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A galactose oxldase intracelular do mutante

Gal Ara de Dactyltwn. dendroides (DDOS), foi purificada de 

mlcéllos de 36 horas e de 72 horas. 0 peso molecular das 

enzimas homogêneas foi de 70.000 e 68.000 daltons 

respectivamente. 0 ph ótimo de catálise está entre 6,8 e 7,0 

e a temperatura ótima foi de 30*C.

A galactose oxldase Intracelular do mutante

catalisa a oxldação da Q-galactose e da dlhidrox1acetona e 

apresentou uma clnética não mlchaellana para ambos

substratos. 0 valor do Km para a Q-galactose foi de 77,0
" r r

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

crescimento, respectivamente. 0 valor do Kmann para a
«PP

dlhldroxlacetona encontrado foi de 18 mM e 27 mM para a

enzima de 36 horas e de 72 horas respectivamente.

As duas formas enzlmátlcas apresentam

cooperativIdade positiva, como sugerido pelos valores de

coeficiente de Hill (n ) de 1,2 para a Q-galactose e de 1,6H "■

para a dIhIdroxIacetona.

A análise da composição de carboidratos revelou um 

teor de gllcosilação de 4,54 mg% para a enzima de 36 horas e 

4,27 mg% para a enzima de 72 horas de crescimento, dos quais 

3,30 mg e 3,16 mg respectivamente, foram resistentes à ft 

ellmi nação.



A galactose oxidase (Q-gaiactose: oxigênio oxido

redutase E.C. 1.1.3.9.) catalisa a oxidação da Q-galactose a 

Q-galactohexodlaldose com a redução do oxigênio molecular a 

peróxldo de hidrogênio (7,9.9.10,11).

A enzima galactose oxidase foi descrita pela 

primeira vez em 1959 por COOPER et al (17) como sendo 

secretada ao meio de cultura, pelo fungo Polyporus 

círcinatvs. Este microrganIsmo foi posteriormente 

rec I ass I f I cado como Dactyliwn. dendroides (60). A enzima 

encontra-se distribuída na natureza em um número limitado de 

microorganismos (5,29). As propriedades da enzima 

extracelular de Dactyliwn dendrotdes (7,8,11,17) e de 

Gibberella fujtkwroi (2,3,-1), foram bem estudadas, por 

apresentarem nestes fungos, níveis elevados da enzima no 

melo de cultura.

0 cultivo do microorganismo e a metodologia de 

purificação da enzima extracelular foram desenvolvidos por 

vários investigadores (7,8,10,11,3-1,35,-10,70,71). Vários 

fatores como a composição do melo, concentração de inóculo 

Interferem no aparecimento da galactose oxidase 

extracelular. A composição do melo e as condições que 

fornecem o maior rendimento em galactose oxidase 

extracelular no fungo Dactylivm dendroides, foram 

determinadas por MARKUS et al (52).



Posteriormente, SHATZMAN & KOSMAN (66) 

demonstraram o efeito do pH e a densidade da cultura na 

sfntese e secreção da enzima. Mais recentemente, PEDROSA & 

ZANCAN (63) estudaram o efeito do oxigênio sobre a síntese e 

secreção da galactose oxldase. Estes autores demonstraram 

que os níveis intra e extracelulares da enzima aumentam com 

a tensão de oxigênio. Eles sugerem que galactose oxldase 

seria um fator de proteção contra a toxicidade do oxigênio 

no fungo DactyLtvm d&ndroides. A toxicidade do oxigênio nos 

organismos é devida principalmente aos Intermediários da 

redução do oxigênio molecular, isto é, 0~, HgOg e 0H~ (28).

A galactose oxldase extraceiuiar é uma 

metaloenzima, e depende de cobre para a formação da sua

forma ativa. 0 cobre está presente na proporção de um

átomo-grama por mol de enzima e se encontra firmemente

ligada a enzima. A remoção do cobre é conseguida por 

tratamento com dIet11carbamato ou em diállse contra HgS, o 

que leva a uma modificação na conformação da enzima (7).

0 papel do cobre na catálise tem sido

exaustivamente investigado na enzima extraceiuiar de

Dactyliwn. deindroides (14,15,16,19,24,42,44,46,47,75,76). 

Estes estudos sugerem que 1 ou mais resíduos de triptofano 

participam, juntamente com o átomo de cobre no processo de 

catálise (43,75). KWIATKOWSKI, L. et al (47) sugerem também 

o envolvimento de um resíduo de htstldina no sítio

cataiítico.

O fungo crescido na ausência de cobre forma uma

apoenzlma inativa, cuja atividade pode ser resgatada através



da Incubação da enzima inativa em presença de sais de cobre 

< 7 ) .

A galactose oxldase é totalmente inibida pelo

-4d IetiIcarbamato e cianeto na concentração de 10 M,
-3

hIdroxII ami na e azlda na concentração de IO M, porém a

atividade da enzima pode ser quase completamente restaurada

após a dlállse e Incubação em presença de fons cobre na

~3concentração de 10 M (7).

Enquanto a presença de superóxido dismutase inibe 

a reação catalisada pela galactose oxldase, o íon superóxido 

e o ferrlclaneto aumentam a velocidade da reação (31). A 

presença de peroxidase ativa a galactose oxldase pela 

remoção de H^O^ (10,38).

A galactose oxldase extracelular de Dactylivm

ctendroides é uma protefna monomérica, de caráter básico com 

ponto isoelétrlco próximo a 12 (44,53).

A incubação da enzima extracelular com autollsados 

micellals ou extratos sonlcados a inibem (12). Este fator 

inatlvante é um peptídlo de peso molecular da ordem de 2.000 

Da. Após tratamento ácido e térmico, este fator foi 

dlallsável. Estudos sugerem que este fator atua como 

quelante de cobre, formando um complexo com o cobre da

enzima. A presença de íons cobre na concentração de 1 mM

evitou a inatlvação da enzima, bem como as amostras 

Inativadas de enzima podem ser reativadas pela Incubação

"overnight" em presença de 1 mM de CuSO^ a 30*C (12).

A forma intra e extracelulares da galactose 

oxldase apresentam ampla especificidade quanto aos



substratos (32,53). Ambas catalisam a oxldação da 

Q-galactose e seus derivados galactosídeos como a mellblose, 

rafinose e estaqulose, em que a hidroxlla do Cg não se

encontra substituída. Os polímeros com resíduos terminais de 

Q-galactose também são substratos para a galactose oxldase 

(8,10,52,67). Estudos recentes Indicam que a galactose 

oxldase não somente converte o grupo alcoólico primário da 

posição C6 da galactose para grupo aldeído, mas também 

catalisa a oxidação deste para grupo carboxíllco (39). como 

a afinidade da enzima extracelular é maior para

galactosídeos e polímeros com resíduos terminais de

Q-galactose (8,10,67) e para dlhldroxlacetona do que para a

Q-galactose, admlte-se que a galactose não seja o substrato 

natural da enzima (78).

A galactose oxldase extracelular do fungo 

Gibberelia /ujikuroi apresenta características cinétlcas 

semelhantes às descritas para a enzima de Dactyliwn.

cbendroides. Entretanto além de cobre, possue ferro na sua

molécula, peso molecular de 90.000 Da e ponto isoelétrlco de

3,7 (2,3).

A atividade catalítica da enzima pode ser avaliada

quantitativamente pela medida do consumo de oxigênio através

do eletrodo de oxigênio (6) ou pela quantificação de H O
2 2(X/

formadô, utilizando o método enzlmático acoplado com

peroxidase e um reagente cromogênlco tais como o-dlanIsldI na 

(8), o-toluldlna (67), 4-amlnoantlplrI na (5) ou ainda por um 

sistema acoplado com NADH-peroxidase (9).

Estudos anteriores referlam-se a galactose oxldase



extracelular, purificada dos meios de cultura de Dactyliwn. 

dendroides e Gibb&rella fujttouroi . Recentemente, MENDONÇA & 

ZANCAN (53) purificaram e caracterizaram a galactose oxldase 

intracelular do fungo Dactyliwn. dendroides. A enzima 

intracelular possui especificidade semelhante a extracelular 

quanto aos substratos. Seu peso molecular é de 72.000 Da, 

ligeiramente superior è extracelular da ordem de 68.000 Da

(44), quando determinados em gel de poliacrllamlda com SDS.

