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RESUMO

A galactose oxldase Intracelular do mutante
Gal Ara de Dactylium dendroides (DDOS), foi purificada de
micélios de 38 horas e de 72 horas. 0 peso molecular das
enzimas homogéneas fol de 70.000 e 68.000 daltons
respectivamente. 0 pH 6timo de catédlise estd entre 6,8 e 7,0
e a temperatura 6tima foi de 30°C.

A galactose oxldase |Intracelular do mutante
catalisa a oxldacdo da D-galactose e da dihidroxiacetona e
apresentou uma cinética néio michaellana para  ambos
substratos. 0 valor do Kmapp para a D-galactose fol de 77,0

mM e 100 mM para a enzima de 36 horas e de 72 horas de

crescimento, respectivamente. 0 valor do K para @&

Mapp
dihidroxiacetona encontrado foi de 18 mM e 27 mM para a
enzima de 36 horas e de 72 horas respectivamente.

As duas formas enzimaticas apresentam
cooperatividade positiva, como sugerido pelos valores de
coeficiente de Hill (na) de 1,2 para a D-galactose e de 1,6
para a dihidroxlacetona.

A andlise da composigclo de carboidratos revelou um
teor de glicosilag8o de 4,549 ma% para a enzima de 36 horas e
4,27 mg% para a enzima de 72 horas de crescimento, dos qualis

3,30 mg e 3,16 mg respectivamente, foram resistentes a

eliminacgéo.



1 INTRODUGXO

A galactose oxidase (D-galactose: oxigénio oxido
redutase E.C. 1.1.3.9.) catalisa a oxidac8o da D-galactose a
D-galactohexodialdose com a reduc8o do oxigénio molecuiar a
per6xido de hidrogénio (7,8,9,10,11).

A enzima galactose oxidase fol descrita pela
primeira vez em 1858 por GCOOPER et al (17) como sendo
secretada ao meio de cultura, pelo fungo Polyporus
circinatus. Este microrganismo fol posteriormente
reclassificado como Dactyliumn dendroides (60). A enzima
encontra-se distribufda na natureza em um ndmero |imitado de
microorganismos (5,29). As propriedades da enzima
extracelular de Dactylium dendroides (7,8,11,17) e de
Gibberella jfujikurot (2,3,49), foram bem estudadas, por
apresentarem nestes fungos, niveis elevados da enzima no
meio de cultura.

0 cultivo do microorganismo e a metodologia de
purificaclio da enzima extracelular foram desenvolividos por
vdrios Investigadores (7,8,10,11,34,35,40,70,71). Vérios
fatores como a composi¢c8o do melo, concentracdo de Inbculo
Iinterferem no aparecimento da galactose oxidase
extracelular. A composigo do melo e as condigBes que
fornecem o maior rendimento em galactose oxldase

extracelular no fungo Dactylium dendroides, foram

determinadas por MARKUS et al (52).
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Posteriormente, SHATZMAN & KOSMAN (66)
demonstraram o efelto do pH e a densidade da cultura na
sintese e secrec8o da enzima. Mais recentemente, PEDROSA &
ZANGAN (B3) estudaram o efelto do oxigénio sobre a sintese e
secrecfo da galactose oxldase. Estes autores demonstraram
que 08 nfveis Intra e extracelulares da enzima aumentam com
a tens8o de oxligénlo. Eles sugerem que galactose oxldase
seria um fator de prote¢#o contra a toxicldade do oxigénio
no fungo Dactyliun dendroides. A toxicidade do oxigé&nio nos
organismos é devida principaimente aos Intermedidrios da
reduclio do oxigénio molecular, Isto €, 0, Ha05 e OH (28).

A galactose oxlidase extracelular é uma
metaloenzima, e depende de cobre para a formagHo da sua
forma ativa. 0 cobre esté& presente na proporc8o de um
dtomo-grama por mol! de enzima e se encontra firmemente
llgada a enzima. A remoclo do cobre é conseguida por
tratamento com dietilicarbamato ou em diélise contra H,S, o
que leva a uma modificac8o na conformaclo da enzima (7).

0 papel do cobre na catdlise tem sido
exaustivamente Investigado na enzima extracelular de
Dactylium  dendroides (14,15,16,19,24,42,494,46,47,75,76).
Estes estudos sugerem que 1 ou mais resfiduos de triptofano
participam, juntamente com o &tomo de cobre no processo de
catdiise (43,75). KWIATKOWSKI, L. et al (47) sugerem também
o envoivimento de um resfduo de histidina no sitio

catalftico.
0 fungo crescido na auséncla de cobre forma uma

apoenzima Inativa, cuja atividade pode ser resgatada através



da incubac8o da enzima Inativa em presenca de sais de cobre
(7).

A galactose oxldase ¢é totaimente 1inibida pelo
dietilcarbamato e cianeto na concentraglo de 10_4M,

-BM, porém a

hidroxilamina e azlda na concentra¢3o de 1|0
atividade da enzima pode ser quase completamente restaurada
ap6s a didlise e Incubac80 em presengca de fons <cobre na

3m (7).

concentrag8o de 10

Enquanto a presenca de superéxido dismutase Inibe
a reaclo catallsada pela galactose oxidase, o fon superéxido
e o ferricianeto aumentam a velocidade da reac8o (31). A
presen¢ca de peroxidase ativa a galactose oxldase opela
remoclo de Hr.._,oa (10,38).

A galactose oxldase extracelular de Dactylium
dendroides é uma proteina monomérica, de cardter bésico com
ponto isoelétrico préximo a 12 (44,53).

A incubac8o da enzima extracelular com autolisados
micellals ou extratos sonicados a inibem (12). Este fator
Inativante é um peptidio de peso molecular da ordem de 2.000
Da. Ap6és tratamento 4&cido e térmico, este fator fol
dlallisdvel. Estudos sugerem que este fator atua como
quelante de cobre, formando um complexo com o cobre da
enzima. A presenca de (ons cobre na concentracdo de 1 mM
evitou a Inativacdo da enzima, bem como as amostras
Inativadas de enzima podem ser reativadas pela Incubag¢do
"overnight”™ em presenca de 1 mM de Cuso, a 30°C (12).

A forma intra e extracelulares da galactose

oxldase apresentam ampla especificldade quanto aos
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substratos (32,53). Ambas catalisam a oxldagéo da
D-galactose e seus derivados galactos/deos como a melibiose,
rafinose e estaqulose, em que a hidroxila do Gy nlo se
encontra substitufda. Os polimeros com resfduos terminals de
D-galactose também s&o substratos para a galactose oxldase
(8,10,52,67). Estudos recentes Indicam que a galactose
oxidase n#o somente converte o grupo alcoélico primério da
posicéo Cg; da galactose para grupo aldefdo, mas também
catallisa a oxidac#o deste para grupo carboxilico (39). Como
a afinlidade da enzima extracelular é¢ maior para
galactosfdeos e polimeros com resfduos terminals de
D-galactose (8,10,67) e para dihidroxiacetona do que para a
D-galactose, admite-se que a galactose nfio seja 0 substrato
natural da enzima (78).

A galactose oxldase extracelular do  fungo
Gibberella jfujtkurot apresenta caracteristicas cinéticas
semelhantes 4as descritas para a enzima de Dactylium
dendrotides. Entretanto além de cobre, possue ferro na sua
molécula, peso molecular de 90.000 Da e ponto Isoelétrico de
3,7 (2,3).

A atividade catalitica da enzima pode ser avaliada
quantitativamente pela medida do consumo de oxigénio através

do eletrodo de oxigénio (B) ou pela quantificacdo de H,0,
forman, utitizando o método enzimdtico acoplado com
peroxidase e um reagente cromogénico tais como o-dlanisidina
(8), o-toluidina (87), 9-aminoantipirina (5) ou ainda por um
sistema acoplado com NADH-peroxidase (9).

Estudos anterlores referiam—-se a galactose oxldase



extracelular, purificada dos melos de cultura de Dactylium
dendroides e Gibberella fujikuroi. Recentemente, MENDONGA &
ZANCAN (53) purificaram e caracterizaram a galactose oxidase
Intracelular do fungo Dactylium dendrotdes. A enzima
intracelular possul especificidade semelhante a extracelular
quanto aos substratos. Seu peso molecular é de 72.000 Da,
ligeiramente superior & extracelular da ordem de 68.000 Da
(44), quando determinados em gel de poliacrilamida com SDS.

A galactose oxidase Intracelular possuj 7,7 mg% de
aglicares neutros enquanto a forma extracelular possuj apenas
1,7 mg%, portanto ambas as formas da enzima  sé#o
glicoproteinas (53). As formas com teores malores de
carboldratos mostraram—-se mals estédveis a varlac8io de pH,
Inativaclo térmica e proteblise (54,55,56).

