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RESUMO

FALKOSKI, Daniel Luciano, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Margo de
2007. Purificacdo e caracterizacdo de a-galactosidases do fungo
Penicillium griseoroseum para utilizacdo na hidrolise de
oligossacarideos de rafinose em derivados de soja. Orientador:
Sebastido Tavares de Rezende. Co-orientadores: Maria Goreti Oliveira de
Almeida, Mariza Vieira de Queiroz e Valéria Monteze Guimaraes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia das a-galactosidases
purificadas do fungo Penicillium griseoroseum na hidrélise dos RO presentes
no extrato desengordurado de soja. Penicillium griseoroseum foi cultivado em
meio mineral, contendo galactomanana como fonte de carbono, por 120 h, a 28
°C. Apds este periodo, o meio foi centrifugado, dialisado e utilizado como fonte
de enzimas a-galactosidases. Os extratos enzimaticos foram submetidos a
cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sepharose, pH 5,0. A eluicdo das
proteinas que aderiram a resina foi feita com um gradiente de NaCl de 0 a 0,3
M, sendo detectado dois picos protéicos distintos contendo atividade o-
galactosidase, sendo a enzima detectada o primeiro pico protéico eluido
denominada a-Gal | e enzima eluida no segundo pico denominada a-Gal Il. As
fragdes contendo as enzimas a-Gal | e a-Gal Il foram reunidas, concentradas
por ultrafiltracdo e submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida, sob
condigdes nado desnaturantes. Ao termino das corridas eletroforéticas, os géis
foram incubados em uma solugdo de p-NP-aGal (4 mg.mL™") para determinar a
localizagdo das enzimas a-galactosidases. As regides dos géis contendo as
enzimas o-Gal | e a-Gal Il, foram recortadas, maceradas e submetidas a
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agitacdo em tampéo acetato de sédio, pH 5, 100 mM para extragao e obtencéo
das enzimas purificadas. As enzimas a-Gal | e a-Gal Il tiveram fatores de
purificacdo de 155 e 53 vezes, respectivamente, com um rendimento final de
38 e 9 %, respectivamente. Atividades maximas de ambas as enzimas foram
detectadas em pH 5,0 a 45°C. Os valores de meia vida da enzima o-Gal | a 40
e 45°C foram de 16 e 0,66 h respectivamente. Os valores de meia-vida da
enzima a-Gal Il a 40 e 45°C foram de 3,8 e 0,25 h respectivamente. Os valores
da Ky para p-NP-aGal, o-PN-aGal, melibiose, estaquiose e rafinose para a
enzima a-Gal | foram de 1,06, 1,31, 4,77, 19,99 e 28,74 mM, respectivamente,
enquanto que, para a enzima a-Gal Il foram de 0,80, 1,26, 5,10, 21,74 e 30,46
mM, respectivamente. As a-galactosidases apresentaram especificidade
absoluta para galactose em posig¢ao a, hidrolisando os substratos sintéticos p-
NP-aGal, o-NP-aGal, estaquiose, rafinose, melibiose. Sulfato de cobre, sulfato
de ferro e cloreto de mercurio inativaram completamente as a-galactosidases
quando presentes em concentragdes iguais 1 mM no meio de reagédo. Os
resultados dos tratamentos de extrato desengordurado de soja com as enzimas
a-Gal | e a-Gal mostraram uma reducéo de 100% de estaquiose pds-incubacao
a 40 °C, por 8 h. Houve redugéo de 69 e 12 % da rafinose apdés 8 h de
incubagéo, a 40 °C, com as enzima a-Gal | e a-Gal Il, respectivamente. A
enzima o-Gal | foi imobilizada em suporte insoluvel (silica modificada) e
utilizada em ensaios de hidrélise de RO contidos em extrato desengordurado
de soja, sendo verificado uma reducao de 100 e 70% de estaquiose e rafinose,
respectivamente, apds 8 h de incubagcdo. A enzima a-Gal | foi reutilizada 8
vezes consecutivas, em ensaios de hidrolise de RO, ndo sendo detectada
nenhuma perda de atividade enzimatica. Observa-se que as a-galactosidases
de P. griseoroseum foram eficientes na reducdo dos RO presentes em
produtos derivados de soja, sendo indicadas para a utilizagdo industrial no
processamento desses agucares.
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ABSTRACT

FALKOSKI, Daniel Luciano, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2007. Purification and caracterization of a-galactosidases from fungus
Penicillium  griseoroseum to application in hydrolysis of
ologosaccharides in soybean products. Adviser: Sebastido Tavares de
Rezende. Co-advisers: Maria Goreti Oliveira de Almeida, Mariza Vieira de
Queiroz and Valéria Monteze Guimaraes.

The present work aims to evaluate the efficiency of the purified o-
galactosidases from Penicillium griseoroseum in the hydrolysis of the RO
present in the free fat soy extract. Penicillium griseoroseum was cultivated in a
mineral medium which contained galactomanana as a source of carbone, for
120 hours, at 28 °C. After this period, the medium was dialysed, centrifuged and
used as a source of enzymes a-galactosidases. The enzymatic extracts were
submitted to the chromatography in DEAE-Sepharose, pH 5.0. Adsorbed
proteins were liberated with linear increasing gradient of NaCl (0-0,3 M) and two
peaks containing a-galactosidase activity was detected. The enzyme detected
on first peak was denominated a-Gal | and the enzyme detected on second
peak was denominated a-Gal Il. a-Galactosidase active fractions were pooled
and concentrated by ultrafiltration cell using 10 kDa cut-off membrane.
Concentrated samples were submitted in a native electrophoresis
polyacrylamide gel and in the end of the electrophoresis the gel was incubated
with p-NP-aGal solution (4 mg.mL.") to visualizing of the enzymes o-
galactosidases. The places containing the enzymes a-galactosidases were cut
off, macerated with 100 mM sodium acetate buffer (pH 5) and kept under
agitation for 24 h to extracting the purified enzymes. The enzymes a-Gal | and
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a-Gal Il got purification factors of 155 and 53 times, respectively, with a final
result of 38 and 9 %, respectively. The maximum activities of the a-Gal | and a-
Gal Il were detected in pH 5.0 at 45 °C. The values of half-life to o-Gal | at 40
and 45 °C were 16 and 0,66 h respectively. The values of half-life to a-Gal Il at
40 and 45 °C were 3,8 and 0,25 h respectively. The values of Ky for p-NP-aGal,
o-NP-aGal, melibiose, stachyose and raffinose for the a-Gal | were 1,06, 1,31,
4,77, 19,99 e 28,74 mM, respectively, while for the a-Gal Il were 0,80, 1,26,
510, 21,74 e 30,46 mM, respectively. The a-galactosidases presented
absolute specification for galactose in o position, hydrolysing the substrates p-
NP-aGal, o-NP-aGal, stachyose, raffinose, melibiose. Copper sulphate, iron
sulphate and silver nitrate completely deactivated the a-galactosidases from P.
griseoroseum in a concentration of the 1 mM. The results of the treatments of
free fat soy extract with enzymes o-Gal | and a-Gal Il demonstrated a reduction
of 100 % of the stachyose after 8 h of incubation at 40 °C. There were 69 and
12% of reduction of the raffinose after 8 h of incubation at 60 °C, with the
enzyme a-Gal | and a-Gal I, respectively. The enzyme a-Gal | was immobilized
in insoluble support (modified silica) and used in assays of hydrolysis of RO
present in free fat soy extract. The immobilized enzyme hydrolysed 100 and
70% of stachyose and raffinose, respectively, after 8 h of incubation. The
immobilized enzyme a-Gal | was reapplied 8 times consecutively in hydrolysis
treatment without loss in its activity. Therefore, it can be observed that the a-
galactosidases of P. griseoroseum were efficient in reducing the RO presents in
soy derived products, and they are appropriate to industrial use in the
processing of these sugars.
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1. INTRODUCAO

Devido a sua alta produtividade, capacidade adaptativa e qualidade
nutricional a soja é considerada um dos principais produtos agricolas do
mundo. Trata-se de um gréo rico em proteinas e carboidratos constituindo um
alimento capaz de suprir as exigéncias estruturais e energéticas dos
organismos. Seu consumo pode se dar na forma direta, seja como extrato
hidrossoluvel, concentrados protéicos ou como ingrediente e complemento
alimentar em bolos, farinhas enriquecidas, doces, biscoitos, etc.

Apesar de seu alto valor nutricional, 0 uso da soja é muitas vezes restrito
devido a fatores antinutricionais presentes no gréo desta leguminosa. Dentre
estes fatores destaca-se a capacidade de produzir flatuléncia e outros
disturbios gastrintestinais. As causas destes disturbios sdo os oligossacarideos
de rafinose (RO) que correspondem a cerca de 40% dos carboidratos soluveis
encontrados na soja.

Os RO sao sacarideos que contém a ligacéo a-1-6 galactosil em sua
estrutura. Tanto homens quanto animais monogastricos, ndo conseguem clivar
esta ligagao devido a incapacidade de produc¢do de enzimas a-galactosidases.
Desta forma, os RO, ao passarem ilesos no trato digestivo do homem, ou
demais animais monogastricos, sdo degradados anaerobicamente na mucosa
intestinal pelos microrganismos residentes, liberando CO,, H, e CH4, dando

origem a flatuléncia. O acumulo destes agucares no intestino pode trazer



também outros sintomas desagradaveis, tais como: retengdo de liquidos,
diarréia, nauseas e colicas.

Considerando-se também os aspectos nutricionais, pode-se observar
que um tratamento prévio de produtos a base de soja, para redugao dos teores
de RO, seria duplamente interessante, pois além de eliminar os sintomas
desagradaveis oriundos da ingestdo destes produtos, traria também um
aumento no valor energético destes alimentos devido a transformacg&o dos RO
em galactose e sacarose, agucares estes, prontamente metabolizados pelo
trato digestivo de animais monogastricos.

Uma alternativa interessante para reducao dos teores destes RO nos
derivados de soja seria o tratamento dos mesmos utilizando enzimas a-
galactosidases extraidas de microrganismos e vegetais.

Vérias a-galactosidases microbianas foram extraidas, isoladas e
testadas quanto a sua capacidade de hidrolisar RO presentes em derivados de
soja em escala industrial, apresentando resultados significativos.

No entanto, o uso de enzimas na industria encontra uma série de
restricbes como, por exemplo: alto custo de obtencdo e purificacao,
impossibilidade de reutilizag&o, alta instabilidade, entre outros.

Visando amenizar estes problemas, diversas técnicas de imobilizagao
enzimatica sobre suportes sélidos foram desenvolvidas e avaliadas, a fim de
que fosse possivel a utilizagdo de enzimas por repetidos ciclos sem que estas
percam suas propriedades cataliticas.

Desta maneira, seria de grande importdncia a prospecgdo e
caracterizagcdo de novas enzimas o-galactosidases microbianas que
apresentem potencial para serem usadas na hidrélise de RO em derivados de
soja. Por outro lado, determinar um modelo de imobilizagdo enzimatica que
garanta a manutencdo das caracteristicas destas enzimas e permita sua
reutilizagdo seria de grande valia, pois desta forma seria possivel considerar
efetivamente o uso destas enzimas em escala industrial.

Considerando-se os organismos atualmente estudados com o objetivo
de selecionar enzimas hidroliticas com potencial para aplicagbes em processo
biotecnolégicos, merece grande destaque os fungos filamentosos,
principalmente aquelas espécies pertencentes aos géneros Penicillium e
Aspergillus. Dentre as caracteristicas vantajosas destes microrganismos para

estudos de prospeccao de enzimas hidroliticas, destacam-se: produgao de um
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amplo espectro de enzimas hidroliticas com possibilidade de aplicagdo na
hidrolise dos mais diversos substratos, sejam eles naturais ou sintéticos;
producado de enzimas extracelulares, o que desonera o processo de obtengao e
purificacdo enzimatica; baixa seletividade com relacdo a fonte de carbono, o
que permite a utilizagdo de substratos mais baratos (farelo de trigo, bagago de
cana, etc) para o crescimento e desenvolvimento destes microrganismos em
meio de cultura, e, facilidade de manipulagdo genética, o que possibilita a
clonagem e a engenharia de genes que codificam proteinas/enzimas de
interesse.

Considerando os aspectos discutidos, os objetivos gerais deste trabalho
foram purificar, caracterizar bioquimica e cineticamente e avaliar os potenciais
de aplicagbes biotecnologicas de enzimas a-galactosidases produzidas pelo
fungo P. griseoroseum, visando especialmente a reducdo ou eliminagdo dos

oligossacarideos de rafinose presentes em produtos derivados de soja.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Soja: composicao e importancia econémica e nutricional

A soja [Glycine max (L) Merrill] € uma das mais importantes fontes para
a alimentagcdo de homens e animais domeésticos, principalmente devido ao
elevado valor nutricional de suas fragdes lipidica e protéica (Sediyama, 1989;
Morais & Silva, 1996).

A soja constitui um dos produtos de maior importancia na economia
brasileira ocupando lugar de destaque na pauta de exportagdes do pais.
Estima-se que o complexo agroindustrial da soja no Brasil movimenta cerca de
U$ 30 bilhdes por ano (www.embrapa.gov.br). Atualmente, o Brasil é o
segundo maior produtor mundial de soja, sendo responsavel pela produgéo de
mais de 58 milhdes de toneladas deste grao no ano de 2006
(www.ibge.gov.br). Roessing & Lazzaroto (2004) estimaram que no Brasil, o
complexo agroindustrial da soja € responsavel pela geracdo de mais de 4,5
milhdes de postos de trabalho, o que caracteriza o cultivo desta leguminosa
como um dos mais capital-intesivo do agronegécio brasileiro.

A soja apresenta em sua constituicdo proteinas de alta qualidade e
elevada quantidade de energia. O grao de soja possui alto teor de lipideos (15-
25 %) e um elevado teor de proteinas (30-45 %), com uma composi¢céo de

aminoacidos adequada a alimentagdo. O grédo de soja possui também um



consideravel teor de carboidratos (20-35 %), o que atribui a este alimento um
alto valor energético (Moreira, 1999).

A soja é um alimento rico em minerais como magnésio, fosforo, ferro,
cobre, zinco e potassio, porém, o aproveitamento desses minerais pode ser
prejudicado devido a fatores antinutricionais como os taninos e fitatos
(Monteiro, 2000). Em termos de vitaminas a soja apresenta algumas
deficiéncias como no caso das vitaminas A, D e B4, no entanto, quando verde,
€ boa fonte de riboflavina, niacina e acido ascérbico, o mesmo ocorrendo com
as vitaminas E, K, tiamina e acido félico quando madura. Os gréos de soja,
como a maioria das espécies de leguminosas, contém proteinas toxicas e de
acao antinutricional, tendo que, por esse motivo, receber tratamento térmico
adequado antes de ser usada na alimentacao (Sgarbieri, 1996).

A fragcado protéica da soja € utilizada principalmente na fabricagéo de
ragao para a alimentacdo animal. A forma mais utilizada na produgao animal é
como farelo, resultante da extracdo do Oleo, sendo também largamente
empregado pelas industrias de ragédo (Lima & Angnes, 1999). No Brasil, o 6leo
de soja representa acima de 50 % de todos os 6leos e gorduras dos produtos
alimenticios (Moreira, 1999). A fragcao de 6leo € utilizada também na industria
de alimentos para produgdo de margarina, oOleo de cozinha, agentes
emulsificantes e varios outros produtos. Aproximadamente 83 % da soja
produzida no mundo € utilizada para extragdao de dleo, que € destinado,
principalmente, ao consumo humano, sendo o farelo resultante utilizado na
fabricacao de ragao animal (Lima; Angnes, 1999).

Os produtos protéicos de soja se enquadram em trés categorias basicas:
farinhas com cerca de 50 % de proteinas; concentrados protéicos (70 %) e
isolados protéicos de soja (90-97 %). Eles podem ser processados em
produtos texturizados de soja, sendo utilizados em panificadoras como
clarificadores de farinhas e agentes de melhoria das caracteristicas de
panificagdo e conservagao (Moreira, 1999). A farinha integral apresenta
composi¢cao muito semelhante a soja integral. O valor nutritivo da proteina das
farinhas integrais € de 80-90 % do valor da caseina. A farinha de soja
desengordurada e “grits” de soja tém sido as principais formas de utilizagdo da
proteina de soja na industria de alimentos. Ja o concentrado protéico de soja €
obtido submetendo-se a farinha desengordurada de soja a varios processos de

extragdo, os quais removem componentes solUveis como a sacarose, rafinose,



estaquiose, minerais e outros, elevando o conteudo de proteina até 70 % ou
mais. A eficiéncia nutritiva da proteina € a mesma que a da farinha e, a
solubilidade da proteina reduz devido a desnaturacédo pela acdo do alcool ou
calor. O isolado protéico de soja deve conter acima de 95 % de proteinas e
apresentar um valor protéico superior ao da farinha ou do concentrado protéico
de soja (Sgarbieri, 1996).

O leite de soja ou extrato hidrossoluvel € um produto protéico de soja
que pode ser comparavel ao leite de vaca em conteudo de proteinas e
gorduras, tendo obtido alta aceitabilidade em programas de nutricdo 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 acidos graxos saturados. O leite de soja € uma
alternativa para as pessoas portadoras de certas intolerdncias ao leite de
origem animal e de algumas deficiéncias genéticas, como a ineficiéncia em
metabolizar a lactose (De Lumen, 1992).

Nos ultimos anos, uma grande aten¢cdo vem sendo dada a soja também
devido ao fato desta leguminosa ser rica em substancias que podem prevenir a
ocorréncia de uma série de doengas, 0 que caracteriza este grao como um
alimento funcional. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), alimentos funcionais sdo aqueles que produzem efeitos metabdlicos
ou fisiolégicos por meio da atuacdo de um nutriente ou ndo nutriente no
crescimento, desenvolvimento, manutencdo e em outras fungbes normais do
organismo humano.

Sirtori et al. (2003) destacam que os altos teores de isoflavonas
presentes em derivados de soja podem ser diretamente relacionados com
atividades anti-carcinogénicas e com a prevengcdao de doengas coronarias.
Também Anderson et al. (1999) destacam que a ingestdo desta leguminosa,
pela acdo de suas fibras, pode contribuir para a redugdo dos niveis de
colesterol e para o aumento da tolerancia a glicose em diabéticos. Segundo
Scheppach et al. (2004), a ingestao de derivados de soja reduz a ocorréncia de
processos inflamatdrios e carcinogénicos do trato digestivo.

Estudos avaliando a ingestdo de produtos a base de soja por mulheres
na menopausa mostraram que esta leguminosa possui agdo estrégena, capaz
de aliviar os problemas relativos aos desequilibrios hormonais tdo comuns
neste periodo (Frankenfeld et al., 2003). Além disto, Potter et al. (1998)



afirmam que o consumo de soja pode reduzir significativamente os riscos da

manifestacdo de doencas do sistema 6sseo, como a osteoporose, por exemplo.