A galactose oxldase Intracelular possui 7,7 mg% de 

açúcares neutros enquanto a forma extracelular possui apenas

1,7 mg%, portanto ambas as formas da enzima são 

gl lcoproteínas (53). As formas com teores maiores de 

carboldratos mostraram-se mais estáveis a variação de pH, 

inativação térmica e proteóilse (54,55,56).

As gIlcoproteínas estão amplamente dlstrlbuídas na 

natureza, podendo ser encontradas livres no citosol ou 

associadas a membranas (33). A secreção de enzimas em 

eucarlontes aparentemente está associada a glicosllação e 

tem sido estudada principalmente em Saccharomyces cerevisae 

(26), utilizando como modelo as enzimas com alto teor de 

glIcosllação tais como a fosfatase ácida e a invertase, 

ambas com teor de 50% de carboldrato (13,58).

A investigação do papel de carboldratos no 

transporte e secreção de proteínas tem sido realizado 

principalmente com o uso de Inibidores de gllcosllação tais 

como a tunIcamlclna, deoxI nojlrImlcI na, castonospermina e 

OUtros (21,22,50,59,69).

Estudos com diversas gllcoenzímas demonstraram que



a presença de açúcar não é essencial para a atividade

enzimátlca de multas enzimas tais como a invertase, 

fosfatase ácida, DNAse, RNAse, carboxlpeptldase, porém as 

formas deg ll cos 11 adas parecem mais susceptfvels a proteases 

e condlçOes desnaturantes <62).

O teor de gllcosilação parece ser Importante para 

a secreção de enzimas com alto teor de carboldrato como a 

fosfatase ácida e Invertase (62), bem como na secreção de

glicoprotefnas do fungo Achlya (65). Enzimas com menores

teores de gllcosilação como a ft 1-3 giucanase, fosfatase 

alcalina e celulase são secretadas em níveis normais mesmo 

na presença de Inibidores da gllcosilação (21), assim

nenhuma generalização pode ser feita a respeito do papel dos 

açúcares na secreção de proteínas.

A fosfatase ácida e a Invertase de levedura

apresentam teores de gllcosilação maiores na sua forma 

extracelular (13,50). Teores Inversos apresentam a 

oi-gl ucosl dase de Aspergillus ntger que possui a sua forma 

intracelular mais gllcosllada que a extracelular (64).

Os estudos com inibidores da glicosllação em 

galactose oxidase de Dactyliwn. dendroides demonstraram que 

os açúcares estão ligados a enzima através da N-glicosilação 

e o-gIlcosIlação. Os dados obtidos sugerem que a 

gllcosilação não parece ser essencial à secreção da enzima 

(54,55,56).

0 mecanismo de secreção de enzimas tem sido 

estudado empregando mutantes de Saccharomyces cerevisae não 

secretores das enzimas fosfatase ácida e Invertase



(23,26,27,61). Estes mutantes eram deficientes na síntese 

das enzimas envolvidas em diferentes etapas do mecanismo de 

secreção. Pela incubação em temperaturas não permlssíveis 

ocorre um acúmulo de precursores das proteínas secretadas em 

estágios de glicosltação específicos.

Na tentativa de obter formas esporuladas do 

fungo Dactyltum. dendroides, o mesmo foi submetido ao 

tratamento com N-Metil-N-Nltrosoguanidina (NTG). Apesar do 

Insucesso na obtenção de formas esporuladas, vários mutantes 

morfológlcos e bioquímicos foram isolados (18). DlAPP et al 

(18) caracterizaram o mutante DDOI como duplo mutante com 

fenótlpo D-frutose e L-arabinose . A mutação provocou um 

comprometimento parcial na secreção da galactose oxldase. A 

sua capacidade de secretar a enzima ao melo de cultura foi 

afetada em 50% (18).

Outro mutante, 0009 com características

morfológlcas diferentes da linhagem selvagem, apresentou 

crescimento restrito e distinto. 0 mutante foi caracterizado 

por KUBICKI et al (45) como Q-galactose e t-arabinose . A 

cinétlca de transporte para a Q-galactose mostrou um perfil 

diferenciado no mutante.

As enzimas da via de Leiolr para o metabolismo de 

D-galactose estão presentes no fungo Dactyliwn dsndr-oides 

(77). No mutante DD09, embora a Q-gaIactoqulnase e a

UDP-gaIactose-4-epimerase estejam presentes, a

galactose-1-fosfato-urldllll-transferase não foi detectada 

(45).

A função da enzima galactose oxldase no



metabolismo do fungo não está clara. A presença da enzima no 

mutante deficiente em £2% na incorporação de D-galactose, 

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

1.1 OBJETIVO DO TRABALHO

O mutante 6aI Ara de bactyliwn. dendroides 0009, 

isolada por DIAPP et al (18), embora não seja capaz de 

metabollzar a Q-galactose, apresenta níveis Intracelulares 

de galactose oxldase compatíveis com os da linhagem selvagem 

(45). Os níveis extracelulares da enzima na linhagem 

selvagem são 10 vezes superiores aos intracelular (63). No 

mutante DD09 os níveis extraceIulares correspondem apenas a 

11% dos níveis apresentados pela linhagem selvagem em 

condições experimentais equivalentes (45).

0 presente trabalho trata da purificação e 

caracterização da galactose oxldase Intracelular do mutante 

DD09, e visa obter Informações que permitam esclarecer o 

mecanismo de secreção da enzima.



2.1 Reagentes

Acrilamlda, ágar, 4-amlnoantlplrIna, azul de

dextrana, azul de bromo fenol <ABF), azul de Coomasele

brilhante R-250, dlhldroxlacetona, Q-fucose,

p-mercaptoetanol, padrões para a determinação de peso 

molecular (anldrase carbônica, a Iactalbumlna, ovoalbumina, 

soroalbumlna bovina), peroxldase, soroalbumina bovina fração 

v, sos (dodecil sulfato de sódio), temed 

<N,N,N',N'-tetrametllenodlamlna), Trls (hldroxlmetll)amlno- 

metano foram obtidos da Sigma Chemical Company.

BIsacrllamlda foi obtida da Aldrlch Chemical Co. Inc..

Q-galactose foi proveniente da Calblochem.. Sepharose 6 B 

foi obtida da Pharmacia Pine Chemicals. Ácido acétlco, ácido 

trl-cloro-acétlco, ácido clorídrico, ácido sulfúrlco, 

extrato de levedura, gllcina, D-glucose, fenol e metanol

eram produtos da Merck.

2.2 Microorganismo

A linhagem selvagem e a mutante DD09 do fungo 

Dactyliun. dendroid&s pertencem a micoteca do Departamento de 

Bioquímica da Universidade Pederal do Paraná. A linhagem 

mutante foi obtida por tratamento da linhagem selvagem de 

Dactylixun dendroides com N-met I I -N '-n I tro~n I trosoguan I d I na



2.3 Meios de cultura

2.3.1 Melo sói Ido

O melo sólido empregado para a sua manutenção foi 

ágar extrato malte que possui a seguinte composição:

Extrato malte ................. 2,0 g

Peptona   o,l g

g-Glucose ...................... 2,0 g

Agar ............................ 2,0 g

Agua destilada q.s.p.......... 100 ml

A esterilização dos meios foi realizada em

autoclave a 1 atmosfera de pressão durante 20 minutos.

2.3.2 MelO I(quido

0 melo líquido para a obtenção de micéilos foi o 

melo proposto por m a r k u s  et al (52) com a seguinte

composlção:

KHgPO^ anidro ....................... 9,0 g

NagHPO^ anidro ........................ 8,0 g

(NH4 )2S04   2,0 g

MgSO^.7 h 20 ............................ 0,2 g

NH4 NOg ................................. 1,0 g

MnS04 .H20 ..............................  2,0 mg

CuSO^.5 HgO ............................ 2,5 mg



Extrato de levedura ................. 1,0 9

Agua destilada q.s.p................. IOOO ml

O pH final do melo foi corrigido para 5,8 com

solução de ácido clorídrico diluído 1.-1 (v/v). A

determinação do pH foi realizado em pHmetro digital Mlcronal 

0-374. O melo foi esterilizado em autoclave a 1 atmosfera de 

pressão durante 20 minutos.

Como fonte de carbono foi empregada uma solução de 

Q-glucose a 20% m/v, esterilizada separadamente a 1

atmosfera de pressão durante 20 minutos. Esta solução foi

adicionada asseptlcamente ao melo de cultura na concentração 

final de Q-glucose a 1,0 g%.

