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RESUMO

A galactose oxidase intracelular de D. dendrodides foi
purificada a homogeneidade com um rendimento de 64%. A enzima
homogénea € uma proteina monomérica com 72.000 de peso mole -
.cular, pH 6timo entre 6,6 - 7,0 e temperatura otima de 30°cC.

A galactose oxidase intracelular apresenta ampla especifici -
dade e os valores de Kmapp determinados para os .diferentes
substratos foram: D-galactose 40 mM; dihidroxiacetona 35 mM;
2-desoxi-D-galactose 83 mM; D-galactosamina 20 mM; metil-a -
gfgalactopirahosideo 37,5 mM; o—nitrofenil—B—Q—galactopirano—
sideo 50 mM;B-lactose 333 mM; melibiose 22 mM; rafinose 60 mM;
estaquiose 14 mM e guaran 3,3 mM. A enzima apresenta uma ci =
nética nao Michaeliana para a maioria de seus substratos,sen-
do que os respectiVos coeficientes de HILL foram determinados.,
A galactose oxidase intracelular apresehta cooperatividade ci-

nética positiva para o oxigénio, com um S de 290 yM e coe -

0,5
ficiente de HILL (nH) de 1,66. A enzima & inibida pela H,0; .

cianeto; iodoacetamida e quelantes de metais como o dietildi -

tiocarbamato, hidroxilamina e azida sodica.



1, INTRODUGAO

A galactose oxidase (D-galactose: oxigéhio oxidoredutase
EC. 1.1.3.9) & uma enzima que catalisa a oxidacao da D~galacto~
se a meso-galacto-Hexodialdose concomitantemente com a redugao
do oxigénib molecular a peroxido de hidrogénio (11,12) .

A distribuicao da galactose oxidase esta limitada a um
pequeno numero de microrganismos, tendo sido evidenciada em
Dactylium dendroides (9, 11, 12, 24) Gibberella fujikurnoi, As -
pengillus japonicum, Absidia butleni, Daedaleopsis sityracina,
Neurnosporna crassa, Penicillium notatum (1), ALternania sp., Hel-
minthosporium sp., Penicillum aﬂbum, Fusarnium sp.(35), Fusarium
graminearum (20) e Beltrnaniella portonricensis (68), embora so -
mente nos dois primeiros a enzima seja secretada no meio de cul-
tura em quantidades apreciaveis.

A grande maioria das caracferisticas presentemente conhe-
cidas da galactose oxidase extracelular de D, dendroides foram
determinadas pelos trabalhos de AMARAL et al (7,9), AVIGAD et al
(11, 12) BLUMBERG et al (17) e KELLY-FALCOZ et al (45). Estes
invéstigadores estébeleceram os métodos iniciais para o cultivo
do .microrganismo e purificacao da enzima, que serviram de base
aos aperfeicoamentos posteriores. O meio de composicao definida
para o cultivo do D. dendroides baseia-se na formula :original
estabelecida por AVIGAD et al (12), que contém extrato de leve-
dura, tendo sido aperfeigoado por MARKUS et al (61) pela adigao

de sulfato de cobre.



Estudando o efeito das condigoes do cultivo de D. den -
drodides na produgao da galactose oxidase MARKUS et al (61) ve-
rificaram que a composig¢ao do meio, tamanho e idade do indculo
sao fatores que interferemkdeAforma significativa no apareci -
mento da enzima no meio extracelular. SHATZMAN & KOSMAN (77)
constataram o efeito do pH do meio e da densidade da cultura
na secrecao da galactose oxidase e PEDROSA & ZANCAN (69) de -
monstraram o efeito das tensoces do oxigénio sobre a sintese e
a secrecao da enzima.

Considerando que a preparagao cristalina da galactose
oxidase ‘extracelular (7) apresentava contaminantes de origem
proteica com atividade proteolitica: (42, 43, 53), varias téc-
nicas foram descritas para a obtencao de preparacoes homogé -
neas da enzjima, (42,64,80;82). A bresenga de isoenzimas da ga -
lactose oxidase em preparagoes comerciais e em concentrados do
meio de cultura foi mostrado por KOSMAN et al (53) e TRESSEL &
KOSMAN (80) .

O peso molecular da enzima apresenta valores que variam
de 39.000 a 75.000 (7, 14, 42, 45, 53, 89) sendo que o valor
mais aceito & aquele de 68.000 (32) determinadb por eletrofo -
rese em gel de poliacrilamida (53).

A galactose oxidase extracelular de D.dendroides & uma
proteina . = monomérica . (53), de caracter basico (32). Os va-
lores de ponto isoelétrico descritos variam de 7,6 (15) a 12,0
(14). |

A atividade da galactose oxidase €& totalmente = .inibida
pelo dietilditiocarbamato e azida sddica, nas concentragoes de

_h - R )
10 M e 10 M, respectivamente. Monoanions e ligantes neutros



como o cianeto (10'”M) e hidroxilamina (10_3M) também inibem
totalmente a enzima (7,24). Os ions cloreto na concentragao
de 5x 107 M inibem cerca de 75% da atividade enzimatica (39).
A iodoacetamida (56) e a H;0, (9, 12,39,57) tém forte efeito
inibitdrios a galactose oxidase. Nenhuma inibicao foi observada com
outros quelantes como EDTA, o-fenantrolina e a-o-dipiridil(7,
24) .

A enzima & rapidamente inativada por B-mercaptoetanol
e reativada por exposigao ao ar (45). A velocidade da reacao
catalisada pela galactose oxidase & aumentada pela adicao de
superoxido ou de agentes como ferricianeto ou hexacloroirida-
to (23,41). A velocidade de consumo de O, diminui na presen-
ca de superdoxido dismutase e ferrocianeto (40,41). A peroxi -
dase ativa a galactose oxidase pela remocao da agua oxigenada
formada (55).

‘A galactose oxidase € uma metaloenzima onde o cobre
esta presente na proporcao de um atomo-grama por mol de enzima
(7, 45,53). O cobre se encontra firmemente ligado & enzima
sendo somente removido por dialise contra H,S ou tratamento
com dietilditiocarbamato. A remog¢ao do Unico ion de cobre da
galactose oxidase resulta em uma apoenzima inativa. A ativi -
dade pode ser recuperada incubando-se a apoenzima com sais de
cobre tanto na forma Cu(I) como Cu(II) mas nao com outros me-
tais (7). Os coeficientes de sedimentacao de 4.76S e 4.8S pa-
ra o holo e apoenzima, respectivamente sugerem que nao haja
uma mudanca significativa na dimensao molecular com a remogao
do cobre (53). O cobre €& essencial para a atividade da galac-
tose oxidase e seu papel na catalise tem sido exaustivamente

estudado(17,23,27,29,3137,40,41,51,53,56,87) .HAMILTON et al(40,41)baseados



em estudos de ressonancia paramagnética eletrdnica propdem  um
mecanismo de catalise envolvendo trés estados distintos de
oxido-redugao para o cobre. O mecanismo proposto nao & total-

mente aceito por ETTINGER & KOSMAN (32) que acreditam gofrer

O cobre uma conversao ciclica Cu (II) --Cu-(I) durante o pro-

cesso catalitico.

A.composigéo em aminoacidos revelou a presenga de 8 re-
siduos de histidina por molécula de enzima e de 7 residuos de
cisteina que estariam presentes na enzima nativa como pontes
dissulfeto (45). A galactose oxidase extracelular possui 18 re-
siduos de triptofano(53) dos quais um estaria envolvido na
catalise (30, 31, 54, 86). Os estudos de KWIATKOWSKI et al (56)
indicam que um residuo de histidina também estéria .envolvido
no processo catalitico. Baseados nos dados de ressonancia pa-
ramagnética eletrdnica e ressonancia nuclear magnética - L%
ETTINGER & KOSMAN (32) propoem uma estrutura para o centro ati-
vo da galactose oxidase, que se encontra representado na Figu-
ra 1.

A especificidade da enzima & ampla, uma vez que deriva-
dos da galactose e galactosideos como melibiose, rafinose,es-
taquiose e polimeros como guaran sao oxidados pela galactose
oxidase (9, 12, 13, 23, 74). Os derivados da série L, no en -
tanto nao sao substratos para a enzima (12). Entre os agica -
res, a conformagdao em C-4 & critica, sendo que a glucose e
seus derivados sao completamente inertes (9, 12, 24, 50, 60,
74) . As substituicoes em C;,C,,C3 tem relativamente pouco efei-
to sobre a velocidade da reacao (9,11,23,60,74), entretanto,as
modificagoes em C, perturbaram a interagao da enzima <-.com O

substrato, uma vez o grupo 4-hidroxil da galactopiranose cons-



FIGURA 1. Sitio Ativo da Galactose Oxidase Extracelular

de D. dendrodides segundo ETTINGER E KOSMAN (32).



titui um substituinte de dimensao Otima para a interagao com
a enzima, servindo, provavelmente como ancora na fixagao de
substrato a superficie da enzima (60). Evidéncias indicam que
o Gnico elemento importante é’o proprio grupo alcodlico pri -
mario, uma vez que a 6-desoxi-Dsgalactose (D-fucose) nao inibe a
oxidagao da D-galactose e nao afeta as propriedades espec N
trais do cobre com a enzima (56).

A galactose oxidase catalisa também a oxidagao de ou -
tros compostos como dihidroxiacetona (90),&hidr6xipiruvato e
glicoaldeido (23). Além disso um grande niumero de alcbois ali-
faticos e aromaticos, incluindo etilenoglicol (87), 1,3-propa-
nediol, glicerol, alcool salicilico (39), alcool dimetoxiben -
zilico (55), 2-metileno-1,3-propanediol (23), 3-cloro-1,2-pro-
panediol e 3—bromq—l,2—propanediolﬁm)s&3Subsmziog para enzima.

Os estudos sobre o efeito da concentragcao dos substra -
tos com a galactose oxidase extracelular de D. dendroides ,mos-
traram que a enzima tem um comportamento :'Michaeliano (57). Os
valores de Km paraDgalactose relatados na literatura variam de
2,8 a 240 mM (12,13,23,38,39,57), enquanto que - para O oxigé-
nio o valor obtido foi de 3 mM (57). A constante de dissocia -
cao (Kd) para a dihidroxiacetona e para a D-galactose determi-
nadas por MARWEDEL et al (62) sao respectivamente 0,059M .. e
0,145M. Como a galactose oxidase apresenta uma afinidade muito
maior para dihidroxiacetona (90) e para galactosideos e polis-
sacarideos contendo residuos terminais de D-galactose (12,23,74)
admite-se mnap_ser_ela o substrato natural da enzima.

Dos estudos cinéticos realizados, HAMILTON et al (39) e
KOSMAN et al (52) propuseram que a reacgao catalisada pela ga -

lactose oxidase obedeceria um mecanismo do tipo ping-pong, em



que a galactose se ligaria primeiro a enzima (29). JéIQUATKOWS;
KI et al (57) com o mesmo tipo de experimentos encontrou dados
indicativos de um mecanismo sequencial, envolvendo um uUnico com-
plexo central, embora os resultados nao excluam a possibilidade
de um mecanismo "random BiBi". Associando os resultados obtidos
nos experimentos cinéticos com aqueles realizados por WINKLER
et al (87) e MARWEDEL & KURLAND (62) sobre a ligagdo dos subs-
tratos a enzima, na presenca € na auséncia de oxiéénio, KWIAT-
KOWSKI et al (57) postularam o seguinte mecanismo cineético pa-
ra a enzima:

Gadl ' H,0, Ald

EGal (EGalo»-EA1dH,0,) EAld

H,0;

EH,0,

Todos os estudos realizados até 1981 envolveram a galac-
tose oxidase extracelular de Dactylium dendroides, nesse mesmo
ano foi constatado que o fungo Gibberella ﬁujihu&oil secretava
no meio de cultura uma enzima com a mesma especificidade e o
mesmo requerimento em cobre (1l). Os estudos posteriores reali-
zados indicaram que a enzima de G. fufikurod{ & uma enzima dis-
tinta apresentando um ponto isoelétrico de 3,7, um peso mole =
cular de 90.000 e contém ferro na molécula além de um atomo de

cobre que participa da atividade catalitica (1,2). A referida



enzima apresenta cinética nao Michaeliana para a D-galactose
(3,4) e determinantes antigénicos distintos daqueles da ga -

lactose oxidase de D. dendroides (64).

