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Res u mo

A galactose oxidase intracelular de V. d&ndfio íd z ò  foi

purificada à homogeneidade com um rendimento de 64%. A enzima

homogênea é uma proteína monomérica com 72.000 de peso mole -

cular, pH ótimo entre 6,6 - 7,0 e temperatura ótima de 30°C.

A galactose oxidase intracelular apresenta ampla especifici -

dade e os valores de Km determinados para os diferentes
app

substratos foram: Q-galactose 40 mM; dihidroxiacetona 35 mM; 

2-desoxi-g-galactose 83 mM; Q-galactosamina 20 mM; metil-a - 

E)-galactopiranosídeo 37,5 mM; o-nitrofenil-B-Q-galactopirano- 

sídeo 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 não 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 oxigênio, com um Sq  ̂ de 290 íxM e coe - 

ficiente de HILL (n ) de 1,66. A enzima é inibida pela H 2C>2 .
li ;

cianeto; iodoacetamida e quelantes de metais como o dietildi - 

tiocarbamato, hidroxilamina e azida sõdica.



1, I n t r o d u ç ã o

A galactose oxidase (Q-galactose: oxigênio oxidoredutase 

EC. 1.1.3.9) ê uma enzima que catalisa a oxidação da Q-galacto- 

se a meso-galacto-Hexodialdose concomitantemente com a redução 

do oxigênio molecular a peróxido de hidrogênio (1 1 ,1 2 ) .

A distribuição da galactose oxidase está limitada a um 

pequeno número de microrganismos, tendo sido evidenciada em 

V ac ty ttu m  de.ndKotde.-i (9, 11, 12, 24) G tbbe.K e.tta  ÚUJ t k u K o t ,  Áò - 

p e K g tttu - i J  ap o n tcu m , Ab é t d t a  bu.tte.K-L, V ae .d a te .o p itò  - i ty K a c tn a , 

Ne.uKo-ipoKa cK a-i-ia , P e .n tc t t t tu m  n o ta tu m  (1) , Atte .K n a .K ta sp., He.t- 

m tntho-ipoKtum sp., P e .n tc .tttu m  atb u m , PuòaKtum sp. (35) , PuAaKtum 

gKam tm aKum (20) e 'B e .t tK a n te .t ta. poKtoKlc.e.n&t& (6 8 ) , embora so - 

mente nos dois primeiros a enzima seja secretada no meio de cul-

tura em quantidades apreciáveis.

A grande maioria das características presentemente conhe-

cidas da galactose oxidase extracelülar de V. de.ndKotde.-i 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 

investigadores estabeleceram os métodos iniciais para o cultivo 

do microrganismo e purificação da enzima, que serviram de base 

aos aperfeiçoamentos posteriores. O meio de composição definida 

para o cultivo do V. de.ndKotde.-i baseia-se na formula > original 

estabelecida por AVIGAD et al (12), que contém extrato de leve-

dura, tendo sido aperfeiçoado por MARKUS et al (61) pela adição 

de sulfato de cobre.
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Estudando o efeito das condições do cultivo de V. den - 

d tio id zò na produção da galactose oxidase MARKUS et al (61) ve-

rificaram que a composição do meio, tamanho e idade do inõculo 

são fatores que interferem, de forma 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 secreção da galactose oxidase e PEDROSA & ZANCAN (69) de - 

monstraram o efeito das tensões do oxigênio sobre a síntese e 

a secreção da enzima.

Considerando que a preparação cristalina da galactose 

oxidase ^extracelular (7) apresentava contaminantes de origem 

proteica com atividade proteolítica: (42, 43, 53), várias téc-

nicas foram descritas para a obtenção de preparações homogê j- 

neas da enzima. (42,6 4,80 782.) . A presença de isoenzimas da ga - 

lactose oxidase em preparações comerciais e em concentrados do 

meio de cultura fpi 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 é aquele de 68.000 (32) determinado por eletrofo - 

rese em gel de poliacrilamida (53).

A galactose oxidase extracelular de V. do,ndKoÁ.do.i ê uma 

proteína monomêricá (53), de caracter básico (32). Os va-

lores de ponto isoelétrico descritos variam de 7,6 (15) a 12,0 

(14).

A atividade da galactose oxidase é totalmente ..inibida

pelo dietilditiocarbamato e azida sõdica, nas concentrações de 
-*t -3

10 M e 10 M, respectivamente. Monoânions e ligantes neutros
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como o cianeto (.10 M) e hidroxi lamina (10 M) também inibem

totalmente a enzima (7,24). Os íons cloreto na concentração
_ 3

de 5x 10 M inibem cerca de 75% da atividade enzimática (39). 

A iodoacetamida (56) e a H 202 (.9, 12,39,57) têm forte efeito 

inibitórios a galactose oxidase. Nenhuma inibição foi observada com 

outros quelantes como EDTA, o-fenantrolina e a-a-dipiridil(7 , 

24) .

A enzima é rapidamente inativada por 6-mercaptoetanol 

e reativada por exposição ao ar (45). A velocidade da reação 

catalisada pela galactose oxidase é aumentada pela adição de 

superóxido ou de agentes como ferricianeto ou hexacloroirida- 

to (23,41). A velocidade de consumo de 0 2 diminui na presen-

ça de superóxido dismutase e ferrocianeto (40,41). A peroxi - 

dase ativa a galactose oxidase pela remoção da água oxigenada 

formada (55).

A galactose oxidase ê uma metaloenzima onde o cobre 

está presente na proporção de um átomo-grama por mol de enzima 

(7, 45,53). O cobre se encontra firmemente ligado â enzima 

sendo somente removido por diãlise contra H 2S ou tratamento 

com dietilditiocarbamato. A remoção do único lon de cobre da 

galactose oxidase resulta em uma apoenzima inativa. A ativi - 

dade pode ser recuperada incubando-se a apoenzima com sáis de 

cobre tanto na forma Cu(I) como C u (II) mas não com outros me-

tais (7). Os coeficientes de sedimentação de 4.76S e 4.8S pa-

ra o holo e apoenzima, respectivamente sugerem que não haja 

uma mudança significativa na dimensão molecular com a remoção 

do cobre (53). O cobre é essencial para a atividade da galac-

tose oxidase e seu papel na catálise tem sido exaustivamente 

estudado(17,23,27,29,3137,40,41,51,53,56,87).HAMILTON et al(40,41)baseados
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em estudos de ressonância paramagnética eletrônica propõem um 

mecanismo de catálise envolvendo três estados distintos de 

õxido-redução para o cobre. 0 mecanismo proposto não é total-

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

o cobre uma conversão cíclica Cu (II) -:Cu (I) durante o pro-

cesso catalítico.

A composição em aminoácidos revelou a presença de 8 re-

síduos de histidina por molécula de enzima e de 7 resíduos de 

cisteína que estariam presentes na enzima nativa como pontes 

dissulfeto(45). A galactose oxidase extracelular possui 18 re-

síduos de triptofano(53) dos quais um estaria envolvido na 

catálise (30, 31, 54, 8 6 ). Os estudos de KWIATKOWSKI et al (56) 

indicam que um resíduo de histidina também estaria -envolvido 

no processo catalítico. Baseados nos dados de ressonância pa-

_ ^ „ 1-9
ramagnetica eletrônica e ressonância nuclear magnética - F

ETTINGER & KOSMAN (32) propõem uma estrutura para o centro ati-

vo da galactose oxidase, que se encontra representado na Figu-

ra 1 .

A especificidade da enzima ê ampla, uma vez que deriva-

dos da galactose e galactosídeos como melibiose, rafinose,es- 

taquiose e polímeros como guaran são oxidados pela galactose 

oxidase (9, 12, 13, 23, 74). Os derivados da série no en - 

tanto não são substratos para a enzima (12). Entre os açúca - 

res, a conformação em C-4 é crítica, sendo que a glucose e 

seus derivados são completamente inertes (9, 12, 24, 50, 60,

74) . As substituições em C lfC 2 /C3 tem relativamente pouco efei-

to sobre a velocidade da reação (9,11,23,60,74), entretanto,as 

modificações em Ci+ perturbaram a interação da enzima u- com o 

substrato, uma vez o grupo 4-hidroxil da galactopiranose cons-
J
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FIGURA 1. Sítio Ativo da Galactose Oxidase Extracelular 

de V. de.ndn.old.Z6 segundo ETTINGER E KOSMAN(32).
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titui um substituinte de dimensão ótima para a interação com 

a enzima, servindo, provavelmente como âncora na fixação de 

substrato à superfície da enzima (60) . Evidências indicam que 

o único elemento importante ê o próprio grupo alcoólico pri - 

mãrio, uma vez que a 6-desoxi-DrgáláCtose (Q-fucose) não inibe a 

oxidação da Q-galactose e não afeta as propriedades espec 

trais do cobre com a enzima (56).

A galactose oxidase catalisa também a oxidação de ou - 

tros compostos como dihidroxiacetona (9 0) ,B-hidroxipiruvato e 

glicoaldéído (23). Além disso um grande número de alcóois ali- 

fãticos e aromáticos, incluindo etilenoglicol (87), 1,3-propa- 

nediol, glicerol, álcool salicílico (39), álcool dimetoxiben - 

zílico (55), 2-metileno-l,3-propanediol (23), 3-cloro-l,2-pro- 

panediol e 3-bromo-l,2-propanediol(50).são substratos para enzima.

Os estudos sobre o efeito da concentração dos substra - 

tos com a galactose oxidase extracelular de V. d<íYidn.o-idzò ,mos-

traram que a enzima tem um comportamento Michaeliano (57). Os 

valores de Km para g'galactose relatados na literatura variam de 

2,8 a 240 mM (12,13,23,38,39,57)-, enquanto que para o oxigê-

nio o valor obtido foi de 3 mM (57). A constante de dissocia - 

ção (Kj) para a dihidroxiacetona e para a g-galactose determi-

nadas por MARWEDEL et al (62) são respectivamente 0,059M . e 

0,145M. Como a galactose oxidase apresenta uma afinidade muito 

maior para dihidroxiacetona (90) e para galactosídeos e polis- 

sacarídeos contendo resíduos terminais de g-gaiactQS£ (12,23,74) 

admite-sei.não-ser,ela ;p substrato natural da enzima.

