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RESUMO

VIANA, Pollyanna Amaral, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2005. Caracterizacdo cinético - bioquimica e aplicacdes biotecnolégicas
de a-galactosidases de Debaryomyces hansenii UFV-1. Orientadora: Valéria
Monteze Guimardes. Conselheiros: Flavia Maria Lopes Passos, Maria Goreti de
Almeida Oliveira, Maurilio Alves Moreira e Sebastido Tavares de Rezende.

Diversas pesquisas tém demonstrado o potencial de a-galactosidases para
0 processamento de produtos alimenticios a base de leguminosas. A soja, uma
fonte concentrada de isoflavonas, tem sido utilizada na prevencéo e tratamento de
cancer e osteoporose. Além disso, o leite de soja é considerado um substituto de
baixo custo para o leite de vaca, como suplemento nutritivo para criangas
intolerantes a lactose. Em contrapartida, leguminosas contém muitos fatores
antinutricionais, sendo um deles os oligossacarideos de rafinose (RO), que sdo os
principais fatores responséaveis por distlrbios gastrintestinais relacionados com a
ingestao de produtos derivados de soja. As mucosas intestinais de humanos e de
animais monogastricos nao possuem a enzima a-galactosidase, essencial para a
hidrélise de ligacdes a-1,6 nos RO. Portanto, a eliminagdo dos RO dos produtos
de soja contribui para melhorar o seu valor nutritivo. Esses galacto-

oligossacarideos sdo extremamente termoestaveis e, praticas tradicionais como

XV



embebicdo, cozimento e germinacdo sdo incapazes de elimina-los
completamente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a hidrolise de RO presente
no extrato desengordurado de soja e nos produtos de soja, melacos leve e
pesado utilizando a-galactosidases extra e intracelulares purificadas de
Debaryomyces hansenii, além da enzima extracelular imobilizada. Debaryomyces
hansenii foi cultivada em meio mineral com extrato de levedura (MME), contendo
galactose como fonte de carbono, por 36 h a 30 °C. Apds este periodo, o meio de
cultura foi centrifugado, o sobrenadante foi utilizado como fonte da enzima
extracelular e as células como fonte da enzima intracelular. Os extratos
enzimaticos foram submetidos a cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-
150 e posteriormente, a cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose, pH 5,5.
As fragBes protéicas com atividade de a-galactosidase foram eluidas com um
gradiente de NaCl de 0 a 1 M. As enzimas extra e intracelulares apresentaram
fatores de purificacdo de 16,7 e 289 vezes, respectivamente, com um rendimento
de 58 e 45 %, respectivamente. Atividades maximas das a-galactosidases extra e
intracelulares foram detectadas em pH 5,0, a 60 e 55 °C, respectivamente. A
enzima extracelular manteve 80 % da atividade original ap6s pré-incubacao por 3
h a 60 °C, enquanto que, a enzima intracelular manteve 85 % da atividade original
por 6 h a 55 °C. Os valores da Ky para r-NP-aGal, melibiose, estaquiose e
rafinose para a enzima extracelular foram 0,30, 2,01, 9,66 e 16,0 mM,
respectivamente, e para a enzima intracelular foram 0,32, 2,12, 10,8 e 32,8 mM,
respectivamente. As a-galactosidases apresentaram especificidade absoluta para
galactose em posicao a, hidrolisando r-NP-aGal, estaquiose, rafinose, melibiose
e o0s polimeros goma de alfarroba e goma guar. As a-galactosidases foram
completamente inibidas por sulfato de cobre. A enzima extracelular foi
completamente inibida por nitrato de prata, enquanto que, a atividade da enzima
intracelular foi reduzida em 70 %. Na presenca do substrato r -NP-aGal a enzima
extracelular apresentou inibicdo nao-competitiva por galactose (Ki 2,7 mM) e
melibiose (Ki 1,2 mM). A enzima intracelular apresentou inibicdo do tipo
acompetitiva por galactose (Ki 0,70 mM) e inibicdo competitiva por melibiose (Ki
0,98 mM). O N-terminal da a-galactosidase extracelular foi determinado por
sequenciamento automatico (YENGLNLVPQMGWN), apresentando similaridade

com a-galactosidases de outros microrganismos. A a-galactosidase extracelular

XVI



foi imobilizada em suporte insoltvel (silica modificada) e apresentou maior
estabilidade comparada a enzima livre, mantendo 94 % de sua atividade original
por 16 h a 70 °C. Os resultados dos tratamentos do leite de soja a 60 °C com a a-
galactosidase extracelular purificada, com as células permeabilizadas contendo a
enzima intracelular e com a enzima extracelular imobilizada, por 2, 2 e 4 h,
respectivamente, mostraram reducdo de 100 % de estaquiose. Houve 100 % de
reducdo de rafinose, com a enzima extracelular e com as células
permeabilizadas, apdés 2 e 4 h, respectivamente. O tratamento do leite de soja
com a enzima extracelular imobilizada por 10 h, promoveu reducéo de 63 % de
rafinose. Apds tratamento com a a-galactosidase extracelular a 60 °C, os
produtos melacos leve e pesado, mostraram 100 % de reducdo de estaquiose
apos 2 h de incubacéo e rafinose foi reduzida em 60 e 50 %, respectivamente.
Portanto, observa-se que as a-galactosidases de Debaryomyces hansenii foram
eficientes na reducdo dos RO presentes em produtos derivados de soja, sendo

indicadas para a utilizac&o industrial no processamento desses acucares.
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ABSTRACT

VIANA, Pollyanna Amaral, M.S., Universidade Federal de Vicosa, February
2005. Kinetic - biochemical characterization and biotechnological
applications of Debaryomyces hansenii UFV-1 a-galactosidases. Advisor:
Valéria Monteze Guimardes. Committee members: Flavia Maria Lopes
Passos, Maria Goreti de Almeida Oliveira, Maurilio Alves Moreira and
Sebastido Tavares de Rezende.

Several researches have demonstrated the potential of a-galactosidases in
the processing of legume derived food. Soybean is a concentrated source of
isoflavones, which has been used in prevention and treatment of cancer and
osteoporosis. Besides, soy milk is considered a substitute for cow milk, as well as
a nutritional suplement for lactose intolerant children. On the other hand, there are
many antinutritional features in legume. The raffinose oligosaccharides (RO) are
the main responsible for gastric and intestinal diseases related to the ingestion of
soy products. The intestinal mucous membrane of men and monogastrics animals
does not have the a-galactosidase enzyme, which is essential for hydrolysis of the
a-1,6 linkages in the RO. Therefore, the most important factor for improvement of
soy nutritional value is to eliminate the RO from soy products. These galacto-
oligosaccharides are extremely thermostable and traditional practices like
embebition, cooking and germination are unable to eliminate them completely. The
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present work aims to evaluate the hydrolysis of RO present in the fat free soybean
extract and in the soybean molasses, using purified extra and intracellular a-
galactosidases from Debaryomyces hansenii and the immobilized extracelular
enzyme. The Debaryomyces hansenii was cultivated in mineral medium with yeast
extract (MME), which contained galactose as carbon source for 36 h at 30 °C.
Following the centrifugation of the culture medium, the supernatant was used as
extracellular enzyme source and the cells as intracellular enzyme source. The
enzymatic extracts were submitted to the chromatography of gel filtration
Sephadex G-150 followed by the ion exchange chromatography DEAE-
Sepharose, pH 5.5. The protein fractions with a-galactosidase activity were eluted
with NaCl gradient from 0 to 1 M. The extra and intracellular enzymes presented
purification factors of 16.7 and 289 times, respectively, with a recovery of 58 and
45 9%, respectively. The maximum activities of the extra and intracellular a-
galactosidases were detected in pH 5.0 at 60 and 55 °C, respectively. The
extracellular enzyme maintained 80 % of its original activity after a pre-incubation
for 3 h at 60 °C, while the intracellular enzyme maintained 85 % of its original
activity for 6 h at 55 °C. The values of Ky, for r -NP-aGal, melibiose, stachyose and
raffinose for the extracellular enzyme were 0.30, 2.01, 9.66 e 16.0 mM,
respectively, and for the intracellular enzyme were 0.32, 2.12, 10.8 e 32.8 mM,
respectively. The a-galactosidases presented absolute specificity for galactose in
a position, hydrolysing r-NP-aGal, stachyose, raffinose, melibiose and the
polymers locust bean gum and guar gum. The a-galactosidases were completely
inhibited by copper sulphate. The extracellular enzyme was completely inhibited
by silver nitrate, while the intracellular enzyme activity was reduced in 70 %. In the
presence of substrate r-NP-aGal the extracellular enzyme presented a non-
competitive inhibition by galactose (Ki 2.7 mM) and melibiose (Ki 1.2 mM), the
intracellular enzyme showed acompetitive inhibition by galactose (Ki 0.70 mM) and
competitive inhibition by melibiose (Ki 0.98 mM). The N-terminal of the
extracellular a-galactosidase was determined by automatic sequencing
(YENGLNLVPQMGWN), presenting some similarity with a-galactosidases of other
organisms. The extracellular a-galactosidase was immobilized in insoluble support
(modified silica) and presented greater stability than the free enzyme, maintaining
94 % of its original activity for 16 h at 70 °C. The results of the treatments of soy
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milk at 60 °C with purified extracellular a-galactosidase, permeable cells
containing the intracellular enzyme and immobilized extracellular enzyme, for 2, 2
and 4 h, respectively, showed reduction of 100 % in the amount of stachyose.
There was 100 % reduction in the amount of raffinose by the extracellular enzyme
and by permeable cells, after 2 and 4 h, respectively. The treatment of the soy milk
with the immobilized extracellular enzyme for 10 h promoted reduction of 63 % in
raffinose amount. After a treatment with extracellular a-galactosidase the light and
heavy molasses products showed 100 % reduction of stachyose after incubation
for 2 h at 60 °C, and the raffinose was reduced to 60 and 50 %, respectively.
Therefore, it can be observed that a-galactosidases of Debaryomyces hansenii
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

A soja (Glycine max. L) € uma espécie pertencente a familia das
leguminosas sendo considerada excelente fonte de proteina de uso na nutricdo
animal e humana (GUIMARAES et al., 2001) apresentando caracteristicas
similares as dos produtos protéicos de alto valor nutritivo, como o leite de vaca,
pelo fato de conter quantidade suficiente de quase todos os aminoacidos
essenciais em suas proteinas (COSTA; MIYA, 1972). Os graos de soja se
caracterizam por conter muito pouco ou nenhum amido, cerca de 20 % de 6leo
e 40 % de proteina (SGARBIERI, 1996). O leite de soja ou extrato hidrossoluvel
€ visto como um substituto de baixo custo ao leite de vaca, sendo uma
alternativa alimentar para populacdes intolerantes a lactose (KHARE;
KRISHNA, 1994). A soja tem grande potencialidade no combate a desnutricdo
devido a sua composicao, fornecendo energia, proteinas e outros nutrientes
essenciais ao organismo, como potéassio, fosforo, ferro, lecitina e vitamina E
(PAES, 1994). Em consequéncia, a demanda pela soja e seus produtos
derivados tem crescido de maneira vertiginosa e a area destinada ao seu
cultivo no mundo, vem aumentando a cada ano. A producdo mundial total de
soja € de 190 milhdes de toneladas por metro quadrado (USDA, 2003).

Contudo, existem fatores que limitam o consumo de soja e seus
derivados. Dentre estes fatores destacam-se o baixo teor de aminoacidos
essenciais como a metionina, proteinas pouco digeriveis, palatabilidade, o

“beany-flavor” derivado da degradacdo de hidroperoxidos de acidos graxos



poliinsaturados, pela acdo catalitica das lipoxigenases e a presenca de
acucares nao digeriveis (Oligossacarideos de Rafinose - RO) capazes de
produzir a flatuléncia, resultante do metabolismo anaerdbico desses acucares
(DE LUMEN, 1992; PRICE; WYATT; FENWICK, 1988). Os acuUcares nédo
digeriveis sao fermentados no intestino grosso por bactérias anaerdbicas, com
a producado de gases como CO,, H, e CH4. A ingestéo de soja e de alguns de
seus derivados pode resultar, além de flatuléncia, em nauseas, desconforto e
diarréia. Os principais causadores desses sintomas sdo os acucares rafinose e
estaquiose (WAGNER et al., 1976).

Varios processos sdo pesquisados com a finalidade de reduzir ou
eliminar os RO nos produtos derivados de soja. A eliminacdo dos RO nas
sementes de soja e em seus derivados podera ser conseguida pela
manipulacdo genética de plantas alterando a sintese de um ou mais
componentes importantes da via metabdlica que conduz a sintese dos RO ou,
pela hidrélise enzimatica dos RO presentes nos extratos hidrossoltveis dos
gréos de soja e/ou derivados protéicos (GUIMARAES, 2001).

A degradacdo dos oligossacarideos necessita da acdo de a-
galactosidase e de invertase. A invertase (EC 3.2.1.26; b-D-frutofuranosideo
frutohidrolases) hidrolisa sacarose em D-glicose e D-frutose e ocorre em muitos
microrganismos e plantas (HIRAYAMA; SUMI; HIDAKA, 1989). A hidrélise das
ligacbes a-1,6 glicosidicas presentes nos RO, nos polissacarideos da parede
das células e nas glicoproteinas de reserva € catalisada pela enzima a-
galactosidase (KONTOS; SPYROPOULOS, 1996), produzindo D-galactose e
sacarose livres, acucares facilmente hidrolisados e absorvidos. De acordo com
a especificidade de substratos, as a-galactosidases podem ser divididas em
dois grupos, sendo que, o primeiro contém a-galactosidases ativas somente
em oligossacarideos com baixo grau de polimerizacdo como a melibiose, a
rafinose, a estaquiose e pequenos fragmentos de galacto(glico)mananas. Estas
enzimas sao ativas em substratos artificiais como aril a-galactosideos. O
segundo grupo contém a-galactosidases ativas em substratos poliméricos que,
similarmente as enzimas do primeiro grupo, atacam oligossacarideos curtos,
principalmente de polimeros degradados, bem como a-galactosideos artificiais
(PUCHART et al., 2000).



A reducdo dos niveis de RO das sementes de soja e de seus derivados
conduzira a eliminacdo dos sintomas indesejaveis causados pela ingestao dos
mesmos e conseqlentemente, ampliara a aceitagdo e o consumo de tais
produtos.

De muitas maneiras, 0s microrganismos sao pacotes de enzimas e as
industrias estdo aumentando o0 uso dessas moléculas isoladas de
microrganismos, para obtencdo de varios produtos. A demanda para tais
enzimas € alta porque as mesmas sdo especificas e ndo produzem residuos
toxicos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2002).

A identificacdo de fontes de a-galactosidases com potencial para
aplicacdes biotecnoldgicas, principalmente para a reducdo dos teores de RO
em soja e seus derivados tem sido obtida por meio de varias pesquisas. A a-
galactosidase ocorre amplamente em plantas, microrganismos e animais,
sendo que algumas delas tém sido purificadas e caracterizadas (KIM et al.,
2002). Microrganismos tém a vantagem de alta producdo de enzimas e dentre
eles, os fungos, inclusive as leveduras, produzem a-galactosidases mais
susceptiveis para aplicacdes tecnoldgicas, principalmente por ter localizacao
extracelular, pH 6timo acidico e estabilidade térmica. Portanto, h4 um grande
interesse por a-galactosidases de leveduras, com a finalidade de aplicacdo em
processos industriais.

Estudos sobre a localizacdo e caracterizagcdo das a-galactosidases
foram realizados com as leveduras Saccharomyces carlsbergensis (LAZO;
OCHOA; GASCON, 1977), Candida javanica (CAVAZZONI; ADAMI; CRAVERI,
1987), Candida guilliermondii (HASHIMOTO et al., 1993), Saccharomyces
cerevisiae (JOHNSON; CARLSON, 1992), Zygosaccharomyces cidri
(TURAKAINEM; KORHOLA; AHO, 1991), Torulaspora delbruekii IFO 1255
(ODA; TONOMURA, 1995), entre outras. Purificacdo e caracterizacado de a-
galactosidases de diferentes fontes tém sido relatadas e de acordo com sua
origem, suas propriedades diferem acentuadamente. A levedura
Debaryomyces hansenii é amplamente encontrada em diversos alimentos
industrializados, sendo considerada ndo patogénica e, estudos tém
demonstrado sua capacidade de secretar varias enzimas de interesse

industrial.



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

e animal.

1.1. OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste trabalho foram estabelecer as melhores
condi¢cdes de cultivo da levedura Debaryomyces hansenii para otimizacdo da
producdo das a-galactosidases extra e intracelulares, purificar, caracterizar
bioquimica e cineticamente estas enzimas e avaliar 0s seus potenciais
biotecnolégicos, especialmente visando a reducdo ou eliminacdo dos

oligossacarideos de rafinose presentes em produtos derivados de soja.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

P Definir as condicbes para producdo das enzimas a-galactosidases extra e

intracelulares de Debaryomyces hansenii.
P Isolar e purificar as a-galactosidases.

P Caracterizar bioquimica e cineticamente as a-galactosidases: efeitos de pH,
temperatura, termoestabilidade, estabilidade em diferentes valores de pH,
efeito de ions e outros compostos na atividade enzimatica, determinacéo da
meia-vida da enzima, da especificidade por diferentes substratos naturais,
sintéticos e polimeros, dos valores de Ky e Vnax para diferentes substratos,
determinacao de possiveis inibidores, do tipo de inibicdo e da constante de
inibicao.

P Caracterizar molecularmente as a-galactosidases: sequenciamento do

terminal aminico.



P Imobilizar a a-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii em
silica modificada por grupos aminas.

P Avaliar potencialidades para aplicacdes biotecnolégicas das a-

galactosidases purificadas e da enzima extracelular imobilizada.

P Estabelecer as condicdes ideais (pH, temperatura, quantidade de enzima,

tempo de hidrolise) para o processamento dos oligossacarideos de rafinose

presentes nos produtos de soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da soja e seus derivados na alimentacéao

Leguminosas e seus derivados, juntamente com sementes de cereais
constituem a maior parte da dieta humana. A producdo de leguminosas é
menor comparada a de cereais, entretanto, a sua contribui¢cdo na dieta humana
€ maior do que sua producdo relativa (DE LUMEN, 1992). As leguminosas
constituem a maior fonte de proteinas da dieta humana em varios paises,
mesmo apresentando baixos teores de metionina e lisina, que sdo aminoacidos
essenciais (TOENIESSEN, 1985).

As proteinas de soja diferem significativamente das de cereais em
muitas de suas propriedades quimicas e fisicas. A soja ndo contém proteinas
soluveis em alcool (prolaminas) semelhantes a gliadina do trigo, nem proteinas
semelhantes a glutenina, proteinas que formam o gluten do trigo. Por este
motivo, as proteinas e a farinha de soja ndo possuem as propriedades do trigo
de formar massa visco-elastico. Além de conter cerca de 40 % de proteina em
seus graos, de elevado valor nutritivo, a soja constitui uma excelente fonte de
proteina para a alimentacdo humana e animal. A soja € uma espécie da familia
das leguminosas, com origem na China, sendo um dos produtos mais antigos
cultivados pelo homem, embora o seu potencial para uso na alimentacéo
humana e animal tenha sido evidenciado somente ap6s a Segunda Guerra

Mundial. A soja pode ser considerada como um dos principais alimentos para a



populacdo do futuro, devido as suas qualidades nutricionais, facilidade de
adaptacdo a quase todas as regides, alta producado e facilidade de cultivo
(BELLAVER; SNIZEK, 1999).

A soja constitui um dos produtos de maior importancia na economia
brasileira ocupando lugar de destaque na pauta de exportacdes do pais.
Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, sendo
considerado responsavel pela producdo de mais de 49 milhdes de toneladas
por safra (EMBRAPA SOJA, 2003). A soja apresenta em sua constituicao
proteinas de alta qualidade e elevada quantidade de energia. O gréo de soja
possui alto teor de lipideos (15-25 %) e um conteudo de proteinas (30-45 %),
com uma composi¢cdo de aminoacidos adequada a alimentacdo. Apresenta
também, carboidratos (20-35 %) e cerca de 5 % de cinzas (MOREIRA, 1999).

A soja € um alimento rico em minerais como magnésio, fésforo, ferro,
cobre, zinco e potassio, porém, o aproveitamento desses minerais pode ser
prejudicado devido a fatores antinutricionais como os taninos (MONTEIRO,
2000). Em termos de vitaminas a soja apresenta algumas deficiéncias como no
caso das vitaminas A, D e B2, no entanto, quando verde é boa fonte de
riboflavina, niacina e &cido ascorbico, 0 mesmo ocorrendo com as vitaminas E,
K, tiamina e acido félico quando madura. Os graos de soja, como a maioria das
espécies de leguminosas, contém proteinas toxicas e de acdo antinutricional,
tendo que, por esse motivo, receber tratamento térmico adequado antes de ser
usada na alimentacao (SGARBIERI, 1996).

A soja possui uma fracdo protéica altamente significativa, utilizada
principalmente na fabricacdo de ragao para a alimentagao animal. A forma mais
utilizada na producdo animal é como farelo, resultante da extracdo do 6leo,
sendo também largamente empregado pelas industrias de racdo (LIMA;
ANGNES, 1999). No Brasil, o 6leo de soja representa acima de 50 % de todos
0s Oleos e gorduras dos produtos alimenticios (MOREIRA, 1999). A fracdo de
Oleo é utilizada também na industria de alimentos para produgdo de margarina,
O0leo de cozinha, agentes emulsificantes e varios outros produtos.
Aproximadamente 83 % da producdo mundial de soja s&o utilizadas para
extracdo de Oleo destinado, principalmente ao consumo humano, sendo o
farelo resultante utilizado na fabricagdo de ragédo 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 conservacao (MOREIRA, 1999). A farinha integral apresenta
composicdo 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 utilizacédo da
proteina de soja na industria de alimentos. J& o concentrado protéico de soja,
seu método de preparo consiste na extracdo da farinha de soja
desengordurada por Vvarios processos, 0S quais removem componentes
sollveis como a sacarose, rafinose, estaquiose, minerais e outros, elevando o
contetdo 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
desnaturacdo pela acdo do alcool ou calor. O isolado protéico de soja deve
conter acima de 95 % de proteinas e apresentar um valor protéico inferior ao
da farinha ou do concentrado protéico de soja (SGARBIERI, 1996).

O leite de soja, extrato hidrossoluvel € um dos produtos protéicos de
soja, podendo ser comparavel ao leite de vaca em contetdo de proteinas e
gorduras, que tem obtido alta aceitabilidade em programas de nutricao infantil
(MOREIRA, 1999). De acordo com Desjardins; Roy; Goulet (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 é
uma alternativa para as pessoas portadoras de certas intolerancias ao leite de
origem animal e a algumas deficiéncias genéticas, como a ineficiéncia em
metabolizar a lactose (DE LUMEN, 1992). Adicionalmente, devido a alta
producdo de soja nos paises tropicais, sua utilizacdo na alimentacdo dos
animais, como suinos na fase de aleitamento representa uma alternativa
econOmica bastante atrativa (DUFFUS; SAUGHTER, 1980).

Algumas substancias presentes em concentra¢des importantes na soja
(estrégenos ndo esterdides naturais) parecem possuir efeitos positivos na
prevencao e tratamento do cancer (POSADA, 1998). Candido; Campos (1995)
citaram em seu trabalho que, Xu; Li; He (1994), avaliando a ingestdo de

isoflavonas, relataram que a menor incidéncia de cancer de mama e de



sintomas adversos na menopausa em mulheres orientais pode estar associada
ao consumo de soja em sua dieta. As atividades fitoestrogénicas destes
compostos carecem de maior investigacdo, porém, existe um sinal de que as
pessoas com amplo consumo de produtos de origem vegetal, assim como a
soja tém menor incidéncia de cancer de colon, préstata, mama, endométrico e

Ccérvix.

2.2. Fatores antinutricionais presentes na soja

O uso da soja integral na alimentacdo de suinos e aves e na
alimentacdo humana tem sido limitado pela necessidade de tratamentos para
inativacdo de varios componentes antinutricionais presentes. Destacam-se 0s
inibidores de proteases, lectinas, taninos, proteinas alergénicas e pouco
digeriveis, as lipoxigenases, os oligossacarideos de rafinose (RO) e outros
(BELLAVER; SNIZEK, 1999).

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

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

Outro fator antinutricional importante na soja refere-se ao alto teor de
oligossacarideos de rafinose (RO) encontrado em suas sementes, sendo 0s
segundos carboidratos sollUveis mais abundantes nas plantas (DEY, 1990). Os
oligossacarideos sdo considerados como fonte primaria de energia e

substratos para a sintese de outros compostos, durante a germinacao



(JIMENEZ et al., 1985). O endosperma de leguminosas armazena
principalmente dois tipos de carboidratos de reserva: oligossacarideos de
rafinose (RO), os quais sdo armazenados nos vacuolos, e galactomananas,
armazenadas na parede celular. Os RO ocorrem no endosperma e embrido de
sementes de leguminosas e sdo quebrados durante a germinacéao, resultando
no acumulo temporario de galactose e sacarose nesses tecidos (DEY, 1980;
SARAVITZ; PHARR; CARTER, 1987). De acordo com Dey (1985), a via
metabdlica de sintese dos RO pode ser representada da seguinte forma:

UDP-galactose + mio-inositol —_p Galactinol + UDP
Galactinol + sacarose —» Rafinose + mio-inositol
Galactinol + rafinose ——» Estaquiose + mio-inositol
Galactinol + estaquiose ——— » Verbascose + mio-inositol
Galactinol + verbascose ——» Ajucose + mio-inositol
i...._-_._.__. Verbascose S L

| | -=—— Estaquiose T

¢ Galactose > -——0 Rafinose - =

—=— Melibiose
a_(]_-6) Galactose

—4_ Sacarose e
|
a-(1- 6) Galactose 1 b-(1-2) }
ST A Y
a-(1-6) (/ Glicose ) "J/ Frutose\;
N

=

Figura 1 — Estruturas dos acucares envolvidos na sintese dos RO.

Um esquema da via de sintese dos oligossacarideos, bem como as
enzimas envolvidas, esta representado na Figura 2 (SUAREZ et al., 1999).
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UDP

— - > -
UDP - Glc UDP - Gal Sacarose

(Glicose — Frutose)

GS
Glc6P —» —» Mio-inositol »  Galactinol Rafinose
/ sintase
Acido fitico Rafinose
(Galactose-Sacarose)
Galactinol

Estaquiose

sintase

) Galactinol
Galactinol
Ajucose Verbascose =  Estaquiose
(Galactose- Verbascose)*— —— (Galactose- Estaquiose) (Galactose- Rafinose)

Figura 2 — Esquema da via metabdlica de sintese dos RO: UDP-Glc: uridina

difosfato-glicose; UDP-Gal: uridina difosfato-galactose; UDP: uridina
difosfato; GIc6P: glicose 6 fosfato; GS: galactinol sintase.

De acordo com a Figura 2 a primeira reagao €é catalisada pela galactinol

sintase (UDP-galactose: mio-inositol galactosil transferase, GS), que requer

Mg*? para sua atividade, produzindo galactinol a partir de UDP-galactose e

mio-inositol (LIU; ODEGARD; DE LUMEN, 1995). Subseqglientemente a

primeira reacdo, sintases especificas catalisam a sintese de cada

oligossacarideo da série, por meio da transferéncia do galactinol para a

sacarose, a rafinose, a estaquiose e a verbascose, com a producao de a-1,6-

galactosideos, tri, tetra, penta e hexassacarideos de rafinose (RIBEIRO, 2001).

A rafinose ocorre em plantas superiores, nas folhas, caules e 6rgdos de

reserva. Ocorre um acumulo na concentracdo de rafinose com a perda de agua

nas sementes maduras (DEY, 1985). A estaquiose € um dos mais abundantes

tetrassacarideos em plantas, reconhecida como o maior acglcar de reserva e

transporte em leguminosas. Estaquiose € sintetizada a partir de rafinose em

uma reacao catalisada pela estaquiose sintase (galactinol: rafinose 6-a-D-

galactosil transferase), na qual o galactinol serve como doador de galactose.

Verbascose e ajucose sdo 0s penta e hexassacarideos, respectivamente, que
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coexistem com rafinose e estaquiose na maioria das leguminosas, estando
presentes em o6rgdos de reserva (DEY, 1985, 1990). Em sementes de soja
madura, sacarose, estaquiose e rafinose representam mais de 99 % (p/p) dos
acucares soluveis presentes. A ingestao de soja pode resultar em flatuléncia,
nauseas, desconforto e diarréia, devido ao alto contetdo dos oligossacarideos
de rafinose (WAGNER et al.,, 1976). A mucosa do intestino delgado de
humanos e de outros animais monogastricos (aves e suinos) é desprovida das
a-1,6-galactosidases, enzimas necessarias a conversdo dos RO em acucares
mais simples. Desta forma, 100 % dos RO nao sao degradados, sendo
conduzidos ao intestino grosso, onde as bactérias anaerdbias possuem o0s
sistemas enzimaticos necessarios para a fermentacdo desses acucares, o0 que
resulta em liberacdo de grandes quantidades de gases, como CO,, H, e CHy,
fenbmeno conhecido como flatuléncia intestinal, que estd associado com
cOlicas, diarréia, dispepsia e constipacdo (STEGGERDA; DIMMICK, 1966;
SUAREZ et al., 1999). Wiggins (1994) determinou que a presenca de altas
concentracfes desses acucares na dieta alimentar pode resultar na retencéo
de fluidos, aumentando a taxa do fluxo digestivo, afetando a utilizacdo e
absorcdo 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 grdos como fonte protéica.