As glicoproteinas estéio amplamente distribufdas na
natureza, podendo ser encontradas |Illvres no clitosol ou
associadas a membranas (33). A secreg¢lo de enzimas em
eucarliontes aparentemente esté assoclada a glicosliiacéo e
tem sido estudada principaimente em Saccharomyces cerevisae
(28), utilizando como modelo as enzimas com alto teor de
glilicoslilacdo tals como a fosfatase 4&cida e a invertase,
ambas com teor de 50% de carboldrato (13,58).

A Investigac8o do papel de carboldratos no
transporte e secre¢cfio de protefinas tem sido reallzado
principaimente com o uso de Iinibidores de glicosilac8o tals
como a tunicamicina, deoxinojirimicina, castonospermina e
outros (21,22,50,59,68).

Estudos com diversas gllicoenzimas demonstraram que



a presenca de ag¢lcar n8o ¢é wessencial para a atlividade
enzimédtica de muitas enzimas tais como a invertase,
fosfatase dclda, DNAse, RNAse, carboxipeptidase, porém as
formas deglicosiladas parecem mals susceptivels a proteases
e condicbes desnaturantes (62).

0 teor de glicosilac8o parece ser Importante para
a secre¢8o de enzimas com alto teor de <carboidrato como a
fosfatase 4cida e Invertase (62), bem como na secrecdo de
giicoproteinas do fungo Achlya (65). Enzimas com menores
teores de gllicosllac8o como a f 1-3 glucanase, fosfatase
alcalina e celulase so secretadas em nfvels normais mesmo
na presen¢ca de inibidores da gllcosilac8io (21), assim
nenhuma generallzac8o pode ser felta a respelto do papel dos
agclicares na secreclio de proteflnas.

A fosfatase é&cida e a Invertase de levedura
apresentam teores de glicosiliac8io maiores na sua forma
extracelular (13,50). Teores inversos apresentam a
o-glucosidase de Aspergillus niger que possul a sua forma
Iintracelular malis glicosilada que a extracelular (64).

0s estudos com inibldores da glicosilacdo em
galactose oxidase de Dactylium dendroides demonstraram que
0s aclcares estlo Iigados a enzima através da N-glicosilaglo
e O-glicosilag8o. 0Os  dados obtidos sugerem que a
gilcoslilac8io nio parece ser essencial & secre¢cdo da enzima
(54,55,56).

0 mecanismo de secrecdo de enzimas tem sido
estudado empregando mutantes de Saccharomyces cerevisae ndo

secretores das enzimas fosfatase 4cida e Invertase



(23,26,27,61). Estes mutantes eram deficlentes na sintese
das enzimas envolvidas em diferentes etapas do mecanismo de
secre¢c8o. Pela Incubacéio em temperaturas n8o permissivels
ocorre um acimulo de precursores das protefinas secretadas em
estédglos de gllicosilaclio especificos,

Na tentativa de obter formas esporuladas do
fungo Dactylium dendroides, o mesmo fol submetido ao
tratamento com N-Metil-N-Nltrosoguanidina (NTG). Apesar do
Insucesso na obten¢c8o de formas esporuladas, varios mutantes
morfol6gicos e bloquimicos foram Isolados (18). DIAPP et al
(18) caracterizaram o mutante DDO1 como duplo mutante com
fendtipo g-frutose_ e g-arablnose—. A mutac@o provocou um
comprometimento parcial na secre¢c80 da galactose oxlidase. A
sua capacidade de secretar a enzima ao meio de cultura foi
afetada em 50% (18).

Outro mutante, poo3g com caracterfisticas
morfolblglicas diferentes da |inhagem selvagem, apresentou
crescimento restrito e distinto. 0 mutante fol caracterizado
por KUBICKI et al (45) como D-galactose e L-arabinose . A
cinética de transporte para a D-galactose mostrou um perfil
diferenciado no mutante.

As enzimas da via de Lelolr para o metabolismo de

D-galactose estdo presentes no fungo Dactyliun dendroides

(77). No mutante DDO9, embora a D-galactoquinase e a
UDP-galactose-4-epimerase estejam presentes, a
galactose-1-fosfato—uridilii-transferase n8o fol detectada
(45).

A fungdo da enzima galactose oxidase no



metabolismo do fungo n#io estd clara. A presenca da enzima no

mutante deficiente em 22% na Incorporacdo de D-galactose,

exclue a sua participac8o no catabolismo de galactose (45).

1.1 OBJETIVO DO TRABALHO

0 mutante Gal Ara de Dactyliumn dendroides DDOY,
isolada por DIAPP et al (18), embora n8o seja capaz de
metabolizar a D-galactose, apresenta nfvels Intracelulares
de galactose oxidase compativels com os da linhagem selvagem
(45). 08 nfvels extracelulares da enzima na Iinhagem
selvagem sfo 10 vezes superiores aos intracelular (83). No
mutante DDOS os nfveis extracelulares correspondem apenas a
11% dos nivels apresentados pela |Iinhagem selvagem em
condi¢Bes experimentais equivalentes (45).

0 presente trabalho trata da purificacéo e
caracterizacfo da galactose oxldase Intracelular do mutante

DDDY, e visa obter informagdes dque permitam esclarecer o

mecanismo de secre¢do da enzima.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Acrilamida, 4&gar, 9d-aminoantipirina, azul de
dextrana, azul de bromo fenol (ABF), azul de GCoomassie
brilhante R-250, dihidroxiacetona, D-fucose,
p-mercaptoetanol, padrd3es para a determinacfo de peso
molecular (anidrase carbdnica, « lactalbumina, ovoalbumina,
soroalbumina bovina), peroxidase, soroalbumina bovina fraglo
v, SDS (dodeci | suifato de s6dio), TEMED
(N,N,N’,N°-tetrametiienodiamina), Tris <(hidroximetil)amino-
metano foram obtidos da Sigma Chemical GCompany.
Bisacrilamida foi obtida da Aldrich Chemical GCo. Iinc..
D-galactose fol proveniente da Galblochem.. Sepharose B B
fol obtida da Pharmacla Fine Ghemicals. Acido acético, é4cido
tri-cloro-acético, 4cido clorfdrico, édcldo sulfirico,
extrato de levedura, gllicina, D-glucose, fenol e metanol

eram produtos da Merck.

2.2 Microorganismo

A linhagem selvagem e a mutante 0DDOS do fungo
Dactyliun dendroides pertencem a micoteca do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Parand. A linhagem
mutante fol obtida por tratamento da |Iinhagem selvagem de

Dactyliun dendroides com N-metli-N’‘-nitro-nitrosoguanidina
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(18).

2.3 Meios de cultura

2.3.1 Melo sélido

0 meio sélido empregado para a sua manutencéo fol
édgar extrato malte que possul a seguinte composicéo:

Extrato malte ............... 2,09

Peptona ........o0c00e0000... 0,1 g

D-Glucose .............0..... 2,0 9

Agar ......o0vv00ei0nnnneeses 2,09

Agua destilada q.s.p. ..... .. 100 m

A esterilizac8o dos meios fol realizada em

autoclave a 1 atmosfera de pressdo durante 20 minutos.

2.3.2 Melo Ifquido

0 meio Ifquido para a obtenc8o de micéiios fol o
meio proposto por MARKUS et al (52) com a segquinte
composic¢éo:

KH,PO, anidro ........¢e0000000.... 9,0 9

2 4

NS HP04 anldfo ® @ s ¢ 00 05 8000800080000 B,Dg

2
(NH4)8804 ® & 0o 8 & & & 5 2 8 8 & 0 8 5 0 & 8 2 8 8 8 8 8 E'D g
M9504.7 HEO ceesessencan cieeneee.. 0,2 9

NHq NO3 tecssrascenssasaesssacesnss 1,09

MnSOqGHEO @ 6 2 8 2a 2 5 8 8 0 0 08 6 0 8 0 s 0 s 2,0 mg

00804.5 Heo ® @ 06 o 5 5 8 5 3 0 008 08 0000000 a0 215 mg
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Extrato de levedura ..........0.... 1,0 g9

Agua destilada 9.8.P. .....0v000... 1000 mi

0 pH final do melo foi corrigido para 5,8 com
solu¢clio de acido ciorfdrico dilufdo 1:1 (v/v). A
determinacdo do pH fol reallzado em pHmetro digital Micronal
B-374. 0 melo fol esterilizado em autoclave a {1 atmosfera de
pressfo durante 20 minutos.

GComo fonte de carbono fol empregada uma solucdo de
D-glucose a &20% m/v, esterilizada separadamente a 1
atmosfera de pressdo durante 20 minutos. Esta soluclo fol
adicionada assepticamente ao melo de cultura na concentrag¢do

final de Q'QIUCOSG a 1,0 g%.

2.9 GCondi¢8es de manutenc8o e cuitivo

A linhagem selvagem e mutante DD0OS de Dactylium
dendroides fol cultivada em &gar maite com 2,0 g% de

D-glucose a 28°C por cerca de 5 dias e estocadas a 4°C,

sendo a cultura renovada mensaimente.