L wdice OBJETIVOS DO TRABALHO

A secregao de enzimas em fungos e leveduras .tem sido es-
tudada, empregando-se como modelos, principalmente, a inverta -

se (65) e a fosfatase acida (34). Os estudos foram iniciados pe-

la analise comparativa das formas intra e extracelulares das
enzimas citadas, verificando-se que as formas = extracelulares
apresentavam um teor mais elevado em carboidratos do que as

formas intracelulares (36,83). O processo de glicosilagao de
ambas as enzimas € semelhante ao descrito para as enzimas .de
células animais (71, 88) e as de células vegetais superiores
(21) e envolve a participagao de derivados do dolicol, como
doadoreé de radicais glicosila (75,78).Porém, em Achfyd ambise-
xuafis (76) um eucariote primitivo, o mecanismo de glicosila -
cao envolve uma proteina doadora de radical glicosila. Portan-
td, a secregao de enzimas em fungos parece envolver varios me-
canismos, fazendo-se necessario ampliar o numero de enzimas e
microrganismos . estudados para que se tenha uma visao comple-
ta sobre o aséunto (79) .

Com o propOsito de iniciar os estudos sobre a .secre -
cao da galactose oxidase em D. dendroides, o presente  traba-
lho visa o isolamento e a caracterizacao da enzima intracelu -

lar que até o momento nao havia sido submetida a estudos sis -



tematicos, havendo na literatura apenas citagoes de sua pre -

senca (61,64,77).



2. MaTER1AIS E METODOS

2.1. REAGENTES

Acrilamida, albumina bovina fragao V, 4—aminoantipiri—,
na, Azul de dextrana, Azul de Coomassie Brilhante' - G-250, e
R-250,0-dianisidina, dihidroxiacetona, estaquiose, D-fucose,
glicolaldeido, B-hidroxipiruvato, iodoacetamida, o-metil-sa—g—
galactopiranosideo, MES[Acido 2—(N-morfoiino)etanosulfénico],
B-mercaptoetanol, o-nitrofenil-g-D-galactopiranosideo, padrdes
para determinacao de peso molecular (albumina bovina . "cross
linked", albumina bovina, hemoglobina "cross linked", a—lactal-
bumina, anidrase carbOnica, ovoalbumina), peroxidase, SDS (do-
decil sulfato de sodio), TEMED (N,N,N',N'-tetrametilenodiami -
na) , TES{Acido N-tris|(hidroximetil)-metil] -2-aminoetanosulfd -
nico e Acido 2k2—hidroxirl)l bis(hidroximetil)etiﬂ aminoetano
sulfonico} , foram obtidos aa Sigma Chemical Company. Bisacri -
lamida foi obtida da Aldrich Chemical Co. Inc. e Biogel P-150
do Bio-Rad Laboratories. Azida sodica, cianeto de sodio, die -
tilditiocarbamato, D-glucose e hidroxilamina eram produtos da
Merck AG. Darmstadt. D-galactose,g-lactose, melibiose, rafino-
se provieram da Calbiochem, a 2-desoxi-D-galactose era ' da Nu-
tritional Biochemicals Corporation. Sepharose 6B foi obtida da
Pharmacia Fine Chemicals. Guaran foi cedido gentilmente pela
Dra. Déa Amaral. As demais substancias utilizadas neste traba-

lho foram obtidas de diversas fontes e consideradas gquimica -
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camente puras.
A concentragao de agua oxigenada utilizada nos ensaios
foi determinada pelas técnicas de DEL RIO et al (25) e de VO-

GEL (84).

2.2. MICRORGANISMO

A amostra original produtora de galactose oxidase do
fungo Dactylium dendroides foi gentilmente cedida pela  Dra.
- Déa Amaral do Departamento de Bioquimica da UFPR. ;

O fungo foi. classificado originalmente como Poliyporus

cineinatus Fr. (24). A classificagao foi contestada por NO -

BLES et al (67) que sugeriu ser o fungo o Dactylium dendroi
des. Entretanto, consideravel incerteza persiste quanto a
identificacao da linhagem produtora da galactosé oxidase. Va-
rios estudos (46, 47, 48, 49) foram realizados na tentativade
esclarecer a posigao taxondmica do microrganismo e os resul -
tados éugerem fortemente ser o mesmo uma espécie distinta do

Dactylium dendroides.

2.3. MEIOS DE CULTURA

2.3.1. O meio de cultura solido empregado foi o agar malte com

a seguinte composigao:
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Extrato de malte 3,0 g
Extraté de levedura 0,5g
Agar 1,5 g
Agua destilada g.s.p. 100 ml

A esterilizagdo deste meio foi realizada em autoclave a
1 atmosfera de pressao por 20 minutos, apds o que os tubos fo-

ram inclinados.

2.3.2. O meio liquido proposto por MARKUS et al (61) utiliza-

do continha os seguintes componentes:

KH,PO, anidro 9,0 g
Na,HPO, anidro 8,0 g
(NH, )sSOy T 2,0 g
MgSOy, . 7H,0 0,2 g
NH,NO 4 1,0 g
Extrato de levedura 1,0 g
MnSO, .5H,0 2,0 mg
CuSO4 .5H,0 2,5 mg
Agua destilada g.s.p. 1000 ml

O pH final do meio foi corrigido para 5,8 com acido clo-
ridricofhlxv/v),z\detegmnagag do pH foi realizada em potencid -
metro Metrohn Herisau E 520. O meio foi esterilizado em auto -
clave a 1 atmosfera de pressao durante 20 minutos.

Como fonte de carbono foi empregada a D-glucose,esteri -
lizada separadamente em vapor fluente durante 30 minutos e adi-

cionada assepticamente ao meio de cultura na concentragcao final
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de 1%.

2.4. CONDIGOES DE MANUTENGAO E CULTIVO DO Dactylium dendroides
2.4.1. Conservacao das Amostras

As amostras de D. dendroides foram cultivadas em agar
malte a 1,5%, incubadas a 28°¢C por 3 a 5 dias e, a seguir, es-
tocadas em geladeira a 4OC, sendo feitas transferéncias tri -

mestrais.

2.4.2. Preparo do Pré-Indoculo

Uma amostra de micélio:desenvolvido em agar malte foi
transferida para um frasco erlenmeyer de 250 ml de capacidade
com 50 ml de meio liquido descrito por Mérkus et al (61) con -
tendo D-glucose a 1%. O crescimento foi efetuado por um perio-
do de 48 horas com agitagéo continua em agitador rotatorio (New
Brunswick Scientific Co.) a 100 rpm a 28°C. As culturas assim

obtidas constituiram o pré-indculo.
2.4.3. Método de Cultivo do D. dendroides em Grande Escala
O cultivo do D. dendroides em grande escala foi efetua-

do em frascos erlenmeyer de 2 litros com 500 ml de meio liqui-

do de MARKUS et al (61) contendo D-glucose a 1% como fonte de
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carbono.

Uma relagao de 1:4 entre volume do meio e do frasco foi
mantida constante em todos os cultivosArealizados durante o
trabalho visando»evitar variagoes na influéncia do teor de oxi-
génio sobre a produgao da enzima.

O pré-indculo foi homogeneizado & velocidade maxima do
liquidificador Waring.Blendor por 30 segundos. Dois ml do ho -
mogeneizado foram transferidos assepticamente para cada frasco
contendo o meio de crescimento. O crescimento do D. dendroides
foi feito por 36 horas em agitador rotatdorio (New Brunswick
Scientific Co.) a 100 rpm e a temperatura de 28°C. Os micélios
foram entao colhidos por filtragao, sendo lavados com agua dés-
tilada. ApOs a remogao do liquido de lavagem por filtrégao a
vacuo, os micélios foram pesados e conservados em congelador a
-17°c. 0 rendimento assim obtido foi de aproximadamente 20

gramasde micélio Umido por litro de meio.

2.5. PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS

Os micélios congelados foram suspensos em tampao fosfa-
to 10mM pH 7,0 contendo EDTA 0,5mM na proporcao de 1l:2(p/v). O
rompimento das células foi realizado em prensa (French Press -
Aminco Instrument) com o pistao previamente gelado, sob uma
pressao de 20.000 PSI (pounds per square inch). A operagao na
prensa foi realizada duas vezes para cada fracao de suspensao
micelidl (cerca dé 40 ml ). Os fragmentos celulares e as célu -

las intactas foram removidos por centrifugagao a 17.600 g por



15

15 minutos em centrifuga refrigerada (Beckman-Modelo J 21-B).
O precipitado foi desprezado e o sobrenadante assim obtido &
referido como extrato bruto ou extrato livre de células e con-
tinha, em média, 8,0 mg de proteinas por ml. O extrato livre
de células foi utilizado diretamente para a determinacgao de

atividade enzimatica.

2.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da galactose.oxidase intracelular foi deter-

minada por dois métodos: pela dosagem da H,0, formada e pelo

consumo de oxigénio.

D-galactose + Oj =~ meso=galacto-Hexodialdose +H0;.

-galactose oxidase

2.6.1. Dosagem da H,0,; (método enzimatico acoplado)

O método enzimatico acoplado empregado foi o de AISAKA
& TERADA (1). A decomposigao da agua oxigenada formada, empre-
senca de peroxidase, neste método acdpla oxidativamente a 4-
aminoantipirina ao fenol, resultando num produto corado, aqui-
noneimina, que apresenta absorgéo maxima a 500nm (6).

O sistema de incubagao em um volume de 1 ml continha 15
umoles de tampao fosfato pH 7,0, 75 umoles de D-galactose, 0,48
umoles de 4-aminoantipirina, 7,0 umoles de fenol, 6,7 unidades
de peroxidase e um volume variavel de enzima. A reagao sempre
foi iniciada pela adicdo da enzima. Apds a incubacdo a 30°C por

10 minutos a coloragao desenvolvida era estimada pela absorban-



cia a 500 nm em espectrofotOmetro Beckman DU-2,equipado com
registrador. A conversao das unidades de absorbancia em pmoles
de H,0, foi realizada pelo emprego de curva padrao (10 a 280
mmoles de :H,0,). Todos os controles sem enzima e os controles
sem substratos foram efetuados na determinacao da atividade en-
zimatica. Em ampbos 0s casos nao era observado o deéenvolvimen—

to da reacao colorida.

2.6.2. Determinagao de Consumo de Oxigénio

(Método do Eletrodo de 0Oxigénio)

A atividade de galactose oxidase foi determinada pela
medida do consumo de;oxigérnio(8) utilizando-se um oxigrafo Gil -
son Modelo K-IC, equipado com um elefrodo de Clark,um regis -
trador e um banho termostaticamente controlado para manter a
temperatura constante de 30°C. A mistura de reagao consistia
de 20 umoles de tampao fosfato pH 7,0, 100 umoles de D-galac-
tose e um volume adequado de galactose Qxidase, para um volu-
me final de 1,4 ml.