Dos estudos cinéticos realizados, HAMILTON et ál (39) e 

KOSMAN et al (52) propuseram que a reação catalisada pela ga - 

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



7

que a galactose se ligaria primeiro â enzima (29) . Já KfflEATKOWS- 

KI et al (57) com o mesmo tipo de experimentos encontrou dados 

indicativos de um mecanismo sequencial, envolvendo um único com-

plexo central, embora os resultados não 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 ligação dos subs-

tratos â enzima, na presença e na ausência de oxigênio, KWIAT- 

KOWSKI et al (57) postularam o seguinte mecanismo cinético pa-

ra a enzima:

(Sal 0 2 H 20 2

EGal (EÇal02-EAldH20 2) EAld

— H 20 2

eh2o 2

Todos os estudos realizados até 1981 envolveram a galac-

tose oxidase extracelular de Vac.tytZum  d<znd.fioÁ.d.e.6, nesse mesmo 

ano foi constatado que o fungo G*.b b fiii j-tfeuA.o-0 secretava

no meio de cultura uma enzima com a mesma especificidade e o 

mesmo requerimento em cobre (1 ). Os estudos posteriores reali-

zados indicaram que a enzima de 6 . Á.kuA.o-1 ê uma enzima dis-

tinta apresentando um ponto isoelêtrico de 3,7, um peso mole - 

cular de 90.000 e contêm ferro na molécula além de um átomo de 

cobre que participa da atividade catalítica (1,2). A referida
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enzima apresenta cinética não Michaeliana para a D-galactose 

(3,4) e determinantes antigênicos distintos daqueles da ga - 

lactose oxidase de V. dzndfioÁ.d<Li> (64) .

1.1. OBJETIVOS DO TRABALHO

A secreção de enzimas em fungos e leveduras tem sido es-

tudada, empregando-se como modelos, principalmente, a inverta - 

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

la análise 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 glicosilação de 

ambas as enzimas é semelhante ao descrito para as enzimas .de 

células animais (71, 8 8 ) e as de células vegetais superiores 

(2 1 ) e envolve a participação de derivados do dolicol, como 

doadores de radicais glicosila (75,78).Porém, em A c h tijá  ambÃ.6í- 

xua-í^c.6 (76) um eucariote primitivo, o mecanismo de glicosila - 

ção envolve uma proteína doadora de radical glicosila. Portan-

to, a secreção de enzimas em fungos parece envolver vários me-

canismos, fazendo-se necessário ampliar o número de enzimas e 

microrganismos. estudados para que se tenha uma visão comple-

ta sobre o assunto (79).

Com o propósito de iniciar os estudos sobre a secre - 

ção da galactose oxidase em V. de.ndfioxde,6 , o presente traba-

lho visa o isolamento e a caracterização da enzima intracelu - 

lar que até o momento não havia sido submetida a estudos sis -
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temáticos, havendo na literatura apenas citações de sua pre - 

sença (61,64,77).



2, Ma t e r i a i s  e Mé t o d o s

2.1. REAGENTES

Acrilamida, albumina bovina fração V, 4-aminoantipiri- 

na, Azul de dextrana, Azul de Coomassie Brilhante G-250, e 

R-250,o-dianisidina, dihidroxiacetona, estaquiose, D-fucose, 

glicolaldeído, B-hidroxipiruvato, iodoacetamida, o-metil- a-D- 

galactopiranosídeo, MES [Acido 2-.(N-morfolino) etanosulfônico] , 

B-mercaptoetanol, o-nitrofenil-B-Q-galactopiranosídeo, padrões 

para determinação de peso molecular (albumina bovina "cross 

linked", albumina bovina, hemoglobina "cross linked", a— lactal- 

bumina, anidrase carbônica, ovoalbumina), peroxidase, SDS (do- 

decil sulfato de sódio), TEMED (N,N,N',N'-tetrametilenodiami - 

na) , TES{Ãcido N-tris[(hidroximetil)-metil] -2-aminoetanosulfô - 

nico e Acido 2 [(2-hidroxi-l) 1 bis (hidroximetil) etil] aminoetano 

sulfônico] , foram obtidos da Sigma Chemical Company. Bisacri - 

lamida foi obtida da Aldrich Chemical Co. Inc. e Biogel P-150 

do Bio-Rad Laboratories. Azida sódica, cianeto de sódio, die - 

tilditiocarbamato, D-glucose e hidroxilamina eram produtos da 

Merck AG. Darmstadt. Q-galactose,B~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 substâncias utilizadas neste traba-

lho foram obtidas de diversas fontes e consideradas quimica -
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camente puras.

A concentração de água oxigenada utilizada nos ensaios 

foi determinada pelas técnicas de DEL RIO et al (25) e de V0- 

GEL (84) .

2.2. MICRORGANISMO

A amostra original produtora de galactose oxidase do 

fungo VactyZ-ium  dzndJioZdttò foi gentilmente cedida pela Dra. 

Déa Amaral do Departamento de Bioquímica da UFPR. f

O fungo foi classificado originalmente como Vofyypotiut> 

c^fic-ínatuA Fr. (24) . A classificação foi contestada por NO 

BLES et al (67) que sugeriu ser o fungo o VaatyZ-ium de.ndfio-i - 

d<tò. Entretanto, considerável incerteza persiste quanto à

identificação da linhagem produtora da galactose oxidase. Vá-

rios estudos (46, 47, 48, 49) foram realizados na tentativa de 

esclarecer a posição taxonômica do microrganismo e os resul - 

tados sugerem fortemente ser o mesmo uma espécie distinta do 

Vac.tyZZu.rn d<Lndn.o t d z i,.

2.3. MEIOS DE CULTURA

2 .3 .1 . O meio de cultura sólido empregado foi o ãgar malte com 

a seguinte composição:
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Extrato de malte 3,0 g

Extrato de levedura 0,5 g

Âgar 1,5 g

Âgua destilada q.s.p. 100 ml

A esterilização deste meio foi realizada em autoclave a 

1 atmosfera de pressão por 20 minutos, após o que os tubos fo-

ram inclinados.

2.3.2. 0 meio líquido proposto por MARKUS et al (61) utiliza-

do continha os seguintes componentes:

KH 2PO4 anidro 9,0 g

Na2HPOi+ anidro 8,0 g

(NHi* 2,0 g

MgSOit. 7H20 0,2 g

NH 4N O 3 1,0 g

Extrato de levedura 1,0 g

MnS0i+.5H20 2,0 mg

CUSO4 .5H 2O 2,5 mg

Ãgua destilada q.s.p. 1000 ml

O pH final do meio foi corrigido para 5,8 com ácido clo-

rídrico 1:1 (v/v) . A determinação do pH foi realizada em potenciô - 

metro Metrohn Herisau E 520. O meio foi esterilizado em auto - 

clave a 1 atmosfera de pressão durante 20 minutos.

Como fonte de carbono foi empregada a Q-glucose,esteri - 

lizada separadamente em vapor fluente durante 30 minutos e adi-

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

2.4. CONDIÇÕES DE MANUTENÇÃO E CULTIVO DO Vac.tyllu.rn dzndh.oldc.0

2.4.1. Conservação das Amostras

As amostras de V. d c n d a o td c ò foram cultivadas em ãgar 

malte a 1,5%, incubadas a 28°C por 3 a 5 dias e, a seguir, es-

tocadas em geladeira a 4°C, sendo feitas transferências tri 

mestrais.

2.4.2. Preparo do Pré-Inõculo

Uma amostra de micélio desenvolvido em ãgar malte foi 

transferida para um frasco erlenmeyer de 250 ml de capacidade 

com 50 ml de meio líquido descrito por Markus et al (61) con -

tendo B-glucose a 1%. O crescimento foi efetuado por um perío-

do de 48 horas com agitação contínua em agitador rotatório(New 

Brunswick Scientific Co.) a 100 rpm a 28°C. As culturas assim

obtidas constituiram o prê-inõculo.

2.4.3. Método de Cultivo do V. de.ndn.0tdz& em Grande Escala

O cultivo do V. dc.ndn.0 td z ò  em grande escala foi efetua-

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

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

Uma relação de 1:4 entre volume do meio e do frasco foi 

mantida constante em todos os cultivos realizados durante o 

trabalho visando evitar variações na influência do teor de oxi-

gênio sobre a produção da enzima.

O prê-inõculo foi homogeneizado ã velocidade máxima do 

liquidificador Waring Blendor por 30 segundos. Dois ml do h o -

mogeneizado foram transferidos assepticamente para cada frasco 

contendo o meio de crescimento. 0 crescimento do V. de.Yidnold<Li> 

foi feito por 36 horas em agitador rotatório (New Brunswick 

Scientific Co.) a 100 rpm e a temperatura de 28°C. Os micêlios 

foram então colhidos por filtração, sendo lavados com água dés- 

tilada. Após a remoção do líquido de lavagem por filtração à 

vácuo, os micêlios foram pesados e conservados em congelador a 

-17°C. O rendimento assim obtido foi de aproximadamente 20

gramas de micêlio úmido por litro de meio.

2.5. PREPARO DO EXTRATO LIVRE DE CÉLULAS

Os micêlios congelados foram suspensos em tampão fosfa-

to lOmM pH 7,0 contendo EDTA 0,5mM na proporção de 1:2(p/v). 0 

rompimento das células foi realizado em prensa (French Press - 

Aminco Instrument) com o pistão previamente gelado, sob uma 

pressão de 20.000 PSI (pounds per square inch). A operação na 

prensa foi realizada duas vezes para cada fração de suspensão 

miceliál(cerca de 40 ml ). Os fragmentos celulares e as célu - 

las intactas foram removidos por centrifugação a 17.600 g por
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15 minutos em centrifuga refrigerada (Beckman-Modelo J 21-B).

0 precipitado foi desprezado e o sobrenadante assim obtido é 

referido como extrato bruto ou extrato livre de células e con-

tinha, em média, 8,0 mg de proteínas por ml. O extrato livre 

de células foi utilizado diretamente para a determinação de 

atividade enzimãtica.

2.6. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÃTICA

A atividade da galactose^oxidase intracelular foi deter-

minada por dois métodos: pela dosagem da H 202 formada e pelo 

consumo de oxigênio.

B-galactose + 0 2 — -  meso^galacto^Hexodialdose +H202.

2.6.1. Dosagem da H 20 2 (método enzimático acoplado)

O método enzimático acoplado empregado foi o de AISAKA 

& TERADA (1). A decomposição da água oxigenada formada, em pre-

sença de peroxidese, neste método acopla oxidativamente a 4- 

aminoantipirina ao fenol, resultando num produto corado, aqui- 

noneimina, que apresenta absorção máxima a 500nm (6 ).

O sistema de incubação em um volume de 1 ml continha 15 

ymoles de tampão fosfato pH 7,0, 75 ymoles de D-galactose, 0,48 

ymoles de 4-aminoantipirina, 7,0 ymoles de fenol, 6,7 unidades 

de peroxidase e um volume variável de enzima. A reação sempre 

foi iniciada pela adição da enzima. Após a incubação a 30°Cpor 

10 minutos a coloração desenvolvida era estimada pela absorbân-
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cia a 500 nm em espectrofotômetro Beckman DU-2,equipado com 

registrador. A conversão das unidades de absorbância em ymoles 

de H 2C>2 foi realizada pelo emprego de curva padrão (10 a 280 

-nmoles de H 2O 2) • Tqdos os controles sem enzima e os controles 

sem substratos foram efetuados na determinação da atividade en- 

zimãtica. Em ambos os casos não era observado o desenvolvimen-

to da reação' colorida.