2.9.1 Preparo do pré-infculo

Fragmentos do micéilio cultivados em melo sélido
foram transferidos para um frasco erlienmeyer de 250 ml de
capacidade, contendo 50 mi de meio de MARKUS (52) acrescido

de 1,0 9% de D—-glucose. A seguir, a cultura fol submetida a
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crescimento a 28°C por 48 horas a 100 rpm em um agltador
rotatério. Uma allquota dos micéllos fol entdo transferida
com o auxilio de alca de platina, para um segundo erienmeyer
de 250 ml de capacidade contendo 50 m! do mesmo meio e 1,0
9% de D-glucose e o crescimento fol efetuado nas mesmas

condi¢8es por 48 horas. A cultura assim obtida constitulu-se

o pré-inbculo.

2.9.2 Cuiltivo em grande escala

0 cuitivo em grande escala fol efetuado em frascos

erienmeyer de 2 Iitros de capacidade, contendo 4900 ml de
melo de MARKUS (52) com 1,0 9% de D-glucose como Unica fonte
de carbono.

0 pré-inébculo foi homogeneizado em um
liquidificador (Waring blendor) estéril durante 30 segundos.
Foram transferidos 2,0 ml do homogeneizado para cada frasco
contendo o melo de cultura.

0 crescimento fol efetuado a 28°C sob aglitacéo
continua a 110 rpm. 08 micéllos com 36 horas e 72 horas de
crescimento foram recolhidos por fllitracdo & vacuo, lavados
com 4gua destilada e utillzados para o preparo de extrato

bruto ou extrato livre de células.
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2.5 Preparo do extrato livre de céiulas

0 extrato bruto ou extrato livre de <células fol
preparado rompendo—-se as células congeladas em nitrogénio
Ifquido, por trituracdo em um gral de porcelana previamente
resfriado. A extracdo foi realizada em tampdo fosfato 10 mM
pH 7,0 contendo 0,5 mM de EDTA na propor¢do 1:2 (p/v). Os
extratos foram centrifugados a 15.000 g durante 15 minutos
em centrifuga refrigerada Sorval RC-5, para a remo¢do de
fragmentos celulares e células Intactas. 0O precipltado fol
desprezado e o sobrenadante fol wutilizado como fonte de
enzima.

Para a purificacdo da enzima galactose oxidase
intracelular, 0s micélios foram suspensos no mesmo tampéo e
as células foram rompidas em prensa (French Pressure GCell
Press - Aminco Instruments) com o pistéo previamente
resfriado, sob a pressfio de 20.000 PSI <(Pound per square
Iinch). Cada fracdo da suspenslo micellal fol submetida ao
mesmo tratamento por duas vezes. Ap6s centrifugaglo, o©

sobrenadante de 15.000 g foi usado como fonte de enzima.

2.6 Determinaclo da atividade enzimética

A atividade enzimética da galactose oxidase fol
determinada pela dosagem da dgqua oXxigenada formada

empregando o método enzimadtico acopliado de AISAKA & TERADA

(5).
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A decomposi¢c8o da dgqua oxigenada formada, em
presen¢a de peroxidase, neste método acopla oxidativamente a
4-aminoantipirina ao fenol, resultando num produto corado, a
quinoneimina, que apresenta absor¢do méxima a 500 nm (5).

0 sistema de Incuba¢do em um volume de 3,0 ml
continha 150 umoles de tampdo fosfato pH 7,0, 250 umoies de
D-galactose, 217 umoles de  fenol, 1,2 umoles de
4-aminoantipirina, 20 wunidades de peroxidase e uma
quantidade varlével de enzima. O sistema fol incubado a 30°C
por 10 minutos. A colora¢do desenvolvida era estimada pela
absorbénclia a 500 nm em um espectrofotdmetro Beckman DU-2.

A conversfio das unidades de absorblncla em pmoles
de peréxido de hidrogénio fol reallzada pelo emprego da

curva padr8o de 10 a 280 nmoies de HEO A 4gua oxligenada

al
utillzada para a calibragdo fol previamente titulada pelo
método de VOGEL (72).

Para cada determinac8o0 enzimdtica foram reallzados

0s controles sem enzima e 08 controles sem substratos.

2.7 Unidade de enzima e atividade especifica

Uma unidade de galactose oxidase (UE) fol definlida
como a quantidade de enzima que |ibera | pumol de Haoe por
minuto. A atividade especi{fica fol expressa pela razéo entre

as unlidades de enzima por miligrama de proteina.
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2.8 Determinac8o de protelnas

A determinag8o de protefnas nas diferentes fracgdes
foram previamente diallsadas em tampdo fosfato 10 mM pH 7,0
durante 16 horas, e reallzada pelo método de LOWRY et al
(51), utilizando a soroalbumina bovina como padréo.

A dosagem de protefnas nas fra¢des elufda da
coluna de Sepharose 6B fol realizada segundo o método

espectrofotométrico de WARBURG & CRISTIAN (73).

2.9 Curva de crescimento e atividade enzimdtica

0 crescimento do fungo em fun¢lo do tempo fol
determinado utiilzando—se erlenmeyer de 2 |itros contendo
400 m| de meio de MARKUS (62) e D-glucose a 1 9% como fonte
de carbono. Cada um dos frascos fol Inoculado com 2,0 ml de
pré-inbéculio homogenelzado e Incubado a 28°C sob agitacdo
rotatéria a 100 rpm.

Em intervalos pré-estabelecidos entre 18 e 85
horas, 50 mi da cultura fol coletada, filtrada em disco de
papel (Wheaton) de peso conhecido adaptados a um sistema de
filtraclo Millipore. Os filtros contendo 08 micéilos foram
ent#o levados & estufa de secagem a 60°C até peso constante,

obtendo-se assim o peso seco dos micéllos em diversos

tempos.
Nos mesmos intervalos de tempo, outros 50 ml da

cultura fol coletada para a determinacdo da atividade
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enzimética no micélio e no melo de cultura, conforme

descrito no [tem 2.6.

2.10 Estabilidade térmica da galactose oxidase no extrato

llvre de células

Fra¢8es de 5 ml de extrato bruto preparado de
micélio coietados com 36 horas e 72 horas de crescimento
foram submetidas a dlferentes temperaturas (45° a 60°C)
durante 5 minutos. Estas fra¢Oes foram entdo resfriadas
raplidamente em banho de gelo e centrifugadas a 15.000 g por
IS5 minutos a 4°C. 0 sobrenadante foi usado para a medida da

atividade enzimatica.

2.11 Estabillidade da galactose oxldase a 55°C a diversos

tempos

Fracles de 5 mi de extrato bruto preparado com o
micéllo coletado com 36 horas e 72 horas de crescimento
foram incubadas a 55°C. A intervalos de tempo de 3,0 a 15
minutos, o material fol resfriado e processado conforme

descrito no f[tem anterlor.
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2.12 Purificaclo da galactose oxldase

0 processo de purlficac8o da galactose oxldase
Intracelular do mutante DDO9Y seguiu a metodologla
estabelecida por MENDONGA & ZANCAN (53) para a enzima da
Iinhagem selvagem.

A purifica¢8o fol reallzada a partir de 148 g e
205 g de micélio Umido coletados com 36 horas e 72 horas de
crescimento em melo de MARKUS respectivamente (52). 0s
micélios foram suspensos em tamp#o fosfato 10 mM pH 7,0
contendo 0,5 mM de EDTA na propor¢do de 1:2 (p/v) e rompidos
na French Pressure Cell. Ap6s centrifugaclio a 15.000 g por
15 minutos a 4°C em centrifuga refrigerada Sorval RC-5,
foram obtidos 385 ml de extrato Iivre de células do micéllo
coletado com 36 horas e 515 mi de extrato livre de <células
do micéllo coletado com 72 horas de crescimento. Estes
extratos foram submetidos as etapas posteriores de
purificacéo.

Uma allfquota dos extratos brutos fol reservada
para a determinac8o da atividade enzimética e a dosagem de
protefnas. Essas allquotas dos extratos de 72 horas foram
previamente diallsadas durante 12 horas em tamp8o fosfato 10

mM pH 7,0 contendo 0,5 mM de sulfato de cobre.

2.12.1 Inativac8o térmica

0 extrato livre de células fol Incubado a 55°C
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durante 5 minutos, utilizando frac8es de aproximadamente de
50 mi. Ap6s a Inativag#o, as frag¢des foram rapidamente
resfriadas em banho de gelo, centrifugados a 15.000 g
durante 15 minutos a 4°C. 0 precipltado foi desprezado e o

sobrenadante fol submetido a etapa seguinte de purificacgdo.

