosidase
(®) e proteinas (/).

Por apresentar maior rendimento, as fracbes que continham atividade de
a-galactosidase no pico F2 foram reunidas e posteriormente submetidas a
cromatografia de interagcao hidrofébica em resina Phenyl-Sepharose. O perfil

dessa cromatografia esta representado na Figura 8.
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Figura 8 - Perfil cromatografico da fracdo enzimatica contendo a o-
galactosidase de Aspergillus terreus em resina Phenyl-Sepharose.
Atividade de a-galactosidase (e), proteinas (/\) e (-) gradiente
decrescente de sulfato de aménio (1 — 0 M).

O perfil de eluicao da cromatografia de interagao hidrofébica apresentou
dois picos com atividade de a-galactosidase, sendo o primeiro pico denominado
de S1 e o segundo de S2. O primeiro pico contendo atividade de a-
galactosidase (S1) foi reunido e concentrado por ultrafiltracdo e submetido a

cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-200 (Figura 9).
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Figura 9 - Perfil cromatografico da fracdo enzimatica S1 da Figura 8, contendo
a a-galactosidase de Aspergillus terreus em resina Sephacryl S-
200. Atividade de a-galactosidase () e proteinas (/).

O perfil cromatografico da segunda cromatografia de exclusdo molecular
apresentou um pico de atividade de a-galactosidase, sendo denominado de
pico T. As fragdes foram reunidas e submetidas a cromatografia de troca iénica

em resina DEAE-Sephacel (Figura 10).
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Figura 10 - Perfil cromatografico da fracdo enzimatica contendo a a-
galactosidase de Aspergillus terreus em resina de DEAE-Sephacel.
Atividade de a-galactosidase (e), proteinas (/\) e (-) gradiente
crescente de NaCl (0 - 0,3 M).

O perfil de eluicao da DEAE-Sephacel apresentou um pico com atividade
de a-galactosidase. Foram reunidas as fragdes que continham atividade de a-
galactosidase, sendo denominado de pico L. A utilizagdo da cromatografia de
troca i6nica foi descrita por diversos autores como uma das etapas de
purificacdo da a-galactosidase (LUONTERI et al., 1998; PUCHART et al., 2000
e ADEMARK et al., 2001).

Ao final do processo de purificagdo a enzima apresentou um fator de
purificacdo de 27,13 e um rendimento de 19,06%. A purificagdo da a-
galactosidase de Lactobacillus fermentum CRL722 apresentou um fator de
purificacéo de 20,8 e um rendimento de 8 % (CARRERA-SILVA et al., 2006).

A fracdo eluida da DEAE-Sephacel que apresentou atividade de a-
galactosidase foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, sob

condigdes desnaturantes. A analise eletroforética revelou a presenga de uma
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banda forte demonstrando que o processo de purificagdo produziu uma amostra

enzimatica com alto grau de pureza (Figura 11).

kDa

66

45

36

29
24

20

-

Figura 11 - Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12%), corado com prata, de
amostra da a-galactosidase de Aspergillus terreus. 1 — Marcadores
de massa molecular; 2 — fragdo enzimatica proveniente da DEAE-
Sephacel.

5.1.2. Estimativa da massa molecular

A massa molecular da enzima a-galactosidase de A. terreus purificada foi
calculada a partir da regressao linear obtida correlacionando-se o logaritimo das
massas moleculares de proteinas padrdao com a distancia percorrida no gel
SDS-PAGE (Figura 12). Para a distancia de 2,4 cm percorrida pela enzima foi
estimado o valor da massa molecular de aproximadamente 50 kDa.
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Figura 12 - Determinacdo da massa molecular da a-galactosidase de
Aspergillus terreus. Marcadores de massa molecular: Albumina
bovina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Gliceraldeido 3 fosfato
desidrogenase (36 kDa), Anidrase carbbénica (29 kDa),
Tripsinogénio (24 kDa), Inibidor de tripsina (20 kDa).

A massa molecular da enzima também foi estimada por cromatografia de
esclusdo molecular em resina Sephacryl S-200 (Figura 13). O valor

determinado para a massa molecular da a-galactosidase de A. terreus por gel
filtracao foi de 77,3 kDa.
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Figura 13 - Determinacdo da massa molecular da a-galactosidase de
Aspergillus terreus por cromatografia de exclusdo molecular em
Sephacryl S-200. A — Curva padrdo das proteinas marcadoras.
B — Perfil de eluicdo da a-galactosidase na coluna de Sephacryl S-
200.
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Estudos com a-galactosidase de Trichoderma reesei RUT C-30
apresentou uma massa molecular de 50 kDa (ZEILINGER et al., 1993),
semelhante a massa molecular estimada para a-galactosidase de A. terreus. A
forma | da enzima a-galactosidase de Aspergillus niger apresentou uma massa
molecular de 94 kDa na forma desnaturada e 350 kDa em sua forma nativa.
Para as formas Il, Il e IV apresentaram uma massa molecular igual a 64 kDa na
forma desnaturada e 117 kDa na sua forma nativa (ADEMARK et al., 2001). a-
Galactosidase de Debaryomyces hansenii UFV-1 apresentou uma massa
molecular igual a 60 kDa (VIANA et al., 2006). a-Galactosidase de
Zygosaccharomyces cidri apresentou uma massa molecular de 51,7 kDa
(TURAKAINEN et al., 1994). Pode-se concluir que a a-galactosidase de A.
terreus apresentou massa molecular semelhante a varias a-galactosidases de

diferentes fontes descritas em literatura.
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5.2. Caracterizagao da a-galactosidase de Aspergillus terreus

