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Quando - nos bondes, por exemplo, em lugares opostos - deparo
com uma crian¢ga acompanhada de seus pais, admira-me sempre
o fato de os tragos do homem e da mulher, que nada tem em
comum, aparecem harmonizados e unificados na pessoa do filho,
tanto nas feicdes do rosto quanto na conformacgéo do corpo.
Primeiramente comparo a mée ao filho e noto-lhes a grande
semelhanca; depois, o pai ao filho: igual semelhancga; por fim,
comparo o pai e a mée entre si e espanto-me ao constatar que
ndo tém nenhuma afinidade entre si.

Naquele momento, no trem, recordando-me disso,

ndo pude deixar de imaginar como seria 0 seu pai, ao

examinar o menino. Nao pude deixar também de

conjeturar sobre o destino atual de tal pessoa.

Abashiri made, Naoya Shiga (1883 - ?)

Dedico aos meus pais este trabalho
que, afinal, deles originou.



Tudo que € efémero € uma alegoria;
Toda insuficiéncia € aqui esséncia;

O indescritivel € aqui realizado.

O universo feminino nos atrai as alturas.

GOETHE, J. W. Corus misticus. Fausto, C. final.
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Figura 5.38. Reativacio de B-galactosidase (Lactozym 3000) por Eu3T......cocrineeneriseeineriseinenineeiseresssenens 94
Figura 5.39. Teste de desativacio de B-galactosidase de Trichoderma regsei FTIKO. ...c..veeneveecereeeeeerneeirerinens 95

Figura 5.40.

Teste de desativacio de B—galactosidase de Trichoderma reesei FTKO. .......veeevveumeeeeeereeneeeeenens 96
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111 RESUMO

A B-D-galactopiranosideo hidrolase é uma enzima com ampla aplicagdo tecnoldgica, clinica e
experimental. A enzima possui um fon de metal bivalente coordenado. Para se obter informagdes a
respeito do centro metalico da enzima, algumas espécies de fungos filamentosos foram testadas para

a producio de B—galactosidase, ente as quais, a linhagem de Trichoderma reesei FTKO foi selecionada.

O extrato enzimatico, ao passar pelo processo de purificagio, revelou ao menos duas isoformas de [3-
galactosidase identificadas como BGT I e BGT II. As enzimas sio termofilicas e termotolerantes. A
dependéncia do pH para a atividade, os valores de medidas cinéticas e a atividade revelada em gel de
poliacrilamida distinguem as isozimas. Para avaliar a necessidade de metais bivalentes foi padronizada
uma metodologia de desativacio da enzima, apoiado na competicdo entre o agente seqlestrante € a
enzima pelos metais. A metodologia foi aplicada ao o extrato comercial Lactozym 3000 (Novozyme
Latin America Ltd.) revelou a necessidade de metal para a sua atividade com a desativagdo seguida de
reativacdo pelos fons Mg?*, Mn2*, Co 2%, Ni?*, mas nio por Zn?* e Eu’*. A enzima BGT I (pH 6timo
de 4,5) mostrou-se, contudo, resistente a desativa¢do, pois se mantém ativa mesmo em altas

concentracoes de EDTA.

Palavras-chaves: Trichoderma reesei, B-galactosidase, sitio metalico

IV ABSTRACT

The B-D-galactopiranosyde-hidrolase is an enzyme with large technological, clinic, and scientific
application. The enzyme coordinates a bivalent metal ion. In order to investigate the metal center of
the enzyme of moulds, some strains were tested for B—galactosidase production. Among then,
Trichoderma reesei FTKO were selected. The partially purified enzymatic extract reveals the production
of two isoforms of [3-galactosidase, at least. This enzymes are identified as BGT I e BGT II. Both are
termophylic and thermotolerant. The pH dependence, the measured kinetic values and the activity
revealed in polyacrylamide electrophoresis gels distinguished the isozymes. The metal assistance of
enzymatic activity was evaluated in a standard deactivation methodology of enzyme by competition
for the metal by chelating agent and metal site of enzyme. When this methodology was applied in the
deactivation of commercial extract Lactozym 3000 (Novozyme Latin America Ltd.), revealed the
metal importance for activity. The deactivation was reverted by metals ions as Mg>*, Mn?*, Co?*,
NiZ*, but not by Zn?* or Eu**. On the other hand BGT I enzyme (optimal pH of 4,5) maintained the

activity, even in high concentration of EDTA.