2.12.2 Fraclionamento pelo suifato de amdnio

Ao sobrenadante da etapa anterior fol adicionado
lentamente cristalis de sulfato de amdnlo sob agitacglo
constante e suave até a saturac8éo de 95%. A soluclo fol
mantida em repouso por 10 minutos a 4°C. 0 precipitado fol
removido por centrifugacéo a 15.000 ¢ por 15 minutos. Ao
sobrenadante fol ent8o adicionado da mesma forma, sulfato de
amdnio em cristais até a saturacdo de 65%. A solu¢cdo fol
mantida em repouso por 15 minutos a 4°C e centrifugada. O
sobrenadante fol desprezado e o0 preciplitado contendo a
enzima fol suspenso em tampdo fosfato 10 mM pH 7,0 em um
volume aproximado de 1/40 do volume inicial, e entdo
dialisado contra tamplio acetato de amdnio 0,7 M pH 7,2

contendo 0,5 mM de 00904 durante 12 horas.

2.12.3 CGCromatografia em Sepharose 6 B

As fracles dialisadas da etapa anterior contendo
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180 mg e 194 mg de protefina total obtidas a partir dos
micélios coletados com 36 horas e 72 horas de <crescimento
respectivamente, foram cromatografados em coluna de
Sepharose 6B (1,7 ¢cm x 24,5 cm), com volume total da coluna
de 55,58 mi. A coluna fol previamente equlliibrada com tampéo
acetato de amdnio 0,1 M pH 7,2 e o fluxo era de 1,0 mi/min.

As proteinas contaminantes foram elufdas com 4 a 5
volume total da coluna, com o0 mesmo tampéo de
equliibrio, coletadas em frac8es de 5 mi com o aux(liio de um
coletor de frag8es LKB 7.000, e monitoradas pela leitura no
espectrofotdmetro de acordo com o método de WARBURG &
CRISTIAN (73).

A enzima galactose oxlidase foi elufda da coluna
com uma solucdo de D-fucose 0,1 M em tamp8o acetato de
ambnio 0,7 M pH 7,2 , coletadas em fracles de 2,0 mil. As
fracles contendo as enzimas foram reunidas, e distribufdas

em fraces de 0,5 mi e mantidas congeladas a -20°C.

2.13 Eletroforese em gel de pollacrilamida

As amostras de galactose oxldase Intracelular
purificada dos micélios 36 horas e 72 horas de crescimento
foram submetidos & eletroforese em gel de polliacriiamida a
19% contendo 0,1% de SDS, segundo LAEMMLY (48). A
eletroforese fol realizada em placa (149 cm x 11 c¢m), onde
foram aplicadas 50 g de cada amostra, previamente tratadas

com 2% de SDS, 5% de f3-mercaptoetanol € incubadas em
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banho-fervente durante 5 minutos.

0 tampd3o de corrida utilizado fol Tris-gliicina 25
mM pH 8.3 com 0,1% de SDS e a eletroforese fol desenvolivida
a 4°C durante 9 horas. A corrente aplicada fol de cerca de
30 mA/placa por uma hora e 21 mA/placa no restante da
corrida.

As protelnas foram fixadas com solu¢cdo de TCA a
10% durante 30 minutos, em seguida corada com azul de
Coomassie brilhante R-250 (0,25 9%) durante uma hora a 50°C,

e descoradas com solugfio de &cido acético a 5% a 50°C (57).

2.9 Determinacdo de peso molecular

0 peso molecular foi determinado por eletroforese
em gel de poilacrilamida utilizando um gel separador a 10% e
um gel empilhador a 5% contendo 0,7% de SDS em condigdes
desnaturantes, segundo LAEMMLY (48) modificado. As amostras
de enzima e 08 marcadores de peso molecular (e« Jlactalbumina
14.200: anldrase carbdnica 29.000: ovoalbumina 45.000;
Soroalbumina bovina 66.000 e 132.000 daltons) foram tratadas
com SDS a 2% e -mercaptoetanol a 5% e incubados em
banho-fervente durante 5 minutos.

A eletroforese fol realizada em placa (14 cm X
11cm), onde foram aplicados 5 9 de cada amostra e 5 ug de
cada padr8o de peso molecular. A eletroforese fol
desenvolvida utilizando tamp8o Tris-glicina 25 mM pH 8,3

contendo 0,1% de SDS e azul de bromo fenol (ABF) como
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marcador de corrida durante 9 horas a 4°C. A corrente
aplicada fol de 8 mA/gel por uma hora e 15 mA/gel no
restante da corrida.

As proteinas foram fixadas com solu¢cdo de TCA a
10% durante 30 minutos, coradas com azul de GCoomassie
brilhante R-250 (0,25 g%) por 1 hora a 50°C e descoradas com
soluc8o de dcldo acético a 5% a 50°C (57).

A determinac8do do peso molecular da enzimas fol
felta considerando a mobilidade retativa (Mr) das proteflnas

em relac8o ao corante.

2.15 Efelto da concentracdo de enzima na velocidade de

reac8o

0 efeito da concentraglio de enzima sobre a
velocidade de reaclo fol avallada pelo método enzimético
acoplado em sistema de 3,0 mi contendo 150 umoles de tampio
fosfato pH 7,0, 1,2 umoles de aminoantipirina, 21 umoles de
fenol, 20 unidades de peroxidase, 250 umoles de D-galactose
e quantidades varidvelis de enzima (0,075 9 a 0,75 ug). 0

sistema fol Incubado a 30°C por 10 minutos.

2.16 Efeito do tempo de incubac8o na atividade da galactose

oxldase intracelular

A atividade enzimdtica da galactose oxldase
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intracelular fol avaliada pela produclio de dgua oxigenada
pelo método enzimédtico acoplado em um sistema de 3,0 ml
contendo 150 umoles de tamplo fosfato pH 7,0, 1,2 umoles de
aminoantipirina, 21 upmoles de fenol, 20 unidades de
peroxlidase, 250 umolies de Q-galactose e 0,075 49 de enzima
de 36 horas ou 0,076 pug de enzima de 72 horas. 0 sistema foi
incubado a 30°C num perfodo de tempo varidvel entre 3,0 e 30

minutos.

2.17 Efelto da temperatura na atividade enzimédtica

Para avallagdo do efelto da temperatura e
incubaglo sobre a atjvidade da galactose oxldase, foram
submetidas sistema de 3,0 mi contendo 150 umoles de tampdo
fosfato pH 7,0, 1,2 umoles de aminoantipirina, 21 umoles de
fenol, 20 unidades de peroxidase e 250 umoles de D-galactose
e 0,380 pug de enzima de 36 horas ou 0,375 pug de enzima de 72
horas. 0 sistema fol submetido a diferentes temperatura

entre 10° a 80°C durante 10 minutos.

2.18 Efelito do pH do sistema na atividade enzimdtica

Para a avalia¢do do efeito do pH do sistema na
atividade da enzima foram submetidas sistemas de 3,0 ml
contendo 0,75 g de enzima de 36 horas ou D,76 9 de enzima

de 72 horas, 1,2 umoles de aminoantipirina, 21 umoies de



23

fenol, 250 umoies de D-galactose, 20 unidades de peroxidase
e 150 umoles de tampdo fosfato em diferentes valores de pH
entre 5,3 a 8,0. 0 pH da mistura fol determinado em pHmetro
digital Micronal B-374. 0 sistema foi Incubado a 30°C
durante 10 minutos e avallada a atividade enzimdtica pelo

método enzimdtico acoplado.

2.19 Efeito da concentragdo de substrato

A galactose oxldase Intracelular de 36 horas e de
72 horas de crescimento foram anallisadas frente a
D-galactose e dihidroxiacetona como substratos e
determinadas as constantes cinéticas.

Todos o0s reagentes foram previamente saturados com

oxigénio através de borbulhamento de 0. durante 15 minutos,

2
e 0os teores de oxigénio foram avallados na fase gasosa das
solu¢cBes por cromatografia em fase gasosa (63).

A velocidade de reac¢8o foi determinada em sistema
de 3,0 mi contendo 150 pmoles de tamp&o fosfato pH 7,0, 1,2
pumoles de aminoantipirina, 21 umoles de fenol, 20 unidades
de peroxidase e concentrac8vo varidvel de substrato. O
sistema fol previamente termostatizado a 30° C. A reac¢do fol
iniclada pela adi¢do de 0,75 g de enzima 36 de horas ou
0,78 pg de enzima de 72 horas, e acompanhadas durante o0s 3
minutos Inicials a 500 nm em espectrofotdmetro Giiford
equipado de banho-maria com dgua circulante mantida a 30°C e

registrador para a leltura das velocidades inicials. As
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constantes cinéticas K e V da galactose oxldase

mapp méx

Intracelular para a D-galactose e dihidroxiacetona foram
determinadas pelos grdflicos de duplos reciprocos de
0,5 e nH (constante
de Hill) foram determinadas no gqréfico de HILL (36). 0Os

LINEWEAVER-BURK (49), e as constantes S

dados s8o quaduplicatas de uma mesma experiéncila.