2.2. Fatores antinutricionais presentes na soja

Embora sejam indiscutiveis as vantagens do emprego da soja na
alimentagdo humana, no Brasil, 0 consumo desta leguminosa é baixo, talvez
por terem os brasileiros herdado habitos alimentares de culturas européias,
africanas e indigenas, apreciadores de carnes e gorduras animais, todos de
paladar bem diferentes daquele da soja (Huhn, 1977).

No entanto, o que mais afeta negativamente o consumo de soja é a
existéncia de uma série de fatores antinutricionais dentre os quais se destacam
o baixo teor de aminoacidos sulfurados, o fendmeno “hard to cook™, proteinas
pouco digeriveis, baixa palatabilidade, presenca de fitatos, presenca de
inibidores de tripsina, e capacidade de produzir flatuléncia (De Lumen, 1992).

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

Outro fator antinutricional de grande importancia na soja refere-se ao
alto teor de oligossacarideos de rafinose (RO) encontrado em suas sementes.
A ingestdo de soja pode resultar em flatuléncia, nauseas, desconforto e
diarréia, devido ao seu alto conteudo dos oligossacarideos de rafinose (Wagner
et al., 1976). O trato digestivo de humanos e de outros animais monogastricos
(aves e suinos) é desprovido das a-1,6-galactosidases, enzimas necessarias a
conversao dos RO em agucares mais simples. Desta forma, 100 % dos RO néao
sdo degradados, sendo conduzidos ao intestino grosso, onde as bactérias
anaerobias possuem os sistemas enzimaticos necessarios para a fermentacao
desses agucares, o que resulta em liberacdo de grandes quantidades de
gases, como COy, H, e CH4, fenbmeno conhecido como flatuléncia intestinal,
que esta associado com cdélicas, diarréia, dispepsia e constipagado (Steggerda,
1966; Dimmick, 1966; Suarez et al., 1999). Wiggins (1994) determinou que a

presenca de altas concentragbes desses agucares na dieta alimentar pode



resultar na retencéo de fluidos, aumentando a taxa do fluxo digestivo, afetando
a utilizagao e absorgao de nutrientes e em alguns casos, causando até mesmo
diarréia. Pelo fato da capacidade da soja e de outras leguminosas causarem
flatuléncia em humanos, os produtos derivados de soja tém sido descritos
como indutores de problemas digestivos em animais (Coon et al., 1990).
Portanto, os RO presentes na soja e outras leguminosas assumem papel

restritivo ao consumo desses graos como fonte protéica.
2.3. Eliminacéo dos fatores antinutricionais

Objetivando eliminar ou minimizar os sintomas indesejaveis causados
pela ingestdo de soja e aumentar o consumo desta leguminosa foram
desenvolvidas varias praticas para a reducao dos fatores antinutricionais nela
presente.

Monteiro (2000) utilizou soja modificada geneticamente isenta do inibidor
de tripsina Kunitz e constatou que a digestibilidade das proteinas desta cultivar
foi melhor que o da soja convencional. Liener (1994) e Viola (1999) citam em
seus trabalhos vantagens sobre o tratamento térmico realizado em soja para a
eliminagao de inibidores de tripsina.

Produtos alimenticios destituidos de fatores de flatuléncia podem ser
preparados por varias técnicas de processamento. Servem de exemplo,
produtos de soja como concentrados e isolados protéicos com quantias
minimas de rafinose e estaquiose (Rackis, 1974).

Omosaiye (1978) obteve um concentrado protéico de soja com 60% de
proteinas e 0,6% de RO usando ultracentrifugagéo. Canella & Sodini, (1977)
demonstraram que os RO podem ser removidos da farinha de soja usando uma
solucdo de butanol acidificada com acido cloridrico onde teores iniciais de
0,94% de rafinose e 4,70% de estaquiose foram reduzidos para 0,83% e 2,88%
respectivamente.

Havel et al. (1977) e Ku et al. (1976) relataram em seus trabalhos a
utilizacao do tratamento térmico da soja e seus derivados como forma de
eliminar ou reduzir os teores de RO. East et al. (1972) estudaram a variagéao
dos teores de oligossacarideos em sementes de soja durante a germinagao. A
rafinose desapareceu completamente apés 96 h de germinagdo, o mesmo

acontecendo com a estaquiose apos 144 h de germinacéo.



Sugimoto & Van Burem (1970) verificaram que uma preparagao
contendo atividade a-galactosidase de Aspergillus saitoi hidrolisou em trés
horas todos os oligossacarideos no pH natural do leite de soja. Thananunkul et
al. (1976) usaram o-galactosidase de Mortierella vinacea para hidrolisar
oligossacarideos do leite de soja obtendo uma redugado em torno de 80% nos
teores destes acgucares.

Tratamentos enzimaticos tém sido usados para eliminar os RO,
principalmente no leite de soja, e podem ser feitos tanto com uma preparacéo
rica em enzimas a-galactosidases (Gote et al., 2004; Prashanth & Mulimani,
2005; Viana et al., 2006;) quanto com microrganismos capazes de utilizar os
oligossacarideos da familia da rafinose (Chieh et al., 2002; Garro et al., 2004).

Considerando-se os métodos utilizados para a reducdo dos teores de
RO em derivados de soja, o uso de enzimas a-galactosidases constitui-se na
alternativa mais vantajosa, uma vez que os tratamentos enzimaticos s&o
extremamente especificos, proporcionando assim, menores alteracbes na

composic¢ao e nas caracteristicas organolépticas destes produtos.

2.4. Uso de enzimas a-galactosidases

As a-galactosidases (a-D-galactosideo galactohidrolase E.C. 3.2.1.22)
estdo amplamente distribuidas em microrganismos, plantas e animais (Dey,
1972). Estas enzimas catalisam a clivagem dos terminais a-1-6-galactosil de
uma série de substratos, incluindo oligossacarideos lineares e ramificados,
polissacarideos e  substratos  sintéticos como  paranitrofenil-a-D-
galactopiranisideo (p-NPGal) (Ademark et al., 2001). Devido a esta capacidade,
o-galactosidases podem ser aplicadas em produtos de soja para hidrolisar os
RO em agucares digeriveis e assim moderar as propriedades causadoras de
flatuléncia (Porter et al., 1991).

Partindo deste principio, varias a-galactosidases de origem vegetal e
principalmente microbianas foram selecionadas, caracterizadas e testadas
quanto a viabilizagdo do seu uso na reducio dos teores de RO em produtos a
base de soja (Guimaraes et al.,, 2001; Gote et al., 2004; Viana et al., 2005;
Falkoski et al., 2006).

Thippiswamy & Mulimani (2002) e Thananankul (1976) empregaram -

galactosidases imobilizadas de Gibberella fujikoroi e Mortierella vinacea
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respectivamente para a construgao de biorreatores capazes de hidrolisar RO
em leite de soja alcangando resultados expressivos.

Entretanto, o uso de enzimas a-galactosidases nao € restrito a hidrélise
de RO em derivados de soja. Tais enzimas podem ser usadas, por exemplo,
na hidrdlise de rafinose em xarope de acgucar de beterraba (Kobayashi e
Suzuki, 1972).

Na industria de papel a extracédo de lignina das fibras de madeira € um
passo essencial no branqueamento da polpa. O tratamento alcalino usado para
clivar a ligacdo covalente entre a hemicelulose e a lignina é essencial para
posterior remog&o da lignina, no entanto, esta metodologia traz consigo um
grave problema ambiental (Paice & Jurasek, 1984). O uso de hemicelulases
como B-D-manoses e a-galactosidases garantem uma eficiéncia semelhante ao
tratamento alcalino na remocédo da lignina, contudo sem trazer os mesmos
problemas ambientais (Viikari et al., 1986).

Algumas o-galactosidases de eucariotos sao capazes de remover
residuos de galactose da ligagado a-1-3 terminal de glucanas o que representa
um potencial uso médico em terapia de transfusdo na conversao do sangue do
grupo B para sangue grupo O (Zhu & Goldstain, 1994).

Enzimas o-galactosidases também sdo empregadas na hidrolise de
residuos de galactose em galactomananas, polimeros naturais amplamente
utilizados como espessante na industria de alimentos e de cosméticos,

promovendo alteragdes em suas propriedades reoldgicas (Pai & Khan, 2002).

2.5. Enzimas e sua importancia industrial

Nos ultimos anos, enzimas constituem-se no principal alvo da pesquisa
em Biotecnologia, nao apenas por seu papel crucial nos mecanismos celulares,
mas também por seu potencial de aplicagdo na substituicdo de processos
quimicos convencionais (Do Canto & Menezes, 1995).

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em processos industriais
possibilita elevar a taxa de transformacao de substrato em produtos em niveis
considerados economicamente viaveis. Também propicia a transformacao de
produtos indesejaveis em compostos nao toxicos. Neste contexto, existe um
crescente interesse mundial por enzimas adequadas a processos industriais

especificos (De Rezende, 1998). Dados referentes ao mercado das enzimas
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sao baseados em critérios bastante diferentes para estimativas e avaliagdes, o
que resulta em conclusdes muito divergentes umas das outras (Pereira, 1999).

O maior empecilho ao uso de enzimas em processos industriais esta
relacionado ao alto custo desses catalisadores (Gandhi, 1997). Apesar do alto
custo da utilizagdo de enzimas, suas vantagens em diversos campos sao tao
Obvias que uma variada gama de industrias as utiliza em seus processos,
movimentando um mercado de aproximadamente U$ 1,5 bilhdes por ano (Van
Beilen & Li, 2002). Os maiores consumidores deste mercado sdo as industrias
de: detergentes, alimentos e ragdes, papel e celulose, quimica fina e farmacos,
seguidas de perto pela industria téxtil e de manufatura de couros (Pzsczola,
2001).

No entanto, apesar de tamanha importancia industrial, 0 uso de enzimas
€ muitas vezes limitado devido a sua relativa instabilidade em solucdo, custos
elevados de isolamento e purificagdo e a dificuldade tecno-econdbmica de
recuperacao para reutilizacdo da enzima ativa da mistura reacional apds a
finalizagdo do processo catalitico. Estes inconvenientes podem ser
minimizados quer pela sintese quimica de compostos que possam reproduzir a
atividade e a especificidade das enzimas possuindo melhor estabilidade
(enzimas sintéticas), quer pelo uso de técnicas de imobilizagao, tornando as
enzimas mais estaveis cataliticamente e simplificando as etapas de
recuperagao do produto (Chibata & Wingard, 1983).

Embora nos ultimos 20 anos a utilizagdo de enzimas na industria esteja
aumentando de forma rapida, ainda existe um grande campo para sua
expanséo. A utilizacdo de novas enzimas esta criando novas oportunidades e
em alguns ramos da industria a utilizagdo de biocatalizadores € ainda irriséria
(Pereira, 1999).

2.6. Imobilizac&o enzimética

Enzimas s&o geralmente muito menos resistentes do que os
catalisadores industriais comuns e requerem um cuidado consideravelmente
superior na sua manutencgao. A atividade enzimatica é influenciada por fatores
ambientais, como temperatura, pH do meio e concentragdo do substrato. Desta

forma muitas enzimas ativas estaveis tém sido imobilizadas de modo a tornar

11



possivel seu uso da mesma forma que os catalisadores sélidos nas reacdes
quimicas (Lima e Angnes, 1999).

Definem-se como enzimas imobilizadas aquelas que estao fisicamente
confinadas ou localizadas numa certa regido do espago com retengéo das suas
atividades cataliticas e que podem ser utilizadas repetidamente e
continuamente (Chibata, 1978).

Dentre as vantagens relativas a utilizagdo de enzimas imobilizadas
podemos destacar: a possibilidade de sua reutilizacdo, possibilidade da
construcao de sistemas operacionais em fluxo continuo, facil separacao entre a
enzima e os produtos de sua catalise, minimizacao dos problemas de efluentes
e manuseamento de materiais e melhorias das propriedades enzimaticas tais
como, atividade e estabilidade (Pereira, 1999).

Atualmente, as imobilizagdbes enzimaticas podem ser feitas em
diferentes formas e tipos de suporte. Enzimas podem ser imobilizadas sobre
particulas, membranas (as enzimas s&o imobilizadas por aprisionamento
dentro de uma membrana semipermeavel), tubos (enzimas em tubos sé&o
produzidas usando nylon e tubos de poliacrilamida como suporte) e em filtros
(as enzimas sao imobilizadas pelo aprisionamento em fibras para formar fibras
enzimaticas). Contudo, a grande maiorias dos processos de imobilizacdo
enzimatica é realizada sobre particulas, devido principalmente a facilidade de

manuseio e aplicagao deste tipo de suporte ( Hartmeier, 1998).

1.7. Principais métodos de imobilizacéo

Existem varios métodos para a imobilizagdo enzimatica, cuja
aplicabilidade dependera da solubilidade da enzima, estabilidade, condi¢des

otimas de acao (pH e temperatura) e tipo de substrato.

1.7.1. Ligacao cruzada
Este procedimento consiste na utilizagdo de reagentes bifuncionais que
reagem com a enzima ou proteina formando um composto pouco soluvel em
agua. Na reacgao entre a enzima e o reativo, formam-se ligagcées cruzadas
intermoleculares, com a obtengdo de macromoléculas pouco soluveis em agua.
Dentre os reativos bifuncionais usados, podemos citar o glutaraldeido, o

acido bisdrazobenzido 2,2-dissulfénico entre outros (Milagres, 1996).
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A vantagem deste método € que os reagentes bifuncionais ou
multifuncionais podem ser usados para preparar em um unico procedimento

enzimas imobilizadas que sdo quase proteinas puras (Faber, 1997).

1.7.2. Adsorcdo fisica em suporte

A adsorcdo é o método mais simples de imobilizagdo de enzimas em
suportes insoluveis em agua. Na adsorgdo as enzimas sdo mantidas na
superficie dos suportes por forgas fisicas (Van der Waals). No entanto, outras
forcas adicionais poderdo estar envolvidas na interagdo entre o suporte e a
enzima, principalmente interagdes hidrofébicas, ponte de hidrogénio e ligagdes
heteropolares (Pereira, 1999).

As vantagens desta técnica sao referentes a sua simplicidade de
execucgao e pouca influéncia exercida na conformacao da enzima devido a nao
utilizacdo de ligagdes néo fisioldgicas da enzima com reagentes quimicos. No
entanto, a fragilidade das ligagdes adsortivas exige um maior cuidado na
manutencido das condi¢cdes ideais de temperatura, pH e forca ibnica a fim de

evitar a dessorgao (Xu et al., 1995).

Figura 1: Representagdo esquematica da ligacao de uma enzima a um suporte por
adsorcao.

1.7.3. Ligacdao iénica

Difere da adsorgao fisica pela forga da ligagdo da enzima ao suporte. As
forcas ibnicas sdo mais fortes do que no caso da adsorgao fisica.

A ligacéo idnica ou heteropolar baseia-se na atragao eletrostatica entre
grupos positivamente carregados do material do suporte e da enzima. As
proteinas possuem grupos aminas e carboxilas, que dependendo do valor do
pH do meio podem apresentar-se positivamente carregados. Sendo assim,
estas proteinas podem aderir a suportes que estejam carregados

negativamente.
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Ao se usar ligagdes ibnicas para imobilizacdo enzimatica, os valores de
pH e forca ibnica adequados devem ser preservados, evitando assim

desestabilizar o sistema (Pereira, 1999).

=2 'I_lI;:n arte

Figura 2: Representacédo esquematica da ligagao ibnica de uma enzima a um suporte

polianiénico.

1.7.4 Ligagao covalente

A imobilizacdo de enzimas em suporte insoluvel é feita através de
ligacbes covalentes de grupos funcionais ndo ativos da enzima e grupos
reativos (hidroxilas, aminas, fenadis, etc.) ligados a superficie do suporte.

Como exemplo de suporte, podemos citar agar-agar, celulose,
colageno, pérolas de vidro e silica gel (Milagres, 1996).

Uma desvantagem frequente encontrada na imobilizagdo por ligagao
covalente é que ela provoca um grande estresse na enzima. A imobilizagédo
necessariamente brusca conduz normalmente a alteragcdes consideraveis na
conformacgao resultando numa perda significativa da atividade catalitica (Bosley
e Peilow, 1997). Como vantagem deste processo de imobilizagdo pode-se citar
uma menor suscetibilidade a problemas decorrentes de variagcées de pH, forca
idnica, solvente e temperatura (Milagres, 1996).

A conexao entre suporte e enzima pode se dar de forma direta ou por
meio de uma ligagdo intercalada, utilizando moléculas (reagentes) de diferentes
comprimentos, denominados espagadores. O uso de espacadores proporciona
um maior grau de mobilidade de modo que a atividade enzimatica pode, sob
certas circunstancias, ser maior do que se estivesse unida diretamente ao
suporte (Hortmeier, 1998).
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Figura 3: Representagcao esquematica da ligacdo covalente de uma enzima a um
suporte sem (A) e com (B) espagador.

1.7.5. Encapsulagédo ou aprisionamento

As enzimas imobilizadas pelos meétodos de encapsulagdo ou
aprisionamento ficam localizadas dentro de uma matriz polimérica ou
membrana sendo este processo de mera retencdo fisica da proteina. As
condicbes usadas nas reagdes quimicas de polimerizagdo sao relativamente
severas resultando na perda da atividade enzimatica. Portanto cuidados
especiais devem ser tomados na selegcdo das condicbes mais adequadas para
a imobilizagado de enzimas por estes métodos (Chibata e Wingard, 1983).

Neste processo a enzima é imobilizada nos espacos intersticiais de uma
ligacado cruzada de um polimero insoluvel em agua tais como poliacrilamida ou
polivinilalcool (Chibata, 1978), ou entdo microencapsulada em membranas
poliméricas semipermeaveis (Chibata e Wingard, 1983).

Nestes dois processos a matriz deve permitir o livre transito do substrato
de forma que este entre em contato com a enzima, seja hidrolisado ou

transformado e posteriormente liberado (Milagres, 1996).

Figura 4 — llustragdo da imobilizagdo de enzimas por encapsulamento.
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2.8. Consideracdes sobre o fungo Penicillium griseoroseum

A secrecdo de enzimas € um aspecto fundamental da fisiologia da
maioria dos fungos; por isso, esses microrganismos sao fontes de cerca de
40% das enzimas produzidas e utilizadas na industria por mais de 50 anos. As
enzimas de origem fungica mais comumente usadas catalisam a hidrdlise de
polimeros, como, amido, celulose, hemicelulose e pectina. Alem dessas
enzimas, as proteases de fungos sdo também amplamente utilizadas. Por isso,
ha continua necessidade de se buscar, avaliar e melhorar novas espécies
fungicas, com o intuito de descobrir e aumentar a produgdo destas enzimas.
Nas ultimas décadas, a tecnologia do DNA recombinante esta sendo muito
aplicada, o que € consequéncia de manipulacdo genética, com
desenvolvimento de sistemas de expressdo substancialmente eficazes, com
clonagem, purificacdo de enzimas, determinacdo da sequéncia N-terminal e
subsequentes hibridizagdes com sondas especificas em bibliotecas gendmicas
de interesse (Peberdy et al., 1991; Archer e Peberdy, 1997; Dalbdge, 1997).