2.6.2. Determinação de Consumo de Oxigênio 

(Método do Eletrodo de Oxigênio)

A atividade de galactose oxidase foi determinada pela 

medida do consumo de; 02&gênÍQÍ8) utilizando-se um oxígrafo Gil - 

son Modelo K-IC, equipado com um eletrodo de Clark,um regis - 

trador e um banho termostaticamente controlado para manter a 

temperatura constante de 30°C. A mistura de reação consistia 

de 20 ymoles de tampão fosfato pH 7,0, 100 ymoles de D-galac- 

tose e um volume adequado de galactose oxidase, para um volu-

me final de 1,4 ml.

Nos ensaios as soluções reagentes foram estabilizadas à 

temperatura de 30°C por um período de, no mínimo, 15 minutos 

antes de se iniciar a reação. Para os experimentos realizados 

com o teor de 0 2 a 2 0 %, as soluções envolvidas na reação fo - 

ram submetidas a borbulhamento com ar durante o mesmo período 

de 15 minutos.
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2.7. UNIDADE DE ENZIMA E ATIVIDADE ESPECÍFICA

Uma unidade (U) de galactose oxidase foi definida como 

a quantidade de enzima que libera 1 ymol de H 2O 2 por minuto ou

que consome 1 ymol de O 2 por minuto nas condições do ensaio.e a 

atividade específica como a razão entre unidade de enzima e mi-

ligrama de proteína.

2.8. CURVA DE CRESCIMENTO

Para determinar o crescimento do fungo em função do tem-

po, volumes de 500 ml do meio de MARKUS et al (61) foram dis - 

tribuídos em erlenmeyers de 2000 ml de capacidade, autoclava - 

dos e adicionados posteriormente da fonte de carbono. Cada um 

destes meios foi inoculado com 2 ml do prê-inõculo homogenei - 

zado e incubados a 28°C sob agitáção contínua (100 rpm). Em 

intervalos de tempo prê-determinados, entre 12 e 84 horas,alí-

quotas de 50 ml do^meiode cultivo foram filtradas em discos de 

papel Wheaton de peso conhecido e adaptados em aparelho de fil-

tração Millipore. Os filtros contendo os micêlios foram seca - 

dos em estufa a 60°C até peso constante.

Paralelamente, a cada intervalo de tempo, o . ...restante 

dos micêlios foi colhido por filtração e procedeu-se ao prepa-

ro do extrato livre de células, como anteriormente descrito. O 

aparecimento da galactose oxidase na massa micelial, em função 

do tempo, foi monitorada pela determinação da atividade enzi - 

mãtica, pelo método enzimãtico acoplado, nos extratos livres de
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células correspondentes aos diferentes tempos de crescimento.

2.9. DETERMINAÇÃO DE PROTElNAS

A determinação de proteínas foi realizada pelo método 

proposto por LOWRY et al (59), utilizando-se um padrão soro 

albumina bovina.A dosagem de proteínas nas frações eluídas da coluna 

de Sepharose 6B foi realizada segundo o método de WARBURG & 

CHRISTIAN (85).

2.10. CINÉTICA DA INATIVAÇÃO TÉRMICA DA ENZIMA NO EXTRATO 

LIVRE DE CÉLULAS.

A estabilidade técnica da galactose oxidase no extrato livre de 

células determinada submetendo-se frações .de 5ml do mesmo â diferen-

tes temperaturas (0o a 80°C) por 5 minutos. As amostras foram 

então rapidamente resfriadas em banho de gelo e centrifugadas 

a 17.600 g por 15 minutos. Alíquotas de 20 yl dos sobrenadan- 

tes foram tomadas para a determinação da atividade enzimãtica 

e alíquotas de igual volume para a dosagem das proteínas.

2.11. PURIFICAÇÃO DA GALACTOSE OXIDASE INTRACELULAR

O cronograma de purificação da galactose oxidase intra-

celular está apresentado na Figura 2.

Todas as operações descritas foram realizadas em baixa
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temperatura, utilizando-se banho de gelo ou câmara de refri 

geração a 4°C com exceção da etapa de inativação térmica.

0 extrato livre de células (390 ml) obtido por compres - 

são-descompressão de 160 g de micêlios foi submetido âs seguin-

tes etapas de purificação:

2.11.1. Inativação Térmica

Após ensaios prévios que demonstraram ser a enzima rela-

tivamente estável a 60°C durante 5 minutos (Figura 4), o ex 

trato livre de células (390 ml) foi submetido â estas condi 

ções em frações,de aproximadamente 50 ml, com controle rigoroso 

de tempo e temperatura. Após a inativação as frações foram ra-

pidamente resfriadas por imersão em banho de gelo e sal. O pre-

cipitado foi removido por centrifugação a 17.600 g por 15 mi - 

nutos e uma alíquota do sobrenadante foi reservada para a de - 

terminação da atividade enzimãtica e da concentração em pro 

teínas.

2.11.2. Fracionamento com Sulfato de Amónio

Ao sobrenadante da etapa anterior (370 ml) foi adiciona-

do (NHit) 2SOit sólido gradualmente e sob agitação suave até a 

saturação de 45%. A solução foi mantida em repouso por 10 mi - 

nutos e após a centrifugação a 17.600 g por 15 minutos, o pre-

cipitado foi removido e ao sobrenadante (400 ml) foi novamente 

adicionado sulfato de amónio sólido até 65% de saturação.A mis-
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tura foi deixada em repouso por 10 minutos e centrifugada a 

17.600 g por 15 minutos. O precipitado contendo a enzima foi

ressuspenso em tampão fosfato 10 mM pH 7,0, em um volume de

aproximadamente 1/40 (10 ml) do volume de extrato inicial, e

dialisado contra tampão acetato de amónio lQO.mM pH 7,2 conten-

do CuSOit 0,5 mM por 15 horas.

2.11.3. Cromatografia de Afinidade em Sepharose 6B

O dialisado (171 mg de proteínas) contendo a enzima foi 

cromatografado em uma coluna de Sepharose 6B (2 .x 18 cm) pre - 

viamente equilibrada com tampão acetato de amónio lOOmM pH

7,2 com um fluxo constante de 0,5 ml/min * As proteínas con - 

taminantes foram eluídas com um volume de 250 ml do mesmo tam-

pão ou até que a concentração de proteínas nas frações (5 ml) 

coletadas com auxílio de um coletor de frações (Ultrorac Frac- 

tion Collector LKB 7000), apresentassem concentração de pro 

teínas inferior a 0,0025 mg/ml. O eluente foi substituído por 

uma solução de Q-fucose lOÓmM em tampão acetato de amónio lOOmM 

pH 7,2, passando-se a coletar frações de 2 ml. As frações con-

tendo de .20 a;50 unidades de enzima foram reunidas, ■ distribuídas 

em frações de 0,5 ml e conservadas a - 17°C.

Para a determinação dos parâmetros cinéticos da enzima te- 

mendo-se a interferência da Q-fucose,a preparação enzimática foi 

submetida â diãlise contra tampão acetato de amónio 10 mM ptt l-,2 

pelos períodos 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
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ser submetida à diãlise. Considerando-se estes resultados op - 

itou-se por conservar a enzima em Q-fucose, uma vez que a sua pre-

sença contribuia para a estabilidade da enzima.

2.12. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida para a verifi - 

cação da homogeneidade da enzima foi realizada útilizando-se 

gel a 8% (18) em pH 3,6 e 8,9 â temperatura de 4°C. Em pH 8,9 

a eletroforese foi realizada em tampão Tris-borato 65 mM e cor-

rente de 2 mA/gel (0,5 x 8 cm) durante 2,5 a 3,0 horas. 0 mar-

cador de corrida empregado foi o azul de bromo fenol a 1%. Em 

pH 3,6 a eletroforese foi realizada em tampão glicina-HCl lOOmM 

e corrente de 2 niA 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 frações enzimáticas foram concentradas â vácuo em con-

centrador rotatório, após diãlise contra H 20 destilada com agi-

tação durante 3 horas.

A revelação para proteínas foi feita em ambos os casos 

com Azul de Coomassie Brilhante G-250 (16). Os géis emprega-

dos para a verificação da atividade da galactose oxidase foram 

preparados com a adição de g-galactose a 1%. A atividade enzi- 

mãtica nos géis foi então observada pela incubação dos mesmos 

a 30°C por 30 a 60 minutos em tampão fosfato,lOOmM pH 7,0 con-

tendo o-dianisidina e peroxidase na concentração de 0,1 mg/ml 

cada uma (7,12). Um gel preparado sem substrato foi usado como 

controle em todos experimentos.
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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 (5-mercaptoetanol 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 padrões de albumina e 

hemoglobina "cross linked" previamente desnaturados, foram sub-

metidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 1 0 % contendo 

SDS a 0,1%. A corrida eletroforética foi efetuada _ era támpão 

Tris-acetato 50 mM pH 7,4 contendo 1 mM de SDS a 4°C 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 após este período até o fim da 

corrida a corrente aplicada foi de 8 mA/gel. A revelação de 

proteínas foi feita com Azul de Coomassie Brilhante R-250 por 

12 horas, e a descoloração foi feita com uma solução de meta - 

nol, ácido acético glacial e água destilada (3:1:6).

2.13. DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR

O peso molecular da galactose oxidase intracelular foi 

também determinado por filtração em coluna de Biogel P-150(l,0 

x 41,0 cm) de acordo com o método de ANDREWS (10). A coluna foi 

previamente equilibrada com tampão fosfato 50 mM pH 7,2. Para 

a calibração da coluna foram utilizados os seguintes padrões de
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peso molecular: a ~ lactalbumina (14.200); anidrase carbônica 

(29.000); ovoalbumina (45.000); monômero e dímero da soro al-

bumina bovina (66.000) e (132.000), respectivamente. As pro - 

telnas foram eluídas com o mesmo tampão mantendo-se um fluxo 

constante de 0,4 ml/min a uma pressão hidrostática de 15 cm.A 

galactose oxidase intracelular foi determinada pela atividade 

enzimãtica, os padrões de peso molecular pela medida espec - 

trofotomêtrica em 280 nm e, finalmente, o Azul de dextrana em

625 nm.
/

2.14. EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO SOBRE A VELOCIDADE DA 

REAÇÃO

O sistema reação contendo 75 ymoles de Q-galactose, 15 

ymoles de tampão fosfato pH 7,0 e 0,06 yg de enzima foi incu - 

bado a 30°C por diferentes períodos de tempo (0 a 30 minutos).

Nos diferentes tempos procedeu-se a estimativa da H 202 Pro 

duzida, pelo método enzimãtico acoplado.