2.20 Determinac3o do conteldo de carboidratos das enzimas

As amostras de preparac8es homog&neas da galactose
oxidase Intracelular de 3B horas e de 72 horas foram
concentradas e dlallsadas contra dgua destilada durante 72
horas, com troca de &dgua a cada 3 horas. A concentraclio dos
aclcares totals nessas amostras fol determinada pelo método
fenol-sulfdrico (20) utilizando 200 g de proteina em cada

ensalo e tendo D-glucose como padrédo.

2.21 Tratamento ailcalino

Amostras (300 p9) de galactose oxldase
intracelular de 38 horas e de 72 horas previamente
dlallsadas por 72 horas contra dgua destilada foram
submetidas a um processo de f eliminag8o, segundo as
condig8es propostas por HOLT & HART (37): NaOH 0,1 N por 18
horas a 37°C. Ap6és o tratamento alcalino, as preparagdes

foram neutralizadas com dcido acético 0,7 N e dialisadas
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novamente por 72 horas contra &gua destilada para a remocéo
de aglcares livres e demals reagentes. As amostras foram
entéo desidratadas em |lofilizador New Brunscwick Scientific
e o conteldo de aglcares totais remanescentes  foi

determinado pelo método fenol-sulfldrico (20).



3 RESULTADOS

3.1 Niveis de galactose oxidase intracelular em fungdo do

crescimento

0 fungo Dactylium dendroides DDOS crescido em meio
de MARKUS (52) apresenta um perfil com dois picos de
atividade intracelular (Fig. 1 B). Um pico de atividade na
fase exponencial de crescimento e outro na fase
estacionaria. O mesmo perfil foi observado quando o fungo
foi crescido em meio contendo tiamina como fator de
crescimento, em substitui¢Bo ao extrato de levedura.

As atividades extracelulares atingem o maximo em
66 horas de crescimento (Fig. 1 A). Para comparar os nfveis
de enzima extracelulares entre a linhagem selvagem e a
mutante, foi realizado um experimento em 48 horas de
crescimento de ambos, que corresponde ao tempo ideal para a
secrec3o da enzima pela linhagenm selvagem (45). Os
regultados estZo apresentados na tabela 1. A didlise do meio
em tamp%o fosfato 10 mM contendo 0,5 mM de sulfato de cobre
n%o aumentou a atividade de ambas preparagles. Portanto,
para uma mesma massa micelial, o mutante secretou 6,8 vezes
menog enzima que o tipo selvagem. No mesmo tempo o mutante

secretou 50% a mais de protefnas que o tipo =selvagenm,

congiderando a meema massa micelial.
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3.2 Estabiliidade da enzima a diferentes temperaturas

A atividade da galactose oxidase dos extratos
brutos de micélios de 36 horas e de 72 horas de crescimento
mostrou-se relativamente estdvel a temperaturas entre 45°C e
55°C. Quando submetidos a temperatura de 55°C, a perda foli
de 7% e 15% de atividade respectivamente para as enzimas de

36 horas e de 72 horas (fig. 2).

3.3 Estabilidade da enzima a 55°C

A enzima do extratos brutos dos micélios de 3B
horas e de 72 horas de crescimento fol estavel até 5 minutos
de Incubaglo a temperatura de 55°C. Ap6és este tempo hda uma
perda progressiva na atividade enzimdtica (f19.3). A
mela-vida da enzima a 55°C fol de 8,5 minutos e 12 minutos

para a enzima de 36 horas e de 72 horas respectivamente.

3.4 Purificacdo da galactose oxidase intracelular

A galactose oxidase intracelular dos micélios de

36 e de 72 horas de crescimento foi submetida a um processo

de purificacdo, descrito por MENDONGA & ZANGCAN (53) para a
enzima intracelular do fungo Dactylium dendroides.

0 processo de purificacdo constou de uma etapa de

Iinativa¢gdo térmica a 55°C por 5 minutos, fracionamento com
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sulfato de ambnlo 45-65% e cromatografia de afinidade em
Sepharose 6 B.

0s perfis cromatogréficos das duas enzimas em
coluna de Sepharose 6 B estdo mostrados na figuras 94 e 5. Em
ambos o0s casos, a galactose oxidase fol eluida da coluna de
Sepharose 6 B com solugdo de D-fucose 0,1 M em tampéo
acetato de amdnio 0,1 M pH 7,2.

A enzima do micélio de 36 horas de crescimento,
apbés a elul¢do da coluna, apresentou um grau de purificagédo
de 3.680 vezes e um rendimento de 144%, e a enzima do
micélio de 72 horas de crescimento foil obtida com um grau de

purifica¢cdo de 4.496 vezes e um rendimento de 193% (tabela

2. e 3.).

3.5 Homogeneildade das enzimas purificadas

As preparagdes enzimaticas de 36 horas e de 72
horas apés o processo de purificagdo, apresentaram-se
homogé&neas, em bandas Unicas observadas em eletroforese em

gel de poliacrilamida (fig. 6).

3.8 Determinag8o de peso molecular

A determinac8o do peso molecular, reallzado em gel
de poliacrilamida a 10% com SDS em condi¢cdes desnaturantes,

forneceu um peso molecular da ordem de 70.000 Da para a
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enzima de 36 horas e 68.000 Da para a enzima de 72 horas

(fig. 7 e 8).

3.7 Efeito da concentragdo de enzima

0 efeito da concentrac8io de galactose oxldase
sobre a velocidade de reacdo estd apresentada na figura 9.
Para ambas enzimas, a velocidade de oxlidacdo de Q-galactose

foi linear entre 0,075 g a 0,75 ug de proteina.

3.8 Efelto do tempo de incubagdo

As velocidades de reacdo para as enzimas de 36
horas e de 72 horas de crescimento, apresentaram—se |ineares

até 30 minutos de incubacg8o (fig. 10).

3.9 Efelto do pH

A faixa de pH O6timo de catdlise da galactose
oxidase estd entre 6,8 e 7,0 tanto para a enzima de 36 horas

quanto para a enzima de 72 horas (fig. 11).

3.10 Efeito da temperatura de incubag8o sobre a atividade

da galactose oxldase
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As enzimas de 36 horas e de 72 horas foram
ensaladas em diversas temperaturas na faixa de 10°e 80°C. A
temperatura 6tima de catdlise fol de 30°C para ambas enzimas

(fig. 12).

3.1 Efeito da concentrac8o dos substratos sobre a

velocidade de reagéo

0 efeito da concentracdo de D-galactose (fig. 13 e
14) e dihidroxiacetona (fig. 16 e 17) sobre a velocidade de
reac8do das enzimas de 36 horas e 72 horas sdo apresentados.

O0s valores de Km determinados pelo método de

app
LINEWEAVER-BURK (489) para a D-galactose fol de 77 mM para a

enzima de 36 horas e 100 mM para a enzima de 72 horas

(Tabela 4.). Enquanto que para a dihidroxiacetona, o valor

de Kmapp encontrado fol de 17,87 mM para a enzima de 36

horas e 26,89 mM para a enzima de 72 horas (Tabela 5.).
Estes dados foram também analisados através do

grafico de HILL (36) (fig.15 e 18), obtendo—-se o0s valores de

S e coeficlente de HIi I (nH) apresentados na Tabela 4. e

0.5
5.

Para a D-galactose, os valores de S, o foram de
78,43 mM para a enzima de 36 horas e 100 mM para a enzima de
72 horas, e para a dihldroxiacetona foram de 26,30 mM para a
enzima de 36 horas e 29,51 mM para a enzima de 72 horas.

Os valores de coeficiente de Hill foram malores

que 1,0 para a g-galactose e dihidroxiacetona. 0s graficos
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de LINEWEAVER-BURK (48) confirmam a cooperatividade cinética
de ambas as enzimas para a D-galactose e dihidroxiacetona,

porém a cooperatividade foi mais acentuada para

dihidroxiacetona.

3.12 Teor de aglicares neutros totais

A andlise do conteldo de aglcares neutros totais
da galactose oxidase foi realizada pelo método
fenol-sulfdrico (20). As enzimas de 36 horas e de 72 horas
apresentaram vailores de 494,59 mg% e 4,27 mg% respectivamente

(Tabela B.).

3.13 Tratamento alcalino

Ap6s o tratamento alcalino suave, o0 conteido de
aglcares totais foi reduzido em 27% e 26% (Tabela 6.). Os
resultados indicam a presen¢a de 73% e 74% de Ilgagdes
glicos{dicas resistentes ao tratamento alcalino suave na

estrutura das enzimas.
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TABELA 1. NIVEIS DE GALAGCTOSE OXIDASE EXTRAGCELULAR EM 48
HORAS DE CRESCIMENTO

LINHAGEM PESO SECO DE ATIVIDADE PROTE iNA PROTEINA/mg
MIGELIO (mg) UE TOTAL TOTAL (mg) MICELIO

SELVAGEM 264 04,0 10,27 0,040

ppos 96 4,8 5,77 0,060

As culturas foram realizadas em meio de MARKUS
(62) contendo D-glucose a 1,0 g%, conforme Materials e
Métodos (tem @2.4.2. Ap6s 48 horas de crescimento, os
micélilos foram recoihidos para a determinagc@o do peso seco,
e o meio de cultura fol dialisado em tampdo fosfato 10 mM e
liofilizado para a determinag8o da atividade enzimadtica e a
dosagem de protefnas.