Penicillium griseoroseum €& um fungo deuteromicete que vem sendo
estudado ultimamente quanto a sua capacidade em produzir enzimas
hidroliticas com potencial para aplicagdo na industria. Estudos foram realizados
com P. griseoroseum quanto a producdo das enzimas poli-galacturanases e
pectina liases, tendo-se concentrado na obtencdo de linhagens mutantes,
manipulagbes genéticas como isolamento e caracterizagcdo de genes,
estabelecimento e técnicas de transformacao genéticas, amento do numero de
copias dos genes enddgenos de interesse, analises filogenéticas e estudos dos
mecanismos regulatérios envolvidos na expressdo dos genes que codificam
essas enzimas (Baracat et al, 1989; Brumano et al.,, 1993; Baracat-Pereira et
al., 1999; Minussi et al., 1998; Fernandes-Salomao et al., 1996; Ribon, 2001;
Ribon et al., 2002; Cardoso, 2004; Ribeiro, 2005).

Falkoski et al. (2003) verificou que o fungo P. griseoroseum é capaz de
produzir enzimas com atividade a-galactosidase quando crescido em meio de
cultura contendo farelo de trigo como fonte de carbono o que, juntamente com
o conhecimento ja adquirido previamente sobre a fisiologia e genética do fungo,
credencia este microrganismo como um potencial produtor de enzimas a-
galactosidicas para aplicagdo em processos biotecnologicos de reducdo dos

teores de RO em derivados de soja.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Analises Bioquimicas, Laboratério de Enzimologia e Laboratério de Proteinas,
todos localizados no Instituto de  Biotecnologia  Aplicada a

Agropecuaria/BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.
3.1. Reagentes

Da Sigma Chemical Company (EUA) foram obtidos os reagentes:
Brilhant Blue G, albumina sérica bovina (BSA), acetato de sédio, carbonato de
sodio, rafinose, estaquiose, dodecil sulfato de sodio (SDS), fosfato de sodio,
cloreto de soédio, cloreto de manganés, acido citrico, B-mercaptoetanol,
etilenodiaminotetracético (EDTA), iodoacetamida, acido dinitrosalicilico (DNS),
para-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NP-aGal), para-nitrofenil-3-D-
galactopiranosideo (p-NP-BGal), para-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NP-a-
Gli), orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (p-NP-BGal), para-nitrofenil-o-D-
xilopiranosideo (p-NP-aXil), para-nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo (p-NP-
aAra), para-nitrofenil-a-D-manopiranosideo (p-NP-aMan), para-nitrofenil-p-D-
glicopiranosideo (p-NP-BGli), meta-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (m-NP-
aGal), orto-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo  (o-NP-Gli), orto-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (o-NP-aGal), acido bicinconinico e solugédo de 4 % (p/v) de

sulfato de cobre.
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Da Merk S. A. Industrias Quimicas foram obtidos os reagentes: p-
nitrofenol (p-NP), sacarose, glicose, lactose, maltose, frutose e nitrato de prata,
tartarato de sodio e potassio, sulfato de cobre e cloreto de potassio.

Da Amersham Pharmacia Biotech foram obtidas as resinas Sephacryl S-
300 e DEAE-Sepharose, além dos Kits contendo os padrbes para
determinacdo de massa molecular de proteinas por SDS-PAGE e gel filtragéo.

Da Bunge do Brasil foi obtida a farinha desengordurada de soja.

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

Os demais reagentes utilizados para a execugdo deste trabalho

apresentavam procedéncia e grau de pureza analitica.

3.2. Microrganismo

Foi utilizada para a realizagdo deste trabalho a linhagem selvagem do
fungo Penicillium griseoroseum, isolada de sementes florestais na UFV e
depositada na Colecdo de Culturas Tropicais André Tosello, Campinas, com
codigo de acesso CCT 6421.

3.3. Multiplicacdo e manutencdo da cultura do fungo

Penicillium griseoroseum

Meio mineral minimo contendo NaNOs (0,6%), KH2PO,4 (0,15%), KCI
(0,05%), MgSO, (0,05%), FeSO4 (0,001%), ZnSO4 (0,001%) e glicose (1%), foi
utilizado para crescimento e manutengao da cultura do fungo P. griseoroseum.
O in6culo foi repicado para tubos inclinados contendo meio soélido e

acondicionados em B.O.D por 7 dias, a 30 °C.

3.4. Crescimento do fungo Penicillium griseoroseum e

obtencdo do extrato enzimatico.

O meio de cultura liquido utilizado para crescimento do fungo P.
griseoroseum, e obtencdo de enzimas a-galactosidases produzidas por este
microrganismo continha NaNO3; (0,6%), KH2PO4 (0,15%), KCI (0,05%), MgSO4
(0,05%), FeSO4 (0,001%), ZnSO4 (0,001%) e galactomanana (1%) como fonte

de carbono.
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Apds 7 dias de crescimento do fungo em meio sdlido, os esporos foram
ressuspendidos em agua destilada autoclavada e transferidos, sob condigdes
assepticas, para erlenmeyers contendo 200 mL de meio de cultura. Os
erlenmeyers foram acondicionados em Shaker, a 28 °C, sob agitagdo de 150
rom por 120 h. Apds o crescimento da cultura, o extrato bruto foi filtrado e
armazenado a 5°C. Foi adicionado azida sddica (0,002%) ao extrato bruto para

impedir a proliferacdo de microrganismos.

3.5. Purificacéo das enzimas a-galactosidases

O processo utilizado para purificar as enzimas a-galactosidases
extracelulares do fungo P. griseoroseum esta representado de forma resumida

no fluxograma da Figura 5.

Extrato Bruto

l

Centrifugacdo e Dialise

|

Cromatografia de Troca lénica - DEAE-Sepharose

l

Ultraflitragio

l

Eletroforese — Gel Nativo

|

Erh'aﬁn_: do Gel

|

Enzima Purificada

Figura 5: Sequéncias dos métodos de fracionamento de proteinas utilizados no

processo de purificagdo das a-galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum.
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3.5.1. Centrifugacéo e didlise

Inicialmente uma aliquota de 400 mL do extrato bruto, obtido como
descrito no item 3.4, foi centrifugada a 12500 rpm, durante 30 minutos a 4 °C.
O material precipitado foi descartado, sendo o sobrenadante, entdo, dialisado
contra 4 L de tampéao acetato de sddio 25 mM, pH 5 por 12 h, a 4 °C. Neste
processo, foi utilizada uma membrana de dialise com um poro de exclusao de
30 kDa.

3.5.2. Cromatografia de troca anionica DEAE-Sepharose

Apos centrifugacdo e dialise, o extrato enzimatico foi submetido a uma
cromatografia de troca ibnica em uma coluna catidbnica DEAE-Sepharose. A
coluna (25 x 30 mm) foi previamente equilibrada com tampao acetato de sodio
50 mM, pH 5. As proteinas que nao aderiram a coluna foram eluidas no tampéao
de equilibrio. As proteinas que aderiram a resina foram eluidas pela aplicacao
de um gradiente crescente de NaCl, constituido de 300 mL do tampéo do
equilibrio e 300 mL do mesmo tampé&o contendo NaCl 300 mM.

Todo o processo foi conduzido a uma temperatura de 4 °C. A
cromatografia foi conduzida a um fluxo de 60 mL.h™" e as fragdes coletadas
continham 4 mL. Apds avaliacdo do perfil de eluicdo, os picos protéicos
contendo atividade o-galactosidase foram reunidos e subsequentemente

submetidos ao proximo passo de purificagao.

3.5.3. Ultrafiltracao

As fragdes contendo atividade a-galactosidase foram concentradas em
uma célula de ultrafiltragdo Amicon, utilizando-se uma membrana de exclusao
de 10 kDa. Esta etapa do processo foi conduzida a temperatura ambiente,
sendo, entretanto, a célula de ultrafiltracdo imergida em banho de gelo. As
amostras foram concentradas até que os volumes alcangassem o valor de 10
mL. No prosseguimento do processo de purificagdo das enzimas o-
galactosidases, as preparagdes enzimaticas concentradas foram submetidas a

uma eletroforese em gel nativo como descrito no item a seguir.
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3.5.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida — Gel Nativo
Corridas eletroforéticas em gel de poliacrilamida, em condi¢des nao
desnaturantes, foram utilizadas com o intuito de purificar as enzimas a-

galactosidases do fungo P. griseoroseum.

3.5.4.1. Preparo do gel

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) foi realizada conforme
descrito por Laemmli (1970), com modificagdes. O gel separador foi preparado
a partir da mistura de uma solucido estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida 30% (p/v) (4 mL), tampao 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).

O gel empilhador foi preparado a partir de uma mistura de uma solugao
estoque de acrilamida/N,N-metileno bisacrilamida 30% (p/v) (1,3 mL), tampao
Tris/HCI, 0,5 M, pH 6,8 (2,5 mL), persulfato de aménio 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
dimensbes de 20 x 12 cm (placa maior) e 20 x 10 cm (placa menor).
Estabeleceu-se 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.

3.5.4.2. Preparo da amostra

As aliquotas concentradas das enzimas a-galactosidases, obtidas como
descrito no item 3.5.3, foram preparadas para serem submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida, em condi¢cbes nao desnaturantes. Para cada 1 mL da
amostra concentrada, foram adicionados 0,154 mL de tampéao 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.

3.5.4.3. Condigdes utilizadas durante a eletroforese

Uma solugao de Tris/HCI 0,025 M, pH 8,3, contendo glicina 0,192 M, foi

utilizado como tampéao de tanque durante a eletroforese em gel de acrilamida,
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em condicdes nao desnaturantes. A eletroforese foi conduzida a 5°C,

utilizando-se uma voltagem de 200 V, durante 8 h.

3.5.4.4. Localizacao e identificacdo da banda protéica contendo atividade

a-galactosidase

Ao término da corrida eletroforética, uma faixa de aproximadamente 1
cm de largura, foi longitudinalmente separada do gel para a localizagdo da
banda protéica contendo atividade a-galactosidase. A faixa extraida do gel foi
acondicionada em uma placa de petri e lavada com tamp&o acetato de sodio
100 mM, pH 5, durante 1 minuto. Apos esta lavagem, a faixa foi
cuidadosamente coberta com uma solugdo tamponada (tampao acetado de
sédio, 100 mM, pH 5) de p-NP-aGal (4 mg.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.

3.5.4.5. Extracéo das enzimas a-galactosidases do gel

Apods a localizagao da posicéo da enzima a-galactosidase no gel, a faixa
foi realinhada ao gel original, a fim de servir de guia para a realizagao de um
corte transversal no gel. Esta faixa transversal foi fragmentada em pedacos
menores, de aproximadamente 1 mm de espessura e posteriormente triturada,
a seco, em gral de porcelana. Ap6s uma total desintegracdo do gel, 40 mL de
tampao acetato de sédio, 100 mM, pH 5 foram adicionados ao macerado e
posteriormente repassados para um béquer de 100 mL. Esta mistura foi
mantida sob agitacdo, em agitador magnético, a 5°C, durante 24 h, com o
objetivo de maximizar a extragdo da enzima da malha do gel. Ao final do
processo, a mistura era entao filtrada em papel de filtro, para eliminagao dos
residuos macroscopicos do gel. Os passos descritos no item 3.5.4.4 e 3.5.4.5

estdo sumarizados na Figura 6.
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Figura 6: Esquema destacando os principais passos do processo de purificacdo das

a-galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum utilizando gel nativo.

3.6. Determinacdao da atividade das a-galactosidases

3.6.1. Determinagdo da atividade a-galactosidase contra substrato
sintético p-NP-aGal

O ensaio para a determinagao da atividade da enzima a-galactosidase
de P. griseoroseum sobre o substrato sintético p-NP-aGal foi conduzido a partir
de uma mistura de reacao contendo 650-740 puL de tampédo acetato de sddio,
100 mM, pH 5, 250 pL de uma solugéo de p-NP-aGal, 2 mM (concentragao
final do ensaio de 0,5 mM) e 10-100 yL de extrato enzimatico. A reacao foi

conduzida em banho-maria por 5 minutos a uma temperatura de 40 °C. Ao final
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do tempo estipulado, a reacdo era paralisada pela adicdo de 1 mL de uma
solugcédo de Na,CO3; 0,5 M. Os valores de absorbancia obtidos a 410 nm foram
transformados em pmoles de p-NP, utilizando uma curva padrdao construida
com 0-0,2 ymoles de p-NP a partir de uma solugao estoque de concentragao 2
MM. Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 ymol de p-NP por min, nas condi¢gbes de

ensaio.

3.6.2. Determinacdo da atividade a-galactosidase sobre
oligossacarideos redutores

Quando oligossacarideos que continham extremidades redutoras em
sua estrutura (melibiose, maltose, lactose) foram utilizados como substrato
para as enzimas a-galactosidases de P. griseoroseum, o método da glicose
oxidase (Sternberg et al., 1970) foi empregado para a determinacdo da
atividade enzimatica.

A reacao foi executada a partir da mistura de 700-780 uL de tampéao
acetato de sodio, 100 mM, pH 5, 200 uL de uma solugdo 10 mM de melibiose,
maltose ou lactose e 20-100 pyL de extrato enzimatico. O ensaio foi conduzido
em banho-maria, por 15 min, a 40 °C. A reacéo foi paralisada pela imersédo dos
tubos de ensaios em agua fervente por 5 min, seguido de uma nova incubagao,
em agua gelada, para redugéo da temperatura do meio de reacgao.

Ao final desta primeira etapa, 0,5 mL do reativo de glicose oxidase foi
adicionada a reacdo. A mistura foi novamente incubada em banho-maria, a 37
°C, durante 10 min. Os valores de absorbancia foram tomados a 505 nm e
convertidos em teores de glicose, utilizando-se uma curva padrao construida
com 0 — 0,15 uymoles de glicose.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 ymol de glicose por minuto nas condigdes

de ensaio.

3.6.3. Determinagdo da atividade a-galactosidase sobre
oligossacarideos nao redutores

Para os ensaios com os substratos sacarose, rafinose e estaquiose, a
atividade das o-galactosidases de P. griseoroseum foram determinadas
medindo-se a quantidade de acgucar redutor produzido por meio do uso do

reagente dinitrossalicilato (DNS), segundo Miller (1956).
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A mistura de reacao era constituida de 700-780 uL de tampao acetato
de soédio, 100 mM, pH 5, 200 pyL de uma solugcdo 10 mM de rafinose,
estaquiose ou sacarose e 20-100 pyL de extrato enzimatico. O ensaio foi
conduzido em banho-maria, por 15 min, a 40 °C. A reacgao foi paralisada pela
adicao de 1 mL do reativo de DNS, seguido pela imersao dos tubos de ensaio
em banho de agua fervente por 5 min.

As medidas espectrofotométricas foram tomadas a 540 nm, e os valores
de absorbancia convertidos em pmoles de acgucar redutor, utilizando uma curva
padrao construida a partir de quantidades de glicose variando entre 0,2 e 2,0

pmoles.

3.6.4. Determinacdo da atividade a-galactosidase sobre outros
substratos sintéticos

Os ensaios para determinacao da atividade das a-galactosidases de P.
griseoroseum contra outros substratos sintéticos foram idénticos ao descrito no
item 3.6.1, exceto que foram utilizados os substratos p-NP-fGal, p-NP-aGili,
p-NP-BXil, p-NP-aAra, p-NP-aMan, o-NP-BGli, o-NP-BGal, p-NP-BGli, m-NP-
aGal) e o-NP-aGal.

3.7. Determinacao do grau de pureza e da massa molecular

aparente das a-galactosidases

3.7.1. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), contendo SDS e j-
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Os mini-
geéis foram preparados a partir de solugéo estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30 % (p/v), tampéo Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8, para o gel
separador e tampao Tris/HCI 0,5 M, pH 6,8, para o gel empilhador, persulfato
de amoénio 10 % (p/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 % (p/v) e, N,N,N,N-
tetrametil-etilenodiamino (TEMED). As corridas eletroforéticas foram realizadas
a temperatura ambiente, a 100 V, em placas do Sistema Mini-Gel da Sigma
Chemical Co. As amostras submetidas a eletroforese foram, anteriormente,
precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 50 %, lavadas com acetona
gelada e adicionadas ao tamp&o 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-
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mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas durante 5 min e aplicadas no
gel (LAEMMLI, 1970).

Os marcadores de massa molecular foram os seguintes: BSA (66 kDa),
Ovoalbumina (45 kDa), Pepsina (34,7 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), pB-
Lactoalbumina (18,4 kDa) e Lisozima (14,3 kDa). As massas moleculares das
fragbes protéicas foram estimadas correlacionando-se, por meio de curva
padrdo, os perfis de migragao das proteinas-padrao (distancia percorrida no

gel) com o logaritmo da massa molecular.

3.7.2. Coloracgéo dos géis de eletroforese

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

Apos a corrida eletroforética, os géis foram colocados em 50 mL de
solugdo fixadora (metanol, acido acético glacial e agua, na proporgdao de
50:12:38 em volume) por no minimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10 min com
solugdo de etanol 50 %. Os géis foram lavados por 1 min, em solugdo de
tiossulfato de sédio 0,02 % (p/v) sendo logo em seguida rinsados com agua
destilada e incubados, por 25 min, em solugéo de nitrato de prata 0,2 % (p/v),
contendo 37 uL de formaldeido 37 % (v/v). Ap6s o tratamento em solugao de
nitrato de prata, os géis foram lavados 3 vezes, por 20 segundos, com agua
destilada e imediatamente imergidos em solugédo reveladora (carbonato de
sodio 4 %, contendo 2 mL de solug&o de tiossulfato de sodio 0,02 % e 50 L de
formaldeido 37 %), até a visualizagdo das bandas protéicas. A reacado foi

interrompida pela adi¢do de 3 mL de acido acético.

3.7.3. Utilizacdo de gel filtracdo para determinacdo da massa
molecular aparente.

As massas moleculares das a-galactosidases do fungo P. griseoroseum,
nas suas conformagdes nativas, foram estimadas por cromatografia de gel
filtracdo, utilizando resina Sephacryl S-300. Uma 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 continham o volume de 1 mL.

Uma cromatografia utilizando azul de dextrana foi executada, com o
objetivo de determinar o volume vazio da coluna. As massas moleculares das

a-galactosidases foram estimadas correlacionando-se, por meio de uma curva
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padrao, as constantes de eluicdo das proteinas-padrao (Ka,) com o logaritmo
da massa molecular das respectivas proteinas. Os padrdes de massa
molecular utilizados neste ensaio foram tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440
kDa), catalase (232 kDa) e aldolase (158 kDa).

3.8. Caracterizagcdo enzimatica

3.8.1. Efeito do pH

A influéncia do pH sobre a taxa de hidrdlise das a-galactosidases de P.
griseoroseum contra os substratos p-NP-aGal, rafinose, estaquiose e melibiose
foi avaliada. As atividades enzimaticas foram determinadas em uma faixa de
pH variando de 3 a 8. Para a determinacdo dos valores de pH 6timos para as
enzimas a-galactosidases, a mistura de reacdo e as condigdes de ensaio foram
as mesmas descritas nos itens 3.6.1, 3.6.2 e 3.6.3, exceto que, 0s ensaios
foram realizados em diferentes valores de pH, utilizando-se tampdes citrato-
fosfato (Mcllvaine, 1921).