2.4 Condições de manutenção e cultivo

A linhagem selvagem e mutante 0009 de Dactyliwn. 

dendroides foi cultivada em ágar malte com 2,0 g% de

0-giucose a 2 8 °C por cerca de 5 dias e estocadas a 4°C,

sendo a cultura renovada mensalmente.

2.4.1 Preparo do pré-lnóculo

Fragmentos do micélio cultivados em melo sólido

foram transferidos para um frasco ertenmeyer de 250 ml de 

capacidade, contendo 50 ml de melo de MARKUS (52) acrescido 

de 1,0 g% de D-glucose. A seguir, a cultura foi submetida a



crescimento a 28°C por 48 horas a 100 rpm em um agitador 

rotatório. Uma alíquota dos micéilos foi então transferida 

com o auxílio de alça de platina, para um segundo erlenmeyer 

de 250 ml de capacidade contendo 50 ml do mesmo melo e 1,0 

g% de Q-glucose e o crescimento foi efetuado nas mesmas 

condições por 48 horas. A cultura assim obtida constI tuíu-se 

o pré-inóculo.

2.4.2 Cultivo em grande escala

0 cultivo em grande escala foi efetuado em frascos 

erlenmeyer de 2 litros de capacidade, contendo 400 ml de 

melo de MARKUS (52) com 1,0 g% de Q-glucose como única fonte 

de carbono.

0 pré-inóculo 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 foi efetuado a 28°C sob agitação 

contínua a 110 rpm. os micéilos com 36 horas e 72 horas de 

crescimento foram recolhidos por flitraçâo à vácuo, lavados 

com água destilada e utilizados para o preparo de extrato 

bruto ou extrato livre de células.



2.5 Preparo do extrato livre de células

O extrato bruto ou extrato livre de células foi 

preparado rompendo-se as células congeladas em nitrogênio 

líquido, por trlturação em um gral de porcelana previamente 

resfriado. A extração foi realizada em tampão fosfato 10 mli 

PH 7,0 contendo 0,5 mM de EDTA na proporção 1:2 <p/v). Os

extratos foram centrifugados a 15.000 g durante 15 minutos 

em centrífuga refrigerada Sorval RC-5, para a remoção de 

fragmentos celulares e células intactas. 0 precipitado foi 

desprezado e o sobrenadante foi utilizado como fonte de 

enz ima.

Para a purificação da enzima galactose oxidase 

intracelular, os mlcélios foram suspensos no mesmo tampão e 

as células foram rompidas em prensa (French Pressure Celi 

Press - Aminco Instruments) com o pistão previamente 

resfriado, sob a pressão de 20.000 PSl (Pound per square 

Inch). Cada fração da suspensão micellal foi submetida ao 

mesmo tratamento por duas vezes. Após centrlfugação, o 

sobrenadante de 15.000 g foi usado como fonte de enzima.

2.6 Determinação da atividade enzlmática

A atividade enzlmática da galactose oxidase foi 

determinada pela dosagem da água oxigenada formada 

empregando o método enzlmático acoplado de AlSAKA & TERADA 

<5).



A decomposição da água oxigenada formada, em 

presença de peroxidase, neste método acopla oxidativãmente a 

4-amlnoantlplrlna ao fenol, resultando num produto corado, a 

quinoneimlna, que apresenta absorção máxima a 500 nm (5).

0 sistema de incubação em um volume de 3,0 ml

continha 150 /imoles de tampão fosfato pH 7,0, 550 /imoles de

D-galactose, 21 /imoles de fenol, 1,2 /imoles de

4-amlnoantipIrI na, 20 unidades de peroxidase e uma

quantidade variável de enzima. 0 sistema foi incubado a 30*C

por 10 minutos. A coloração desenvolvida era estimada pela 

absorbâncla a 500 nm em um espectrofotômetro Beckman OU-2.

A conversão das unidades de absorbâncla em /imoles 

de peróxldo de hidrogênio foi realizada pelo emprego da 

curva padrão de 10 a 280 nmoies de HgOg. A água oxigenada 

utilizada para a callbração foi previamente titulada pelo 

método de VOGEL (72).

Para cada determinação enzlmática foram realizados 

os controles sem enzima e os controles sem substratos.

2.7 Unidade de enzima e atividade específica

uma unidade de galactose oxldase <UE) foi definida 

como a quantidade de enzima que libera l /imol de H2 °2 por 

minuto. A atividade específica foi expressa pela razão entre 

as unidades de enzima por miligrama de proteína.



2.8 Determinação de proteínas

A determinação de proteínas nas diferentes frações 

foram previamente diallsadas em tampão fosfato 10 mM pH 7,0 

durante 16 noras, e realizada pelo método de l o w r y  et al

(51), utilizando a soroalbumlna bovina como padrão.

A dosagem de proteínas nas frações eluída da 

coluna de Sepnarose 6B foi realizada segundo o método 

espectrofotométrico de w a r b u r g  & CRISTIAN (73).

2.9 Curva de crescimento e atividade enzlmátlca

0 crescimento do fungo em função do tempo foi 

determinado utlllzando-se erlenmeyer de 2 litros contendo 

400 ml de meio de MARKUS (52) e Q-glucose a 1 g% como fonte 

de carbono. Cada um dos frascos foi inoculado com 2,0 ml de 

pré-lnóculo homogeneizado e Incubado a 28°C sob agitação 

rotatória a 100 rpm.

Em intervalos pré-estabelecidos entre 18 e 85 

noras, 50 ml da cultura foi coletada, filtrada em disco de 

papel (wneaton) de peso conhecido adaptados a um sistema de 

fiitração Mlllipore. Os filtros contendo os mlcéllos foram 

então levados à estufa de secagem a 60°C até peso constante, 

obtendo-se assim o peso seco dos mlcéllos em diversos 

tempos.

Nos mesmos intervalos de tempo, outros 50 ml da 

cultura foi coletada para a determinação da atividade



enzlmática no micélio e no melo de cultura, conforme 

deecrlto no ítem 2.6.

2.10 Estabilidade térmica da galactose oxldase no extrato 

livre de céluI as

Frações de 5 ml de extrato bruto preparado de 

mlcéllo coletados com 36 horas e 72 horas de crescimento 

foram submetidas a diferentes temperaturas <45° a 60°c) 

durante 5 minutos. Estas frações foram então resfriadas 

rapidamente em banho de gelo e centrifugadas a 15.000 g por 

l5 minutos a 4°C. 0 sobrenadante foi usado para a medida da 

atividade enzlmática.

2.11 Estabilidade da galactose oxldase a 5 5 °C a diversos 

tempos

Frações de 5 ml de extrato bruto preparado com o 

mlcéllo 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 foi resfriado e processado conforme 

descrito no item anterior.



2.12 Purificação da galactose oxldase

O processo de purificação da galactose oxldase 

Intracelular do mutante DD09 seguiu a metodologia 

estabelecida por MENDONÇA & ZANCAN (53) para a enzima da 

11nhagem sei vagem.

A purificação foi realizada a partir de 146 g e 

205 g de mlcéllo úmido coletados com 36 horas e 72 horas de 

crescimento em melo de m a r k u s  respectivamente (52). Os 

micélios foram suspensos em tampão fosfato 10 mM pH 7,0 

contendo 0,5 mM de EDTA na proporção de 1:2 (p/v) e rompidos 

na French Pressure Ce11. Após centrlfugação a 15.000 g por 

15 minutos a 4°C em centrífuga refrigerada Sorval RC-5, 

foram obtidos 365 ml de extrato livre de células do mlcéllo 

coletado com 36 horas e 515 ml de extrato livre de células 

do mlcéllo coletado com 72 horas de crescimento. Estes 

extratos foram submetidos às etapas posteriores de 

purIf i cação.

Uma alíquota dos extratos brutos foi reservada 

para a determinação da atividade enzlmática e a dosagem de 

proteínas. Essas alíquotas dos extratos de 72 horas foram 

previamente diallsadas durante 12 horas em tampão fosfato 10 

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

2.12.1 inatlvação térmica

0 extrato livre de células foi incubado a 55®C



durante 5 minutos, utilizando frações de aproximadamente de 

50 ml. Após a Inatlvação, as frações foram rapidamente 

resfriadas em banho de gelo, centrifugados a 15.000 g 

durante 15 minutos a 4®G. 0 precipitado foi desprezado e o 

sobrenadante foi submetido a etapa seguinte de purificação.