Nos ensaios as solugoes reagentes foram estabilizadas a
temperatura de 30°¢c por um periodo de, no minimo, 15 minutos
antes de se iniciar a reagao. Para os experimentos realizados
com o teor de 0, a 20%, as solugoes envolvidas na reagao fo -
ram submetidas a borbulhamentb com ar durante o mesmo periodo

de 15 minutos.

16



2.7. UNIDADE DE ENZIMA E ATIVIDADE ESPECIFICA

Uma unidade (U) de galactose oxidase foi definida como

a quantidade de enzima que libera 1 umol de H,0; por minuto ou

que consome 1 umol de O, por minuto nas condigoes do ensaio.e a
atividade especifica como a razao entre unidade de enzima e mi-

ligrama de proteina.

2.8. CURVA DE CRESCIMENTO

17

Para determinar o crescimento do fungo em funcao do tem-

po, volumes de 500 ml do meio de MARKUS et al (61) foram dis -
tribuidos em erlenmeyers de 2000 ml de capacidade, autoclava -
dos e adicionados posteriormente da fonte de carbono. Cada um
destes meios foi ihoculado com 2 ml do pré-indculo homogenei -
zado e iﬁcubados a 28°C sob agitégép continua (100 rpm). Em
intervalos de tempo pré-determinados, entre 12 e 84 horas,ali-
quotas de 50 ml do'meiode cultivo foram filtradas em discos de
papel Wheaton de peso conhecido e adaptados em aparelho de fil-
tracao Millipore. Os filtfos contendo os micélios foram seca -
dos em estufa a 60°C até peso constante.

Paralelamente, a cada intervalo de tempo, o ' .restante
dos micélios foi colhido por filtragao e procedeu-se ao prepa-
ro do extrato-livre de células, como anteriormente descrito. O
aparecimento da galactose oxidase na massa micelial, em fungao
do tempo, foi monitorada pela determinagao da atividade enzi -

matica, pelo método enzimatico acoplado, nos extratos livres de
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células correspondentes aos diferentes tempos de crescimento.

2.9. DETERMINACAO DE PROTEINAS

A determinacao de proteinas foi realizada pelo método
proposto por LOWRY et al (59), utilizando;se um padrao SOro
albumina bovina.A dosagem de proteinas nas fracdes eluidas da coluna
de Sepharose 6B foi realizada segundo o método de WARBURG &

CHRISTIAN (85).

2.10. CINETICA DA INATIVACAO TERMICA DA ENZIMA NO EXTRATO

LIVRE DE CELULAS.

A estabilidade técnica da galactose oxidase no extrato livre de
c2lulas determinada submetendo-se fragbes de 5ml do mesmo a diferen-
tes temperaturas (0° a 8OOC) por 5 minutos. As amostras foram
entao rapidamente resfriadas em‘banho de gelo e centrifugadas
a 17.600 g por 15 minutos. Aliquotas de 20 pul . dos sobrenadan-
tes foram tomadas para a determinacao da atividade enzimatica

e aliquotas de igual volume para a dosagem das proteinas.
2 o Ll o PURIFICACKO DA GALACTOSE OXIDASE INTRACELULAR
O cronograma de purificacao da galactose oxidase intra-

celular esta apresentado na Figura 2.

Todas as operagoes descritas foram realizadas em baixa
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temperatura, utilizando-se banho de gelo ou camara de refri -
geracdo a 4°C com excecdo da etapa de inativacdo térmica.

O extrato livre de células (390 ml) obtido por compres -
sao-descompressao de 160 g de micélios foi submetido as seguin—

tes etapas de purificacao:

2.11.1. 1Inativacgao Térmica

ApOs ensaios prévios que demonstraram ser a enzima rela-
tivamente estdvel a 60°C durante 5 minutos (Figura 4), o ex -
trato livre de células (390 ml) foi submetido & estas condi -
coes em fragoces,de aproximadamente 50 ml, com controle rigoroso
de tempo e temperatura. ApOs a inativagao as fracgoes foramra-
pidamente resfriadas por imers3o em banho de gelo e sal. O pre-
cipitado foi removido por centrifugagao a 17.600 g por 15 mi -
nutos e uma aliquota do sobrenadante foi reservada paré a de -
terminagao da atividade enzimatica e da concentracao em pro -

teinas.

2.11.2. Fracionamento com Sulfato de AmdOnio

Ao sobrenadanté da etapa anterior (370 ml) foi adiciona-
do (NH4),SO, sdlido gradualmente e sob agitagao suave até a
saturacao de 45%. A solucao foi mantida em repouso por 10 mi -
nutos e apds a centrifugagao a 17.600 g por 15 minutos, o pre-
cipitado foi removido e ao sobrenadante (400 ml) foi novamente

adicionado sulfato de amdnio s6lido até 65% de saturacgao. A mis-
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tura foi deixada em repouso por 1Q minﬁtos e centrifugada a
17.600 g por 15 minutos. O precipitado contendo a enzima foi
ressuspenso em tampao fosfato 10 mM pH 7,0, em um volume de
aproximadamente 1/40 (10 ml) do volume de extrato inicial, e
dialisado contra tampéo'acetato de amdénio 1Q0.mM pH 7,2 conten-

do CusO, 0,5 mM por 15 horas.

2.11.3. Cromatografia de Afinidade em Sepharose 6B

O dialisado (171 mg de proteinas) contendo a enzima foi
cromatografado em uma coluna de Sepharose 6B (2 x 18 cm) pre -
viamente equilibrada com tampao acetato de amdnio 100mM pH
7,2 com um fluxo constante de 0,5 ml/min . As proteinas con -
taminantes foram eluidas com um volume de 250 ml do mesmo tam-
pao ou até que a concentragao de proteinas nas fragdes (5 ml)
coletadas com auxilio de um coletor de fragoes (Ultrorac Frac-
tion Collector LKB 7000), apresentassem concentragéo de pro -
teinas inferior a 0,0025 mg/ml. O eluente foi substituido por
uma solugao de D-fucose 100mM em tampao acetato de amdnio 100mM
pH 7,2, passando-se a coletar fragoes de 2 ml. As fragoes con-
tendo de 20 a50 unidades de enzima foram reunidas, -‘distribuidas
em fragoes de 0,5 ml e conservadas a - 17°c.

Para a determinacao dos parametros cinéticos da enzima te-
mendo-se a interferéncia da D-fucose,a preparacgao enéiméticafbi
submetida a didlise contra tampao acetato de amonio 10 mM pH 742
pelos periodos de 4 e 15 horas. A enzima apresentou elevada per-
.da de atividade, da ordem de 35% e 49%, respectivamente, man -

tendo o mesmo comportamento cinético que apresentava antes _de



ser submetida a dialise. Considerando-se estes resultados op -
tou-se por conservar a enzima em D-fucose, uma vez que asuapre-

senca contribuia para a estabilidade da enzima.

2.12. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida para a verifi -
cagao da homogeneidade da enzima foi realizada utilizando-se
gel a 8% (18) em pH 3,6 e 8,9 a temperatura de 4°c. Em pH 8,9
a eletroforese foi realizada em tampao Tris-borato 65 mM e cor-
rente de 2 mA/gel (0,5 x 8 cm) durante 2,5 'a 3,0 horas. O mar-
cador de corrida empregado foi o azul de bromo fenol a 1%. Em
PH 3,6 a eletroforese foi realizada em tampao glicina-HCllQOmM
e corrente de 2 mA por gel (0,5 x 8 cm) durante 4,5 a 5,0 ho -
ras. O indicador de corrida utilizado foi o verde de metila a
1%. A corrida foi realizada até o indicador atingir o limite do
gel. As fracoes enzimaticas foram concentradas a vacuo em con-
centrador rotatdrio, apds dialise contra H,0 destilada com agi-
tagao durante 3 horas.

A revelacgao para proteinas foi feita em ambos os casos
com Azul de Coomassie Brilhante G-250 (16). Os géis emprega-
dbs para a verificagao da atividade da galactose oxidase foram
preparados com a adigao de D-galactose a 1%. A atividade enzi-
matica nos géis foi entao observada pela incubacao dos mesmos
a 30°C por 30 a 60 minutos em tampao fosfato,100mM pH 7,0 con-
tendo o-dianisidina e peroxidase na concentragao de 0,1 mg/ml
cada uma (7,12). Um gel preparado sem substrato foi usado como

controle em todos experimentos.

2.



Para as corridas eletroforéticas utilizou-se uma fonte

de energia para eletroforese Ortec.

2.12.1. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS

A galactose oxidase intracelular purificada foi tratada
com SDS a 2,5% e B—mércaptoetanol a 2,0% e, incubada por 15 mi-
nutos em banho-maria fervente segundo o método proposto ‘por
FAIRBANKS (33). A amostra, bem como os padroes de albumina e
hemoglobina "cross linked" previamente desnaturados, foram sub-
metidos & eletroforese em gel de pdliacrilamida a 10% contendo
SDS a 0,1%. A corrida eletroforética foi efetuada .. em :tampao
Tris—-acetato 50 mM pH 7,4 contendo 1 mM de SDS a 4°Cc  durante
2,5 a 3,0 horas. Durante os primeiros 10 minutos foram aplica-
dos 4 mA/gel (0,5 x 8,0 cm) e apds este periodo até o fim da
corrida a corrente aplicada.foi de 8 mA/gel. A revelagcao . de
proteinas foi feita com Azul de Coomassie Brilhante R-250 por
12 horas, e a descoloracao foi feita com uma solucao de meta -

nol, acido acético glacial e agua destilada (3:1:6).

2.13. DETERMINAGCAO DO PESO MOLECULAR

O peso molecular da galactose oxidase intracelular foi
também determinado por filtragao em coluna de Biogel P-150(1,0
x 41,0 cm) de acordo com o método de ANDREWS (10). A coluna foi
previamente equilibrada com tampao fosfato 50 mM pH 7,2. Para

a calibracao da coluna foram utilizados os seguintes  padroes de
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peso molecular: o~ lactalbumina (14.200); anidrase carbonica
(29.000); ovoalbumina (45.000); mondmero e dimero da soro al-
bumina bovina (66.000) e (132.000), respectivamente. As pro -
teinas foram eluidas com o mesmo tampao mantendo-se um fluxo
cohstante de 0,4 ml/min a uma pressao hidrostatica de 15 cm.A
galactose oxidase intracelular foi determinada pela atividade
enzimética, ds padroes de peso molecular pela medida espec -
trofotométrica em 280 nm e, finalmente, o Azul de dextrana em

625 nm.

8

2.14. EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO SOBRE A VELOCIDADE DA

REACAO

O sistema reacao contendo 75 umoles de D-galactose, 15
pmoles de tampao fosfato pH 7,0 e 0,06 pg de enzima foi incu -
bado a 30°C por diferentes periodos de tempo (0 a 30 minutos).
H,0, pro -

Nos diferentes tempos procedeu-se a ‘estimativa da

duzida, pelo método enzimatico acoplado.

2.15. EFEITO DA CONCENTRACAO DA ENZIMA NA VELOCIDADE DA

REACAO

0 efeito da concentragao da galactose oxidase intrace -
lular sobre a velocidade de oxidagcao da D-galactose foi deter-
" minada pelo método enzimatico acoplado em sistema contendo 300
pmoles de‘g—galactose e quantidades?crescentes de enzima(0,13

a 0,65 ug). O sistema foi incubado a 30°% por 10 minutos. A ve-

locidade da reacgao foi avaliada pela producao de H,0,.