3.8.1.2. Efeito do pH sobre a estabilidade das a-galactosidases

O efeito do pH sobre a estabilidade das a-galactosidases de P.
griseoroseum foi testado incubando-se as enzimas em pHs variando de 3,0 a
8,0, durante por 12 h a 5 °C.

Apos o periodo de incubacgao, todos os ensaios para determinagao da

atividade residual foram conduzidos em pH 5, como descrito no item 3.6.1.

3.8.2. Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura sobre a taxa de hidrdlise das a-
galactosidases de P. griseoroseum contra os substratos p-NP-aGal, rafinose e
melibiose foi avaliada. Para a determinagao das temperaturas 6timas das a-
galactosidases, a mistura de reacdo e as condigcdes de ensaio foram as
mesmas descritas nos itens 3.6.1 3.6.2 e 3.6.3, exceto que, os ensaios foram

conduzidos em diferentes temperaturas, compreendidas entre 20 e 60° C.
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3.8.2.1. Andlise de termoestabilidade

A estabilidade térmica das a--galactosidases de P. griseoroseum foram
avaliadas a 40 e 45 °C. Extratos contendo as a-galactosidases purificadas
foram incubadas nas temperaturas acima citadas, em tampao acetato de sédio
100 mM, pH 5,0. Para o ensaio conduzido a 40 °C, a atividade residual foi
avaliada nos tempos de 1, 4, 6, 8, 20, 28, 32 e 44 h; ja para o ensaio conduzido
a 45 °C a atividade residual foi avaliada nos tempos de 15, 30, 45, 60, 75, 90,
105 e 120 min. Apds cada tempo de pré-incubacao, uma aliquota de 100 pL de
extrato enzimatico era tomado e entdo procedia-se o ensaio enzimatico como
descrito no item 3.6.1.

Os valores de meia-vida das enzimas a-galactosidases foram calculados
a partir do ajuste de uma equacéo exponencial decadente, do tipo y = a.e®*,
aos dados obtidos no experimento acima citado, utilizando o programa Sigma

Plot®, versao 9.0.

3.8.3. Determinagcéo das constantes de Michaelis-Menten (Ky) e das
velocidades maximas (Vimax )

Para obtencdo dos valores de Ky e Vma, 0S ensaios de atividade
enzimatica foram realizados utilizando-se concentragdes crescentes dos
substratos, p-NP-aGal, o-PN-aGal, rafinose, estaquiose e melibiose. Os
ensaios enzimaticos para o substrato p-NP-aGal foram conduzidos como
descrito no item 3.6.1, exceto que, as concentragdes de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
5,0 e 10 mM foram utilizadas. Para o substrato o-PN-aGal, foram avaliadas as
concentragdes de 0,25; 0,5; 1,0; 5,0 e 10 mM, sendo os ensaios conduzidos
como descrito no item 3.6.4.

A influéncia da concentragao dos substratos rafinose e estaquiose, sobre
a velocidade de hidrélise das a-galactosidases do fungo P. griseoroseum,
foram avaliadas pela quantificacdo do acgucar redutor formado, como descrito
no item 3.6.3. Os ensaio para rafinose foram executados nas concentracdes de
5; 10; 20; 40; 70; 100 e 200 mM, enquanto que para o substrato estaquiose, as
concentracdes de 1; 3; 5; 10; 20 e 50 mM foram avaliadas.

As constantes cinéticas referentes a hidrdlise do substrato melibiose
foram estimadas pela quantificagao da glicose formada, utilizando o método da
glicose oxidase, como descrito no item 3.6.2. Neste caso, as concentragbes
avaliadas foram de 1; 3; 6; 15; 30 e 50 mM.
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Os valores de Ky e Vnqax foram calculados pela curva de velocidade em
funcdo da concentragao de substrato (curva de Michaelis-Menten), utilizando o

programa Sigma Plot®, versao 9.0.

3.8.4. Efeitos de ions, agentes redutores e agucares nas atividades
das a-galactosidases

Os efeitos de ions, agentes redutores e agucares na atividade das o-
galactosidases de P. griseoroseum, foram avaliados em diferentes
concentracdes destes efetores. Os ensaios foram conduzidos como descrito no
item 3.6.1, exceto pelo fato da adicdo dos efetores. Os efeitos dos ions MgCly,
CaCly, CuSOq4, KCI, NaCl, HgCl,, AgNO3; FeSO4, ZnSO4 SDS e EDTA foram
avaliados nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 mM.

Os ensaios de interferéncia para os agucares lactose, maltose, melibiose,
rafinose, manose, galactose, estaquiose, sacarose, glicose e frutose foram
conduzidos nas concentragdes de 2; 10 e 30 mM. As misturas contento tampao
acetato de soédio, pH 5, 100 mM, solucdo do efetor e as enzimas a-
galactosidases foram pré-incubadas em banho-maria por 30 min, a 40 °C,
sendo logo em seguida, adicionado o substrato p-NP-aGal. O efeito destes
efetores sobre a atividade das enzimas foi determinado em termos

porcentuais, utilizando um ensaio sem efetor algum como referéncia.

3.8.5. Determinacéo da Energia de Ativacao (Ea)

Utilizando a equagéo do Duplo-reciproco, foram calculados os valores de
Vmax das enzimas a-galactosidases do fungo P. griseoroseum para a hidrélise
dos substratos p-NP-aGal, melibiose e rafinose em diferentes temperaturas
(20, 25, 30, 35, 40 e 45 °C). A energia de ativagéo (E,) das a-galactosidases
para a hidrolise destes substratos foi estimada pelo grafico de Arrhenius, que
correlaciona Log Vimaxvs 1.T ™ (°K).

Os valores de inclinagdo das retas (Ir) obtidas em cada caso foram
diretamente aplicados a equacao de Arrhenius (Es = -4,554.1r) para

determinacao da energia de ativagédo para cada substrato especificamente.

29



3.9. Determinacao do teor protéico nos extratos enzimaticos

Durante a execucao deste trabalho, os teores protéicos das preparacdes
enzimaticas das a-galactosidases de P. griseoroseum foram determinados de
duas maneiras: para as analises feitas durante a montagem do perfil de eluigéo
da cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose foi utilizado o método de
Bradford (Bradford, 1976); para as analises de determinagdo do grau de
pureza, calculo da atividade especifica e montagem da tabela de purificagédo, o

método do acido Bicinconinico foi utilizado (Smith et al., 1985).

3.9.1. Método de Bradford

O reagente de Bradford concentrado 5 vezes foi preparado misturando-
se 100 mg de Coomassie Brilhant Blue G-250, 50 mL de etanol 95 % (v/v) e
100 mL de &cido fosférico 85 % (v/v). Apds solubilizagdo, o volume foi
completado para 200 mL e agitado por 30 min, filtrando-se a solugdo em papel
Whatman n°1. Este método baseia-se no desenvolvimento da cor em funcéo da
ligagcao da proteina com o pigmento Coomassie Brilhant Blue G-250.

O ensaio para determinacdo do teor protéico das preparagcdes
enzimaticas foram conduzidos a partir da mistura de 50-800 puL do extrato
protéico, 0-750 yL de agua destilada e 200 uL do reagente de Bradford. A
mistura foi agitada em vortex e mantida por 15 min a temperatura ambiente. Os
valores de absorbancia foram tomados a 595 nm e convertidos em valores de

massa protéica utilizando uma curva padréao construida com BSA.

3.9.2. Método do Acido Bicinconinico

Para as determinacdes do teor de proteina pelo método do acido
Bicinconinico, a mistura de reagao continha 20-100 pL do extrato protéico, 0-80
ML de agua destilada e 1 mL do reagente de trabalho (Reagente A: Solugéo de
acido bicinconinico - 50 mL e Reagente B: solugdo de 4 % CuS0O4.5H,0 - 1
mL).

A fracao protéica da reacédo era adicionada a cada tubo de ensaio em
intervalos regulares de 30 segundo; procedia-se rapidamente uma agitagao e
em seguida, uma incubacdo em banho-maria a 37 °C, por exatos 30 min. Apds
este periodo, os tubos eram retirados em intervalos de 30 segundos e deixados

20 min em temperatura ambiente. As leituras foram efetuadas em intervalos de
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30 segundos em espectrofotobmetro a 562 nm, e os valores de absorbancia

convertidos em massa protéica, utilizando curva padrao construida com BSA.

3.10. Imobilizacdo da enzima a-Gal | do fungo Penicillium

griseoroseum

Silica gel modificada com grupos aminos foi utilizada como suporte para a
imobilizagdo da enzima a-Gal | do fungo P. griseoroseum. O processo de
imobilizacdo enzimatica deu-se em duas etapas. Em um primeiro momento
procedeu-se a modificagdo da superficie do suporte. Posteriormente, a enzima
a-galactosidase foi ligada covalentemente a superficie do suporte modificado,

caracterizando-se assim, a imobilizagdo enzimatica propriamente dita.

3.10.1. Modificacao da superficie do suporte

Particulas de silica gel (150 A de diametro) tiveram sua superficie
modificada pela adicdo de grupamentos aminas, via reagdo de silanizagao,
utilizando o reagente 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS). Para isto, 20 g de
silica, previamente seca durante 3 horas a 105°C, foram adicionada a um balao
de destilacdo juntamente com 200 mL de xileno e 3 mL de APTS. O conjunto
foi aquecido a 80°C sob agitacdo constante e mantido sob refluxo pelo tempo
de 12 horas.

Apds as 12 h de reagdo, a silica modificada (SM) foi filtrada e lavada,
primeiramente com 200 mL de xileno e posteriormente com 400 mL de etanol.
Apoés a lavagem e total eliminagdo do etanol a SM foi disposta em papel de
filtro sobre vidro-relogio e seca a temperatura ambiente pelo tempo de 2 h.
Finalizando o processo, a silica SM foi submetida a nova secagem em estufa, a

40 °C, pelo tempo de 45 minutos.

3.10.2. Imobilizag&o da a-galactosidase sobre SM

Glutaraldeido foi utilizado como agente de ligacédo entre a SM e a
enzima o-Gal | de P. griseoroseum. Em um primeiro momento, 2 g de SM
foram adicionadas a 50 mL de uma solugdo de glutaraldeido (5%) e
submetidas a agitagdo por 5 min para ativagado do suporte. Apos esta etapa, a
SM ativada pelo glutaraldeido (SMG) foi lavada 5 vezes com agua destilada

para total eliminagao do glutaraldeido n&o ligado.
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SMG foi entédo adicionada a 20 mL de uma solugédo tamponada (tampao
acetato de sédio, 50 mM, pH 5) da enzima a-Gal | (20 U.mL-1) e agitada
durante 10 min para promover a ligacdo covalente entre a enzima e o suporte
ativado. Ao término deste periodo, SMG contendo a «-galactosidase
imobilizada (SMGGal) foi drenada e lavada 5 vezes com agua destilada para
eliminagcdo das proteinas ndo ligadas. SMGGal foi armazenada em tampéo
acetato de sdédio, 100 mM, pH 5, a 5 °C e posteriormente aplicada em
experimentos de hidrélise de ROs em derivados de soja para determinagao do

seu potencial de aplicagao.

3.11. Hidrdlise de RO em produtos derivados de soja pelas a-

galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum

3.11.1. Preparo do extrato desengordurado de soja

O extrato desengordurado de soja foi obtido a partir da farinha
desengordurada de soja. Uma aliquota de 20 g da farinha desengordurada foi
ressuspendida em 200 mL (p/V 1:10) de agua destilada e homogeneizada em
um agitador magnético por 10 min até completa dissolugéo dos solidos.

Posteriormente, o extrato foi submetido a um novo processo de
homogeneizagao, em agitador Politron, pelo tempo de 5 min e imediatamente
aplicado em testes de hidrélise de RO utilizando as enzimas a-galactosidases

do fungo P. griseoroseum.

3.11.2. Hidrdlise de RO utilizando a-galactosidases livres

As duas a-galactosidase do fungo P. griseoroseum foram avaliadas
quanto a eficiéncia em hidrolisar RO presentes em derivados de soja. Em
erlenmeyers de 50 mL foram adicionadas aliquotas de 20 mL do extrato
desengordurado de soja e 5 mL de extrato enzimatico contendo a enzima a-
Gal | ou a-Gal Il (total de 10 U de enzima em ambos os casos). As preparagdes

foram incubadas em Shaker, sob agitagdo de 100 rpm, por 2, 4 e 6 h, a 40 °C.

3.11.3. Hidrdlise de RO utilizando a-galactosidases livres
Para os testes de hidrolise com a enzima o-Gal | imobilizada foram
montados ensaios em frascos de 50 mL, contendo 20 mL de extrato

desengordurado de soja e 10 U da enzima imobilizada (aproximadamente 0,5 g
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de SMGGal). Os ensaios foram conduzidos como no item anterior, € a hidrdlise
avaliada apos 2, 4, 6 e 8 h de incubacéo.

Em ambos os ensaios, apds cada tempo de incubacido, as amostras tratadas
foram imediatamente congeladas a -80 °C e posteriormente liofilizadas. As
taxas de hidrélise obtidas em cada situagao foram avaliadas pela determinagao
do teor de RO presentes em 30 mg do material liofilizado. Os teores de RO
determinados nos extratos tratados com as enzimas foram comparados

aqueles das amostras nao tratadas.

3.11.4. Avaliagcdo do potencial de reutilizacdo da enzima o-Gal |
imobilizada

Uma das principais vantagens do emprego de enzimas imobilizadas ¢ a
possibilidade de sua reutilizagdo. A enzima o-Gal | imobilizada foi empregada
na hidrolise de RO em extrato desengordurado de soja como descrito no item
3.12.3. Apo6s 6 h de tratamento, SMGGal foi separada do extrato tratado por
decantagédo, lavada com agua destilada e reaplicada em um tratamento
idéntico. O potencial de reutilizacdo da enzima a-Gal | imobilizada para
hidrolise de RO em extrato desengordurado de soja foi avaliado em 8

tratamentos consecutivos.

3.12. Extracao de RO

A extracdo de RO do extrato desengordurado de soja antes e apds o
tratamento enzimatico foi conduzida como descrita por Saravitz, et al.
(1987), com modificagdes. Aproximadamente 30 mg das amostras
liofilizadas pesadas em tubos tipo eppendorff foram usadas para o processo
de extracdo dos agucares soluveis. Os acucares foram entdo extraidos em 3
etapas de tratamento com etanol 80 %, a 100 °C, por 5 min. Apds cada
extragao feita com alcool 80 %, a mistura foi submetida a centrifugagédo em
centrifuga do tipo Eppendorff 5415C, 14.000 rpm, por 10 min. O extrato
alcodlico total obtido foi evaporado em estufa a 50 °C, os aglcares foram
ressuspendidos em 1 mL de etanol 80 % e congelados a — 20 °C. Apds 24
h, as amostras foram centrifugadas nas mesmas condi¢gdes ja descritas,
passadas em filtro Millipore de 0,45 micra de didmetro e armazenadas a - 20

°C, para posterior analise por HPLC.
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3.13. Determinacdo do teor de oligossacarideos por

cromatografia liguida de alta eficiéncia (HPLC)

Os RO extraidos do extrato desengordurado de soja tratados e nao
tratados enzimaticamente, foram analisados por CLAE em cromatografo
Shimadizu série 10A, equipado com detector de indice de refragdo, uma
coluna em acgo inox (25 X 0,465 cm) contendo a fase estacionaria o grupo
aminopropil (-NH2). A mistura acetonitrila-agua (80:20) em condi¢des
isocraticas foi a fase movel. As analises foram realizadas a 35 °C sob o fluxo
de 1 mL/min e todo o processo foi controlado por um computador acoplado
ao sistema.

O método foi padronizado para determinacdo quantitativa dos
agucares soluveis presentes nos produtos derivados da soja. A partir de uma
solugcdo estoque formada pela mistura dos agucares frutose, sacarose,
rafinose e estaquiose nas concentracbes de 4, 4, 8 e 8 % (p/v),
respectivamente, foram feitas diluigdes para obtencédo das solugdes padrao.
Cada solugao foi injetada no cromatografo liquido para obtenc&o das curvas,
correlacionando a area do pico com a concentragdo do agucar na solucéo.
As retas foram obtidas por regressao linear. Um volume de 20 uL de cada
amostra foi injetado no cromatografo e cada agucar presente foi identificado
e quantificado por comparacdo com os tempos de retencbes e
concentragcdes dos acgucares nas solugdes padrao. Todos os calculos foram
feitos pelo computador acoplado ao sistema de CLAE, equipado com o

programa LC-10 versao 2.2 para Windows.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Purificagcdo das a-galactosidases extracelulares do fungo

Penicillium griseoroseum

O extrato enzimatico, contendo enzimas a-galactosidases extracelulares
do fungo P. griseoroseum, foi obtido apos 132 h de crescimento, nas condigdes
ja especificadas no item 3.4. O extrato enzimatico foi entdo submetido ao
processo de purificacdo descrito no item 3.5 para a obtencdo das fragbes
purificadas das enzimas a-galactosidases. Durante todas as etapas de
purificacdo empregadas, a atividade enzimatica foi monitorada pela
mensuragao da hidrdlise do substrato p-NP-aGal, enquanto que o teor protéico
das amostras foi avaliado pela utilizacdo do método do Acido Bicinconinico. A
medida da atividade especifica (U de enzima/mg de proteina) foi utilizada como
um parametro para avaliagdo da eficiéncia de cada método de purificagcao
empregado. O resumo dos resultados obtidos em cada etapa de purificagdo

pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos em cada etapa, durante o processo de
purificacdo das o-galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum.

Etapa Atividade Proteina Total Ativ. Espe_ﬁ:ifica thpr dg Rendimento

Total (U) (mg) (U.mg’) Purificagcéo (%)

Meio de Cultura 140,10 161,70 0,86 1,00 100,00

Centrif. + Didlise 144,60 99,30 1,45 1,68 103,21

DEAE-Sepharose

o-gal | 86,66 10,95 7,91 9,13 61,85

o-gal Il 22,39 2,52 8,88 10,25 15,98

Ultrafiltragéo

a-gal | 90,72 3,85 23,50 27,13 64,75

a-gal Il 16,94 0,72 23,26 26,85 12,09

Gel Nativo

a-gal | 52,80 0,39 134,71 155,48 37,69

o-gal Il 13,05 0,28 46,48 53,64 9,31

1U = quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de p-NP por minuto

As etapas de purificagcdo compreendidas pela centrifugacdo e dialise,
inicialmente utilizadas neste protocolo de purificagdo, foram empregadas
principalmente com o intuito de preparar o extrato enzimatico para os passos
subsequentes, eliminando impurezas macroscopicas e 0 excesso de sais
presentes no extrato bruto.

Em um segundo momento, o extrato enzimatico foi aplicado em uma
coluna de troca aniénica, DEAE-Sepharose, equilibrada com tampao acetato
de sddio, pH 5, 100 mM. A eluicdo das proteinas que aderiram a resina foi feita
pela aplicacdo de um gradiente crescente de NaCl, variando de 0 a 0,3 M.