2.15. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DA ENZIMA NA VELOCIDADE DA 

REAÇÃO

O efeito da concentração da galactose oxidase intrace - 

lular sobre a velocidade de oxidação da g-galactose foi deter-

minada pelo método enzimãtico acoplado em sistema contendo 300 

ymoles de D-galactose e quantidades crescentes de enzima(0,13 

a 0,65 yg). O sistema foi incubado a 30°C por 10 minutos, a ve-

locidade da reação foi avaliada pela produção de H 20 2 -
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2.16. INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE DA GALACTOSE

OXIDASE

Pàra~a determinação da temperatura ótima para a atividade 

'da enzima, alíquotas de 0,30 yg de galactose oxidase foram in-

cubados durante 10 minutos em diferentes temperaturas, empre - 

gando-se o sistema de incubação e o método descritos no íterrç 

2.6.1.

2.17. DETERMINAÇÃO DO pH ÕTIMO DE CATÁLISE

A determinação do pH ótimo para a atividade da galacto-

se oxidase foi realizada em um sistema de incubação análogo ao 

descrito no item 2.6.1. contendo 15 mM de tampão fosfato (pH

5,5 a 8,0)í ou 15 mM de tampão MES (pH 5,0 a 6,7) ou tampão TES 

(pH 6,7 a 8,2). Os valores de pH foram aferidos antes e,depois 

de se processar a reação, com um microeletrodo de vidro, em po- 

tenciômetro Metrohn Herisau E 520. A reação foi iniciada pela 

adição de 0,3 yg de enzima, tendo sido o sistema de incubação 

pré-termostatizado a 30°C por 10 minutos. A velocidade da rea-

ção foi avaliada pela produção de H 20 2 .

2.18. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO SUBSTRATO

Com a finalidade de se determinar as constantes cinéti-

cas da galactose oxidase intracelular a preparação enzimática 

purificada foi ensaiada frente à diversos substratos tais co -
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mo: D-galactose, dihidroxiacetona, ácido 6-hidroxipirúvico, D- 

galactosamina, (5-lactose, melibiose, rafinose, estaquiose,gli- 

cerol, 2-desoxi-D-galactose, glicolaldeído, . > metil- a-D-galac- 

topiranosídeo, o-nitrofenil-g-D-galactopiranosídeo e guaran. 0 

sistema de reação for. aquele descrito no Item 2 .6 .1 ., variando - 

se a concentração do substrato. A reação foi iniciada pela adi-

ção da enzima e o sistema reacional foi estabilizado por pré - 

via incubação a 30°C por 10 minutos. A reação enzimãtica foi 

seguida a 500 nm em intervalos de 1 minuto, durante 5 minutos 

para se determinar as velocidades iniciais. O Km app\e VafVftiãx da 

galactose oxidase intracelular para os diferentes . substratos 

foram calculados pelos gráficos duplos recíprocos de LINEWEA - 

VER-BURK (58). As constantes cinéticas para a ^-galactose e a 

dihidroxiacetona foram também determinadas pelo método polaro- 

grãfico, medindo-se diretamente o consumo de oxigênio de forma 

a eliminar as possíveis interferências advindas do sistema aco-

plado (23, 32, 39, 55, 81).

Todos os resultados apresentados são a média de 3 expe - 

rimentos, com exceção da D-galactose e dihidroxiacetona que 

representam a média de . 5 experimentos no sistema . .. ènzimãtico 

acoplado e de 4 no método polarogrãfico. As curvas apresenta - 

das para a determinação dos Krns •aparentes, nos gráficos duplos 

recíprocos, bem como as presentes nos gráficos de HILL (44), 

foram traçadas pelo método dos mínimos quadrados.
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2.19. EFEITO DOS INIBIDORES

Foram analisados os efeitos da iodoacetamida, azida só- 

dica, hidroxilamina, dietilditiocarbamato, cianeto de sódio e 

perõxido de hidrogênio sobre a oxidação da g-galactose pela 

galactose oxidase, Para evitar as interferências devidas â 

peroxidase (23, 55, 81) do sistema de reação, o método pola - 

gráfico foi empregado para medir o efeito dos inibidores, com 

exceção da iodoacetamida e do cianeto, que provocam o envene-

namento do eletrodo. 0 ensaio controle consistia de 20 ymoles 

de tampão fosfato pH 7,0; 420 ymoles de g-galactose; 0,65 yg 

de galactose oxidase intracelular para um volume final de 1,4 

ml em sistema saturado de ar (20% 02) à 30°C. Nos ensaios de 

inibição foram utilizadas concentrações fixas dos inibidores 

que foram determinadas experimentalmente. A enzima era sempre 

prê-incubada com o inibidor na mistura de reação, sendo a rea-

ção iniciada pela adição de Q-galactose.

2.19.1. Efeito do Dietilditiocarbamato

O efeito do dietilditiocarbamato foi efetuado pelo m ê -- 

todo polarogrãfico num sistema contendo concentração fixa de 

D-galactose (300 mM) e concentrações crescentes de inibidor.As
_ 7

concentrações de dietilditiocarbamato variaram de 1 x 10 M a  
_ 5

1 x 10 M.
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2.19.2. Efeito da H 2C>2

Para o estudo do efeito da concentração da H 2O 2 sobre a 

velocidade da reação enzimãtica foram usadas nas concentrações 

finais de 2 mM e 3 mM. Considerando-se a decomposição espontâ-

nea do perõxido de hidrogênio e conseqüente produção de 0 2 foi 

efetuado um ensaio em branco que consistia do sistema completo 

saturado de ar, com as referidas concentrações finais de H 2O 2 , 

porém sem a presença da enzima. A produção de 0 2 decorrente da 

decomposição espontânea da H 2C>2 e o consumo de 0 2 dos sistemas 

de incubação completo permitem o cálculo da velocidade diferen-

cial de consumo de 0 2, que era praticamente constante para uma 

determinada concentração de H 2C>2 . Os ensaios foram realizados 

nas mesmas condições descritas no Item 2.19.

2.20. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO OXIGÊNIO

O efeito das concentrações crescentes de 5,0 a 80% de 0 2 

foi determinado pelo método polarogrãfico tendo sido determina-

das apenas as velocidades iniciais a cada concentração de oxi - 

gênio. As concentrações de oxigênio menores que 20% foram obti-

das pelo borbulhamento de argônio no sistema dé incubação até 

que a concentração de O 2 baixasse ao nível desejado. As concen-

trações superiores a 2 0 % foram obtidas pelo borbulhamento dire-

to de O 2 no sistema.

O sistema de reação continha 20 ymoles de tampão fosfato 

pH 7,0; 420 ymoles de g-galactose e 1,0 yg de galactose oxidase
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num volume final de 1,4 ml. Em cada ponto da curva foi efetua-

do um ensaio sem a adição da enzima para se determinar o con - 

sumo endógeno de oxigênio.

As preparações enzimãticas purificadas utilizadas nos 

ensaios cinéticos foram submetidas ao ensaio de ELSTNER et al 

(28), modificado por PEDROSA & ZANCAN (69) para a determinação 

da atividade da superõxido dismutase. Foram ensaiadas concen - 

trações de 1,0 2,0 e 5,0 yg de galactose oxidase intracelular

não tendo sido evidenciada contaminação das preparações enzi - 

máticas pela superõxido dismutase.



FIGURA 2. Cronograma de Purificação da Galactose Oxidase 

Intracelular de VactyZZum  d.<indh.oZd&ò



3, Re s u l t a d o s

3.1. PURIFICAÇÃO DA GALACTOSE OXIDASE INTRACELULAR DE 

V. de.nd.fioÁ.de.t>.

O nlvel da galactose oxidase intracelular do fungo V ac- 

ty-ÍZum de.ndfioÁ.de.6 aumenta simultanearrente com o crescimento do mi-

crorganismo* . que atinge o máximo em 60 horas. Apôs este pe 

rlodo há redução da massa micelial e decréscimo na atividade da 

enzima intracelular. Por esta razão os micêlios do fungo vi 

sando a obtenção da enzima intracelular foram cultivados duran-

te 36 horas, período em que coincidem o final da fase exponen-

cial de crescimento do microrganismo e o início da fase esta - 

cionãria no aparecimento da enzima micelial. Estes resultados 

podem ser verificados na Figura 3, que ilustra o crescimento do 

fungo e 0 teor da galactose oxidase na massa micelial em 

função do tempo.

Na determinação da estabilidade da enzima no extrato livre de cé-

lulas (Figura 4) foi verificado que entre 30° e 60°C, há uma re-

dução lenta e gradual da atividade enzimática. Além desta tem-

peratura houve . rápida inativação.Para a etapa de inativação 

térmica na purificação da galactose oxidase intracelular a tem-

peratura escolhida foi 60°C porque, embora o extrato tratado â 

esta temperatura sofresse uma perda de aproximadamente 14% de 

sua atividade, ainda assim, apresentava atividade específica
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consideravelmente maior que os submetidos à 40° e 50°C.

Antes que a metodologia para a purificação 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 

tampão fosfato 10 mM pH 7,0, tanto em "batch" (80), como em 

coluna (7, 9, 1 1 , 1 2 ), mesmo com a aplicação de um gradiente 

linear de tampão 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 tampão fosfato 10 mM, foi realizada em diferentes 

pHs; 5,6; 7,0(41) e 7,8 (53),mas não se mostrou efetiva

resultando respectivamente, na recuperação de 0; 38 e 24% da 

atividade enzimática, quando a eluição era realizada com gra-

diente linear de tampão fosfato. O emprego de gradiente de 

NaCl, de 10 a 100 mM em tampão fosfato 10 mM pH 7,0, melho - 

rou o perfil de eluição, embora as preparações enzimáticas 

resultassem bem menos estáveis. A cromatografia em fosfoce - 

lulose equilibrada em tampão fosfato 10 mM, pH 7,8 e eluição 

em gradiente linear de tampão 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-

cuperação da atividade enzimática nestas resinas trocadoras 

de lons, sugeria que de alguma forma a enzima permanecia re-

tida em suas matrizes. A substituição do fosfato pelo NaCl no 

gradiente de força iônica para a eluição da enzima das colu-

nas de fosfocelulose, resultou na obtenção de um melhor ren-

dimento. No entanto, a enzima se apresentava instável, per - 

dendo 80% de sua; atividade após 15 horas na geladeira ou 25%
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na diãlise de 3 horas contra tampão acetato de amónio IQOmM 

pH 7,2, contendo CuSOi* 0,5 mM. Além disto, as preparações en- 

zimãticas não se apresentavam homogêneas, sendo que muitas 

proteínas contaminantes eram eluídas juntamente com a enzima. 

A cromatografia de afinidade em Sepharose 6B, como original-

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

resultado para a enzima intracelular porque esta não era 

eluída no próprio tampão de equilíbrio como a forma extrace- 

lular, necessitando de eluição específica.