23
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2.16. INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE.DA GALACTOSE

OXIDASE

Paraadeterminagao da temperatura otima para a atividade
'da enzima, aliquotas de 0,30 ug de galactose oxidase foram in-
cubados durante 10 minutos em diferentes temperaturas, empre -
gando-se o sistema de incubagao e o método descritos no itenm

2.6.1.

2.17. DETERMINAGCAO DO pH OTIMO DE CATALISE

A determinagéo do pH Otimo para a atividade da galacto-
se oxidase foi realizada em um sistema de incubacgao anélogo ao
descrito no item 2.6.1. contendo 15 mM de tampao fosfato (pH
5,5 a 8,0);0u 15 mM de tampao MES (pH 5,0 a 6,7) ou tampao TES
(pH 6,7 a 8,2). Os valores de pH foram aferidos antes e _depois
de se processar a reagao, com um microeletrodo de vidro, empo-
tencidmetro Metrohn Herisau E 520. A reagcao foi iniciada pela
adigdo de 0,3 ug de enzima, tendo sido o sistema de incubagao
pré-termostatizado a 30°C por 10 minutos. A velocidade da rea-

cao foi avaliada pela produgao de H,0;.
2.18. EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO -
Com a finalidade de se determinar as constantes cinéti-

cas da galactose oxidase intracelular a preparagao enzimatica

purificada foi ensaiada frente a diversos substratos tais co- -
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mo: Q—galactdse,dﬁﬁdfoxiacetona, acido B-hidroxipirivico, D-
galactosamina, BFlactose, melibiose, rafinose, estaquiose,gli-
cerol, 2-desoxi-D-galactose, glicolaldeido, . metil- o -D-galac-
topiranosideo, o-nitrofenil-g-D-galactopiranosideo e guaran. O
sistema de reacao foi. aquéle descrito no item 2.6.1., variando -
se a concentragao do substrato. A reacao foi iniciada pela adi-
cao da enzima e o sistema reacional foi estabilizado por pré -
via incubacdo a 30°C por 10 minutos. A reacdo enzimatica  foi
seguida a 500 nm em intervalos de 1 minuto, durante 5 minutos
para se determinar as velocidades iniciais. O Km app:e.a.Vmax da
galactose oxidase intracelular para os diferentes . .substratos
foram calculados pelos graficos duplos reciprocos de LINEWEA -
VER-BURK (58). As constantes cinéticas para a D-galactose e a
dihidroxiacetona foram também determinadas pelo método polaro-
grafico, medindo-se diretamente o consumo de oxigénio de forma
a elimiha; as possiveis interferéncias advindas do sistema aco-
plade (23, 32; 39; 55; 81).

Todos os resultados apresentados sao a média de 3 expe -
rimentos, com excegao da D-galactose e dihidroxiacetona que
representam a média de 5 experimentos no sistema ... énzimatico
acoplado e de 4 no método polarografico. As curvas apresenta -
das para a determinagao dos Kms-aparentes, nos gréficbs - duplos
reciprocos, bem como as presentes nos graficos de HILL (44),

foram tragadas pelo método dos minimos quadrados.



26

2.19. EFEITO DOS INIBIDORES

Foram analisados os efeitos da iédoacetamida, azida so-
dica, hidroxilamina, dietilditiocarbamato, cianeto de sodio e
peroxido de hidrogénio. sobre a oxidagao da D-galactose pela
galactose oxidase. Para evitar as interferéncias devidas a
peroxidase (23, 55, 81) do sistema de reagao, o método pola -
grafico foi empregado para medir o efeito dos inibidores, com
excegao da iodoacetamida e do cianeto, que provocam o envene-
namento do eletrodo. O ensaio controle consistia de 20 umoles
de tampao fosfato pH 7,0; 420 umoles de D-galactose; 0,65 ug
de galactose oxidase intracelular para um volume final de 1,4
ml em sistema saturado de ar (20% 0,) a 30°C. Nos ensaios de
inibicao foram utilizadas concentracoes fixas dos . inibidores
que foram determinadas experimentalmente. A enzima era sempre
pré-incubada com b inibidor na mistura de reacao, sendo area-

¢ao iniciada pela adigao de D-galactose.

2.19.1. Efeito do Dietilditiocarbamato

O efeito do dietilditiocarbamato foi efetuado pelo mé .-
todo polarografico num sistema contendo concentracao fixa de
D-galactose (300 mM) e concentragoes crescentes de inibidor.As
concentracoes de dietilditiocarbamato variaram de 1 x 10'-7 M a

=5
1 x 10 M.
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2.19.2. Efeito da H,0,

Para o estudo do efeito da concentracao da H,0, sobre a
velocidade da reagao enzimatica foram usadas nas concentracdes
finais de 2 mM e 3 mM. Considerando-se a decomposigao esponta-
nea do peroxido de hidrogénio e conseqliente produgao de 0, foi
| efeﬁuado um ensaio em branco que consistia do sistema completo
saturado de ar, com as referidas concentragoes finais de H,0,,
porém sem a presenga da enzima. A produgao de O, decorrente da
decomposigao espontanea da H,0, e o consumo de 62 dos sistemas
de incubagao completo permitem o calculo da velocidade diferen-
cial de consumo de 0O,, que era praticamente constante para uma
determinada concentragao de H,0,. Os ensaios foram . realizados

nas mesmas condigoes descritas no item 2.19.

2.20. EFEITO DA CONCENTRACAO DO OXIGENIO

O efeito das concentragaes crescentes de 5,0 a 80% de Oy
foi determinado pelo método polarografico tendo sido determina-
das apenas as velocidades iniciais a cada -concentracao de oxi -
génio. As concentracgoes de oxigénio menoreé que 20% foram obti-
das pelo borbulhamento de érgénio no sistema de incubacao ate
que a concentracao de 0O, baixasse ao nivel desejado. As concen-
trag5es superiores a 20% foram obtidas pelo borbulhamento dire-
to de 0, no sistema.

O sistema de reacao continha 20 pmoles de tampao fosfato

pH 7,0;420 pmoles de D-galactose e 1,0 ung de galactose oxidase



num volume final de 1,4 ml. Em cada ponto da curva foi efetua-
do um ensaio sem a adigao da enzima para se determinar o con -
sumo enddgeno de oxigénio.

As preparagoes enzimaticas purificadas utilizadas nos
ensaios cinéticos foram submetidas ao ensaio de ELSTNER et al
(28) , modificado por PEDROSA & ZANCAN (69) para a determinagao
da atividade da super6xido dismutase. Foram ensaiadas concen -
tragcoes de 1,0 2,0 e 5,0 pg de galactose oxidase intracelular
nao tendo sido evidenciada contaminacao das preparagoes enzi -

maticas pela superoxido dismutase.
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EXTRATO LIVRE DE CELULAS

INATIVACAO TERMICA 5 min 60°C

/ S

SOBRENADANTE PRECIPITADO

l

FRACIONAMENTO POR (NH,) ,SO,
45% a 65%

N

SOBRENADANTE | , PRECIPITADO

Ressuspenso em Tampao Fosfato
10 mM pH 7,0 e dialisaso contva ..
tampao CH 3COONH, 100 mM contendo

CuSo, 0,5 mM

'

COLUNA SEPHAROSE . 6B

ki
ELUATO

D-Fucose 100mM em tampao

CH3COO NH, 100mM pH 7,2

i

ENSAIOS

FIGURA 2. Cronograma de Purificagao da Galactose. Oxidase

Intracelular de Dactyf.ium dendroides
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3, RESULTADOS

3.1. PURIFICACAO DA GALACTOSE OXIDASE INTRACELULAR DE

D. dendnrnoides.

o) nivelvda galactose oxidase intracelular do fungo Dac-
tyLium dendroides aumenta simultaneamente com o crescimento do mi-
crorganismo, que atinge o maximo em 60 horas. Apds este pe -
riodo ha redugao da massa micelial e decréscimo na atividédeda
enzima intracelular. Por esta razao os micélios do fungo vi -
sando a obtencao da enzima intracelular foram cultivados duran-
te 36 horas, periodo em que coincidem o final‘da fase exponen-
cial de crescimento do microrganismo e.o inicio da fase esta -
cionaria no aparecimento da enzima micélial. Estes resultados
podem ser verificados na Figura 3, que ilustra o crescimento do
fungo e o teor da galactose oxidase na massa micelial em
funcao do tempo.

Na determinacao da estabilidade da enzima no extrato livre de ce-
lulas (Figura 4) foi verificado que entre 30° e 60°C, ha uma re-
ducao lenta e gradual da atividade enzimatica. Além desta tem-
peratura houve .. rapida inativagao.Para a etapa de inativagao
térmica na purificagao da galactose oxidase intracelular a tem-
peratura escolhida foi 60°C porque, embora o extrato tratado a
esta temperatura sofresse uma perda de aproximadamente 14% de

sua atividade, ainda assim, apresentava atividade especifica



consideravelmente maior que os submetidos a 40° e 50°cC.

Antes que a metodologia para a purificacgao da .enzima
ficasse estabelecida, uma série de tentativas foram realiza -
das, com base nos processos empregados anteriormente por ou -
tros autores. O tratamento com DEAE-celulose equilibrada . em
tampao fosfato 10 mM pH 7,0, tanto em "batch" (80), como em
coluna (7, 9, 11, 12), mesmo com a aplicagao de um gradiente
linear de tampao fosfato pH 7,0 de 10 a 100 mM mostraram-se
ineficazes, uma vez que cerca de 50% da atividade permanecia
retida na resina. Também a cromatografia em CM-celulose,equi-
librada em tampao fosfato 10 mM, foi realizada em diferentes
pHs; 5,6; 7,0(41) e 7,8(53),mas -nao se . mostrou ‘efetiva
resultando respectivamente, na recuperacao de 0; 38 e 24% da
atividade enzimatica, quando a eluigao era realizada com gra-
diente linear de tampao fosfato. O emprego de gradiente de
NaCl, de 10 a 100 mM em tampao fosfato 10 mM pH 7,0, melho -
rou o perfil de eluicao, embora as preparag¢oes .. .enzimaticas
resultassem bem menos estaveis. A cromatografia em fosfoce -
lulose equilibrada em tampao fosfato 10 mM, pH 7,8 e eluigao
em gradiente linear de tampao fosfato, (10 a 100 mM), con -
forme proposta por TRESSEL & KOSMAN (80,82) repetiu os mes -
mos resultados observados com as outras resinas. A baixa re-
cuperacao da atividade enzimatica nestas resinas trocadoras
de ions, sugeria que de alguma forma a enzima permanecia re-
tida em suas matrizes. A substituigao do fosfato pelo NaCl no
gradiente de forga idnica para a eluigao da enzima das colu-
nas de fosfocelulose, resultou na obtencao de um melhor ren-
dimento. No entanto, a enzima se apresentava iﬁstavel, per -

dendo 80% de sua atividade apds 15 horas na geladeira ou 25%
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na dialise de 3 horas contra tampao acetato de amdnio 100mM

pH 7,2, contendo CuSO, 0,5 mM. Além disto, as preparagoes en-
zimaticas nao se apresentavam homogéneas, sendo que muitas

proteinas contaminantes eram eluidas juntamente com a enzima.
A cromatografia de afinidade em Sepharose 6B, como original-

mente proposta por HATTON & REGOECZI (42,43) nao apresentou

resultado para a enzima intracelular porque esta 'héo era

eluida no proprio tampao de equilibrio comb a forma extrace-

lular, necessitando de eluigao especifica.