5.2.1. Efeito do pH e estabilidade sobre a atividade da a-galactosidase

A atividade da a-galactosidase de A. terreus foi testada na faixa de pH
compreendida entre 3,0 e 7,6, na temperatura de 40 °C, utilizando o substrato
sintético p-NP-aGal (Figura 14). Foram encontradas atividades superiores a
75% na faixa de pH de 3,6-5,6. A maior atividade foi encontrada em pH 5,0.
Atividades inferiores a 22% foram encontradas na faixa de pH compreendida
entre 6,6-7,6. Quando a enzima foi incubada por 6 horas no intervalo de pH 4 —

6, ela manteve mais de 90% da atividade inicial (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da variagdo do pH na atividade da enzima a-galactosidase de
Aspergillus terreus (e); estabilidade da enzima quando incubada em
diferentes valores de pH por 6 horas a 40 °C (»).
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Valor de maior atividade para a-galactosidase em pH 5,0 foi encontrado
para a-galactosidase do fungo Thermomyces lanuginosus (PUCHART et al.,
2000) e para a-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii (VIANA et
al., 2006). A a-galactosidase de Aspergillus fumigatus demonstrou pH de maior
atividade igual a 4,5 (de REZENDE et al, 2005). GOTE et al. (2006)
determinaram pH de maior atividade de 6,5-7,0 para Bacillus
stearothermophilus (NCIM-5146). A enzima perdeu 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 valores de pH 6,0-9,0. Diferentemente do
encontrado com o fungo A. terreus, as a-galactosidases de bactérias
apresentam valores de pH maior atividade e estabilidade em condicbes
alcalinas (ULEZLO e ZAPROMETOVA, 1982). GUIMARAES et al. (2001)
determinaram que o pH de maior atividade estava na faixa de 5,0-5,5 para a-
galactosidase de soja. Resultado semelhante foi encontrado para a-
galactosidase de semente de soja variedade CAC-1 germinada, o qual
apresentou pH de maior atividade igual a 6,0 (VIANA et al., 2005).

O declinio da atividade da a-galactosidase de A. terreus nas faixas de pH
abaixo de 3 e acima de 6,0 até 7,6 pode ser devido a uma mudanga

conformacional ndo adequada da enzima.
5.2.2. Efeito da temperatura sobre a atividade da a-galactosidase

A enzima a-galactosidase de A. terreus foi determinada na faixa de
temperatura entre 30 e 65 °C em pH 5,0, utilizando o substrato sintético p-NP-
aGal (Figura 15). Observaram-se maiores atividades entre 45 e 60 °C, sendo
que a temperatura de maior atividade da enzima foi 55 °C. Em temperaturas
acima de 60 °C foi observado decréscimo acentuado na atividade enzimatica,

sendo nula a 65 °C.
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Figura 15 - Efeito da temperatura na atividade da a-galactosidase semi-
purificada de Aspergillus terreus.

A a-galactosidase de Aspergillus fumigatus (DE REZENDE et al., 2005),
a-galactosidase de Monascus pilosus (WONG et al., 1986) e a-galactosidase da
levedura Toluraspora delbrueckii IFO 1255 (ODA e TONOMURA, 1995)
apresentaram maior atividade a 55 °C. O estudo de duas isoformas de a-
galactosidase de semente germinada de Platymiscium pubescens, C1 e C2,
apresentaram maior atividade a 50 e 55 °C, respectivamente (DE OLIVEIRA et
al., 2005). VIANA et al. (2006) encontraram maior atividade a 50 °C para o-
galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii. GUIMARAES et al.
(2001) determinaram a temperatura de maior atividade para duas isoformas de
a-galactosidase de semente de soja germinada, P1 e P2, de 45 e 50 °C,
respectivamente. Algumas a-galactosidases apresentam maiores atividades em
temperaturas mais elevadas, entre 60 — 70 °C para a-galactosidase de

Humicola sp. (KOTWAL et al.,1999); para a-galactosidase de Ganoderma
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lucidum (SRIPUAN et al, 2003) e a-galactosidase termoestavel de Bacillus
stearothermophilus (GOTE et al, 20006).