2.3. Processos parareducao de RO em produtos de soja

Objetivando eliminar ou reduzir os contetudos de rafinose e estaquiose
em produtos de soja, alguns testes tém sido realizados, como embebicdo das
sementes (KAWAMURA; TADA, 1967), embebicao e germinagao (KIM; SMITH;
NAKAYAMA, 1973), processos de fermentacdo (MITAL; STEINKRAUS, 1975)
e, extracdo dos RO com &gua (KU et al., 1976). Esses oligossacarideos
estaveis ao calor ndo sado eliminados por cozimento. Varias pesquisas sugerem

que a conversao enzimatica dos RO presentes no leite de soja e outros
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derivados parece ser a estratégia mais eficiente para reduzir os RO e aumentar
seu valor nutricional (CRUZ; PARK, 1982).

A hidrélise dos RO pode ser catalisada pelas a-galactosidases (a-D-
galactosideo galactohidrolase; EC 3.2.1.22) invertases ou ambas. As a-
galactosidases hidrolisam ligagbes a-1,6 produzindo galactose e sacarose e, as
invertases hidrolisam ligagbes a-1,2, produzindo melibiose e frutose ou glicose
e frutose. A utilizacdo de a-galactosidases flngicas para o tratamento
enzimatico do leite de soja foi proposta por Sugimoto; Van Bauren (1970), que
usaram preparacdes comerciais de a-galactosidase de Aspergillus saitoi,
verificando a hidrdlise de todos os oligossacarideos ap6s 3 h, no pH natural do
leite de soja. De acordo com Tortora; Funke; Case (2002), para a maioria das
finalidades industriais, as enzimas devem ser imobilizadas na superficie de
algum suporte sélido e entdo, manipuladas de forma que possam converter um
fluxo continuo de substrato em produto, sem perda da enzima. Thananunkul et
al. (1976), utilizaram micélios de Mortierella vinacea imobilizados em gel de
poliacrilamida como fonte de a-galactosidase para a remocao dos RO do leite
de soja, reduzindo 80 % dos teores desses acucares.

Posteriormente, Mulimani; Thippeswamy; Ramalingam (1997); Mulimani;
Devendra (1998); avaliaram a capacidade de hidrolise dos RO do leite de soja
pela a-galactosidase de Gibberella fujikuroi. O efeito de a-galactosidases
extracelulares produzidas por Lactobacillus plantarum na qualidade nutricional
do leite de soja e derivados também foi avaliado por Sanni; Onilude; Ogundoye
(1997). Estudos da producéo de a-galactosidases pelo fungo Humicola sp. e
sua aplicacao na hidrolise dos RO em leite de soja foram realizados por Kotwal
et al. (1998). Scalabrini et al. (1998) testaram a fermentacao do leite de soja
por cepas de Bifidobacterium e avaliaram a capacidade de reducdo dos RO. A
utilizacdo de a-galactosidases de Cyamopsis tetragonoloba para reducao dos
RO também foi avaliada por Mulimani; Thippeswamy; Ramalingam (1997)
concluindo que o tratamento de farinha de soja com extrato bruto contendo a-
galactosidase foi eficiente na reducdo de rafinose e estaquiose. Também
Guimaraes et al. (2001) obtiveram expressiva reducdo dos RO do leite de soja
pelo tratamento com a-galactosidase purificada de sementes de soja

germinadas.
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O uso de enzimas a-galactosidases para a reducéo dos teores de RO
trata-se de uma alternativa interessante e mais vantajosa que o0s métodos
citados, uma vez que, 0s tratamentos enzimaticos sdo extremamente
especificos, causando uma menor alteracdo nas propor¢cdes dos demais

componentes dos derivados de soja.

2.4. Mecanismo de acéo e estrutura de a-galactosidases

a-Galactosidases foram primeiramente designadas como melibiases por
apresentarem atividade hidrolitica sobre o dissacarideo melibiose. A alteracéo
do nome da enzima para a-galactosidase deu-se a partir de estudos da sua
especificidade de acdo usando varios acucares contendo residuos terminais
nao redutores de a-D-galactosil (DEY; PRIDHAM, 1972).

A a-galactosidase (a-D-galactosideo galactohidrolase, EC 3.2.1.22) é
uma hexoglicosidase que catalisa a hidrdlise de ligacdes a-1,6 de residuos de
a-galactosideos em oligossacarideos simples como estaquiose, rafinose,
melibiose, em polissacarideos como galactomananas e em substratos
sintéticos como, p-NP-aGal (ADEMARK et al., 2001). a-Galactosidase esta
envolvida no metabolismo de galactose, glicerolipideos, esfingolipideos e
globosideos. Devido a esta capacidade, as a-galactosidases podem ser
utilizadas em produtos de soja para hidrolisar os RO em acucares digeriveis e
assim, moderar as propriedades causadoras de flatuléncia (PORTER;
HERMANN; LADISCH, 1991).

Galactomananas séo os maiores polissacarideos de armazenamento em
sementes de algumas leguminosas, que consistem de ligacbes b-1,4 entre
manoses e ligaces a-1,6 entre grupos galactosil (MEIER; REID, 1982). S&o
completamente hidrolisados durante a germinacdo em seus monossacarideos
constituintes, manose e galactose, que sédo absorvidos para o crescimento do
embrido e subseqlientemente usados para varios processos metabdlicos no
embrido. A completa hidrélise enzimatica de galactomananas requer a-
galactosidase, endo b-mananase e exo b-mananase (MEIER; REID, 1982).

A enzima a-galactosidase, dependendo da fonte vegetal, possui maior

afinidade por um dos substratos, oligossacarideos de rafinose ou
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galactomananas. As a-galactosidases de leveduras sao utilizadas para
degradacédo e modificacdo de galactomananas como, goma guar e goma de
alfarroba (DEY; PATEL; BROWNLEADER, 1993; ZEILINGER et al., 1993).

a-Galactosidases intra e extracelulares ocorrem em microrganismos,
plantas e animais (KOBATASHI; SUZUKI, 1972). Muitas analises bioquimicas
de a-galactosidase tém sido conduzidas utilizando como substratos, p-NP-
aGal, melibiose, rafinose e estaquiose. A atividade das enzimas produzidas por
Candida guilliermondii e Pseudomonas fluorescens (HASHIMOTO et al., 1991,
1995) diminui com o aumento do numero de unidades de agucar dos
substratos.

Essas enzimas catalisam a seguinte reacao:

CH,OH CH,OH
HO o) HO o)

OH OH
O—R + ROH

O—R + ROH

OH OH

Figura 3 — Reacdo de hidrolise da ligacdo glicosidica, catalisado pela a-
galactosidase, sobre um substrato contendo residuo a-galactosil.

A molécula aceptora hidroxilica, R'OH, na Figura 3, normalmente é a
agua, entretanto, R e R’ podem ser grupos alifaticos ou aromaticos. Esta
enzima pode catalisar reacdes de hidrolise de varios a-D-galactosideos
naturais e sintéticos, bem como moléculas mais complexas como oligo e
polissacarideos. Entretanto, a taxa de hidrélise dos substratos depende de
fatores como: a estrutura do anel que deve ser piranosidico e da configuracao
dos grupos —H e —OH nos atomos de carbono 1, 2, 3 e 4 que devem ser
similares a a-D-galactose. Dentre os substratos sintéticos o p-NP-aGal é o
mais usado na determinacdo da atividade hidrolitica de a-galactosidases.
Estudos cinéticos usando desoxi derivados do p-NP-aGal indicaram que a
presenca dos grupos hidroxil (-OH) dos carbonos 3 e 4 é essencial para que
esses compostos atuem como substratos para as a-galactosidases de
sementes de café, Mortierella vinacea e Aspergillus niger (HAKAMATA;

NISHIO; OKU, 2000). Outro substrato também utilizado é o 6-bromo-2-natftil-a-
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D-galactopiranosideo. Dentre os substratos naturais destacam-se o galactinol,
melibiose, rafinose, estaquiose, verbascose e homélogos maiores (PORTER,;
HERMANN; LADISH, 1991).

Apesar de serem insuficientes os conhecimentos sobre a quimica e
cinética de enzimas de varias fontes, estudos cinéticos sobre o mecanismo de
acao da a-galactosidase de Vicia faba indicam que a hidrélise de substratos aril
glicosideos pode ser atribuida a presenca de grupos acido e basico no sitio
ativo da enzima. Esses grupos foram identificados como carboxil
(desprotonado) e imidazol (protonado). Com base nesses resultados um
mecanismo de acdo em duas etapas foi proposto para a a-galactosidase de
améndoa doce (DEY; PRIDHAM, 1972). Segundo esse mecanismo, a ligacéo
glicosidica terminal da galactose presente no substrato € clivada pela acéo
conjunta dos grupos carboxil e imidazol da enzima. Em seguida, ocorre a
reacdo com uma molécula aceptora (R'OH) que pode ser a agua ou um alcool
alifatico, resultando na hidrélise ou transferéncia dos produtos. Neste
mecanismo, a configuracdo do carbono anomeérico € mantida (DEY; PRIDHAM,

1972) conforme representado na Figura 4.
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Figura 4 — Mecanismo de acdo em duas etapas postulado por Dey (citado por
DEY; PRIDHAM, 1972) para a a-galactosidase de améndoa doce.
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Baseado em experimentos de modificacdo quimica e estudos cinéticos
da a-galactosidase de c6co, um novo mecanismo de acdo foi proposto
(MATHEW,; BALASUBRAMANIAM, 1987). Esses estudos indicaram a presenca
de dois grupos carboxil, tirosina e triptofano e a auséncia do grupo imidazol no
sitio ativo da a-galactosidase ou proximo dele. No mecanismo de acéo
proposto, o produto permanece com a mesma configuracdo do substrato.
(Figura 5). Entretanto, analises cinéticas e de inibicdo utilizando a-
galactosidases de Cladosporium cladosporioides e Penicillium sp. 23 indicam a
participacdo de um grupo imidazol de um residuo de histidina na a¢éo catalitica
dessas enzimas (MALANCHUCK; BUGLOVA; VARBANETS, 2001).

& OH

el L

Figura 5 — Mecanismo de acdo para a a-galactosidase de cb6co sugerido por
Mathew; Balasubramaniam, 1987.

Estudos com a-galactosidases de sementes de café demonstraram que
o terminal carboxilico desta enzima € critico para a sua atividade. A delecéo de
trés ou mais residuos de aminoacidos no C-terminal resulta na perda completa

da atividade enzimatica, sugerindo que o C-terminal da a-galactosidase tem um
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papel importante na conformacéao total da enzima e pode afetar diretamente a
conformacao correta do sitio ativo (MARANVILLE; ZHU, 2000).

Estudos cristalograficos e de difracao de raios X foram realizados em a-
galactosidases de arroz (FUJIMOTO et al.,, 2003) e de Trichoderma reesei
(GOLUBEV et al., 2004). Esses estudos mostraram que, a a-galactosidase de
arroz consiste de um dominio catalitico com estrutura em (3/a)g-barril e, o
dominio C-terminal é constituido de 8 folhas 3, contendo um motivo chave-
grega. A estrutura da a-galactosidase de arroz complexada com D-galactose
mostrou que, esta molécula liga-se na fenda do sitio ativo, no lado C-terminal
do R-barril central do dominio catalitico (FUJIMOTO et al., 2003). O modelo
cristalografico da a-galactosidase de Trichoderma reesei consiste de 2
dominios, um dominio catalitico N-terminal ([3/a)g-barrii e um dominio C-
terminal, formado de estruturas 3 antiparalelas. Esta proteina contém 4 sitios
de N-glicosilacdo localizados no dominio catalitico. De modo similar a a-
galactosidase de arroz, a enzima de Trichoderma reesei liga-se na fenda do
sitio ativo localizado no centro do barril do dominio catalitico (GOLUBEV et al.,
2004). As andlises dos complexos a-galactosidases-galactoses revelaram os
residuos do sitio ativo e forneceram uma base estrutural para a identificacdo do
possivel mecanismo de reacao enzimatica (FUJIMOTO et al., 2003, GOLUBEV
et al., 2004).

(A) (B)

Figura 6 — Estruturas das a-galactosidases de arroz (A) e de Trichoderma
reesei (B) complexadas com D - galactose.
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2.5. a-Galactosidases de leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, n&do filamentosos,
caracteristicamente esféricos ou ovais. Da mesma forma que os fungos
filamentosos, as leveduras sdo amplamente distribuidas na natureza
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2002).

A a-galactosidase € largamente distribuida em muitos microrganismos e
tem sido selecionada, purificada e caracterizada a partir de fungos (ADYA,
ELBEIN, 1977; ZAPATER; ULLAH; WODZINSKI, 1990; DEY; PATEL;
BROWNLEADER, 1993; KOTWAL, et al.,, 1999; PUCHART et al., 2000;
ISHIGURO et al.,, 2001; ADEMARK et al., 2001), leveduras (LAZO; OCHOA,;
GASCON, 1976; CHURCH; MEYER, 1980; CAVAZZONII; ADAMI; CRAVERI,
1987) e bactérias (DELENTE et al., 1974; GARRO et al., 1993, 1994; GOTE et
al., 2003). A producdo dessa enzima consiste no crescimento do
microrganismo em meio de cultura seletivo, geralmente meio liquido contendo
uma fonte de carbono indutora da atividade enzimatica. Acucares como
galactose, melibiose, rafinose e estaquiose ja foram descritos como indutores
da atividade de a-galactosidase. Outras fontes de carbono mais complexas
como galactomananas e até farelo de trigo também induziram a atividade da a-
galactosidase (DE REZENDE, 1998). Dentre as leveduras que produzem a a-
galactosidase destacam-se as dos géneros Torulaspora, Saccharomyces e
Kluyveromyces. Uma grande vantagem do uso de leveduras é que muitas
delas sé&o classificadas como GRAS (“generally regarded as safe”),
especialmente Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis. Organismos
com status GRAS nao apresentam riscos de toxicidade e patogenicidade, o
que permite sua utilizacdo para aplicacdes industriais na industria de alimentos
e farmacéuticas (HENSING et al., 1995).

De acordo com Johnson; Carlson (1992), algumas linhagens de
Saccharomyces cerevisiae hidrolisam melibiose em glicose e galactose, pela
acdo da a-galactosidase, que esta localizada no espaco periplasmatico e/ou
parede celular, assim como a invertase. Segundo 0s mesmos autores, a a-
galactosidase e a invertase sdo capazes de hidrolisar acucares do lado de fora

da membrana da célula. Parte da enzima é secretada no meio de cultura, no
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caso de Saccharomyces cerevisiae. Turakainen et al. (1994) clonaram e
sequenciaram um gene MEL, que codifica a a-galactosidase de
Zygosaccharomyces cidri, cuja expressao também foi induzida por galactose.

Torulaspora delbrueckii IFO 1255 contém atividade suficiente de
enzimas para fermentar melibiose e galactose eficientemente para o seu
crescimento. A sua a-galactosidase € uma glicoproteina e possui uma estrutura
oligomérica, semelhante a de Saccharomyces cerevisiae (RUOHOLA et al.,
1986) e provavelmente semelhante a de Zygosaccharomyces cidri
(TURAKAINEN; KORHOLA; AHO, 1991). Por outro lado, as enzimas
extracelulares de Candida javanica (CAVAZZONI; ADAMI; CRAVERI, 1987) e
Candida guilliermondii (HASHIMOTO et al.,, 1993) ndo sao glicosiladas. Isto
sugere que a oligomerizacdo de glicoproteinas tem funcdo em sua retencéo
dentro do espaco periplasméatico da parede celular e pode ser uma
caracteristica comum de linhagens de certas leveduras (ROUWENHORST et
al., 1990).

a-Galactosidase também foi purificada a partir de extrato livre de células
de Torulaspora delbrueckii IFO 1255 em etapas semelhantes ao procedimento
usado para invertase de Torulaspora pretoriensis YK-1 (ODA; TONOMURA,
1994). As a-galactosidases obtidas a partir de diferentes linhagens
microbiolégicas, raramente sao livres de invertase e dissacarideos
(CAVAZZONI; ADAMI; CRAVERI 1987). Lazo; Ochoa; Gascén (1976) néo
separaram invertase da a-galactosidase de Saccharomyces cerevisiae, mas
conseguiram reduzir a atividade da invertase para 1 % por armazenamento da
mesma em baixas temperaturas por 20 dias. A a-galactosidase € uma enzima
utilizada para remover rafinose e estaquiose em leite de soja e soro de soja
(CRUZ; BATISTELA; WOSACKI, 1981), reduzir o conteudo de rafinose do
acucar da beterraba e ¢é também utilizada na sintese de galacto-
oligossacarideos (MISTSUTOMI; HONDA; OHTAKARA, 1991). a-
Galactosidase extracelular tem sido utilizada como modelo para o estudo do
processo de secrecdo de proteina em Aspergillus nidulans (RIOS et al., 1993,
1994). Pela mesma razao, a enzima tem sido pesquisada em Saccharomyces
cerevisiae (JOHNSON; CARLSON, 1992).

20



Pouco se conhecia sobre as propriedades moleculares de a-
galactosidases de leveduras, sobre os fatores que controlam a sua sintese e,
poucos dados tinham sido relatados sobre a sua localizac&o e fungéo na célula
(DE LA FUENTE; SOLS, 1962). De acordo com Friis; Ottolenghi (1959), a a-
galactosidase é uma enzima extracelular em levedura. Segundo Lazo; Ochoa;
Gascon (1976), a atividade da a-galactosidase de Saccharomyces
carlsbergensis pode ser encontrada fora da membrana da célula e ha evidéncia
que melibiose é clivada em duas unidades de monossacarideos, antes de
entrar na célula (DE LA FUENTE; SOLS, 1962). A a-galactosidase de
Saccharomyces carlsbergensis € uma enzima que esta localizada
principalmente fora da membrana da célula, sendo secretada no meio de
cultura. A forma soluvel da a-galactosidase localizada dentro da célula parece
ter as mesmas caracteristicas da forma extracelular (LAZO; OCHOA,
GASCON, 1976).

2.6. Aspectos gerais da producao de enzimas de microrganismos

De acordo com Azevedo (1985), as enzimas ja eram utilizadas pelo
homem no processamento de alimentos desde a mais remota antigliidade,
muito embora ele tivesse pouco ou nenhum conhecimento sobre os fenébmenos
gue ocorriam. A singularidade desses compostos decorre do elevado grau de
especificidade pelo substrato em condicoes moderadas, sob as quais atuam.
As condicdes fisiolégicas, a temperatura, a pressdao, o pH e a concentracao
enzima-substrato sdo muito moderados quando comparadas as condi¢des
normalmente exigidas para obtencdo da mesma velocidade da reacdo com a
maioria dos catalisadores ndo-enzimaticos. Em anos mais recentes, segundo o
mesmo autor, cresceu o conhecimento sobre as propriedades das enzimas e
seus mecanismos de atuacdo e que proporcionaram técnicas mais adequadas
para isolar e purificar enzimas individuais, além de maiores facilidades de
recuperar esses catalisadores, possibilitando sua reutilizacdo em diversas
configuragbes de reatores. Portanto, como resultado desse desenvolvimento,
um maior nimero de utiliza¢des potenciais de enzimas na medicina, inddstria e

em técnicas analiticas foi conduzido.
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Engenharia enzimatica € o nome que se da a esse campo de atividades
e que envolve a producédo, isolamento, recuperacdo e purificacdo da enzima
(WINGARD, 1972). A maioria das enzimas isoladas em escala industrial é
extracelular e seu isolamento é mais simples do que as enzimas intracelulares.

Independentemente de se estar interessado na producdo de enzima
intracelular ou extracelular, h& diversos tipos de manipulacdes que podem ser
utilizados para aumentar a producéo de uma determinada enzima (AZEVEDO,
1985). Dentre eles destacam-se a padronizacdo das condi¢cdes 6timas de
cultivo, a concentracdo de células no inéculo e avaliacdo da sua viabilidade,
tempo e temperatura de crescimento, pH do meio e velocidade de agitacao da
cultura.

De acordo com Tortora; Funke; Case (2002), no Brasil, apesar dos
investimentos na formacdo de recursos humanos e em pesquisas, O
desenvolvimento da tecnologia enzimatica é ainda atrasado. Porém, alguns
fatores importantes fazem com que a producdo de enzimas para as empresas
brasileiras torne economicamente viavel, dentre eles, grande disponibilidade e
variedade de recursos naturais e residuos da agroindlstria a serem
transformados por tecnologia enzimatica em produtos de maior valor agregado
e, processos industriais biocatalizados que apresentam menos impacto
ambiental e menor consumo de energia.

Diversas enzimas sdo amplamente utilizadas em diferentes inddstrias.
No entanto, a enzima de interesse neste estudo é a a-galactosidase, que
possui grande importancia e aplicacdo na industria. Segundo Burrows (1979), o
xarope de beterraba é amplamente utilizado para a producdo comercial de
leveduras e a a-galactosidase € utilizada na industria de beterraba para
melhorar o valor de melado. As a-galactosidases isoladas de diferentes
microrganismos, plantas e mamiferos podem ser usadas para reducdo dos
oligossacarideos de rafinose, aglcares néo digeriveis, de numerosos produtos
agricolas (SHABALIN et al., 2002).

Algumas a-galactosidases de eucariotos sdo capazes de remover
residuos de galactose da ligacdo a-1,3 terminal de glucanas, o que apresenta
um potencial uso médico em terapia de transfusdo, na conversédo de sangue
grupo B para O (ZHU; GOLDSTEIN, 1994).
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Outra aplicacdo industrial de a-galactosidases € na usina acucareira,
onde pequenas quantidades de rafinose e/ou estaquiose sdo convertidas em
sacarose. Os acUcares rafinose e estaquiose afetam a cristalizacdo da
sacarose (KOBAYASHI; SUZUKI, 1972).

Na industria de papel, a extracdo de lignina das fibras de madeira € um
passo essencial no branqueamento da polpa e tem sido realizado pela ac&o de
a-galactosidases, em substituicdo a tratamentos quimicos altamente poluentes
(PAICE; JURASEK, 1984).

Em indulstrias alimenticias, as a-galactosidases sdo usadas para
melhorar a digestibilidade da soja e seus derivados (MOREIRA, 1999).

No lisossomo humano, a a-galactosidase degrada glicolipideos,
glicoproteinas e oligossacarideos. A doenca de Fabry é uma desordem
genética causada pela atividade defeituosa da a-galactosidase A lisossomal.
Esta € uma doenca multisistémica severa caracterizada por manifestacfes
clinicas como colapso renal e problemas cardiacos e neurolégicos progressivos
causando a morte em humanos. Mais recentemente, novas estratégias
terapéuticas vém sendo propostas para o tratamento da doenca de Fabry
utilizando-se a enzima a-galactosidase A humana recombinante (BLOM et al.,
2003).

Uma outra aplicacdo das a-galactosidases é para a degradacao e
modificacdo de galactomananas como, goma guar e goma de alfarroba (DEY;
PATEL; BROWNLEADER, 1993; ZEILINGER et al., 1993).

2.7. Consideracdes sobre alevedura Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii € uma levedura que utiliza xilose, apresentando
um grande interesse industrial na producdo de xilitol/etanol (PARAJO;
DOMINGUEZ, H.; DOMINGUEZ, J., 1995; ROSEIRO; PEITO; AMARAL-
COLLACO, 1991). A fermentacéo da xilose e subsequente producéo de etanol
tém sido estudadas em varias outras espécies de leveduras, incluindo, Pichia
stipitis, Candida shehatal e Pachysoten tannophilus, tendo maior produtividade
comparado com Saccharomyces cerevisiae, quando substratos a base de
glicose sao utilizados (HAHN-HAGERDAL; JEPPSSON; PRIOR, 1994; PRIOR;
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KILLIAN; DU PREEZ, 1989; VAN DIJKEN; SHEFFERS, 1986; VAN ZYL et al.,
1989; VAN ZYL; PRIOR; BRANDT, 1993).

Debaryomyces hansenii € uma espécie de levedura capaz de utilizar
misturas de pentoses e hexoses (glicose-manose, xilose-arabinose, glicose-
xilose), como fonte Unica de carbono (NOBRE; LUCAS; LEAO, 1999). Estudos
foram realizados sobre os efeitos de sais, como KCIl, NaCl e LiCl no
crescimento de Debaryomyces hansenii e comparados com Saccharomyces
cerevisiae, consideradas leveduras halotolerantes sendo observado que,
Debaryomyces hansenii foi mais tolerante ao Na® do que Saccharomyces
cerevisiae pois, alto contetido de Na* em Debaryomyces hansenii ndo afetou
significativamente o seu crescimento (HARO et al., 1993; PRISTA et al., 1997).
Essa levedura é provavelmente halofilica em ambientes naturais, onde a
concentracdo de K™ é normalmente menor do que a de Na".

Debaryomyces hansenii é a espécie de levedura mais freqiente
encontrada em produtos fermentados ricos em proteinas como, salsichas e
queijos (COOK, 1995; ENCINAS et al.,, 2000; PETERSEN; WESTALL;
JESPERSEN, 2002). Como ja mencionado anteriormente, possui alta
tolerancia ao sal e capacidade de crescimento em baixas temperaturas,
comparada com Saccharomyces cerevisiae. Estas duas espécies metabolizam
acidos organicos e aminoacidos, regulando a acidez de produtos fermentados
e também possuem atividades lipoliticas e proteoliticas, contribuindo assim
para o desenvolvimento do flavor (COOK, 1995; DURA; FLORES; TOLDRA,
2002; OLENSEN; STAHNKE, 2000; SORENSEN; SAMUELSEN, 1996).
Estudos foram feitos sobre a purificagcdo e caracterizacdo de uma enzima
proteolitica (prolil aminopeptidase) de Debaryomyces hansenii, obtendo uma
contribuicdo potencial no papel da fermentacédo de carnes (BOLUMAR et al.,
2002).

A levedura Debaryomyces hansenii tem sido estudada e explorada do
ponto de vista de seu potencial biotecnolégico, sendo utilizada em pesquisas
para producéo de etanol, de xilitol a partir de xilose, de proteases e de enzimas
a-galactosidases extra e intracelulares.

Apesar de serem relatados na literatura varios estudos com a-

galactosidases de leveduras, ndo foi encontrado nenhum estudo relacionado a
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purificacdo e caracterizacdo de a-galactosidases de Debaryomyces hansenii.
Entretanto, Dujon et al. (2004) estudando a evolugdo de microrganismos,
realizaram o seqienciamento do genoma de varias leveduras e a partir da
sequéncia de nucleotideos, deduziram a sequéncia de diversas proteinas,

inclusive de uma a-galactosidase de Debaryomyces hansenii.

2.8. Regulacao da expressao de a-galactosidases em microrganismos

Estudos da regulacéo da atividade de a-galactosidase foram realizados em
Streptococcus pneumoniae caracterizarando-se um sistema de utilizagdo de
rafinose. Streptococcus pneumoniae possui uma regido formada por oito genes
envolvidos na regulacao e metabolismo de rafinose. Os genes raf R (ativador) e
raf S (repressor) estdo transcritos como um operon e seus produtos regulam o
promotor secundario (Pa) relacionado a expressao de aga, um gene estrutural
para a-galactosidase. A expressao de aga € induzida na presenca de rafinose
e reprimida na presenca de sacarose no meio de cultura (ROSENOW,
MANIAR; TRIAS, 1999). Muito baixa atividade de a-galactosidase foi detectada
nas células de Streptococcus pneumoniae crescidas em meio contendo
somente glicose e sacarose como fontes de carbono, porém, a atividade foi
aumentada 500 vezes quando no meio estava presente o acucar rafinose, na
concentracdo de 0,2 %. Outros agUcares foram testados, porém, ndo induziram
a atividade de a-galactosidase, sugerindo, portanto que, rafinose foi o Unico
acucar capaz de induzir a expressao do gene aga.

Burkardt et al (1978) demonstraram a presenca de plasmideos conjugados
para utilizacdo de rafinose em Escherichia coli, o plasmideo pRSD2, que forma
a base do modelo atual de utilizacdo de rafinose. Escherichia coli contendo
plasmideos raf é capaz de utilizar rafinose pela atividade de trés enzimas, a
rafinose permease, que transporta rafinose para o interior da célula, a a-
galactosidase e a sacarose hidrolase (invertase). Os genes estruturais raf A (a-
gal), raf B (raf permease) e raf D (invertase) formam um Unico operon
controlado negativamente pelo gene repressor (raf R). O gene da rafinose
permease (raf B), exibe 50 % de identidade com o gene da lactose permease
(lac y), em E. coli. e 0 gene que codifica para invertase (raf D) contém regides
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de identidade com invertase de Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae.
(ASLANIDIS; SCHIMID; SCHIMITT, 1989).
De acordo com o modelo atual proposto por Aslanidis; Schmitt (1990), a

7

rafinose intracelular é inicialmente hidrolisada por uma a-galactosidase, em
galactose e sacarose. A sacarose posteriormente é clivada em glicose e
frutose, por uma invertase.