2.12.2 Fraclonamento pelo sulfato de amônlo

Ao sobrenadante da etapa anterior foi adicionado 

lentamente cristais de sulfato de amônlo sob agitação 

constante e suave até a saturação de 45%. A solução foi 

mantida em repouso por 10 minutos a 4°c. 0 precipitado foi 

removido por centrIfugação a 15.000 g por 15 minutos. Ao 

sobrenadante foi então adicionado da mesma forma, sulfato de 

amônlo em cristais até a saturação de 65%. A solução foi 

mantida em repouso por 15 minutos a 4°C e centrifugada. 0 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado contendo a 

enzima foi suspenso em tampão fosfato 10 mM pH 7,0 em um

volume aproximado de 1/40 do volume inicial, e então

diallsado contra tampão acetato de amônio 0,1 M pH 7,2 

contendo 0,5 mM de CuSO^ durante 12 horas.

2.12.3 CromatografIa em Sepharose 6 B

As frações diallsadas da etapa anterior contendo



180 mg e 144 mg de proteína total obtidas a partir dos

mlcéllos coletados com 38 horas e 72 horas de crescimento 

respectivamente, foram cromatografados em coluna de 

Sepharose 80 (1,7 cm x 24,5 cm), com volume total da coluna 

de 55,58 ml. A coluna foi previamente equilibrada com tampão 

acetato de amônlo 0,1 M ph 7,2 e o fluxo era de 1,0 ml/mln.

As proteínas contamlnantes foram eluídas com 4 a 5 

volume total da coluna, com o mesmo tampão de

equilíbrio, coletadas em frações de 5 ml com o auxílio de um 

coletor de frações LKB 7.000, e monitoradas pela leitura no 

espectrofotômetro de acordo com o método de WARBURG & 

CR I ST I AN (73).

A enzima galactose oxldase foi eluída da coluna

com uma solução de Q-fucose 0,1 M em tampão acetato de

amônlo 0,1 M pH 7,2 , coletadas em frações de 2,0 ml. As 

frações contendo as enzimas foram reunidas, e distribuídas 

em frações de 0,5 ml e mantidas congeladas a -20*C.

2.13 Eletroforese em gel de pollacrllamlda

As amostras de galactose oxldase intracelular 

purificada dos mlcéllos 38 horas e 72 horas de crescimento 

foram submetidos à eletroforese em gel de poIIacrIlamlda a 

14% contendo 0,1% de SDS, segundo LAEMMLY (48). A 

eletroforese foi realizada em placa (14 cm x 11 cm), onde 

foram aplicadas 50 /ig de cada amostra, previamente tratadas 

com 2% de SDS, 5% de /3-mercaptoetanol e Incubadas em



banho-fervente durante 5 minutos.

0 tampão de corrida utilizado foi Trls-gliclna 25 

mM pH 8.3 com 0,1% de SDS e a eletroforese foi desenvolvida 

a 4*G durante 9 horas. A corrente aplicada foi de cerca de 

30 mA/placa por uma hora e 21 mA/placa no restante da 

corrida.

As proteínas foram fixadas com solução de TCA a

10% durante 30 minutos, em seguida corada com azul de 

Coomassle brilhante R-250 (0,25 g%) durante uma hora a 5 0 °C, 

e descoradas com solução de ácido acétlco a 5% a 5 0 #C (57).

2.14 Determinação de peso molecular

0 peso molecular foi determinado por eletroforese 

em gel de pollacrllamlda utilizando um gel separador a 10% e 

um gel empilhador a 5% contendo 0,1% de SDS em condições 

desnaturantes, segundo l a e m m l y  (48) modificado. As amostras 

de enzima e os marcadores de peso molecular (a lactalbumina 

14.200; anldrase carbônica 29.000; ovoalbumlna 45.000; 

Soroalbumlna bovina 66.000 e 132.000 daltons) foram tratadas 

com SDS a 2% e /3-mercaptoetanol a 5% e incubados em 

banho-fervente durante 5 minutos.

A eletroforese foi realizada em placa (14 cm x

11cm), onde foram aplicados 5 */g de cada amostra e 5 pg de

cada padrão de peso molecular. A eletroforese foi

desenvolvida utilizando tampão Trls-gliclna 25 mM pH 8,3 

contendo 0,1% de SDS e azul de bromo fenol (ABF) como



marcador de corrida durante 9 horas a 4°C. A corrente 

aplicada foi de 8 mA/gel por uma hora e 15 mA/gel no 

restante da corrida.

As proteínas foram fixadas com solução de TCA a 

10% durante 30 minutos, coradas com azul de Coomassie 

brilhante R-250 (0,25 g%> por 1 hora a 50*C e descoradas com 

solução de ácido acético a 5% a 50*C (57).

A determinação do peso molecular da enzimas foi 

feita considerando a mobilidade relativa (Mr) das proteínas 

em relação ao corante.

2.15 Efeito da concentração de enzima na velocidade de 

reação

0 efeito da concentração de enzima sobre a 

velocidade de reação foi avaliada pelo método enzimátlco 

acoplado em sistema de 3,0 ml contendo 150 amoles de tampão 

fosfato pH 7,0, 1,2 ^moles de amlnoantlplrlna, 21 pmoles de 

fenol, 20 unidades de peroxidase, 250^m o l e s  de D-galactose 

e quantidades variáveis de enzima (0,075 ^g a 0,75 /ug). o 

sistema foi incubado a 30°C por 10 minutos.

2.16 Efeito do tempo de Incubação na atividade da galactose 

oxldase Intracelular

A atividade enzimátlca da galactose oxldase



intracelular foi avaliada pela produção de água oxigenada 

pelo método enzlmátlco acoplado em um sistema de 3,0 ml 

contendo 150 amoles de tampão fosfato pH 7,0, 1,2 pmoles de 

amlnoantIpIrI na, 21 pmoles de fenol, 20 unidades de

peroxldase, 250^moles de D-galactose e 0,075 pg de enzima 

de 36 horas ou 0,076 pg de enzima de 72 horas. 0 sistema foi 

Incubado a 30°C num período de tempo variável entre 3,0 e 30 

mlnutos.

2.17 Efeito da temperatura na atividade enzlmática

Para avaliação do efeito da temperatura e 

Incubação sobre a atividade da galactose oxldase, foram 

submetidas sistema de 3,0 ml contendo 150^moles de tampão 

fosfato pH 7,0, 1,2 amoles de amlnoantipirlna, 21 amoles de 

fenol, 20 unidades de peroxldase e 250^moles de D-galactose 

e 0,380 jjg de enzima de 36 horas ou 0,375 pg de enzima de 72 

horas. 0 sistema foi submetido a diferentes temperatura 

entre 10° a 80°C durante 10 minutos.

2.18 Efeito do pH do sistema na atividade enzlmática

Para a avaliação do efeito do pH do sistema na 

atividade da enzima foram submetidas sistemas de 3,0 ml 

contendo 0,75 *jg de enzima de 36 horas ou 0,76 /ug de enzima 

de 72 horas, 1,2^moles de aml noant l p I r I na, 21 /umoles de



fenol, 250 amoles de Q-galactose, 20 unidades de peroxidase 

e 150 ^imoles de tampão fosfato em diferentes valores de pH 

entre 5,3 a 8,0. 0 pH da mistura foi determinado em pHmetro 

digital Mlcronal B-374. 0 sistema foi Incubado a 30®C

durante 10 minutos e avaliada a atividade enzimátlca pelo 

método enzlmático acoplado.

2.19 Efeito da concentração de substrato

A galactose oxldase intracelular de 36 horas e de 

72 horas de crescimento foram analisadas frente a 

Q-galactose e dlhldroxlacetona como substratos e 

determinadas as constantes clnétlcas.

Todos os reagentes foram previamente saturados com 

oxigênio através de borbulhamento de Og durante 15 minutos, 

e os teores de oxigênio foram avaliados na fase gasosa das 

soluções por cromatografia em fase gasosa (63).