Palavras-chaves: Trichoderma reesei, 3-galactosidase, metal binding site
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T. reesei

BGT I
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SDS

SDS PAGE
DEAE-Trisacril
S-Sepharose

Enzyme Commission

Trichoderma reesei
Isoforma I de B-galactosidase de T. reesei

Isoforma II de -galactosidase de T. reesei
Eletroforese em gel de poliacrilamida
Dodecilsulfato de sédio

Eletroforese em condicoes desnaturantes
Dietilaminoetil-Trisacryl

Sulfidril-Sepharose
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EDTA Etilenodiamina tetraacético

Tris Trisetilaminoetano

UA Unidade de atividade enzimética (mmol.min".mI.")
U esp Unidade de atividade especifica (mmol.min".mg")

A Angstron = 10""m
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1 INTRODUCAO

A B-D-galactosideo-galactohidrolase, EC 3.2.1.23 ¢ uma enzima muito versatil e de larga
aplicacdo clinica, tecnolégica e industrial'. A bactéria Escherichia coli produz a mais estudada B-
galactosidase cuja estrutura cristalina é formada por quatro monomeros idénticos e cada um
possui um metal coordenado”. A enzima ¢ largamente distribuida na natureza e , ainda que
produzida por diversas fontes, suas propriedades e estruturas exibem certa uniformidade com a

B—galactosidase da E. coli**,

A B-galactosidase tem servido tradicionalmente como modelo de estudo para diversas
aplicacoes. O operon Lac, por exemplo, teve um papel fundamental na elucidagao da expressao
génica’. Clones com a excisio de um peptideo putativo em [-galactosidase de exportacio
serviram de modelo para o transporte de proteina expressa. O emprego de substratos analogos
forneceu informagdes sobre o mecanismo do ataque nucleofilico ao substrato” °. Inibidores
competitivos indicam a possibilidade de generalizagio de modelos para toda classe de hidrolases’.

As espécies de B-galactosidases sio dependentes de fons metilicos bivalentes. Os residuos
na esfera de coordenag¢do do metal, assim como os aminoacidos envolvidos no processo
catalitico, foram identificados'. Metodologias de desativacgio com conseqiiéncias cinéticas
indicam a necessidade de metais na manutencio da estrutura e da atividade enzimatica’.

A proposicio deste trabalho de avaliar o centro metilico de B- galactosidase, foi
conduzida a partir da produgao e do estabelecimento de vias de isolamento da enzima produzida
por diferentes espécies de fungos filamentosos. Apds o teste entre as linhagens e de modos de
cultivo, selecionou-se o0 meio semi-solido e a linhagem FTKO do fungo Trichoderma reesei para a
producio do extrato com atividade do qual se procedeu a purificagio de B-galactosidase. O

protocolo de purificacio utilizou cinco etapas compreendidas em: clarificacio em terra
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diatomacea, precipitagdo com sulfato de amonio (30-70%), troca anidnica (DEAE-Trisacryl),
filtragao em gel (Sephacryl S-300 HR), e troca catidnica (S Sepharose).

O procedimento de isolamento da enzima levou a formac¢ao de um agregado que impediu
que se atingisse a homogeneidade na purificagao. A cromatografia de troca anionica e a atividade
registrada em gel de eletroforese (PAGE 6%) revelaram duas isozimas produzidas pelo
microorganismo com caracteristicas distintas. As isozimas foram identificadas como BGTI e
BGT IL

BGT I apresenta pH 6timo em torno de 4,5, energia de ativacio de 32.5 Kcal mol”!, Km
de 1,65 mmol L'(ONPG) e 21,68 mmol " (lactose) V,,.. 0,55 lmol min"' mg" e 0,26 wmol min
rng’1 para ONPG e lactose respectivamente. BGT II apresenta pH 6timo em torno de 6,5,
energia de ativacdo de 35.2Kcal mol”', Km de 2,66 mmol L'(ONPG) e 19,01 mmol L' (lactose)
V, o 0,41mol min" mg" e 0,18 umol min"' mg" para ONPG e lactose respectivamente. Ambas
caracterizam-se como termofilicas A enzimas exibem alta estabilidade a 65° C. A isoforma BGT
IT demonstrou ser mais sensivel que a isoforma BGT 1 as varia¢oes de pH.

O extrato enzimatico comercial de Kluyveromyces lactis, Lactozym 3000 foi desativado por
EDTA e reativado por Mg”" e Mn®*" e com menor eficiéncia por Co™’, Zn*", Ni*"; foi testada
também a reativagdo por eurdpio. A B-galactosidase de T. reesei, no entanto, nio foi desativada
usando a metodologia padronizada. Ao fim, tendo em vista a importancia dos metais na
imobiliza¢do de enzimas foi avaliada a eficiéncia da imobilizagao das isozimas em alginato de

sodio.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A enzima B-galactosidase

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23), ¢ o produto do gene lacZ em Escherichia coli', também
pode ser purificada de outras fontes vegetais e microbianas®, todas com alta homologia nas
seqiiéncias primarias’. Seu papel fisiolégico é a hidrolise de P-galactosideos redutores de
oligossacarideos, polissacarideos ramificados como galactomananas e da fragao polissacaridica de
glicoproteinas® °. A funcio biolégica desta enzima deve-se acrescentar o interesse pelo seu uso
rotineiro em diagnéstico molecular, como marcador génico’, como modelo de estudos de catalise

. P 1.5 ~ 10, 4 . . ~ L, .
enzimatica® ° e de evolu¢io molecular ™ °, salienta-se sua larga aplicacdo tecnoldgica como a

bl

industrializacio de laticinios'' e o tratamento de eflavios'”.