33

TABELA 2. TABELA DE PURIFIGAGKO DA GALAGTOSE OXIDASE DOS

MICELIOS COM 36 HORAS DE CRESGCIMENTO

ATIV.
ETAPAS VOLUME UE PROT. ESPEC. PURIF. REND.
(ml) mi? mg.mt:l Ul:.mg1 %
EXTRATO BR. 365 0,580 1,7 0,050 - 100
INAT. TERM. 295 0,773 6,67 0,116 2,32 106
(NH4)2SO4 9 33,75 20,00 1,687 33,7 141

SEPHAROSE 6B 14 ee,1e 0,12 184 3.680 144
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TABELA 3. TABELA DE PURIFICAGAO DE GALAGCTOSE OXIDASE DOS
MICELIOS COM 72 HORAS DE GRESGCIMENTO
ETAPAS VOLUME UE PROT. ATIV. PURIF. REND.
tml) mt "2 mg.ml—1 ESPEG:a %
UE . mg
EXTRATO Br. 515 0,084 6,21 0,015 - 100
INAT.TERM. 425 0,138 3,21 0,043 2,8 121
(NH4)280‘ 12 6,844 12,0 0,570 38,0 170
SEPHAROSE B8 20 4,670 0,07 66,70 4.4496 183
Atividade espec{fica do extrato bruto antes da

didlise foi de 0,002 UE/mg.
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TABELA 4. PARAMETROS CINETICOS DA GALACTOSE OXIDASE DE 36 E

DE 72 HORAS PARA A D-GALACTOSE

ENZIMA KMapp. Se. s n,
{ mM) { mM)
+ + +
36 horas 77,0t 3,89 79,4 1 4,13 1,18 * 0,05
72 horas 100,0 £ 6,74 100,0 * 5,02 1,20 X 0,08

Condigdes experimentais conforme descrito em
Materlials e Métodos ftem 2.19. 0Os dados foram obtidos das
figuras 13, 14 e 15. 0s valores - representam o0s desvios
padrdes.
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TABELA 5. PARRMETROS CINETICOS DA GALACTOSE OXIDASE DE 36 E

DE 72 HORAS PARA A DIHIDROXIAGCETONA

ENZIMA KMy o S, o n,
{ mM) ¢ mM)>
* + +
36 horas 17,87 % 1,38 26,3 % 1,25 1,66 X 0,08
72 horas 26,89 - 3,70 29,5 = 2,82 1,50 = 0,06

Condiglies experimentais conforme descrito em

Materlials e Métodos ftem 2.19. 0s dados foram obtidos dos

grédficos das flguras 16, 17 e 18. 0s valores z representam

0s desvios padrdes.



TABELA 6. CONTEGDO DE CARBOIDRATOS EM AGUCARES TOTAIS

37

ENZIMA AGGCARES TOTAIS (mg%)

sem tratamento NaOH 0.1 N
36 horas 4,54 3,30
72 horas 4,27 3,16

A determinag¢do dos aglUcares fol realizada pelo

método fenol-sulflrico, conforme descrito em Materiais
Métodos {tem 2.20 e 2.21.

e
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Fig. 1. Nfvels de galactose oxidase em fungdo do

crescimento.

Condi¢des experimentais conforme descrito em Materiais e
Métodos (tem 2.9.

A - Galactose oxidase extracelular

B - Galactose oxlidase iIntracelular

® - Atividade enzimadtica

O - Grescimento micelial
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Filg. 2. Estabilidade da galactose oxidase no extrato bruto
a diferentes temperaturas

Condi¢cdes experimentals conforme descrito em Materiais e
Métodos ftem 2.10.

©® - Extrato bruto preparado de micélilo coletado com 36
horas de <crescimento. Atividade do extrato bruto sem
tratamento térmico: 693 nmoles Hzoz.mln"“.ml".

O - Extrato bruto preparado de micélio coletado com 72
horas de crescimento. Atividade do extrato bruto sem
tratamento térmico: 240 nmoles H202.m|n".ml", medida apds
didlise em tampdo fosfato 10 mM + Guso_ 0,5 mM durante 15

horas.
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Filg., 3. Estabilidade da galactose oxidase no extrato bruto
a 55° C.

Condigles experimentais conforme descrito em Materials e

Métodos [tem 2.11.
® - Extrato bruto preparado de micélio de 36 horas.
Atividade enzimatica do extrato sem tratamento térmico: 700

nmoles Hzoz.mln".ml".

O - Extrato bruto preparado de micélio de 72 horas.
Atividade enzimatica do extrato sem tratamento térmico: 240
nmoles H202.mln".ml"’, determinados ap6s dlé&lise em tampdo

fosfato 10 mM pH 7.0 + 00804 0,5 mM.
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Fig. 4. Perfll de elul¢lo da galactose oxidase Intracelular
de 36 horas em coluna de Sepharose 6 B.

A coluna (1,7 cm x 24,5 cm) fol equilibrada com tampdo
acetato de amdnio 0,7 M pH 7,2.
Protelna total aplicada na coluna: 180 mg.
A elui¢do da galactose oxidase fol reallzada com D-fucose
0,1 M em tampdo acetato de amdnio 0,1 M pH 7,2.

® - Protelnas

O - Atividade enzimdtica



92

1
1254 ‘
0 - 10,0 _E
ts'
[
[ ]
o.
(]
I
754 -7 o
€
£ s
il
$
50 1) S
=~ 804 i 50 2
T i r <
& ‘ £
U | g
3
$ . § 3
:.0. ] ‘2'5 E
“ <
g- rucose o1 m
(] } °
' - AL
o 100 200 300

Volume de Eluigdo (mi)

Fig. 5. Perfil de elui¢cdao da galactose oxidase intracelular
de 72 horas em coluna de Sepharose 6 B.

A coluna (1,7 cm x 24,5 cm) fol equilibrada com tampdo acetato
de amdnio 0,1 M pH 7,2.
Proteina total aplicada na coluna: 144 mg.
A eluig8o da galactose oxidase fol realizada com solugdo de
D-fucose 0,1 M em tamp&o acetato de amdnio pH 7,2.

® - Protelnas

O - Atividade enziméatica



Fig. 6. Homogeneidade das enzimas purificadas

Homogeneidade determinada em eletroforese em gel
poliacrilamida a 19% em condigdes desnaturantes.
eletroforese foi realizada em placa onde foram aplicadas
H9 de cada enzima, e desenvoivida segundo descrito
Materials e Métodos (tem 2.13. A seta indica a origem
migrac8o.

1 - enzima de 36 horas

2 — enzima de 72 horas
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Fig. 7. Perfil eletroforético da galactose oxidase (36 e 72
horas) em gel de poliacrilamida.

Amostras (5,0 ug) da enzima de 36 e de 72 horas foram
previamente desnaturadas e submetidas a eletroforese em
gel de polilacrilamida a 10% contendo O0,1% de SDS, e
desenvolvida conforme descrito em Materiais e Métodos [tem
2.14. A seta indica a origem da migragao.

- mistura de padrdes de peso molecular

- enzima de 36 horas

- enzima de 72 horas

- mistura de padrdes de peso molecular

H W NN -
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Fig. 8. Determinagdo do peso molecular das formas de
galactose oxldase intracelular por eletroforese em
gel de poliacrilamida em condi¢3es desnaturantes.

A eletroforese fol reallizada conforme descrito em Materiais
e Métodos [tem 2.14. Foram aplicadas 5,0 g de enzima e 5,0
Hg de cada padrdo de peso molecular.
Padrdes de peso molecular expresso em kDa:
® - soroalbumina bovina, 66 e 132 : % - Ovoalbumina, 45
® - Anidrase Carbdnica, 29 : ° - « Lactalbumina, 14,2.
¢ - Enzima de 36 horas
O - Enzima de 72 horas
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Fig. 9. Efeito de concentra¢do de galactose oxidase sobre a
velocidade de reagao.

Sistema de incubagdao contendo 150 umoles de tampdo fosfato
pH 7,0, 1,2 umol de aminoantipirina, 21 umoles de fenol, 20
unidades de peroxidase, <250 umoles de D-galactose e
concentragdes de enzima entre 0,075 pg9 ou 0,75 p¢g num volume
final de 3,0 mi. A reacédo fol iniciada pela adi¢cdo de enzima
e incubados a 30°C durante 10 minutos.

® - Enzima de 36 horas

O - Enzima de 72 horas
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Fig. 10. Efeito do tempo de incubagdo sobre a atividade
enzimatica.