5.2.3. Analise da termoestabilidade

Para os ensaios de termoestabiliade as amostras enzimaticas foram pré-
incubadas nas temperaturas de 50, 55 e 60 °C, por varios tempos (Figura 16). A
a-galactosidase de A. terreus manteve 90% da atividade inicial quando
incubada por 6 horas a 50 °C e perdeu 39% de sua atividade ap6s 151 horas de
incubacdo. Na temperatura de 55 °C a enzima manteve 80% da atividade
original apés 3 horas, conservando 33% de sua atividade apds 52 horas de
incubacdo. A 60 °C, a enzima manteve 92% da atividade inicial por 30 minutos,

entretanto perdeu 69% da atividade quando incubada por 270 minutos.
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Figura 16 - Efeito da temperatura na estabilidade da a-galactosidase de
Asperqgillus terreus. As amostras enzimaticas foram pré-incubadas
nas temperaturas de 50 °C (A), 55 °C (B) e 60 °C (C). As atividades
relativas foram calculadas considerando-se a atividade sem pré-
incubagdo como 100%.
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No estudo sobre outra isoforma da a-galactosidase de A. terreus,
observou-se que a enzima manteve 100% da atividade durante 24 horas a
55 °C. Quando a mesma enzima foi incubada a 60 °C por 3 e 36 horas, ela
manteve 100 e 40% da atividade inicial, respectivamente (FALKOSKI et al.,
2006). As quatro formas da enzima a-galactosidase de Aspergillus niger ATCC
46890, mantiveram 80% da atividade original apds 21 horas de pré-incubagao a
50 °C, e toda atividade foi perdida apos 21 horas a 60 °C. As enzimas perderam
a atividade apos 1260 minutos a 60 °C (ADEMARK et al.,, 2001). A a-
galactosidase nao imobilizada de Gibberella fujikuroi manteve 90%, 44%, e 6%
da atividade original apds 12, 24 e 72 horas de incubagcdo a 55 °C,
respectivamente (TIPPESWAMY e MULIMANI, 2002). DE REZENDE et al.
(2005), em estudo de uma a-galactosidase de Aspergillus fumigatus observou
que a enzima manteve 80% da atividade inicial apds ser pré-incubada por 90
minutos a temperatura de 50 °C. A enzima a-galactosidase de Monascus
pilosus manteve a atividade quando incubada por 20 minutos a 50 e 55 °C
entretanto, quando pré-incubada a 60 °C por 20 minutos ela perde 30% de sua
atividade original (WONG et al., 1986). a-Galactosidase termoestavel de
Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146) foi completamente estavel quando
incubada por 60 minutos a 50 °C (GOTE et al, 2006). Entretanto, a o-
galactosidase de semente germinada de soja quando incubada a 50 °C por 30
minutos houve a perda de 91% da atividade original. Ja a-galactosidase de
Penicillium griseoroseum quando incubada por 30 minutos a 50 °C perdeu 90%
da atividade inicial (FALKOSKI et al., 2006). A a-galactosidase de
Thermomyces lanuginosus foi estavel por 24 horas a 55 °C (REZESSY-SZABO
et at., 2007).

Comparados os valores de estabilidade térmica da literatura com os
valores encontrados da a-galactosidase de A. terreus, observa-se que a enzima
apresentou excelente estabilidade térmica, o que vem a ser um fator importante

para possiveis aplicagdes industriais da enzima.
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5.2.4. Meia-vida

Para determinagcdo da meia-vida da a-galactosidase de A. terreus, o0s
ensaios foram conduzidos por um tempo total de 52 horas na temperatura de
55 °C e 180 minutos a 60 °C. Na temperatura de 55 °C, a meia-vida da enzima
foi de 35 horas (Figura 17), e a 60 °C, de 103 minutos (Figura 18).
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Figura 17 — Meia-vida a 55 °C da a-galactosidase de Asperqgillus terreus.
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Figura 18 — Meia-vida a 60 °C da a-galactosidase de Asperqgillus terreus.

VIANA et al. (2006) encontraram meia-vida a 55 °C e 60 °C da o-
galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii UFV-1 de 647 e 373
minutos, respectivamente. As a-galactosidases P1 e P2 de semente germinada
de soja apresentaram meia-vida de 2 horas a 40 °C (GUIMARAES et al., 2001).
A a-galactosidase de Penicillium griseoroseum apresentou meia-vida de 3
horas e 27 minutos a 45 °C (FALKOSKI et al., 2006). Para a-galactosidase de
Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum mostrou uma meia-vida de 1,1;
2,7, 51, e 234 minutos para as temperaturas 80; 77,5; 75 e 72,5 °C,
respectivamente (KING et al., 2002).
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5.2.5. Especificidade da a-galactosidase de Aspergillus terreus com

outros substratos

A a-galactosidase de A. terreus foi avaliada quanto a capacidade de

hidrolisar outros substratos sintéticos, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade da a-galactosidase de Aspergillus terreus com substratos

sintéticos

Substratos Atividade (mM.min-1) £ DP
o-NP-BGal 0
o-NP-BGlc 0
m-NP-aGal 0,02 + 0,0003
p-NP-aAra 0
p-NP-aGal 0,59 + 0,003
p-NP-aGlc 0
p-NP-aMan 0
p-NP-BGlc 0
p-NP-BGal 0
p-NP-BXil 0

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2 a enzima a-
galactosidase de A. terreus demonstrou ser muito seletiva, apresentando maior
especificidade para o substrato p-NP-aGal e uma baixa especificidade para o
substrato m-NP-aGal. Pode-se observar que a enzima hidrolisou apenas os
substratos que continham o residuo de agucar galactose, unidos por ligagcéo a e
nas posigdes me p.

A enzima de A. terreus também foi ensaiada com substratos naturais
(Tabela 3).
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Tabela 3 — Atividade da a-galactosidase de Aspergillus terreus com substratos

naturais.