A velocidade de reação foi determinada em sistema 

de 3,0 ml contendo 150 /umoles de tampão fosfato pH 7,0, 1,2

pmoles de amlnoantIplrina, 21 pmoles de fenol, 20 unidades 

de peroxidase e concentração variável de substrato. 0 

sistema foi previamente termostatlzado a 30° c. A reação foi 

Iniciada pela adição de 0,75 *jg de enzima 36 de horas ou 

0,76 pg de enzima de 72 horas, e acompanhadas durante os 3 

minutos iniciais a 500 nm em espectrofotômetro Gllford 

equipado de banho-maria com água circulante mantida a 30°C e 

registrador para a leitura das velocidades iniciais. As



con3tante3 clnétlcas Kmapp e Vmá}( da galactose oxldase 

Intracelular para a Q-galactose e dlhldroxiacetona foram 

determinadas pelos gráficos de duplos recíprocos de 

LlNEWEAVER-0URK (49), e as constantes SQ g e nH (constante 

de Hlll) foram determinadas no gráfico de HILL (36). Os 

dados são quadupllcatas de uma mesma experiência.

2.20 Determinação do conteúdo de carboidratos das enzimas

As amostras de preparações homogêneas da galactose 

oxldase intracelular de 36 horas e de 72 horas foram 

concentradas e dlallsadas contra água destilada durante 72 

horas, com troca de água a cada 3 horas. A concentração dos 

acúcares totais nessas amostras foi determinada pelo método 

f eno I-su I f úr I co (20) utilizando 200 ^g de proteína em cada 

ensaio e tendo Q-glucose como padrão.

2.21 Tratamento alcalino

Amostras (300 pg) de galactose oxldase 

intracelular de 36 horas e de 72 horas previamente 

dlallsadas por 72 horas contra água destilada foram 

submetidas a um processo de ft eliminação, segundo as 

condições propostas por HOLT & HART (37): NaOH 0,1 N por 18 

horas a 37°C. Após o tratamento alcalino, as preparações 

foram neutralizadas com ácido acético 0,1 N e dlallsadas



novamente por 72 noras contra água destilada para a remoção 

de açúcares livres e demais reagentes. As amostras foram 

então desidratadas em llofiIfzador New Brunscwlck Scientlflc 

e o conteúdo de açúcares totais remanescentes foi 

determinado pelo método fenol-sulfúrico (20).



3 RESULTADOS

3.1 Niveis de galactose oxldase intracelular em funçSo do 

crescimento

0 fungo Dactylium dendroides DD09 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 

estacionária. 0 mesmo perfil foi observado quando o fungo 

foi crescido em meio contendo tiamina como fator de 

crescimento, em substituição ao extrato de levedura.

As atividades extracelulares atingem o máximo 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 40 horas de 

crescimento de ambos, que corresponde ao tempo ideal para a 

secreção da enzima pela linhagem selvagem (45). Os 

resultados estão apresentados na tabela 1. A diálise do melo 

em tampão fosfato 10 mM contendo 0,5 mM de sulfato de cobre 

não aumentou a atividade de ambas preparaçSes. Portanto, 

para uma mesma massa micellal, o mutante secretou 6,8 vezes 

menos enzima que o tipo selvagem. No mesmo tempo o mutante 

secretou 50% a mais de protefnas que o tipo selvagem, 

considerando a mesma massa mlcelial.



3.2 Estabilidade 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 estável a temperaturas entre 45®C e 

55°C. Quando submetidos a temperatura de 55®C, a perda foi 

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 5 5 °C

A enzima do extratos brutos dos micélios de 36

horas e de 72 horas de crescimento foi estável até 5 minutos 

de incubação à temperatura de 55°C. Após este tempo há uma 

perda progressiva na atividade enzlmátlca (fig.3). A

meia-vida da enzima à 55®C foi de 3,5 minutos e 12 minutos 

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

3.4 Purificação da galactose oxidase intracelular

A galactose oxidase intracelular dos micélios de

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

de purificação, descrito por MENDONÇA & ZANCAN (53) para a 

enzima intracelular do fungo Dactyli-um. d&ndroides.

O processo de purificação constou de uma etapa de 

inatlvação térmica a 55°C por 5 minutos, fracionamento com



sulfato de amônlo 45-65% e cromatografI a de afinidade em 

Sepharose 6 B.

Os perfis cromatográfIcos das duas enzimas em 

coluna de Sepharose 6 B estão mostrados na figuras 4 e 5. Em 

ambos os casos, a galactose oxldase foi eluída da coluna de 

Sepharose 6 B com solução de Q-fucose 0,1 M em tampão 

acetato de amônlo 0,1 M pH 7,2.

A enzima do mlcélio de 36 horas de crescimento, 

após a elulção da coluna, apresentou um grau de purificação 

de 3.680 vezes e um rendimento de 144%, e a enzima do 

mlcélio de 72 horas de crescimento foi obtida com um grau de 

purificação de 4.446 vezes e um rendimento de 193% (tabela

2. e 3.).

3.5 Homogeneidade das enzimas purificadas

As preparações enzimátlcas de 36 horas e de 72 

horas após o processo de purificação, apresentaram-se 

homogêneas, em bandas únicas observadas em eletroforese em 

gel de poII acrIIamida (fig. 6).

3.6 Determinação de peso molecular

A determinação do peso molecular, realizado em gel 

de poliacrIlamida a 10% com SDS em condições desnaturantes, 

forneceu um peso molecular da ordem de 70.000 Oa para a



enzima de 36 horas e 68.000 Da para a enzima de 72 horas 

< f i g . 7 e 8).

3.7 Efeito da concentração de enzima

0 efeito da concentração de galactose oxldase 

sobre a velocidade de reação está apresentada na figura 9. 

Para ambas enzimas, a velocidade de oxidação de Q-galactose 

foi linear entre 0,075 jjg a 0,75 pg de proteína.

3.8 Efeito do tempo de incubação

As velocidades de reação para as enzimas de 36 

horas e de 72 horas de crescimento, apresentaram-se lineares 

até 30 minutos de incubação (fig. 10).

3.9 Efeito do pH

A faixa de pH ótimo de catálise da galactose 

oxldase está 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 incubação sobre a atividade 

da galactose oxldase



As enzimas de 36 horas e de 72 horas foram 

ensaiadas em diversas temperaturas na faixa de I0*e 80°C. A 

temperatura ótima de catálise foi de 30°C para ambas enzimas 

(fig. 12).

3.11 Efeito da concentração dos substratos sobre a 

velocidade de reação

0 efeito da concentração de Q-galactose (fig. 13 e

14) e dihIdroxiacetona (fig. 16 e 17) sobre a velocidade de

reação das enzimas de 36 horas e 72 horas são apresentados.

Os valores de Kni „ determinados pelo método deapp

LINEWEAVER-BURK (49) para a Q-galactose foi 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 Km  encontrado foi de 17,87 mM para a enzima de 36app

horas e 26,89 mM para a enzima de 72 horas (Tabela 5.).

Estes dados foram também analisados através do

gráfico de HILL (36) (fig.15 e 18), obtendo-se os valores de

Sn e e coeficiente de Hill (nu ) apresentados na Tabela 4. e U . o n

5.

Para a Q-galactose, os valores de SQ g foram de

79,43 mM para a enzima de 36 horas e 100 mM para a enzima de

72 horas, e para a d IhIdroxIacetona 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 maiores 

que 1,0 para a O-galactose e dihidroxiacetona. Os gráficos



de LINEWEAVER-0URK (49) confirmam a cooperatIvidade cinética 

de ambas as enzimas para a Q-galactose e dihidroxiacetona, 

porém a cooperatIvidade foi mais acentuada para 

d IhIdrox i acetona.

3.12 Teor de açúcares neutros totais

A análise do conteúdo de açúcares neutros totais 

da galactose oxidase foi realizada pelo método 

fenoI-suIfúrIco (20). As enzimas de 36 horas e de 72 horas 

apresentaram valores de 4,54 mg% e 4,27 mg% respectivamente 

(TabeI a 6.).

3.13 Tratamento alcalino

Após o tratamento alcalino suave, o conteúdo de 

açúcares totais foi reduzido em 27% e 26% (Tabela 6.). Os 

resultados Indicam a presença de 73% e 74% de ligações 

glicosídlcas resistentes ao tratamento alcalino suave na 

estrutura das enzimas.



TABELA 1. NÍVEIS DE GALACTOSE OXIDASE EXTRACELULAR EM 48 

HORAS DE CRESCIMENTO

LINHAGEM PESO SECO DE ATIVIDADE PROTEÍNA PROTEÍNA/mg

MicéLlO (mg) UE TOTAL TOTAL (mg) MICáLIO

SELVAGEM 264 104,0 10,27 0,040

DD09 96 4,8 5,77 0,060

As culturas foram realizadas em melo de MARKUS

(52) contendo D-glucose a 1,0 9%/ conforme Materiais e

Métodos item 2.4.2. Após 48 horas de crescimento, os 

micéllos foram recolhidos para a determinação do peso seco, 

e 0 meio de cultura foi dlalisado em tampão fosfato 10 mM e 

llofilizado para a determinação da atividade enzlmática e a 

dosagem de proteínas.