- Igualmente infrutiferas foram as tentativas de concen-
trar a enzima por ultracentrifugagao em membranas Diaflo PM
l0ouem membranas de Millipore ou mesmo em saco de dialise,
por gradienté de concentragao, uma vei que a enzima aderia for-
temente a estes materiais. Estes resultados sugerem que a
galactose oxidase intracelular apresente uma afinidade sig -
nificativamente maior por matrizes contendo residuos de car-
boidratos do que a forma extracelular o que explicaria a pu-
rificagcao insatisfatdria da enzima pelos processos preconi -
zados na literatura especializada para a purificagao da ga -
lactose oxidase extracelular de D. dendrodides.

| O processo de purificagéo utilizado neste trabalho cons-
tou de uma etapa de inativacgao térmica a 60°C por 5 minutos,
seguido de fracionamento com sulfato de amonio (45 a 65%) e
de uma Croﬁatografia de afinidade em Sepharose 6B (Tabela I).
O perfil cromatografico da galactose oxidase intracelular em
coluna de Sepharose 6B esta mostrado na Figura 5. A enzima foi
eluida com D-fucose (6—desoxif2-galactose) em tampao acetato
de amonio I00:mM pH 7,2. A enzima assim obtida manteve-se es -

= . . o : s
tavel por no minimo 6 meses a -17 C. Este processo permitiu a
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obtengao de preparagoes com um teor de purificacdao da ordem de

1104 vézes e um rendimento de 64%.

3.2. HOMOGENEIDADE DA ENZIMA

As fragoes enzimaticas resultantes dos processos efetua-
dos para a purificacao da galactose oxidase intracelular foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em dois va -
lores de pH: 3,6 (Figura 6) e 8,9 (Figura 7). A preparagao en -
zimatica final‘apresentou—se homogénea tanto em pH 3,6 como em
pPH 8,9 revelando-se em ambos os casos como uma uUnica banda pro-
téica bem definida, coincidente com a banda de atividade enzi -
matica. Devido ao alto ponto isoelétrico da enzima, esta nao

migra em pH 8,9 permanecendo na origem.

3.3. DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR

A preparacao enzimatica obtida por cromatografia de afi-
nidade previamente desnaturada por tratamento com SDS e mercap-
toetanol, foi sﬁbmetida a eletroforese em gel de poliacrilamida
em SDS apresentando uma banda uUnica de proteina (Figura 8). A
Figura 9 mostra a migracao relativa das proteinas em eletrofo -
rese em gel de poliacrilamida permitindo extrapolar um valor de
peso molecular para a galactose oxidase intracelular de 72.000.

O peso molecular da proteina nativa determinado por fil-
tragcao em Biogel P~150 foi de 72.000 conforme o demonstrado na

Figura 10. Os resultados indicam que a galactose oxidase intra-
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celular € uma proteina monomérica com peso molecular da ordem

de 72.000.

3.4. EFEITO DO TEMPO DE INCUBACAO

A Figura 11 ilustra o efeito do tempo de incubacao so -
bre a velocidade da reacdo i temperatura de 30°C. A reacio &

linear em fungao do tempo até 30 minutos.

3.5. EFEITO DA CONCENTRACAO DA ENZIMA

0 efeito da concentragao da galactose oxidase na velo -
cidade da reagao enzimatica verificada pela medida da agua oxi-
genada formada esta apresentado na Figura 12. A atividade
da galactose oxidase foi linear com a concentracao de protei-
nas na faixa de 0,1 a 0,65 ug de proteinas. Quando se usou O
método polarografico para a medida do consumo de oxigénio a
reagao se mostrou, também linear na faixa de 0,2 a 2,0 ug de

proteinas.
3.6. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA
O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica es-

ta demonstrado na Figura 13. A temperatura Otima observada pa-

ra a galactose oxidase intracelular é de 30°c.
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3.7. EFEITO DO pH NA ATIVIDADE DA GALACTOSE OXIDASE

O comportamento da enzima em diferentes pHs esta mos -
trado na Figura l4. Os resultados demonstram que o pH Ootimo de
catalise para a galactose oxidase intracelular esti na faixa

de 6,6 - 7,0.

3.8. ESPECIFICIDADE

A especificidade da galactose oxidase intracelular foi
determinada e os resultados obtidos estao apresentados na Ta-
bela II. Dos compostos de 3 carbonos testados apenas a dihi-
droxiacetona & oxidada pelo oxigénio em presenca da enzima.
Glicerol, e g-hidroxipiruvato nao sao substratos para a enzi-
ma. Todos os compostos derivados da D-galactose com o carbono 6 livre,que

foram ensaiados, sao substratos para a enzima intracelular.

3.9. EFEITO DA CONCENTRAGCAO DOS SUBSTRATOS SOBRE A ATIVIDADE

ENZIMATICA

0 efeito da concentracao de diversos substratos sobre a
atividade da galactose oxidase estao apresentados nas Piguras
15,19,20,23 a 31. A galactose oxidase intracelular de D. den-
drnoides apresenta uma cinética nao Michaeliana para D-galacto-
se (Figura 15,16) D-galactosamina (Figura 24), metil- a-D-ga -
lactopiranosideo (Figura 25), o-nitro-g-D-galactopiranosideo
(Figura 26), B-lactose (Figura 27),rafinose (Figura 29) e gua-

ran (Figura 31). Para a dihidroxiacetona (Figura 20), 2-D-de -
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soxigalactose (Figura 23), a melibiose (Figura 28) e estaquio-

se (Figura 30) o efeito & menos marcante,aproximando-se da cinética Michae-
Hana. Com a finalidade de confirmar o carater sigmoidal obti-

do foram determinadas as velocidades de.consumo de oxigénio em

presenga de D-galactose (Figura 15) e dihidroxiacetona (Figura 20) .Nao
houﬁe alteracao do comportamento cinético.com a variagao do método de me-

dida da atividade enzimatica. Os valores de Km app determina -

dos pelo método de LINEWEAVER-BURK (58) foram de 40 mM e 36 mM

para a D-galactose e 35 mM e 37 mM para a dihidroxiacetona,res-
pectivamente, pelo método enzimadtico acoplado e pelo método po-
larografico.

Os dados constantes das Figuras 15, 19, 20, 23 a 31 fo-
ram analisados pelo método grafico de SCATCHARD (73). Os gra -
ficos referentes ao efeito da D-galactose e da dihidroxiaceto-
na sao apresentados nas Figuras 17 e 21, respectivamente. Os
demais substratos apresentaram comportamento semelhante ao da
galactose com excec¢ao da melibiose e da estaquiose cujos grafi-
cos sao lineares.

Os dédos foram, ainda submetidos ao tratamento grafico
de Hill (44), obtendo-se coeficientes de Hill (nH) maiores que
1,0 em todos os casos (Tabela III). Os graficos relativos a D=
galactose e a dihidroxiacetona estao apresentados nas Figuras
18 e 22. Para todos os substratos foram calculados os valores
denH e SO,S constatando apresentarem eles a mesma ordem de
grandeza que os valores de Km app calculados pelo método de LI-
NEWEAVER-BURK.

0 efeitO(ianalactose sobre a atividade énzimética, foi
medida sob uma tensao de 0, de 60% e os resultados sao apre -

sentados na Figura 19. Os duplos reciprocos dos dados confir -
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mam a sigmoicidade observada quando a tensao de 0, era de 20%

(Figura 16). Os valores de nH e de S0 5 sao 1,43 e35,5mM res-
7

pectivamente, nao diferindo significativamente dos resultados

apresentados na Figura 18.

3.10. EFEITO DA CONCENTRACAO DO OXIGENIO

O efeito de diversas concentragoes de oxigénio sobre a
atividade da galactose oxidase foi verificado e encontra - se
ilustrado na Figura 32. A enzima apresenta curva de .saturacgao
sigmoidal para o oxigénio e o grafico duplo-reciproco se ex -
pressa como uma curva. voltada . = para cima. A constante
de MICHAELIS-MENTEN determinada & de 0,40 mM e a _velocidade
maxima € de 200 umoles de 02: min-l. O grafico de  SCATCHARD
(Figura 33) para o oxigénio desvia-se bastante da linearidade.
Na Figura 34 pode-se verificar que os valores do coeficiente

de HILL & de S sao respectivamenté de 1,66 e 0,29 mM.

0,5

3.11. EFEITO DE INIBIDORES E AGENTES QUELANTES

O efeito de inibidores e agentes quelantes sobre a velo-
cidade da reacao enzimatica esta registrado na Tabela IV. Fo -
ram ensaiados agentes quelantes de metais como o dietilditio -
carbamato, a azida sddica e hidroxilamina. Inibidores que com-
petem com o oxigénio, como o cianeto e inibidores de grupamen-
tos SH, como a iodoacetamida foram estudados. O efeito da HZOZ!

produto da reagao enzimatica foi também testado sobre a velo -



cidade de oxidagao da D-galactose. Os resultados mostraram que

a galactose oxidase intracelular era inibida por todos os ini-

bidores estudados.

3fll.l. Efeito do Dietilditiocarbamato

O dietilditiocarbamato, agente quelante especifico para
o cobre, na concentragao de 1 x 10"5 M inibe 94% da atividade
enzimatica, (Figura 35) sugerindo forte envolvimento do ion co-
bre no sitio ativo da enzima e, por conseqfiéncia, que a galac-

tose oxidase intracelular, assim como a extracelular (7), seja

uma cobre-enzima.
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TABELA II ESPECIFICIDADE DA ENZIMA

SUBSTRATO ATIVIDADE RELATIVA (%)
(mM)
D-galactose 100
Dihidroxiacetona 179
2-Desoxi-D-Galactose . 52
‘D-Galactosamina 60
Metil- a-D-Galactopiranosideo 170
o-Nitrofenil-g-D-Galactopiranosideo 40
B-Lactose 11
Melibiose 68
Rafinose 144
Estaquiose 161
Guaran 47

Ensaios foram realizados pela técnica enzimatica acoplada,usan-
do 0,13 pg de proteinas e 100 umoles dé substrato e as condi -
coes descritas.no item 2.6.1. de Materiais e Métodos. A ativi-
dade relativa foi calculada tomando-se como referéncia a velo-
cidade de oxidacao da D-galactose (66 nmoles Hzoé-min—l). A

concentragao do guaran foi calculada como o descrito por AVI -

GaD et al (11).