Igualmente infrutíferas foram as tentativas de concen-

trar a enzima por ultracentrifugação em membranas Diaflo PM 

lOouem membranas de Millipore ou mesmo em saco de diãlise, 

por gradiente de concentração, uma vez 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 resíduos de car- 

boidratos do que a forma extracelular o que explicaria a pu-

rificação insatisfatória da enzima pelos processos preconi - 

zados na literatura especializada para a purificação da ga - 

lactose oxidase extracelular de V. d z n d f i o .

O processo de purificação utilizado neste trabalho cons-

tou de uma etapa de inativação térmica a 60°C por 5 minutos, 

seguido de fracionamento com sulfato de amónio (45 a 65%) e 

de uma cromatografia de afinidade em Sepharose 6B (Tabela I).

O perfil cromatogrãfico da galactose oxidase intracelular em 

coluna de Sepharose 6B está mostrado na Figura 5. A enzima foi 

eluída com g-fucose (6-desoxi-D-galactose) em tampão acetato 

de amónio lOOlmM pH 7,2. A enzima assim obtida manteve-se es - 

tãvel por no mínimo 6 meses a -17°C. Este processo permitiu a
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obtenção de preparações com um teor de purificação da ordem de 

1104 vêzes e um rendimento de 64%.

3.2. HOMOGENEIDADE DA ENZIMA

As frações enzimáticas resultantes dos processos efetua-

dos para a purificação da galactose oxidase intracelular foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida em dois va - 

lores de pH: 3,6 (Figura 6 ) e 8,9 (Figura 7). A preparação en - 

zimãtica final apresentou-se homogênea tanto em pH 3,6 como em 

pH 8,9 revelando-se em ambos os casos como uma única banda pro-

teica bem definida, coincidente com a banda de atividade enzi - 

mãtica. Devido ao alto ponto isoelétrico da enzima, esta não 

migra em pH 8,9 permanecendo na origem.

3.3. DETERMINAÇÃO DO PESO MOLECULAR

A preparação enzimãtica obtida por cromatografia de afi-

nidade previamente desnaturada por tratamento com SDS e mercap- 

toetanol, foi submetida ã eletroforese em gel de poliacrilamida 

em SDS apresentando uma banda única de proteína (Figura 8 ). A 

Figura 9 mostra a migração relativa das proteínas 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 proteína nativa determinado por fil-

tração 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 é uma proteína monomérica com peso molecular da ordem 

de 72.0Q0.

3.4. EFEITO DO TEMPO DE INCUBAÇÃO

A Figura 11 ilustra o efeito do tempo de incubação so - 

bre a velocidade da reação â temperatura de 30°C. A reação é 

linear em função do tempo atê 30 minutos.

3.5. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DA ENZIMA

O efeito da concentração da galactose oxidase na velo - 

cidade da reação enzimãtica verificada pela medida da água oxi-

genada formada está apresentado na Figura 12. A atividade 

da galactose oxidase foi linear com a concentração de proteí-

nas na faixa de 0,1 a 0,65 yg de proteínas. Quando se usou o 

método polarogrãfico para a medida do consumo de oxigênio a 

reação se mostrou, também linear na faixa de 0,2 a 2,0 yg de 

proteínas.

3.6. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMÃTICA

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimãtica es-

tá demonstrado na Figura 13. A temperatura ótima 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 está mos 

trado na Figura 14. Os resultados demonstram que o pH õtimo de 

catálise para a galactose oxidase intracelular está na fàixa 

de 6 , 6 - 7 , 0 .

3.8. ESPECIFICIDADE

A especificidade da galactose oxidase intracelular foi 

determinada e os resultados obtidos estão apresentados na Ta-

bela II. Dos compostos de 3 carbonos testados apenas a dihi- 

droxiacetona é oxidada pelo oxigênio em presença da enzima. 

Glicerol, e g-hidroxipiruvato não são substratos para a enzi-

ma. Todos os compostos derivados da g-galactose com o carbono 6 livre ,que 

foram ensaiados, são substratos para a enzima intracelular.

3.9. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DOS SUBSTRATOS SOBRE A ATIVIDADE

ENZIMÂTICA

O efeito da concentração de diversos substratos sobre a 

atividade da galactose oxidase estão apresentados nas Figuras 

15,19,20,23 a 31. A galactose oxidase intracelular de V. d zn - 

dn.o-id.z6 apresenta uma cinética não Michaeliana para g-galacto- 

se (Figura 15,16) Q-galactosamina (Figura 24), metil- ct-D-ga - 

lactopiranosídeo (Figura 25), o-nitro-g-g-galactopiranosídeo 

(Figura 26), g-lactose (Figura 27),rafinose (Figura 29) e gua- 

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

se (Figura 30) o efeito é menos marcante,aproximando-se dà cinética Michae- 
liana.

Com a finalidade de confirmar o caráter sigmoidal obti-

do foram determinadas as velocidades de consumo de oxigênio em 

presença de g-galactose (Figura 15) e dihidroxiacetona (Figura 20) .Não 

houve alteração do comportamento cinético com a variação do método de me-

dida da atividade enzimãtica. 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 enzimãtico acoplado e pelo método po- 

larògráfico.

Os dados constantes das Figuras 15, 19, 20, 23 a 31 fo-

ram analisados pelo método gráfico de SCATCHARD (73). Os grã - 

ficos referentes ao efeito da g-galactose e da dihidroxiaceto-

na são apresentados nas Figuras 17 e 21, respectivamente. Os 

demais substratos apresentaram comportamento semelhante ao da 

galactose com exceção da melibiose e da estaquiose cujos gráfi-

cos são lineares.

Os dados foram, ainda submetidos ao tratamento gráfico 

de Hill (44), obtendo-se coeficientes de Hill (n„) maiores que
ri

1,0 em todos os casos (Tabela III). Os gráficos relativos á Q-ã 

galactose e à dihidroxiacetona estão apresentados nas Figuras 

18 e 22. Para todos os substratos foram calculados os valores 

de nR e 'Sq  ̂ constatando apresentarem eles a mesma ordem de 

grandeza que os valores de Km app calculados pelo método de LI- 

NEWEAVER-BÜRK.

O efeito daD-galactose sobre a atividade enzimãtica, foi 

medida sob uma tensão de 0 2 de 60% e os resultados são apre - 

sentados na Figura 19. Os duplos recíprocos dos dados confir -
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main a sigmoicidade observada quando a tensão de 0 2 era de 2 0 % 

(Figura 16). Os valores de n^ e de SQ 5 são 1,43 e 35,5mM res-

pectivamente, não diferindo significativamente dos resultados 

apresentados na Figura 18.

3.10. EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DO OXIGÊNIO

O efeito de diversas concentrações de oxigênio sobre a

atividade da galactose oxidase foi verificado e encontra - se

ilustrado na Figura 32. A enzima apresenta curva de saturação

sigmoidal para o oxigênio e o gráfico duplo-recíproco se ex -

pressa como uma curva voltada ... . para cima. A constante

de MICHAELIS-MENTEN determinada ê de 0,40 mM e a .velocidade
_l

máxima é de 200 ymoles de 02. min . O gráfico de SCATCHARD 

(Figura 33) para o oxigênio desvia-se bastante da linearidade. 

Na Figura 34 pode-se verificar que os valores do coeficiente 

de HILL è de Sq ^ são respectivamente de 1,66 e 0,29 mM.

3.11. EFEITO DE INIBIDORES E AGENTES QUELANTES

O efeito de inibidores e agentes quelantes sobre a velo-

cidade da reação enzimática está registrado na Tabela IV. Fo - 

ram ensaiados agentes quelantes de metais como o dietilditio - 

carbamato, a azida sõdica e hidroxilamina. Inibidores que com-

petem com o oxigênio, como o cianeto e inibidores de grupamen-

tos SH, como a iodoacetamida foram estudados. O efeito da H 20 2, 

produto da reação enzimática foi também testado sobre a velo -
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cidade de oxidação da D-galactose. Os resultados mostraram que 

a galactose oxidase intracelular era inibida por todos os ini-

bidores estudados.

3.11.1. Efeito do Dietilditiocarbamato

0 dietilditiocarbamato, agente quelante específico para
_ 5

o cobre, na concentração de 1 x 10 M inibe 94% da atividade 

enzimática, (Figura 35) sugerindo forte envolvimento do íon co-

bre no sítio ativo da enzima e, por conseqüência, 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
1 7 9

2-DesQXi-D-Galactose 52

D-Galactosamina 60

Metil- a-D-Galactopiranosídeo 170

ò-Nitrofenil-6-D-Galactopiranosídeo 40

6-Lactose 11

Melibiose 68

Rafinose 144

Estaquiose 161

Guaran 47

Ensaios foram realizados pela técnica enzimãtica acoplada,usan-

do 0,13 yg de proteínas e 100 ymoles de substrato e as condi - 

ções descritas no item 2.6.1. de Materiais e Métodos. A ativi-

dade relativa foi calculada tomando-se como referência a velo-
_  1

cidade de oxidação da Q-galactose (66 nmoles I^Oç-min ). A 

concentração do guaran foi calculada como o descrito por AVI - 

GA0 et al (11).
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TABELA III PARÂMETROS CINÉTICOS DA GALACTOSE OXIDASE 

INTRACELULAR

SUBSTRATOS

(nmoles

V max

M2 0 2 • min )

Kmapp

(mM)

nH S0,5

(mM)

Dihidroxiacetona 150 35 1,23 26

D-Galactose 86 40 1,36 36

2 -Eesoxi - D-Galactose 176 83 1,28 52

D-Galactosamina 121 20 1,58 14

Metil- a -D-Galacto- v.. . _ .

piranosídeo 150 37,5 1,42 29

o-Nitrofenil-g-D-Galac-

topiranosídeo 92 50 2,12 46

3-Lactose 75 333 2,20 140

Melibiose 55 22 1,16 20,5

Rafinose 133 60 2,43 52

Estaquiose 125 14 1,10 14,5

Guaran 47 3,3 2,63 1,2

Oxigênio 200 0 ,40 1,66 0,29

Os ensaios foram realizados usando o método enzimãtico acopla-

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

INIBIDORES CONCENTRAÇÃO % INIBIÇÃO

Azida Sõdica 0,1 mM 54

0,5 mM 100

*Cianeto 10,0 yM 37

50,0 yM 100

Dietilditiocarbamato 5,0 yM 87

10,0 yM 96

EDTA 0,5 mM 0

*Iodoacetamida 0,1 mM 22

1,0 mM 100

Hidroxilamina 50,0 yM 47

0,1 mM 94

0,5 mM 100

H 20 2 2,0 mM 42

3,0 mM 60

_ 1
Atividade medida .pelo consumo de 02 (V mãx de 97 nmoles 02.min )

*Atividade medida pela produção de H 20 2 (V mãx de 102 nmoles 

H 202.min ).