Segundo Barnett (1992), algumas cepas de leveduras tém a capacidade de
utilizar melibiose, como Saccharomyces cerevisiae var uvarum, carlsbergensis
e oleaginosus. A a-galactosidase é codificada pelo gene MEL, para melhorar a
utilizacdo de rafinose presente no xarope de beterraba, que é utilizado para
propagacdo comercial de leveduras. (GANSENT-RAMIREZ; CODON;
BENITEZ, 1995). Estudos realizados por Melcher; Xu (2001) mostraram que a
regulacdo dos genes GAL de Saccharomyces cerevisiae é determinada por
uma proteina ativadora (Gal4) e por uma repressora (Gal80). A dimerizacdo da
proteina repressora em Gal80-Gal80 parece estabilizar a interacao Gal4-Gal80
no DNA, resultando numa repressdao completa dos genes GAL com sitios de
ligacbes multiplos de Gal4. Entretanto, os genes GAL, sob o controle de um
simples sitio de ligagdo Gal4 ndo estabiliza multimeros de Gal80, resultando na

ativacao transcricional.

2.9. Imobilizacdo enzimética

Enzimas séo geralmente muito menos resistentes que os catalisadores
industriais comuns e requerem um cuidado consideravelmente superior na sua
manutencdo. 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
possivel seu uso da mesma forma que os catalisadores solidos nas reacdes
quimicas (LIMA; ANGNES, 1999). Definem-se como enzimas imobilizadas
aguelas que estdo fisicamente confinadas ou localizadas numa certa regido
definida do espaco com retencdo de suas atividades cataliticas e que podem
ser utilizadas repetida e continuamente (CHIBATA, 1978).

Dentre as vantagens das enzimas imobilizadas destacam-se, a

possibilidade de sua reutilizagdo, o0os processos podem ser operados
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continuamente e controlados com facilidade, os produtos da reacéo catalisada
pela enzima sao facilmente separados desta, ocorre minimizacdo dos
problemas de efluentes e manuseamento de materiais e, em alguns casos
ocorre melhoria das propriedades enzimaticas, como atividade e estabilidade
(PEREIRA, 1999).

Atualmente a imobilizacdo enzimatica pode ser feita de diferentes
formas, como em particulas, em membranas (as enzimas sao imobilizadas por
aprisionamento dentro de uma membrana semipermeavel), em tubos (enzimas
em tubos séo produzidas usando nylon e tubos de poliacrilamida como suporte)
e em filtros (as enzimas sdo imobilizadas pelo aprisionamento em fibras para
formar fibras enziméticas). Contudo, as enzimas imobilizadas s&o mais
encontradas na forma de particulas devido a facilidade de manuseio e
aplicacao (HARTMEIER, 1998).

2.9.1. Principais métodos de imobilizacéo

Existem varios métodos para a imobilizacdo enzimatica, cuja
aplicabilidade dependerd da solubilidade da enzima, estabilidade, condi¢cdes

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

2.9.1.1. Ligacao cruzada

Este procedimento consiste na utilizagcdo de reagentes bifuncionais que
reagem com a enzima ou proteina formando um composto pouco soluvel em
agua. Na reacao entre a enzima e os reativos formam-se ligacées cruzadas
intermoleculares, com a obtencdo de macromoléculas pouco sollveis em agua.

Dentre os reativos bifuncionais usados podemos citar o glutaraldeido, o
acido bisdrazobenzido 2,2-dissulfonico, entre outros (MILAGRES, 1996).

A vantagem deste método é que o0s reagentes bifuncionais ou
multifuncionais podem ser usados para preparar em um Unico procedimento

enzimas imobilizadas que sdo quase proteinas puras (FABER, 1997).
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2.9.1.2. Adsorcéao fisica em suporte

A adsorcdo € o método mais simples de imobilizacdo de enzimas em
suportes insolaveis em agua (Figura 7). Na adsorcao 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 interac6es hidrofébicas, pontes de hidrogénio e
ligacOes heteropolares (PEREIRA, 1999).

As vantagens desta técnica se referem a sua simplicidade de execuc¢ao
e pouca influéncia exercida na conformacao da enzima devido a nao utilizacao
de ligacdes ndo fisioldgicas da enzima com reagentes quimicos. No entanto a
fragilidade das ligacdes adsortivas exige um maior cuidado na manutencao das
condicBes ideais de temperatura, pH e forca ibnica, a fim de evitar a dessorcéo
(XU; LI; HE, 1995).

Suporte
(®)

E

Figura 7 — Representacdo esquematica da ligacdo de uma enzima a um
suporte por adsorcao. '

2.9.1.3. Ligacéo ibnica

A ligacao ibnica difere da adsorcao fisica pela forca da ligacdo da
enzima ao suporte. As forcas idnicas sdo mais fortes que no caso da adsorcao
fisica (Figura 8).

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

Ao se usar ligacdes ibnicas para imobilizacdo enzimatica, a manutencao
do pH e forca ibnica correta deve ser preservada afim de ndo destruir o sistema
(PEREIRA, 1999).

Suporte
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Figura 8 — Representacao esquematica da ligacdo ibnica de uma enzima a um
suporte polianiénico.

2.9.1.4 Ligacao covalente

A imobilizacdo de enzimas em suporte insolluvel é feita através de
ligacbes covalentes de grupos funcionais ndo ativos da enzima e grupos
reativos (hidroxila, amina, fendlico) ligados a superficie do suporte (Figura 9).

Como exemplo de suporte tem-se agar-agar, celulose, colageno, pérolas
de vidro e silica gel (MILAGRES, 1996).

Uma desvantagem freqliente encontrada na imobilizacdo por ligacéo
covalente € que ela provoca um grande “stress” na enzima. A imobilizagao
necessariamente brusca conduz normalmente a alteragBes consideraveis na
conformacado, resultando numa perda significativa da atividade -catalitica
(BOSLEY; PEILOW, 1997). Como vantagem deste processo de imobilizacao,
tem-se menor suscetibilidade a problemas decorrentes de variagcdes de pH,
forca iGnica, solvente e temperatura (MILAGRES, 1996).

A conexao entre o suporte e a enzima pode se dar de forma direta ou
por meio de uma ligacdo intercalada de diferentes comprimentos chamada

espacadores. O uso de espacadores proporciona um maior grau de mobilidade
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de modo que a atividade enzimatica pode, sob certas circunstancias, ser maior

do que se estivesse unida diretamente ao suporte (HARTMEIER, 1998).

—E
Suporte Suporte
—E

OO

Figura 9 — Representacao esquematica da ligacdo covalente de uma enzima a
um suporte sem (A) e com (B) espacador.

2.9.1.5. Encapsulacéo ou aprisionamento

As enzimas imobilizadas pelos métodos de encapsulacdo e
aprisionamento ficam localizadas dentro de uma matriz polimérica ou
membrana sendo este processo de mera retencédo fisica da proteina (Figura
10). As condicbes usadas nas reacbes quimicas de polimerizacdo sao
relativamente severas resultando na perda da atividade enzimatica. Portanto,
cuidados especiais devem ser tomados na selecdo das condicbes mais
adequadas para a imobilizacdo de enzimas por estes métodos (CHIBATA;
WINGARD, 1983). Neste processo a enzima € imobilizada nos espacos
intersticiais de uma ligacédo cruzada de um polimero insolivel em agua como,
poliacrilamida e o polivinillcool (CHIBATA, 1978) ou microencapsulada em
membranas poliméricas semipermeaveis (CHIBATA; 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).
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Figura 10 — llustrac&o da imobilizac&o de enzimas por encapsulamento.
2.9.1.6. Combinacédo de métodos

Em algumas situacdes, quando se deseja obter enzimas imobilizadas
com maior atividade ou aumentar a resisténcia mecanica dos suportes, é
recomendavel a utilizacdo de uma combinacédo de métodos para a imobilizacédo
de enzimas. Por exemplo, pode-se melhorar a estabilidade da enzima
imobilizada por adsor¢do promovendo-se uma ligacdo cruzada entre as
moléculas da enzima com o glutaraldeido (ZANIN; MORAES, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Enzimologia, de
Andlises Bioquimicas e de Fisiologia de Microrganismos, do Instituto de
Biotecnologia Aplicada & Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal

de Vicosa, Minas Gerais.

3.1. Reagentes

Os reagentes maltose, melibiose, gentiobiose, rafinose, estaquiose,
galactose, p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (r-NP-aGal), iodoacetamida,
acido bicinconinico, solucdo de 4 % (p/v) CuSO, foram adquiridos da Sigma
Chemical Company.

Da Merk S. A. Industrias Quimicas foram obtidos os seguintes
reagentes: p-nitrofenol (p-NP), sacarose, glicose, lactose, frutose e nitrato de
prata.

As resinas Sephadex G-150 e DEAE-Sepharose foram obtidas da
Amersham Pharmacia Biotech.

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

Os produtos derivados da soja, melaco leve e pesado foram fornecidos
por Comércio e Industrias Brasileiras COIMBRA S/A, Orlandia — SP — Brasil.
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3.2. Microrganismo

A cepa de Debaryomyces hansenii utilizada, classificada como UFV-1,
pertence a colecdo de leveduras do Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos-BIOAGRO-UFV. A levedura foi isolada de ambiente de
laticinios da regido da Zona da Mata, Minas Gerais e, segundo testes

bioquimicos foi verificada sua habilidade em assimilar o agucar melibiose.
3.3. Manutencao da cultura

A levedura mantida a — 80 °C em glicerol e YPD (1 % de extrato de
levedura, 2 % de peptona e 2 % de glicose), foi ativada em meio YPD sdlido
(1,5 % agar), incubada em geladeira B.O.D, por 24 h a 30 °C. As placas foram
mantidas a 4 °C e este estoque foi repicado, mensalmente e utilizado para
padronizacdo do inéculo.

3.4. Determinacao da Relacdo Massa Celular Seca versus Absorbancia

A levedura D. hansenii foi pré-ativada em 10 mL do meio YPD liquido e
incubada em Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick, 200 rpm, por 12 h,
a 30 °C. As células pré-ativadas com absorbancia a 600 nm inicial entre 0,08 e
0,1 foram inoculadas em 100 mL do mesmo meio e incubadas por 14 h, em
frascos erlenmeyer de 250 mL, nas mesmas condi¢des descritas acima. Apés
este periodo, as células foram separadas por centrifugacédo a 4000 g, por 5 min
a 15 °C e usadas para o preparo da suspensdo em 5 mL de agua destilada
estéril. Dessa suspenséo, foram retiradas 4 aliquotas de 1 mL, as quais foram
mantidas por 48 h a 105 °C, para a determinacdo da massa seca. Uma
amostra de 1 mL da mesma suspensao foi utilizada para realizagcdo das
seguintes diluicdes: 1x1072, 2x102, 3x1072, 4x107?, 5x10? e 6x10 em duplicata.
Nas amostras diluidas foram determinadas a absorb&ncia a 600 nm em
espectrofotometro BECKMAN DU série 600. A regressdo linear entre
absorbancia e massa celular seca (mg/mL) permitiu a determinacdo da massa
celular seca correspondente a uma unidade de absorbancia a 600 nm (WHITE;
HEGEMAN, 1998).
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Uma unidade de absorbancia a 600 nm equivale a (0,533 = 0,118)

mg/mL de massa celular seca (Apéndice A).

3.5. Meios de cultura, fontes e tempos para producdo de a-

galactosidases de Debaryomyces hansenii

Os meios de cultura utilizados para o crescimento da levedura D. hansenii

foram:
Meio YP : 1 % (p/v) de extrato de levedura e 2 % (p/v) de peptona.
Meio mineral (MM): contém por litro de agua destilada, 0,62 g de
KH2POy4, 2 g de K;HPO,, 1 g de (NH,4)2S0O4, 0,1 g de MgS04.7H,0.
Meio mineral (MME): contém por litro de agua destilada, 0,62 g de
KH2POy4, 2 g de K;HPO,4, 1 g de (NH4)2SOy4, 0,1 g de MgS04.7H,O e 5 g
de extrato de levedura.
Meio minimo YNB (Base de nitrogénio para levedura): sem
aminoécidos, com sulfato de amdénio 0,5 % (p/v).

Os acucares utilizados como fonte de carbono, glicose, sacarose, lactose,
galactose, melibiose e rafinose foram individualmente utilizados na
concentracao de 1 % (p/v). Os controles continham apenas o meio de cultura,
isentos de acucar.

Os tempos de incubacdo testados para producdo das a-galactosidases

pelo microrganismo foram 0, 12, 27, 36 e 48 h.

3.6. Crescimento de Debaryomyces hansenii

A levedura D. hansenii mantida em placas a 4 °C foi ativada em YPD
liquido, em erlenmeyers de 250 mL, incubada em Incubator Shaker Series 25 D
New Brunswick, 200 rpm, por 12-15 h, a 30 °C. Apoés este periodo, o meio foi
centrifugado a 4000 g, por 5 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as
células foram lavadas com agua peptonada 0,1 % (p/v). Posteriormente, as
células de D. hansenii foram inoculadas (volume equivalente a Aggo inicial de
0,1) nos meios de cultura, contendo as diferentes fontes de carbono, sendo

incubados nas mesmas condi¢des descritas acima. Nos tempos 0, 12, 27, 36 e
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48 h de crescimento, amostras de 3 mL foram coletadas em tubos tipo
eppendorff e congeladas, para posteriores analises de crescimento (Agy) €
determinacao da atividade enzimética.

O crescimento da levedura foi estimado pela medida da absorbancia em
espectrofotbmetro (BECKMAN DU série 600) no comprimento de onda de 600
nm e convertido em massa celular seca a partir da relacédo: 1 Agpo = 0,533

mg/mL de massa celular seca.

3.7. Permeabilizacéo das células de Debaryomyces hansenii

Amostras de 1 mL da cultura de D. hansenii foram centrifugadas a
25900 g, por 5 min, a 4 °C e o precipitado foi ressuspendido em 0,45 mL de
solucéo de etanol 50 % (v/v). Ap6s 30 segundos de agitacdo, foram retiradas
fracbes de 100 nL para determinacdo da atividade de a-galactosidase

intracelular, conforme descrito no item 3.9.1.

3.8. Purificacdo das a-galactosidases de Debaryomyces hansenii

A levedura D. hansenii foi ativada conforme descrito no item 3.6 e as
células obtidas apds centrifugacdo a 4000 g, por 5 min, a 4 °C foram
inoculadas no meio mineral com extrato de levedura (MME) contendo 1 % (p/v)
de galactose. Apds incubacdo em Incubator Shaker Series 25 D New
Brunswick, 200 rpm, por 36 h, a 30 °C, a cultura foi centrifugada nas mesmas
condicles ja descritas. O sobrenadante posteriormente liofilizado e contendo
as enzimas secretadas, foi utlizado como fonte da a-galactosidase
extracelular. As células foram utilizadas como fonte da a-galactosidase

intracelular.
3.8.1. a-Galactosidase extracelular
O sobrenadante da cultura contendo a a-galactosidase extracelular foi

liofilizado em liofilizador Edwards Super Modulyo, para reducao do volume em

aproximadamente 10 vezes e submetido as etapas cromatograficas.
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A a-galactosidase extracelular de D. hansenii foi purificada de acordo

com o fluxograma abaixo.

Extrato bruto liofilizado

Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-150

\ 4
Cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose

A 4
Enzima purificada

Figura 11 - Sequéncias das etapas cromatograficas utilizadas na purificacdo
da a-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii.

3.8.1.1. Cromatografia de filtracdo em gel

A amostra enzimética concentrada por liofilizacdo foi submetida a
cromatografia de filtracdo em gel em uma coluna (87,5 x 2,5 cm) de Sephadex
G-150 equilibrada com tampéo acetato de sodio 25 mM, pH 5,5. As proteinas
foram eluidas com o mesmo tamp&o a 4 °C, com fluxo continuo de 20 mL/h e
coletadas em fracbes de 3,5 mL. As fracbes com atividade de a-galactosidase

foram reunidas.

3.8.1.2. Cromatografia de troca-idnica

A amostra contendo as fragcdes reunidas com atividade de a-
galactosidase, proveniente da filtracdo em gel, foi submetida a cromatografia
de troca-ibnica, em uma coluna (14,5 x 1,9 cm) de DEAE-Sepharose,
previamente equilibrada com tampédo acetato de sédio, 100 mM, pH 5,5. As
proteinas foram eluidas com o mesmo tampao, seguido por um gradiente
salino crescente formado pelo tampédo acetato de sédio 100 mM, pH 55 e o
mesmo tampéo contendo 1 M de NaCl. Todo o procedimento foi conduzido a 4
°C, com fluxo de 40 mL/h. Fragdes de 3,1 mL foram coletadas e aquelas que

apresentaram atividade de a-galactosidase foram reunidas.
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3.8.2. a-Galactosidase intracelular

3.8.2.1. Extracao da a-galactosidase intracelular

A a-galactosidase intracelular de D. hansenii foi extraida de acordo com

o fluxograma abaixo:

Célula ( @15,0 g)

Gral + N, liquido

Maceracéao

Solucgéao de lise (40 mL)

'

Vortex (1 min)

5X Congelamento com N, liquido

'

Banho- maria a 40 °C

Vortex (1 min)

Ultrasonicador (10 min)

'

Centrifugacao (25900 g/30 min/4 °C)

A 4
Sobrenadante (extrato enzimatico)

Figura 12 - Sequéncia das etapas de extracdo da a-galactosidase intracelular
de Debaryomyces hansenii.

A solucao de lise foi preparada com tampao acetato de sédio 0,1 M e
Triton X-100 0,25 % (p/v).
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3.8.2.2. Purificagéo da a-galactosidase intracelular

A a-galactosidase intracelular de D. hansenii foi purificada de acordo

com o fluxograma abaixo:

Extrato bruto

Crioprecipitacao

'

Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex G-150

A 4
Cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose

A 4

Enzima purificada

Figura 13 - Sequéncia das etapas cromatograficas utilizadas na purificacdo da
a-galactosidase intracelular de Debaryomyces hansenii.

3.8.2.3. Crioprecipitacéo

O extrato enzimatico foi congelado a —20 °C durante 24 h. Apds este
periodo, a amostra descongelada foi centrifugada a 25900 g, por 30 min, a 4 °C

e 0 sobrenadante foi utilizado na etapa seguinte de purificagéo.

3.8.2.4. Cromatografia de filtracdo em gel

A amostra enzimatica proveniente da etapa de crioprecipitacdo foi
submetida a cromatografia de filtracdo em gel em uma coluna (87,5 x 2,5 cm)
de Sephadex G-150 equilibrada com tampao acetato de sédio 25 mM, pH 5,5.
As proteinas foram eluidas com o mesmo tampao, a 4 °C com fluxo continuo
de 20 mL/h e coletadas fracdes de 3,5 mL. As fragcbes com atividade de a-

galactosidase foram reunidas.
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3.8.2.5. Cromatografia de troca-idnica

A amostra proveniente da filtracdo em gel foi submetida a cromatografia
de troca-ibnica, em uma coluna (14,5 x 1,9 cm) de DEAE-Sepharose,
previamente equilibrada com tampao acetato de sédio, 100 mM, pH 5,5. As
proteinas foram eluidas com o mesmo tampao, seguido por um gradiente
salino crescente formado por tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,5 e o
mesmo tampao contendo 1 M de NaCl. Todo o processo foi realizado a 4 °C,
com fluxo de 40 mL/h. Fracbes de 3,1 mL foram coletadas e aquelas que

apresentaram atividade de a-galactosidase foram reunidas.

3.9. Determinacgédo da atividade das a-galactosidases

3.9.1. Com o substrato sintético r -NP-aGal

Para o0s ensaios das atividades das a-galactosidases extra e
intracelulares com o substrato sintético r-NP-aGal, as misturas de reacdes
continham 650 pyL de tampé&o acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, 250 pL de
solucdo r-NP-aGal 2 mM e 0-100 pL do extrato enziméatico. As reacdes foram
conduzidas por 15 min, em banho-maria a 40 °C nos ensaios de purificagcdo ou
a 60°C, nos demais ensaios para a enzima extracelular ou a 55 °C para a
enzima intracelular e interrompidas pela adicdo de 1 mL de solucédo de Na,COs3
0,5 M. Os valores de absorbéncia obtidos a 410 nm foram transformados em
pumoles de r-NP, utilizando uma curva padréo construida com 0-0,2 umoles de
r-NP a partir de uma solucdo estoque de concentracdo 2 pmoles/mL. Uma
unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 umol de r -NP por min, nas condicfes de ensaio.

No caso da a-galactosidase imobilizada, uma fracdo de 2 mL contendo a
enzima imobilizada com 3 mL de solucdo de r-NP-aGal 2 mM preparada em
tampéo acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, foi incubada em banho-maria a 60
°C, por 10 min.
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Apos este periodo, para a medida da atividade da enzima a 410 nm, a mistura
da reacdo continha 900 pL de tampéo acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, 100
uL do extrato enzimatico e 1 mL de solucao de Na,CO3 0,5 M.

3.9.2. Com acucares redutores

Para o0s ensaios das atividades das a-galactosidases extra e
intracelulares com acucares redutores, melibiose, maltose, gentiobiose, lactose
e D-manose, a glicose liberada da reacéo foi determinada por meio do método
da glicose oxidase (STERNBERG; VIJAYKUMAR; REESE, 1970). O ensaio foi
conduzido com 500-860 pL de tampao acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, 40-
300 pL de solucao de acucar redutor 10 mM (melibiose) ou 100 mM (maltose,
lactose e D-manose) ou 30 mM (gentiobiose) e 100 pL de extrato enziméatico. A
reacdo foi conduzida por 30 min a 60 °C (para a enzima extracelular) ou a 55
°C (para a enzima intracelular) sendo interrompida pela imersdo dos tubos em
banho de agua fervente, por 5 min, sendo depois colocadas em agua fria. Da
mistura da reacdo foram coletados 150 pL de cada tubo e adicionado 1 mL do
reativo de glicose oxidase e incubados por 15 min a 37 °C. A concentracéo de
glicose formada foi estimada espectrofotometricamente a 505 nm por uma
curva padrdo construida com 0-0,01 pmoles de glicose, utilizando-se uma
solucéo estoque de concentracao 1 mg/mL.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 umol de glicose por min, nas condi¢cdes de

ensaio.

3.9.3. Com acucares ndo-redutores

Para os ensaios com o0s substratos sacarose, rafinose e estaquiose, as
atividades das a-galactosidases extra e intracelulares foram determinadas
medindo-se a quantidade de acucar redutor produzida com o uso do reagente
dinitrossalicilato (DNS) pelo método de Miller (1956). A mistura de reacéo
continha 700-800 pL de tamp&o acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, 100-150 pL
de solucéo de substrato sacarose ou estaquiose (100 mM), rafinose (100 mM)
para a enzima extracelular ou 300 mM para a enzima intracelular e 100 pL de
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extrato enzimatico. O ensaio foi conduzido por 30 min a 60 °C (para a enzima
extracelular) ou a 55 °C (para a enzima intracelular). Apos este periodo, foi
adicionado 1 mL do reagente DNS, as amostras foram fervidas por 5 min e
deixadas em repouso por 10 min a temperatura ambiente. Os valores de
absorbancia obtidos a 550 nm foram transformados em pmoles de glicose,
utilizando uma curva padréao construida com 0-2 pmoles de glicose, a partir de
uma solugao estoque de concentragdo 2 mg/mL.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 pmol de acucar redutor por min, nas condi¢cées de

ensaio.

3.9.4. Com outros substratos sintéticos

Os ensaios das atividades das a-galactosidases extra e intracelulares
foram idénticos ao descrito no item 3.9.1, exceto que foram utilizados os
substratos p-nitrofenil-b-D-galactopiranosideo (r-NP-bGal), p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (r-NP-aGlc), p-nitrofenil-b-D-xilopiranosideo (r-NP-bX), p-
nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo (r-NP-aA), p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo
(r-NP-aM), o-nitrofenil-b-D-glicopiranosideo (0-NP-bGlIc) e o-nitrofenil-b-D-

galactopiranosideo (o-NP-bGal).

3.9.5. Com polimeros

Ensaios para atividades das a-galactosidases extra e intracelulares
também foram realizados com polimeros, como goma de alfarroba e goma guar
como substratos, com o uso do reagente dinitrossalicilato (MILLER, 1956),
como descrito no item 3.9.3. O ensaio foi conduzido por 60 min, a 60 °C
(enzima extracelular) ou a 55 °C (enzima intracelular) sendo constituido de 100
nL do extrato enzimatico, 500 ni de solu¢éo do polimero a 2 % (p/v) e 400 L
de tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0.
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3.10. Determinacdo do grau de pureza e da massa molecular das a-

galactosidases

3.10.1. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), contendo SDS e b-
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). Os mini-
géis foram preparados a partir de solucdo estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30 % (p/v), tampao Tris/HCI 1,5 mol/L, pH 8,8, para o gel
separador e tampao Tris/HCI 0,5 mol/L, pH 6,8, para o gel empilhador,
persulfato de aménio 10 % (p/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 % (p/v) e,
N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino de sédio (TEMED). As corridas
eletroforéticas foram realizadas a temperatura ambiente, a 80 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 tampédo de amostra
desnaturante 3 vezes concentrado (0,19 M Tris/HCI, pH 6,8, 2,3 % p/v de SDS,
1 % v/v de glicerol, 5 % v/v de b-mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas
durante 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), b-
Lactoalbumina (18,4 kDa) e Lisozima (14,3 kDa). As massas moleculares das
fracGes protéicas foram estimadas correlacionando-se, por meio de uma curva
padrdo, os perfis de migracdo das proteinas-padrao (distancia percorrida no

gel) com o logaritmo da massa molecular.

3.10.2. Coloracéao dos géis de eletroforese

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

Apoés a corrida eletroforética, os géis foram colocados em 50 mL de
solucdo fixadora (metanol, &cido acético glacial e agua, na propor¢cdo de
50:12:38 em volume) por no minimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10 min com

solucdo de etanol 50 %. Os géis foram lavados por 1 min, em solucdo de
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tiossulfato de sdédio 0,02 % (p/v). Os géis foram rapidamente lavados com agua
destilada e incubados, por 15 min, em solucao de nitrato de prata 0,2 % (p/v),
contendo 37 ni de formaldeido 37 % (v/v) e lavados 3 vezes, por 20 segundos,
com agua destilada. Posteriormente, os géis foram tratados com a solugéo
reveladora (carbonato de sédio 4 %, contendo 2 mL de solucéo de tiossulfato
de sddio 0,02 % e 50 i de formaldeido 37 %), até a visualizacao das bandas

protéicas. A reacéo foi interrompida pela adicdo de acido acético.

3.11. Caracterizacdo enzimatica

3.11.1. Efeito do pH

Para a determinacdo dos valores de pH 6timos das atividades das a-
galactosidases extra e intracelulares, a mistura de reacdo e as condi¢cOes de
ensaio foram as mesmas descritas no item 3.9.1, exceto que, 0 ensaio foi
realizado em diferentes valores de pH, utilizando-se tampdes Mcllvaine
(McLLVAINE, 1921), na faixa de 3,0 a 8,0.

O pH 6timo da a-galactosidase extracelular imobilizada foi realizado pela
mistura de 2 mL da enzima imobilizada, 1 mL da solugcéo de r-NP-aGal 6 mM,
em diferentes tampdes Mcllvaine, na faixa de 4,0 a 8,0 e, incubados em banho-
maria a 60 °C por 10 min. A atividade da enzima imobilizada foi determinada

como descrito no item 3.9.1.

3.11.2. Efeito da temperatura

Para a determinacdo das temperaturas Otimas das a-galactosidases
extra e intracelulares, a mistura de reacao e as condi¢Oes de ensaio foram as
mesmas descritas no item 3.9.1, exceto o ensaio que foi conduzido em varias
temperaturas compreendidas entre 25 e 80 °C.

Para a determinacdo da temperatura O6tima da a-galactosidase
extracelular imobilizada, 2 mL da enzima imobilizada e 3 mL de solucéo de r-
NP-aGal 2 mM preparada em tampéao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, foram

adicionados em um béquer de 50 mL e incubado em banho-maria por
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diferentes temperaturas (40 a 90 °C) por 10 min. A atividade da enzima

imobilizada foi determinada como descrito no item 3.9.1.

3.11.3. Anélise de termoestabilidade

As estabilidades térmicas das a--galactosidases extra e intracelulares
foram testadas em varias temperaturas. Aliquotas (0-100 ni) das enzimas
purificadas juntamente com a solugcdo tampao acetato de sédio 100 mM, pH
5,0, foram pré-incubadas nas temperaturas de 40, 50, 55, 60, 65 e 70 °C (para
a enzima extracelular) ou 40, 55 e 65 °C (para a enzima intracelular), por 0, 15,
30, 60, 90, 120, 150, 180, 360 720, 1080, 1440 e 2880 min. Apds cada tempo
de pré-incubacdo, 250 niL do substrato p-NPa-Gal 2 mM foi adicionado e os
ensaios para as atividades das a-galactosidases foram conduzidos como
descrito no item 3.9.1, porém, as reacdes foram conduzidas nas temperaturas
de pré-incubacéo.

A estabilidade térmica da a--galactosidase imobilizada foi realizada nas
temperaturas de 70, 80 e 90 °C por 0, 30, 90, 210, 390, 960,1440 e 2220 min.
Para determinar a estabilidade térmica, 2 mL da enzima imobilizada e 3 mL de
agua destilada foram adicionados em um béquer de 50 mL e incubado em
banho-maria nas temperaturas e tempos descritos acima. Apds cada tempo a
agua destilada foi descartada e adicionados no mesmo béquer, 3 mL de
solucéo de r-NP-aGal 2 mM preparada em tampao acetato de s6dio 100 mM,
pH 5,0. A atividade da a-galactosidase imobilizada foi determinada como
descrito no item 3.9.1, porém, as reacdes foram conduzidas nas temperaturas
de pré-incubacéao.