2.2 Estrutura da B-galactosidase

A B-galactosidase de E. t0li ¢ uma enzima bem caracterizada em suas estruturas cristalina

1

13,14, 15,16 49 L . . 91
20 controle genético™ e aplicagdo tecnologica” .

e molecular’, no seu mecanismo de reacio
Um de seus aspectos mais estudados e cuja fun¢ao ainda carece de uma explicagdo mais precisa é
o centro metalico, representado por um fon divalente, geralmente Mg"?, complexado ao esqueleto
peptidico™ .

A estrutura cristalina da B-galactosidase indica um tetrimero com simetria pontal 222
com dimensées de 175x135x90A a0 longo dos eixos de ordem 2. Consiste de quatro subunidades
idénticas do tipo o, (figura 2.1), os monoémeros sao compostos de cinco dominios e 50 residuos

adicionais no N-terminal. A participagao desse segmento aminoterminal no estabelecimento da

interface entre duas subunidades esta de acordo com a observacio de que cada monémero ativo
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¢ formado por elementos de duas subunidades diferentes. Este fenémeno é conhecido como O

~ 2,10
complementagao™ .

Figura 2.1. Representacio do tetrimero da B-galactosidase e contato com os mondémeros?.

O primeiro dominio corresponde a um barril de folhas 3 adelgacado. O segundo dominio
apresenta uma conformacao fibronectina-III tipica e é responsavel pelo reconhecimento e pelo
estabelecimento da interface com o mondémero vizinho. No terceiro dominio encontram-se o
sitio catalitico e o metal divalente coordenado. O quarto dominio ¢ similar ao segundo. O quinto
dominio ¢ formado por um sanduiche de fitas B e contribui com o residuo W 999 (W = TRP) no

sitio ativo, apresentado na figura 2.2°.

2.3 Mecanismo de catélise da B-galactosidase

A hidrolise da ligagio [P-1,4-D-galactosidica foi experimentalmente considerada
dependente da estrutura quimica e das interagGes eletrostaticas do substrato, ou inibidores
analogos, com a enzima. O mecanismo de catalise envolve uma reagao de duplo deslocamento,
na qual a enzima forma e hidrolisa um intermediario glicosil-enzima via um estado de transigio,

. , . , N . 1. 16 . ~
provavelmente galactosilada no fon carboxilato de um residuo glutamico~ °. Essa ligacao
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covalente pode ser reconhecida na investigagdio do intermediario cataliticamente competente
através de ressonancia magnética de "F. A catilise, de carater 4cido/base, parece ser comandada
pelos residuos de Y-503" (Y = TYR), ou ainda, por outros residuos, adjacentes ao sitio ativo da
enzima. O comportamento ¢ comum em enzimas hidroliticas. A dissocia¢do do intermediario
tem uma constante da ordem de 1200 s, um “turnover” alto, o que torna dificil a observagio

b

direta desse estado®.

Figura 2.2. Diagrama do mondémero da enzima. Os dominios estdo identificados em cores
sucessivas no espectro?.

Muitos detalhes da catalise enzimatica da transferéncia do grupo glicosil para nucleéfilos
neutros ou anidnicos encontram-se ainda obscuros'. Tais reagdes podem ocorrer Via mecanismo
de reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular A Dy (Sy2) ou substituicio nucleofilica
unimolecular Ay + Dy (Sy1), como se observa nas reagbes de substituicdo em solugdo para
nucledfilos alifaticos. Ambos mecanismos sao favorecidos pelo fato do fon oxocarbénio do

substrato ser estabilizado pela ressonancia eletronica com o oxigénio-0t, figura 2.3-A. Tais reagdes

de substituicio no derivado Ol-alcoxido podem seguir como o mecanismo de reagdo continua,
através de um estado de transi¢ao que permite a formacao de um intermediario, figura 2.3-B, ou a

formagdo do carbocation, figura 2.3-C. Como o carbono central é similar em ambos os estados
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de transicio os possiveis mecanismos para as substituicdes nucleofilicas apresentam-se muito
5 ~ . . . ~ . .
semelhantes’. Isto reflete a exploragdo ainda a ser realizada para tais reagdes e dimensionam as

dificuldades em se estuda-las.
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Figura 2.3. Oxocarbénio do substrato glicosidico (A) e intermediarios X-enzima de reagio de
substitui¢ao nucleofilica bimolecular (B) e unimolecular (C)°.

2.4 Ciclo catalitico da B-galactosidase

Nos udltimos anos os aminoacidos envolvidos no processo catalitico, assim como os de
coordenagio do metal ligado a P-galactosidase, principalmente de Estherichia coli, foram
identificados'. Para a caracterizagio foram empregados inibidores quimicos competitivos pelo
sitio ativo®, os residuos conservados em isozimas de diferentes fontes foram mapeados e
identificados, avaliou-se a consequiéncia de suas substituicbes em estudos aplicando-se
mutagéneses sitio-dirigidas e identificaram-se as liga¢des covalentes entre o substrato, ou sondas
analogas, com os residuos resultantes da digestio de enzimas marcadasl’ 513,16, 17,18,
Os perfis de atividade e outros dados cinéticos obtidos da enzima selvagem, ou nao,

foram bem descritos por diversos grupos. Com isso, pode se identificar os residuos Y-503", M-

5027, H-537", E-537"°, E-461"" (M = MET, H = HIS, E = GLU) e seus respectivos papéis no
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mecanismo do ataque nucleofilico ao substrato. A figura 2.4 ilustra o processo catalitico proposto

para a B-galactosidase’.