Substrato Atividade (mM.min") £ DP

Estaquiose 0,01 £ 0,001
Rafinose 0,06 £ 0,003
Sacarose 0

Melibiose 2,53 £ 0,077
Maltose 0
Lactose 0

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 3 a enzima o-
galactosidase de A. terreus foi ativa em ligagdes contendo galactose na posi¢cao
a de oligossacarideos como melibiose, rafinose e estaquiose. Apresentou maior
atividade sobre a melibiose comparada com os demais substratos. A
preparacao enzimatica também nao hidrolisou os agucares sacarose, maltose e
lactose.

A enzima a-galactosidase de A. terreus também foi ensaiada com

polimeros goma guar e goma locusta (Tabela 4).

Tabela 4 — Atividade da a-galactosidase de Aspergillus terreus com polimeros

Atividade (mM.min™") £

Substrato Concentragao (%) DP
Goma guar 0,5 0,002 + 0,0003
Goma locusta 0,5 0,003 = 0,0002

De acordo com as Tabelas 3 e 4, observa-se que a enzima apresentou

baixa atividade sobre os substratos estaquiose, goma guar e goma locusta,
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SRIPUAN et al. (2003) em estudo de uma a-galactosidase de
Ganoderma lucidum verificaram que a enzima hidrolisou os substratos
sintéticos p-NP-aGal e o-NP-aGal, e mais fracamente o substrato m-NP-aGal.
Os substratos naturais, como melibiose, rafinose e estaquiose foram bons
substratos para essa enzima.

As a-galactosidases | e Il de Aspergillus niger hidrolisaram os substratos
naturais melibiose, rafinose e estaquiose. A a-galactosidase | ndo hidrolisou os
polimeros goma guar e goma locusta apdés 24 horas de incubacdo. Ja a o-
galactosidase Il hidrolisou 12 e 60% dos substratos goma guar e goma locusta,
respectivamente, apos 24 horas de incubacdo (ADEMARK et al., 2001).

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-aGal (DE REZENDE et al., 2005).

A a-galactosidase de Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b foi ativa
sobre o substrato artificial p-NP-aGal e sobre substratos naturais que contém
ligagbes a-galactosidicas como rafinose e estaquiose, todavia nao foi ativa
sobre galactomananas, como goma guar e goma locusta (REZESSY-SZABO et
al.,, 2007). A o-galactosidase de Thermomyces lanuginosus IMI 158749
hidrolisou os substratos melibiose e rafinose mais rapidamente do que a
estaquiose. Isso se deve ao fato da estaquiose ter que sofrer uma dupla
degalactosilacdo. Dessa forma, o passo limitante da reacao é a liberagao do
primeiro residuo de galactosil ligado a estaquiose, sendo a rafinose resultante
mais rapidamente degalactosilada a sacarose (PUCHART et al., 2000).

De acordo com VARBANETS et al (2001), a maioria das a-
galactosidases microbiolégicas possuem em comum o fato de possuirem maior
especificidade pelo substrato sintético p-NP-aGal do que para os substratos

naturais.
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4.2.6. Constante de Michaelis Menten (Kw p) € velocidade maxima (Vmax ap)

O efeito da concentracdo dos substratos p-NP-aGal, rafinose, estaquiose
e melibiose na velocidade da reacdo catalisada pela a-galactosidase de A.
terreus, foi determinado pela curva de Michaelis-Menten.

O menor valor de Ky 4 foi para o substrato p-NP-aGal (Figura 19),
seguido pela melibiose (Figura 20), rafinose (Figura 21) e estaquiose (Figura
22).
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Figura 19 - A — Efeito da concentragdo do substrato p-NP-aGal na velocidade
da reagao catalisada pela a-galactosidase. B — Duplo reciproco.
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Figura 22 - A — Efeito da concentragdo do substrato estaquiose na velocidade

da reagao catalisada pela a-galactosidase. B — Duplo reciproco.

Os valores da constante cinética Ky ap € da velocidade maxima (Vmax ap)

para cada substrato estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de Kv ap € Vmax ap, determinados pela curva de Michaelis-
Menten com os substratos p-NP-aGal, melibiose, estaquiose e

rafinose.
Substratos Km ap (MM) Vimax ap”
p-NP-aGal 0,75 1,02
Melibiose 7,39 4,72
Estaquiose 54,74 0,06
Rafinose 32,99 0,33

* Para o substrato p-NP-aGal, Vmax €sta expressa em mM de p-NP.min™';
para o substrato melibiose, Vmax estd em mM de glicose .min"' e para os
substratos estaquiose e rafinose, Vimax €std em mM de agticar redutor.min™.

53



Os valores de Ky 4p para o substrato p-NP-aGal determinados para uma
isoforma de a-galactosidase de A. terreus foi semelhante ao valor de Ky para o-
galactosidase P1 (0,76 mM) de sementes germinadas de soja (GUIMARAES et
al., 2001) e também ao Ku 4 da a-galactosidase C2 (0,78 mM) de sementes de
Platymiscium pubescens Micheli (DE OLIVEIRA et al., 2005). O Ky para p-NP-
aGal da a-galactosidase de Monascus pilosus (0,8 mM) também foi bem
proximo ao valor encontrado para a-galactosidase de A. terreus (WONG et al,
1986). Da mesma forma, GOTE et al. (2006) encontraram um Ky para p-NP-
aGal de 0,5 mM, de uma a-galactosidase termoestavel de Bacillus
stearothermophilus (NCIM 5146). FALKOSKI et al. (2006) determinaram o valor
de Ku ap para o substrato p-NP-aGal de 0,47, 1,32 e 1,89 mM para o-
galactosidase de sementes de soja, Penicillium griseoroseum e uma outra
isoforma de Aspergillus terreus, respectivamente.