Também foi determinada a estabilidade das enzimas extra e
intracelulares durante 3 meses e, da enzima extracelular imobilizada durante 5
meses, na temperatura de 4 °C. As atividades das enzimas foram

determinadas conforme descrito anteriormente.



3.11.4. Efeito do pH na estabilidade e atividade da a-galactosidase

extracelular

O efeito do pH na estabilidade da a-galactosidase foi testado incubando-
se a enzima na faixa de pH 3,0 a 8,0 por 30 min a 60 °C.

Apo0s o periodo de incubacéo, a atividade da enzima foi conduzida como
descrito no item 3.9.1.

3.11.5. Meia-vida das a-galactosidases

O ensaio para determinar a meia-vida das enzimas, ou seja, 0 tempo
necessario para que a atividade enziméatica seja reduzida pela metade, foi feito
utilizando-se 0-100 nL das enzimas purificadas e 650 L de tamp&o acetato de
sédio 100 mM, pH 5,0. As misturas foram pré-incubadas nas mesmas
temperaturas e tempos utilizados na determinacdo das termoestabilidades.
Apoés cada tempo de pré-incubacao, foram adicionados 250 ni do substrato p-
NPa-Gal 2 mM e os ensaios para as atividades das a-galactosidases foram

conduzidos nas temperaturas de pré-incubacao, como descrito no item 3.9.1.

3.11.6. Determinacéo das constantes de Michaelis-Menten (Ky) e das

velocidades maximas (Vmax)

Para obtengcdo dos valores de Ky e Vma, 0S ensaios de atividade
enzimatica foram realizados utilizando-se concentracfes crescentes dos
substratos, r-NP-aGal, rafinose, estaquiose e melibiose. Os ensaios
enzimaticos foram conduzidos como descrito no item 3.9.1, porém, por 30 min
e concentracdes de 0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,4, 0,5; 0,6; 0,75; 0,9
e 1 mM para r-NP-aGal. As atividades das enzimas com o substrato rafinose
nas concentracdes de 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 30; 40; 60; 70 e 80 mM para a
enzima extracelular e, nas concentragdes de 5; 10; 20; 30; 40; 60; 70 ; 80; 90 e
120 mM para a enzima intracelular; com o substrato estaquiose nas
concentracbes de 2,5; 5; 8; 10; 15; 20; 25 e 30 mM, foram medidas pela

formacao de acucar redutor com o uso do reagente dinitrossalicilato (MILLER,
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1956), como descrito no item 3.9.3. Com o substrato melibiose utilizaram-se as
concentracdes de 0,15; 0,3; 0,625; 1,25; 2,5; 5;0; 7,5; 10; 15; 20; 30 e 40 mM,
sendo as atividades das enzimas determinadas pela formagé&o de glicose livre
utilizando-se o método da glicose oxidase (STENBERG; VIJAYKUMAR;
REESE, 1970), como descrito no item 3.9.2.

Os valores de Ky e Vnax foram calculados pela curva de velocidade em
funcdo da concentracdo de substrato, Curva de Michaelis-Menten, pelo
programa Curve Expert, versao 1.3 para Windows (HYAMS, 1997).

3.11.7. Determinacdo das especificidades das a-galactosidases para

diversos substratos

Ensaios enziméticos foram realizados com diversos substratos sintéticos,
naturais e polimeros com o objetivo de determinar a especificidade das
enzimas extra e intracelulares purificadas.

As atividades das a-galactosidases foram estimadas com outros
substratos sintéticos, além do p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (r-NP-aGal),
como  p-nitrofenil-b-D-galactopiranosideo  (r-NP-bGal),  p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (r-NP-aGlc), p-nitrofenil-b-D-xilopiranosideo (r-NP-bX), p-
nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo (r-NP-aA), p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo
(r-NP-aM), o-nitrofenil-b-D-glicopiranosideo (o-NP-bGlc) e o-nitrofenil-b-D-
galactopiranosideo (o-NP-bGal). Os ensaios foram realizados como descrito no
item 3.9.4.

As atividades das a-galactosidases também foram estimadas com os
acucares redutores lactose, maltose, melibiose e gentiobiose, como descrito no
item 3.9.2, acUcares nao redutores como estaquiose, rafinose e sacarose como
descrito no item 3.9.3 e, polimeros como goma de alfarroba e goma guar,

conforme descrito no item 3.9.5.

3.11.8. Determinacao da constante de inibicdo (Ki) das a-galactosidases

Os valores de Ki foram determinados pelo gréafico de Dixon (1953) para

os inibidores galactose e melibiose, com as enzimas extra e intracelulares
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purificadas e o substrato r-NP-aGal. Os ensaios das atividades enzimaticas
com r-NP-aGal foram realizados nas mesmas condi¢cées descritas no item
3.9.1, na auséncia ou presenca de 0,5; 1 e 2 mM de galactose ou 0,25; 0,5e 1
mM de melibiose para a enzima extracelular ou 0,5; 1 e 2 mM para a enzima

intracelular, com concentragdes de r -NP-aGal que variaram de 0,05 a 1 mM.

3.11.9. Efeitos de ions, agentes redutores e aclcares nas atividades das

a-galactosidases

Os efeitos de ions, agentes redutores e agucares na atividade das a-
galactosidases extra e intracelulares, foram analisados utilizando-se 480 niL de
tampdo acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, 0-100 i das enzimas purificadas e
200 nL de solucbes 10 mM de cada um dos seguintes compostos: acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), cloreto de magnésio, iodoacetamida, nitrato
de prata, cloreto de sodio, dodecil sulfato de sodio (SDS), cloreto de potassio,
sulfato de cobre, cloreto de calcio, b-mercaptoetanol, rafinose, maltose,
sacarose, melibiose, D-glicose, D-galactose, lactose, gentiobiose, estaquiose e
D-manose. As misturas foram pré-incubadas em banho-maria por 20 min, a 60
°C (para a enzima extracelular) ou a 55 °C (para a enzima intracelular) e em
seguida, foram adicionados 250 pL do substrato r -NP-aGal 2 mM e os ensaios

padréo das atividades foram conduzidos conforme descri¢céo no item 3.9.1.

3.11.10. Sequienciamento do N-terminal da a-galactosidase extracelular de

Debaryomyces hansenii

As andlises de seglUenciamento da a-galactosidase extracelular foram
realizadas no equipamento PPSQ-21/23, marca SHIMADZU, no Laboratério de
Estudos de Nucleo de Estrutura e Funcao de Biomoléculas do ICB-UFMG, Belo
Horizonte, Minas Gerais.

A degradacdo de Edman é uma técnica utilizada para determinacédo da
estrutura primaria da proteina, que identifica residuos de aminoacidos a partir

do N-terminal da proteina. O procedimento consiste de 3 etapas de reacdes:
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1- Reacdo de acoplamento: fenilisotiocianato (PITC) é acoplado ao amino-

terminal da proteina em condicdes basicas e produz uma proteina
feniltiocarbamil (PTC).
2- Reacado de clivagem: o &cido trifluoroacético (TFA) cliva uma ligacéo

peptidica dando um aminoacido 2-anilino-5-tiazolinona (ATZ) a partir da
proteina PTC. Um aminoacido ATZ é extraido pelo uso de um solvente
organico e o extraido prossegue para reacdo de conversdo. Apds a
remocado de um aminoécido N-terminal da estrutura da proteina, a
proteina remanescente revelara outro aminoacido N-terminal da
proteina.

3- Reacdo de conversao: o aminoacido instavel ATZ é convertido para um

aminoacido estavel, feniltiohidantoina (PTH) pela solu¢do de &cido

trifluoroacético.

O aminoacido PTH obtido pela Degradacdo de Edman € separado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e os dados sdo calculados
automaticamente.

Em uma aliquota de 4 mL da enzima purificada foi adicionado 2 mL de
acido tricloroacético (TCA ) 50 % e a mistura foi deixada no gelo por 30 min.
ApoGs este tempo, a mistura foi centrifugada em centrifuga tipo Eppendorff
5415C, 14000 rpm, por 5 min, descartado o sobrenadante, sendo adicionada
acetona gelada e novamente centrifugado nas mesmas condi¢cfes descritas. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado utilizado para fazer um gel
eletroforético como descrito no item 3.10.1. Ap6s a corrida, o gel foi utilizado
para transferéncia (‘Western blotting’) da proteina para uma membrana de
PVDF (Difluoreto de polivinila) de 20 x 20 cm, com tamanho dos poros de 0,45
mm. A transferéncia durou 14 h e foi realizada a 40 V. A banda correspondente
a enzima a-galactosidase foi recortada e picotada em pedacos, colocados em

tubos tipo eppendorff, para a realizacdo do seqlienciamento automatico.

3.12. Determinacdo do teor protéico nos extratos enzimaticos

Os teores protéicos nas preparacfes enzimaticas da a-galactosidase

extracelular foram determinados conforme descrito por Bradford (1976).
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Na solucdo contendo as proteinas (0-100 mnl) foi misturado 1 mL do
reagente de Bradford e a absorbancia das amostras foi determinada
espectrofometricamente a 595 nm, por uma curva padrédo construida com 0-20
ny de albumina sérica bovina (BSA). O reagente de Bradford concentrado 5
vezes foi preparado misturando-se 100 mg de Coomassie Brilhant Blue G-250
em 50 mL de etanol 95 % (v/v) e 100 mL de &cido fosforico 85 % (v/v). Apés
solubilizagdo, o volume foi completado para 200 mL e agitado por 30 min,
filtrando-se a solugcdo em papel Whatman n°l. Este método baseia-se no
desenvolvimento da cor em funcédo da ligacdo da proteina com o pigmento
Coomassie Brilhant Blue G-250.

Os teores protéicos nas preparacdes enzimaticas da a-galactosidase
intracelular foram determinados pelo método colorimétrico do &cido
bicinconinico (BCA) conforme descrito por Smith et al. (1985). Nos tubos
contendo a solucdo com as proteinas (0-100 ni) foi adicionado em intervalos
de 30 segundos, 1 mL do reagente de trabalho (Reagente A: Solucéo de acido
bicinconinico - 50 mL e Reagente B: solucédo de 4 % CuS0QO4.5H,0 - 1 mL). A
mistura foi agitada rapidamente e em seguida, os tubos foram colocados em
banho-maria a 37 °C, por exatos 30 min. Apos este periodo, os tubos foram
retirados em intervalos de 30 segundos e deixados 20 min em temperatura
ambiente. As leituras foram efetuadas em intervalos de 30 segundos em
espectrofotbmetro a 562 nm, conforme curva padrdo construida com 0,24 %
(p/v) de BSA.

3.13. Imobilizagdo da a-galactosidase extracelular

O método de imobilizagcéo utilizado foi o de ligacdo covalente em silica
gel modificada por grupos aminas. A etapa de modificagdo do suporte foi
realizada no Laboratério de Eletroquimica da Universidade Estadual de
Campinas-UNICAMP. Neste processo, 20 g de silica com granulometria de 150
A foram adicionadas a um baldo volumétrico de 3 bocas juntamente com 200
mL de tolueno 99 % e 3 mL de solugdo do agente modificador 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTS). A reacao foi conduzida a 80 °C pelo tempo de

12 h, sob agitacdo constante, em um agitador mecéanico. Em uma das bocas do
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baldo volumétrico foi instalado um condensador, a fim de permitir que o
material evaporado retornasse ao meio reacional evitando desta forma, a
necessidade de reposicao do solvente. Apos as 12 h de reacéo, a silica gel
modificada com grupos amina (SMa) foi filtrada e lavada com 200 mL do
solvente tolueno e posteriormente, com 400 mL de etanol. Ap6s a lavagem e
total eliminacdo do etanol, a SMa foi disposta em papel de filtro sobre vidro-
relégio e deixada secar em temperatura ambiente pelo tempo de 2 h.
Finalizando o processo, SMa foi submetida a secagem em estufa com
temperatura controlada, a 40 °C, por 45 min.

Durante o processo de imobilizacdo da enzima a-galactosidase
extracelular foram adicionados 50 mL de uma solucéo de glutaraldeido 5% a 1
g de SMa e agitados por 1 min para ocorrer a reacao dos grupos aldeido com
0S grupos amina existentes na superficie da SMa. Apds a reacgdo, 0O
glutaraldeido foi descartado e a SMa submetida a 5 lavagens em &gua
destilada. Imediatamente foi adicionada a SMa, uma quantidade da solucéo
enzimatica da a-galactosidase correspondente a 20 U e a mistura foi submetida
a agitacdo por 10 min para permitir a ligagcdo covalente da enzima com o0s
grupos aldeido. A SMa agora contendo a a-galactosidase imobilizada (SMaG)
foi lavada com agua destilada 5 vezes e armazenada em tampéo fosfato 100
mM, pH 5,0, a 4 °C.

3.14. Hidrélise de RO em produtos derivados de soja

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

Aliguotas de 5 mL do leite de soja foram transferidas para erlenmeyers
de 25 mL em triplicata. Em cada erlenmeyer foram adicionados 2 mL da
enzima a-galactosidase extracelular purificada (10,5 U) e incubados em
Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick, 100 rpm, por 2, 4 e 6 h, a 60 °C.

Para a hidrolise dos RO no leite de soja, também foram utilizadas células

de D. hansenii (5 g) permeabilizadas com 15 mL de etanol 50 % (v/v), conforme
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descricdo no item 3.7. Amostras de 2 mL (10,5 U) das células permeabilizadas
foram adicionadas em erlenmeyers de 25 mL em triplicata, contendo 5 mL do
leite de soja. As misturas foram incubadas nas mesmas condigbes descritas
anteriormente e apos o periodo de incubacao foram centrifugadas a 25900 g,
por 30 min, a 4 °C, descartando-se a biomassa e o leite foi usado para
determinacao da porcentagem de hidrolise dos RO.

Para a hidrélise dos RO no leite de soja com a enzima imobilizada foram
adicionados em erlenmeyers de 125 mL, 1 g de silica contendo 40 U da enzima
imobilizada e 25 mL de leite de soja. A mistura foi incubada nas mesmas
condi¢cBes descritas anteriormente, porém, nos tempos 2, 4, 6, 8 e 10 h.

Para a determinacgdo da porcentagem de hidrélise dos RO presentes no
leite de soja, essas preparacdes foram liofilizadas e os RO extraidos de 20-30
mg do p6 obtido. Os teores de RO determinados nos extratos tratados com as

enzimas foram comparados aqueles das amostras nao tratadas.

3.15. Hidrélise de RO no melago de soja

A enzima a-galactosidase extracelular purificada foi utilizada para
hidrolise de RO no melago de soja. Os produtos, melaco leve e pesado foram
diluidos em agua na proporcdo de 1:5 (p/v), homogeneizados em agitador
magnético por 10 min. Aliquotas de 5 mL dos produtos melaco leve e pesado
foram transferidas em triplicata para erlenmeyers de 25 mL. Em cada
erlenmeyer foram adicionadas 10,5 U da enzima a-galactosidase extracelular
purificada e incubados em Incubator Shaker Series 25 D New Brunswick, 100
rom, por 2, 4 e 6 h, a 60 °C. Para a determinacdo das porcentagens de
hidrélise dos RO presentes nos produtos melaco leve e pesado, essas
preparacdoes foram liofilizadas, pesadas (20 mg) em tubos tipo eppendorff,
adicionado 1 mL de etanol 80 % e colocado no vortéx por 10 segundos. Tais
solu¢cdes contendo os acucares soluveis foram armazenadas na temperatura
de -20 °C. Apds 24 h, as solucbes foram centrifugadas em centrifuga tipo
Eppendorff 5415C, 14.000 rpm, por 20 min, passando por filtro Milipore de 0,45
micra de didametro e armazenados a -20 °C, para posterior analise por CLAE.

Os teores de RO determinados nos produtos melaco leve e pesado

tratados com a enzima foram comparados aqueles das amostras néo tratadas.
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3.16. Extracdo de RO

A extracdo de RO no leite de soja antes e ap0s o tratamento enzimatico
foi conduzida como descrita por Saravitz;; Pharr; Carter (1987), com
modificacdes. Aproximadamente 20-30 mg das amostras liofilizadas pesadas
em tubos tipo eppendorff foram usadas para o processo de extracdo dos
acucares soluveis. A fracdo Oleo, presente nas amostras foi retirada em 4
extracdes com 1 mL de éter de petréleo a 42 °C, por 5 min. Os aglcares foram
entdo extraidos em 3 etapas de tratamento com etanol 80 %, a 100 °C, por 5
min. Apds cada extracao feita com éter de petrdleo ou alcool 80 %, a mistura
foi submetida a centrifugacdo em centrifuga do tipo Eppendorff 5415C, 14.000
rpm, por 20 min. O extrato alcodlico total obtido foi evaporado em estufa a 50
°C, os acucares foram ressuspendidos em 1 mL de etanol 80 % e congelados
a— 20 °C. Apos 24 h, as amostras foram centrifugadas nas mesmas condicGes
ja descritas, passadas em filtro Millipore de 0,45 micra de diametro e
armazenadas a - 20 °C, para posterior analise por CLAE.

3.17. Determinacédo do teor de oligossacarideos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Os RO extraidos do leite de soja e dos melacos de soja tratados e néo
tratados enzimaticamente, foram analisados por CLAE em cromatégrafo
Shimadizu série 10A, equipado com detector de indice de refracdo, uma coluna
em aco inox (25 X 0,465 cm) contendo a fase estacionaria o grupo aminopropil
(-NH>). A mistura acetonitrila-agua (80:20) em condi¢des isocraticas foi a fase
moével. As andlises 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 determinacao quantitativa dos acucares
sollveis presentes nos produtos derivados da soja. A partir de uma solucéo
estoque formada pela mistura dos acucares frutose, sacarose, rafinose e
estaquiose nas concentragcfes de 4, 4, 8 e 8 % (p/v), respectivamente, foram
feitas diluicbes para obtencdo das solucdes padrédo. Cada solucao foi injetada
no cromatoégrafo liquido para obtencdo das curvas, correlacionando a area do

pico com a concentracdo do acUcar na solucdo. As retas foram obtidas por
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regresséo linear. Um volume de 20 nL de cada amostra foi injetado no
cromatégrafo e cada acUcar presente foi identificado e quantificado por
comparacao com os tempos de retencbes e concentracdes dos aglcares nas
solucdes padrédo. Todos os célculos 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

Parte 1

Condicao fisioldgica para sintese de
a-galactosidases de Debaryomyces hansenii
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4.1.1. Massa celular e atividade de a-galactosidase extracelular da cultura
de Debaryomyces hansenii em diferentes meios e fontes de

carbono

As massas celulares da cultura de D. hansenii e as atividades da a-
galactosidase extracelular nos sobrenadantes dos meios YP, MME e MM,
estdo apresentadas nas Figuras 14, 15 e 16, respectivamente.

No meio de cultura contendo extrato de levedura e peptona (YP), D.
hansenii cresceu em todas as fontes testadas até 36 h, diminuindo em seguida,
até 48 h (Figura 14A). A massa celular maxima foi encontrada no tempo de 36
h, na presenca de lactose (8,45 mg/mL), 1,6 vezes maior em relacdo a
melibiose, que promoveu menor crescimento. Em relacdo a atividade de a-
galactosidase extracelular (Figura 14B) foi verificado que todos os acuUcares
induziram a sintese dessa enzima, destacando-se lactose e rafinose nos
tempos 27 e 36 h. Com 27 h de cultivo, lactose e rafinose foram responséaveis
por 8 e 6 vezes mais atividades em relacdo ao controle, respectivamente.
Entretanto, com 48 h de cultivo, lactose e galactose induziram 7 e 6 vezes mais
atividades em relacdo ao controle. O acucar melibiose induziu menores

atividades enzimaticas até 36 h, comparavel ao controle.
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Figura 14 - Massa celular (A) e atividade da a-galactosidase extracelular (B)
da cultura de Debaryomyces hansenii em meio YP, sem acUcar
(1), com glicose (2), com sacarose (3), com lactose (4), com
galactose (5), com melibiose (6) e com rafinose (7).

Segundo Oda; Tonomura (1995), a levedura Torulaspora delbrueckii IFO
1255 cultivada em meio YP com melibiose ou galactose (2 %), sintetizou a
enzima a-galactosidase extracelular, atingindo atividade maxima apos 16 h, na
presenca de melibiose (0,394 U/mL) e galactose (0,254 U/mL). No caso de D.
hansenii, resultado semelhante ao descrito acima foi obtido quando a levedura

foi cultivada por 27 h, na presenca de 1 % de galactose (0,260 U/mL).
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Contrariamente, melibiose (1 %) induziu menor atividade enzimética (0,089
U/mL) (Apéndice B). Yoshida et al. (1997) mostraram que varias espécies de
leveduras dentre elas, Debaryomyces castelli IFO 1359 e Debaryomyces
nepalensis IFO 1429 produziram a-galactosidases extracelulares quando
cultivadas em meio YP contendo galactose (1 %). A linhagem IFO 1359
apresentou maior atividade enzimatica (1,60 U/mL) comparada a linhagem IFO
1429 (0,602 U/mL). A atividade da a-galactosidase extracelular de
Debaryomyces hansenii UFV-1 foi de 0,968 U/mL (Apéndice B), atividade
intermediaria, comparada as espécies de Debaryomyces descritas acima.
Turakainen et al. (1994) clonaram e sequenciaram um gene MEL que codifica a
a-galactosidase, em Zygosaccharomyces cidri, cuja expressdo também foi
induzida por galactose. O presente resultado confirma que a galactose pode
ser utilizada como fonte para a inducdo da sintese de a-galactosidases
extracelulares em leveduras.

No meio de cultura contendo sais minerais e extrato de levedura (MME),
foi observado também crescimento de D. hansenii em todos os acUcares
testados até 27 h, diminuindo em seguida, até 48 h (Figura 15A). A massa
celular maxima foi encontrada no tempo de 27 h, na presenca de lactose (6,11
mg/mL), seguido de rafinose (5,50 mg/mL). D. hansenii cresceu em lactose,
induzindo atividade de a-galactosidase, embora esse acUcar ndo seja um a-
galactosideo (Figuras 14, 15 e 16). Tal fato ndo € considerado surpresa, visto
qgue trabalhos realizados por Rhom; Lechner; Brauer (1992); Jakobsen;
Narvhus (1996); Fleet (1999); Gadaga; Mutukumira; Narvhus (2000)
constataram a presenca dos géneros Candida, Pichia e Debaryomyces em
ambientes relacionados a laticinios, que cresciam em lactose como fonte de
carbono. Em relagdo a atividade de a-galactosidase extracelular (Figura 15B),
0 acUcar lactose induziu maior atividade enziméatica em todos os tempos
testados, sendo que em 48 h, a atividade foi 7 vezes maior comparada ao
controle e a glicose. No tempo de 36 h, os agUcares que mais induziram a
atividade da a-galactosidase extracelular, comparados ao controle foram
lactose (4,0 vezes), melibiose (2,6 vezes), rafinose (2,4 vezes) e galactose (2,0

vezes). O acUcar glicose ndo induziu atividade da enzima nos tempos testados.
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Figura 15 - Massa celular (A) e atividade da a-galactosidase extracelular (B)
da cultura de Debaryomyces hansenii em meio MME, sem acucar
(1), com glicose (2), com sacarose (3), com lactose (4), com
galactose (5), com melibiose (6) e com rafinose (7).

Lazo; Ochoa; Gascén (1976) em estudos realizados com as leveduras
Saccharomyces carlsbergensis IFO 1317 e IFO 1323 quantificaram a-
galactosidases extracelulares, tendo como indutor o aclUcar galactose. A
linhagem IFO 1323 cultivada em meio contendo extrato de levedura e
galactose (1 %), produziu a-galactosidase com atividade de 1,6 U/mg proteina
apos 72 h, enquanto que a linhagem IFO 1317 produziu 6,0 U/mg de proteina

na presenca de teores maiores de galactose. Valores maiores de atividades
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foram determinados para a a-galactosidase extracelular de D. hansenii, 8,30
U/mg de proteina apés 36 h e 6,47 U/mg de proteina apos 48 h (Apéndice B).
Segundo Flérez et al. (1981), a sintese de enzimas hidroliticas de células de
leveduras pode se encontrar sob varios tipos de mecanismos de controle,
incluindo repressdo e inducdo. Segundo os autores, a a-galactosidase era
conhecida ha longo tempo, como uma enzima sintetizada somente quando a
melibiose estivesse presente no meio de cultura. Entretanto, os autores
relataram que além de melibiose, a galactose livre ou presente em a-
galactosideos também induzem a sintese desta enzima.

No meio de cultura contendo apenas sais minerais (MM), as maiores
massas celulares foram encontradas em 27 h de cultivo, na presenca de
melibiose (4,3 vezes), rafinose (3,1 vezes) e lactose (2,2 vezes), comparadas
ao acucar glicose (Figura 16A). Massa celular e atividade de a-galactosidase
extracelular ndo foram detectadas no meio de cultura isento de acucar
(controle). Quanto a atividade da a-galactosidase extracelular, com 12 h de
cultivo foram observadas maiores atividades, principalmente, na presenca dos
acucares lactose e melibiose, 5,4 e 4,6 vezes, respectivamente, comparados
ao acucar glicose. Maior atividade enzimatica foi detectada no tempo de 48 h,
na presenca de lactose (0,566 U/mg célula), seguido de rafinose (0,240 U/mg

célula), de acordo com a Figura 16B.
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Figura 16 - Massa celular (A) e atividade da a-galactosidase extracelular (B)
da cultura de Debaryomyces hansenii em meio MM, com glicose
(1), com sacarose (2), com lactose (3), com galactose (4), com
melibiose (5) e com rafinose (6).

No meio de cultura contendo sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio
e sem aminoacidos (YNB), D. hansenii cresceu na presenca de todos os
acucares testados, atingindo crescimento maximo na presenca de sacarose,
2,5 vezes maior comparado a rafinose, no tempo de 27 h (Figura 17). Massa
celular e atividade de a-galactosidase extracelular ndo foram detectadas no

meio de cultura isento de acucar (controle). Embora a levedura tenha crescido
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na presenca dos acguUcares testados, esses nao induziram a atividade da a-

galactosidase extracelular.

Massa celular (mg/mL)
N

12 27 36 48
Tempo (h)

Figura 17 - Massa celular da cultura de Debaryomyces hansenii em meio YNB,
com glicose (1), com sacarose (2), com lactose (3), com galactose
(4), com melibiose (5) e com rafinose (6).

Segundo Nobre; Lucas; Ledo (1999), a levedura D. hansenii foi capaz de
utilizar hexoses e pentoses como fontes de carbono, sendo que, na presenca
de hexoses (glicose e galactose) foram obtidos maiores valores de
crescimento. Em nossos estudos, D. hansenii foi capaz de crescer em
diferentes meios de cultura contendo hexoses, dissacarideos e trissacarideos.
Quando cultivada no meio YP foram obtidas maiores massas celulares (Figura
14A), provavelmente devido a sua composi¢cdo, uma vez que € 0 meio mais
rico em nutrientes, comparado aos demais meios utilizados. Os meios YP e
MME apresentaram maiores massas celulares e atividades de a-galactosidase
extracelulares, comparados aos meios MM e YNB, possivelmente por conter
em suas formulagdes, extrato de levedura (Figuras 14 e 15).

O acucar lactose foi 0 que induziu maior atividade da a-galactosidase
extracelular nos diferentes meios, enquanto, glicose foi um dos acucares que
induziu menor atividade enzimatica. Rafinose, melibiose e galactose também

induziram a atividade da a-galactosidase extracelular.
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4.1.2. Atividade de a-galactosidase intracelular de Debaryomyces hansenii

As atividades da a-galactosidase intracelular determinadas por meio da
permeabilizacdo das células de D. hansenii com etanol 50 %, conforme
descrito no item 3.7 e cultivadas nos meios YP, MME e MM, estédo
apresentadas nas Figuras 18, 19 e 20, respectivamente.

No meio YP houve inducdo da atividade da a-galactosidase intracelular
em todos os acucares testados (Figura 18). Maior atividade foi detectada em 48
h de cultivo, na presenca de galactose, 2,8 vezes comparada ao controle,
seguido de lactose ou rafinose. Resultado semelhante foi encontrado para a
enzima extracelular de D. hansenii, entretanto, esses acucares induziram em
média, 5 vezes mais atividade de a-galactosidase intracelular comparada a

extracelular.
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Figura 18 - Atividade da a-galactosidase intracelular da cultura de

Debaryomyces hansenii em meio YP, sem acucar (1), com
glicose (2), com sacarose (3), com lactose (4), com galactose
(5), com melibiose (6) e com rafinose (7).
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No meio mineral com extrato de levedura (MME), a galactose foi o
acucar que induziu maior atividade da a-galactosidase intracelular (0,671 U/mg
célula) nos tempos 12, 27 e 36 h. Com 27 h de cultivo, galactose induziu o
triplo da atividade comparada ao controle e em 36 h, 2,2 vezes mais (Figura
19). A atividade maxima da enzima intracelular foi detectada na presenca de
lactose, no tempo 48 h, similar ao resultado obtido para a a-galactosidase
extracelular. Porém o valor de atividade da enzima intracelular foi 4 vezes
maior comparado ao da enzima extracelular. O acucar melibiose foi 0 menor
indutor da atividade da enzima intracelular até 36 h de crescimento (0,185
U/mg célula), comparavel ao acgucar glicose (0,025 U/mg célula) no caso da

enzima extracelular.
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Figura 19 - Atividade da a-galactosidase intracelular da cultura de

Debaryomyces hansenii em meio MME, sem agcucar (1), com
glicose (2), com sacarose (3), com lactose (4), com galactose
(5), com melibiose (6) e com rafinose (7).