Os ensaios foram realizados em concentração saturante de Q-ga- 

lactose (300 mM), com 0,16 yg e 0,80 yg de enzima, respectiva-

mente para os ensaios enzimãtico acoplado e polarográfico.
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FIGURA 3. Síntese da galactose oxidase em função do cresci - 

mento, em condições experimentais conforme descri-

to em MATERIAIS E 'MÉTODOS item 2.8.
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Temperatura (°C)

FIGURA 4. Efeito da temperatura sobre a estabilidade. da enzi-

ma no extrato livre de células.

0 extrato livre de célulasrem frações de 5 ml, foi submetido à 

diferentes temperaturas (0o a 80°C) durante 5 minutos, após o 

que foram retiradas alíquotas para a determinação da atividade 

enzimãtica e da concentração em proteínas, conforme os itens 

2.6.1. e 2.9. de MATERIAIS E MÉTODOS.

Símbolos: •-• Atividade enzimãtica

o-o Proteínas
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FIGURA 5. Perfil de eluição da galactose oxidase intracelular 

de V, dttndfioí.dQ.t, em coluna de Sepharose 6B.

A coluna (2 x 18 cm) foi equilibrada com tampão acetato de amó-

nio 0,1 M pH 7,2 e as proteínas contaminantes foram eluídas com 

o mesmo tampão. A eeluição da galactose oxidase foi feita com 

D-fucose 0,1 M no tampão de equilíbrio. Proteínas (*-*-•), ativi-

dade enzimática (.#-•).



FIGURA 6 . Homogeneidade da galactose oxidase intracelular em 

eletroforese em gel esnpoliacrilamida a pH 3,6.

A eletroforese foi efetuada em gel a 8 % conforme descrito em 

MATERIAIS E MÉTODOS (item 2.12). A seta indica a origem da mi-

gração.

A - Proteínas (100 pg de proteínas);

B - Atividade enzimática (20 pg de proteínas).



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 

MÉTODOS (item 2.12.). A seta indica a origem da migração.

A - Proteínas (100 yg de proteínas)

B - Atividade enzimãtica (20 yg de proteínas)
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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 à ele - 

troforese em gel de poliacrilamida a 10% contendo 0,1% de SDS, 

conforme descrito no Item 2 .1 2 .1 . A seta indica a origem da 

migração.
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FIGURA 9. Determinação 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 MÉTODOS, sendo que 20 ug de diferentes pro.teí - 

nas foram aplicados aos géis.

Padrões utilizados: ® - Hemoglobina (1-16.000;2-32.000;3-48.000 

4-64.000); □ - Soro Albumina Bovina (5-66.000; 6-132.000); 

a-Galactose Oxidase Intracelular.
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FIGURA 10. Determinação do peso molecular da galactose oxida- 

se por filtração em Biogel P-150.

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

equilibrada e eluída com tampão fosfato 50 mM, pH 7,2 com flu-

xo constante de 0,4 ml/min. Foram aplicados à coluna 500 p g de 

galactose oxidase e 600 yg da mistura de padrões. Os padrões 

utilizados foram:

® - ANIDRASE CARBÔNICA (1 - 29.000); □- OVOALBUMINA (2 -45.000);

H- SORO ALBUMINA BOVINA (3-66.000; 4-132.000), monômetro e dí-
6

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

lactose oxidase intracelular.
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Tempo de incubação (min)

FIGURA 11. Efeito do tempo de incubação sobre a atividade da 

galactose oxidase.

O sistema de reação (1,0 ml) contendo: 0,06 yg de enzima, 75 

ymoles de g-galactose, 0,48 ymoles de 4-aminoantipirina, 7,0 

ymoles de fenol, 15 ymoles de tampão fosfato pH 7,0 e 6,7 uni-

dades de peroxidase, foi incubado a 30°C por diferentes pe 

ríodos de tempo.
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FIGURA 12. Efeito da concentração da galactose oxidase sobre 

.a velocidade da reação.

O efèito da concentração de proteína:foi verificado pela in - 

cubação de quantidades crescentes da enzima no sistema con 

vencional de reação, conforme descrito em MATERIAIS E MÉTODOS 

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

Os sistemas de reação contendo 0,30 yg de galactose oxidase fo-

ram incubados a diferentes temperaturas, conforme descrito em 

MATERIAIS E MÉTODOS (Item 2.16.).



FIGURA 14. Efeito do pH sobre a velocidade da reação enzimã- 

tica.

A mistura de incubação continha 0,3 yg de enzima e 15 ymoles 

de tampão nos pH indicados nas Figuras e os demais reagentes 

e condições conforme o descrito em MATERIAIS E MÉTODOS (Item 

2.17.).

A -  Tampão Fosfato (pH 5,5 a 8,0);

B - o-o Tampão MES (pH 5,0 a 6,7);

Tampão TES (pH 6,7 a 8,2).
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FIGURA 15. Efeito da concentração de D-galactose sobre a ati-

vidade enzimãtica sob tensão de 0 2 a 2 0 %.

O efeito da concentração da 0 ~galactose sobre a velocidade da 

reação enzimãtica foi determinada tanto pela medida de H 20 2 

formada, como pela velocidade de consumo de 0 2.

- Método enzimãtico acoplado; sistema de incubação; (l,0ml) 

15 ymoles de tampão fosfato pH 7,0;0,48 ymoles de 4-aminoanti- 

pirina; 7,0 ymoles de fenol; 6,7 unidades de peroxidase;0,13 yg 

de galactose oxidase intracelular e quantidades variáveis de 

D-galactose.

o-o - Método do eletrodo de oxigénio; sistema de reação:(1,4ml) 

20 ymoles de tampao fosfato pH 7,0; 0,65 yg de galactose oxida-

se intracelular e quantidades variáveis de substrato.
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FIGURA 16. Gráfico de LINEWEAVER-BURK do efeito da concentra-

ção da D-galactose sobre a atividade enzimãtica.

„  _ 1 
- Metodo enzimatico acoplado (nmoles H 20 2.min ).

o-o - Método do eletrodo de oxigênio (nmoles 02 .min~ ).
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FIGURA 17. Grafico de SCATCHARD do efeito da concentração de 

D-galactose sobre a atividade enzimãtica.

_ i
«-• - Método enzimãtico acoplado (nmoles I^C^-min )?

_i
o-o - Método do eletrodo de oxigênio (nmoles C^.min ).
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FIGURA 18. Gráfico de HILL do efeito da concentração de 2-ga- 

lactose sobre a atividade enzimãtica.

_l
- Método enzimático acoplado (nmoles H 2 0 2 .min );

_l
o-o - Método do eletrodo de oxigênio (nmoles C^.min ).
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FIGURA 19. Efeito da concentração de g-galactose sobre a ati-

vidade enzimãtica sob tensão de 0 2 de 60%.

0 efeito da concentração de D-galactose sobre a velocidade da 

reação enzimãtica sob tensão de 0 2 a 60% foi determinada pela 

medida do consumo de 02. O sistema de reação (1,4 ml) consis-

tia de 20 ymoles de tampão fosfato pH 7,0, 0,65 yg de galac - 

tose oxidase intracelular e concentrações variáveis de subs - 

trato. A concentração de 02 a 60% foi obtida conforme descri-

to em MATERIAIS E MÉTODOS (item 2.20.).
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[DIHIDROXIACETONA] rnM

FIGURA 20. Efeito da concentração da dihidroxiacetona sobre 

a atividade enzimãtica.

O efeito da concentração da dihidroxiacetona sobre a ativida-

de enzimãtica foi determinado tanto pela medida da H 2O 2 for - 

mada como pelo consumo de 0 2.

«-• - Método enzimãtico acoplado, sistema de incubação con - 

forme descrito na Figura 15, com 0,13 yg ,de galactose oxidase 

e concentrações variáveis de dihidroxiacetona.

0-0 - Método do eletrodo de oxigênio; sistema de incubação con-

forme descrito na Figura 17, contendo 0,65 yg de galactose oxi-

dase e concentrações variáveis de dihidroxiacetona.
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FIGURA 21. Gráfico de SCATCHARD do efeito da concentração 

de dihidroxiacetona sobre a atividade enzimáti-

ca.

_ 1
- Método enzimático acoplado (nmoles H 20 2.min ) ;

_ l
o-o - Método do eletrodo de oxigênio (nmoles 02.min )
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FIGURA 22. Gráfico de HILL do efeito da concentração de di

hidroxiacetona sobre a atividade enzimãtica.
_ 1

- Método enzimãtico acoplado (nmoles H 2 0 2 -min );
_ 1

o-o - Método do eletrodo de oxigênio ^nmoles 02.min ).
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FIGURA 23. Efeito da concentração da 2-desoxi-D-galactose so-

bre a atividade da galactose oxidase.

O efeito da concentração da 2-desoxi-D-galactose sobre a ati-

vidade da enzima foi verificado pelo métódo enzimãtico aco 

piado. 0 sistema de incubação empregado foi o descrito na 

Figura 15 f contendo 0,30 yg de galactose oxidase e concentra-

ções variáveis de substrato .
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FIGURA 24. Efeito da concentração da g“Çfcilactosamina sobre 

a atividade enzimãtica.

0 efeito da concentração da g-galactosamina sobre a ativida-

de da enzima foi verificado pelo método enzimãtico acoplado.

0 sistema de incubação empregado foi o descrito na Figura 15, 

contendo 0,26 yg de galactose oxidase e concentrações variá-

veis de g-galactosamina.
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FIGURA 25. Efeito da concentração do Metil- a-D-galactopira- 

nosídeo sobre a atividade enzimática.
i

0 efeito da concentração do metil- a-D-galactopiranosídeo so-

bre a atividade da galactose oxidase foi determinado pelo 

método enzimãtico acoplado, conforme descrito na Figura 15 r 
contendo 0,13 yg de enzima e quantidades variáveis de subs - 

trato.
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FIGURA 26. Efeito da concentração do o-nitrofenil-$-g-galac- 

topiranosídeo sobre a atividade da galactose oxi- 

dase.

O efeito da concentração do o-nitrofenil-g-Q-galactopiranosí- 

deo foi verificado pelo método enzimãtico acoplado. O sistema 

de incubação empregado foi o descrito na Figura 15, contendo 

0,3 yg de enzima e concentrações variáveis de substrato.
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[(3- LACTOSE] tnM

FIGURA 27. Efeito da concentração da g-lactose sobre a ati - 

vidade enzimática.

O efeito da concentração da g-lactose sobre a atividade da ga- 

lactose oxidase foi determinado pelo método enzimãtico acopla-

do, conforme descrito na Figura 15., contendo 0,26 yg de enzi-

ma e concentrações de variáveis substrato.
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FIGURA 28. Efeito da concentração da melibiose sobre a ati-

vidade enzimãtica.

O efeito da concentração da melibiose sobre a atividade enzi-

mãtica foi verificado pelo método enzimãtico acoplado. O sis-

tema de incubação foi o descrito na Figura 15, contendo 0,13 yg 

de galactose oxidase e concentrações variáveis de substrato.
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FIGURA 29. Efeito da concentração da rafinose sobre a ativi-

dade da galactose oxidase.