Sistema contendo 150 umoles de tampdo fosfatoe pH 7,0, 1,2
pumol de aminoantipirina, 21 umoles de fenol, 20 unidades de
peroxidase, 250 umoles de D-galactose, e concentragdes de
0,075 g ou 0,076 g de enzima, respectivamente de 36 e de
72 horas, num volume final de 3,0 mi. A reacdo fol Iniclada
pela adig3o de enzima e Incubados a 30°C num perfodo de
tempo até 30 minutos.

® - Fnzima de 36 horas

O - Enzima de 72 horas
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Fig. 11. Efelto do pH sobre a atividade enzimatica da
galactose oxldase.

Sistema de incuba¢do contendo 1,2 umol de aminoantipirina,
21 umoles de fenol, 20 unidades de peroxidase, 250 umoles de
D-galactose, 150 pumoles de tampao fosfato pH 5,3 a 8,0, e
;oncentracﬁes de 0,75 M9 ou 0,76 H9 de enzima,
respectivamente de 36 e de 72 horas, num volume final de 3,0
mi. A reag¢do fol Iniciada pela adigdo de enzima e incubados
a 30°C durante 10 minutos.

® - Enzima de 36 horas

O - Enzima de 72 horas
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Fig. 12. Efelto da temperatura de Incuba¢do sobre a
atividade enzimatica.

Sistema de incuba¢do contendo 150 umoles de tampado fosfato
pH 7,0, 1,2 umol de aminoantipirina, 21 umoles de fenol, &0
unidades de peroxidase, 250 umoles de D-galactose e
concentragdoes de 0,380 pg ou 0,375 pg de enzima purificada,
respectivamente de 36 e de 72 horas, num volume final de 3,0
mi. A reagdo foi iniciada pela adigdo de enzima e incubados
a temperatura entre 10° e 80°C durante 10 minutos.

® - Enzima de 36 horas

O - Enzima de 72 horas
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Fig. 13. Efelto da concentracdo de Q-galactose sobre a

atividade enzimatica da galactose oxidase de 36
horas.

Sistema de Iincubacdo com composi¢cdo definida em Materials e
Métodos (tem 2.19. Todos os reagentes foram previamente
saturados pelo borbulhamento de OE'

Concentrag¢do de enzima no sistema: 0,76 g de proteina.

A reac¢do foil iniclada pela adi¢do de enzima e a velocidade
Inicial acompanhada em espectrofotdmetro.
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Fig. 14. Efeito da <concentra¢do de D-galactose sobre a
atividade enzimdtica da galactose oxlidase de 72
horas.

Sistema de Incuba¢do com composigcdo definida em Materials e
Métodos (tem 2.18. Todos o0s reagentes foram previamente
saturados com oxlgénio.

Concentrag3o de enzima no sitema: 0,75 ug de proteina.

A reaclo fol iniciada pela adig8o de enzima e a velocidade
Iinictal acompanhada em espectrofotdmetro.



52

Vo
Va-Vo

0,04

0,0l

] 10 bo
(R - GALACTOSE) mM

Fig. 15. Grafico de HiLL para o efelto da concentracdo de
D-galactose sobre a velocidade de reagdo das
enzimas de 36 e de 72 horas.

Dados referentes aos experimentos da fig. 13 e 14.
© - Enzima de 36 horas
O - Enzima de 72 horas
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Fig. 16. Efeito da concentrac8o de dihidroxlacetona sobre a
atividade enzimdtica da galactose oxidase de 36
horas.

Sistema de Incuba¢do com composigcdo definida em Materiais e
Métodos ftem 2.19. Todos o0s reagentes foram previamente
saturados com oxigénio.

Concentragdo de enzima no sistema: 0,76 png de proteina.

A reac3o fol Iniciada pela adligdo de enzima e a velocidade
Iiniclal acompanhada em espectrofotdmetro.
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Filg. 17. Efelto da concentragdo de dihidroxlacetona sobre a
atividade enzimdtica da galactose oxldase de 72
horas.

Sistema de incuba¢do com composicdo definida em Materiais e
Métodos [tem 2.19. Todos os reagentes foram previamente
saturados com oxigénio.

Concentrag3o de enzima no sistema: 0,75 ug de proteina.

A reac¢do fol Iniclada pela adigdo de enzima e a velocidade

iniclal acompanhada em espectrofotdmetro.
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Flg., 18. Gré&fico de HILL para o efelto da concentragdo de
dihidroxiacetona sobre a velocidade de rea¢dao das
enzimas de 36 e de 72 horas.

Dados referentes aos experimentos da figura 16 e 17.
® —- Enzima de 36 horas
O - Enzima de 72 horas



4 DISCUSSAO

0 mutante DDOY9 de Dactylium dendroides, fungo

produtor de galactose oxldase, possul caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas diversas da Iinhagem selvagem
(18,45).

0 fungo Dactylium dendroides produz a enzima
galactose oxldase durante a fase logaritimica de
crescimento, sendo que a secregcdo da enzima ocorre no
perfodo de 36 a 60 horas de crescimento (66).

A linhagem mutante DDOS é wum duplo mutante,
deficiente na utilizacdo de D —-galactose e L-arabinose como
Unica fonte de carbono (45). O0s nlfveis intracelulares de
galactose oxldase sdo0o simlilares ao da Ilinhagem selvagem
(45). Embora 0s niveis de galactose oxidase extracelular sé&o
7 vezes menores que 0S da linhagem selvagem, considerando a
massa micellal (Tabela 1.).. Em 36 horas de crescimento, a
atividade enzimatica atinge o seu maximo, decresce entre 55
a 70 horas, voltando a aumentar até 78 horas.

A queda nos nivels de enzima neste perfodo entre
50 e 70 horas, pode ser decorrente da sintese de um inibidor
natural da galactose oxldase descrito anteriormente por
AVIGAD, G. et al (12). Este inibidor parece encontrar—-se em
maior quantidade no mutante. Nas células rompidas por
compressdo e descompressfo obteve-se um extrato bruto

contendo a enzima parclialmente ativa. A atlvidade da enzima
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fol recuperada apds didlise em tampdo fosfato 10 mM contendo
D,5 mM de sulfato de <cobre. A didlise do extrato bruto
obtido dos micéllos de 72 horas, provocou um aumento de 30
vezes na atividade espec/fica da enzima.

A enzima do mutante apresentou-se relativamente
estdvel a 55°C por 5 minutos ( fig. 2 e 3 ), sendo portanto
a temperatura escolhida para & Inativa¢8o térmica. A enzima
demonstrou ser mais sensfvel & temperatura que a enzima da
linhagem selvagem. A maior termossensibilidade pode ser
devido ao menor teor de aglcares |lgado da enzima,
corroborando o0s resultados apresentados por MENDONGA &
ZANCAN (549), de que as formas com maiores teores de aglcares
apresentavam malor estabilidade & temperatura e ao pH.

A Ultima etapa de purificacdo da galactose oxidase
fol reallzada por cromatografia de afinidade em Sepharose 6
B. Esta resina é uma agarose modificada constituida de uma
seqtencia alternada de resfduos de D-galactose e 3,6
anidro-galactose com ligagles tipo @ (1 + 4) eaa ( 1 + 3) e
pode ser reconhecida pela galactose oxldase, dada a sua
estrutura. Desta forma a galactose oxldase pode ser elufda
separadamente das protefnas contaminantes (35).

A galactose oxldase extracelular possul baixa
afinidade pela matriz da Sepharose 68 B, podendo ser elufda
da coluna com o préprio tampdo de equilibrio. A afinidade da
galactose oxldase extracelular é influenclada pela natureza
do tamp8o de equilibrio, sendo elufda em 5 a 6 vezes o
volume morto da coluna com tamp&o acetato de amdnio 0,1 M pH

7,2 (35).
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A galactose oxidase intracelular, por outro Iado,
possui afinidade malor pela matriz da Sepharose 6 B, ndo
sendo portanto elufda da coluna com o tampdo de equilfibrio
(563). 0 teor de gllicosilaglo também pode modificar a
afinidade da enzima pela matriz da Sepharose 6B. MENDONGA &
ZANGAN (55) demonstraram que a enzima iIntracelular obtida de
micélilo exposto ao etanol e ao etanol + tunicamicina
apresentaram uma alteracdo na afinidade pela matriz de
Sepharose sendo que esta Gltima é welufda com o préprio
tampdo de equilfbrio, sem a adi¢éo de D-fucose.

As enzimas extraldas do mutante DDOS apresentaram
um perfil de eluli¢do semelhante ao obtido para a |inhagem
selvagem do micélio tratada com etanol (55). As protelnas
contaminantes foram elufdas com tampdo acetato de amdnio 0,1
M pH 7,2 e a enzima somente foi elufda da coluna pela troca
do tamplo de equillfbrio para uma solu¢éo de D-fucose 0,1 M
em acetato de amdnio 0,1 M pH 7,2.