No meio mineral MM maiores atividades da a-galactosidase intracelular
foram detectadas nas células cultivadas na presenca de lactose e rafinose, nos
tempos 36 e 48 h (Figura 20). O meio contendo lactose promoveu aumento na
atividade enzimatica até 36 h, diminuindo em seguida até 48 h, enquanto que,

0 acucar rafinose, induziu um aumento na atividade da enzima, atingindo o
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maximo em 48 h (1,64 U/mg célula). No caso da a-galactosidase extracelular, a
lactose foi 0 maior indutor da atividade enzimética no tempo 48 h (0,566 U/mg

célula), seguido do acucar rafinose (0,240 U/mg célula).
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Figura 20 - Atividade da a-galactosidase intracelular da cultura de
Debaryomyces hansenii em meio MM, com glicose (1), com
sacarose (2), com lactose (3), com galactose (4), com
melibiose (5) e com rafinose (6).

Visando a producdo e purificacdo das a-galactosidases extra e
intracelulares de D. hansenii, com base nos resultados obtidos, foram
selecionados para o crescimento da levedura e consequente producédo das
enzimas a-galactosidases, o meio mineral com extrato de levedura (MME) e
galactose como fonte de carbono. Embora o meio YP tenha promovido maiores
massas celulares e atividades das enzimas, € 0 meio mais rico em proteinas, o
gue poderia dificultar o processo de purificagcdo. Dessa forma, o meio MME foi
selecionado, por ser um meio intermediario comparado aos demais testados e
ter favorecido a sintese das a-galactosidases.

A galactose induziu a sintese das a-galactosidases de D. hansenii, tendo
sido utilizada para a indugdo dessas enzimas em outras leveduras, observado
em dados da literatura (LAZO; OCHOA; GASCON, 1976; FLOREZ et al., 1981;
ODA; TONOMURA, 1995;: YOSHIDA et al., 1997; NOBRE; LUCAS; LEAO,
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1999). Embora os acucares lactose e rafinose tenham sido os maiores
indutores da atividade das a-galactosidases, a lactose nao foi utilizada pelo fato
de induzir a enzima b-galactosidase intracelular, o que poderia dificultar o
processo de purificacdo. O acucar rafinose nao foi utilizado devido ao seu alto
custo, podendo encarecer o experimento.

Apo0s selecdo do meio de cultura e da fonte de carbono, foram medidas
as atividades das enzimas nos diferentes tempos testados, observando-se
atividade consideravel, de 8,30 U/mg de proteina para a a-galactosidase
extracelular, no tempo 36 h (Apéndice B).

Com base nos resultados, para os experimentos seguintes, D. hansenii
foi cultivada em meio mineral com extrato de levedura (MME), contendo
galactose (1 %) como fonte de carbono, incubada sob agitacdo constante, por
36 h, a 30 °C. Nessas condicdes, foi observada maior atividade da enzima a-

galactosidase intracelular, de 0,536 U/mg célula (Apéndice C).
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PARTE 2

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA
a-GALACTOSIDASE EXTRACELULAR DE
Debaryomyces hansenii
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4.2.1. Purificacdo da a-galactosidase extracelular produzida pela levedura

Debaryomyces hansenii

Apos o crescimento da cultura de D. hansenii em meio mineral com
extrato de levedura (MME), como descrito no item 3.8, o meio foi centrifugado e
0 sobrenadante contendo as enzimas secretadas pela levedura, foi liofilizado
(item 3.8.1) e submetido ao processo representado na Figura 11, para
purificacéo da a-galactosidase extracelular. Durante as etapas de purificacédo a
atividade de a-galactosidase foi determinada utilizando o substrato r -NP-aGal,
como descrito no item 3.9.1 e o teor protéico determinado pelo método de
Bradford, conforme descricdo no item 3.12. Um esquema das etapas de
purificacdo da a-galactosidase extracelular de D. hansenii esta apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1 - Resumo das etapas de purificacdo da a-galactosidase extracelular
de Debaryomyces hansenii.

Etapas de Proteina Atividade Atividade Fator de  Rendimento
purificacéo total total especifica  purificacao (%)
(mg) (V) (U/mg) (X)
Extrato bruto 7,45 88,3 11,85 1 100
liofilizado
Filtracdo em gel 0,57 58,5 103 8,69 66,2

(Sephadex G-150)

Troca-ibnica 0,26 51,6 198 16,7 58,4
(DEAE-Sepharose)

1 U: 1 nmol de r -NP formado por minuto

Na primeira etapa de purificacdo da a-galactosidase extracelular, o
extrato bruto liofilizado foi ressuspendido em tampéao acetato de sédio 25 mM,
pH 55 e submetido a cromatografia de filtracdo em gel, em coluna de
Sephadex G-150 (item 3.8.1.1). Foi observado um aumento de 8,69 vezes na

atividade especifica da enzima e um rendimento de 66,2 % (Tabela 1).
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O perfil da cromatografia de filtracdo em gel esta representado na Figura
21, que revelou a presenca de apenas um pico protéico com atividade de a-
galactosidase, eluido inicialmente. A maior parte das proteinas foi eluida em
um terceiro pico, que nao apresentou atividade de a-galactosidase. A utilizacéo
da cromatografia de filtracdo em gel foi relatada por alguns autores em
protocolos de purificacdo de a-galactosidases de varias fontes (LAZO; OCHOA,;
GASCON, 1976; ADEMARK et al., 2001).
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Figura 21 - Perfil cromatografico da filtracdo em gel, em coluna de Sephadex
G-150, do extrato enzimatico contendo a a-galactosidase
extracelular de Debaryomyces hansenii. Atividade de a-
galactosidase (*); proteinas ()).

As fragbes contendo a atividade enzimética foram reunidas e
posteriormente submetidas a cromatografia de troca-ibnica, em coluna de
DEAE-Sepharose. O perfil da cromatografia de troca-ibnica esta representado
na Figura 22.

O perfil da eluicdo da cromatografia de troca-idnica também revelou a
presenca de apenas um pico protéico com atividade de a-galactosidase, que foi

eluido com aproximadamente 0,5 M de NaCl. Resultado semelhante foi obtido
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por Puchart et al. (2000), purificando a a-galactosidase do fungo Thermomyces
lanuginosus IMI 158749. A utilizacdo da cromatografia de troca-idnica foi
relatada por varios autores em protocolos de purificacao parcial ou total de a-
galactosidases de diversas fontes (LUONTERI et al., 1998; KOTWAL et al.,
1999, PUCHART et al., 2000; ADEMARK et al., 2001, SRIPUAN et al., 2003).
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Figura 22 - Perfil cromatografico da fracdo enzimética contendo a a-
galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii
proveniente da cromatografia de filtracdo em gel, em
cromatografia de troca-ibnica em coluna de DEAE-Sepharose.
Atividade de a-galactosidase (*); proteina ()); gradiente de NaCl
deOalM{(-).

Ao final do processo, a a-galactosidase extracelular de D. hansenii
apresentou um fator de purificagéo de 16,7 vezes, com um rendimento de 58,4
% (Tabela 1). Lazo, Ochoa; Gascén (1976), purificando a a-galactosidase
extracelular de Saccharomyces carlsbergensis, obtiveram um fator de
purificacdo de 20,7 vezes, com um rendimento de 29,6 %. Maior fator de
purificacdo foi obtido por Oda; Tonomura (1995), que no processo de

purificacdo da a-galactosidase extracelular de Torulaspora delbrueckii,
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encontraram um valor de 496 vezes, com um rendimento de 46,5 %. Também
Ishiguro et al. (2001), apds cromatografia de Sepharose FF da a-galactosidase
recombinante de Thermus sp. linhagem T2 expressa em E. coli, obtiveram um
rendimento de 53,2 %.

Para confirmacdo das etapas de purificacdo da a-galactosidase
extracelular de D. hansenii, as fracbes que apresentaram atividade enzimatica,
eluidas das colunas de Sephadex G-150 e DEAE-Sepharose, foram
submetidas a eletroforese, em gel de poliacrilamida 12,5 %, sob condicdes
desnaturantes. O perfil de migracdo das proteinas presentes nessas amostras

esta apresentado na Figura 23.
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Figura 23 — Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12,5 %) corado com prata
de amostras de a-galactosidase extracelular de Debaryomyces
hansenii. 1- marcadores de massa molecular; 2- sobrenadante da
cultura de D. hansenii; 3- fragdo enzimética proveniente da
cromatografia de filtracdo em gel; 4- fracdo enzimatica
proveniente da cromatografia de troca-ionica.

A andlise eletroforética em gel de poliacrilamida indicou a presenca de
vérias espécies protéicas no sobrenadante da cultura de D. hansenii (Figura 23
-linha 2). Menor numero de bandas protéicas foi visualizado na fracéo

enzimatica proveniente da cromatografia de filtracdo em gel (Figura 23- linha 3)
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e a presenca de apenas uma banda protéica foi observada na fracéo
enzimatica proveniente da cromatografia de troca-iénica (Figura 23 - linha 4),

confirmando o alto grau de pureza da enzima.

4.2.2. Determinacao da massa molecular

A massa molecular da enzima a-galactosidase extracelular purificada de
D. hansenii foi calculada a partir da regressao linear obtida correlacionando-se
o logaritmo das massas moleculares de proteinas padrdo com a distancia
percorrida no gel SDS-PAGE (Figura 23). Para a distancia de 1,3 cm percorrida
pela enzima a-galactosidase foi calculado o valor da massa molecular de

aproximadamente (58,8 + 0,03) kDa (Figura 24).
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Figura 24 — Determinacdo da massa molecular da a-galactosidase extracelular
purificada de Debaryomyces hansenii. Marcadores de massa
molecular: Albumina bovina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa),
Pepsina (34,7 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), b-Lactoalbumina (18,4
kDa) e Lisozima (14,3 kDa). Distancias percorridas pelos padrdes
protéicos (') e pela a-galactosidase (o).
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Em concordancia com a massa molecular de 58,8 kDa determinada para
a a-galactosidase extracelular de D. hansenii, valores aproximados foram
também encontrados para as a-galactosidases de Aspergillus fumigatus, 54,7
kDa (DE REZENDE, 1998), de Zygosaccharomyces cidri, 51,7 kDa
(TURAKAINEN et al., 1994), de Thermomyces lanuginosus IMI 158749, 57 kDa
(PUCHART et al.,, 2000). Ishiguro et al. (2001) determinaram a massa
molecular da a-galactosidase recombinante de Thermus sp. linhagem T2
expressa em E. coli, de 53,5 kDa e Sripuan et al. (2003) determinaram a massa
molecular da a-galactosidase termoestavel de Ganoderma lucidum de 56 kDa.

Entretanto, a-galactosidases de massas moleculares maiores foram
purificadas por Ruohola et al. (1986), que determinaram a massa molecular de
uma a-galactosidase de Saccharomyces cerevisiae de 76 kDa e por Oda;
Tonomura (1995), que em estudos com a-galactosidase de Torulaspora

delbrueckii IFO 1255 determinaram a massa molecular de 88 kDa.

4.2.3. Caracterizacao enzimatica

4.2.3.1. Efeito do pH

A atividade da a-galactosidase extracelular purificada foi testada na faixa
de pH compreendida entre 3,0 e 8,0 na temperatura de 60 °C, utilizando o
substrato sintético r-NP-aGal (Figura 25). Atividades consideraveis (acima de
67 %) foram determinadas na faixa de pH entre 3,6 e 5,6, entretanto, a
atividade maxima foi encontrada em pH 5,0. Atividades menores (abaixo de 20
%) foram observadas em pH 3,0 e 6,6. Em valores de pH compreendidos entre

7,0 e 8,0 a atividade da a-galactosidase foi nula.
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Atividade (mM de p-NP/min)

Figura 25 - Efeito do pH na atividade da enzima a-galactosidase extracelular
purificada de Debaryomyces hansenii na temperatura de 60 °C.

A faixa de pH o6timo determinada para a-galactosidase extracelular
purificada de Torulaspora delbrueckii IFO 1255 foi entre 4,5 e 5,5 (ODA;
TONOMURA, 1995). De Rezende (1998), trabalhando com a-galactosidase
purificada de Aspergillus fumigatus encontrou intervalo de pH 6timo entre 4,0 e
4,5. Resultado semelhante ao descrito nesse trabalho foi observado por
Callegari (2003), no estudo de a-galactosidase semipurificada de sementes
germinadas de soja da variedade Monarca.

Puchart et al. (2000), estudando uma a-galactosidase purificada a partir
do fungo Thermomyces lanuginosus IMI 158749, observaram maior atividade
enzimatica na faixa de pH entre 4,5 e 5,0. Ishiguro et al. (2001) observaram
maior atividade da enzima a-galactosidase recombinante de Thermus sp.
linhagem T2 expressa em E.coli, em pH 6,0, sendo este, o mesmo valor de pH
encontrado para atividade maxima da a-galactosidase de Ganoderma lucidum
(SRIPUAN et al., 2003).
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Para a a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM 5146, o pH
otimo da enzima manteve-se na faixa de 6,5 a 7,0 (GOTE et al., 2004). Ulezlo;
Zapromelova (1982) descreveram que geralmente, a-galactosidases de
bactérias tém pH 6timos na faixa alcalina (6,0 - 7,5), enquanto que a-

galactosidases de fungos e leveduras tém pH étimos na faixa acida (3,0 - 5,0).

4.2.3.2. Efeito da temperatura

A atividade da a-galactosidase extracelular purificada foi ensaiada na
faixa de temperatura entre 25 e 80 °C em pH 5,0, utilizando o substrato
sintético r-NP-aGal (Figura 26). Maiores atividades (acima de 65 %) foram
detectadas entre as temperaturas de 45 e 65 °C, entretanto, a temperatura
6tima foi de 60 °C. Em temperaturas acima de 65 °C foi observado decréscimo
acentuado na atividade enziméatica e, esta foi nula nas temperaturas 75 e 80
°C.

Atividade (mM de p-NP/min)

20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 26 - Efeito da temperatura na atividade da enzima a-galactosidase
extracelular purificada de Debaryomyces hansenii em pH 5,0.
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Resultado similar foi observado por Ademark et al. (2001) em estudo de
4 formas de a-galactosidase de Aspergillus niger ATCC 46890. A temperatura
Otima encontrada para a enzima a-galactosidase purificada da levedura
Torulaspora delbrueckii IFO 1255 (ODA; TONOMURA, 1995) foi 55 °C. De
Rezende (1998), trabalhando com a-galactosidase purificada de Aspergillus
fumigatus também encontrou temperatura 6tima de 55 °C para atividade da a-
galactosidase. Puchart et al. (2000), estudando a-galactosidase purificada a
partir do fungo Thermomyces lanuginosus IMI 158749, observaram maior
atividade enzimatica na faixa de temperatura entre 65 e 70 °C e acima de 70 °C
a enzima foi inativada por desnaturacéo protéica. De acordo com Ishiguro et al.
(2001), em estudos com a-galactosidase de Thermus sp. linhagem T2
expressa em E. coli, a temperatura 6tima da enzima foi de 75 °C, sendo
também esta, a temperatura Otima da a-galactosidase de Bacillus
stearothermophilus (FRIDJONSSON et al.,, 1999). As a-galactosidases de
Thermus brockianus e Therrmologa apresentaram maior atividade nas
temperaturas de 90 e 95 °C, respectivamente (DUFFAUD et al.,, 1997;
FRIDJONSSON et al., 1999; KING et al., 1998). A a-galactosidase de
Ganoderrma lucidum foi mais ativa entre 60 e 70 °C (SRIPUAN et al., 2003).

Viana (2002) e Callegari (2003) encontraram temperaturas 6timas de 50
°C para atividades das a-galactosidases semipurificadas, de sementes
germinadas de soja da variedade CAC-1 e de sementes germinadas de soja da

variedade Monarca, respectivamente.

4.2.3.3. Anélise da termoestabilidade

Para os ensaios de termoestabilidade, amostras enzimaticas foram pré-
incubadas nas temperaturas de 40 a 70 °C, por varios tempos (Figura 27). A a-
galactosidase purificada de D. hansenii manteve 95 % de sua atividade original
quando pré-incubada a 40 °C por um periodo de 1440 min e perdeu 70 % de
sua atividade apds 2880 min de pré-incubacdo. Na temperatura de 50 °C a
enzima manteve 90 % de sua atividade original por 360 min, conservando 33 %
de sua atividade ap6s 1080 min. A 55 °C, a enzima também manteve em torno

de 90 % de sua atividade original por 360 min, no entanto, perdeu 80 % de sua
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atividade apés 1080 min. Na temperatura de 60 °C, a enzima manteve 91 % de
sua atividade original por 150 min, perdendo 80 % de sua atividade apds 540
min de pré-incubacéo. A enzima manteve 78 % de sua atividade original por 60
min quando pré-incubada a 65 °C e apenas 58 % de sua atividade original foi

mantida quando pré-incubada por 15 min a 70 °C.
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Figura 27 — Efeito da temperatura na estabilidade da a-galactosidase
extracelular purificada de Debaryomyces hansenii. As amostras
enzimaticas foram pré-incubadas nas temperaturas de 40 °C
(-); 50 °C (*); 55 °C (0); 60 °C (N); 65 °C (+) e 70 °C (). As
atividades relativas foram calculadas considerando-se a
atividade sem pré-incubacdo como 100 %.

De acordo com Puchart et al. (2000), a a-galactosidase do fungo
Thermomyces lanuginosus permaneceu estavel durante 360 min a 60 °C.
Ishiguro et al. (2001), em estudo com a-galactosidase de Thermus sp.
linhagem T2 expressa em E.coli, determinaram que a enzima foi estavel a 60
°C, em pH 7,0 durante 60 min. Ademark et al. (2001), em estudo de 4 formas
de a-galactosidase de Aspergillus niger ATCC 46890, observaram que as
enzimas mantiveram 95 % da atividade original apés 1260 min a 40 °C e 80 %

a 50 °C. As enzimas perderam atividade apds 1260 min a 60 °C. A a-
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galactosidase de Ganoderma lucidum foi altamente estavel a 70 °C e manteve
30 % da atividade original quando pré-incubada por 30 min a 80 °C (SRIPUAN
et al., 2003 ). A a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM 5146
manteve mais de 80 % da atividade ap6s 120 min de pré-incubacgéo a 65 °C,
diminuindo a atividade rapidamente a 75 °C (GOTE et al., 2004). Segundo
Olafur et al. (1999), poucas a-galactosidases relatadas tém apresentado boa
estabilidade térmica a 70 °C, como é o caso da a-galactosidase de Bacillus
stearothermophilus (meia-vida a 70 °C — 1140 min).

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

A atividade da a-galactosidase extracelular de D. hansenii também foi
avaliada na temperatura de 4 °C, durante 3 meses. A enzima em solucéo
manteve 94 % de sua atividade original (2,97 mM de p-NP/min) nos primeiros
30 dias, 84 % com 60 dias e 78 % com 90 dias de pré-incubacéo a 4 °C.

Comparados aos valores da literatura, especialmente com os dados de
estabilidade térmica de a-galactosidases de leveduras, a a-galactosidase
extracelular de D. hansenii exibiu termoestabilidade consideravel, o que vem a
ser um fator importante, principalmente para possiveis aplicacdes industriais da

enzima.

4.2.3.4. Efeito do pH na estabilidade e atividade da a-galactosidase

extracelular

O efeito do pH na estabilidade da a-galactosidase extracelular foi
testado incubando-se a enzima nos valores de pH entre 3,0 e 8,0 por 30 min a
60 °C. Ap0s o periodo de pré-incubacéo, a atividade da enzima foi determinada
como descrito no item 3.9.1. A atividade e a estabilidade da a-galactosidase

extracelular em diferentes valores de pH sao mostrados na Figura 28.
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Atividade (mM de p-NP/min))

Figura 28 - Efeito do pH na atividade e estabilidade da a-galactosidase
extracelular purificada de Debaryomyces hansenii. Curva de pH:
grafico de atividade versus pH (:). Curva de estabilidade:
atividade em pH 5,0 por 30 min a 60 °C, apds pré-incubacéo da
enzima nos valores de pH indicados (0).

O valor de pH para atividade méxima da a-galactosidase foi 5,0,
entretanto, a enzima manteve acima de 82 % de sua atividade quando pré-
incubada na faixa de pH entre 4,0 e 7,6. A pré-incubacdo da enzima nos
valores de pH 3,0 e 3,6 promoveram reducdo na atividade enzimatica em cerca
de 90 e 40 %, respectivamente. Também a pré-incubacdo da enzima em pH
8,0 levou a um decréscimo de 25 % na atividade enzimética.

Estudos com a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus realizados
por Gote et al. (2004) demonstraram que a enzima apresentou pH 6timo entre
6,5 e 7,0 e permaneceu estavel na faixa de pH entre 3,0 e 10,0. A enzima
exibiu 70 % da atividade em pH 3,0 e 90 % em pH 10,0. A a-galactosidase
extracelular de D. hansenii exibiu 82 % da atividade em pH 4,0 e 70 % em pH
8,0.

De acordo com Segel (1979), os efeitos do pH na estabilidade de uma

enzima devem ser levados em conta em qualquer estudo do efeito do pH na
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ligacdo do substrato e na catalise. A curva de pH néo da indicacdes das razdes
pelas quais a velocidade declina acima e abaixo do pH 6timo e, o declinio
poderia resultar da constituicdo de uma forma ibnica ndo adequada do
substrato ou da enzima (ou de ambos), ou da inativacdo da enzima, ou ainda
da combinacéo destes efeitos. Segundo o autor, a estabilidade de uma enzima
ao pH depende de varios fatores como temperatura, forca i6nica, natureza
quimica do tampao, concentracdo de ions metélicos e contaminantes,
concentracdo de substratos ou cofatores da enzima ou da prépria concentracao
da enzima. Em muitos casos, um substrato pode induzir uma mudanca
conformacional na enzima para uma forma que serd mais ou menos resistente
a desnaturacao pelo pH ou temperatura. A prépria concentracdo de enzima
pode ser um dos fatores. Em baixas concentra¢cdes, a enzima pode se
dissociar em oligbmeros menores ou mondmeros, que podem ser menos
estaveis do que o oligbmero original. Pode ocorrer também que uma enzima
permaneca mais estavel por um periodo de tempo mais longo em pH diferente
do étimo utilizado nas determinagfes (SEGEL, 1979).

O declinio na atividade da a-galactosidase extracelular de D. hansenii,
observado nas faixas de pH acima de 5,0 até 8,0 e abaixo de 5,0 até 3,6
poderia ser resultado da constituicdo de uma forma i6nica ndo adequada da

enzima.

4.2.3.5. Meia-vida da a-galactosidase extracelular

Para determinacdo dos valores de meia-vida da a-galactosidase
extracelular purificada, os ensaios foram conduzidos por um tempo total de
2880 min, em diversas temperaturas. Na temperatura de 50 °C, a meia-vida da
enzima foi de 821 min (Figura 29). A 55 °C, a meia-vida foi de 647 min (Figura
30); a 60 °C, de 373 min (Figura 31); a 65 °C, de 180 min (Figura 32) e, na

temperatura de 70 °C, a meia-vida da enzima foi de 34,6 min (Figura 33).
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Figura 29 — Meia-vida a 50 °C da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.

Y = ae®
a=3,90
b=1,17.10°

Atividade (mM de p-NP/min)

)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tempo (min)

Figura 30 — Meia-vida a 55 °C da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.
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Figura 31 — Meia-vida a 60 °C da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.
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Figura 32 — Meia-vida a 65 °C da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.
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Figura 33 — Meia-vida a 70 °C da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.

O valor da meia-vida a 50 °C da a-galactosidase extracelular de D.
hansenii foi de 821 min, enquanto que, a meia-vida da a-galactosidase
semipurificada de sementes de soja da variedade Monarca germinadas foi de
8,6 min (CALLEGARI, 2003). Guimaraes et al. (2001) encontraram o tempo de
meia-vida a 50 °C das a-galactosidases P1 e P2 de sementes de soja em
germinacao, de 16,0 e 11,2 min, respectivamente. Viana (2002) encontrou
meia-vida de 30,3 min para a-galactosidase semipurificada de sementes
germinadas de soja da variedade CAC-1.

Estudos com a-galactosidase do fungo termofilico Thermomyces
lanuginosus realizados por Puchart et al. (2000) mostraram que a meia-vida a
65 °C da enzima foi de 180 min, mesmo valor encontrado para a meia-vida da
a-galactosidase extracelular de D. hansenii.

Para a a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM 5146 a
meia-vida da enzima a 70 °C foi de 78 min (GOTE et al., 2004), enquanto que,

a meia-vida da a-galactosidase extracelular de D. hansenii foi de 34,6 min.
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4.2.3.6. Constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade maxima (Vmax )

O efeito da concentracdo dos substratos r-NP-aGal, rafinose,
estaquiose e melibiose na velocidade da reacdo catalisada pela a-
galactosidase extracelular purificada da levedura D. hansenii, foi determinado
pela curva de Michaelis-Menten.

Os valores da constante cinética Ky e da velocidade méxima Vnmax para

cada substrato sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de Ky, Vmax € Vmax/Km determinados pela curva de
Michaelis-Menten com o0s substratos r-NP-aGal, rafinose,
estaquiose e melibiose.

Substratos Km (mM) Vmax * Vmax/Kum

r-NP-aGal 0,30 6,09 20,3
Melibiose 2,01 0,02 0,01

Estaquiose 9,66 8,18 0,85
Rafinose 16,0 5,99 0,37

* Para o substrato r-NP-aGal, Vmax esta expressa em mM de p-NP/min; para o
substrato melibiose, Vmax €std em mM de glicose/min e para os substratos
estaquiose e rafinose, Vimax €sta em mM de acucar redutor /min.

De acordo com a Tabela 2, o menor valor da Ky encontrado foi para o
substrato r-NP-aGal (Figura 34). Em segundo lugar, para o substrato
melibiose, como mostrado na Figura 35, seguido de estaquiose (Figura 36) e
finalmente, para o substrato rafinose (Figura 37). De acordo com Segel (1979),
como Ky mostra a adaptacdo do substrato no centro ativo da enzima, sugere-
se que o substrato sintético r-NP-aGal foi aquele que melhor se adaptou no

centro ativo da enzima a-galactosidase, nas condi¢des de ensaio.

83



4.8E A .

»
o
:

w
N
‘

0.44

Vo (mM de p-NP/min)

Vo (mM de p-NP/min)
N
N

[
[¢]
L
L J
<)
N

0.8]

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
[p-Np-Gal] mM
—r— T

O'Oi\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ T
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 112

[p-NP-Gall mM

Figura 34 — (A): efeito da concentragdo do substrato r-NP-aGal na velocidade
da reacdo catalisada pela a-galactosidase extracelular purificada
de Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.

A .
0.018 °
[
— L] o
£ .
(S .
2
0.012 | 0.002
(]
3 . B
() k]
: ]
= £ oo | || |
E0.006. e ' |
o >
> -0.001
. . [Mellb\o‘se] mM . .
0'000 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 4.0 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0

[Melibiose] mM

Figura 35 — (A): efeito da concentracdo do substrato melibiose na velocidade
da reacao catalisada pela a-galactosidase extracelular purificada
de Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.

84



o1 ¢
(o]
T R T R L
eoe

B
o]
N—

o

»
o
N

o
w
h

N ¢
SN

P T R
[ )

o
w

=
[e2)
N—

Vo (mM de aglcar redutor/min)
. f °
o

o
o

Vo (mM de acgucar redutor/min)
w
N

— T T T
100 150 20.0 250 300 350 400

o
@
I B
o
o
o
=]

[Estaquiose] mM

o
o

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0

o
o

[Estaquiose] mM

Figura 36 — (A): efeito da concentracao do substrato estaquiose na velocidade
da reacdo catalisada pela a-galactosidase extracelular purificada
de Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.

>

P
o
P

w
o
L

N
o
1
(4
Vo (mM de agtcar redutor/min)
o °
2

o |
0.1 ‘|

S
0

Vo (mM de acgucar redutor/min)

=
o
P

0.0 220 240 66.0 88.0
[Rafinose] mM

O'Oi T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.0 15.0 30.0 45.0 60.0 75.0

[Rafinose] mM

Figura 37 — (A): efeito da concentracdo do substrato rafinose na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii; (B): gréafico de residuos.

85



O valor da Ky da a-galactosidase extracelular de D. hansenii para o
substrato r-NP-aGal (0,30 mM) foi o mesmo obtido para a a-galactosidase
purificada de Aspergillus fumigatus (DE REZENDE, 1998). Para a a-
galactosidase de Trichoderma reesei RUT C-30 foi estimado o valor para K,,de
1,2 mM (ZEILINGER et al.,1993). Ishiguro et al. (2001) encontraram valor de

Ky de 4,7 mM para a-galactosidase recombinante de Thermus sp. proximo ao

valor obtido para a-galactosidase de Thermus brockianus, 2,5 mM
(FRIDJONSSON et al., 1999). Sripuan et al. (2003), estudando a-galactosidase
de Ganoderma lucidum, encontraram valor da Ky para r -NP-aGal de 0,4 mM.

Os valores da Ky para a a-galactosidase do fungo Thermomyces
lanuginosus observados por Puchart et al. (2000) para os substratos melibiose
e rafinose, foram de 2,4 e 11,3 mM, respectivamente, proximos aos valores
encontrados para a a-galactosidase extracelular de D. hansenii.