A eluicdo com gradiente salino permitiu a detecgdo de dois picos
protéicos contendo atividade o-galactosidase, como pode ser observado na
Figura 7. A possibilidade de um organismo expressar mais de uma enzima com
atividade a-galactosidase € um fato que pode ser facilmente observado na
literatura. Varbanets et al. (2001) fracionaram duas a-galactosidases de
Penicillium sp. apoés cromatografia de troca idbnica em coluna DEAE-Toyopearl
650M. Ademark et al. (2001) purificaram quatro diferentes formas de a-
galactosidases de Aspergillus niger apds quatro etapas de purificagao.
Grossmann & Terra (2001), avaliando extratos enzimaticos obtidos a partir do
intestino de larvas de Tenebrio molitor, detectaram trés enzimas com atividade

a-galactosidase.
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Figura 7: Perfil cromatografico, obtido apds a aplicagdo das preparagdes enzimaticas
centrifugadas e dialisadas em coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose. Atividade a-

galactosidase (e); teor de proteina (A); gradiente salino (—).

As duas fragdes protéicas contendo atividade de a-galactosidases,
oriundas da coluna DEAE-Sepharose, foram reunidas e analisadas. Podemos
observar que o primeiro pico protéico representava 79,46% da atividade a-
galactosidica recuperada apds esta etapa de purificagcdo (Tabelal). Tal
observacdo nos permite sugerir que esta, é a a-galactosidase
preferencialmente expressa pelo fungo P. griseoroseum nas condi¢gdes de
crescimento especificadas neste trabalho.

Objetivando facilitar a descrigdo dos resultados obtidos neste trabalho, a
partir deste momento, iremos nos referir a a-galactosidase do primeiro pico
protéico como a-Gal |, sendo consequentemente a a-galactosidase encontrada
no segundo pico, denominada a-Gal II.

Dando prosseguimento ao processo de purificagdo, as fragdes reunidas
contendo as enzimas a-Gal | e a-Gal |l foram concentradas por ultrafiltracéo,
utilizando uma membrana com um limite de exclusédo de 10 kDa, como descrito
no item 3.5.3. Como pode ser observado na Tabela 1, o uso desta etapa no
protocolo de purificagdo promoveu, além da redugdo dos volumes dos eluatos,

um grande acréscimo nos valores de atividade especifica das preparagdes
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enzimaticas (cerca de 3 vezes), principalmente por promover a exclusao de
fragmentos protéicos e de peptideos de massa molecular menor que 10 kDa.

As preparagdes enzimaticas concentradas das enzimas a-Gal | e a-Gal
Il foram submetidas separadamente a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida, em condigdes nédo desnaturantes (gel nativo), como descrito no
item 3.5.4.

A utilizagcao de uma eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condi¢des
nao desnaturantes, tem como uma das principais vantagens, permitir que a
proteina mantenha a maioria das caracteristicas fisico-quimicas normalmente
detectadas em seu estado nativo, dentre as quais, podemos destacar: a sua
estrutura tridimensional e a manutencao de suas propriedades cataliticas.

Desta forma, ao término de ambas as corridas eletroforéticas, uma faixa
longitudinal de cada gel foi recortada e incubada em uma solugdo tamponada
(tampao acetato de sédio, pH 5, 100 mM) do substrato p-NP-aGal (4 mg.mL™"),
tendo como objetivo, determinar as regides dos géis que continham as bandas
protéicas com atividade a-galactosidase.

As bases quimicas que garantiram o sucesso do emprego desta técnica
para a identificacdo das enzimas a-galactosidases no gel sédo facilmente
compreensiveis, uma vez que um dos produtos da hidrolise do p-NP-aGal por
enzimas a-galactosidases, o p-NP, possui uma coloragdo alaranjada quando
esta em seu estado desprotonado. Estado este, que ocorre naturalmente,
devido ao alto pH do gel de poliacrilamida (em torno de 8,3).

Para a confirmagao da presenca das bandas protéicas, uma outra faixa
de cada gel foi recortada e corada com prata, como descrito no item 3.7.2. Os
resultados obtidos durante ambos os processos de revelagcdo do gel para a
enzima a-Gal | podem ser observados na Figura 8. Resultados idénticos foram
obtidos quando o mesmo procedimento foi aplicado a enzima o-Gal Il
(resultados ndo mostrados).

Apos as revelagdes dos géis nativos de ambas a-galactosidases de P.
griseoroseum, as enzimas foram extraidas dos géis como descrito no item
3.54.5.

Ao final deste processo, a enzima a-Gal | apresentou uma purificacéo de
155,5 vezes com um rendimento de 37,7%, ao passo que a enzima a-Gal Il foi

purificada 53,6 vezes com um rendimento de 9,3%.
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Apds cromatografias em coluna de gel filtragcdo Sephadex G-150 e em
coluna de troca idnica DEAE-Sepharose, a a-galactosidase extracelular da
levedura Debaryomyces hansenii foi purificada 16,7 vezes com um rendimento
de 58,3% (Viana et al.,, 2006). Kim et al. (2002) purificaram uma o-
galactosidase de Oryzae sativa 524 vezes, com uma recuperagao de 52% da
atividade enzimatica. King et al. (2002), apds quatro etapas de purificagéo,
obtiveram uma a-galactosidase de Thermoanaerobacterium
polysaccharolyticum purificada 908 vezes, com um rendimento de 7%.
Também a a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus foi purificada 389

vezes, com um rendimento de 44 % (Gote et al., 2006).

a-Gall

A B

Figura 8: Resultado da revelagdo do gel nativo com p-NP-aGal (A), mostrando a
presenca da atividade da enzima a-Gal | de Penicillium griseoroseum. Resultado da
revelagao do gel nativo com prata (B), confirmando a presenga de uma banda protéica

isolada na mesma regido do gel onde se detectou a atividade a-galactosidase.

4.2. Determinagcdo do grau de pureza e da massa molecular das

a-galactosidases de Penicillium griseoroseum

Para confirmar a purificagdo das a-galactosidases do fungo P.
griseoroseum, submeteram-se as preparagdes enzimaticas extraidas do gel
nativo a uma eletroforese em gel de poliacrilamida 15 %, sob condigbes
desnaturantes (SDS-PAGE). O perfil de migracdo das proteinas presentes

nessas amostras esta apresentado na Figura 9.

39



Podemos observar claramente, em ambos os géis desnaturantes, uma
unica banda protéica nas canaletas onde foram aplicadas as amostras das
enzimas a-Gal | e a-Gal Il do fungo P. griseoroseum, sendo desta forma,
confirmado o alto grau de pureza destas proteinas e a eficacia do protocolo de

purificagao utilizado.
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Figura 9: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 15 %) corado com prata das a-Gal |
(A) e a-Gal 1I(B) do fungo Penicillium griseoroseum. A linha 1 contém as bandas
protéicas referentes aos marcadores de peso molecular. A linha 2 contém as bandas

referentes as amostras de proteinas que foram extraidas do gel nativo.

As massas moleculares das enzimas o-Gal | e o-Gal Il de P.
griseoroseum foram calculadas a partir de uma equacdo linear, obtida
correlacionando-se o logaritmo das massas moleculares de proteinas padrao
com a distancia percorrida no gel SDS-PAGE. Como as corridas eletroforéticas
foram conduzidas separadamente para as duas enzimas, houve a necessidade
da obtencido de duas equacgdes lineares para estimar os valores das massas
moleculares. As regressdes para as enzimas o-Gal | e a-Gal Il estao,
respectivamente, representadas nas Figuras 10A e 10B.

A partir das equacbes obtidas, estimou-se uma massa molecular
aproximada de 72,6 kDa para a enzima a-Gal |, enquanto que para a enzima a-

Gal Il, a massa molecular estimada foi de 68,2 kDa.
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Log da Massa Molecular

Podemos encontrar na literatura as massas moleculares estimadas de
uma série de enzimas a-galactosidases. Puchart et al. (2000), estudando uma
a-galactosidase do fungo termofilico Thermomyces lanuginosus, estimaram
uma massa molecular de 57 kDa. Este mesmo valor de massa molecular foi

encontrado para a a-galactosidase do fungo mesofilico Trichoderma reesei
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(Golubev et al., 2004). Também De Rezende (1998) purificou e caracterizou
uma o-galactosidase do fungo Aspergillus fumigatus de massa molecular

estimada em 54,7 kDa.

Figura 10: Estimativas das massas moleculares das enzimas a-Gal | (A) e a-Gal Il (B)
do fungo P. griseoroseum. Os coeficientes para as regressées foram calculados
utilizando o programa Sigma Plot®, versdo 9.0. Padrdes de massa molecular (A);

enzimas a-galactosidases (o).

Em testes para a purificacado realizados no inicio deste trabalho, as a-
galactosidases de P. griseoroseum foram submetidas a filtracdo em gel,
utilizando resinas Sephacryl S-200 e Sephacryl S-300, sendo estas proteinas
sempre eluidas no volume vazio da coluna (resultados ndo mostrados). Tal
fato, em combinacdo com os resultados obtidos na analise em SDS-PAGE, nos
possibilitou formular a hipétese de que estas enzimas, quando em sua
conformagao nativa, apresentavam-se como oligbmeros, sendo formadas por
subunidades idénticas.

Para elucidar nossas suspeitas, também estimamos as massas

moleculares das a-galactosidases de P. griseoroseum por filtragdo em gel,
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utiizando uma coluna empacotada com a resina Sephacryl S-300 como
descrito no item 3.7.3.

As massas moleculares das enzimas «o-galactosidases de P.
griseoroseum foram estimadas a partir da regressao linear, obtida
correlacionando-se o logaritmo das massas moleculares de proteinas padréo

com a constante de eluigéo (Kay) das respectivas proteinas (Figura 11).
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Figura 11: Estimativa das massas moleculares das enzimas a-Gal | e o-Gal Il do
fungo Penicillium griseoroseum por gel filtragdo. Os coeficientes para a regressao
foram calculados utilizando o programa Sigma Plot®, versdo 9.0. Os padrées de massa
molecular (o) utilizados foram aldolase (158 kDa), catalase (232 kDa), ferritina (440

kDa) e tiroglobulina (669 kDa); enzimas a-galactosidases (e).

Os resultados obtidos na filtragdo em gel nos permitiram estimar que a
enzima a-Gal | possui uma massa molecular de 408,4 kDa. Ao dividirmos este
valor por 72,6 (massa molecular estimada por SDS-PAGE) encontramos um
valor proximo a 6, o que sugere que esta enzima é um hexadmero, formado por
subunidades idénticas, quando se encontra em solu¢ao e no seu estado nativo.

A massa molecular estimada da o-Gal Il foi de 330,3 kDa. Ao dividirmos

este valor por 68,2 (massa molecular estimada por SDS-PAGE) podemos
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sugerir que esta enzima € um pentamero formado por subunidades idénticas,
quando se encontra no seu estado nativo.

Fridjonsson et al. (1999) determinaram que a a-galactosidase produzida
por Bacillus stearothermophilus NUB3621 € uma proteina tetramérica,
composta por subunidades idénticas de 80,3 kDa. Também a bactéria
Streptococcus mutans, expressa uma enzima a-galactosidase tetramérica com
subunidades idénticas de massa molecular préxima a 82 kDa (Aduse-Opoku et
al., 1991).

King et al. (2002) estimaram a massa molecular da a-galactosidase da
bactéria Thermoanaerobacterium polysacchrolyticum por gel filtragao,
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.

Os dados obtidos em nosso trabalho também concordam com aqueles
obtidos por Ademark et al. (2001), que purificaram e caracterizaram quatro
enzimas o-galactosidases extracelulares (a-gal |, a-gal Il, a-gal Ill, a-gal 1V)
produzidas pelo fungo filamentoso Aspergillus niger. Neste trabalho, os
autores concluiram por analise em gel filtracdo, que a enzima a-gal |, em sua
conformacao nativa, € um tetramero de 350 kDa, sendo composta por
subunidades idénticas de massa molecular estimada em 94 kDa. A analise das
demais a-galactosidases produzidas por A. niger, sugeriu que, quando em
estado nativo, estas enzimas s&o dimeros com massa molecular aproximada
de 117 kDa, sendo que cada subunidade possui uma massa molecular

aproximada de 64 kDa.

4.3. Determinacado do tempo de ensaio para a hidrélise de p-NP-

aGal pelas a-galactosidases de Penicillium griseoroseum

O primeiro passo a se tomar em qualquer experiéncia ou estudo cinético
envolvendo enzimas é estabelecer os limites de linearidade, ou seja,
estabelecer a concentragdo maxima de produto que pode ser acumulado antes
que as respostas de [P] vs tempo e velocidade de hidrolise vs [E] se tornem

nao lineares (Segel, 1979).
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Baseados nesta premissa, ensaios de hidrélise do substrato p-NP-aGal
com as enzimas a-Gal | e a-Gal |l foram conduzidos para a determinagao de
um tempo de reacdo adequado, que seria posteriormente utilizado como
padrao para as demais analises. As misturas de reagao foram constituidas de
650 pyL de tampéo acetato de sodio, pH 5, 100 mM, 100 pL de extrato
purificado das enzimas a-Gal | ou a-Gal Il e 250 pyL de uma solugéo 2 mM do
substrato p-NP-aGal. Os ensaios foram conduzidos a 40 °C pelos tempos de
2,5; 5, 7,5, 10; 12,5; 15; 17,5; 20 e 22,5 min. Os resultados obtidos nestes

ensaios podem ser observados na Figura 12.
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Figura 12: Taxa de hidrélise do substrato p-NP-aGal pelas enzimas a-Gal | (o) e a-

Gal Il (o) em diferentes tempos de reacéo.

Como pode ser observado na Figura 11, as taxas de hidrélise das enzimas a-
galactosidases do fungo P. griseoroseum mantiveram-se constantes durante
todo o periodo de tempo avaliado (22,5 min). Por motivos de seguranca e
praticidade, o tempo de ensaio escolhido para as demais analises realizadas

com as enzimas o-Gal | e a-Gal Il foi de 5 min.
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4.4. Efeito do pH sobre a atividade das a-galactosidases do

fungo Penicillium griseoroseum

O efeito do pH sobre a atividade das a-galactosidases do fungo P.
griseoroseum contra os substratos p-NP-aGal, rafinose, estaquiose e melibiose
foi avaliado como descrito no item 3.8.1. Considerando o p-NP-aGal como
substrato padrao para este tipo de analise, podemos observar que as enzimas
a-Gal | e a-Gal I, possuem um comportamento semelhante ao longo de toda a
faixa de pH estudada, sendo que o pico maximo de atividade para ambas as
enzimas foi detectado nos ensaios realizados em pH 5 (Figura 13A).

Podemos observar também que as a-galactosidases de P. griseoroseum
mantiveram mais de 80% de sua atividade maxima em uma faixa restrita de
pH, compreendida entre os valores 4,5 e 5,5, o que indica uma grande
sensibilidade destas enzimas com relagdo a esta variavel. o-Gal | e o-Gal Il
tiveram atividade nula em pH 3, entretanto, em pH 8, pode-se observar que
estas enzimas apresentam ainda 5 e 4% da atividade maxima,
respectivamente.

A a-galactosidase de Gibberella fujikuroi apresenta maxima atividade
quando incubada em pH 5,8, sendo que esta enzima mantém 90% de sua
atividade maxima em um faixa de pH compreendida entre 4 e 6,3
(Thippeswamy & Mulimani, 2002). Prashanth & Mulimani (2005) determinaram
que a a-galactosidase de Aspergillus oryzae apresenta maxima taxa de
hidrélise quando incubada em pH 4,8.

Gote et al. (2004), estudando «a-galactosidase de Bacillus
sthearothermophilus, concluiram que esta enzima tem maxima atividade
quando incubada em uma faixa de pH entre 6,5 e 7, sendo que esta enzima
mantém ainda cerca de 10% de sua atividade maxima quando incubada em pH
10.
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Figura 13: Efeito do pH sobre a atividade das enzimas o-Gal | (e) e o-Gal Il (o) do
fungo Penicillium griseoroseum para os substratos p-NP-aGal (A), rafinose (B),

estaquiose (C) e melibiose (D)

Em trabalho realizado por Viana et al. (2005), foi estabelecido que a a-
galactosidase de Glycine max desempenha sua maxima atividade
quando ensaiada em pH 6. Kang & Lee (2001) purificaram e caracterizaram
uma o-galactosidase de Vitis vinifera que apresenta maxima atividade em pH 7.
Viana et al. (2006), estudando a a-galactosidase extracelular da levedura
Debaryomyces hansenii, determinaram que esta enzima tem seu pico de
atividade quando incubada em pH 5, entretanto, esta enzima foi totalmente

inativa em valores de pH superiores a 7.
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Nao foram notadas diferencgas significativas com relagdo ao pH 6timo
das enzimas a-Gal | e a-Gal Il quando os substratos rafinose (Figura 13B),
estaquiose (Figura 13C) e melibiose (Figura 13D) foram utilizados, sendo que
para todos estes substratos ambas as enzimas apresentaram atividade maxima
em pH 5. Entretanto, podemos observar que para os substratos rafinose e
estaquiose, ambas as a-galactosidases demonstraram atividade em uma faixa
de pH mais restrita.

Para os substratos p-NP-aGal e melibiose, as a-galactosidases de P.
griseoroseum mostraram-se ativas em uma faixa de pH variando entre 3,5 e 8.
Ja para o substrato estaquiose, pode-se detectar alguma atividade o-
galactosidase apenas em uma faixa de pH compreendida entre os valores 4 e
6,5. Para o substrato rafinose a restricao foi ainda maior, pois como pode ser
observado na figura 13B, ambas as a-galactosidases foram ativas somente em
uma faixa de pH entre 4,5 € 6,5.

Este fato pode estar associado as diferengas no tamanho das moléculas
destes substratos. Certamente, os substratos de maior massa molecular
(rafinose e estaquiose) sdo dependentes de um maior numero de interagdes
eletrostaticas junto ao sitio ativo da enzima para que se alcance o estado de
transicdo. Quanto maior for o numero de residuos de aminoacidos envolvidos
no processo de estabilizacdo da molécula de substrato no sitio ativo,
provavelmente, mais restritas serdo as condi¢gdes de pH para a sua hidrélise,
pois, na medida em que se distancia do valor de pH 6timo, maiores seréo as
chances de que pelo menos um dos residuos de aminoacidos envolvidos no
processo de estabilizagdo assuma uma carga que desfavorega a catalise.