GA H,0

Figura 2.4. Esquema da hidrélise do lagco B-galactosidico catalisada pela B-galactosidase.

As reacOes postuladas para a enzima estido esquematizadas na figura 2.4. A enzima livre
sofre inibicdo competitiva e a enzima galactosilada inibigdo niao competitiva na presenca de
aceptores (inibidores). Na figura 2.4 E representa a enzima [3-galactosidase, GA-OR o substrato
B-1,4-D-galactosidico; GA, galactose; HOR, produto aglicona da digestdo; A, aceptor (inibidor);
GA-A, aducto galactosil-aceptor. A etapa com a constante k, é chamada de “galactosilacao” e a

etapa que possui k3 como constante é chamada “degalactosilagao™.

2.5 A importancia dos metais na atividade da B-galactosidase
A necessidade da coordenagdo com o metal divalente para a manutenc¢ao da estrutura e da
atividade catalitica da B-galactosidase de E. coli"*>>'* e de Kluyveromyces spp.” '* tem sido observada.
+12

. . L . . . N
A enzima requer um fon magnésio, ou manganés, por monomero e ativadores como Na™ e K"~

Na auséncia de Mg”" ou de Mn®* a B-galactosidase apresenta apenas 6% de sua atividade maxima
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quando complexado o fon magnésio®. O Ca** compete com esses metais pelo centro metélico
sem, no entanto, ativar a enzima'> ', Nao obstante o papel dos metais no mecanismo enzimatico
seja largamente estudado, este ainda ndo se encontra devidamente detalhado’. Na hidrdlise de sais
de B-D-galactopiranosil-piridinio a remocio de Mg*" aumenta a eficiéncia catalitica (Km/k_)".
Essas consideragoes remetem as atuais pesquisas no sentido de se esclarecer os menores detalhes
da participagdao do metal na estrutura e na atividade da enzima.

Usando técnicas de mutacdo sitio-dirigida certos residuos foram substituidos e as
propriedades cinéticas, os perfis de atividade e a capacidade de coordenagao das enzimas
substituidas foram testados. Com isso foi possivel determinar os residuos coordenados ao metal
(histidinas como H-351 E H-453" e H-418" sdo fortes candidatas a serem estes agentes
coordenantes). A relacio molar entre o monomero ativo da galactosidase por fon metalico é de
1:1. As constantes de dissociagdo, k,, sio da ordem de 2,8x107 mol.." para o magnésio e de
1,1x10® mol.l." para o manganés, sendo o primeiro, o metal fisiolégico da enzima® *. As
informagoes, ainda que variadas, nao concluem o efetivo papel do metal na enzima.

Viratelle” e Sinnot'" indicaram a flexibilidade conformacional da enzima mediada por
Mg®* com um modelo a partir de estudos cinéticos'’. Harada™, num estudo profundo das ligagdes
metalicas que a enzima de Saccharopolyspora rectivirgula apresenta, aponta as possiveis interacoes,
usando uma combinagao de técnicas que lhe permitiram retirar, substituir os metais em seus
devidos sitios. A figura 2.5 ilustra os sitios propostos, estequiometria e cinética de ligagdo dos
metais em seus respectivos sitios.

Estes resultados devem ser cuidadosamente analisados, pois deve-se levar em conta a
biodiversidade das fontes de P-galactosidase e suas caracteristicas particularidades. A B-
galactosidase é uma metaloenzima metaloativada de modo que outros fons estao associados na
sua atividade, ainda que nio estejam ligados a0 seu sitio catalitico®. Os metais podem ainda estar

associados a efeitos na atividade da enzima, como a formacio de monomeros inativos em

presenca de Ag" a partir de seus dimeros ativos de uma B-galactosidase de Escherichia coli*. Estes
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resultados indicam as fung¢des dos diferentes metais na atividade da enzima e o quanto ha por ser

esclarecido sobre o papel dos metais na atividade da enzima.

Ca,'/Ca,'Mn,""/Mn, ! Ca,!/sCal_t7__ M
(Ca;Mn,) \:4Mn +i/|y (Cay) V\+20a
Ca,'/Ca,!!'Mn,!l/___ MM » Cals___ M My M
/ (Ca;Mn,) \ (Ca)
+4Mg /
+2Ca
Ca,'/Ca,)'Mn,1/Mg," Ca'/___"mnllz__M +Mn A
(Ca;Mn;Mg,) (Ca;Mn,)
iy oy

(APOENZIMA)

Figura 2.5. A importancia metais bivalentes (Ca2*, Mg2* e Mn?*) de B-galactosidase de
Saccharopolyspora rectivirgula. As setas a direta indicam a remocio do metal e as orientadas a esquerda a
adicio do metal indicado, A indica a remog¢ao irreversivel do metal por calor?!.