Ademark et al. (2001) obtiveram o valor de Ky de 1,0 mM para o
substrato melibiose para a forma a-gal | purificada a partir da cultura de
Aspergillus niger ATCC 46890, cultivado em meio com goma de alfarroba e
goma guar.

Guimaraes et al. (2001), trabalhando com a-galactosidases purificadas
de sementes germinadas de soja da variedade Doko, determinaram o valor de
Kwv de 5,34 mM para o substrato melibiose.

Oda; Tonomura (1995), em estudos com a-galactosidase de Torulaspora
delbrueckii IFO 1255, obtiveram os valores de Ky para r-NP-aGal, melibiose,
rafinose e estaquiose de 2,8, 4,2, 170 e 230 mM, respectivamente. Segundo os
autores, as propriedades da a-galactosidase desta levedura foram similares as
das espécies de Saccharomyces cerevisiae.

De acordo com Varbanets et al. (2001), os valores da Ky para a-
galactosidase de Penicillium sp. 23, estimados para r-NP-aGal, melibiose,
rafinose e estaquiose foram 1,0, 4,0, 5,7 e 3,5 mM, respectivamente. Dados da
literatura sugerem que o valor da Ky para o mesmo substrato essencialmente
varia com a origem da enzima (LAZO; OCHOA; GASCON, 1977). Segundo
Adya; Elbein (1977); Lazo; Ochoa; Gascon (1977), os valores da Ky para

rafinose, determinados utilizando a-galactosidases de diversos microrganismos
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diferiram significativamente: Aspergillus niger (0,5 mM), Pycnoporus
cinnabarinus (2,16 mM), Streptomyces (9,6 mM) e Saccharomyces

carlsbergensis (135 mM).

4.2.3.7. Especificidade da a-galactosidase extracelular purificada de

Debaryomyces hansenii com outros substratos

A enzima a-galactosidase extracelular purificada de D. hansenii foi
avaliada quanto a capacidade de hidrolisar outros substratos sintéticos como
mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii com substratos sintéticos.

Substrato Concentracao Atividade
(mM) (mM de p-NP/min) + DP

r-NP-aGal 0,5 3,39+0,15
r-NP-bGal 0,5 0,0
r-NP-aGlc 0,5 0,0

r -NP-bXil 0,5 0,0
r-NP-aMan 0,5 0,0
r-NP-aAra 0,5 0,0
0-NP-bGal 0,5 0,0
0-NP-bGlc 0,5 0,0

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3 a enzima a-
galactosidase extracelular purificada de D. hansenii demonstrou ser altamente
seletiva, apresentando especificidade absoluta para a galactose em posicéo a,
uma vez que hidrolisou somente o substrato r-NP-aGal, ndo hidrolisando os
outros substratos sintéticos com residuos de acucar diferentes da galactose ou
unidos por ligacéo b.

Resultados semelhantes foram obtidos por Guimardes et al. (2001),
trabalhando com duas fracBes enzimaticas (P1 e P2) de a-galactosidases de
sementes de soja, na qual a fracdo P2 hidrolisou apenas o substrato sintético

r-NP-aGal. Ishiguro et al. (2001), trabalhando com a-galactosidase
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recombinante de Thermus sp. linhagem T2 expressa em E.coli, mostraram que
a enzima foi especifica para a-galactopiranosideos. A a-galactosidase de
Penicillium sp. 23 nao hidrolisou derivados p-nitrofenil de b-D-galactose e de a
e b-D-glicose e hidrolisou exclusivamente a-D-galactosideos, indicando assim
que, a configuracdo dos carbonos 1 e 4 dos substratos é de extrema
importancia para a interagdo com a enzima (VARBANETS et al., 2001). A
enzima a-galactosidase semipurificada de sementes de soja da variedade
Monarca, estudada por Callegari (2003) demonstrou especificidade quase
absoluta para a galactose em posi¢cdo a, porém, apresentou uma atividade
enzimatica muito baixa (4,53 %) na presenca do substrato r -NP-bGal. Também
em estudos realizados por Kang; Lee (2001), com a-galactosidase associada a
polpa de uva, observou-se que a enzima hidrolisou com maior eficiéncia o
substrato sintético r -NP-aGal, que contém o residuo de D-galactose unido por
ligagcdo a-1,4, em relacdo a outros substratos sintéticos. Esta enzima
apresentou apenas 16 % de hidrélise do residuo unido por ligacdo b-1,4
comparado com o controle, sugerindo que a a-galactosidase € a-anémero
especifica.

A a-galactosidase extracelular purificada de D. hansenii também foi
ensaiada com substratos naturais, cujas concentracdes utilizadas nos ensaios

foram proximas ao valor da Ky, (Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii com substratos naturais.

Substrato Concentracao Atividade
(mM) (mM de p-NP/min) £ DP
Sacarose 10 0,0
Estaquiose 10 3,84 £ 0,02
Rafinose 15 2,78 £ 0,05
Melibiose 2 0,002
Gentiobiose 10 0,0
Maltose 10 0,0
Lactose 10 0,0
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De acordo com os resultados obtidos na Tabela 4 a enzima a-
galactosidase foi ativa em ligacdes contendo galactose na posicdo a de
oligossacarideos como melibiose, rafinose e estaquiose. Apresentou maior
atividade para estaquiose comparada com os demais substratos. Atividades de
a-galactosidases em aril a-D-galactosideos como melibiose, rafinose e
estaquiose sdo exibidas por quase todas as a-galactosidases (PUCHART et
al., 2000). Estudos realizados pelo mesmo autor com a-galactosidase do fungo
Thermomyces lanuginosus IMI 158749, mostraram que a enzima foi eficiente
na hidrélise de oligossacarideos como melibiose, rafinose e estaquiose. Os
acucares melibiose e rafinose foram mais rapidamente hidrolisados que a
estaquiose, acucar que sofre uma dupla degalactosilacdo. Os autores
sugeriram que o passo limitante da reacéo foi a liberacdo do primeiro residuo
galactosil ligado na estaquiose, sendo a rafinose resultante mais rapidamente
degalactosilada a sacarose e, por esta razéao, dificilmente foi observada entre
0s produtos.

A enzima a-galactosidase semipurificada de sementes de soja da
variedade Monarca, estudada por Callegari (2003), também hidrolisou os
acucares rafinose, estaquiose e melibiose, porém, apresentou maior atividade
para rafinose, seguida de estaquiose e melibiose. Resultados semelhantes
foram descritos por Guimaraes (2001), para a-galactosidase de sementes de
soja, que também hidrolisou os acucares rafinose, melibiose e estaquiose,
apresentando maior atividade para rafinose, seguido de melibiose e
estaquiose. A a-galactosidase recombinante de Thermus sp. hidrolisou os
galacto-oligossacarideos na seguinte ordem, estaquiose, melibiose e rafinose
(ISHIGURO et al., 2001). Sripuan et al. (2003), estudando a-galactosidase de
Ganoderma lucidum, observaram que a enzima hidrolisou estaquiose (69,7 %),
rafinose (52,4 %) e melibiose (42,1 %).

A enzima a-galactosidase extracelular purificada da levedura D. hansenii
nao hidrolisou os acuUcares sacarose, lactose, gentiobiose e maltose, sugerindo
gue a enzima foi altamente especifica para galactose em posicdo a. Muitas
preparacdes de a-galactosidases obtidas por sinteses microbiol6gicas tém em

comum o fato de que elas podem hidrolisar substratos sintéticos (p-NP-Gal)
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mais extensivamente do que a-galactosideos naturais (VARBANETS et al.,
2001).
A enzima a-galactosidase extracelular purificada de D. hansenii também

foi ensaiada com polimeros (Tabela 5).

Tabela 5 - Atividade da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii com polimeros.

Substrato Concentracao Atividade
(%) (mM de p-NP/min) £ DP
Goma de alfarroba 1,0 0,64 £0,01
Goma guar 1,0 0,56 £ 0,01

De acordo com os dados da Tabela 5 a enzima a-galactosidase também
apresentou atividade sobre os polimeros testados. Estudos realizados com a-
galactosidase de arroz (Oryza sativa L. var. Nipponbare) por Kim et al. (2002)
mostraram que a enzima hidrolisou 32 e 24 % de goma de alfarroba e goma
guar, respectivamente. A a-galactosidase de arroz atuou em goma de alfarroba
mais rapidamente do que em goma guar e, este mesmo efeito foi relatado para
outras enzimas microbianas e de plantas (PUCHART et al., 2000).

Penicillium simplicissimum produziu a-galactosidases com diferentes
especificidades de substratos (LUONTERI et al., 1998). A AGLI foi capaz de
hidrolisar galacto(glico)mananas, enquanto que, a AGLII foi mais especifica na
hidrélise de pequenos oligossacarideos.

Ademark et al. (2001), trabalhando com 4 formas da a-galactosidase de
Aspergillus niger, observaram que as enzimas liberaram residuos de galactosil
em posicdo a-1,6 de melibiose, rafinose e estaquiose. A a-gal | também clivou
residuos galactosil ligados no terminal redutor de GalManz; mas, ndo de
GalMans. A a-galactosidase AGLII do fungo Trichoderma reesei e a-gal | de
Aspergillus niger foram mais especificas para oligossacarideos como melibiose
e rafinose e tiveram pouca ou nenhuma atividade com substratos poliméricos
(MARGOLLES-CLARK et al., 1996).
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Yoshida et al. (1997), em estudos com a-galactosidases de leveduras,
incubadas juntamente com os polimeros GalsMan; e Gal;Mans nas
concentracdes de 1 % (p/v), a 40 °C, pH 4,5, observaram que a enzima
extracelular de Debaryomyces castelli IFO 1359 hidrolisou completamente
GalzsManz; em galactose e b- 1,4-manotriose, apds 4 h de incubacéo. Porém, a
enzima nédo hidrolisou Gal;Man, até 12 h de reacdo. As a-galactosidases das
demais leveduras testadas, também hidrolisaram apenas o polimero GalsMans,
apoés as 12 h de incubagéo.

4.2.3.8. Efeito de ions, agentes redutores e aclcares na atividade da a-

galactosidase extracelular purificada de Debaryomyces hansenii

Para determinar o efeito de ions, agentes redutores e acucares na
atividade da a-galactosidase extracelular, solugcbes com concentracdes
definidas desses compostos foram pré-incubadas com a enzima purificada por
20 min, a 60 °C, seguido da realizacdo do ensaio para a atividade da enzima
como descrito no item 3.11.9 (Figura 38). A concentracao final dos efetores no
ensaio foi 2 mM e a atividade relativa foi calculada considerando-se a atividade
da enzima pré-incubada sem efetor como 100 %.

fons monovalentes e divalentes, actcares redutores e aclcares simples,
promoveram efeitos diversos sobre a a-galactosidase. A enzima apresentou
perda total de sua atividade na presenca de prata e cobre, sendo parcialmente
inibida por D-galactose e melibiose. Entretanto, a enzima quase néo foi afetada
por EDTA, cloreto de magnésio, iodoacetamida, cloreto de sédio, SDS, cloreto
de potassio, cloreto de calcio, b-mercaptoetanol, rafinose, maltose, sacarose,
D-glicose, lactose, gentiobiose, estaquiose e D-manose. Uma vez que a
atividade enzimatica praticamente ndo sofreu alteracdo por EDTA e
iodoacetamida, pode-se sugerir que ndo houve dependéncia de ions metalicos
para a atividade catalitica e, que nao existiam grupos —SH (sulfidrila) livres

essenciais a catalise na molécula da enzima, respectivamente.
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Figura 38 — Atividade relativa da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii submetida aos efeitos de ions, agentes
redutores e acUcares: 1- Controle; 2- EDTA; 3- Cloreto de
Magnésio; 4- lodoacetamida; 5- Nitrato de Prata; 6- Cloreto de
Sadio; 7- SDS; 8- Cloreto de potassio; 9 - Sulfato de cobre; 10-
Cloreto de Calcio; 11- b-mercaptoetanol; 12- Rafinose; 13-
Maltose; 14- Sacarose; 15- Melibiose; 16- D-Glicose; 17- D-
Galactose; 18- Lactose; 19- Gentiobiose; 20- Estaquiose; 21- D-
Manose.

Oda; Tonomura (1995) observaram que a atividade da a-galactosidase
de Torulaspora delbrueckii IFO 1255 foi extremamente afetada por Ag*® e Cu*?,
nas concentragdes de 1 mM, pré- incubada a 40 °C por 30 min.

Ishiguro et al. (2001), trabalhando com a-galactosidase recombinante de
Thermus sp., observaram que a atividade enzimatica néo foi afetada pelos ions
Ca'?, Mg*, Cu*?, Zn*? e Mn*?, entretanto, o fon Ag** inativou significativamente
a enzima (menos que 20 % do controle). A enzima a-galactosidase de
Saccharomyces carlsbergensis foi estavel por 2 h a 30 °C na presenca de 0,25
M de b-mercaptoetanol (LAZO; OCHOA; GASCON, 1976).

Ademark et al. (2001), trabalhando com 4 formas da a-galactosidase de
Aspergillus niger, observaram que as a-gal II-IV sofreram pouco ou nenhum

efeito pela presenca de manose, glicose e frutose e, a a-gal | foi afetada por

92



manose (70 % a 40 mM), mas também foi afetada em menor grau por outros
monossacarideos (23-35 % a 40 mM).

Viana (2002) encontrou forte reducdo na atividade da a-galactosidase
semipurificada de sementes germinadas de soja da variedade CAC-1, quando
ensaiada em meio contendo SDS, cobre e galactose.

De acordo com Sripuan et al. (2003), a a-galactosidase de Ganoderma
lucidum apresentou uma reducéo na atividade original de 32 % pela adicao de
Ag*™. Outros fons metélicos como Al*®, Ba*, Ca*, Mn*?, zn*?, K e Na™ e
reagentes como b-mercaptoetanol e EDTA, ndo afetaram a atividade da
enzima, enquanto que a enzima foi completamente inibida por galactose e
parcialmente por lactose. Os aclUcares maltose e sacarose ndo afetaram a
atividade da enzima.

A atividade da a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus NCIM
5146 também foi reduzida por Ag*' e Cu*?, nas concentracdes de 1 mM, ndo
sendo afetada por EDTA (GOTE et al., 2004).

4.2.3.9. Constante de inibicao (ki) para os aclUcares galactose e melibiose

Os dados apresentados na Figura 38 mostram que a enzima a-
galactosidase extracelular de D. hansenii foi parcialmente inibida por galactose
e melibiose. Os valores de Ki para a a-galactosidase extracelular, na presenca
destes acucares foram determinados utilizando o substrato r -NP-aGal.

A Figura 39A representa o grafico da velocidade da reacdo de hidrdlise
de r-NP-aGal pela a-galactosidase extracelular na auséncia e presenca de
diferentes concentracdes de galactose. Observa-se que para uma mesma
concentracdo do substrato r-NP-aGal, a velocidade da reacdo € maior na
auséncia de galactose e, diminui com o aumento da concentracdo de
galactose, caracterizando-se um efeito de inibi¢ao.

A Figura 39B mostra que as retas convergem para 0 mesmo ponto no
eixo X indicando que, o valor da Ky permanece constante, mesmo na presenca

do inibidor e a Vihax diminui, sugerindo assim, uma inibicdo nao-competitiva.
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Figura 39 —
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(A): grafico da velocidade da reacdo em funcédo da concentracéo
de r-NP-aGal pela a-galactosidase extracelular de Debaryomyces
hansenii na auséncia ()) e na presenca de 1,0 (') e de 2 mM (&)
de galactose; (B): grafico do duplo-reciproco; (C): grafico de Dixon
para um inibidor ndo-competitivo correlacionando a concentracao
de galactose e o inverso da velocidade da reacdo na presenca de
varias concentracdes de r -NP-aGal: [0,05] ()); [0,2] (") e [0,5] (&).
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O tipo de inibicdo e o valor de Ki foram determinados pelo gréfico de
Dixon (1953). A inibicAo da hidrolise do substrato r-NP-aGal pela a-
galactosidase extracelular na presenca do produto inibidor galactose mostrou
ser do tipo ndo-competitiva com o valor de Ki de 2,7 mM (Figura 39C).

De acordo com a cinética de um inibidor ndo competitivo (Figura 40), a
via de reacdo mostra que o inibidor se liga tanto a enzima livre quanto ao
complexo enzimatico. Em consequéncia, ndo pode ser atingido Vmax mesmo
em altas concentracdes de substrato (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2004).

E+P

E+s~——ES
+ +
I I

| < |

B+ s~ B —>C

Figura 40 - Reac6es de equilibrio para um inibidor ndo-competitivo.

O valor de Ky permanece o mesmo na presenca deste inibidor porque,
gualguer que seja a concentracéo de inibidor, as formas da enzima que podem
combinar com S (E e El) apresentam a mesma afinidade para com o S. O
efeito final de um inibidor ndo-competitivo € fazer com que pareca que haja
menor quantidade de enzima presente (SEGEL, 1979).

Guimardes et al. (2001) determinaram que a atividade da a-
galactosidase P2 de sementes de soja em germinagcdo com o substrato r-NP-
aGal foi inibida competitivamente na presenca do inibidor galactose, com o
valor de Ki de 0,67 mM, determinado pelo gréafico de Dixon.

Da mesma forma, foi determinado o valor de Ki para o inibidor melibiose.
A Figura 41A representa o grafico da velocidade da reacdo de hidrélise de r-
NP-aGal pela a-galactosidase na auséncia e presenca de diferentes
concentracfes de melibiose. Observa-se também que, para uma mesma
concentragdo do substrato r-NP-aGal, a velocidade da reacdo é maior na
auséncia de melibiose e, diminui com o aumento da concentracdo de

melibiose, caracterizando-se um efeito de inibigé&o.
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Figura 41 — (A): grafico da velocidade da reacdo em funcdo da concentracédo
de r-NP-aGal pela a-galactosidase extracelular de Debaryomyces
hansenii na auséncia ()) e na presenca de 0,25 (') e de 1 mM (&)
de melibiose; (B): grafico do duplo-reciproco; (C): grafico de Dixon
para um inibidor ndo-competitivo correlacionando a concentracao
de melibiose e o inverso da velocidade da reacéo na presenca de
varias concentracdes de r-NP-aGal: [0,05] ()); [0,1] ("); [0,2] (*) e
[0,3] (&).
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A Figura 41B mostra que as retas convergem para 0 mesmo ponto no
eixo X indicando que, o valor da Ky permanece constante, mesmo na presenca
do inibidor e a Vimax diminui, sugerindo assim, uma inibigdo nao-competitiva.

O tipo de inibicdo e o valor de Ki foram determinados pelo grafico de
Dixon (1953). A inibicAo da hidrolise do substrato r-NP-aGal pela a-
galactosidase extracelular na presenca do inibidor melibiose mostrou ser do
tipo ndo-competitiva com o valor de Ki de 1,2 mM (Figura 41C).As reacoes de
equilibrio sdo as mesmas apresentadas na Figura 40.

De acordo com os valores de Ki determinados para os substratos
galactose e melibiose, observa-se que a enzima a-galactosidase extracelular

de D. hansenii apresentou uma maior inibicdo na presenca de melibiose.

4.2.3.10. Sequenciamento do N-terminal da a-galactosidase extracelular

de Debaryomyces hansenii

A a-galactosidase extracelular purificada foi transferida de um gel SDS-
PAGE para uma membrana de PVDF (Figura 42) e, posteriormente utilizada
para a realizacao do sequenciamento dos 14 primeiros aminoacidos da porcao
N-terminal, pela técnica de degradacao de Edman, conforme descri¢cdo no item
3.11.10.

Figura 42 - Transferéncia da a-galactosidase extracelular purificada de
Debaryomyces hansenii do gel de poliacrilamida para
membrana de PVDF.
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Para o sequenciamento da porcdao N-terminal da enzima foram
realizados 21 ciclos, resultando os seguintes aminoacidos: Tyr-Glu-Asn-Gly-
Leu-Asn-Leu-Val-Pro-Gln-Met-Gly-Trp-Asn (YENGLNLVPQMGWN).

Apesar do nimero reduzido de residuos de aminoacidos seqienciados,
a comparacao da sequéncia obtida com outras disponiveis no banco de dados
BLASPp, evidenciou similaridade com a seqUéncia de algumas a-

galactosidases de diversos microrganismos, conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Alinhamento da sequéncia de a-galactosidase extracelular de
Debaryomyces hansenii com outras a-galactosidases. Residuos
de aminoacidos conservados em todas as sequéncias sao
mostrados em negrito.

Microrganismo N-terminal
Debaryomyces hansenii UFV-1 YENGLNLVPQMGWN
Magnaporthe grisea NGLNLVPQMGWN
Debaryomyces hansenii CBS767 YENGLGLTPQMGWN
Torulaspora delbrueckii NGLGLTPQMGWN
Zygosaccharomyces mrakii NGLGLTPQMGWN
Zygosaccharomyces cidri NGLGLTPQMGWD
Saccharomyces cerevisiae NGLGLTPQMGWD
Saccharomyces carlsbergensis NGLGLTPQMGWD
Schizosaccharomyces pombe NGLGLKPQMGWN
Saccharomyces paradoxus NGLGLTPQMGWD
Saccharomyces cerevisiae CBS4411 NGLGLTPQMGWD
Saccharomyces cerevisiae VKM Y-1830 NGLGLTPQMGWD
Saccharomyces mikatae NGLGLTPQMGWD
Phanerochaete chrysosporium DNGLAITPQMGWND
Mortierella vinacea NGLAITPQMGWN
Aspergillus nidulans FGSC A4 DDGLARTPQMGWN
Umbelopsis vinacea PQMGWN
Aspergillus nidulans FGSC A4 ELGLNLVPQ
Aspergillus oryzae ELGLNLVPQ
Emericella nidulans ELGLNLVPQ
Eremothecium gossypii YENGLNGILADEMG
Saccharomyces cerevisiae YENGLNGILADEMG
Kluyveromyces lactis YENGLNGILADEMG
Candida glabrata CBS138 YENGLNGILADEMG
Magnaporthe grisea 70-15 LTLVVATPPMGWN
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A a-galactosidase extracelular de D. hansenii apresentou maior
similaridade com as a-galactosidases de outras leveduras, como de
Magnaporthe grisea (100 %), Debaryomyces hansenii CBS767 (86 %),
Torulaspora delbrueckii e Zygosaccharomyces mrakii (71 %). Também foram
encontradas similaridades com a-galactosidases de alguns fungos, como
Aspergillus nidulans FGSC A4 e Aspergillus oryzae, (57 %).

A alta porcentagem de similaridade determinada entre a sequéncia do
terminal aminico da a-galactosidase extracelular de D. hansenii com a
sequéncia de outras a-galactosidases confirmaram que a proteina purificada

corresponde a enzima a-galactosidase.
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PARTE 3

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA
a-GALACTOSIDASE INTRACELULAR DE
Debaryomyces hansenii
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4.3.1. Purificagcdo da a-galactosidase intracelular produzida pela levedura

Debaryomyces hansenii

A a-galactosidase intracelular produzida por D. hansenii foi extraida
conforme descricdo no item 3.8.2.1. Um esquema do processo de purificacéo
da a-galactosidase intracelular esta representado na Figura 13 e as etapas de
purificacdo sdo apresentadas na Tabela 7. As atividades enzimaticas foram
determinadas utilizando o substrato r -NP-aGal, como descrito no item 3.9.1, e
o teor protéico determinado pelo método colorimétrico do &cido bicinconinico,

como descrito no item 3.12.

Tabela 7 - Resumo das etapas de purificacdo da a-galactosidase intracelular
de Debaryomyces hansenii.

Etapas de Proteina Atividade Atividade Fator de  Rendimento
purificacéo total total especifica  purificacao (%)
(mg) (V) (U/mg) (X)
Extrato Bruto 64,5 59,0 0,91 1 100
Crioprecipitacao 58,3 54,7 0,94 1,03 92,7

Filtracdo em gel

(Sephadex G-150) 1,24 46,7 37,7 41,4 79,1

Troca-iOnica

(DEAE-Sepharose) 0,10 26,3 263 289 446

1 U: 1 mmol de r -NP formado por minuto

No processo de purificagcdo da enzima, primeiramente o extrato bruto
sofreu uma crioprecipitacao (item 3.8.2.3). ApGs centrifugacdo, o sobrenadante
foi submetido a cromatografia de filtracdo em gel em uma coluna de Sephadex
G-150, observando-se nessa etapa, um aumento da atividade especifica da
enzima de 41,4 vezes. O perfil cromatografico da filtracdo em gel esta

representado na Figura 43.
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Figura 43 - Perfil cromatografico da amostra de a-galactosidase intracelular de
Debaryomyces hansenii proveniente da crioprecipitacdo, em
filtracdo em gel Sephadex G-150. Atividade de a-galactosidase (')

e proteina ()).

O perfil de eluicAo da cromatografia de filtracdo em gel revelou a
presenca de apenas um pico protéico com atividade de a-galactosidase, eluido
inicialmente. A maior parte das proteinas foi eluida em um segundo pico, que
nao apresentou atividade de a-galactosidase. As fracdes contendo atividade
enzimatica foram reunidas e posteriormente submetidas a cromatografia de
troca-idnica, em uma coluna de DEAE-Sepharose, observando-se um aumento
da atividade especifica da enzima de 7 vezes em relacao a etapa anterior.

O perfil da cromatografia de troca-ibnica esta representado na Figura 44.
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Figura 44 - Perfil cromatografico da fracdo enzimatica contendo a a-
galactosidase intracelular de Debaryomyces hansenii,
proveniente da cromatografia de filtracdo em gel, em
cromatografia de troca-iGnica em coluna de DEAE-Sepharose.
Atividade de a-galactosidase ('); proteina ()); gradiente de NacCl
deOalM{(-).

O perfil da eluicdo da cromatografia em coluna de troca-ibnica também
revelou a presenca de apenas um pico protéico com atividade de a-
galactosidase, que foi eluido com aproximadamente 0,5 M de NaCl.

Ao final do processo, a a-galactosidase intracelular de D. hansenii
apresentou um fator de purificacdo de 289 vezes, com um rendimento de 44,6
% (Tabela 7). Na amostra enzimatica contendo a a-galactosidase intracelular
purificada de D. hansenii ndo foi detectada a presenca da enzima invertase. No
caso do fungo termofilico Humicola sp. a a-galactosidase foi a primeira enzima
relatada de producéao intracelular constitutiva e livre de invertase (KOTWAL et
al., 1999).

A fracado eluida da coluna de DEAE-Sepharose que apresentou atividade
enzimatica foi submetida a eletroforese, em gel de poliacrilamida 12,5 %, sob
condi¢cOes desnaturantes.

O perfil de migracdo esta apresentado na Figura 45. A analise

eletroforética da amostra proveniente da cromatografia de troca-idbnica em
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coluna de DEAE-Sepharose revelou a presenca de apenas uma banda protéica

(Figura 45 - linha 2), confirmando o alto grau de purificagdo da enzima.

kDa
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Figura 45 — Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12,5 %) corado com prata
de amostras de a-galactosidase intracelular de Debaryomyces
hansenii. 1- marcadores de massa molecular; 2- fracdo enziméatica
proveniente da cromatografia de troca-ionica.

4.3.2. Determinagdo da massa molecular

A massa molecular da enzima a-galactosidase intracelular purificada de
D. hansenii foi calculada a partir da regressao linear obtida correlacionando-se
o logaritmo das massas moleculares de proteinas padrdo com a distancia
percorrida no gel SDS-PAGE (Figura 45). Para a distancia de 2,1 cm percorrida
pela enzima a-galactosidase foi calculado o valor da massa molecular de

aproximadamente (61,3 £ 0,03) kDa (Figura 46).
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Figura 46 — Determinacdo da massa molecular da a-galactosidase intracelular
purificada de Debaryomyces hansenii. Marcadores de massa
molecular: Albumina bovina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa),
Pepsina (34,7 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), b-Lactoalbumina (18,4
kDa) e Lisozima (14,3 kDa). Distancias percorridas pelos padrdes
protéicos (') e pela a-galactosidase (o).

O valor determinado para a massa molecular da a-galactosidase
intracelular de D. hansenii foi préximo ao valor encontrado para a a-
galactosidase extracelular (58,8 kDa). a-Galactosidase intracelular de massa
molecular maior, 87,1 kDa, foi purificada por Kotwal et al. (1999), a partir do
fungo Humicola sp.

4.3.3.. Caracterizacao enziméatica
4.3.3.1. Efeito do pH

Atividades consideraveis (acima de 77 %) foram determinadas na faixa
de pH entre 3,6 e 5,6, entretanto, a atividade méxima foi encontrada em pH 5,0.
Atividades menores foram observadas em pH 3,0 (57 % da atividade) e 6,0 (50
%). Em valores de pH acima de 6,6 a atividade reduziu drasticamente e entre

7,6 e 8,0 a atividade da a-galactosidase foi nula (Figura 47).
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Figura 47 - Efeito do pH na atividade da enzima a-galactosidase intracelular
purificada de Debaryomyces hansenii na temperatura de 55 °C.

Resultados semelhantes foram obtidos para a-galactosidase extracelular
da levedura D. hansenii, entretanto, em pH 3,0 a enzima extracelular manteve
apenas 20 % da atividade maxima (Figura 25), ao contrario da forma
intracelular, que nesse valor de pH ainda manteve 57 % da sua atividade
maxima (Figura 47).