O efeito da concentração da rafinose sobre a velocidade en - 

zimãtica foi verificado pelo método enzimãtico acoplado. O 

sistema de incubação foi o descrito na Figura 15, contendo 

0,13 yg de enzima e concentrações variáveis de rafinose.
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FIGURA 30. Efeito da concentração da estaguiose sobre a ati-

vidade enzimãtica.

O efeito da concentração, da estaquiose sobre a atividade enzi-

mãtica foi determinado pelo método enzimãtico acoplado,con - 

forme descrito na Figura 15, contendo 0,13 yg de galactose 

oxidase e concentrações variáveis de substrato.
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FIGURA 31. Efeito da concentração do guaran sobre a ativida-

de da galactose oxidase.

O efeito da concentração do guaran sobre a velocidade enzimã- 

tica foi determinado pelo método enzimãtico acoplado. 0 sis - 

tema de incubação empregado foi o descrito na Figura 15, con-

tendo 0,13 yg de galactose oxidase e concentrações variáveis 

de guaran.
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FIGURA 32. Efeito da concentração de oxigênio sobre a ativi-

dade da galactose oxidase intracelular.

0 efeito da concentração do oxigênio sobre a atividade enzi - 

mãtica foi determinado conforme descrito no item 2.21.de MA - 

TERIAIS E MÉTODOS. O sistema de incubação (1,4 ml) consistia 

de 20 ymoles de tampão fosfato pH 7,0, 420 ymoles de D-galac- 

tose e 1,0 yg de galactose oxidase a 30°C, com concentração 

de oxigênio variando de 5,0 a 80%.
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FIGURA 33.
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Gráfico de SCATCHARD do efeito da concentração de 

oxigênio sobre a atividade da galactose oxidase 

intracelular.
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FIGURA 34. Gráfico de HILL do efeito da concentração de oxi-

gênio sobre a atividade enzimática.



FIGURA 35. Efeito da concentração do dietilditiocarbamato 

sobre a atividade da galactose oxidase intra - 

celular de V. d&ndH.oído.t>.

0 efeito da concentração do dietilditiocarbamato foi deter - 

minado pelo método polarogrãfico, a 30°C, em um sistema de 

l,4ml, contendo 20 ymoles de tampão fosfato pH 7,0; 420 ymo- 

les de D-galactose; 0,65 yg de galactose oxidase e concen - 

trações variáveis de dietilditiocarbamato. A enzima foi pré- 

incubada com o tampão e o dietilditiocarbamato, e a reàção 

iniciada pela adição do substrato.



4, D i s c u s s ã o

A síntese da galactose oxidase é concomitante ao desen-

volvimento de V. de.ndsioÃ.de.6, sendo a enzima sintetizada duran-

te a fase logarítmica do crescimento (Figura 3). 0 aparecimen-

to da galactose oxidase extracelular também ocorre paralela - 

mente ao crescimento do fungo (61,77), embora a enzima só seja 

encontrada em quantidades significativas no meio após 40 horas 

de cultivo. O fato dos níveis intracelulares da enzima se man-

terem constantes de 36 a 60 horas, período no qual se verifi - 

cam aumentos nos níveis extracelulares, indica que a enzima 

sintetizada é efetivamente secretada.

A purificação da galactose oxidase intracelular foi rea-

lizada por cromatografia de afinidade em Sepharose 6B. A aga - 

rose (Sepharose 6B) é um polissacarídeo constituído de uma se-

qüência alternada de resíduos de Q-galactose e 3,6-anidro-^ - 

galactose, com ligações do tipo 8 (1-̂ 4) e a (1-8) podendo ser reco — 

nhecida como substrato pela galactose oxidase. Consequentemen-

te, a enzima será retida pela matriz e eluída separadamente das 

proteínas contaminantes que não apresentam afinidade pela aga- 

rose. A afinidade de galactose oxidase pela agarose ê influen-

ciada pela natureza do tampão de equilíbrio, sendo que com o 

tampão acetato de amónio lOOmM pH 7,2 a enzima extracelular i 

eluída num volume correspondente a 5 - 6 vêzes o volume morto 

da coluna (42, 43). Entretanto, a enzima intracelular ...não é 

eluída mesmo depois de passado um volume correspondente a 10 - 

12 vêzes o volume morto da coluna. Este resultado sugere que a
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forma intracelular da galactose oxidase apresente uma afini-

dade significativamente maior pelo polissacarídeo, uma vez 

que a enzima se liga à matriz, fazendo-se necessário uma.elui- 

ção seletiva. O emprego da Q-galactose como eluente resultou 

na obtenção de preparações altamente instáveis, perdendo a 

enzima intraoelular a sua atividade em teirpos inferiores a 12 horas.Este 

comportamento poderia ser justificado pelo fato da galactose 

oxidase extracelular ser inibida pela água oxigenada duran-

te a catálise (39, 41, 57). A substituição por um análogo 

desprovido do grupo alcoólico primário na posição Cg, D-fu - 

cose, permitiu a eluição seletiva da galactose oxidase in 

tracelular (Figura 5), obtendo-se uma preparação enzimática 

estável e homogênea (Figura 6 e Figura 7) com 64% de rendi - 

mento (Tabela I).

A galactose oxidase intracelular de V. d2.ndtioÁ.d<Lò ê uma 

proteína monomérica (Figura 8 e 10) semelhante ao descrito 

por KOSMAN et al (53) para a enzima extracelular.

O peso molecular da enzima intraêèlülar. é de 72.000 determinado " 

tãntcypor eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 

(Figura 9) como por filtração em Biogel P-150 (Figura 10),em 

contraste com os valores díspares descritos para a enzima ex-

tracelular (7, 14, 42, 45, 53, 89). 0 grande intervalo de 

pesos moleculares, de 39.000 (42) a 72.000 (53), encontrados 

para a enzima extracelular quando se utiliza permeação em 

gel poderia ser esperado em função da tendência da enzima em 

aderir à matrizes de resinas contendo carboidratos, o que não 

aconteceu no presente caso devido ao uso de gel com matriz 

de poliacrilamida. Por outro lado, a determinação do peso mo-

lecular da galactose oxidase extracelular por equilíbrio de
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sedimentação também apresenta resultados discordantes (14,45, 

53). Com o emprego de gel de poliacrilamida contendo SDS, os 

valores variaram de 65.00Q a 69.00Q (53,64).O 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 não foram observados períodos de latência ou de ativação 

quando se analisou o efeito do tempo de incubação sobre a ati-

vidade da enzima, seja pelo método enzimãtico acoplado ou pelo 

método polarográfico. Este comportamento é distinto daquele re-

gistrado por HAMILTON et al (41) que descreveram para a enzima 

extracelular a existência de períodos de latência e de ativação 

que poderiam durar de 2 â 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 menos ativa.

O efeito da concentração da galactose oxidase intrace - 

lular sobre a velocidade da reação (Figura 12) é semelhante ao 

descrito por AVIGAD et al p a r a .a enzima extracelular (12). A 

velocidade da oxidação do substrato é linear com a concentra-

ção da enzima para ambas as formas enzimãticas, independente-

mente do método utilizado para a determinação da atividade da 

galactose oxidase.

A temperatura õtima para a atividade da galactose oxida-

se intracelular ê de 30°C (Figura 13), sendo que em temperatu-

ras superiores ocorre a sua inativaçao. Observou-se que a tem-

peratura de 60°C é crítica no processo de inativação pela aná-

lise dos dados na representação gráfica de ARRHENIUS (26). Os
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ensaios de inativação térmica realizados com os extratos li - 

vres de células indicam que a concentração de proteínas ê fun-

damental na estabilidade da galactose oxidase intracelular fren-

te a temperatura.

0 pH ótimo para a atividade da galactose intracelular ê de 

6 ,6-7,0 (Figura 14) e apresenta razoável concordância 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 

V. de.ndn.oide.6 comportam-se de maneira análoga quanto à especi-

ficidade, embora oligossacarídeos como a rafinose e polímeros 

como o guaran seja oxidados na presença da enzima intracelular 

(Tabela III) a uma velocidade relativamente menor do que a ob-

servada para a enzima extracelular (12). Outra diferença sig - 

nificativa observada ê relativa â oxidação de álcoois com 3 

carbonos. O glicerol (39) e o g-hidroxipiruvato(23) descritos 

como substratos para a enzima extracelular, não sofrem oxida - 

ção na presença da enzima intracelular. Apenas a dihidroxiace- 

tona serviu como substrato para a enzima entre os compostos de 

3 C estudados. A explicação poderia ser dada na suposição de 

que a forma dimêrica da dihidroxiacetona fosse o substrato real, 

uma vez que apenas o grupo alcoólico primário estaria livre em 

uma conformação semelhante a da D galactose.

Embora a galactose oxidase de G ib ba .n .z lla . lu .jik u n .o i e a ga-

lactose oxidase intracelular de Va.c.ty.lium de.ndn.oide.6 apresen - 

tem propriedades moleculares distintas (2 ), muito se assemeJ — 

lham quanto à sua especificidade. Para a enzima de G. f iu jik u  - 

n o i , no entanto, os oligossacarídeos como a rafinose e esta -



quiose são substratos menos eficientes do que a D galactose.

0 valor de Kltlapp para a D-galactose determinado pelo 

método enzimático acoplado ê da ordem de 40 mM (Tabela III), 

valor este semelhante ao obtido por AISAKA et al (3) para a 

enzima de 6 . fauj-Lkiitio-L utilizando o mesmo sistema de aceita-

dores de elétrons. Para a enzima extracelular, no entanto, 

com o mesmo tipo de ensaio, só que empregando outros agentes 

cromogênicos, os valores relatados variam de 2,8 mM (38), a 

240 mM (12). Quando o ensaio foi realizado pela medida do

consumo de oxigênio, o valor do Km para a Q-galactose foiapp

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 atribuídos â diferença na sensibilidade 

dos diversos métodos empregados na determinação da atividade 

enzimãtica (12, 13, 23, 38, 39, 57), tornando-se difícil com-

parar os dados cinéticos das formas intra e extracelulares da

enzima. Os valores de Km obtidos (Tabela III) são indica-
aPP

tivos de que a enzima Intracelular apresenta afinidades dis-

tintas para os diversos substratos.

A análise das Figuras 15, 19 , 24, 25,27^ 29 ,-3l, mostra 

que a galactose oxidase intracelular de V. dzndfio-idzi, apre - 

senta cinética não Michaeliana com a maioria de seus subs-

tratos. A curvatura para cima apresentada pelos gráficos de 

duplosrecíprocos (16, 20, 24, 25, 26,27, 29 e 31), os des -
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vios da linearidade apresentados nos gráficos de SCATCHARD(Fi-

guras 17 e 21) bem como os valores dos coeficientes de HILL su-

periores a 1/0 (Tabela III) são indicativos de cooperatividade 

cinética positiva (6 6 ) . O fato de terem sido obtidos valores 

n^ (Tabela III) distintos para cada substrato sugere que os 

mesmos apresentem interações diferenciadas com a enzima.