A estabilidade das enzimas a-Gal | e a-Gal Il, apds 12 de incubagdo em
diferentes pHs, foi analisada como descrito no item 3.8.1.2. As atividades
residuais das a-galactosidases do fungo P. griseoroseum apés a incubagéao

sdo mostradas na Figura 14.
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Figura 14: Efeito do pH sobre a e estabilidade das enzimas a-Gal | (e) e a-Gal Il (o)

do fungo Penicillium griseoroseum apds 12 h de incubagao

Ao contrario dos resultados obtidos nos ensaios para determinacédo do
pH 6timo para as enzimas a-Gal | e o-Gal Il, nota-se claramente, uma
diferenca no comportamento destas duas enzimas quando pré-incubadas por
12 h em diferentes condicbes de pH. A enzima o-Gal | mostrou maior
estabilidade quando incubada a pH 5,5, sendo o valor de atividade obtido
neste ensaio utilizado como parametro de comparagao para os demais valores
de atividade. A enzima o-Gal | manteve mais de 80% da sua atividade maxima
quando incubada por 12 h em uma faixa de pH entre 4,5 e 7,5. Quando
incubada em pH 8, ao-Gal | reteve ainda 40% de sua atividade maxima,
entretanto, verificou-se que a enzima foi irreversivelmente inativada apos 12 de
incubacédo em pHs inferiores a 3,5.

A enzima a-Gal || mostrou maior estabilidade quando incubada a pH 6,5,
sendo o valor de atividade obtido neste ensaio utilizado como parametro de
comparagao para os demais valores de atividade obtidos. A enzima o-Gal |l
mostrou-se mais instavel do que a enzima a-Gal |, mantendo mais de 80% da
sua atividade maxima apds a incubacado apenas em uma faixa de pH entre 5,5
a 7. Quando incubada em pH 8, a-Gal Il reteve apenas 5% de sua atividade
maxima, sendo verificado também que a enzima foi irreversivelmente inativada

apo6s 12 de incubagao em pHs inferiores a 4,5.
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Gote et al. (2004) analisaram a estabilidade da o-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus em diferentes pHs, concluindo que esta enzima
exibe mais de 80% de atividade residual apds 12 h de incubagcdo em uma faixa
de pH compreendida entre os valores 4 e 10.

Aspergillus niger produz trés enzimas a-galactosidases (a-gal Il, a-gal llI
e a-gal IV) que mantém mais de 70% de sua atividade maxima, apds 17 horas
de incubacgao, em uma faixa de pH entre 2 e 4,5 (Ademark et al., 2001).

Segel (1979) descreve que os efeitos do pH na estabilidade de uma
enzima devem ser levados em conta em qualquer estudo do efeito do pH na
ligacao do substrato e na catalise. Somente a curva para determinagéo do pH
6timo nao da indicagdes das razdes pelas quais a velocidade declina acima e
abaixo do pH 6timo. O declinio poderia resultar da constituicdo de uma forma
ibnica ndo adequada do substrato ou da enzima (ou de ambos), ou pela
inativacdo da enzima, ou ainda da combinacgao destes efeitos.

Baseados nesta premissa, poderiamos concluir que a perda da
eficiéncia catalitica para a o-Gal |, verificada nos ensaios realizados para
determinacao do pH 6timo, em valores de pH entre 5 e 4,5 e entre os pH 5 e
7,5 deve-se a um constituicdo ibnica ndo adequada da enzima. O mesmo

raciocinio pode ser aplicado a enzima a-Gal Il para valores de pH entre 5e 7.

4.5. Efeito da temperatura sobre a atividade das a-

galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum

O efeito da temperatura sobre a atividade das a-galactosidases do fungo
P. griseoroseum contra os substratos p-NP-oaGal, rafinose, estaquiose e
melibiose foi avaliado como descrito no item 3.8.2. Considerando o p-NP-aGal
como substrato padrao para este tipo de analise, podemos observar que as
enzimas a-Gal | e a-Gal Il, possuem um comportamento idéntico quando
ensaiadas em uma faixa de temperatura entre 20 e 45 °C, sendo que ambas
as enzimas exibem a maxima atividade quando ensaiadas a 45 °C. Para
temperaturas acima de 45 °C nota-se uma queda brusca na atividade das a-
galactosidases, entretanto, para a enzima o-Gal Il este declinio € mais

acentuado (Figura 15A).
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Figura 15: Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas a-Gal | (e) e a-Gal Il
(o) do fungo Penicillium griseoroseum para os substratos p-NP-aGal (A), rafinose (B),

estaquiose (C) e melibiose (D).

Ambas as a-galactosidases apresentam em torno de 40% de sua
atividade maxima quando ensaiadas a 20 °C. Para os ensaios realizados a 50
°C observou-se que as enzimas o-Gal | e a-Gal || mantiveram 80% e 65% da
sua atividade maxima respectivamente, o que indica que a o-Gal Il apresenta
uma maior instabilidade estrutural quando exposta a temperaturas mais
elevadas.

As a-galactosidases de Glycine max foram estudadas por Viana et al.
(2005) e Guimarées 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.
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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.

Baik et al. (2000) clonaram a a-galactosidase de Absidia corymbifera em
E. coli e caracterizaram a proteina expressada pelo organismo recombinante.
Os autores determinaram que a enzima heterdloga apresentava maxima
atividade a 60 °C.

O fungo Thermomyces lanuginosos produz uma o-galactosidase
termoestavel que tem maxima atividade quando incubada entre 65 e 70°C,
sendo ainda observado que esta enzima mantém cerca de 80% da sua
atividade maxima quando os ensaios foram realizados a 80 °C.

Gote et al. (2006) purificaram uma o-galactosidase de Bacillus
stearothermophilus cuja temperatura 6tima para hidrélise do substrato p-NP-
aGal 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.

Nao foi notada diferencga significativa com relagdo a temperatura 6timo
das enzimas a-Gal | e a-Gal Il quando o substrato melibiose foi utilizada como
substrato (Figura 15D), sendo que ambas as enzimas exibiram atividade
maxima quando ensaiadas a 45°C.

A andlise do efeito da temperatura sobre a atividade das a-
galactosidases de P. griseoroseum contra o substrato rafinose, mostrou que as
enzimas a-Gal | e a-Gal Il apresentam maior atividade quando ensaiadas a 45
e 40 °C respectivamente (Figura 15B). Entretanto, quando estaquiose é
utilizada como substrato, observa-se que ambas as enzimas exibem atividade
maxima a 40 °C (Figura 15C).

Distintos valores de temperaturas otimas para diferentes substratos
podem ser explicados devido a alteragdes estruturais que ocorrem na molécula
de uma enzima quando ela é submetida a diferentes condi¢cdes de temperatura.
Como os substratos sdo estruturalmente diversos, pequenas mudancas no
arranjo tridimensional dos aminoacidos que compdem o sitio ativo da enzima

afetardo de formas distintas as ligagdes entre a enzima e os seus substratos.
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Figura 16: Efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas a-Gal | (e) e a-Gal

Il (o) do fungo Penicillium griseoroseum incubadas a 40 °C.

A termoestabilidade das a-galactosidases do fungo P. griseoroseum foi
avaliada nas temperaturas de 40 e 45 °C como descrito no item 3.8.2.1. A
enzima a-Gal | mostrou maior estabilidade em relacdo a enzima o-Gal I
quando incubada a 40°C (Figura 16). Este fato corrobora os dados inicialmente
obtidos nos ensaios para determinacdo da temperatura 6tima para ambas as
enzimas, onde nitidamente, observou-se uma queda mais acentuada na
atividade da enzima a-Gal |l quando incubada em temperaturas mais elevadas
(Figura 15). Apds um periodo de incubagao de 20 h, a enzima a-Gal | teve uma
atividade residual de 48%, ao passo que apés o mesmo periodo de incubagao,
foi observada uma atividade residual de 5% para a enzima a-Gal Il. Apds 44 h
de incubacgao, a-Gal | reteve ainda 21% de sua atividade original, ndo sendo,
entretanto, detectada atividade significativa para a enzima a-Gal |l apos este

periodo de incubacgéo.
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Figura 17: Efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas a-Gal | (e) e a-Gal

Il (o) do fungo Penicillium griseoroseum incubadas a 45°C.

As enzimas o-galactosidases de P. griseoroseum mostraram-se muito
instaveis quando incubadas a 45 °C (Figura 17). Novamente pode-se observar
uma maior termoestabilidade por parte da enzima a-Gal |, que reteve 15% da
sua atividade inicial apds 2 horas de incubacdo. Apos este mesmo periodo de
incubacgao, nao foi detectada atividade residual para a enzima a-Gal Il.

Atualmente na literatura, encontra-se uma série de trabalhos que
ressaltam enzimas a-galactosidases altamente termoestaveis. 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 incubacgéo a 40 e 50 °C,
respectivamente.

N&o foi detectada perda de atividade para a enzima a-galactosidase de
Bacillus stearothermophilus apds 60 h de incubagao a 50 °C. A mesma enzima
ainda exibiu 50 e 30% de atividade residual apos 60 h de incubacao a 65 e 70
°C respectivamente (Gote et al., 2006).

King et al. (1998) descreveram que, somente o-galactosidases de
bactérias hipertermofilicas, como Thermologa maritima (meia-vida a 85 °C -
360 min) e Thermologa neapolitana (manteve 75 % da atividade apds 240 min
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a 85 °C) tém demonstrado atividade e estabilidade prolongadas acima de 75
°C.

De Rezende (1998), estudando a-galactosidase de Aspergillus
fumigatus, observou que esta enzima mantém 80% de sua atividade inicial
apoés 90 min de incubacéo a 50 °C.

Comparando-se enzimas a-galactosidases de outras fontes, observou-
se que a a-galactosidase extraida do intestino do inseto Spodoptera frugiperda
perde 60% de sua atividade apés 3 horas de incubagéo a 50 °C (Grossmann &
Terra, 2001). Viana et al. (2005) determinaram que a-galactosidase de Glycine
max reteve 35 e 75% de sua atividade maxima apds 3 h de incubacao a 45 e
40 °C, respectivamente. Também Oliveira (2002) descreveu uma o-
galactosidase de Platymiscium pubescens que manteve 40% de sua atividade
maxima apos 3 h de incubagao a 50 °C.

Os valores de meia-vida das a-galactosidases do fungo P. griseoroseum
a 40 e 45 °C foram obtidos por meio de uma ajuste dos dados obtidos nos
experimentos de termoestabilidade a uma equagdo do tipo exponencial
decadente (y = a.e®™*), utilizando o programa Sigma Plot® 9.0, como descrito no
item 3.8.2.1. Os graficos e os coeficientes obtidos em cada regressdo séo
mostrados na Figura 18.

As enzimas o-Gal | e a-Gal Il apresentaram uma meia-vida 980 e 230
min, respectivamente, quando incubadas a 40 °C. Quando incubada a 45 °C,
o-Gal | teve uma meia vida de 40 min, ao passo que a meia vida da enzima a-
Gal |l foi estimada em 15 min.

Guimaraes et al. (2001) descreveram que as a-galactosidases P1 e P2,
extraidas de semente de soja germinadas, apresentaram uma meia vida de 16
e 11 min, respectivamente, quando incubadas a 50 °C. Gote et al. (2004)
estudaram uma o-galactosidase de Bacillus stearothermophilus com meia-vida
de 80 min a 70 °C. A mesma enzima ainda exibiu 80% de atividade residual
apo6s 120 min de incubacao a 65 °C.

Os valores de meia-vida da a-galactosidase extracelular da levedura
Debaryomyces hansenii a 50, 55, 60, 65 e 70 °C foram de 821, 647, 373, 180,
e 34.6 min, respectivamente (Viana et al., 2006).

Segundo Segel (1979), enzimas de baixo peso molecular, compostas de

uma unica cadeia polipeptidica e possuindo pontes dissulfetos sdo geralmente
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mais estaveis a altas temperaturas do que enzimas oligoméricas e de alto peso

molecular. Como ja descrito neste trabalho, as massas moleculares das

enzimas o-Gal | e a-Gal Il, em seu estado nativo, foram estimadas em 408,4 e

330,3 kDa, respectivamente. Desta maneira,

este elevado valor de massa

molecular, pode ser uma das possiveis justificativas para a baixa

termoestabilidade destas enzimas.

100 & A 100 ¢ B

- y=93,10e00379x) & 0 y=98,13,6(0.178%)
S

60 - 3 601
2
S

40 - @ 401
°
=

20 - < 5.

0 . . . i 0 i f (] 2 [ i Py
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tempo (h)

Atividade Relativa (%)

Tempo (min)

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Figura 18: Estimagdao da meia-vida das a-galactosidases do fungo Penicillium

griseoroseum. a-Gal | incubada a 40°C (A); o-Gal Il incubada a 40°C (B); a-Gal |

incubada a 45°C (C), a-Gal Il incubada a 45°C (D).
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4.6. Determinacédo das constantes cinéticas

O efeito da concentragdo dos substratos p-NP-agal, o-NP-aGal,
rafinose, estaquiose e melibiose sobre a atividade das enzimas a-Gal | e a-Gal
Il do fungo P. griseoroseum foi avaliado como descrito no item 3.8.3.

Os valores das constantes cinéticas Ky, bem como os valores de Viax €
da relacdo Vmax.Kw',obtidos para as enzimas a-galactosidases do fungo P.

griseoroseum para diferentes substratos podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de Ky, Vinax € Vimax.Kn™', Obtidos para as enzimas a-Gal | e a-Gal Il
de P. griseoroseum, determinados pela curva de Michaelis-Menten para os substratos
p-NP-aGal, o-NP-aGal, rafinose, estaquiose e melibiose.

o-Gal | o-Gal ll
Substrato Ky (MM)  Vimax(UM.Min™) Vi Kn' Ku (MM) - VipaxWM.Min™) - Ve K™
p-NP-aGal 1,06 10,57 9,97 0,8 11,42 14,27
o-NP-aGal 1,31 6,63 5,06 1,26 6,58 5,22
Rafinose 28,74 23,22 0,80 30,46 22,18 0,72
Estaquiose 19,99 17,51 0,87 21,74 17,75 0,81
Melibiose 4,77 5,06 1,06 5,1 6,35 1,24

Segel (1979), afirma que a constante cinética Ky indica a
“‘adequacidade” relativa de diferentes substratos para uma determinada
enzima, ou seja, o substrato que apresenta um menor valor de Ky possui uma
maior afinidade aparente para a enzima. Da mesma maneira, o valor da
relagdo Vmax.Kv ', pode ser utilizado como um parametro de comparagdo para
medir a eficiéncia catalitica de uma enzima para diferentes substratos, sendo
que, maiores valores da relacdo VmaxKm ' indicam uma maior eficiéncia
catalitica.

Considerando-se os aspectos cinéticos, as enzimas a-Gal | e a-Gal Il
apresentaram uma grande similaridade entre si. As a-galactosidases de P.
griseoroseum mostraram maior afinidade (menor Ky e maior relacdo Ky.Vimax")
pelo substrato sintético p-NP-aGal. Os demais substratos podem ser
classificados em ordem decrescente de afinidade, para ambas as enzimas, da
seguinte maneira: o-NP-aGal, melibiose, estaquiose e rafinose.

Todos os parametros cinéticos apresentados neste trabalho foram

obtidos por ajuste da equacéo de Michaelis-Menten (V = (Vimax.[S]).(Km + [S])‘1)
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a um conjunto de dados que relacionava Velocidade de hidrolise vs
Concentracdo do substrato, utilizando o programa Sigma Plot® versdo 9.0. Os
graficos ajustados para os substratos p-NP-aGal, o-NP-aGal, rafinose,

estaquiose e melibiose sdo mostrados nas figuras 19, 20, 21, 22 e 23,

Figura 19: Efeito da concentracdo do substrato p-NP-aGal na velocidade da reagao
catalisada pelas enzimas a-Gal | (A) e a-Gal Il (B) do fungo Penicillium griseoroseum.
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Figura 20: Efeito da concentracdo do substrato o-NP-aGal na velocidade da reagao
catalisada pelas enzimas a-Gal | (A) e a-Gal Il (B) do fungo Penicillium griseoroseum.
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Figura 21: Efeito da concentragdo do substrato rafinose na velocidade da reagéo

catalisada pelas enzimas a-Gal | (A) e a-Gal Il (B) do fungo Penicillium griseoroseum.
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Figura 22: Efeito da concentragdo do substrato estaquiose na velocidade da reagao

catalisada pelas enzimas a-Gal | (A) e a-Gal Il (B) do fungo Penicillium griseoroseum.

N

w
L

N
L

—_
!

o
-_—
o
N
o
w
o
N
o
a
o
D
o

Melibiose [mM]

Velocidade (uM.min~1)

60

B

10

20

30

40

Melibiose [mM]

50

Figura 23: Efeito da concentracdo do substrato melibiose na velocidade da reacéo

catalisada pelas enzimas a-Gal | (A) e a-Gal Il (B) do fungo Penicillium griseoroseum.
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E frequentemente observado na literatura, que enzimas a-
galactosidases apresentam uma maior afinidade pelo substrato sintético p-NP-
aGal. De Resende (1998), avaliando a a-galactosidase produzida por
Aspergillus fumigatus, determinou uma Ky de 0,38 mM para o substrato p-NP-
aGal. Ademark et al. (2001) purificaram e caracterizaram quatro ao-
galactosidases expressadas por Aspergillus niger (a-gal I, a-gal I, a-gal lll e a-
gal IV) e verificaram que os valores de Ky destas enzimas para o substrato p-
NP-aGal foram de 1,4, 0,22, 0,27 e 0,24 mM, respectivamente.

A a-galactosidase de Trichoderma reesei apresentou uma Ky de 0,05
mM para o substrato p-NP-aGal (Shabalin et al., 2001). Considerando-se ainda
0 mesmo substrato, verifica-se que as a-galactosidases de Aspergillus oryzae
(Prashanth & Mulimani, 2005) e de Thermomyces lanuginosos (Puchart et al.,
2000) apresentam Ky de 0,83 e 0,5 mM, respectivamente.

Considerando-se os demais substratos, Gote et al. (2004) descreveram
que a a-galactosidase da bactéria termdfila Bacillus stearothermophilus
apresentou uma Ky de 13,33, 6,66 e 3,33 mM para os substratos naturais
melibiose, estaquiose e rafinose, respectivamente. A «a-galactosidase
extracelular da levedura Debaryomyces hansenii apresentou valores de Ky
iguais a 2,01, 9,66 e 16 mM para os substratos melibiose, estaquiose e
rafinose, respectivamente (Viana et al., 2006).

Viana et al. (2005) descreveram que a a-galactosidase semi-purificada
de Glycine max possui uma Ky 5, de 0,42 mM para melibiose e de 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 séo,
respectivamente, 3, 11 e 5 mM.

Também Gherardini et al. (1985) descreveram valores de Ky iguais a
98,1 mM para hidrdlise de rafinose e de 20,8 mM para a hidrdélise de melibiose,
estudando a-galactosidase produzida por Bacteroides ovatus.

Os dados encontrados na literatura sugerem que 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 s&o avaliadas. Para este substrato, o valor da Ky da a-
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galactosidase de Pycnoporus cinnabarinus é de 2,16 mM (Ohtacara et al.,
1984). Entretanto, valores de 11, 135 e 197 mM foram determinados para as a-
galactosidases de Trichoderma reesei, Saccharomyces carlsbergensis e
Streptococcus mutans, respectivamente (Lazo et al., 1976; Aduse-Opuko et al.,
1991; Shabalin et al., 2002).