TABELA III PARAMETROS CINETICOS DA GALACTOSE OXIDASE
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INTRACELULAR
SUBSTRATOS V max _i Kmapp n, S, )5
(nmoles Hzoz.min ) (M) (M)

Dihidroxiacetona 150 35 1,23 26
D-Galactose 86 40 1,36 36
2-Desoxi-D-Galactose 176 83 1,28 52
D-Galactosamina 121 20 1,58 14
Metil- 0t--=D_—Galacto‘—.
piranosideo 150 37,5 1,42 29
Q—Nitrofenil—B—E—Galac—b
topiranosideo 92 50 2:12 46
B-Lactose 75 333 2,20 140
Melibiose 55 22 1,16 20535
Rafinose 133 60 2,43 52
Estaquiose 125 14 1,10 14,5
Guaran 47 3,3 2,63 1,2
Oxigénio 200 0,40 1,66 0,29

Os ensaios foram realizados usando o método enzimatico acopla-

do. Dados referentes as Figuras 15 a 32.
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TABELA IV EFEITO DE INIBIDORES

INIBIDORES CONCENTRAGAO % INIBICAO

Azida Sdodica 0,1 mM 54

0,5 mM 100

*Cianeto 10,0 uM 37
50,0 uM ' 100

Dietilditiocarbamato 5,0 uM 87

10,0 uM- 96

EDTA : 0,5 mM 0

*Todoacetamida - . 0,1 mM 22
1,0 mM 100

Hidroxilamina 50,0 uM ’ 47

0,1 mM 94

0,5 mM 100

H202 210 mM 42

3,0 mM 60

=l
Atividade medida pelo consumo de 0, (V max de 97 nmoles 0,.min )

st dadia 1medida pela produgao de H,0,(V mdx de 102 nmoles
H;0,.min ). _
Os ensaios foram realizados em concentragao saturante de D-ga-
lactose (300 mM), com 0,16 ug e 0,80 ug de enzima, respectiva-

mente para os ensaios enzimatico acoplado e polarografico.
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FIGURA 3. Sintese da galactose oxidase em fungao do cresci -
mento, em condigaes experimentais conforme descri-
to em MATERIAIS E METODOS item 2.8.
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FIGURA 4. Efeito da temperatura sobre a estabilidade. d3 enzi-

ma no extrato livre de células.
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O extrato livre de células,em fragoes de 5 ml, foi submetido a

. diferentes temperaturas (0° a 80°c) durante 5 minutos, apos o
que foram retiradas aliquotas para a determinagao da atividade
enzimdtica e da concentragao em proteinas, conforme os itens
2.6.1. e 2.9. de MATERIAIS E METODOS. |

Simbolos: e-e Atividade enzimatica

o-o0 Proteinas
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FIGURA 5. Perfil de eluigao da galactose oxidase intracelular
de D. dendroides em coluna de Sepharose 6B.

A coluna (2 x 18 cm) foi equilibrada com tampao acetato de amo-
nio 0,1 M pH 7,2 e as proteinas contaminantes foram eluidas com
o mesmo tampao. A =eluicao da galactose oxidase foi feita com

D-fucose 0,1 M no tampao de equilibrio. Proteinas (se*), ativi-

‘dade enzimatica (ew«s).
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FIGURA 6. Homogeneidade da galactose oxidase intracelular em
eletroforese em gel empoliacrilamida a pH 3,6.

A eletroforese foi efetuada em gel a 8% conforme descrito em
MATERIAIS E METODOS (item 2.12). A seta indica a origem dami-
gragao.

A - Proteinas (100 ug de proteinas);

B - Atividade enzimatica (20 ug de proteinas).



FIGURA 7. Homogeneidade da galactose oxidase intracelular em
eletroforese em gel de poliacrilamida a pH 8,9

A eletroforese foi efetuada conforme descrito em MATERIAIS E
METODOS (item 2.12.,). A seta indica a origem da migragao.
A - Proteinas (100 ug de proteinas)

B - Atividade enzimitica (20 ug de proteinas)
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FIGURA 8. Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida com
SDS da enzima desnaturada.

A enzima previamente desnaturada (20 ug) foi submetida a ele -
troforese em gel de poliacrilamida a 10% contendo 0,1% de SDS,
conforme descrito no Item 2.12.1., A seta indica a origem da

migragao.
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FIGURA 9. Determinagao do peso molecular da galactose oxidase
intracelular por eletroforese em gel de poliacrila-

mida contendo SDS.

A eletroforese foi realizada conforme descrita no item 2.12.1.
de MATERIAIS E METODOS, sendo que 20 ug de diferentes proteil -

nas foram aplicados aos géis.

Padroes utilizados: 6 - Hemoglobina (1-16.000;2-32.000;3-48.000
4-64.000); B - Soro Albumina Bovina (5-66.000; 6-132.000); |

m-Galactose Oxidase Intracelular.
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FIGURA 10. Determinagao do peso molecular da galactose oxida-
se por filtragao em Biogel P-150.

Filtragao em coluna de Biogel P-150 (1 x 41 cm) previamente

equilibrada e eluida com tampao fosfato 50 mM, pH 7,2 com flu-
xovéonstante de 0,4 ml/min. Foram aplicados a coluna 500 y g de
galactose oxidase e 600 ;g da mistura de padroes. Os  padroes
utilizados foram: |

® - ANIDRASE CARBONICA (1 - 29.000); O- OVOALBUMINA (2 -45.000);
®- SORO ALBUMINA BOVINA (3-66.000; 4-132.000), mondmetro e di-

6
mero, respectivamente, e Azul de dextrana (2x10 ); o - ga-

lactose oxidase intracelular.
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FIGURA 11. Efeito do tempo de incubagao sobre a atividade da

galactose oxidase.

O sistema de reagao (1,0 ml) contendo: 0,06 ug de enzima, 75
ymoles de D-galactose, 0,48 umoles de 4-aminoantipirina, 7,0
pymoles de fenol, 15 umoles de tampao fosfato pH 7,0 e 6,7 uni-
dades de peroxidase, foi incubado a 30°C por diferentes pe -

riodos de tempo.
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FIGURA 12. Efeito da concentracao da galactose oxidase sobre
.a velocidade da reacgao.

0 eféito da concentracao de proteina.foi verificado pela in -

cubagéo de quantidades crescentes da enzima no sistema con -

vencional de reagéo, conforme descrito em MATERIAIS E METODOS

(item 2.15).
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FIGURA 13. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica

Os sistemas de reagao contendo 0,30 ug de galactose oxidase fo-
ram incubados a diferentes temperaturas, conforme descrito em

MATERIAIS E METODOS (item 2.16.).
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FIGURA 14. Efeito do pH sobre a velocidade da reacao enzima-

tica.

A mistura de incubagao continha 0,3 pg de enzima e 15 pmoles
de tampao nos pH indicados nas Figuras e os demais reagentes
e condigdes conforme o descrito em MATERIATS E METODOS (item
2.17.).

A-- Tampao Fosfato (pH 5,5 a 8,0);

B - 0-o Tampao MES (pH 5,0 a 6,7);

®-o Tampéo'TES (pH 6,7 a 8,2).
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FIGURA 15. Efeito da concentracgao de D-galactose sobre a ati-

vidade enzimatica sob tensao de 0, a 20%.

0 efeito da concentracgao da D-galactose sobre a velocidade da
reacao enzimatica foi determinada tanto péla medida de H,0,.
formada, como pela velocidade de consumo de 0,.

-9 - Método enzimatico acoplado; sistema de incubacio: (1,0ml)
15 ymoles de tampao fosfato pH 7,0;0,48 uymoles de 4-aminoanti-
pirina; 7,0 umoles de fenol; 6,7 unidades de peroxidase;0,13. ug
de galactose oxidase intracelular e quantidades variaveis . de
D-galactose. »

0-o0 - Método do eletrodo de oxigénio; sistema de reacgao:(1l,4ml)
20 pmoles de tampao fosfato pH 7,0; 0,65 ug de galactose oxida-

se intracelular e quantidades variaveis de substrato.



100

(17 nmoles Op.min™).103
g |

0 50

100

(1/[D-GALACTOSE] mM™).10°

(17 n moles HpOz.min™').10%

56

FIGURA 16. Grafico de LINEWEAVER-BURK do efeito da concentra-

¢ao da D-galactose sobre a atividade enzimatica.

e-@ - Método enzimatico acoplado (nmoles H,0,.min

1
) .

1

o-o - Método do eletrodo de oxigénio (nmoles 0,.min” ).

{
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FIGURA 17. Grafico de SCATCHARD do efeito da concentragao de
D-galactose sobre a atividade enzimatica.

_1

e-® - Método enzimatico acoplado (nmoles Hy0p.min ) ;
-1

o-o - Método do eletrodo de oxigénio (nmoles 0,.min ).
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[D-GALACTOSE] mM

FIGURA 18. Grafico de HILL do efeito da concentragao de D-ga-

lactose. sobre a atividade enzimatica.

. -1
e-e - Método enzimatico acoplado (nmoles H,0,.min ) ;

=1
o-o - Método do eletrodo de oxigénio (nmoles Oj.min ).
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FIGURA 19. Efeito da concentragao de D-galactose sobre a ati-

vidade enzimatica sob tensao de 0, de 60%.

O efeito da concentragcao de D-galactose sobre a velocidade da
reagao enzimatica sob tens3o de 0, a 60% foi determinada pela
medida do consumo de 0;. O sistema de reagao (1,4 ml) consis-
tia de 20 umoles de tampao fosfato pH 7,0, 0,65 ug de galac -
tose oxidase intracelular e concentragoes variaveis de subs -
trato. A concentragao de 0, a 60% foi obtida conforme descri-
to em MATERIAIS E METODOS (item 2.20.).
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FIGURA 20. Efeito da concentragao da dihidroxiacetona sobre
a atividade enzimatica.

O efeito da concentragao da dihidroxiacetona sobre a ativida-
de enzimatica foi determinado tanto pela medida da Hy;0, for -
mada como pelo consumo de 0,. _

e-® - Método enzimatico acoplado, sistema de incubacao con -
forme descrito na Figura 15, com 0,13 ug ,de galactose oxidase
e concentracoes variaveis de dihidroxiacetona.

o-o0 - Método do eletrodo de oxigénio; sistema de incubagao con-
forme descrito na Figura 17, contendo 0,65 ug de galactose oxi-

dase e concentragoes variaveis de dihidroxiacetona.
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FIGURA 21. Grafico de SCATCHARD do efeito da concentragao
de dihidroxiacetona sobre a atividade enzimati-
ca.

_ _ -1
e-® - Método enzimatico acoplado (nmoles H,0,.min ) ;

: -1
o-o - Método do eletrodo de oxigénio (nmoles 0,.min ).
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FIGURA 22. Grafico de HILL do efeito da concentracao de di -

hidroxiacetona sobre a atividade enzimatica.

_1
@-@ - Método enzimatico acoplado (nmoles H,0,.min ) ;

: -1
o-o - Método do eletrodo de oxigénio \nmoles 0,.min ).
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FIGURA 23. Efeito da concentragao da 2-desoxi-D-galactose so-

-bre a atividade da galactose oxidase.

O efeito da concentragao da 2-desoxi-D-galactose sobre a ati-
vidade da enzima foi verificado pelo método enzimético aco -
plado. O sistema de incubagao empregado foi o descrito na

Figura 15, contendo 0,30 ug de galactose oxidase e concentra-
coes variaveis de substrato .
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FIGURA 24. Efeito da concentragao da D-galactosamina sobre

a atividade enzimatica.

O efeito da concentragao da D-galactosamina sobre a ativida-
de da enzima foi verificado pelo método enzimatico acoplado.
O sistema de incubagao empregado foi o descrito na Figura 15,
contendo 0,26 ug de galactose oxidase e concentragaes varia-

veis de D—galactosamina.
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FIGURA 25. Efeito da concentragao do Metil- o-D-galactopira-

nosideo sobre a atividade enzimatica.
/

0 efeito da concentracdao do metil- a -D-galactopiranosideo so-
bre a atividade da galactose oxidase foi determinado pelo
método enzimatico acoplado, conforme descrito na Figura 15,
contendo 0,13 ug de enzima e quantidades variaveis de subs -
trato.
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FIGURA 26. Efeito da concentragao do o-nitrofenil-g-D-galac-

topiranosideo sobre a atividade da galactose oxi-
dase.