Obteve-se preparagdes homogéneas das duas enzimas
( fig. 6), com 199% e 193% de rendimento, respectivamente
para a enzima de 36 horas e de 72 horas de crescimento
(Tabela 2 e 3.). Este rendimento superior a 100% deve-se
provaveimente a presenga do Inibidor no extrato livre de
células, que fol removido durante as etapas de
purificacéo.

A enzima intracelular do mutante DDOS de 38  horas
de crescimento apresentou um peso molecular de 70.000 Da e a
enzima de 72 horas de crescimento apresentou um peso

molecular da ordem de 68.000 Da quando determinados em gel
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de poliacrilamida em condig8es desnaturantes ( fig. 7 e 8).

As diferengas de peso molecular da forma
enzimatica de 38 horas de crescimento quando comparada a da
linhagem selvagem (53), pode ser justificada em parte pelo
menor conte(do de carboldratos da enzima. GCom relagdo a
forma de 72 horas de crescimento, o0 menor peso molecular
pode ser devido & protedlilise, J& que o teor de aglcar
praticamente se manteve constante. O peso molecular da forma
de 72 horas de crescimento equivale ao peso molecular do
polipeptideo obtido por tratamento proteolftico da enzima
da linhagem selvagem (54).

As enzimas purificadas de 36 horas e de 72 horas

apresentaram valores de K de 77 mM e 100 mM

Mapp
respectivamente para a OD-galactose, wutilizando o método
enzimético acoplado ( fig. 13 e 14). 0s valores demonstraram
que as enzimas intracelulares do mutante apresentam menor
afinidade para a D-galactose que a enzima Intraceiular da
linhagem selvagem que possul um KMo op da ordem de 940 mM
(63).

Em decorr&ncla do fato da galactose oxidase
apresentar maior afinidade & dihidroxiacetona (78), foi
analisado o comportamento das enzimas frente a este

substrato. 0s valores de K obtido para as duas

Mapp
preparacfies de enzimas frente a dihidroxiacetona foi da
ordem de 18 mM para a enzima de 3B horas e de 27 mM para a
enzima de 72 horas ( flg. 16 e 17), -enquanto o8 valores
obtidos para a enzima da linhagem selvagem é de 35 mM para o

mesmo substrato (53).
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Embora as enzimas do mutante apresentem menor
afinidade a D-galactose, elas apresentaram malor afinidade
para a dihidroxliacetona que a galactose oxidase Intracelular
da linhagem selvagem.

As formas enziméticas do mutante apresentaram uma
cinética nao michaeliana para a D-galactose e
dihidroxiacetona. Nos grdficos dos duplos reciprocos
apresentaram—-se n#o |inear em ambos 0s casos (fig.
13,14,16,17). Por outro lado, a enzima da |Iinhagem selvagem
apresenta uma cinética ndo michaellana para a D-galactose,
porém para a dihidroxiacetona o efeito cooperativo é menos
acentuado, aproximando-se de uma cinética michaeliana. 0
mesmo comportamento foi verificado para a galactese oxldase
extracelular do fungo Gibberella Ffujikurot para a
D-galactose (2).

A cooperatividade cinética observada poderia ser
explicada pela existéncia de um centro ativo com dois sftios
de encalxe para o substrato. A atividade enzimdtica sé se
reallzaria quando os dols slitios estivessem ocupados pelo
substrato. Estes sitios serliam quantitativamente idénticos,
porém a |igagdo de uma molécula de substrato em um dos
sftios facllitaria a |lgagdo da segunda molécula de
substrato. Esta hipétese fol aventada para explicar o
comportamento cinético da galactose oxidase extracelular do
fungo Gidderella fujikurot (2), que apresenta um com
coeficlente de Hill ( nH) igual a 1,3 para a D-galactose.

Outra hip6étese mais consistente para explicar a

cooperatividade positiva seria a existéncia da enzima numa
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forma ativa e outra inativa, ocorrendo uma transi¢do lienta
entre as duas formas decorrentes do estado de oxido-reduglo
do cobre (38). WHITTAKER & WHITTAKER (76) demonstraram a
existéncia de espécles cataliticamente ativas e inativas da
enzima apresentando diferentes estados de Oxido-reduglio do
cobre.

0 teor de glicosiliaglo tem sido multas vezes
relacionados a secre¢8o de enzimas (13). A galactose oxldase
intracelular apresenta teores de glicosilac8do de 7,7 mg% de
aglicares neutros totais e de 1,5 mg% de ac¢lcares aminados
enquanto que a enzima extracelular apresenta teores de
glicosllagdo de 1,7 mg% de aglcares neutros totais e de 0,49
mg% de aclcares aminados (54). A anélise da composiglo de
ag¢lcares das formas intra e extracelulares revelou a
presenga de glucose, arabinose, manose, galactose,
galactosamina e glucosamina, sendo que a glucose e a
arabinose s8o os principais componentes glicfdicos da enzima
(53).

As duas formas da enzima do mutante apresentaram
teores de gllcosilaglo 42 a 45% menores que o encontrado na
enzima da linhagem selvagem (55). 0 teor de aglcares totals
apés a [3-elimina¢cdo é semelhante ao da |Iinhagem selvagem
(55), o que Indica que a redug¢8io no teor de ag¢lcares na
enzima do mutante se fez as custas das ligacles glicosfdicas
O0-serina ligadas.

Valores Inferiores encontrados para as formas da
enzima do mutante pode ser decorrentes da deficiéncia de

Gal-1-P-uridil-transferase (45), uma vez que a galactose &
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um dos componentes da por¢8o aglicar da galactose oxlidase
Intracelular (53).

Formas enzimaticas modificadas pela presenga de
inibldores de glicosilacdo sugerem que a glicosilacdo da
galactose oxldase ndo seja necessaria para a secre¢ldo da
enzima, J& dque formas menos glicosilada s8o igualmente
secretadas (55,56). No mutante, os nfveis de gllcosilagdo
também parecem nlo ser o fator Iimitante para a secregédo
da enzima, }& que a enzima Intracelular possue alnda um teor
1,67 vezes malor do que a enzima extracelular do selvagem
(55), a n#o ser que a por¢clo aclcar que permanece na enzima
seja um sinal para a sua manuten¢8o no Interior da célula.

0s balxos nfvels de atividade enzimdtica observado
no melo de cultura do mutante poderiam ser explicados pela
inativac8o da enzima secretada. Como ndo fol feita a
purifica¢o da enzima extracelular do mutante, ndo se
conhece o teor de glicosilagdo, portanto essa alternativa
ndo pode ser exclufda. GComo as formas enzimdticas menos
glicosilada sd30o mals faciimente proteolisadas (55), as
enzimas secretadas deveriam ter um teor de a¢licar menor que
1,7 mg% que é observado na enzima extracelular da Iinhagem
selvagem (53).

Outra hip6tese para explicar o defeito na secre¢do
da galactose oxidase pelo mutante seria que houvesse uma
alteracd8o na seqlencla sinal. Esta hipodtese é pouco
provdvel, pois aparentemente existe uma toleréncia a
varia¢des mutacionals nesta seqilencia (30).

Estudos anteriores demonstraram que a parede
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celular do fungo D. dendroides ¢é composta por uma
galactogliucomanana (41). Como o metabolismo de galactose
encontra-se afetado no mutante, é provével que a estrutura
da parede celular esteja modificada, alterando a sua
permeabilidade a proteinas, neste caso seria de se esperar
que a defliciéncia afetasse a secre¢do de todas as proteinas,
0 que n&o parece ser o caso, J4& que em 948 horas de
crescimento o tipo selvagem secretou 0,080 mg de
protefnas/mg de peso seco e o0 mutante 0,060 mg de
protelnas/mg de peso seco (Tabela 1.).

As formas enziméticas do mutante apresentaram-se
Idénticas entre si. A forma de 36 horas tem um teor menor de
aclcares neutros e apresenta uma cinética para
dihidroxiacetona distinta da enzima do tipo selvagem. Do
exposto é evidente que maiores estudos serdo necessarios
para esclarecer a razdo pela qual a enzima do mutante ndo ¢

secretada com a mesma eficiéncia que a do tipo selvagem.



5 CONGLUSAO

As formas de galactose oxldase Intracelular |solada de
micélio de 36 horas e de 72 horas de <crescimento

apresentaram o mesmo perfil de purificacéo.

As formas enzimdticas do mutante apresentaram pH dtimo

entre 6,8 e 7,0 e temperatura 6tima de catdlise 30°C.

A cinética de substrato para a D-galactose e
dihidroxiacetona apresentou um  comportamento ndo
michaeliano em concentracdes baixas de substratos,

indicando cooperatividade cinética positiva.

0s teores de glicoslilacdo das formas enzimdticas do
mutante foram semelhantes entre si e estas estdo

predominantemente Iigados por ligagdes glicosfdicas

resistentes a /3 eliminagdo.
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