4.7. Especificidade das a-galactosidases do fungo Penicillium

griseoroseum

As enzimas a-Gal | e a-Gal Il foram avaliadas quanto a habilidade de
hidrolisar outros substratos sintéticos e naturais. Os ensaios foram conduzidos
como descrito no item 3.6 e os resultados obtidos podem ser observados na
Tabela 3.

o-Gal | e a-Gal Il possuem especificidades idénticas para todos os
substratos avaliados. Ao se analisar os resultados obtidos nos ensaios com
substratos sintéticos pode-se observar que ambas as enzimas demonstraram
ser altamente seletivas, hidrolisando somente residuos de D-galactose a-
ligados, ndo sendo observada hidrdlise dos substratos que continham residuos
de galactose ligados na configuragao 3 ou de substratos que continham outros
agucares em sua estrutura. Entretanto, pode-se notar que ambas as enzimas
ndo possuem especificidade restrita ao substrato p-NP-aGal, uma vez que a
hidrélise do substrato o-NP-aGal também foi detectada. Analisando a
velocidade de hidrolise destes dois substratos conclui-se que a taxa de
hidrolise da enzima o-Gal para o substrato p-NP-aGal é cerca de 4,96 vezes
maior do que para o substrato o-NP-aGal. Para a enzima a-Gal Il, esta relagao
foi de 4,69 vezes.

Dey & Pridham (1972), estudando a especificidade de enzimas a-
galactosidases, afirmam que a habilidade destas enzimas em hidrolisar um
substrato qualquer €, fundamentalmente, ligada a dois fatores. Primeiramente,
o residuo do agucar, que compdem o substrato, deve estar na configuragéo
piranosidica, em segundo, as configuragdes dos grupos “—H” e “~OH”, que
estdo ligados aos atomos de carbono 1, 2, 3 e 4, devem ser similares aquelas

de uma molécula de a-D-galactose.
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Tabela 3: Atividade das enzimas a-Gal | e a-Gal Il do fungo Penicillium griseoroseum

contra substratos sintéticos e naturais.

Atividade (UM.min™")°

Substrato Sintéticos® o-Gal | o-Gal |
p-NP-aGal 8,44 +0,17 9,10+ 0,14
o-NP-BGal 0,00 0,00
m-NP-oGal 0,00 0,00
p-NP-pGal 0,00 0,00
o-NP-oGal 1,70 £ 0,06 1,94 £ 0,16
o-NP-BGli 0,00 0,00
p-NP-aGli 0,00 0,00
p-NP-BGli 0,00 0,00
p-NP-aMan 0,00 0,00
p-NP-aAra 0,00 0,00
p-NP-BXil 0,00 0,00
Substratos Naturais” Atividade (uM.min™")
Rafinose 9,37 £ 0,70 4,63 +0,43
Estaquiose 20,65 + 2,32 8,12+ 0,76
Sacarose 0,00 0,00
Melibiose 13,58 £ 0,82 11,21 £ 1,17
Maltose 0,00 0,00
Lactose 0,00 0,00

@[S] no ensaio = 0,5 mM

b [S] no ensaio =2 mM

¢ uM de p-NP liberado por minuto

d MM de galactose liberado por minuto

Kang & Lee (2001) demonstraram que a a-galactosidase produzida por
Vitis vinifera foi capaz de hidrolisar substratos contendo residuos de D-
galactose, o e B ligados. A mesma enzima também pode hidrolisar residuos de
D-glicose (a e B ligados) e a-D-manose, entretanto, a taxa de hidrolise destes
substratos foi muito inferior aquelas detectadas para os substratos contendo a-
D-galactose na sua estrutura.

Oliveira (2002) descreveu que as duas o-galactosidases extraidas de
sementes germinadas de Platymiscium pubescens apresentam especificidade
absoluta para galactosideos o-D ligados. Também Viana et al. (2006)
determinaram que a oa-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii
tem sua atividade restrita a hidrélise de substratos contendo D-galactosideos a-
ligados.

Guimaraes et al. (2001) avaliaram a especificidade das a-galactosidases

P1 e P2 extraidas de sementes de soja e determinaram que a enzima P2
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apresenta especificidade restrita a substratos contendo a-D-galactose em sua
estrutura. Entretanto, uma preparagdo enzimatica contendo a a-galactosidase
P1 foi capaz de hidrolisar os substratos p-NP-aGal e p-NP-BGal, sendo que a
taxa de hidrolise do substrato p-NP-aGal foi cerca de 18 vezes superior aquela
determinada para o substrato p-NP-BGal.

A especificidade das a-galactosidases de P. griseoroseum também foi
avaliada contra substratos naturais. A exemplo do que foi verificado nos
ensaios contra os substratos sintéticos, a-Gal | e a-Gal |l apresentaram
especificidade absoluta para a hidrolise de substratos contendo residuos
terminais de a-D-galactose (rafinose, estaquiose e melibiose).

As taxas de hidrolise foram determinadas quantificando-se a galactose
liberada. A enzima a-Gal | apresentou maior atividade contra o substrato
rafinose, ao passo que para a enzima a-Gal Il, maior atividade contra melibiose
foi detectada.

Atividades de a-galactosidases em aril o-D-galactosideos como
melibiose, rafinose e estaquiose sdo exibidas por quase todas as o-
galactosidases (PUCHART et al., 2000).

Kim et al. (2002), trabalhando com a-galactosidase purificada de Oryzae
sativa, descreveram que esta enzima hidrolisa os substratos estaquiose,
melibiose e rafinose em uma ordem crescente de preferéncia.

Verbanets et al. (2001) determinaram que a «a-galactosidase de
Penicillium sp. hidrolisa equivalentemente os substratos rafinose, melibiose e
estaquiose. Estes autores também descrevem que esta a-galactosidase é
capaz de hidrolisar residuos de galactose em ligagdes do tipo a-1,2 e a-1,3,
nao sendo capaz, entretanto, de hidrolisar de residuos de galactose com
ligagdes do tipo a-1,4.

A oa-galactosidase de Bacillus stearothermophilus hidrolisou os galacto-
oligossacarideos na seguinte ordem de preferéncia: estaquiose, melibiose e
rafinose (GOTE et al., 2006). Curiosamente, de Resende (1998) purificou uma
a-galactosidase de Aspergillus fumigatus que apresentava atividade contra o

substrato melibiose, mas que, era incapaz de hidrolisar rafinose.
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4.8. Efeitos de ions, agentes redutores e acucares na atividade

das a-galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum

Os efeitos de ions, agentes redutores e agucares sobre a atividade das
enzimas a-galactosidases do fungo P. griseoroseum foram avaliados como
descrito no item 3.8.4. Buscando avaliar de uma maneira mais ampla e segura,
o efeito de cada interferente sobre a atividade das a-galactosidases, trés
concentracdes distintas de cada interferente foram testadas para enzimas a-
Gal | e a-Gal Il. Para os ensaios enzimaticos realizados na presenca de ions e
agentes redutores, as concentragées de 0,1, 1 e 10 mM foram avaliadas. Ja
para 0s ensaios realizados na presenga de agucares, as concentracdes
avaliadas foram 2, 10 e 30 mM. Os resultados obtidos para os ensaios com as
enzimas o-Gal | e o-Gal |l podem ser observados nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente.

Independentemente da concentracdo, nao foram detectadas alteracdes
significativas nas atividades de a-Gal | e a-Gal Il quando estas enzimas foram
pré-incubadas com EDTA, MgCl;, CaCl,, KCI, NaCl, p-mercaptoetanol,
estaquiose, sacarose, galactose, glicose e frutose. Uma vez que a atividade
enzimatica praticamente nao sofreu alteracao pela presenca de EDTA, pode-se
sugerir que nao houve dependéncia de ions metalicos para a atividade

catalitica das enzimas a-Gal | e a-Gal Il (Viana, 2006).
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Tabela 4: Atividade relativa (%) da enzima a-Gal | do fungo Penicillium griseoroseum

submetida a ions, agentes redutores e agucares.

Concentragao
Efetor 0,1 mM 1 mM 10 mM
Controle 100 100 100
EDTA 104 + 41 100+ 2,7 98 +1,1
MgCl; 101 £ 3,0 100+£1,8 101+£0,8
CaCl, 98+14 105+1,0 98 + 1,1
CuSOy4 34+0,6 0 0
KCI 99+1,9 101 +£0,3 100+ 0,7
NaCl 99+21 102 £ 0,7 98+1,8
HgCly 0 0 0
AgNO; 22+44 0 0
FeSO, 0 0 0
ZnSO, 90+ 3,6 65+2,5 10+£0,9
-mercaptoetanol 95123 93+3,2 94 + 2,1
SDS 48 + 3,0 0 0

Concentragao
Efetor 2 mM 10 mM 30 mM
Controle 100 100 100
Lactose 93+1,6 66 £ 0,5 44 £ 1,7
Maltose 98+0,5 80+0,4 61+3,5
Melibiose 71+£0,5 37 +£0,7 16 £ 0,8
Rafinose 100+ 1,3 87 +1,7 70+£1,7
Manose 95+1,7 68 + 1,1 51+0,7
Galactose 97 £2,3 92+14 84 +£0,2
Estaquiose 97 £0,3 89+0,8 80+0,9
Sacarose 95+ 3,3 98+1,0 87 +2,3
Glicose 95+ 3,8 88+1,8 82124
Frutose 97 £1,7 96 +1,7 97 £ 2,0

Dey e Pridham (1972) afirmam que galactose € um poderoso inibidor da
atividade de enzimas a-galactosidases. Esta afirmativa pode ser confirmada
quando se observa que as a-galactosidases produzidas por Debaryomyces
hansenii (Viana, et al., 2006), Bacillus stearothermophilus (Gote, et al., 2006),
Aspergillus niger (Scigelova & Crout, 2000) e Glycine max (Viana et al., 2005)
foram fortemente inibidas na presenca de galactose. Entretanto, observa-se
que, a presencga de galactose ndo interferiu de forma significativa na atividade
das enzimas o-Gal | e a-Gal Il de P. griseoroseum. Resultado semelhante foi
encontrado por King et al. (2002) para a a-galactosidase de
Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum, cuja inibicdo na presencga de 75

mM de galactose foi de apenas 16%. Os autores ainda afirmam que o fato de
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uma enzima o-galactosidase ser fracamente inibida na presenca de galactose

constitui-se em uma vantagem para a aplicagao industrial desta enzima.

Tabela 5: Atividade relativa (%) da enzima a-Gal Il do fungo Penicillium griseoroseum

submetida a ions, agentes redutores e agucares.

Concentragao
Efetor 0,1 mM 1 mM 10 mM
Controle 100 100 100
EDTA 98 + 3,1 93+24 99+51
MgCl, 95+1,7 87 +3,5 103+7,8
CaCl, 97 +1,8 101 £ 3,6 110+£5,2
CuSOq4 38 + 3,1 0 0
KCI 99 +6,1 83+25 64 +4,6
NaCl 94 +6,3 94 +0,7 93+1,5
HgCl, 0 0 0
AgNO3 30+£0,3 0 0
FeSO, 0 0 0
ZnS0Oq4 86+24 44 + 0,4 0
-mercaptoetanol 92+2,6 95+1,2 94 + 3,1
SDS 0 0 0

Concentragao
Efetor 2 mM 10 mM 30 mM
Controle 100 100 100
Lactose 93+5,6 71+£1,7 43 +2,8
Maltose 104 £1,2 87+2,0 67 £ 3,1
Melibiose 84 +3,9 51+0,1 20+ 1,8
Rafinose 95+0,3 88 + 3,2 69+0,9
Manose 94+1,0 82+1,7 51+3,2
Galactose 102+ 3,5 98 £ 3,0 67 +4,6
Estaquiose 92+0,2 98+34 85+1,6
Sacarose 96+ 2,3 96 £ 5,2 62 +5,8
Glicose 98 £ 5,6 96 +4,9 85+2,8
Frutose 95+1,2 104 £ 2,1 90 +£4.1

A atividade das a-galactosidases do fungo P. griseoroseum foram
parcialmente inibidas na presenga de lactose, maltose, melibiose, rafinose e
manose, em concentragdes iguais ou superiores a 10 mM. Dentre os agucares
estudados, melibiose foi aquele com maior potencial de inibicdo, observando-
se uma atividade residual de 16 e 20% para as enzimas o-Gal | e o-Gal I,
respectivamente, quando ensaiadas na presenca de 30 mM deste
dissacarideo.

Scigelova & Crout (2000) descrevem que a o-galactosidase de
Aspergillus niger teve uma reducéo de 65% de sua atividade quando ensaiada

com 10 mM de melibiose. De maneira analoga, a a-galactosidase P2 de soja,
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variedade Doko, foi inibida em 36% de sua atividade na presencga de 2 mM de
melibiose.

A a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus foi parcialmente inibida
(15%) na presenca de 20 mM de lactose, entretanto, a atividade desta enzima
nao sofre interferéncia na presenca de glicose, sacarose, frutose, manose,
arabinose e xilose a uma concentrag&o igual ou inferior a 20 mM (Gote et al.,
2004).

Os ions Ag*, Cu*?, Fe*? e Hg*? inibiram fortemente a atividade das o-
galactosidases do fungo P. griseoroseum, nao sendo detectada atividade
enzimatica na presencga de concentragdes iguais ou superiores a 1 mM destes
ions. King et al. (2002) descreveram que a o-galactosidase de
Thermoanaerobacterium polysaccharolyticum sofreu uma inibigdo de 31, 51 e
88% quando ensaiada na presenca de 1 mM dos ions Cu*?, Fe*? e Hg™,
respectivamente.

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+2
reduziu a atividade desta enzima em 7 e 46%, respectivamente.

A o-galactosidase de Bacillus stearothermophilus foi totalmente inibida
na presenca de 1 mM dos ions Ag*, Cu*? e Hg*? (Gote et al., 2006). Resultado
idéntico, também foi verificado em estudos com a enzima a-galactosidase de
Thermus brockianus (Fridjonsson et al., 1999).

Dey & Pridham (1969) descreveram que a inibicdo da a-galactosidase
de Vicia faba por Ag* pode ser atribuida a interagbes com grupos carboxil e/ou
residuos de histidina presentes no sitio ativo da enzima. Os valores das
constantes de inibigéo (K;) do ion Ag” para esta enzima em pHs 4 e 6 foram 4
e 0,59 uM, respectivamente. Este decréscimo no valor de K; em concordancia
com o acréscimo no valor de pH, sugeria que os ions estavam ligando-se a
grupos que perdiam protons por ocasido da alteragdo no pH. Os autores
também concluiram que baixas concentragbes de galactose no meio de
reagdo, diminuiam o efeito inibitério causado pelo ion Ag®. Isto confirmava que
o ion reagia com o sitio ativo da enzima.

De acordo com Sundd et al. (1998), o ion Hg*? & um forte inibidor de
grupos tidis. Desta maneira, o fato de muitas a-galactosidases serem inibidas
por este ion, pode estar relacionado com a oxidacdo de grupos sulfidrilas
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presentes nos sitios ativos destas enzimas (Gote et al., 2004). Dey & Pridham
(1969) descrevem também, que ions Hg*® possuem alta afinidade por grupos
carboxil e imidazdlio 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.

A atividade das enzimas a-Gal | e a-Gal Il do fungo P. griseoroseum foi
moderadamente inibida pelo ion Zn*?. Para os ensaios conduzidos na presenca
de 10 mM do ion, observou-se uma atividade residual de 10% para a enzima a-
Gal |. Entretanto, utilizando as mesmas condicdes de ensaio, nenhuma
atividade foi detectada para a enzima a-Gal Il. Partindo deste resultado,
podemos sugerir que a enzima o-Gal Il, possui uma maior sensibilidade a
presenca de ions Zn*2. King et al. (2002), analisando o efeito de fons sobre a
atividade da a-galactosidase, descreveram que a enzima foi completamente
inibida quando ensaiada na presenca de 1 mM do ion Zn*2.

Ambas as «-galactosidases de P. griseoroseum perderam
completamente suas propriedades cataliticas na presenga do agente
desnaturante SDS em concentragdes iguais ou superiores a 1 mM. Entretanto,
para os ensaios conduzidos na presenca de 0,1 mM deste detergente,
verificou-se que a enzima a-Gal | apresentava ainda 48% de sua atividade, ao
passo que nenhuma atividade foi detectada para a enzima o-Gal Il. Este
resultado sugere que a enzima a-Gal | possui uma maior estabilidade estrutural
frente a agentes desnaturantes, fato este, ja previamente constatado neste
trabalho, quando os efeitos de pH e de temperatura sobre a estabilidade das a-

galactosidases de P. griseoroseum foram avaliados.

4.9. Determinacdo da energia de ativacdo para as a-

galactosidases do fungo Penicillium griseoroseum

A energia de ativagcado provida pelas enzimas o-galactosidases do fungo P.
griseoroseum para a catalise da hidrdlise dos substratos p-NP-a-Gal, rafinose e
melibiose foi mensurada como descrito no item 3.8.5. Os graficos de Arrhenius
(Log Vmax Vs 1.T(°K)) para a hidrolise de diferentes substratos pelas enzimas

a-Gal | e a-Gal Il sdo mostrados nas figuras 24A e 24B, respectivamente.
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Figura 24: Grafico de Arrehenius para a hidrélise dos substratos rafinose (m), p-NP-
aGal(e) e melibiose (o) pelas enzimas o-Gal | (A) e o-Gal Il (B) do fungo P.
griseoroseum. A energia de ativagdo (E;) para cada substrato foi calculada pela
equacgao E, = -4,454.1g, onde Ig corresponde ao valor da inclinagdo de cada segmento
de reta.

Os valores das inclinagbes das retas (Ir) obtidas foram aplicados na

equacao de Arrhenius (Ea = -4,454.lg) para a determinagao dos valores de
energia de ativagao para cada substrato. Para a enzima a-Gal |, os valores de
E. estimados para os substratos rafinose, p-NP-aGal e melibiose foram de
51,8, 48,7 e 34,1 kJ.moI'1, respectivamente. Os valores estimados de E, para a
enzima o-Gal Il foram de 52,9, 40,1 e 34,9 kJ.mol’ para os substratos rafinose,
p-NP-aGal e melibiose, respectivamente. Gote et al. (2006) descreveram que a
Ea, da a-galactosidase de Bacillus stearothermophillus para os substratos p-
NP-aGal, rafinose e melibiose foram respectivamente de 97,8, 61,6 e 35,6

KJ.mol™.

69



4.10 Hidrolise de oligossacarideos de rafinose (RO) em extrato
desengordurado de soja pelas a-galactosidases do fungo

Penicillium griseoroseum

O potencial de utilizagdo das enzimas o-galactosidases do fungo P.
griseoroseum para hidrdlise de RO em derivados de soja foi avaliado em duas
condigbes distintas. Primeiramente, realizaram-se os tratamentos de hidrdlise
utilizando as enzimas o-Gal | e a-Gal Il em solugdo (enzimas livres). Em um
segundo momento, executaram-se o0s ensaios de hidrolise utilizando a enzima
o-Gal | imobilizada sobre silica modificada com grupamentos aminos
(SMGGal).