TABELA 2. TABELA DE PURIFICAÇXO DA GALACTOSE OXIDASE DOS 

MICéLIOS COM 36 HORAS DE CRESCIMENTO

ETAPAS VOLUME UE PROT. AT 1 V . 
ESPEC. PURIF. REND.

(ml > ml4 r l mg . ml -i UE. mg %

EXTRATO BR. 365 0,590 1 1 ,7 0,050 - 100

INAT. TÉRM. 295 0,773

COCO 0,116 2,32 106

(NH ) SO4 2 4 9 33,75 20,00 1 ,687 33,7 141

SEPHAROSE 6B 14 22,12 0,12 184 3.680 144



TABELA 3. TABELA OE PURIFICAÇÃO OE GALACTOSE OXIOASE DOS 

MI Cá LI OS COM 72 HORAS OE CRESCIMENTO

ETAPAS VOLUME 

< m l >

UE

m l- 1

PROT.

m g. m l

ATI V. 
ESPEC. 

-4
U E . mg

PURIF. RENO.
%

EXTRATO Br. 515 0,094 6,21 0,015 - 100

1NAT.TÉRM. 425 0, 138 3,21 0,043 2,8 121

(NH ) SO
4 2 4

12 8,844 12,0 0,570 38,0 170

SEPHAROSE 6B 20 4,870 0,07 66,70 4.446 193

Atividade específica do extrato bruto antes da 

diálise foi de 0,002 UE/mg.



TABELA 4. PARÂMETROS CINÉTICOS DA GALACTOSE OXIDASE DE 36 E 

DE 72 HORAS PARA A Q-GALACTOSE

ENZIMA KtTl „ S napp. 0 , 5  H

< mU> (mM)

36 horas 77,0 - 3,89 79,« - -1,13 1,19 - 0,05

72 horas 100,0 - 6,7-1 100,0 - 5,02 1,20 - 0,06

Condições experimentais conforme descrito em 

Materials e Métodos ítem 2.19. Os dados foram obtidos das 

figuras 13, 1-1 e 15. Os valores - representam os desvios 

padrões.



TABELA 5. PARÂMETROS CINÉTICOS DA GALACTOSE OXIOASE DE 36 E 

DE 72 HORAS PARA A DIHIDROXIACETONA

ENZIMA Krn „ app.

< mM>

S
0 . 5  

< mM>

n
H

36 horas 17,87 - 1 ,36 26,3 - 1 ,25 1 ,66 - 0,09

72 horas 26,89 - 3,70 29,5 - 2,92 1,50 - 0,06

Condições experimentais conforme descrito em 

Materiais e Métodos item 2.19. Os dados foram obtidos dos 

gráficos das figuras 16, 17 e 18. Os valores - representam 

os desvios padrões.



TABELA 6. CONTEÚDO DE CAR50IDRATOS EM AÇÚCARES TOTAIS

ENZIMA AÇÚCARES TOTAIS <mg%)

sem tratamento NaOH 0.1 N

36 horas 4,54 3,30

72 horas 4,27 3,16

A determinação dos açúcares foi realizada pelo 

método fenoI-suIfúrIco, conforme descrito em Materiais e 

Métodos item 2.20 e 2.21.
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Fig. 1. Níveis de galactose oxldase em função do 

crescImento.

Condições experimentais conforme descrito em Materiais e 

Métodos item 2.9.
A - Galactose oxldase extracelular 
B - Galactose oxldase intracelular 

• - Atividade enzlmática 

O -  Crescimento micellal



Fig. 5. Estabilidade da galactose oxidase no extrato bruto 

a diferentes temperaturas

Condições experimentais conforme descrito em Materiais e

Métodos ftem 2.10 .
• -  Extrato bruto preparado de mícélio coletado com 36

horas de crescimento. Atividade do extrato bruto sem

tratamento térmico: 693 nmoles H O , . m i n  .ml .
2 2

O  - Extrato bruto preparado de mlcéllo coletado com 72

horas de crescimento. Atividade do extrato bruto sem

tratamento térmico: 2*10 nmoles h O .min .ml , medida após
2 2

diálise em tampão fosfato 10 mM + CuSO 0,5 mM durante 15 

horas.



Flg. 3. Estabilidade da galactose oxldase no extrato bruto 

a 55° C.

Condições experimentais conforme descrito em Materiais e

Métodos ítem 2.11.
• -  Extrato bruto preparado de micélio de 36 horas.

Atividade enzlmática do extrato sem tratamento térmico: 700

nmoies H 0 .min- 1 .ml'4 .
2 2

O -  Extrato bruto preparado de micélio de72 horas. 

Atividade enzlmática do extrato sem tratamento térmico: 240

nmoies H 0 .mln“ a .ml"4 , determinados após dlálise em tampão
2 2

fosfato 10 mM pH 7.0 + CuSO 0,5 mM.
4



Fig. 4. Perfil de elulção da galactose oxidase Intracelular 

de 36 horas em coluna de Sepharose 6 B.

A coluna (1,7 cm x 24,5 cm) foi equilibrada com tampão 

acetato de amônlo 0,1 M pH 7,2.
Proteína total aplicada na coluna: 180 mg.

A elulção da galactose oxidase foi realizada com O-fucose 

0,1 M em tampão acetato de amônlo 0,1 M pH 7,2.

• - Proteínas 

O  - Atividade enzlmátlca
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Fig. 5. Perfil de eluição da galactose oxidase intracelular 

de 72 horas em coluna de Sepharose 6 B.

A coluna <1,7 cm x 24,5 cm) foi equilibrada com tampão acetato 

de amônlo 0,1 M pH 7,2.
Proteína total aplicada na coluna: 144 mg.

A eluição da galactose oxidase foi realizada com solução de 

D-fucose 0,1 M em tampão acetato de amônlo pH 7,2.

• - Proteínas 
O -  Atividade enzlmática



Homogeneidade determinada em eletroforese em gel de 

poII acrIIamlda a 14% em condiçOes desnaturantes. A

eletroforese foi realizada em placa onde foram aplicadas 50
#jg de cada enzima, e desenvolvida segundo descrito em

Materiais e Métodos item S.13. A seta indica a origem da

migração.

1 - enzima de 36 horas

2 - enzima de 72 horas
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Fig. 7. Perfil eIetroforétIco da galactose oxidase (36 e 72 
horas) em gel de poIIacrIIamlda.

Amostras (5,0 /jg) da enzima de 36 e de 72 horas foram 
previamente desnaturadas e submetidas à eletroforese em 
gel de poIiacrilamlda a 10% contendo 0,1% de SDS, e 
desenvolvida, conforme descrito em Materials e Métodos item 

2.14. A seta indica a origem da migração.

1 - mistura de padrões de peso molecular
2 - enzima de 36 horas

3 - enzima de 72 horas
4 - mistura de padrões de peso molecular
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Flg. 8. Determinação do peso molecular das formas de 

galactose oxldase intracelular por eletroforese em 

gel de poIIacrIIamlda em condições desnaturantes.

A eletroforese foi realizada conforme descrito em Materiais 

e Métodos item 2.14. Foram aplicadas 5,0 /jg de enzima e 5,0 
pg de cada padrão de peso molecular.

Padrões de peso molecular expresso em kDa:

• ~ Soroalbumlna bovina, 66 e 132 ; ■¥■ - Ovoalbumlna, 45 ;
* - Anldrase Carbônica, 29 ; • - a  LactaIbumina, 14,2.

♦ - Enzima de 36 horas

O  - Enzima de 72 horas



Fig* 9. Efeito de concentração de galactose oxidase sobre a 

velocidade de reação.

Sistema de incubação contendo 150 pmoles de tampão fosfato 

pH 7,0, 1,2 jjmol de ami noant i p I r i n a , 21 pmoles de fenol, 20 

unidades de peroxidase, 250 jjmoles de D-galactose e 
concentrações de enzima entre 0,075 jjg ou 0,75 fjg num volume 

final de 3,0 ml. A reação foi iniciada pela adição de enzima 

e Incubados a 30°C durante 10 minutos.