2.6 Diversidade funcional e estrutural da B-galactosidase

A B-galactosidase ¢ uma enzima largamente distribuida na natureza e tem origem em uma
grande variedade de fontes, tais como fermentagdes obtidas com bactérias, leveduras, células
animais ou vegetais ¢ mesmo de extratos de fluidos naturais™. Além da variedade verificada entre
as espécies produtoras, surpreende diferentes genes decodificarem [-galactosidases com
propriedades distintas em uma tnica espécie. Gutshall et al’ descreveram trés seqiiéncias que
decodificam a enzima em Arthrobacter. A abordagem molecular ao ser aplicada no estudo do papel
que a B-galactosidase tem na maturacio de frutas e germinacio de sementes de uma certa espécie
de fefjao detectou o padrio de acumulagdo de transcritos durante o processo. A hibridizagao

“Northern blot” reconhece cinco isoformas de B-galactosidase em sementes de Phaseolus aureus™.
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Uma questao que se coloca a respeito da variedade de isoformas produzidas pelo mesmo
organismo se refere as razoes que levam para o fato de uma bactéria conter varios genes
codificando diferentes -galactosidases. Embora uma explanacio mais completa aguarde outras
possiveis confirmac¢des, isolados de Bifidobacterium indicam a regulagio de seus genes pela
especificidade ao substrato ou por diferente destino na compartimentalizacio celular™. Certas
células produzem varias isoformas da enzima provavelmente como reflexo das exigéncias

fisiologicas que o organismo apresenta ao longo de suas funcgoes e indicam a variedade de B-
galactosidases™ *>*,

A enzima, além da hidrélise normal da ligagdo galactosidica, pode também catalisar a
transferéncia de grupos galactosil para produzir galactooligossacarideos™. Os produtos desta
atividade transgalactosilica sao aproveitados por bactérias da flora intestinal como fator de
promog¢io de crescimento. Esta teacio de transgalactosilacio pode ser registrada em [3-
galactosidase expressa por Bifidobacterim spp ».

Nio obstante a enzima ser produzida pelas mais distintas linhagens, suas propriedades e
estrutura exibem alto grau de conservacdo. As enzimas de bactérias minimamente relacionadas
exibem propriedades estruturais com certa uniformidade estrutural com o tipo de -galactosidase
de E. coli. Sob condi¢coes nativas, certas enzimas se apresentam como multimeros ou dimeros e
sio conhecidas formas monoméricas ativas™. As espécies de B-galactosidases sio , 20 que tudo
indica, dependentes de fon metalico bivalente. A necessidade de magnésio foi apontada por

Jacobson et al” e avaliada também por Hoyoux et al*.

2.7 Purificagdo de B-galactosidases

O estimulo dado pela aplicacio tecnoldgica da enzima levou varios laboratérios a
investirem em estratégias para sua purificagao. Para fragdes de uso comercial a pureza é um fator

de estabilidade. Enzimas quiméricas objetivando uma purificagdo mais rapida, eficiente e com
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menores custos, sio disponiveis. Vian ¢t al ** estabeleceram a metodologia de particio a qual
procede-se em uma unica etapa em coluna de afinidade. Isto se torna possivel com uma proteina
de fusio expressa com o sitio de ligagdo de colina da amidase de pneumococo em seu N-
terminal.

A cromatografia de um novo tipo de enzima requer exaustivo esfor¢co para selecionar as
interagoes entre as matrizes das fases estacionarias e a protefna. Apds essas determinagoes é que
sao possiveis as construgoes de protocolos para a obtencao da enzima pura. Diversos esquemas
de produgao e purificagdo sio apresentados na literatura com resultados que lhes apontam a

eficiéncia. A tabela 2.1, elaborada por Clemmitt”, atesta a possibilidade de se proceder, em
tempos relativamente curtos, a purificagio de quantidades relativamente altas de B-galactosidase.
A riqueza de dados sobre as estratégias de isolamento na literatura nas mais diversas
24,27,28,29 «

condigoes , ¢ reflexo da diversidade de fontes, modo de produgao e das diferengas entre

as amostras.

2.8 Metaloenzimas. Investigacdo do centro metalico
Metais sao requeridos em quantidades trago nas células onde se associam especialmente a
protefnas” ***" > O tipo de interacdo entre a estrutura quaternaria da molécula protéica e o

34, 35 . .
© . Enzimas metaloativadas

metal distingue as enzimas metaloativadas das metaloenzimas
possuem metais fracamente associados, normalmente interagindo na interface da enzima com o
meio' . O termo metaloenzima nio se refere apenas as enzimas cujo sitio catalitico possuem
metal, mas a todas aquelas estruturadas com fons metalicos os quais podem participar na catalise,
orientar o substrato nos sitios de atividade, ou na estabilizagio das suas estruturas’’.
Aproximadamente um ter¢o das enzimas conhecidas dependem de metal para sua completa
ativagao. Os metais sdo, portanto, essenciais nos processos bioquimicos e a quimica de

coordenacdao oferece uma contribuicao fundamental para decifrar o papel dos metais nas

biomoléculas™.