Para o substrato melibiose, o valor de Ky encontrado por GOTE et al.
(2006), para a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus (NCIM 5146), foi
de 3,92 mM. Semelhantemente, SHABALIN et al (2002) determinaram o Ky
para a-galactosidase de Trichoderma reesei de 3,0 mM. FALKOSKI et al.
(2006), em estudo de uma outra isoforma da a-galactosidase de A. terreus
encontraram um Ky 4 de 0,45 mM. O estudo de duas formas da mesma enzima
em Aspergillus niger resultou em um Ky para melibiose de 1,0 e 0,39 mM para
as formas | e Il respectivamente (ADEMARK et al., 2001). Ja o Ky encontrado
para a-galactosidase de Penicillium sp. 23 foi de 4,0 mM (VARBANETS et al.,
2001).

Para o substrato rafinose, o valor de Ky encontrado por REZESSY-SZABO
et al. (2007) para a-galactosidase de Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b
foi de 1,61 mM. Para a-galactosidase do fungo Trichoderma reesei o Ky
determinado foi 3,0 mM (SHABALIN et al, 2002). GOTE et al. (2006),
estudando a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146),
encontraram o Ky igual a 4,0 mM. Estudos realizados com outra isoforma da a-

galactosidase de A. terreus e de Penicillium griseoroseum, revelaram um Ky de
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19,39 mM para a enzima do A. terreus e 20,67 mM para enzima de P.
griseoroseum (FALKOSKI et al., 2006).

Para o substrato estaquiose, a a-galactosidase de Penicillium sp. 23
apresentou um Ky de 3,5 mM (VARBANETS et al., 2001). Ja o Ky obtido para
a-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii foi de 9,66 mM (VIANA
et al., 2006). REZESSY-SZABO et al. (2007) obtiveram um Ky de 1,17 mM para
a-galactosidase Thermomyces lanuginosus CBS 395.62/b. GOTE et al. (2006)
em estudo de uma a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146)
determinaram um Ky para a estaquiose de 2,0 mM.

Observa-se que o valor encontrado para o Ky s da a-galactosidase de A.
terreus contra o substrato p-NP-aGal foi menor do que o Ky 4 para os
substratos melibiose, rafinose e estaquiose. De acordo com SEGEL (1979), a
constante de Michaelis indica a “adequacidade” relativa de substratos
alternativos para uma determinada enzima. Dessa forma pode-se concluir que a
a-galactosidase de A. terreus apresenta uma maior afinidade pelo substrato p-

NP-aGal quando comparado com os substratos naturais testados.

4.2.7. Efeito de ions, agentes redutores e acgucares na atividade da a-

galactosidase de Aspergillus terreus

Para determinar o efeito de ions, agentes redutores e agucares na
atividade da a-galactosidase de A. terreus, solugbes com concentragdes
definidas desses compostos foram pré-incubadas com a enzima purificada por
30 min a 55°C, 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-se a atividade da enzima pré-incubada sem efetor como 100%.

De acordo com a Figura 23, a enzima perdeu toda atividade na presencga
de prata, e houve perda da atividade em presenga de D-galactose e cobre. A
inibicdo por prata e cobre sugere uma reagdo com grupos tiol e ou carboxila,
amino e imidazol da histidina do centro ativo (DEY e PRIDHAM, 1972). EDTA,
Mg?*, Ca®*, K*, Na* ndo influenciaram na atividade enzimatica, indicando o néo

requerimento de cations metalicos. lodoacetamida, SDS, 2-mercaptoetanol e
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acido galacturénico nao afetaram a atividade da a-galactosidase. A nao inibicao
da atividade enzimatica por iodoacetamida sugere que n&o existam grupos
sulfidrilas livres essenciais a catalise. A atividade da enzima nao foi afetada na
presenca de lactose, maltose, melibiose, rafinose, manose e estaquiose.
Glicose, frutose e sacarose néao inibiram a atividade da enzima, sugerindo que a
configuragdo D-galactose é requerida para a formagéao da ligacédo (GOTE et al,
2006).
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Figura 23 - Atividade relativa da a-galactosidase semi-purificada de Aspergillus
terreus submetida aos efeitos de ions, agucares e agentes
redutores: 1- Lactose, 2- Maltose, 3- Melibiose, 4- Rafinose, 5-
Manose, 6- Galactose, 7- Estaquiose, 8- Sacarose, 9- Glicose, 10-
EDTA, 11- MgCl, 12- SDS, 13- CaCly, 14- CuSO4, 15- KCI, 16-
NaCl, 17- AgNOg;, 18- lodoacetamida, 19- 2- mercaptoetanol, 20-
Acido galacturdnico, 21- Controle.
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a-Galactosidases de diferentes fontes tiveram perda total ou parcial de
suas atividades cataliticas pela prata e pelo cobre, e ndo foram inibidas por
EDTA, Mg®, Ca*, K*, Na*, iodoacetamida e 2-mercaptoetanol Entre elas
temos, a a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM-5146 (GOTE et
al., 2006); a-galactosidase de Debaryomyces hansenii (VIANA et al., 2006); a-
galactosidase de sementes de soja, de Penicillium griseoroseum e uma
isoforma da a-galactosidase de A. terreus (FALKOSKI 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). A
a-galactosidase termoestavel de Ganoderma lucidum perdeu 32% de sua
atividade inicial na presenca de Ag’, foi inibida completamente por galactose
(10 mM) e sua atividade mantém-se na presenca de lactose, maltose e
sacarose (SRIPUAN et al., 2003).