• - Enzima de 36 horas 

O  - Enzima de 72 horas



Fig. 10. Efeito do tempo de incubação sobre a atividade 

enz imát i c a .

Sistema contendo 150 /jmoles de tampão fosfato pH 7,0, 1,2

/jmoI de aminoantipirina, 21 pmoles de fenol, 20 unidades de 

peroxidase, 250 /amoles de D-galactose, e concentrações de 

0,075 /jg ou 0,076 pg de enzima, respectivamente de 36 e de 

72 noras, num volume final de 3,0 ml. A reação foi iniciada 

pela adição de enzima e Incubados a 30*C num período de 

tempo até 30 minutos.

• - Enzima de 36 horas 

O - Enzima de 72 horas



Fig. 11. Efeito do pH sobre a atividade enzlmátlca da 

galactose oxldase.

Sistema de Incubação contendo 1,2/jmol de aminoantipirina, 

21 pmoles de fenol, 20 unidades de peroxidase, 250 /jmoles de 

D-galactose, 150 /jmoles de tampão fosfato pH 5,3 a 8,0, e 
concentrações de 0,75 jjg ou 0,76 fj g de enzima, 

respectivamente de 36 e de 72 horas, num volume final de 3,0 

ml. A reação foi Iniciada pela adição de enzima e incubados 

a 30°C durante 10 minutos.

• - Enz ima de 36 horas 

O  - EnzIma de 72 horas



Flg. 12. Efeito da temperatura de Incubação sobre a 

atividade enzimática.

Sistema de incubação contendo 150 ptmoles de tampão fosfato 

pH 7,0, 1,2 ^tmol de ami noant i p I r i na , 21 pmoles de fenol, 20 

unidades de peroxidase, 250 pmoles de D-galactose e 

concentrações de 0,380 jjg ou 0,375 /jg de enzima purificada, 

respectivamente de 36 e de 72 horas, num volume final de 3,0 

ml. A reação foi iniciada pela adição de enzima e incubados 

a temperatura entre 10° e 80®C durante 10 minutos.

• - Enzima de 36 horas 

O - Enzima de 72 horas



Fig. 13. Efeito da concentração de D-galactose sobre a 

atividade enzimática da galactose oxldase de 36 

horas.

Sistema de Incubação com composição definida em Materials e 

Métodos ítem 2.19. Todos os reagentes foram previamente 

saturados pelo borbulhamento de Og.

Concentração de enzima no sistema: 0,76 **g de proteína.

A reação foi iniciada pela adição de enzima e a velocidade 

Inicial acompanhada em espectrofotômetro.



Flg. 14. Efeito da concentração de Q-galactose sobre a 

atividade enzlmática da galactose oxldase de 72 

horas.

Sistema de Incubação com composição definida em Materials e 

Métodos item 2.19. Todos os reagentes foram previamente 

saturados com oxigênio.
Concentração de enzima no sitema: 0,75 g de proteína.

A reação foi iniciada pela adição de enzima e a velocidade 

Inicial acompanhada em espectrofotômetro.
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Fig. 15. Gráfico de HILL para o efeito da concentração de 

D-galactose sobre a velocidade de reação das 

enzimas de 36 e de 72 horas.

Oados referentes aos experimentos da fig. 13 e 14.

• - Enzima de 36 horas 

O  - Enzima de 72 horas



Flg. 16. Efeito da concentração de dIhidroxIacetona sobre a 

atividade enzlmática da galactose oxidase de 36 

horas.

Sistema de incubação com composição definida em Materiais e 

Métodos item 2.13. Todos os reagentes foram previamente 

saturados com oxigênio.
Concentração de enzima no sistema: 0,76 pjg de proteína.

A reação foi iniciada pela adição de enzima e a velocidade 

Inicial acompanhada em espectrofotômetro.
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Flg. 17. Efeito da concentração de d IhidroxIacetona sobre a 

atividade enzlmática da galactose oxldase de 72 

horas.

Sistema de Incubação com composição definida em Materials e 
Métodos ftem 2.19. Todos os reagentes foram previamente 

saturados com oxigênio.
Concentração de enzima no sistema: 0,75 jjg de proteína.
A reação foi Iniciada pela adição de enzima e a velocidade 

iniciai acompanhada em espectrofotômetro.
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PIg. 18. Gráfico de HILL para o efeito da concentração de 

dih I droxIacetona sobre a velocidade de reação 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 DISCUSSÃO

O mutante DD09 de Dactyliwn. dendroides, fungo 

produtor de galactose oxldase, possui características 

morfológlcas e bioquímicas diversas da linhagem selvagem 

<18,45).

0 fungo Dactyliwn dendroides produz a enzima 

galactose oxldase durante a fase logarítimica de 

crescimento, sendo que a secreção da enzima ocorre no 

período de 36 a 60 horas de crescimento (66).

A linhagem mutante DD09 é um duplo mutante, 

deficiente na utilização de Q -galactose e L~arabinose como 

única fonte de carbono (45). Os níveis intracelulares de 

galactose oxldase são similares ao da linhagem selvagem

(45). Embora os níveis de galactose oxldase extraceiuiar são 

7 vezes menores que os da linhagem selvagem, considerando a 

massa mlcelial (Tabela l.)..Em 36 horas de crescimento, a 

atividade enzlmática atinge o seu máximo, decresce entre 55 

a 70 horas, voltando a aumentar até 78 horas.

A queda nos níveis de enzima neste período entre 

50 e 70 horas, pode ser decorrente da síntese 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 

compressão e descompressão obteve-se um extrato bruto 

contendo a enzima parcialmente ativa. A atividade da enzima



foi recuperada após diálise em tampão fosfato 10 mM contendo 

0,5 mM de sulfato de cobre. A diálise do extrato bruto 

obtido dos micéllos de 72 horas, provocou um aumento de 30 

vezes na atividade específica da enzima.

A enzima do mutante apresentou-se relativamente 

estável a 55°C por 5 minutos ( flg. 2 e 3 ), sendo portanto 

a temperatura escolhida para à inatlvação térmica. A enzima 

demonstrou ser mais sensível à temperatura que a enzima da 

linhagem selvagem. A maior termossensIbilldade pode ser 

devido ao menor teor de açúcares ligado da enzima, 

corroborando os resultados apresentados por MENDONÇA & 

ZANCAN (54), de que as formas com maiores teores de açúcares 

apresentavam maior estabilidade à temperatura e ao pH.

A última etapa de purificação da galactose oxldase 

foi realizada por cromatografla de afinidade em Sepharose 6 

S. Esta resina é uma agarose modificada constituída de uma 

seqüencia alternada de resíduos de g-galactose e 3,6 

an I dro-ga I actose com ligações tipo 0  < 1 ■* 4) e a ( 1 -► 3) e 

pode ser reconhecida pela galactose oxldase, dada a sua 

estrutura. Desta forma a galactose oxldase pode ser eluída 

separadamente das proteínas contaminantes (35).

A galactose oxldase extracelular possui baixa 

afinidade pela matriz da Sepharose 6 B, podendo ser eluída 

da coluna com o próprio tampão de equilíbrio. A afinidade da 

galactose oxldase extracelular é influenciada pela natureza 

do tampão de equilíbrio, sendo eluída em 5 a 6 vezes o 

volume morto da coluna com tampão acetato de amônio 0,1 M pH

7,2 (35).



A galactose oxidase intracelular, por outro lado, 

possui afinidade maior pela matriz da Sepharose 6 B, não 

sendo portanto eluída da coluna com o tampão de equilíbrio 

(53). O teor de gllcosllação também pode modificar a 

afinidade da enzima pela matriz da Sepharose 6B. MENDONÇA & 

ZANCAN (55) demonstraram que a enzima Intracelular obtida de 

micélio exposto ao etanol e ao etanol + tunicamicina 

apresentaram uma alteração na afinidade pela matriz de 

Sepharose sendo que esta última é eluída com o próprio 

tampão de equilíbrio, sem a adição de Q-fucose.

As enzimas extraídas do mutante DD09 apresentaram 

um perfil de elulção semelhante ao obtido para a linhagem 

selvagem do micélio tratada com etanol (55). As proteínas 

contaminantes foram eluídas com tampão acetato de amônlo 0,1 

M pH 7,2 e a enzima somente foi eluída da coluna pela troca 

do tampão de equilíbrio para uma solução de Q-fucose 0,1 M 

em acetato de amônlo 0,1 M pH 7,2.