Tabela 2.1 comparacio entre virios métodos de purificacio de B-galactosidase
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Ne: de Capacidade Rendimento Purificacio

ctapas Procedimento (U mL) %)

&)

Uesp

(U mg™)

Produtividade
(U.mL1.min-")

1 Cromatografia de afinida-
de metdlica de leito
expandido 118 a 140 86,4

1 Cromatografia de troca
anidnica de leito
. 83
expandido
1 Troca i6nica de leito

expandido 84 63,0

>

3 Extragdo por particio com
solventes 78
Cromatografia de troca
iOnica 68
Cromatografia de afinida-
de metal imobilizado 65
(Ni%* agarose)
Centrifugacio

5 Choque térmico
Centrifugacio
Precipitacao
Centrifugacio 62,5

3 (NH4)2SO4
Centrifugacio
Cromatografia de
afinidade 87,2

2 Extracio por particao de
fases 75
Centrifugacio

5,95

2,2

>

6,0

6,33

8,1

4,33

12

155

37,3

28,0

>

79
500

640

132

260

29210

Fonte: CLEMMITT, R. H.; CHASE, H. A. Immobilized metal affinity chromatography of -
galactosidase from unclarified Escherichia coli homogenates using expanded bed adsorption. J Chromatogr

A.v.874,n. 1, p. 27-43, 2000

Os detalhes da fungao dos ions diferem para cada metaloenzima especifica, mas a regra

generalizada ¢ de que estes fons ligam-se estequiometricamente ao polipeptidio e favorecem o

: : ~ 33, 38, 39,40 ~
reconhecimento ou a ativagao do substrato ™ ™ 7. A compreensao da estrutura fina de uma

metaloenzima revelou os detalhes sobre as ligagoes dos centros metalicos com as biomoléculas.

Os centros metalicos sdao invariavelmente pontos de partida para os estudos mecanisticos e para

sy . . . .. 41 . . ~
analises computacionais que orientam a modelagem quimica”. A forca e as limitagdes dos

métodos de analises estruturais tém sido aplicadas na determinagao das propriedades biologicas



28

dos centros metélicos e da esfera de coordenacio com os ligantes®. As estratégias de investigacio
envolvem os efeitos destes metais na atividade da enzima e se apéiam na complementaridade das
técnicas espectroscopicas para obter as informacOes estruturais. Entre estas a definicio da
estrutura cristalina oferece a caracterizagio mais completa de uma metaloenzima®.

Entre as metas da protedmica estrutural estdo as representagdes tridimensionais de
proteinas e seus dominios. Estas informagdes podem ser encontradas a disposi¢ao em base de
dados as quais aceitam entradas com estruturas definidas das enzimas ou mesmo de modelos
computacionais. A base “Metalloprotein Database and Browser” (MDB) que oferece estes dados
de dos sitios metalicos de varias metaloenzimas, foi automaticamente construida com os dados
disponiveis no Banco de dados PDB (Protein Data Bank)®.

Os metais co-purificados com as enzimas podem ser ensaiados em fun¢io da
concentracdo de agentes complexantes de metais™ ** . A construgio de perfis de desativagio
ilustra aspectos da coordenagao metalica. Em muitos casos é possivel a remocao dos fons
metalicos com a conseqiiente desativagio da enzima® *>%, A enzima cujo metal é eficientemente
removido é chamada de apoenzima. Uma vez obtida a apoenzima a adi¢io do metal pode
promover restauracio da atividade. A estequiometria metal/subunidade pode ser calculada
experimentalmente através de didlise de equilibrio*”*’, ndo apenas com o metal fisiolégico como

, - - . ‘o ~ 6,30, 44,45
também metais que os mimetizem nos sitios de coordenagaos™ ™™ ™.

2.9 Inibidores suicidas

Uma valiosa técnica para a inspecdo da atividade catalftica aplica inibidores’. Os 1,2-
anidroinositéis com o grupo hidroxil correspondente aqueles dos substratos reagem
covalentemente com o sitio catalitico, particularmente com os grupamentos carboxilicos de
residuos 4cidos de intimeras glicosidases®. O conduritol C desativa irreversivelmente a [-
galactosidase por seus grupos hidroxilados mimetizarem a galacto-configuracao dos substratos da

. Q 5‘1
enz1rna4)’ 48,50, .
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As evidéncias de que o inibidor reage com o sitio ativo sao muitas, entre as quais podem
ser citadas a especificidade e a competi¢ao da reacdo. A preferéncia por determinado isdbmero
revela a especificidade da enzima com relagao a orientacdo espacial do substrato. Isto ocorre
tanto com o grupo responsavel pelo ataque nucleofilico quanto com o doador de prétons ao
oxigénio do epéxido®. Outro aspecto importante é o efeito protetor que os substratos naturais
tém exibido em testes de inibicdio por diversos grupos com glicosidases diferentes’’. Esse
fenomeno tem sido explorado por pesquisadores para se estabelecer os papéis dos residuos entre
outros aspectos da atividade catalitica desta classe de enzimas’.