GUIMARAES et al. (2001) em estudo de duas formas de a-galactosidase
de sementes de soja germinadas, observam uma forte inibigdo enzimatica de
ambas, quando em presenga de CuSO4 e SDS. Inibicdo por SDS também foi
observada por FALKOSKI et al. (2006), nesse estudo as a-galactosidases de
sementes de soja e de uma isoforma da a-galactosidase de A. terreus tiveram
cerca de 50% de suas atividades inibidas, e a a-galactosidase de Penicillium
griseoroseum apresentou 100% de inibicdo. O detergente aniénico SDS é um
agente desnaturante de proteinas, e na sua presenca muitas proteinas perdem
completa ou parcialmente suas fungdes devido a perda de suas estruturas
terciaria e quaternaria (LANTZ e CIBOROWSKI, 1994; BISCHOFF et al., 1998).
Este fato nao foi observado para a-galactosidase em estudo neste trabalho.

Os acucares 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). Nao
foi observada inibicdo pela galactose em a-galactosidase de Penicillium
griseoroseum (FALKOSKI et al., 2006).
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4.2.8. Constante de inibigao (Ki) para o agucar galactose

Os dados apresentados anteriormente mostraram que a a-galactosidase
de A. terreus foi parcialmente inibida pela galactose. Os valores de Ki para a a-
galactosidase na presenga desse agucar foi determinado utilizando o substrato
p-NP-aGal.

A Figura 24 representa o grafico da velocidade da reagao de hidrolise de
p-NP-aGal pela a-galactosidase na auséncia e na presenga de diferentes
concentragbes de galactose. Para uma mesma concentragdo do substrato p-
NP-aGal, a velocidade da reagao foi maior na auséncia de galactose e diminui

com o aumento da concentragdo da galactose, caracterizando-se um efeito de
inibicao.

0,8 1

Velocidade (mM.min™")
o o
N »

o
[N
1

0,0

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
[p-NPGal] mM

Figura 24 - Velocidade da reacédo em fungédo da concentragédo de p-NP-aGal na

auséncia de galactose (e), com 0,75 mM de galactose (0) e 1,5 mM
de galactose (V).
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A Figura 25 mostra que as retas convergem para 0 mesmo ponto no €ixo
Y indicando que o valor da Vax permaneceu constante, mesmo na presenga do
inibidor e 0 Ky ap aumentou, sugerindo uma inibigdo competitiva.

O valor de Ki foi determinado pelo grafico da concentragao de galactose
em fungdo de K ap/ Vmax ap- A inibicdo da hidrélise do substrato p-NP-aGal pela

a-galactosidase na presenga do produto inibidor galactose apresentou um valor

para Ki de 0,61 mM (Figura 26).

50 -
40 -
30 -

20 A

1V, (mM.min™")

10 A

2? f 2 4 6 8 10 12
1/[p-NP-aGal] mM

Figura 25 - Duplo reciproco. Auséncia de galactose (), 0,75 mM de galactose
(A),1,5 mM de galactose (¢0) e 3 mM de galactose (m).
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Figura 26 — Concentragdo de galactose em funcdo de Ky ap/ Vmax ap para

determinacao da Ki.

O inibidor competitivo se combina com a enzima livre de uma forma tal
que impede a ligagdo do substrato. Isto €, o inibidor e o substrato sado
mutuamente exclusiveis, em geral porque ha uma verdadeira competicéo pelo
mesmo sitio. Dessa forma, na presenca de uma concentracdo de substrato
muito alta (saturante), toda enzima pode ser levada a forma de complexo ES.
Como consequéncia, a velocidade inicial maxima, na preseng¢a de um inibidor
competitivo, € igual a Vax, velocidade inicial maxima na auséncia do inibidor. A
Kum aparente aumentara na presenca de um inibidor competitivo porque,
qualquer que seja a concentragdo do inibidor, existira uma fracdo de enzima
sob forma de El, a qual ndo possui afinidade pelo substrato (SEGEL, 1979).

GOTE et al. (2006) determinaram que a atividade da a-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus NCIM-5146 foi inibida competitivamente pela
galactose, apresentando um valor de Ki de 16,25 mM. A a-galactosidase P2 de
sementes germinadas de soja foi inibida competitivamente na presenga de
galactose, apresentando um Ki de 0,65 mM (GUIMARAES et al., 2001).
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KACHURIN et al. (1995), em estudo de uma a-galactosidase de Trichoderma
reesei, verificaram que a enzima era inibida competitivamente pela galactose e
apresentou um Ki de 0,091 mM. 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).