Mesmo valor de pH 6timo foi encontrado por Kotwal et al. (1999) para a-
galactosidase intracelular do fungo Humicola sp. Porém, esta enzima

permaneceu estavel entre pH 4,0 e 6,5 com 80 % de sua atividade original.
4.3.3.2. Efeito da temperatura

Maiores atividades (acima de 67 %) foram detectadas entre as
temperaturas de 45 e 60 °C, entretanto, a temperatura 6tima foi de 55 °C. Em

valores acima de 65 °C a atividade enzimatica foi bastante diminuida (26 %),

atingindo nulidade a partir de 70 °C (Figura 48).
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Figura 48 - Efeito da temperatura na atividade da enzima a-galactosidase
intracelular purificada de Debaryomyces hansenii em pH 5,0.

No caso da a-galactosidase extracelular da levedura D. hansenii, a
temperatura Otima determinada foi 60 °C (Figura 26), entretanto, nessa
temperatura, a enzima intracelular manteve apenas 69 % de sua atividade
maxima.

Kotwal et al. (1999) determinaram a temperatura 6tima da a-
galactosidase intracelular de Humicola sp. de 65 °C. Os valores de pH e
temperatura 6timos da a-galactosidase deste fungo foram similares aos valores
determinados para a-galactosidases de bactérias, leveduras e outros fungos
(HASHIMOTO et al., 1993; ZEILINGER et al., 1993). A temperatura 6tima de 75
°C foi relatada para a a-galactosidase intracelular da levedura Candida javanica

(CAVAZZONI et al., 1987).
4.3.3.3. Anélise da termoestabilidade

Para os ensaios de termoestabilidade, amostras enzimaticas foram pré-

incubadas nas temperaturas de 40, 55 e 65 °C, por varios tempos. A a-
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galactosidase intracelular purificada manteve 80 % de sua atividade original
quando pré-incubada a 40 °C, por um periodo de 498 min, perdendo 70 % de
sua atividade apds 2502 min No entanto, a 55 °C a enzima manteve 85 % de
sua atividade original por 402 min e perdeu 40 % de sua atividade apds 1500
min, sendo inativada apos 2880 min. A enzima manteve apenas 53 % de sua
atividade original por 30 min quando pré-incubada a 65 °C, sendo inativada
ap6s 180 min (Figura 49).

Comparando—se as a-galactosidases intra e extracelulares de D.
hansenii, foi observado que a enzima extracelular permaneceu mais estavel em
temperaturas mais elevadas, uma vez que manteve 78 % de sua atividade
original quando pré-incubada a 65 °C por 60 min (Figura 27), enquanto que a
enzima intracelular manteve 53 % de sua atividade original quando pré-
incubada nessa mesma temperatura por um periodo de apenas 30 min (Figura
49). Estes resultados sugerem que a enzima extracelular de D. hansenii € mais
termoestavel comparada a intracelular.

A a-galactosidase intracelular do fungo Humicola sp. reteve atividade
completa por 60 min quando pré-incubada a 55 °C, sendo que, metade da
atividade original permaneceu ap6s 60 min a 60 °C e, a enzima foi
completamente inativada apds 60 min de pré-incubacédo a 65 °C (KOTWAL et
al., 1999). No caso da a-galactosidase intracelular de D. hansenii, também foi
mantida em torno de 100 % da atividade original quando esta foi pré-incubada
a 55 °C por 60 min, entretanto, metade da atividade original permaneceu apés

cerca de 40 min a 60 °C.
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Figura 49 - Efeito da temperatura na estabilidade da a-galactosidase
intracelular purificada de Debaryomyces hansenii. As amostras
enzimaticas foram pré-incubadas nas temperaturas de 40 °C
(-); 55 °C (0) e 60 °C (*). As atividades relativas foram
calculadas considerando-se a atividade sem pré-incubacao
como 100 %.

A atividade da a-galactosidase intracelular de D. hansenii também foi
avaliada na temperatura de 4 °C, durante 3 meses. A enzima manteve 91 % de
sua atividade original (0,82 mM de p-NP/min) nos primeiros 30 dias, 81 % com
60 dias e 70 % com 90 dias de pré-incubacéo a 4 °C. Resultado semelhante foi

encontrado para a enzima extracelular.
4.3.3.4. Meia-vida da a-galactosidase intracelular

Para determinacdo dos valores de meia-vida da a-galactosidase
intracelular purificada, os ensaios foram conduzidos por um tempo total de
2880 min, nas temperaturas de 40, 55 e 65 °C. Na temperatura de 40 °C, o
tempo estimado da meia-vida da a-galactosidase intracelular foi de 2363 min
(Figura 50). A 55 °C, a meia-vida foi de 1880 min (Figura 51) e a 65 °C, a meia-

vida foi de 38,5 min, conforme mostrado na Figura 52.
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Figura 50 — Meia-vida a 40 °C da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.
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Figura 51 — Meia-vida a 55 °C da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.
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Figura 52 — Meia-vida a 65 °C da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii.

Comparando os valores de meia-vida determinados nas diferentes
temperaturas para as a-galactosidases intra e extracelulares de D. hansenii
observa-se que, na temperatura de 55 °C o valor da meia-vida para a a-
galactosidase intracelular, 1880 min (Figura 51) foi maior comparado com a
enzima extracelular, 647 min (Figura 30). Entretanto, em temperaturas mais
elevadas como 65 °C, a a-galactosidase extracelular de D. hansenii manteve
metade da sua atividade original por um tempo maior, 180 min (Figura 32),

comparado com a enzima intracelular, 38,5 min (Figura 52).
4.3.3.5. Constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade maxima (Vmax)

O efeito da concentracdo dos substratos r-NP-aGal, rafinose,
estaquiose e melibiose na velocidade da reacdo catalisada pela a-
galactosidase intracelular purificada da levedura D. hansenii, foi determinado

pela curva de Michaelis-Menten.
Os valores da constante cinética Ky e da velocidade méaxima Vnax para

cada substrato sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de Ky Vimax € Vmax/Km determinados pela curva de Michaelis-
Menten com os substratos r-NP-aGal, rafinose, estaquiose e

melibiose.
Substratos Km (MM) Viax * Vmax/ Km
r-NP-aGal 0,32 3,29 10,3
Melibiose 2,12 0,02 0,01
Estaquiose 10,8 5,89 0,54
Rafinose 32,8 3,66 0,11

* Para o substrato r -NP-aGal, Vmax €std em mM de p-NP/min; para o substrato
melibiose, Vmax €sta em mM de glicose/min e para os substratos estaquiose e
rafinose, Vmax €std em mM de acucar redutor/min.

De acordo com a Tabela 8, o menor valor da Ky encontrado foi para o
substrato r -NP-aGal (Figura 53). Em segundo lugar para o substrato melibiose,
como mostrado na Figura 54, seguido de estaquiose (Figura 55) e finalmente,

para o substrato rafinose (Figura 56).
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Figura 53 — (A): efeito da concentragdo do substrato r -NP-aGal na velocidade
da reacado catalisada pela a-galactosidase intracelular purificada
de Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.
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Figura 54 — (A): efeito da concentragdo do substrato melibiose na velocidade
da reacao catalisada pela a-galactosidase intracelular purificada
de Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.
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Figura 55 — (A): efeito da concentracdo do substrato estaquiose na velocidade
da reacdo catalisada pela a-galactosidase intracelular purificada
de Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.
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Figura 56 — (A): efeito da concentracdo do substrato rafinose na velocidade da
reacao catalisada pela a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii; (B): grafico de residuos.

Os valores da Ky calculados para as a-galactosidases intra e
extracelulares utilizando o substrato r-NP-aGal foram menores comparados
com os demais substratos testados, sugerindo que, o substrato r -NP-aGal teve
melhor adaptacdo nos centros ativos das a-galactosidases de D. hansenii
(Tabelas 8 e 2). Para o substrato estaquiose, o valor da Ky para a-
galactosidase intracelular (10,8 mM) foi proximo do valor da enzima
extracelular (9,66 mM). Entretanto, para o substrato rafinose, o valor da Ky
para a-galactosidase extracelular (16 mM) foi menor comparado ao da
intracelular (32,8 mM). Neste caso, sugere-se que o0 substrato estaquiose pode
ter tido uma melhor adaptacdo no centro ativo de ambas a-galactosidases,
comparado com a rafinose.

De acordo com Kotwal et al. (1999), os valores da Ky para a-
galactosidase intracelular de Humicola sp., determinados para r-NP-aGal,
rafinose e estaquiose foram 0,28, 1,45 e 1,42 mM, respectivamente.

Esses resultados sugerem que as a-galactosidases de diferentes fontes

possuem maior afinidade pelo substrato sintético r -NP-aGal.
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4.3.3.6. Especificidade da a-galactosidase intracelular purificada de

Debaryomyces hansenii com outros substratos

A enzima a-galactosidase intracelular purificada de D. hansenii foi
avaliada quanto a capacidade de hidrolisar outros substratos sintéticos como
mostrado na Tabela 9.

Tabela 9 - Atividade da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii com substratos sintéticos.

Substrato Concentracao Atividade
(mM) (mM de p-NP/min) + DP
r-NP-aGal 0,5 2,49 + 0,03
r-NP-bGal 0,5 0,0
r-NP-aGlc 0,5 0,0
r -NP-bXil 0,5 0,0
r-NP-aMan 0,5 0,0
r-NP-aAra 0,5 0,0
0-NP-bGal 0,5 0,0
0-NP-bGlc 0,5 0,0

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9 a enzima a-
galactosidase intracelular purificada de D. hansenii demonstrou ser altamente
seletiva, apresentando especificidade absoluta para a galactose em posicéo a,
uma vez que hidrolisou somente o substrato r-NP-aGal, ndo hidrolisando os
outros substratos sintéticos com residuos de acucar diferentes da galactose ou
unidos por ligagdo b. O mesmo resultado foi obtido para a a-galactosidase
extracelular de D. hansenii.

De acordo com Kotwal et al. (1999), a a-galactosidase intracelular do
fungo Humicola sp., também n&o hidrolisou R-galactosideos, a e [3-glicosideos,
manosideos indicando que, a configuracdo do substrato é importante para a
enzima atuar cataliticamente.

A a-galactosidase intracelular purificada de D. hansenii também foi
ensaiada com substratos naturais, cujas concentracdes utilizadas nos ensaios

foram préximas ao valor da Ky (Tabela 10).
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Tabela 10 - Atividade da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii com substratos naturais.

Substrato Concentracao Atividade
(mM) (mM de p-NP/min) + DP
Sacarose 10 0,0
Estaquiose 10 3,19+£0,01
Rafinose 30 2,28 +0,01
Melibiose 2 0,002
Gentiobiose 10 0,0
Maltose 10 0,0
Lactose 10 0,0

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10 a enzima a-
galactosidase intracelular foi ativa em ligagcdes contendo galactose na posicéo
a de oligossacarideos como, rafinose e estaquiose. Apresentou maior atividade
para estaquiose (3,19 mM de p-NP/min), comparada com o0s demais
substratos, sendo préximo ao valor encontrado para a-galactosidase
extracelular de D. hansenii (3,84 mM de p-NP/min).

A a-galactosidase intracelular do fungo Humicola sp. também hidrolisou
varios glicosideos e oligossacarideos contendo ligacdes a-galactosidicas no
terminal n&o redutor como melibiose, rafinose e estaquiose (KOTWAL et al.,
1999).

As enzimas extra e intracelulares de D. hansenii e a enzima intracelular
de Humicola sp. mostraram maior afinidade pelo r-NP-aGal, do que com
rafinose e estaquiose, 0s quais sdo substratos naturais da enzima.

A enzima a-galactosidase intracelular da levedura D. hansenii néo
hidrolisou os aclUcares sacarose, gentiobiose, maltose e lactose, e apresentou
atividade praticamente nula com o aclcar melibiose. Resultados semelhantes
foram encontrados para a-galactosidase extracelular da mesma levedura
(Tabela 4).

A enzima a-galactosidase intracelular purificada de D. hansenii também

foi ensaiada com polimeros (Tabela 11).
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Tabela 11 - Atividade da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii com polimeros.

Substrato Concentracao Atividade
(%) (mM de p-NP/min) + DP
Goma de alfarroba 1,0 0,55 +0,01
Goma guar 1,0 0,55 £ 0,02

De acordo com os dados da Tabela 11 a enzima a-galactosidase
intracelular hidrolisou os polimeros testados, porém, numa velocidade um
pouco menor comparada com a enzima extracelular (Tabela 5).

A enzima a-galactosidase intracelular do fungo Humicola sp. também
hidrolisou os polimeros goma de alfarroba e goma guar (KOTWAL et al., 1999).
As a-galactosidases intracelulares das leveduras Debarymoyces castelli IFO
1359, Debaryomyces nepalensis IFO 1428, Saccharomyces cerevisiae IFO
1997, Pichia guilliermondii IFO 10106, Schwanniomyces occidentalis var.
occidentalis IFO 1839, Candida guilliermondii IFO 0566 e Lipomyces starkeyi
IFO 10383 hidrolisaram apés 12 h de incubacgdo a 40 °C, pH 4,5, o residuo
galactosil terminal do polimero GalzMans, porém, ndo hidrolisaram o polimero
GalzMan, (YOSHIDA et al., 1996).

4.3.3.7. Efeito de ions, agentes redutores e aclUcares na atividade da a-

galactosidase intracelular purificada de Debaryomyces hansenii

Para determinar o efeito de ions, agentes redutores e aclUcares na
atividade da a-galactosidase intracelular, solugcbes com concentracdes
definidas desses compostos foram pré-incubadas com a enzima purificada por
20 min, a 55 °C , seguido da realizacdo do ensaio para a atividade da enzima,
conforme descricdo no item 3.9.1. (Figura 57). A concentragao final dos
efetores no ensaio foi 2 mM e a atividade relativa foi calculada considerando-se

a atividade da enzima pré-incubada sem efetor como 100 %.
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Figura 57 — Atividade relativa da a-galactosidase intracelular purificada de
Debaryomyces hansenii submetida aos efeitos de ions, agentes
redutores e acucares: 1- Controle; 2- EDTA; 3- Cloreto de
Magnésio; 4- lodoacetamida; 5- Nitrato de Prata; 6- Cloreto de
Sadio; 7- SDS; 8- Cloreto de potassio; 9 - Sulfato de cobre; 10-
Cloreto de Caélcio; 11- b-mercaptoetanol; 12- Rafinose; 13-
Maltose; 14- Sacarose; 15- Melibiose; 16- D-Glicose; 17- D-
Galactose; 18- D-Manose; 19- Lactose; 20- Estaquiose.

fons monovalentes e divalentes, aclcares redutores e, aglcares
simples, promoveram efeitos diversos sobre a a-galactosidase intracelular. A
atividade da enzima foi completamente anulada por cobre e altamente
diminuida por prata, perdendo 70 % da atividade (Figura 57). Em concordancia
com esses resultados, a a-galactosidase extracelular da levedura D. hansenii
nao apresentou atividade na presenca de cobre e prata (Figura 38).

A enzima intracelular foi muito pouco, ou nao foi afetada por EDTA,
cloreto de magnésio, iodoacetamida, cloreto de sdédio, SDS, cloreto de
potassio, cloreto de calcio, b-mercaptoetanol, rafinose, maltose, sacarose,
glicose, lactose, estaquiose e D-manose. Resultados semelhantes foram
encontrados para a-galactosidase extracelular (Figura 38), apesar de a enzima
intracelular ter sido mais afetada por SDS, perdendo 35 % de sua atividade,

comparada a extracelular, que perdeu apenas 15 %.
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A enzima intracelular foi parcialmente inibida por D-galactose e
melibiose. Nao foi afetada por EDTA e iodoacetamida, sugerindo que néo
houve dependéncia de ions metalicos para a atividade catalitica e que nédo
existiam grupos —SH (sulfidrila) livres essenciais a catalise na molécula da
enzima, respectivamente. Resultados semelhantes foram observados para a a-
galactosidase extracelular da levedura D. hansenii (Figura 38).

Kotwal et al. (1999), trabalhando com a-galactosidase intracelular do
fungo Humicola sp., observaram que a atividade enzimética ndo foi afetada
pelos fons Ca*?, Mg*?, Cu™, Zn*? e Mn*? KCI, EDTA, iodoacetamida e b-
mercaptoetanol, entretanto, o ion Ag™ inativou a enzima. De forma similar, as
a-galactosidases intra e extracelulares da levedura D. hansenii e as enzimas

intracelulares de Aspergillus tamarii (CIVAS et al., 1984) e Mortierella vinacea

(SUZUKI; LI, S.; LI, Y., 1970), também tiveram suas atividades bastante

reduzidas na presenca do fon Ag*. Contrariamente, o fon Cu*?> ndo promoveu
efeito algum sobre a atividade da a-galactosidase intracelular do fungo
Humicola sp. mas, reduziu drasticamente a atividade das a-galactosidases intra

e extracelulares da levedura D. hansenii (Figuras 57 e 38).
4.3.3.8. Constante de inibicdo (ki) para os acUcares galactose e melibiose

Os dados apresentados na Figura 57 mostram que a enzima a-
galactosidase intracelular de D. hansenii foi parcialmente inibida por galactose
e melibiose. Os valores de Ki para a a-galactosidase intracelular, na presenca
destes acUcares foram determinados utilizando o substrato r -NP-aGal.

A Figura 58A representa o grafico da velocidade da reacdo de hidrélise
de r-NP-aGal pela a-galactosidase intracelular na auséncia e presenca de
diferentes concentraces de galactose. Observa-se que, para uma mesma
concentracdo do substrato r-NP-aGal, a velocidade de reacdo foi maior na
auséncia de galactose, diminuindo com o aumento da sua concentracao,

caracterizando um efeito de inibigéo.
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Figura 58 — (A): grafico da velocidade da reacdo em funcdo da concentracao
de r-NP-aGal pela a-galactosidase intracelular de Debaryomyces
hansenii na auséncia ()) e na presenca de 1,0 (') e de 2 mM (&)
de galactose; (B): grafico do duplo-reciproco; (C): grafico de Dixon
para um inibidor acompetitivo correlacionando a concentragéo de
galactose e o inverso da velocidade de reacdo na presenca de
varias concentracdes de r-NP-aGal: [0,2] ()); [0,3] (*); [0,4] (*) e
[1,0] (&).
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A Figura 58B mostra que as retas sao paralelas indicando que, os
valores da Ky e Vmax diminuem proporcionalmente, mesmo na presenca do
inibidor, sugerindo assim, uma inibicdo acompetitiva.

O tipo de inibicdo e o valor de Ki foram determinados pelo grafico de
Dixon (1953). A inibicAo da hidrolise do substrato r-NP-aGal pela a-
galactosidase na presenca do produto inibidor galactose mostrou ser do tipo
acompetitiva com o valor de Ki de 0,70 mM (Figura 58C).

De acordo com a cinética de um inibidor acompetitivo (Figura 59), a via
de reacdo mostra que o inibidor se liga reversivelmente ao complexo ES,

fornecendo um complexo ESI inativo. O inibidor ndo se liga a enzima livre.

E+S<—>ES — > E+P

Figura 59 - Reacdes de equilibrio para um inibidor acompetitivo.

As reacdes de equilibrio mostram que, qualquer que seja a concentracao
do inibidor, uma concentracdo infinitamente grande de substrato ndo levara
toda a enzima a forma de complexo ES; parte do complexo ESI ndo produtivo
estara sempre presente (SEGEL, 1979).

Kotwal et al. (1999), trabalhando com a-galactosidase intracelular do
fungo Humicola sp., encontraram que a galactose inibiu a atividade da enzima
competitivamente, com um valor de Ki de 11 mM. A a-galactosidase
extracelular de D. hansenii sofreu inibicdo ndo-competitiva na presenca de
galactose (Figura 39), semelhante a a-galactosidase extracelular do fungo
Humicola sp. (KOTWAL et al., 1999).

Da mesma forma, foi determinado o valor de Ki para o inibidor melibiose.
A Figura 60A representa o grafico da velocidade da reacdo de hidrélise de r-
NP-aGal pela a-galactosidase intracelular na auséncia e presenca de

diferentes concentracdes de melibiose.
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(A): grafico da velocidade da reacdo em funcdo da concentracéo
de r-NP-aGal pela a-galactosidase intracelular de Debaryomyces
hansenii na auséncia ()) e na presenca de 0,5 (') e de 1 mM (&)
de melibiose; (B): gréafico do duplo-reciproco; (C): grafico de Dixon
para um inibidor competitivo correlacionando a concentracao de
melibiose e o inverso da velocidade de reacdo na presenca de
varias concentragcfes de r-NP-aGal: [0,1] ()); [0,2] (") e [0,5] (*).
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De acordo com a Figura 60A, observa-se também que, para uma mesma
concentragcdo do substrato r-NP-aGal, a velocidade da reacdo é maior na
auséncia de melibiose, diminuindo com o aumento da sua concentracao,
caracterizando-se um efeito de inibicdo. Entretanto, esse efeito foi menor a
medida que se aumentava a concentracao de substrato.

A Figura 60B mostra que as retas convergem para 0 mesmo ponto no
eixo Y indicando que, o valor de Vmax permanece constante, mesmo na
presenca do inibidor e a Ky aumenta, sugerindo assim, uma inibicdo
competitiva

O tipo de inibicdo e o valor de Ki foram determinados pelo grafico de
Dixon (1953). A inibicAo da hidrolise do substrato r-NP-aGal pela a-
galactosidase na presenca do inibidor melibiose mostrou ser do tipo
competitiva com o valor de Ki de 0,98 mM (Figura 60C).

De acordo com a cinética de um inibidor competitivo (Figura 61),
conforme aumenta a concentracdo do inibidor, maiores concentracdes de
substrato sdo necessarias para atingir uma determinada velocidade de reacéo.
O que caracteriza a inibicdo competitiva € que ela pode ser anulada por uma
concentracdo suficientemente alta de substrato (BERG; TYMOCZKO;
STRYER, 2004).

E+S » ES » E+P

Figura 61 - Reac6es de equilibrio para um inibidor competitivo.

A a-galactosidase extracelular de D. hansenii sofreu inibicdo néo-
competitiva na presenca de melibiose (Figura 41), diferindo da enzima
intracelular, que sofreu inibicdo competitiva (Figura 60).

Apesar de ndo serem conclusivos, esses resultados sugerem que as a-
galactosidases intra e extracelulares de D. hansenii podem ser formas distintas

da enzima.
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PARTE 4

IMOBILIZACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL
DA a-GALACTOSIDASE EXTRACELULAR DE
Debaryomyces hansenii
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4.4.1. Imobilizacdo da a-galactosidase extracelular de Debaryomyces

hansenii sobre silica modificada

Visando otimizar a utilizacdo da a-galactosidase extracelular de D.
hansenii, especialmente para uso na hidrélise dos oligossacarideos rafinose e
estaquiose presentes em produtos derivados de soja, procedeu-se a
imobilizacdo dessa enzima em silica modificada, conforme descricdo no item

3.13. O esquema da imobilizacdo enzimatica compde a Figura 62.

APTS
OCH,CH,
CH3CH,0S8i-CH,CH,CH,NH,
OCH,CH. X 8 3Si-CH,CH,CH,NH,
> +
80°C, 12 h
<§7 3 CH,CH,OH

Glutaraldeido

-NH, —OHCCH;CH,CHO > “N=CHCH,CH,CHO

5%, 1,5 min

a- galact05|dase

% -NH, gf-f
-CHO > _CH=N-%z..
10 min b

Figura 62 - Esquema da imobilizacdo da a-galactosidase extracelular de
Debaryomyces hansenii.

BN

Previamente a imobilizacdo foi determinada a atividade da a-
galactosidase, conforme descrito no item 3.9.1 e apdés o0 processo de
imobilizacdo, o sobrenadante foi coletado e novamente determinada a atividade
enzimatica. A Tabela 12 mostra o resultado obtido na imobilizac&o.
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Tabela 12 - Determinacdo da atividade da a-galactosidase extracelular de
Debaryomyces hansenii antes e apds a imobilizacao.

Atividade enzimética  Pré-imobilizacdo  Pds-imobilizacéo

Atividade (U) 20 10

Atividade (%) 100 50

De acordo com os dados da Tabela 12, nas condic¢des utilizadas, 50 %
das unidades da enzima foram imobilizadas sobre 0,5 g de SMa, tendo sido
obtida uma relacdo de 20 U/g de silica.

Falkoski et al. (2004), trabalhando com a-galactosidase parcialmente
purificada do fungo Penicillium griseoroseum transformante Pg/644, realizou a
imobilizacdo dessa enzima, segundo metodologia utilizada para a imobilizacao
da a-galactosidase de D. hansenii, porém, em 2 g de SMa. A relacéo obtida foi
de 75 U/g de silica. Estes dados mostram que, a SMa foi capaz de imobilizar
maior quantidade de a-galactosidase de P. griseoroseum, aproximadamente
3,8 vezes, comparada a imobilizagcdo da a-galactosidase de D. hansenii. No
entanto, estes valores devem ser avaliados, uma vez que as condi¢des de
imobilizacdo para as duas enzimas ndo foram idénticas. Segundo Ahmad;
Answar; Saleemudidin (2001); Ettalibi; Baratti (2000), o tempo de reacédo entre
a SMa e a enzima é fundamental para melhorar o rendimento da imobilizagéo.
Dessa forma, esse tempo poderia ser alterado, visando a otimizacdo do
processo.

Ettalibi; Baratti (2000) utilizaram silica de diferentes granulometrias
modificadas por 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) para imobilizacdo de
inulinase e alcancaram um rendimento médio para a imobilizacdo de 73 %.
D’Souza; Godbale (2002), imobilizando invertase sobre suporte de
polietilanimina obtiveram um rendimento de 55 % aplicando 30 mL de solucéo

enzimatica com 250 ng/mL de proteina adicionadas a 1 g de suporte.
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4.4.2. Efeito do pH na atividade da a-galactosidase extracelular

imobilizada

O efeito do pH na atividade da enzima imobilizada foi testado na faixa
compreendida entre 4,0 e 8,0 conforme descri¢cdo no item 3.11.1. A atividade
foi determinada como descrito no item 3.9.1. Como apresentado na Figura 63,
atividades consideraveis (acima de 78 %) foram determinadas na faixa de pH
entre 4,0 e 6,0, entretanto, a atividade maxima da enzima imobilizada foi
encontrada em pH 5,0 (1,55 mM de p-NP/min), mesmo pH observado para as
enzimas extra e intracelulares de D. hansenii. Atividades menores (abaixo de

27 %) foram encontradas em pH 7,6 e 8,0.

2,0

Atividade (mM de p-NP/min)

Figura 63 - Efeito do pH na atividade da enzima a-galactosidase extracelular
imobilizada de Debaryomyces hansenii.
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Conforme apresentado na Figura 64 a enzima a-galactosidase
extracelular imobilizada foi mais estavel em valores de pH acima de 5,0 em
comparagao com a enzima livre. Em valores de pH 7,0 a enzima imobilizada
manteve 62 % de sua atividade original, enquanto que, a enzima livre perdeu
totalmente sua atividade. Em pH 8,0 a enzima imobilizada ainda manteve 9,8 %

da sua atividade original.
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Figura 64 - Efeito do pH na atividade das enzimas a-galactosidases
extracelular imobilizada (-) e livre (0) de Debaryomyces
hansenii. As atividades relativas foram calculadas
considerando-se a atividade em pH 5,0 como 100 %.

No caso da enzima invertase da levedura Saccharomyces cerevisiae,
relatado por Tanrisevem; Dogan (2001); Ahmad; Answar; Saleemudidin,
(2001), a enzima imobilizada também permaneceu mais estavel em condicées
de pH elevado. Ahmad; Answar; Saleemudidin (2001) relataram inclusive que,
a invertase imobilizada sobre suporte CCL-Seralose manteve 98 % da
atividade maxima em pH 7,0, enquanto que a enzima livre alcancou somente

40 % da atividade maxima nas mesmas condicdes.
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4.4.3. Efeito da temperatura na atividade da a-galactosidase extracelular

imobilizada

O efeito da temperatura na atividade da enzima imobilizada foi testada
na faixa entre 40 e 90 °C, conforme descri¢do no item 3.11.2. A atividade foi
determinada conforme descrito no item 3.9.1.

De acordo com a Figura 65 foi verificado que a elevacao da temperatura
promoveu aumento da atividade da enzima imobilizada, atingindo o maximo em
80 °C. Na temperatura de 90 °C, a enzima manteve 94 % da sua atividade

original.

2,4

2,2 1

2,0 A

1,8 4

1,6 4

1,4 -

1,2 4

1,0 4

Atividade (mM de p-NP/min)

0,8 T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 65 - Efeito da temperatura na atividade da enzima a-galactosidase
extracelular imobilizada de Debaryomyces hansenii.

Como apresentado na Figura 66 a enzima extracelular imobilizada foi
mais estavel quando comparada a enzima livre. Na temperatura de 70 °C, a
enzima imobilizada manteve 85 % de sua atividade original, enquanto que a
enzima livre manteve apenas 11 %. Na temperatura 6tima da enzima

imobilizada, 80 °C, a enzima livre ndo possuia mais atividade.
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Figura 66 - Efeito da temperatura na atividade das enzimas a-galactosidases
extracelular imobilizada (-) e livre (0) de Debaryomyces hansenii.
As atividades relativas foram calculadas considerando-se as
atividades nas temperaturas 6timas das enzimas como 100 %.