4.10.1. Hidrolise de oligossacarideos de rafinose (RO) pelas enzimas
livres

O emprego das enzimas a-Gal | e a-Gal |l na hidrélise de RO em extrato
desengordurado de soja foi avaliado como descrito no item 3.11.2. Aliquotas de
20 mL de extrato desengordurado de soja foram incubadas com 10 U das
enzimas a-Gal | e a-Gal Il separadamente e acondicionadas em Shaker, a 40
°C, sob agitagdo constante de 100 rpm. Os teores de rafinose e estaquiose
presentes no extrato desengordurado foram mensurados ao longo do
tratamento por CLAE, nos tempos de 0, 2, 4, 6 e 8 h, como descrito nos itens
3.12 e 3.13. A eficiéncia da hidrdlise foi avaliada pela reducéo dos niveis dos
RO presentes no extrato desengordurado, em fungdo do tempo de incubagéo
com a enzima. Como controle, o extrato desengordurado de soja foi incubado
com igual volume de agua destilada, em substituicdo as enzimas purificadas,
nas mesmas condigdes.

Os resultados de hidrdlise obtidos para a enzima o-Gal I, nos tempos de
0, 4 e 8 h, podem ser observados nos cromatogramas comparativos que sao
mostrados na Figura 25. Foi verificado que apds 4 h de incubagao, os teores de
estaquiose haviam sido reduzidos em 86%, ao passo que os teores de rafinose
haviam sofrido um acréscimo de 58%. Apdés 8 h de incubacdo, toda a
estaquiose contida no extrato desengordurado de soja foi hidrolisada, sendo
detectada também, ao final deste tempo de incubacido, uma hidrélise de 69%

para o oligossacarideo rafinose.
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Figura 25: Cromatogramas comparativos da hidrélise de RO em extrato
desengordurado de soja pela enzima a-Gal | do fungo Penicillium griseoroseum nos
tempos O h (A), 4 h (B)e 8 h (C).

Os resultados de hidrélise obtidos para a enzima a-Gal |l, nos tempos de
0, 4 e 8 h, podem ser observados nos cromatogramas comparativos que séo

mostrados na Figura 26.
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Figura 26: Cromatogramas comparativos da hidrélise de RO em extrato
desengordurado de soja pela enzima a-Gal Il do fungo Penicillium griseoroseum nos
tempos O h (A), 4 h (B)e 8 h (C).

Pode-se verificar que, apos 4 h de incubagdo, a enzima o-Gal I
hidrolisou 80% do agucar estaquiose. Entretanto, para o caso da rafinose,
observou-se um acréscimo de 90% nos teores deste oligossacarideo,
considerando-se o mesmo periodo de incubacado. Apds 8 h de tratamento, néo
foi verificada a presenca de estaquiose no extrato tratado com a enzima o-Gal
Il, entretanto, observou-se uma hidrélise bem mais modesta para rafinose,
sendo detectada uma hidrélise de apenas 12 % deste agucar apos este tempo

de tratamento.
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Os perfis caracterizando o progresso da hidrélise dos agucares rafinose
e estaquiose, ao longo de todo o periodo de tratamento do extrato
desengordurado de soja com as enzimas o-Gal | e a-Gal Il do fungo P.

griseoroseum, podem ser observado na Figura 27.
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Figura 27: Perfis das hidrélises dos RO contidos em extrato desengordurado de soja
tratado com as enzimas o-Gal | e a-Gal Il do fungo Penicillium griseoroseum. Hidrdlise
de estaquiose pela a-Gal | (o); hidrélise de estaquiose pela a-Gal Il (A); hidrdlise de

rafinose pela a-Gal | (e); hidrélise de rafinose pela a-Gal Il (A).

Como pode ser observado na figura 27, em ambos os tratamentos, toda
a estaquiose presente no extrato desengordurado foi hidrolisado apdés 6 h de
incubacdo. As analises referentes a rafinose, revelam um acumulo deste
agucar, em ambos os tratamentos, durante as primeiras 6 h de incubacado. Tal
fendbmeno pode ser justificado pelo fato da rafinose ser um dos produtos da
hidrolise da estaquiose. Como ja descrito anteriormente nesta dissertacao,
ambas as enzimas, a-Gal | e a-Gal Il, apresentaram uma maior eficiéncia
catalitica (maior relagdo Vmax.Kw™') € uma maior afinidade (menor valor de Ky)
pelo substrato estaquiose em relacdo ao substrato rafinose. Este fato
possivelmente também contribuiu para uma hidrélise mais lenta da rafinose,
favorecendo assim, o acumulo deste oligossacarideo nas primeiras horas do

tratamento.
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Uma maior eficiéncia hidrolitica foi verificada por Viana et al. (2006)
analisando a aplicagédo de 10 U da enzima a-galactosidase extracelular da
levedura Debaryomyces hansenii na hidrélise de RO contidos em 5 mL de leite
de soja. Os autores verificaram que apés 4 h de tratamento toda rafinose e
estaquiose haviam sido eliminadas das amostras. Falkoski et al. (2006),
analisando o-galactosidases de varias fontes, determinaram que a o-
galactosidase do fungo Aspergillus terreus foi capaz de hidrolisar todos os RO
contidos em extrato desengordurado de soja apos 4 h de tratamento, utilizando
uma relacédo de 1 U de enzima para cada 2,5 mL de extrato.

Viana et al. (2005) analisaram o emprego da o-galactosidase semi-
purificada de Glycine max para a reducao dos teores de RO em derivados de
soja. Neste trabalho os autores incubaram 5 U da enzima a-galactosidase com
10 mL de uma solug&o contendo farinha desengordurada de soja (10% p/v),
observando uma hidrdlise de 89 e 72% da rafinose e estaquiose
respectivamente, apods 6 horas de incubacao.

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 relacdo de 1U de enzima para cada 1 mL de leite de soja,
obtendo uma hidrolise de 100 e 94% da estaquiose e rafinose respectivamente,
em ensaios realizados a 65 °C.

Garro et al. (2004) avaliaram a redugao de RO em leite de soja por
fermentagao parcial, utilizando um inéculo contendo os microrganismos
Bifidobacterium longum CRL 849 e Lactobacillus fermentum CRL 215. Os
autores determinaram que apds 24 h de fermentacao os teores de rafinose e
estaquiose haviam sido reduzidos em 84 e 85%, respectivamente.

Ambas as a-galactosidases produzidas pelo fungo P. griseoroseum
apresentaram potencial para utilizacdo na reducdo de RO em derivados de
soja, entretanto, podemos verificar que a enzima o-Gal | mostrou um maior
potencial para a hidrélise dos RO, tendo eliminado 100% da estaquiose e 69%
da rafinose presente no extrato desengordurado apds 8 h de incubagédo, ao
passo que a enzima a-Gal Il hidrolisou 100% da estaquiose e apenas 12% da
rafinose apds mesmo periodo de tratamento. Um dos fatores que certamente
contribuiram para uma menor eficiéncia de hidrélise da enzima a-Gal Il em

relacdo a enzima o-Gal | esta ligado a uma menor termoestabilidade da enzima
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a-Gal Il. Como ja descrito anteriormente, a-Gal | apresentou uma meia vida de
aproximadamente 16 h a 40 °C, ao passo que para a enzima a-Gal Il o valor de
meia-vida nesta temperatura foi de 230 min. Esta grande instabilidade da
enzima a-Gal Il sentencia que a mais da metade da enzima aplicada no ensaio
estava provavelmente inativa apds 4 h de tratamento.

Devido ao fato da enzima a-Gal | ter mostrado uma maior estabilidade
frente a condigbes desnaturantes (pH, temperatura) e uma maior eficiéncia
hidrolitica para os RO em extrato desengordurado de soja, esta enzima foi

escolhida para a realizacao de testes de imobilizagdo enzimatica.

4.11. Imobilizacdo da enzima a-Gal | do fungo Penicillium

griseoroseum

A enzima o-Gal | foi imobilizada sobre silica modificada por grupos
aminos (SM) como descrito no item 3.10.2. Uma aliquota de 1 g de SM foi
ativada em solugao de glutaraldeido (5%), lavada 5 vezes com agua destilada
e posteriormente adicionada a 100 mL de uma solugdo enzimatica contendo
89,2 U (0,892 U.mL™) da enzima o-Gal |. Esta mistura foi mantida em agitacéo
por 10 min. Ao final deste processo, a silica contendo a enzima imobilizada
(SMGGal) foi recuperada por decantacdo e a atividade o-galactosidase
residual, contida na solucdo enzimatica utilizada durante o processo de
imobilizacdo, foi novamente mensurada. A quantidade de enzima imobilizada
foi estimada considerando-se a diferengca de atividade a-galactosidase na
solucao antes e depois do processo de imobilizacio.

Os resultados obtidos durante o processo de imobilizagdo da enzima a-

Gal | sobre SM podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados obtidos para a imobilizacdo da enzima o-Gal | do fungo
Penicillium griseoroseum sobre 1 g de silica modificada. As atividades para a enzima
livre e imobilizada foram determinadas como descrito na metodologia.

Atividade da Enzima a-Gal | (U) Rendimento? Fator de

. . b
Adicionada N&o Imobilizada  Imobilizada  Imobilizada (%) efetividade
(A) (B) (C) efetiva (D) (m)

89,2 40,3+3,5 489+35 16,13+2,68 54,82 0,33

2Rendimento = (C x 100).A”
® Fator de efetividade = D.C”’
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Como observado na Tabela 6, a enzima a-Gal | foi imobilizada sobre SM
obtendo-se uma relacdo de 48,9 U.g”" de silica. A eficiéncia do processo de
imobilizagéo foi avaliada pela determinagéao do fator de efetividade (n). O fator
de efetividade de uma enzima mobilizada representa a relacido entre a
atividade atual ou real e sua atividade esperada (Miller & Zwing, 1982).

Foi verificado que o valor de n para a imobilizagdo da enzima o-Gal |
sobre SM foi de 0,33. Ahmad et al. (2001) imobilizaram preparagdes comerciais
das glicoenzimas celulase e amilase sobre lecitina ligada em resina Seralose
ativada com brometo cianogénio, encontrando valores de n igual a 0,16 e 0,6
respectivamente. Ettalibi et al. (2001) avaliaram o emprego de microesferas
porosas de vidro, ativadas por reagao de silanizacdo com APTS, para a
imobilizacdo da enzima inulinase do fungo Aspergillus ficum, determinando um
fator de efetividade de 0,72 para esta enzima imobilizada. Bayramoglu et al.
(2003) descreveram o processo de imobilizagdo da enzima invertase de
Saccharomyces cerevisiae sobre filmes do polimero poly(2-hidroxietil
metacrilato-glicidil metacrilato) relatando valores de n que variavam entre 0,53
e 0,85, dependendo da relacdo dos constituintes deste polimero.

A perda da eficiéncia catalitica observada em enzimas imobilizadas pode
ser atribuida a varios fatores, dentre os quais podemos destacar: natureza
quimica do suporte, estabilidade estrutural da enzima, limitagbes na difusdo
dos componentes envolvidos na catalise e também pela orientacido
desfavoravel de muitas moléculas da enzima imobilizada (Ahmad et al., 2001;

Sanjay & Suguman, 2005).

4.11.1. Hidrdlise de oligossacarideos de rafinose (RO) pela SMGGal
Os ensaios de hidrolise com SMGGal foram realizados conforme
descricdo no item 3.11.3 e os demais procedimentos foram realizados como
descrito anteriormente para as enzimas livres.
Os resultados de hidrolise dos RO contidos em 20 mL de extrato
desengordurado de soja, apds 8 h de tratamento com 10 U (atividade efetiva)
da enzima o-Gal | imobilizada podem ser observados no cromatograma

comparativo apresentado na Figura 28.
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Figura 28: Cromatograma comparativo da hidrélise de RO em extrato desengordurado
de soja pela SMGGal. Extrato nao tratado (—); extrato apés 8 h de tratamento (- ).

Apods 8 h de tratamento, SMGGal promoveu a hidrélise de 100 e 70%

dos oligossacarideos estaquiose e rafinose, respectivamente.
Os perfis caracterizando o progresso da hidrélise dos agucares rafinose
e estaquiose, ao longo de todo o periodo de tratamento do extrato
desengordurado de soja com a enzima imobilizada, podem ser observados na

Figura 29.
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Figura 29: Perfis das hidrolises dos RO contidos em extrato desengordurado de soja

tratado com SMGGal. Hidrdlise estaquiose (o); hidrdlise rafinose (e).
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A exemplo do que havia sido descrito para os tratamentos realizados
com as enzimas o-galactosidases livres, toda a estaquiose contida no extrato
desengordurado de soja foi hidrolisada apds 6 h de incubagdo com SMGGal.
Também foi verificado um acumulo do oligossacarideo rafinose durante as
primeiras horas do ensaio, o que sugere que o processo de imobilizagcado
enzimatica ndo afetou de maneira drastica a afinidade e as caracteristicas
cinéticas da enzima o-Gal I.

Viana et al. (2006) descreveram o emprego de 40 U da enzima a-
galactosidase de Debaryomyces hansenii imobilizada sobre silica modificada
por grupamentos aminas na hidrélise de RO em 25 mL de leite de soja. Os
autores determinaram que apds 4 h horas de tratamento, toda a estaquiose
havia sido hidrolisada, entretanto, a mesma eficiéncia néo foi detectada para a
rafinose, uma vez que mesmo apos 10 h de tratamento a hidrélise deste agucar
havia sido de 64%.

Thippeswamy & Mulimani (2002) obtiveram uma hidrélise de 66% dos
RO presentes em extrato hidrossoluvel de soja apdés 3 h de incubagédo com a
enzima a-galactosidase de Gibberella fujikuroi imobilizada por encapsulagéo
em gel de poliacrilamida.

Prashanth & Mulimani (2005) avaliaram a utilizacdo da enzima ao-
galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em alginato de calcio para a
reducao dos teores de RO em derivados de soja. Aliquotas de 60 mL de leite
de soja foram tratadas com 50 U da enzima imobilizada, sendo detectada uma

hidrélise de 79% destes acucares apds 8 horas de incubacgao.

4.11.2. Avaliagdo do potencial de reutilizagdo de SMGGal

O potencial de reutilizacdo de SMGGal foi avaliado como descrito no
item 3.11.14. Os resultados de hidrolise dos RO durante 8 reutilizagdes da
enzima imobilizada podem ser observados na Figura 30.

Cada ensaio foi conduzido durante 8 h, sendo que nao foram
detectadas perdas na eficiéncia hidrolitica para a enzima imobilizada quando a
mesma foi reutilizada 8 vezes consecutivamente, em tratamento de hidrélise de
RO em extrato desengordurado de soja.

O processo de imobilizagao enzimatica garantiu um grande acréscimo
no potencial de utilizagdo da enzima a-Gal I. Foi observado que a estaquiose

foi completamente hidrolisada em todos as 8 reutilizagcbes de SMGGal. Da
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mesma maneira, as taxas de hidrélise para a rafinose mantiveram-se
constantes em todos os ensaios de reutilizagdes, sendo detectadas redugdes

deste agucar que variaram entre 62 (segundo ciclo) e 72% (sétimo ciclo).
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Reutilizacbes
Figura 30 - Hidrolise da rafinose (M) e estaquiose (™) contidos no extrato

desengordurado de soja por SMGGal durante 8 reutilizagbes.

Resultados semelhantes foram descritos por Prashanth & Mulimani,
(2005), avaliando o potencial de reutilizagdo da enzima a-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em alginato de calcio. Estes autores
determinaram que a enzima imobilizada menteve 75% de sua atividade
rafinolitica apds 6 reutilizacdes em tratamentos de hidrélise de RO contidos em
leite de soja.

Emregul et al. (2005) verificaram que a enzima invertase de
Saccharomyces cerevisiae imobilizada por encapsulagcdo em polimero de
poliacrilamida-gelatina n&o apresentou perda de atividade apés 20 reutilizagbes
consecutivas em tratamentos de hidrdlise de solugdes ricas em sacarose.

Sanjay e Sugunan (2005) avaliaram o potencial de reutilizagdo da
enzima invertase de Saccharomyces cerevisiae imobilizada sobre particulas de

argila modificadas por grupamentos aminas, verificando que a enzima
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imobilizada pode ser utilizada 15 vezes consecutiva sem detecgao de perdas
em suas propriedades cataliticas.

O uso de enzimas imobilizadas para aplicagbes em processos
biotecnolégicos € amplamente preferido em relagdo ao uso de enzimas livres,
uma vez que o0s processos de imobilizagbes permitem que uma mesma
preparagao enzimatica seja utilizada inUmeras vezes (Isik et al., 2003). A
utilizacdo de enzimas imobilizadas também permite uma facil separacdo da
enzima do meio reacional, evitando que o produto formado seja contaminado
pela enzima (Arica et al., 1995). Além destas vantagens, pode-se citar outros
aspectos positivos da utilizacdo de enzimas imobilizadas, tais como, controle
do produto formado, maior estabilidade da enzima frente a agentes
desnaturantes como pH e temperatura e possibilidade de construgdo de
biorreatores em sistemas de fluxo continuo (Klibanov, 1979).

A enzima a-Gal | imobilizada sobre silica modificada por grupos
aminas mostrou um grande potencial para aplicagbes em hidrélises de RO,
apresentando caracteristicas compativeis com as exigéncias para o
desenvolvimento de um processo de redugédo dos oligossacarideos rafinose e

estaquiose presentes em derivados de soja.
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5. CONCLUSOES

O fungo filamentoso Penicillium griseoroseum produziu, em meio
contendo galactomanana, duas enzimas o-galactosidases oligoméricas,

a-Gal |l e a-Gal Il.

A enzima a-Gal | possui uma massa molecular aproximada de 408,4
kDa, sendo constituida por subunidades idénticas de massa molecular

aproximada de 72,4 kDa.

A enzima a-Gal Il possui uma massa molecular aproximada de 330,3
kDa, sendo constituida por subunidades idénticas de massa molecular

aproximada de 68,2 kDa.

Ambas as a-galactosidases apresentaram atividades maximas em pH 5
para o substrato p-NP-oGal, sendo extremamente instaveis quando

expostas a temperaturas superiores a 45 °C.

A enzima o-Gal | foi mais termoestavel, comparada com a-Gal Il,
mantendo 48% de sua atividade original por 20 h, a 40 °C, enquanto
que, a-Gal Il reteve somente 5% de sua atividade original ap6s mesmo

tempo de incubacéao a 40 °C.
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Ambas as a-galactosidases foram completamente inibidas na presenca
de 1 mM dos ions Cu*?, Ag*' e Hg*.

As enzimas a-Gal | e a-Gal || demonstraram ser altamente seletivas,

apresentando especificidades absolutas para a galactose em posigéo a.

As a-galactosidases de Penicillium griseoroseum foram eficientes na
reducdo dos RO presentes em produtos derivados da soja, indicando
que podem ser utilizadas industrialmente para o processamento desses

acgucares.

Apés a imobilizagdo, a enzima o-Gal manteve sua capacidade de

hidrolisar RO, viabilizando o uso desta enzima em biorreatores.

A enzima o-Gal | imobilizada pode ser reutilizada pelo menos 8 vezes

consecutivamente sem apresentar perda de atividade.
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