4.2.9. Calculo da energia de ativagao da a-galactosidase de Aspergillus
terreus para os substratos p-NP-aGal, melibiose, rafinose e

estaquiose

Energia de ativagao (Ez) € a quantidade de energia necessaria para que
uma molécula de substrato, alcance o estado de transi¢do, 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 conversao em produto. A velocidade da reacao depende
do numero de moléculas de substrato que alcangam o estado de transi¢cao por
unidade de tempo (SEGEL, 1979). As enzimas atuam aumentando a velocidade
das reagdes, diminuindo a energia de ativagao.

Foram calculadas as energias de ativagédo, através do grafico de
Arrhenius, para os substratos p-NP-aGal, melibiose, rafinose e estaquiose. Para
o substrato p-NP-aGal (Figura 27) foi encontrada uma energia de ativagéo igual
a 15.753,05 cal/mol (65,85 kd/mol). Para o substrato melibiose (Figura 28) a
energia de ativagao foi de 9.514,75 cal/mol (39,77 kd/mol). E para os substratos
rafinose (Figura 29) e estaquiose (Figura 30) , a energia de ativagao encontrada
foi de 10.283,16 cal/mol (42,98 kJ/mol) e 11.308,49 cal/mol (47,27 kJ/mol),

respectivamente.
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Figura 27 - Energia de ativacéo para o substrato p-NP-aGal.
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Figura 28 - Energia de ativagao para o substrato melibiose.
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Figura 29 - Energia de ativagéo para o substrato rafinose.
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Figura 30 - Energia de ativagao para o substrato estaquiose.
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LUSIS e PAIGEN (1976) trabalhando com a-galactosidase de rato,
determinaram a E; para p-NP-aGal de 16.400 cal/mol, valor semelhante ao
encontrado para a-galactosidase de Aspergillus terreus. Para a-galactosidase
purificada de Klebsiella sp. No. PG-2, bactéria que esta presente no intestino de
rato, foi encontrada uma E, contra o substrato p-NP-aGal de 11.856 cal/mol
(SHAH e PAREKH, 1990). GOTE et al. (2006), estudando uma a-galactosidase
de Bacillus stearothermophilus NCIM-5146, determinaram a E, para p-NP-aGal
de 59,8 kd/mol, para melibiose de 70,6 kJ/mol, para a rafinose de 29,0 kJ/mol e
para o estaquiose de 28,6 kJ/mol. DEY et al. (1983) caracterizaram uma a-
galactosidase de semente de lentilha, e encontrou a E; contra o substrato p-NP-
aGal de 62,1 kd/mol.

4.2.10. Conversao das células vermelhas sangiiineas tipo B em tipo O

pela enzima a-galactosidase

Algumas a-galactosidases conseguem converter enzimaticamente
células sanguineas do grupo B em células do grupo O, porque os antigenos do
grupo B diferem estruturalmente dos antigenos do grupo O somente pela
adicao de um residuo terminal a-galactose (CLAUSEN e HAKOMORI,1989).

A a-galactosidase de A. terreus nao converteu as células sanguineas do
grupo B em células do grupo O, nas condi¢gdes de ensaio utilizadas.

a-Galactosidases de semente de café verde demonstraram alta eficiéncia
na remogao de residuos de galactose a-ligados da superficie das células
vermelhas do sangue (GOLDSTEIN et al, 1982).

ZHU et al (1996), estudando a-galactosidase recombinante conseguiu
remover todos os antigenos B da superficie das células sanguineas do tipo B.
Todos o0s outros antigenos presentes na superficie da células ndo foram
alterados, exceto o antigeno P1, o qual € o menor antigeno que também possui
um residuo a-galactosil ndo redutor e uma cadeia de carboidratos.

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).
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Para que o sangue do tipo B seja convertido em tipo O é necessario que
todos os residuos a-galactose presentes no antigeno B sejam removidos da
superficie da célula. Dessa forma, pode-se inferir que a a-galactosidase de A.
terreus tenha removido alguns desses residuos de a-galactose, porém nao

todos, nao ocorrendo a transformagao do sangue.

4.3. Hidrédlise de oligossacarideos de galactose em leite de soja

Devido a a-galactosidase de A. terreus ter capacidade de hidrolisar
rafinose e a estaquiose, foi testada a capacidade dessa enzima em hidrolisar os
GO presentes no leite de soja.

Nesse ensaio, foi utilizada a enzima purificada para hidrolisar os GO no
leite de soja conforme o item 3.9. Posteriormente, foi feita a extragdo dos GO
(item 3.10) e a determinagédo do teor de GO por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, CLAE (item 3.11).

A eficiéncia da hidrolise foi avaliada pela reducdo dos niveis de GO
presentes no leite de soja em funcdo do tempo de incubagdo da enzima. Os
resultados estdo apresentados na Figura 31 e os valores das porcentagens de

reducdo dos GO estao descritos na Tabela 6.
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Figura 31 — Cromatograma comparativo da hidrolise de GO do leite de soja
pela enzima a-galactosidase de Aspergillus terreus. A — 0 hora,
B — 4 horas, C — 8 horas, D — 12 horas de incubacao.
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Tabela 6 — Porcentagem de hidrélise dos GO no leite de soja pela a-
galactosidase de Aspergillus terreus.