Os primeiros testes de inibicao de glicosidases foram conduzidos com bromo-inositol e a
dependéncia dessa inibi¢io, como foi mais tarde provada, refere-se ao derivado epéxido®. De
fato, o conduritol B ¢ 10° vezes mais eficiente para o teste. A reagio normal consiste na abertura
do anel epéxido originando um derivado diaxal. As enzimas discriminam entre os enantiomero D
e L de modo que apenas o 1-D-1,2-anidro-myo-inositol demonstra a propriedade inibitéria do
composto®, este origina o (+)-chiro-inositol apds a reagio. A figura 2.6 esquematiza a reagio do
condutitol B com B-glicosidases.

A inibi¢do covalente das glicosidases, chamada de inibi¢ao suicida, tornou possivel
identificar o grupo funcional que age como nucleéfilo. Com base nos aspectos estruturais, na
protecio da enzima por competidores e na estequiometria (relagio enzima/inibidor 1:1) o
conduritol C contempla as necessidades para essa inibicao™. Os 2-desoxi-2-fluoroglicosideos, por

. . . . .~ . 5
sua vez, apresentam a melhor especificidade da inibicdo conhecida™.
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Figura 2.6: Esquema de inibicio de uma B-glicosidase por condutitol BS'.

Embora os dados cristalograficos sejam os mais informativos para o estudo de estruturas
tridimensionais de enzimas existem algumas limitacGes para sua aplicagio na quimica
bioinorganica. As técnicas espectroscopicas podem fornecer esses dados complementando as
informagoes necessarias. Por outro lado espera-se que o maior transito de informagées referentes
as sinteses de moléculas menores venha a fornecer muitas destas contribui¢oes, a maioria delas
com base em dados espectroscopicos™ >, Este trabalho se insere nas iniciativas de se criar estas

possibilidades.
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3 PROPOSICAO

A proposicio deste trabalho é a investigagio das interacdes de metais com a [3-

galactosidase de fungos filamentosos. Para tal finalidade foram definidas como metas:

- Selecionar as condi¢oes de producao e de isolamento da enzima por linhagens de fungos
filamentosos.

- Definir o petfil da producio de B-galactosidase e das caracteristicas fisico-quimicas e
cinéticas da enzima produzida pelo fungo selecionado.

- Definir as condi¢oes de desativagao reversivel pela manipulacao do sitio metalico na
enzima.

- Definir condi¢des para a reativacio da enzima com magnésio, manganés, cobalto,
niquel, zinco e eurdpio.

- Aplicar as condi¢oes de desativagao definidas para a enzima do microorganismo
examinado.

- Avaliar as conseqiiéncias da substituicio de metais na atividade de [-galactosidase.
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4 METODOLOGIA

4.1 Fontes utilizadas de B-galactosidase

Os microorganismos fontes de B-galactosidase encontram-se depositados na colegio de
fungos filamentosos do laboratério de Enzimologia do Departamento de Alimentos e Nutricao
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara UNESP. As quatro linhagens utilizadas

estao identificadas como:

FAN - isolada pelo Prof. Dr. Rubens Monti, do Departamento de Alimentos e Nutri¢io
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas UNESP, de livro atacado por fungos, identificada como
Aspergillus sp;

FTL - isolada pelo Prof. Dr. Rubens Monti a partit de papel em decomposicio,
identificada como Penicillium sp;

FTKO - da espécie Trichoderma reesei, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Luiz Antdnio
Gallo do Laboratério de Microbiologia do Solo da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz de Piracicaba, ESALQ- USP;

FTRP - da espécie Trichoderma reesei, cedida pelo Prof. Dr. Jodo Atlio Jorge do
Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
FFCLRP-USP.

Extratos enzimaticos, com atividade B-galactosidica, destes fungos foram avaliados e
forneceram informagdes sobre as quais as linhagem foram investigadas. A inclusdo das linhagens

de Trichoderma reesei listadas acima justificou-se pelo registro da atividade B-glicosidica do género e

. A . . . 55
por considerar a referéncia sobre a monomeria de uma de suas O(-galactosidases ™.
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Posteriormente o extrato enzimatico comercial de Kluyveromyces lactis, Lactozym 3000 L. H
PG (lote DKN 08.657), gentilmente doado pela Novozymes Latin America Ltda., foi utilizado e
serviu para padronizar a metodologia de desativagao da enzima com o agente sequestrante.

4.2 Condicg6es de cultivo e producdo da B-galactosidase

Os meios de cultivo utilizados se distinguem como os de manuten¢ao e de cultura e os de
producdao de enzima. Para a manuten¢ao das cepas utilizou-se dos meios aveia-dgar e meio
Nakao-lactose®. Para a produgio da enzima as linhagens foram crescidas em caldos de cultivo

como o meio sintético de Vogel e meios complexos M ou meio semi-sélido de farelo de trigo.