O efeito da concentragao do o-nitrofenil-g-D-galactopiranosi-
deo foi verificado pelo método enzimatico acoplado. O sistema
de incubacao empregado foi o descrito na Figura 15, contendo

0,3 ug de enzima e concentragSes variéveis_de substrato.
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FIGURA 27. Efeito da concentragao da B-lactose sobre a ati -

vidade enzimatica.

O efeito da concentragao da B-lactose sobre a atividade da ga-
lactose oxidase foi determinado pelo método enzimatico acopla-
do, conforme descrito na Figura 15., contendo 0,26 ug de enzi-

ma e concentracgoes de variaveis substrato.
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FIGURA 28. Efeito da concentracao da melibiose sobre a ati-

vidade enzimatica.

O efeito da concentracao da melibiose sobre a atividade enzi-
matica foi verificado pelo método enzimatico acoplado. O sis-
tema de incubagéo foi o descrito na Figura 15, contendo 0,13ug

de galactose oxidase e concentracgoes variaveis de substrato.
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FIGURA 29. Efeito da concentracao da rafinose sobre a ativi-

dade da galactose oxidase.

O efeito da concentracao da rafinose sobre a velocidade en
zimatica foi verificado pelo método enzimatico acoplado.
sistema de incubacao foi o descrito na Figura 15, contendo

0,13 ug de enzima e concentragaes variaveis de rafinose.

o)
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FIGURA 30. Efeito da concentracao da estaquiose sobre a ati-

vidade enzimatica.

O efeito da concentragéo, da estaquiose sobre a atividade enzi-
matica foi determinado pelo método enzimatico acoplado,con -
forme descrito na Figura 15, contendo 0,13 pug de  .galactose

oxidase e concentracoes variaveis de substrato.
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FIGURA 31. Efeito da concentracao do guaran sobre a ativida-

de da galactose oxidase.

O efeito da concentragao do guaran sobre a velocidade enzima-
tica foi determinado pelo método enzimatico acoplado. O sis -
tema de incubagao empregado foi o descrito na Figﬁra 15, con-
tendo 0,13 pg de galactose oxidase e concentragoes variaveis

de guaran.
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FIGURA 32. Efeito da concentracao de oxigénio sobre a ativi-

dade da galactose oxidase intracelular.

O efeito da concentragao do oxigénio sobre a atividade enzi -
matica foi determinado conforme descrito no item 2.21.de MA -
TERIAIS E METODOS. O sistema de incubacgao (1,4 ml) consistia
de 20 umoles de tampao fosfato pH 7,0, 420 umoles de D-galac-
tosé e 1,0 pug de galactose oxidase a 3OOC, com concen;ragéo

de oxigénio variando de 5,0 a 80%.
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FIGURA 33. Grafico de SCATCHARD do efeito da concentragao de
oxigénio sobre a atividade da galactose oxidase

intracelular.
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FIGURA 34. Grafico de HILL do efeito da concentragao de oxi-

génio sobre a atividade enzimatica.
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FIGURA 35. Efeito da concentragao do dietilditiocarbamato
sobre a atividade da galactose oxidase intra -
celular de D. dendroides.

O efeito da concentragao do dietilditiocarbamato foi deter -
minado pelo método polarografico, a 3OOC, em um sistema de
1,4ml, contendo 20 uymoles de tampao fosfato pH 7,0; 420 umo-
les de Q—galactose; 0,65 pg de galactose oxidase e concen -
tragSes—variéveis de dietilditiocarbamato. A enzima foi pré-
incubada com o tampao e o dietilditiocarbamato, e a . .reagao

iniciada pela adigcao do substrato.



Ly, Discussao

A sintese da galactose oxidase & concomitante ao desen-
volvimento de 0. dendroides, sendo a enzima sintetizada duran-
te a fase logaritmica do crescimento (Figura 3). O aparecimen-
to da galactose oxidase extracelular também ocorre paralela -
mente ao crescimento do fungo (61,77), embora a enzima sO seja
encontrada em quantidades significativas no meio apds 40 horas
de cultivo. O fato dos niveis intracelulares da enzima se man-
terem constantes de 36 a 60 horas, periodo no qual se verifi -
cam aumentos nos niveis extracelulares, indica que a enzima
sintetizada & efetivamente secretada.

A purif;cagéo da galactose oxidase intracelular foi rea-
lizada por cromatografia de afinidade em Sepharose 6B. A aga -
rose (Sepharose 6B) & um polissacarideo constituido de uma se-
qliéncia alternada de residuos de D-galactose e 3,6-anidro-L -
galactose, com ligacoes do tipo B (1-+4) e o(l-3) podendo ser - reco -
hhecida como substrato pela galactose oxidase. Consequentemen-
te, a enzima sera retida pela matriz e eluida separadamente das
proteinas contaminantes que nao apresentam afinidade pela aga-
rose. A afinidade de galactose oxidase pela agarose € influen-
ciada pela natureza do tampao de equilibrio, sendo que com o
tampdao acetato de aménio 100mM pH 7,2 a enzima extracelular &
eluida num volume correspondente a 5 - 6 vézes o volume morto
da coluna (42, 43). Entretanto, a enzima intracelular ...nao &
eluida mesmo depois»de passado um volume correspondente a 10 -

12 vézes o volume morto da coluna. Este resultado sugere que a



forma intracelular da galactose oxidase apresente uma afini-
dade significativamente maior pelo polissacarideo, uma vez
que a enzima se liga a matriz, fazendo-se necessario uma.elui-
cao seletiva. O emprego da D-galactose como eluente resultou
na obtencao de preparagoes altamente instadveis, perdendo a
enzima intracelular-a sua atividade em tempos inferiores a 12 horas.Este
comportamento poderia ser justificado pelo fato da galaétose
oxidase extracelular ser inibida pela agua oxigenada duran-
te a catalise (39, 41, 57). A substituicao por um analogo
desprovido do grupo alcodlico primario na posigao Cg, D-fu -
~ cose, permitiu a eluigéo seletiva da galactoée oxidase in -
tracelular (Figura 5), obtendo-se uma preparacao enzimatica
estavel e homogénea (Figura 6 e Figura 7) com 64% de rendi -
mento (Tabeia ) =

A galactose oxidase intracélular de D.dendroides € uma
proteina monomérica (Figura 8 e 10) semelhante ao descrito
por KOSMAN et al (53) para a enzima extracelular.

O peso molecular da enzima intrageliilar.- € de 72.000 determinado -
ﬁnmqporeletféforese em gel de poliadrilamida contendo SDS
(Figura 9) como por filtracao em Biogel P-150 (Figura 10) ,em
contraste com os valores dispares descritos para a enzima ex-
tracelular (7, 14, 42, 45, 53, 89).vagrande intervalo de
pesos moleculares, de 39.000 (42) a 72.000 (53), encontrados
para a enzima extracelular quando se utiliza permeacao em
gel poderia ser esperado em fungao da tendéncia da enzima em
aderir 3 matrizes de resinas contendo carboidratos, o que nao
aconteceu no presente caso devido ao uso de gel com' matriz
de poliacrilamida. Por outro lado, a determinacao do peso mo-

lecular da galactose oxidase extracelular por equilibrio de

77



78

sedimentagéo também apresenta resultados discordantes (14,45,
53). Com o emprego de gel de poliacrilamida contendo SDS, os
valores variaram de 65.000 a 69.00Q0 (53,64).0 peso molecular
da galactose oxidase intracelular, pode ser, portanto, consi-
derado ligeiramente superior ao da enzima extracelular.

Em todos os ensaios realizados com a enzima intracelu -
lar nao foram observados periodos de laténcia ou de ativacao
quando se analisou o efeito do tempo de incubagao sobre a ati-
vidade da enzima, seja pelo método enzimatico acoplado ouvpelo
método polarografico. Este comportamento & distinto daquele re-
gistrado por HAMILTON et al (41l) que descreveram para a eniima
»extracelular a existéncia de periodos de laténcia e de ativagao
que poderiam durar de 2 a 30 minutos. Esses resultados leva -
ram os autores a sugerir que a galactose oxidase extracelular
se apresentaria sob duas formas: uma cataliticamente ativa e
outra inativa ou mehos étiva.

O efeito da concentragao da galactose oxidase intrace -
lular sobre a velocidade da reagao. (Figura 12) é semelhante ao
descrito.por AVIGAD et-al para.a enzima extracelular (12). A
velocidade da oxidag¢ao do substrato & linear com a concentra-
cao da enzima péra»ambas as formas enziméticas, independente-
mente do método utilizado para a determinagao da atividade da
galacﬁose oxidase.

A temperatura otima para a atividade da galactose oxida-
se intracelular € de 30°C (Figura 13), sendo que em temperatu-
ras superiores ocorre a sua inativagao. Observou-se que a tem-
peratura de 60°C & critica no processo de inativag¢ao pela ana-

lise dos dados na representacao grafica de ARRHENIUS (26). Os
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ensaios de inativagao térmica realizados com os extratos 1i -
vres de células indicam que a concentragao de proteinas & fun-
damental na estabilidade da galactose oxidase intracelular fren-
te a temperatura.

O pH Otimo para a atividade da galactose intracelular € de
6,6-7,0 (Figura 14) e apresenta razoavel concordancia com - os
valores de pH de 6,7 e 7,0 determinados, respectivamente, por
KWIATKOWSKI et al (56) e COOPER et al (24) para a enzima ex -
tracelular.

As formas intra e extracelulares da galactose oxidase de
D. dendroides comportam-se de maneira analoga quanto a especi-
ficidade, embora oligossacarideos como a rafinose e polimeros
como o guaran seja oxidados na presencga da enzima intracelular
(Tabela III) a uma velocidade relativamente menor do que a ob-
servada para a enzima extracelular (12). Outra diferenca sig -
nificativa observada € relativa a oxidagao de alcoois com 3
carbonos. O glicerol (39) e o Bg-hidroxipiruvato(23) deséritos
como substratos para a enzima extracelular, nao sofrem oxida -
¢ao na presencga da enzima intracelular. Apenas a dihidroxiace-
tona serviu como substrato para a enzima entre os compostos de
3 C estudados. A explicagao poderia ser dada na suposigao de
gque a forma dimérica da dihidroxiacetona fosse o substratoreal,
uma vez que apenas O grupo alcodlico primario estaria livre em
uma conformagao semelhante a da D galactose.

Embora a galactose oxidase de Gibbeﬁeﬂﬂa 5uj£ku&oi e a ga-

lactose oxidase intracelular de Dactylium dendroides apresen -

tem propriedades moleculares distintas (2), muito se assemel

lham quanto a sua especificidade. Para a enzima de G. fujiku

no{, no entanto, os oligossacarideos como a rafinose e esta -



quiose sao substratos menos eficientes do que a D galactose.

O valor de Kma para a D-galactose determinado pelo

9%
método enzimatico acoplado &€ da ordem de 40 mM (Tabela III),
valor este semelhante ao obtido por AISAKA et al (3) para a
enzima de G. fujikuroi utilizando o mesmo sistema de aceita-
dores de elétrons. Para a enzima extracelular, no entanto,
com o mesmo tipo de ensaio, sO que empregando outros agentes
cromogénicos, os valores relatados variam de 2,8 mM (38), a
240 mM (12). Quando o ensaio foi realizado pela medida do
consumo de oxigénio, o valor do Kmapp para a D-galactose foi
de 38 mM, valor semelhante ao obtido por HAMILTON et al (39)
para a enzima extracelular. Deve ser salientado que este va-
lor é totalmente distinto daqueles descritos por CLEVELAND
et al (23) e KWIATKOWSKI et al (56) que obtiveram valores de
8 mM (23) e 175 mM (56), respectivamente. Os valores dispa -
res relatados para os diversos substratos com a enzima extra-
celular poderiam ser atribuidos a diferenca na sensibilidade
dos diversos métodos empregados na determinacao da atividade
enzimatica (12, 13, 23, 38, 39, 57), tornando-se dificil com
parar os dados cinéticos das formas intra e extracelulares da
’enzima, Os valores de Kmapp obtidos (Tabela III) sao indica-
tivos de que a enzima intracelular apresenta afinidades:dis—
tintas para os diversos substratos.