Tempo de hidrélise Reducao (%)
(horas) Rafinose Estaquiose
0 0 0
4 53,2 10
8 67 34,1
12 100 60,3

Os teores de rafinose e estaquiose no tempo zero foram
considerados como 100%. Os demais resultados foram calculados
em relacdo ao tempo zero. Os ensaios foram realizados em
duplicata e representam as médias dos valores obtidos nas
analises por CLAE.

De acordo com os dados mostrados na Tabela 6, a enzima o-
galactosidase de A. terreus apresentou atividade sobre os GO. Foi verificado
que a rafinose foi completamente hidrolisada e a estaquiose foi 60,3%
hidrolisada apos 12 horas de incubacéo do leite de soja com 5 U da enzima.
Devido ao alto valor de K 4 (54,74 mM) para a estaquiose, observa-se que ha
necessidade de a enzima estar em contato com a estaquiose por um tempo
mais longo, para que toda estaquiose seja hidrolisada. Entretanto, fica inviavel
incubar a enzima no leite de soja a 50 °C por mais de 12 horas, devido ao risco
de crescimento de microrganismos, contaminado assim o leite de soja. Uma
alternativa seria adicionar a enzima ao leite de soja no momento em que ele
estivesse sendo embalado. Dessa forma, a enzima ficaria por mais tempo em
contato com os GO, sendo totalmente hidrolisados, e ndo ocorrendo o risco de
crescimento de microrganismos no leite.

Foi também observada a presencga de invertase na amostra enzimatica
semipurificada, devido a diminuicdo do pico da sacarose apds 12 horas de
incubacdo. A presenca da invertase nao interfere sobre a aplicacdo desse
extrato enzimatico na industria, visto que geralmente sdo empregadas enzimas
parcialmente purificadas na industria, devido ao alto custo comercial das

enzimas puras.
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A a-galactosidase de Debaryomyces hansenii apos 4 horas de incubagao
a 60 °C hidrolisou toda rafinose e estaquiose presente no leite de soja (VIANA
et al., 2006). A a-galactosidase de Gibberella fujikuroi apés 3 horas de
incubacao hidrolisou 79% dos GO presentes no leite de soja e apds 12 horas de
incubagao, houve uma reducéo de 91% dos GO (THIPPESWAMY e MULIMANI,
2002). GOTE et al. (2004), observaram que a-galactosidase de Bacillus
stearothermophilus hidrolisou toda estaquiose e 94% da rafinose do leite de
soja apos 2 horas de incubagdo a 65 °C. Uma a-galactosidase purificada de
semente de soja germinada apos 8 horas de incubacdo a 30 °C hidrolisou
73,3% da rafinose e 40,6% da estaquiose presentes no leite de soja
(GUIMARAES et al., 2001).

Portanto, nesse ensaio preliminar, observou-se que a enzima o-
galactosidase de A. terreus foi capaz de hidrolisar os oligossacarideos de
galactose presentes no leite de soja, podendo ser otimizada para futuras

aplicagdes industriais.
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5. CONCLUSOES

O fungo A. terreus produz em meio mineral liquido, contendo farelo de

trigo como fonte de carbono, 3 formas da enzima a-galactosidase extracelular.

A a-galactosidase de A. terreus apresentou massa molecular de 50 kDa

em condi¢des desnaturantes e 77,3 kDa em sua forma nativa.
A a-galactosidase apresentou atividade maxima em pH 5,0 e a 55 °C.

Quando a enzima é incubada por 6 horas a 40 °C, ela mantém mais de

90% da atividade inicial no intervalo de pH 4 — 6.

A a-galactosidase de A. terreus a 50 °C perdeu 39% de sua atividade
apos 151 horas de incubacido. Na temperatura de 55 °C a enzima conservou
33% de sua atividade apds 52 horas de incubagao. A 60 °C a enzima manteve

92% da atividade inicial por 30 minutos.

A meia-vida da enzima a 55 e 60 °C foi de 35 horas e 103 minutos,

respectivamente.

A enzima apresentou maior afinidade para o substrato p-NP-aGal e uma

baixa hidrdlise para o substrato m-NP-aGal.
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O valor de Ky 4 para o substrato p-NP-aGal foi de 0,75 mM, para a
melibiose de 7,39 mM, para a rafinose de 32,99 mM e para a estaquiose de
54,74 mM.

A enzima hidrolisou os substratos naturais melibiose, estaquiose e
rafinose, apresentando baixa atividade para os polimeros goma guar e goma

locusta.

A atividade enzimatica foi totalmente perdida em presenca de Ag’ e

parcialmente inibida por Cu®* e galactose.

Na presenca do substrato p-NP-aGal a enzima sofreu uma inibicdo

competitiva pela galactose (Ki 0,61 mM).

A energia de ativacao para os substratos p-NP-aGal foi de 65,85 kJ/mol,
para a melibiose de 39,77 kdJ/mol, para a rafinose de 42,984 kJ/mol e para a

estaquiose de 47,27 kJ/mol.

A enzima a-galactosidase de A. terreus ndo converteu o sangue tipo B

em tipo O, nas condicdes testadas.

A enzima mostrou ser eficiente na redugdo de oligossacarideos de
galactose presentes em leite de soja, podendo ser empregada em futuras

aplicagdes industrias.
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