Os valores do coeficiente de HILL encontrados para a D- 

galactose, dihidroxiacetona, 2-desoxi-g-galactose e melibiose 

próximos a 1, estão dentro dos limites teóricos' propostos por AINSLIE et 

al (5) para as enzimas que apresentam lentas transições mole - 

culares, induzíveis pelo substrato, como ê o caso da hexoquina- 

se de germen de trigo (19,63,70) e da ribonuclease I de pâncreas 

bovino (72) , ambas enzimas monoméricas com um único sítio ati-

vo, Os autores procuraram explicar os dados obtidos como con - 

seqüência da cooperatividade entre dois estados conformacio 

nais da enzima. Usando o mesmo raciocínio poder-se-ia explicar 

os dados cinéticos obtidos com a enzima intracelular como de - 

correntes da existência de 2 formas da enzima, nas quais o es-

tado de óxido - redução do cobre seria distinto. Esta hipótese 

parece pouco viável por não terem sido observados períodos de 

latência ou de ativação quando se determinou o efeito do tempo 

na velocidade da reação catalisada pela galactose oxidase in - 

tracelular (Figura 11), como seria de se esperar caso houves-

sem transições moleculares (5) .

Uma segunda alternativa para a explicação do comporta - 

mento não Michaeliano da galactose oxidase intracelular envol-

veria uma das possibilidades levantadas por KWIATKOWSKI et al 

(57), a partir da análise cinética de seus resultados com a
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enzima extracelular, de que o mecanismo da galactose oxidasé 

fosse "Random BiBi". Dentro desta linha de raciocínio os da-

dos obtidos (Figura 15), poderiam ser explicados pelo fato do 

oxigênio não estar presente em concentrações saturantes, nos 

ensaios realizados. No entanto, quando os ensaios foram rea-

lizados em concentrações mais elevadas de oxigênio (Figura 

19) o mesmo efeito cooperativo foi observado sugerindo que o 

oxigênio não afeta a interação da galactose à enzima.

A terceira hipótese para explicar a cooperatividade 

cinética observada seria a existência de dois sítios de en - 

caixe para o substrato. A ligação de uma molécula de subs - 

trato em um dos sítios provocaria uma alteração conformacio- 

nal facilitando a catálise, semelhante ao que ocorre no efei-

to homotrópico observado com enzimas oligomêricas (6 6 ) . Os 

valores de n„ obtidos para o o-nitrofenil-g-D-galactopirano-ii —

sídeofg-lactose rafinose e guaran suportam esta alternativa. 

Esta hipótese está de acordo com o mecanismo proposto por AI- 

SAKA et al (3,4) para explicar a cinética obtida com a enzi-

ma de G4.bbzn.<tLZ.a fauj4.kuLn.o-L.

Deve ser salientado, no entanto, a comprovação de que 

qualquer das hipóteses que se proponha para explicar os re - 

sultados obtidos, requer uma análise cinética detalhada,acom-

panhada do estudo do estado de óxido - redução do cobre na 

enzima em repouso e na enzima cataliticamente ativa, o que 

não foi feito para a galactose oxidase de 6 . fauj-Lkun.o-L, que 

apresenta o mesmo comportamento cinético da enzima intrace - 

lular de V. do.ndn.o-Ldnò, ora em estudo.

A curva de saturação da galactose oxidase intracelu - 

lar de V. dnndn.o-íde.6 pelo oxigênio, em concentração saturan-
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te de 2~galactose, é indicativa de cooperatividade positiva, 

conforme pode ser visualizado nos gráficos de duplos-recí - 

procos (Figura 32), no gráfico de SCATCHARD (Figura 33) e no 

gráfico de HILL (Figura 34). O valor de SQ ^ (290 yli) obtido 

corresponde a uma tensão de 25% de 02. Os dados sugerem que 

o oxigênio possa interagir com a enzima em dois sítios dis - 

tintos, provocando a alteração conformacional responsável pe-

la cooperatividade observada. Os dados cinéticos para o oxi-

gênio obtidos por KWIATKOWSKI et al (57) com a enzima extra- 

celular são, entretanto, indicativo de um comportamento Mi - 

chaeliano com um valor de Km de 3 mM, superior â .saturação 

com o oxigênio (1,3 mM). Nestas condições os estudos de me - 

canismo de reação (37, 39, 57) para a galactose oxidase ex - 

tracelular devem ser interpretados com cautela uma vez que 

foram realizados com a enzima parcialmente saturada pelo oxi-

gênio.

O dietilditiocarbamato, quelante específico para o co-

bre, exerce forte efeito inibitório sobre a galactose oxidase 

intracelular, que ê totalmente inibida por uma concentração 10 

vêzes menor de inibidor (Figura 35) do que registrado para a 

enzima extracelular (7, 24). Outros quelantes de metais como 

a hidroxilamina e a azida sõdica inibem a enzima intracelular 

em concentrações cerca de 2,5 vêzes menores (Tabela IV) do 

que aquelas necessárias para promover o mesmo grau de inibi - 

ção na galactose oxidase extracelular de V. d e . n d . A o (7,24). 

A enzima de G. fiiijZkuAoÃ. (2) apresenta a mesma sensibilidade 

aos quelantes de metais que a enzima intracelular de V. de.n 

dAoÁ.de.ò . A enzima intracelular ê totalmente inibida pelo cia - 

neto de sódio na concentração de 0,05 mM (Tabela IV) demons -
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trando uma sensibilidade maior que a extracelular que neces - 

sita o dobro de concentração do inibidor (7,24). A galactose 

oxidase intracelular de V. d.e.yidsioí.d.e.6, portanto, é mais sus-

ceptível à ação dos quelantes de metais e ao cianeto, agen - 

tes que envolvem o cobre em seu mecanismo de inibição,do que 

a extracelular, o que sugere que o cobre na primeira talvez 

esteja mais exposto.

A iodoacetamida inibe totalmente a galactose oxidase 

intracelular na concentração de 1,0 mM (Tabela IV), o mesmo 

ocorrendo para a enzima de 6 . f iu jík u n o i. (2 ) . Ã primeira vista, 

a inibição por iodoacetamida sugere o envolvimento de um gru-

pamento - SH no sítio ativo da enzima (26), no entanto,KWIAT- 

KOWSKI et al (56) demonstraram que a galactose oxidase extra-

celular é rapidamente inativada pela iodoacetamida devido ã 

alquilação seletiva de um resíduo de histidina envolvido na 

catálise. Face ao fato de que concentrações menores de ini - 

bidor promovem uma inativação significativamente maior da ga-

lactose oxidase intracelular ê de se supor que a enzima apre-

sente o sítio ativo mais exposto, tornando o resíduo de his - 

tidina mais disponível â alquilação.

A água oxigenada, produto da reação enzimãtica, também 

promove inativação significativa da galactose oxidase intra - 

celular em concentrações a partir de 2 mM (Tabela IV), efeito 

semelhante ao descrito por AVIGAD et al (12) e HAMILTON et al 

(39,41) para a enzima extracelular. O efeito observado pode - 

ria ser explicado pelo fato da H 20 2 alterar o estado de óxido 

-redução do cobre que ê fundamental para a catálise (32).KWIAT- 

KOWSKI et al (57) propõem, no entanto, que a água oxigenada se 

ligue ã enzima em dois sítios formando um complexo inativo.
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A galactose oxidase intracelular de V. d.e.ndtioid.e.0 , bem 

como a extracelular de G. fiii j<LkufioÁ. ê, de maneira geral, mais 

sensível à ação de inibidores do que a enzima extracelular de 

V. de.ndfLO-idzò. Isto poderia ser explicado se o sítio ativo de 

ambas as enzimas se apresentassem mais distendidos do que na 

enzima extracelular de V. d<Lndh.oÁ.d<Lò , de modo que o cobre e 

os aminoãcidos envolvidos na catálise estivessem mais dispo - 

níveis à ação dos inibidores.

Os resultados indicam que, embora apresentando dife 

renças em algumas propriedades moleculares (2 ) e determinan - 

tes antigênicos distintos (64), as enzimas intracelular« de 

V. díYidn.0Á,dzò e extracelular« . de G. se assemelham

quanto à seu comportamento cinético e sensibilidade à ação de 

inibidores.

Os estudos realizados indicam que, apesar de apresen - 

tar< i determinantes antigênicos comuns à forma extracelular (64) ,a 

galactose oxidase intracelular de V. do,ndn.o<Lde.A é distinta em 

seu comportamento cinético frente aos substratos e na sensi - 

bilidade aos inibidores. 0 fato da enzima dar reação imunolõ- 

gica com anticorpos antigalactose oxidase extracelular não 

exclui a possibilidade da enzima possuir, por exemplo,um teor 

de carboidrato , distinto, pois as formas glicosiladas e não 

glicosiladas da invertase reagem igualmente frente ao respec- 

tico anticorpo (2 2 ) . üm maior teor de carboidratos na ..enzima 

intracelular poderia ser responsável por alterações conforma- 

cionais que afetariam o comportamento cinético da enzima e sua 

afinidade por matrizes contendo resíduos de carboidratos.

Para completar os estudos de caracterização da galactose 

oxidase intracelular de V. KmdnoldoM é fundamental que se determine a
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sua composição em aminoácidos, metais e açúcares, bem como se 

proceda a uma análise cinética detalhada juntamente com os es-

tudos de ressonância paramagnética eletrônica indispensáveis à 

avaliação do papel do cobre na catálise. Especialmente os da-

dos sobre a composição orientarão os estudos futuros sobre a 

secreção da enzima.



5, Co n c l u s õ e s

A galactose oxidase intracelular de V. de.ndn.oZde.Á foi pu-

rificada até a homogeneidade.

A enzima ê uma proteína monomérica com 72.000 de peso mo-

lecular.

A enzima apresenta uma pH ótimo de 6,6 - 7,0 e uma tempe-

ratura ótima de 30°C.

A galactose oxidase intracelular apresenta ampla especi -

ficidade. Os valores de Km determinados variaram deapp

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

A galactose oxidase intracelular de V. d&ndn.o-cd&6 apresen-

ta cinética não Michaeliana para a D galactose e para o 

oxigênio. A enzima apresenta o mesmo comportamento cinê - 

tico para a D-galactosanina, metil-a-D-galactopiranosídeo, 

o-nitrofenil-g-g-galactopiranosídeo, g-lactose, rafinosee 

guaran.

A galactose oxidase intracelular é inibida pela H 2Q 2 / cia-

neto, iodoacetamida e por agentes quelantes de metais como 

o dietilditiocarbamato, azida sõdica e hidroxilamina.
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