O efeito da temperatura sobre a atividade da invertase livre e imobilizada
da levedura Saccharomyces cerevisiae avaliado por Tanrisevem; Dogan (2001)
mostrou que, a primeira apresentou maior atividade quando incubada na faixa
entre 45 e 50 °C, diferentemente da invertase imobilizada que apresentou
maior atividade entre 55 e 60 °C. Ahmad; Answar; Saleemudidin (2001)
determinaram a temperatura Otima para a invertase livre e imobilizada de S.
cerevisiae, de 50 °C verificando-se no mesmo estudo, alta estabilidade da
invertase imobilizada sobre CCL-Seralose a 70 °C sendo mantida 85 % da
atividade. Resultados semelhantes foram encontrados por Tunturk et al. (2000)
com invertase imobilizada sobre granulos do dimero acido Col-alquil-poliamina,
contudo, a 70 °C a enzima perdeu 50 % de sua atividade.

De uma forma geral, a imobilizacdo da a-galactosidase extracelular de
D. hansenii promoveu aumento na estabilidade da enzima em diferentes

valores de pH e temperatura.

130



4.4.4. Andlise de termoestabilidade

Para os ensaios de termoestabilidade, amostras enzimaticas foram pré-
incubadas nas temperaturas de 70, 80 e 90 °C, por varios tempos, conforme
descrito no item 3.11.3. A enzima a-galactosidase extracelular imobilizada
manteve 94 % da sua atividade original por 960 min, a 70 °C, perdendo 30 %
da atividade apds 2220 min (Figura 67). Na temperatura de 80 °C, manteve 94
% da sua atividade por 90 min, e 11 % por 30 min, a 90 °C. A a-galactosidase
livre quando incubada a 70 °C, manteve 58 % de sua atividade por 15 min,
conforme mostrado na Figura 27. Foi observado que o processo de

imobilizagdo contribuiu para uma maior termoestabilidade da enzima.
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Figura 67 - Efeito da temperatura na estabilidade da a-galactosidase
extracelular imobilizada de Debaryomyces hansenii, nas
temperaturas de 70 °C (- ); 80 °C (0 ) e 90 °C ( * ). As
atividades relativas foram calculadas considerando-se a
atividade sem pré-incubacao como 100 %.
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A atividade da a-galactosidase extracelular imobilizada também foi
avaliada na temperatura de 4 °C, por um periodo de 5 meses. A enzima
imobilizada manteve 100 % de sua atividade durante esse tempo, enquanto
que a enzima livre manteve 94 % de sua atividade original nos primeiros 30
dias, perdendo 22 % de sua atividade aos 90 dias de pré-incubacéo a 4 °C.

De acordo com os resultados, a enzima imobilizada foi mais estavel em
diferentes condi¢cdes de pH e temperatura, comparada a enzima livre. Além
disso, a imobilizacdo permitiu a reutilizacdo da enzima vérias vezes, ao passo

que, apos a realizacao dos ensaios a enzima livre foi perdida.
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PARTE 5

HIDROLISE DE OLIGOSSACARIDEOS DE
RAFINOSE EM PRODUTOS DE SOJA PELAS

a-GALACTOSIDASES DE Debaryomyces hansenii
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4.5.1. Hidrolise de oligossacarideos de rafinose (RO) em produtos
derivados de soja pelas a-galactosidases de Debaryomyces

hansenii

4.5.1.1. Extrato desengordurado de soja (Leite de soja)

Uma vez que as a-galactosidases extra e intracelulares de D. hansenii
foram capazes de hidrolisar rafinose e estaquiose, essas enzimas livres e a
enzima extracelular imobilizada foram testadas na reducdo dos

oligossacarideos de rafinose (RO) presentes no leite de soja.

6 Hidrélise de RO utilizando a a-galactosidase extracelular purificada

No ensaio com a enzima a-galactosidase extracelular, a hidrélise de RO
presentes no leite de soja foi realizada conforme descricdo no item 3.14,
seguido da extracao de RO (item 3.16) e analise de RO por CLAE (item 3.17).
A eficiéncia da hidrélise foi avaliada pela reducéo dos niveis dos RO presentes
no leite de soja, em funcdo do tempo de incubacdo com a enzima. Como
controle, o leite de soja foi incubado com igual volume de agua destilada, em
substituicdo a enzima purificada, nas mesmas condicdes.

Os resultados estdo apresentados na Figura 68 e os valores das
porcentagens de reducdo dos acucares solUveis estdo mostrados na Tabela
13.
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Tabela 13 - Porcentagem de hidrdlise de RO no leite de soja pela a-
galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii.

Tempo de hidrélise Reducéo (%)
(h) Rafinose Estaquiose
0 0 0
2 24 100
4 100 100

Os teores de rafinose e estaquiose no tempo 0 h de hidrélise foram
considerados como 100 %. Os demais resultados foram calculados em
relacdo ao tempo 0 h, a partir de cromatogramas obtidos das analises por
CLAE.

Segundo os dados apresentados na Tabela 13 a enzima a-galactosidase
extracelular de D. hansenii apresentou alta atividade sobre os RO, confirmando
0 seu potencial uso na reducao dos teores desses acucares no leite de soja.
Foi verificado que os teores de rafinose e estaquiose foram completamente
reduzidos, apés 4 h de incubacdo do leite de soja com 10,5 U de enzima.
Resultado semelhante foi obtido com a a-galactosidase S1 do fungo
Aspergillus terreus, porém, com uma maior quantidade da enzima, 40 U (REIS
et al., 2004). Ensaios realizados com a a-galactosidase do fungo transformante
Penicillium griseoroseum Pg/644, também com 40 U da enzima, mostraram
gue o tratamento enzimatico reduziu 74 % dos teores de rafinose e 100 % dos
teores de estaquiose presentes no leite de soja, apds 6 h, a 40 °C (FALKOSKI
et al., 2004).

Guimaraes et al. (2001) conseguiram reduzir os teores de rafinose e
estaquiose em 67 e 53 %, respectivamente, apds tratamento do leite de soja
por 12 h, a 30 °C, com a a-galactosidase (1,2 U de enzima por mL de leite de
soja ndo desengordurado) parcialmente purificada de sementes de soja em
germinacao. Callegari (2003), trabalhando com a-galactosidase semipurificada
de soja da variedade Monarca, observou uma reducéo dos teores de rafinose e
estaquiose de 100 e 53 %, respectivamente, apos 8 h de incubacio, a 40 °C.

A a-galactosidase extracelular de D. hansenii mostrou ser mais eficiente
na hidrolise dos oligossacarideos presentes no leite de soja, comparada as a-

galactosidases dos fungos transformante Penicillium griseoroseum Pg/644,
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Aspergillus terreus e das sementes germinadas de soja. Esses resultados
indicam que a a-galactosidase extracelular de D. hansenii pode ser usada no
desenvolvimento de um processo, com a finalidade de melhorar o valor
nutricional do leite de soja, aumentando com isso, o consumo deste produto.
Mulimani; Thippeswamy; Ramalingam (1997), utilizando extrato bruto de
a-galactosidase de sementes de guar, conseguiram obter uma hidrélise dos
oligossacarideos da farinha de soja de 90 % da rafinose e 92 % da estaquiose.
Cruz; Batistela; Wosacki (1981) observaram que a a-galactosidase né&o
purificada  produzida por Cladosporium cladosporioides hidrolisou
completamente os oligossacarideos presentes em amostras de leite de soja. As
a-galactosidases nao purificadas de Cladosporium cladosporiodes, Aspergillus
orizyae e Aspergillus niger, testadas por Mansour; Khalil (1998) foram
eficientes na reducao dos teores de rafinose e estaquiose, presentes na farinha
de grao-de-bico. Entretanto, segundo Guimaréaes et al. (2001), a hidrdlise dos
RO pode ser realizada pela a-galactosidase, que cliva as ligacdes a-1,6 dos
oligossacarideos, liberando galactose e sacarose e, pode ser realizada também
pela invertase, que cliva as ligagbes a-1,2, produzindo frutose e melibiose.
Com isso, os resultados de hidrdlise obtidos por Mulimani; Thippeswamy;
Ramalingam (1997); Cruz; Batistela; Wosacki (1981); Mansour; Khalil (1998),
utilizando extrato nao purificado de a-galactosidases, poderiam ter sido
decorrentes da acdo dessa enzima, mas também da acdo de invertases que

poderiam estar presentes no extrato bruto.

6 Hidrolise dos RO utilizando células permeabilizadas de Debaryomyces

hansenii, contendo a a-galactosidase intracelular.

Uma vez que, a enzima a-galactosidase extracelular livre foi capaz de
hidrolisar os RO presentes no leite de soja, foram realizados testes de hidrélise
com as células permeabilizadas de D. hansenii, contendo a enzima a-
galactosidase intracelular.

No ensaio com as células permeabilizadas de D. hansenii, a hidrélise de
RO foi realizada conforme descrito no item 3.14, seguido da extracdo de RO
(item 3.16) e analise de RO por CLAE (item 3.17). A eficiéncia da hidrdlise foi

avaliada pela reducédo dos niveis dos RO presentes no leite de soja, em funcéo
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do tempo de incubacdo com a enzima. Como controle, o leite de soja foi
incubado com igual volume de agua destilada, em substituicdo a enzima, nas
mesmas condicoes.

Os resultados estdo apresentados na Figura 69 e os valores das
porcentagens de reducdo dos acucares solUveis estdo mostrados na Tabela
14.

O tratamento utilizando células permeabilizadas de D. hansenii contendo
a a-galactosidase intracelular permitiu a reducdo de 70 % dos teores de
rafinose e 100 % dos teores de estaquiose presentes no leite de soja, apds 6 h
de incubacdo a 60 °C (Tabela 14). Como as células foram permeabilizadas,
provavelmente ocorreu o transporte dos substratos rafinose e estaquiose
presentes no leite de soja para o interior das mesmas, sendo estes hidrolisados
pelas enzimas intracelulares especificas como a-galactosidase e
possivelmente invertase e, os produtos liberados no meio.

Em estudos do catabolismo da rafinose em Escherichia coli K12,
bactéria capaz de crescer em meio contendo rafinose como Unica fonte de
carbono, Schmid; Schmitt (1976) afirmaram que a utilizacdo desse
trissacarideo depende de um sistema de transporte e das enzimas invertase e
a-galactosidase. Além disso, a sintese e a regulacdo dessas enzimas foram
exercidas pelo plasmideo Raf D1021. Estudos subsequentes realizados por
Aslanidis; Schimitt (1990) estabeleceram um modelo para o metabolismo da
rafinose, onde os genes codificantes para os produtos envolvidos nesse
metabolismo estdo organizados em um operon. De acordo com esse modelo, a
rafinose € transportada para o interior da célula por uma permease, sendo
degradada pela acdo seqguencial de uma a-galactosidase e uma invertase,
ambas enzimas intracelulares.

No processo de hidrdlise dos RO presentes no leite de soja, a vantagem
da utilizacdo das proprias células de D. hansenii, uma levedura utilizada no
processamento de alimentos, sendo portanto ndo patogénica, € que elimina as
etapas de extracdo e purificacdo da enzima a-galactosidase intracelular. Isto
poderia aumentar a praticidade do processo, gerando economia de tempo e de

custos.
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Figura 69 - Cromatograma comparativo da hidrélise de RO do leite de soja
utilizando células permeabilizadas de Debaryomyces hansenii
contendo a a-galactosidase intracelular, nos tempos 0 h (A), 2 h
(B),4h (C)e 6 h (D).
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Tabela 14 - Porcentagem de hidrélise de RO no leite de soja utilizando células
permeabilizadas de Debaryomyces hansenii contendo a a-
galactosidase intracelular.

Tempo de hidrélise Reducéo (%)
(h) Rafinose Estaquiose
0 0 0
2 52 100
4 65 100
6 70 100

Os teores de rafinose e estaquiose no tempo 0 h de hidrélise foram
considerados como 100 %. Os demais resultados foram calculados em
relacdo ao tempo 0 h, a partir de cromatogramas obtidos das analises por
CLAE.

Comparando-se a eficiéncia de hidrélise das enzimas extra e
intracelulares de D. hansenii foi observado que, a primeira reduziu
completamente os teores de rafinose e estaquiose presentes no leite de soja,
apos 4 h de incubacéo (Figura 68 e Tabela 13), enquanto que, a utilizacao das
células permeabilizadas de D. hansenii contendo a enzima intracelular reduziu
52 e 100 % os teores de rafinose e estaquiose, respectivamente, nesse mesmo
tempo (Figura 69 e tabela 14), e possivelmente com acdo da enzima invertase.
Apesar da maior eficiéncia de hidrélise dos RO exibida pela a-galactosidase
extracelular purificada, a utilizacdo das células permeabilizadas apresenta
vantagens de custo e tempo. Portanto, modificagcdes nas condi¢cdes de uso das
células poderia ser estudada, visando otimizacdo do processo e eficiéncia

comparavel ao uso da enzima purificada.

6 Hidrélise dos RO utilizando a a-galactosidase extracelular imobilizada

Os ensaios de hidrélise com a a-galactosidase extracelular imobilizada
foram realizados conforme descricdo no item 3.14 e os demais procedimentos
foram realizados como descrito anteriormente para a a-galactosidase
extracelular.

Os resultados estdo apresentados na Figura 70 e os valores das

porcentagens de reducdo dos RO estdo descritos na Tabela 15.
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Tabela 15 - Porcentagem de hidrdlise de RO no leite de soja pela a-
galactosidase extracelular imobilizada de Debaryomyces

hansenii.
Tempo de hidrélise Reducéo (%)
(h) Rafinose Estaquiose
0 0 0
2 0 88
4 25 100
10 63 100

Os teores de rafinose e estaquiose no tempo 0 h de hidrélise foram
considerados como 100 %. Os demais resultados foram calculados em
relacdo ao tempo 0 h, a partir de cromatogramas obtidos das analises por
CLAE.

De acordo com os dados da Tabela 15 foi verificado que a enzima
imobilizada hidrolisou completamente os teores de estaquiose presentes no
leite de soja, apdés 4 h de incubacdo. Ja a enzima livre, hidrolisou esse
oligossacarideo apds 2 h de incubacédo (Figura 68 e Tabela 13). Com relacéo
ao oligossacarideo rafinose, a enzima imobilizada reduziu 63 % dos teores
desse acucar presente no leite de soja, apds 10 h de incubacao, enquanto que
apos 4 h de incubacao, houve hidrélise completa desse RO pela enzima livre.

A enzima imobilizada necessitou de um tempo maior para hidrolisar os
oligossacarideos presentes no leite de soja, comparada com a enzima livre.
Esses resultados indicam que o processo de imobilizagdo poderia ter
provocado uma perda da afinidade da enzima pelo substrato. Varios trabalhos
corroboram esta afirmacdo (ERGINER et al.,, 2000; AHMAD; ANSWAR;
SALEEMUDIDIN; TONRISEVEN; DOGAN, 2001). Essa perda de afinidade da
enzima pelo substrato pode ser devida a alteracdes fisicas e eletrostéaticas
provocadas pela ligacdo covalente das proteinas ao suporte. Outro fator de
extrema importancia que poderia explicar estas alteracdes é a difusao restrita
do substrato através do complexo enzimético (ERGINER et al., 2000).

Thippeswamy; Mulimani (2002), estudando hidrélise enzimatica de RO
presentes no leite de soja, pela a-galactosidase imobilizada e livre de
Gibberella fujikuroi, verificaram que as enzimas livre e imobilizada hidrolisaram

91 e 71 % do acucar rafinose, respectivamente. Apesar de a enzima livre ter
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mostrado maior eficiéncia catalitica apés 12 h de incubacdo, a imobilizacdo
permitiu a reutilizacdo da enzima por varias vezes, enquanto que, a enzima

livre foi sempre perdida ap0s a realizagéo dos ensaios.

4.5.1.2. Melago de soja

A enzima a-galactosidase extracelular de D. hansenii também foi testada
na reducdo dos RO nos produtos melaco leve e pesado de soja, conforme
descrito no item 3.15.

O melaco de soja é o produto resultante da evaporacao do alcool etilico,
um solvente utilizado para a extracao dos oligossacarideos, durante o preparo
de concentrados protéicos de soja. O processo de extragdo de RO arrasta um
pouco de proteina juntamente com o0s acucares (CALLEGARI, 2003).
Comercialmente, os produtos melaco leve e pesado de soja sao obtidos apds a
manutencdo do melaco por 3 a 4 dias em repouso. ApOs este periodo, ocorre
uma separacao no fundo do tanque de decantacdo dos sélidos em solucdo
aguosa. A fracao do fundo, que se apresenta esbranquicada, pela presenca de
proteinas, corresponde ao melaco pesado e, a fracdo superior, limpida,
corresponde ao melaco leve. Os produtos melago leve e pesado de soja
contém 3,89 e 5,45 mg de isoflavonas/g de melaco, respectivamente. A tabela
16 mostra os teores de agucares presentes nesses produtos (CALLEGARI,
2003).

Tabela 16 - Teores de agucares nos produtos melaco leve e pesado de soja.

Acucares Melaco leve (mg/g) Melaco pesado (mg/qg)
Frutose 3,02 13
Glicose 2,17 2,36
Sacarose 127 120
Rafinose 21,6 20
Estaquiose 62 56,2

Retirado de Callegari, 2003.

Os resultados dos tratamentos dos produtos melago leve e pesado com

a enzima a-galactosidase extracelular de D. hansenii estdo apresentados nas
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Figuras 71 e 72, respectivamente e os valores das porcentagens de reducao

dos RO estdo mostrados na Tabela 17.
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Figura 71 - Cromatograma comparativo da hidrélise de RO do produto melaco
leve pela a-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii
nos tempos O h (A),2h (B), 4 h (C) e 6 h (D).
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Figura 72 - Cromatograma comparativo da hidrélise de RO do produto melacgo
pesado pela a-galactosidase extracelular de Debaryomyces
hansenii, nos tempos 0 h (A), 2 h (B), 4 h (C) e 6 h (D).
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Tabela 17 - Porcentagem de hidrélise dos RO nos produtos melaco leve e
pesado pela a-galactosidase extracelular de Debaryomyces

hansenii.
Tempo de Melaco leve Melago pesado
hidrolise Reducéao (%) Reducéao (%)
(h) Rafinose Estaquiose Rafinose Estaquiose
0 0 0 0 0
2 11 100 0 100
4 21 100 26 100
6 58 100 46 100

Os teores de rafinose e estaquiose no tempo O h de hidrolise foram
considerados como 100 %. Os demais resultados foram calculados em relacao
ao tempo 0 h, a partir de cromatogramas obtidos das analises por CLAE.

Nos experimentos realizados com os produtos melaco leve e pesado, foi
observado que a enzima a-galactosidase extracelular reduziu completamente
0s teores de estaquiose presentes nos melacos apés 2 h de incubacgéo.
Entretanto, a enzima reduziu 58 e 46 % dos teores de rafinose nos produtos
melaco leve e pesado, respectivamente, apos 6 h de incubacao.

Callegari (2003) verificou que a enzima a-galactosidase semipurificada
de sementes germinadas de soja da variedade Monarca foi mais eficiente na
hidrélise dos teores de rafinose presentes nos melacgos, reduzindo 100 %, apos
4 h de incubagdo, a 40 °C. Com relacdo ao oligossacarideo estaquiose, a
enzima de soja reduziu 58 e 50 % dos teores desse acucar, nos produtos
melaco leve e pesado, respectivamente, apos 6 h de incubacdo. Estes
resultados indicam que, a enzima a-galactosidase extracelular de D. hansenii
foi mais eficiente na hidrélise de estaquiose, em produtos derivados de soja
comparada a enzima a-galactosidase de sementes germinadas de soja da
variedade Monarca, que foi mais eficiente na hidrdlise de rafinose.

Entretanto, como em sementes de soja e em seus produtos derivados, 0
teor de estaquiose € maior comparado ao de rafinose, € interessante que a
enzima utilizada seja mais eficiente na hidrélise de estaquiose. Além disso, a
hidrolise do tetrassacarideo estaquiose pela a-galactosidase gera o

trissacarideo rafinose, que por sua vez, € novamente hidrolisado pela a¢éo da
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a-galactosidase, rendendo galactose e sacarose. Dessa forma, no processo de
hidrolise dos RO em produtos derivados de soja pelas a-galactosidases de D.
hansenii pode ter havido, em decorréncia da hidrdlise de estaquiose, um
aumento temporario na concentracdo de rafinose, que provavelmente foi
hidrolisado mais lentamente.

Portanto, as caracteristicas das enzimas a-galactosidases de
Debaryomyces hansenii sao compativeis com as exigéncias para o0
desenvolvimento de um processo de reducédo dos oligossacarideos de rafinose

presentes em produtos derivados de soja, como, leite e 0 melaco de soja.
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5. CONCLUSOES

» A levedura Debaryomyces hansenii produziu, em meio contendo galactose,
uma a-galactosidase extracelular de massa molecular aproximada de (58,8

+ 0,03) kDa e uma forma intracelular de (61,3 + 0,03) kDa.

» As a-galactosidases extra e intracelulares e, a extracelular imobilizada
apresentaram atividades maximas em pH acido e foram altamente

termoestaveis.

» A a-galactosidase extracelular foi mais termoestavel, comparada com a
intracelular, mantendo 91 % de sua atividade original por 180 min, a 60 °C,
entretanto, a a-galactosidase extracelular imobilizada foi mais termoestavel
do que as enzimas livres, mantendo 51 % de sua atividade original por 960
min, a 80 °C.

» As a-galactosidases extra e intracelulares tiveram reducdo total de suas

atividades na presenca de Cu'® e reducdo em niveis diferentes, na

presenca de Ag*.
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As a-galactosidases extra e intracelulares apresentaram inibicdo por
melibiose, dos tipos nao-competitiva e competitiva, respectivamente, e
apresentaram inibicdo por galactose, dos tipos n&o-competitiva e

acompetitiva, respectivamente.

As a-galactosidases extra e intracelulares demonstraram ser altamente
seletivas, apresentando especificidades absolutas para a galactose em

posicao a.

O N-terminal da a-galactosidase extracelular de Debaryomyces hansenii

apresentou similaridade com a-galactosidases de diversos microrganismos.

As a-galactosidases de Debaryomyces hansenii podem ser indicadas para
uso no melhoramento das propriedades gélicas de polissacarideos, uma

vez que apresentaram atividade sobre esses substratos.

As a-galactosidases extra e intracelulares e, a extracelular imobilizada da
levedura Debaryomyces hansenii foram bastante eficientes na reducdo dos
RO presentes em produtos derivados da soja, indicando que podem ser

utilizadas industrialmente para o processamento desses agucares.

Apés a imobilizacdo, a a-galactosidase manteve sua capacidade de

hidrolisar RO, viabilizando o uso desta enzima em biorreatores.
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7. APENDICE
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Figura 1A: Curva de calibracdo utilizada na definicho da massa seca
correspondente a uma unidade de absorbancia (A).
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APENDICE B

Tabela 1B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mL) no meio de cultura
YP de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por varios
tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Aclcares
Tempo Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose

(h)
0

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,052 0,137 0,187 0,042 0,022 0,162
27 0,249 0,259 0,990 0,260 0,089 0,770
36 0,250 0,344 0,704 0,346 0,078 0,920
48 0,830 0,523 1,285 0,968 0,161 0,235

1U: 1pmol de p-NP formado por min

Tabela 2B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mg proteina) no meio
de cultura YP de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por
varios tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Aclcares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 1,58 1,37 3,90 2,63 0,155 12,46
27 1,24 1,54 4,32 1,45 0,212 3,63
36 2,34 6,62 10,20 3,26 0,207 3,95
48 3,05 4,93 5,02 3,97 0,232 3,56

1U: 1pmol de p-NP formado por minuto

Tabela 3B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mg célula) no meio de
cultura YP de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por varios
tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,009 0,029 0,053 0,010 0,007 0,037
27 0,034 0,035 0,144 0,037 0,021 0,104
36 0,031 0,042 0,083 0,047 0,015 0,118
48 0,103 0,071 0,176 0,148 0,043 0,034

1U:1pmol de p-NP formado por min
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Tabela 4B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mL) no meio mineral
com extrato de levedura (MME) de Debaryomyces hansenii
crescida a 30 °C, por varios tempos em diferentes fontes de
carbono (1 %).

AcUcares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,024 0,070 0,161 0,021 0,043 0,139
27 0,064 0,063 0,518 0,140 0,131 0,252
36 0,066 0,113 0,438 0,141 0,215 0,260
48 0,071 0,105 0,758 0,149 0,258 0,202

1U: 1umol de p-NP formado por min

Tabela 5B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mg proteina) no meio
mineral com extrato de levedura (MME) de Debaryomyces
hansenii crescida a 30 °C, por varios tempos em diferentes fontes
de carbono (1 %).

Aclcares
Tempo (h) Glicose  Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,750 2,258 1,77 0,700 0,194 1,53
27 4,267 4,20 10,79 4,118 2,98 7,64
36 3,143 8,071 6,26 8,294 2,42 6,67
48 4,733 8,750 8,61 6,478 2,15 10,63

1U: 1pmol de p-NP formado por min

Tabela 6B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mg célula) no meio
mineral com extrato de levedura (MME) de Debaryomyces
hansenii crescida a 30 °C, por varios tempos em diferentes fontes
de carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,009 0,036 0,054 0,010 0,019 0,051
27 0,024 0,023 0,094 0,046 0,039 0,052
36 0,025 0,039 0,101 0,050 0,066 0,059
48 0,027 0,042 0,189 0,061 0,100 0,061

1U: 1pmol de p-NP formado por min
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Tabela 7B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mL) no meio mineral
(MM) de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por varios
tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose  Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,029 0,101 0,182 0,017 0,063 0,160
27 0,076 0,163 0,016 0,027 0,004 0,016
36 0,107 0,008 0,088 0,001 0,003 0,051
48 0,054 0,023 0,453 0,004 0,051 0,371

1U: 1pmol de p-NP formado por min

Tabela 8B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mg célula) no meio
mineral (MM) de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por
varios tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

AcUcares
Tempo (h) Glicose = Sacarose Lactose  Galactose  Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,053 0,192 0,288 0,063 0,246 0,181
27 0,095 0,115 0,088 0,022 0,001 0,005
36 0,118 0,004 0,079 0,000 0,001 0,021
48 0,036 0,008 0,566 0,003 0,023 0,240

1U: 1pmol de p-NP formado por min

Tabela 9B: Atividade de a-galactosidase extracelular (U/mL) no meio minimo
YNB com sulfato de aménio (0,5 %) de Debaryomyces hansenii
crescida a 30 °C, por varios tempos em diferentes fontes de
carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose = Sacarose Lactose Galactose  Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,0 0,0 0,014 0,0 0,030 0,0
27 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
36 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

1U: 1umol de p-NP formado por min
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APENDICE C

Tabela 1C: Atividade de a-galactosidase intracelular (U/mL) no meio de cultura
YP de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por varios tempos
em diferentes fontes de carbono (1 %).

AcUcares
Tempo (h) Glicose  Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,274 0,380 0,281 0,395 0,360 0,538
27 1,605 2,434 2,761 2,356 1,757 3,510
36 2,966 3,407 4,158 3,580 1,846 2,936
48 3,278 4,279 4,867 5,275 1,262 4,633

1U:1umol de p-NP formado por min

Tabela 2C: Atividade de a-galactosidase intracelular (U/mg célula) no meio de
cultura YP de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por varios
tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose  Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,059 0,094 0,087 0,106 0,172 0,142
27 0,240 0,360 0,441 0,370 0,476 0,515
36 0,404 0,462 0,542 0,547 0,404 0,417
48 0,451 0,630 0,746 0,918 0,338 0,746

1U:1umol de p-NP formado por min

Tabela 3C: Atividade de a-galactosidase intracelular (U/mL) no meio mineral
com extrato de levedura (MME) de Debaryomyces hansenii
crescida a 30 °C, por varios tempos em diferentes fontes de
carbono (1 %).

Aclcares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,157 0,383 0,473 0,663 0,172 0,419
27 0,880 0,686 2,715 2,052 0,805 1,375
36 1,152 0,744 2,055 1,515 0,603 1,256
48 0,695 0,666 3,109 1,406 1,196 1,061

1U: 1pmol de p-NP formado por min
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Tabela 4C: Atividade de a-galactosidase intracelular (U/mg célula) no meio
mineral com extrato de levedura (MME) de Debaryomyces
hansenii crescida a 30 °C, por varios tempos em diferentes fontes
de carbono (1 %).

Aclcares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,058 0,198 0,158 0,323 0,076 0,153
27 0,332 0,247 0,494 0,671 0,241 0,282
36 0,435 0,256 0,473 0,536 0,185 0,283
48 0,265 0,265 0,775 0,572 0,463 0,322

1U: 1umol de p-NP formado por min

Tabela 5C: Atividade de a-galactosidase intracelular (U/mL) no meio mineral
(MM) de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por varios
tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,186 0,179 0,107 0,112 0,115 0,244
27 0,295 0,703 1,080 0,331 0,347 1,380
36 0,526 0,506 1,581 0,409 0,425 1,819
48 0,638 1,189 0,904 0,296 0,811 2,533

1U: 1umol de p-NP formado por min

Tabela 6C: Atividade de a-galactosidase intracelular (U/mg célula) no meio
mineral (MM) de Debaryomyces hansenii crescida a 30 °C, por
varios tempos em diferentes fontes de carbono (1 %).

Acucares
Tempo (h) Glicose Sacarose Lactose Galactose  Melibiose Rafinose
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 0,339 0,342 0,169 0,414 0,449 0,276
27 0,369 0,496 0,517 0,270 0,086 0,443
36 0,579 0,223 1,420 0,398 0,149 0,764
48 0,421 0,419 1,159 0,209 0,361 1,635

1U: 1pmol de p-NP formado por min
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