A analise das Figuras 15, 19, 24, 25,27,29,31, mostra
que a galactose oxidase intracelular de D. dendroides apre -
senta .cinética: nao Michaeliana com a maioria de seus subs-
‘tratos. A curvatura para cima apresentada pelos graficos de

duplosreciprocos (16, 20, 24, 25, 26,27, 29 e 31), os des -
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vios da linearidade apresentados nos graficos de SCATCHARD (Fi-
gurasl7 e 21) bem como oé valores dos coeficientes de HILL su-
periores a 1,0 (Tabela III) sao indicativos de cooperatividade
cinética positiva (66). O fato de terem sido obtidos valores
n, (Tabela III) distintos para cada substrato sugere que os
mesmos apresentem interagoes diferenciadas com a enzima.

Os valores do coeficiente de HILL encontrados para a D-
galactose, dihidroxiacetona, 2-desoxi-D-galactose e melibiose
proximos a 1, estao dentro dos limites tedricos propostos por AINSLIE et
al (5) para as enzimas que apresentam lentas transicoes mole -
culares, induziveis pelo substrato, como € o caso da hexoquina-
se de germen de trigo (19,63,70) e da ribonuclease I de pancreas
bovino (72), ambas enzimas monoméricas com um unico sitio ati-
vo; Os autores procuraram explicar os dados obtidos como con -
seqliéncia da cooperatividade entre dois estados conformacio -
nais da enzima. Usando o mesmo raciocinio poder-se-ia explicar
os dados cinéticos obtidos com a enzima intracelular como de -
correntes da existéncia de 2 formas da enzima, nas quais o es-
tado de o0xido - redugao do cobre seria distinto. Esta hipotese
parece pouco viavel por nao terem sido observados periodos de
laténcia ou de ativacao quando se determinou o efeito do tempo
na velocidade da reagao catalisada pela gélactose oxidase in -
tracelular (Figura 11), como seria de se esperar caso houves-
sem transigoes moleculares (5).

Uma segunda alternativa para a explicagao do comporta -
mento nao Michaeliano da galactose oxidase intracelular envol-
veria uma das possibilidades levantadas por KWIATKOWSKI etbal

(57), a partir da analise cinética de seus resultados com .a



enzima extracelular, de que o mecanismo da galactose oxidase
fosse "Random BiBi". Dentro desta linha de raciocinio os da-
dos obtidos (Figura 15), poderiam ser explicados pelo fato do
oxigénio nao estar presente em concertracgdes saturantes, nos
ensaios realizados. No entanto, quando os ensaios foram rea-
lizados em concentracoes mais elevadas de oxigénio (Figura
19) o mesmo eféito cooperativo foi observado sugerindo que o
oxigénio nao afeta a interacao da galactose a enzima.

A terceira hipotese para explicar a  cooperatividade
cindtica observada seria a existéncia de dois sitios de en -
caixe para o substrato. A ligacao de uma molécula de subs -
trato em um dos sitios provocaria uma alteragao conformacio-
nal facilitando a catalise, semelhante ao que ocorre no efei-
to homotroOpico. observado com enzimas oligoméricas (66). Os

valores de n_ obtidos para o o—nitrofenil—B-Q—galactopiranOi

H
sideo,B-lactose rafinose e guaranbsuportam esta alternativa.
Esta hipétése esta de acordo com o mecanismo proposto por Al-
SAKA et al (3,4) para explicar a cinética obtida com a enzi-
ma de Gibbernella fujikurod.

Deve ser salientado, no entanto, a comprovagao de que
qualquer das hipéteses que se proponha para explicar os re -
sultados obtidos, requer uma analise cinética detalhada, acom-
panhada do estudo do estado de Ooxido - redugao do cobre na
enzima em repouso € na enzima cataliticamente ativa, o que
nao foi feito pata a galactose oxidase de G. {ujikuroi, -que
apresenta o mesmo comportamento cinético da enzima intrace -
lular de D. dendroides, ora em estudo.

A curva de saturacao da galactose oxidase intracelu -

lar de D. dendroides pelo oxigénio, em concentragao saturan-
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te de D-galactose, & indicativa de cooperatividade positiva,
conforme pode ser visualizado nos graficos de duplos-reci -
procos (Figura 32), no gréficé de SCATCHARD (Figura 33) e no
grafico de HILL (Figura 34). O valor de 50'5 (290 uM) obtido
corresponde a uma tensao de 25% de 0,. Os dados sugerem gque
o oxigénio possa interagir com a enzima em dois sitios dis -
tintos, provocando a alteracgao conformacional responsavel pe-
la cooperatividade observada. Os dados cinéticos para O Ooxi-
génio obtidos por KWIATKOWSKI et al (57) com a enzima extra-
celular sao, entretanto, indicativo de um comportamento Mi -
chaeliano com um valor de Km de 3 mM, superior 5 ;:saturacgao
‘com O oxigénio (1,3 mM). Nestas condig6es os estudos de.me -
canismo de reagéo (37, 39, 57) para a galactose oxidase ex -
tracelular deveﬁ ser interpretados com cautela uma vez que
foram realizados com a enzima parcialmente saturada pelo oxi-
génio.

O dietilditiocarbamato, quelante especifico para o co-
bre, exerce forte efeito inibitdorio sobre a galactose oxidase
intracelular, que & totalmente inibida por uma concentracao 10
vézes menor de inibidor (Figura 35) do que registrado para a
enzima extracelular (7, 24). Outros quelantes de metais como
a hidroxilamina e a azida sddica inibem a enzima intracelular
em concentragoes cerca de 2,5 vézes menores (Tabela IV) do
gue aquelas necessarias para promover o mesmo grau de inibi -
¢ao na galactoseboxidase extracelular de D. dendroides (7,24).
A enzima de G. 5ujihunoi (2) apresenta a mesma sensibilidade
aos quelantes de metais que a enzima intracelular de D. den -
drnoides. A enzima intracelular & totalmente inibida pelo cia -

neto de sddio na concentragao de 0,05 mM (Tabela IV) demons -
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trando uma sensibilidade maior que a extracelular que neces -
sita o dobro de céncentragéo do inibidor (7,24). A galactose
oxidase intracelular de D. dendroides, portanto, & mais sus-
ceptivel a agcao dos quelantes de metais e ao cianeto, agen -
tes que envolvem o cobre em seu mecanismo de inibic¢3do,do que
a extfacelular, O que sugere que O cobre na primeira talvez
esteja mais exposto.

A iodoacetamida inibe totalmente a galactose oxidase
intracelular na concentragéo de 1,0 mM (Tabela IV), 0 mesmo
ocorrendo para a enzima de G.fujikurod (2). A primeira vista,
a inibicao por iodoacetamida sugere o envolvimento de umgru-
pamento - SH no sitio ativo da enzima (26), no entanto,KWIAT-
KOWSKI et al (56) demonstraram que a galactose oxidase éxtra—
celuiar é rapidamente inativada pela iodoacetamida devido i
alquilacao seletiva de um residuo de histidina envolvido na
catalise. Face ao fato de que concentragoes menores de ini -
bidor promovem uma inativag¢ao significativamente maior da ga-
lactose oxidase intracelular & de se supor que a enzima apre-
sente o sitio ativo mais exposto, tornando o residuo de his -
tidina mais disponivel a alquilacgao.

A agua oxigenada, produto da reagao enzimatica, também
promove inativagao significativa da galactose oxidase intra -
celular em concentragoes a partir de 2 mM (Tabela IV), efeito
semelhante ao descrito por AVIGAD et al (12) e HAMILTON et al
(39,41) para a énzima extracelular. O efeito observado pode -
ria ser explicado pelo fato da Hzoé alterar o estado de Oxido
-reducdao do cobre que & fundamental para a catalise (32).KWIAT-
KOWSKI et al (57) propdem, no entanto, que a agua oxigenada se

ligue 3 enzima em dois sitios formando um complexo inativo.



A galactose oxidase intracelular de D. dendroides, bem
como a extracelular de G. 5ujihu¢oi €, de maneira geral, mais
sensivel a agao de inibidores do que a enzima extracelular de
D. dendrodides. Isto poderia ser explicado se o sitio ativo de
ambas as enzimas se apresentassem mais distendidos do que na
enzima extracelular de D. dendroides, de modo que o cobre e
os aminodcidos envolvidos na catdlise estivessem mais dispo -
niveis a agao dos inibidores.

Os resultados indicam que, embora apresentando dife -
rencas em algumas propriedades moleculares (2) e determinan -
tes antigénicos distintos (64), as enzimas intracelular« - de
D. dendroides e extracelular: .. de G. fufjikuroi se assemelham
guanto a seu comportamento cinético e sensibilidade a agao de
inibidores.

Os estudos realizados indicam que, apesar de apresen -
tar< . determinantes antigénicos comuns é_faﬂmi€xtﬂx£lul&r(64)ﬁi
galactose oxidase intracelular de D. dendroides & distinta em
seu comportamento cinético frente aos substratos e na sensi -
bilidade aos inibidores. O fato da enzima dar reagao imunolo-
gica com anticorpos antigalactose oxidase extracelular = nao
exclui a possibilidade da enzima possuir, por exemplo,um teor
de carboidrato. distinto, pois as formas glicosiladas e nao
glicosiladas da invertase reagem igualmente frente ao respec-
tico anticorpo (22). Um maior teor de carboidratos na .enzima
intracelular poderia ser responsavel por alteragoes conforma-
cionais que afetariam o comportamento cinético da enzima e sua
afinidade por matrizes contendo residuos de carboidratos.

Para completar os estudos de caracterizagao da galactose

oxidase intracelular de D. dendroides & fundamental que se determine a
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sua composicao em aminoacidos, metais e aglicares, bem como se-
proceda a uma analise cinética detalhada juntamente com os es-
tudos de ressonancia paramagnética eletronica indispensaveis a
avaliacao do papel do cobre na catdlise. Especialmente os da-
dos sobre a composicao orientarao os estudos futuros sobre a

secrecao da enzima.



5. CONCLUSOES

A galactose oxidase intracelular de D. dendroides foi pu-
rificada até a homogeneidade.
A enzima € uma proteina monomérica com 72.000 de peso mo-

lecular.

A enzima aprésenta uma pHvétimo de 6,6 - 7,0 e uma tempe-

ratura otima de 30°c.

A galactose oxidase intracelular apresenta ampla especi -
ficidade. Os valores de Kmapp determinados variaram de

3,3 a 333 mM, conforme o substrato utilizado.

" A galactose oxidase intracelular de D. dendroides apresen-

ta cinética nao Michaeliana para a D galactose e para o
oxigénio. A enzima apresenta o mesmo comportamento ciné -
tico para a D-galactosanina, metil—a-g-galactopiranosideo,
o—nitrofenil—B—Q—galactopiranosideb, B—lactose, rafinosee

guaran.

A galactose oxidase intracelular é inibida pela H;0;, cia-
neto, iodoacetamida e por agentes quelantes de metais como

o dietilditiocarbamato, azida sddica e hidroxilamina.
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