Obteve-se preparações homogêneas das duas enzimas 

( fig. 6), com 133% 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 

provavelmente a presença do inibidor no extrato livre de 

células, que foi removido durante as etapas de 

purIfI cação.

A enzima Intracelular do mutante 0009 de 36 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 Oa quando determinados em gel



de pollacrilamida em condições desnaturantes ( fig. 7 e 8).

As diferenças de peso molecular da forma

enzlmática de 36 horas de crescimento quando comparada à da

linhagem selvagem (53), pode ser justificada em parte pelo

menor conteúdo de carboidratos da enzima. Com relação a

forma de 72 horas de crescimento, o menor peso molecular

pode ser devido à proteóllse, já que o teor de açúcar

praticamente se manteve constante. O peso molecular da forma

de 72 horas de crescimento eqüivale ao peso molecular do

polipeptideo obtido por tratamento proteolítico da enzima

da linhagem selvagem (54).

As enzimas purificadas de 36 horas e de 72 horas

apresentaram valores de Km„^„ de 77 mM e 100 mMapp

respectivamente para a Q-galactose, utilizando o método 

enzimátlco acoplado ( fig. 13 e 14). Os valores demonstraram 

que as enzimas intracelulares do mutante apresentam menor 

afinidade para a D-galactose que a enzima Intracelular da 

linhagem selvagem que possui um Kri n da ordem de 40 mMapp

(53).

Em decorrência do fato da galactose oxidase

apresentar maior afinidade à dihidroxiacetona (78), foi

analisado o comportamento das enzimas frente a este

substrato. Os valores de Km  ̂ obtido para as duasapp

preparações de enzimas frente a dIhIdroxIacetona foi da 

ordem de 18 mM para a enzima de 36 horas e de 27 mM para a 

enzima de 72 horas ( fig. 16 e 17), enquanto os valores 

obtidos para a enzima da linhagem selvagem é de 35 mM para o 

mesmo substrato (53).



Embora as enzimas do mutante apresentem menor 

afinidade a Q-galactose, elas apresentaram maior afinidade 

para a dlhIdroxiacetona que a galactose oxidase Intracelular 

da IInhagem se I vagem.

As formas enzimátlcas do mutante apresentaram uma 

cinética não mlchaellana para a Q-galactose e 

dlhIdroxlacetona. Nos gráficos dos duplos recíprocos 

apresentaram-se não linear em ambos os casos (fig. 

13,14,16,17). Por outro lado, a enzima da linhagem selvagem 

apresenta uma cinética não mlchaellana para a Q-galactose, 

porém para a dlhldroxlacetona o efeito cooperativo é menos 

acentuado, aproximando-se de uma cinética michaeliana. 0 

mesmo comportamento foi verificado para a galactose oxidase 

extracelular do fungo Gibberella fujikuroi para a 

Q-galactose <2).

A cooperativldade cinética observada poderia ser 

explicada pela existência de um centro ativo com dois sítios 

de encaixe para o substrato. A atividade enzimátlca só se 

realizaria quando os dois sítios estivessem ocupados pelo 

substrato. Estes sítios seriam quantitativamente idênticos, 

porém a ligação de uma molécula de substrato em um dos 

sítios facilitaria a ligação da segunda molécula de 

substrato. Esta hipótese foi aventada para explicar o 

comportamento clnético da galactose oxidase extracelular do 

fungo Gibòerella. fujikxiroi (2), que apresenta um com 

coeficiente de HiII ( nH > Igual a 1,3 para a Q-galactose.

Outra hipótese mais consistente para explicar a 

cooperativIdade positiva seria a existência da enzima numa



forma ativa e outra inativa, ocorrendo uma transição lenta 

entre as duas formas decorrentes do estado de oxldo-redução 

do cobre (3B). WHlTTAKER & WHITTAKER (76) demonstraram a 

existência de espécies cataiitlcamente ativas e inativas da 

enzima apresentando diferentes estados de óxido-redução do 

cobre.

0 teor de glfcosllação tem sido multas vezes 

relacionados a secreção de enzimas (13). A galactose oxldase 

intracelular apresenta teores de glicosilação de 7,7 mg% de 

açúcares neutros totais e de 1,5 mg% de açúcares amlnados 

enquanto que a enzima extracelular apresenta teores de 

glicosilação de 1,7 mg% de açúcares neutros totais e de 0,4 

mg% de açúcares aminados (54). A análise da composição de 

açúcares das formas intra e extraceIuI ares revelou a 

presença de glucose, arabinose, manose, galactose, 

gaIactosamina e glucosamina, sendo que a glucose e a 

arabinose são os principais componentes gllcídicos da enzima

(53).

As duas formas da enzima do mutante apresentaram 

teores de glicosilação 42 a 45% menores que o encontrado na 

enzima da linhagem selvagem (55). 0 teor de açúcares totais 

após a ^-eliminação é semelhante ao da linhagem selvagem 

(55), o que Indica que a redução no teor de açúcares na 

enzima do mutante se fez as custas das ligações glicosídicas 

O-serI na li gadas.

Valores Inferiores encontrados para as formas da 

enzima do mutante pode ser decorrentes da deficiência de 

GaI-1-P-urI d II-transferase (45), uma vez que a galactose é



um dos componentes da porção açúcar da galactose oxidase

Intracelular (53).

Formas enzlmáticas modificadas pela presença de 

inibidores de glicosilaçSo sugerem que a gllcosilação da 

galactose oxidase não seja necessária para a secreção da 

enzima, Já que formas menos glicosilada são igualmente 

secretadas (55,56). No mutante, os níveis de gllcosilação 

também parecem não ser o fator llmitante para a secreção 

da enzima, já que a enzima intracelular possue ainda um teor 

1,67 vezes maior do que a enzima extracelular do selvagem 

(55), a não ser que a porção açúcar que permanece na enzima 

seja um sinal para a sua manutenção no Interior da célula.

Os baixos níveis de atividade enzimática observado 

no melo de cultura do mutante poderiam ser explicados pela 

inativação da enzima secretada. Como não foi feita a

purificação da enzima extracelular do mutante, não se 

conhece o teor de gllcosilação, portanto essa alternativa 

não pode ser excluída. Como as formas enzimáticas menos

glicosilada são mais facilmente proteollsadas (55), as 

enzimas secretadas deveriam ter um teor de açúcar menor que

1 ,7 mg% que é observado na enzima extracelular da linhagem 

selvagem (53).

Outra hipótese para explicar o defeito na secreção 

da galactose oxidase pelo mutante seria que houvesse uma

alteração na seqüencla sinal. Esta hipótese é pouco 

provável, pois aparentemente existe uma tolerância à 

variações mutacionals nesta seqüencla (30).

Estudos anteriores demonstraram que a parede



celular do fungo D. d&ndroid&s é composta por uma 

gaIactogIucomanana (41). Como o metabolismo de galactose 

encontra-se afetado no mutante, é provável que a estrutura 

da parede celular esteja modificada, alterando a sua 

permeabilidade a proteínas, neste caso seria de se esperar 

que a deficiência afetasse a secreção de todas as proteínas, 

o que não parece ser o caso, Já que em 48 horas de 

crescimento o tipo selvagem secretou 0,040 mg de 

proteínas/mg de peso seco e o mutante 0,060 mg de 

proteínas/mg de peso seco (Tabela 1.).

As formas enzlmáticas do mutante apresentaram-se 

Idênticas entre sl. A forma de 36 horas tem um teor menor de 

açúcares neutros e apresenta uma cinéttca para 

dlhldroxlacetona distinta da enzima do tipo selvagem. Do 

exposto é evidente que maiores estudos serão necessários 

para esclarecer a razão pela qual a enzima do mutante não é 

secretada com a mesma eficiência que a do tipo selvagem.



5 CONCLUSÃO

As formas de galactose oxldase Intracelular Isolada de 

mlcéllo de 36 horas e de 72 horas de crescimento 

apresentaram o mesmo perfil de purificação.

As formas enzlmátlcas do mutante apresentaram pH ótimo 

entre 6,8 e 7,0 e temperatura ótima de catálise 30®C.

A clnética de substrato para a D-galactose e 

dfhidroxlacetona apresentou um comportamento não 

michaeliano em concentrações baixas de substratos, 

indicando cooperatlvidade clnética positiva.

Os teores de gllcosilação das formas enzlmátlcas do 

mutante foram semelhantes entre sl e estas estão 

predominantemente ligados por ligações glicosídicas

resistentes à ft eliminação.
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