4.2.1 Meios de manutencéo

4.2.1.1 Meio agar-aveia

agar 20¢g
aveia 40¢g
H>O gsp 100,0 mL

O meio ¢ dissolvido em banho-maria, homogeneizado e distribuido nos respectivos

frascos, sendo em seguida autoclavado por 15 a 20 minutos a 120°C.

4.2.1.2 Meio Nakao-lactose

Na(Cl 50¢g
Peptona 7,0g
KH>PO4 30¢g
extrato de levedura 50¢g
MgSOs4. 7THLO 102 ¢
MnCl, 4,0.103 ¢
lactose 300¢g
agar 200 ¢
H2O gsp 1,0L



O crescimento ocorre a 35'C por cinco dias. Os meios complexos oferecem condigdes
apropriadas para a manuten¢ao da cultura, por serem enriquecidos com os constituintes
necessarios para a producio de P-galactosidase como magnésio, manganés e lactose. O meio
Nakao-lactose foi utilizado principalmente para a producdo de esporos utilizado nos in6culos em

meios de producao.

4.2.2 Meios de Producéo
Para a produgio de B-galactosidase foram testados os meios liquidos Vogel e M6, assim

como o meio semi-solido de farelo de trigo, apresentados a seguir.

4.2.2.1 Meio Vogel

sais de Vogel 2,00 mL
solucio de biotina 0,02 mLL
lactose 2g

H.O gsp 100 mL
pH 6,0

Sais de Vogel: Citrato de Sodio 150g; KH,PO, 50g; NH4NO;3; 100g; MgSO4 7 HO 10g;
CaClz'2H,0 5g; solucao-traco 5ml; HO gsp 1000mL.

Solucéo traco: 4cido citrico 5g; ZnSO4 7TH20 5g; Fe(NH4)2(SO4)2'6H20 1g; CuSO4:5H0 0,25g;
MnSO4-H:0 0,05g; H;BO; 0,05g; NaMoO42H0 0,05g; HO gsp 100mL (+1mL de cloroférmio).

Solucéo de biotina: biotina 0,50mg; etanol 50% 10ml.

4.2.2.2 Meio liquido M6

CaCOs 10¢g
NaCl 50¢g
gelatina 25¢
peptona 1,0g
extrato de levedura 80¢g
NH4Cl 0,5g
lactose 20¢g
H>O gsp 1L
pH 6,0

4.2.2.3 Meio semi-s6lido de farelo de trigo

farelo de trigo 50¢g
H,O 10,0 mL
lactose 02¢g
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Os meios eram autoclavados a 120°C por 15 a 20 minutos. Apds o crescimento a
atividade B-galactolitica foi dosada e o extrato seguiu o tratamento adequado.

4.3 Producdo e extracao da B-galactosidase

O inéculo foi produzido a partir das culturas mantidas em meio sélido Nakao. Frascos de
Roux com culturas recentes recebiam de 2,0 a 5,0 mL de 4dgua estéril e uma leve agitagao gerava a
suspensao dos esporos. Um volume de 0,5 mL desta suspensao era utilizado para inocular o meio
de produgiao. Os cultivos dos fungos foram testados em meio M6, Vogel e farelo de trigo
enriquecido com lactose 2% e Mg”" 1,0 mmol.L", em mesa incubadora a 35°C. Entre estes meios
definiu-se pela produgdo em meio semi-solido de farelo de trigo.

Apbs o crescimento do microrganismo, o que ocorria em uma semana de cultivo semi-
solido ou dois dias em meio liquido, era feita a extracio. O meio recebia 30,0 mL de tampao
fosfato com MgCl, 10° mol.", 4°C e pH 7,0. O procedimento é uma modificagio da extragio de
enzimas endocelulares proposta por Mahoney” omitindo-se o agente de lise, o tolueno. O
homogeneizado era entao filtrado, o qual se mostrou rico em polissacarideos e pigmentos que
poderiam comprometer a eficiéncia dos procedimentos de isolamento. A suspensiao era eliminada
port centrifugacao a 4°C, 7200 §, por 15 minutos. Obtinha-se assim o extrato cru.

Finalmente, uma filtragdo em terra diatomacea removia os pigmentos e preparava o
extrato para uma dialise contra tampao fosfato 50 mmol.L.", pH 7,0 (8°C, 3 trocas de 2h cada).
Neste extrato clarificado determinava-se a atividade galactolitica e o teor de proteina.
Acondicionado em frascos, estocado em freezer a -4°C este extrato apresentava boa estabilidade e

aguardava o tratamento para purificacio da enzima.

4.4 Ensaio enzimatico
A atividade da B-galactosidase pode ser acompanhada de dois modos: pelo método que

utiliza o substrato cromogénico 0-nitrofenil-galactopiranosideo (0-NPG), ou pela utilizagado do

“kit” multienzimatico” GOD-ANA® para quantificagio de glicose, constituido de glicose-
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oxidase/peroxidase. O método 0-NPG foi utilizado para acompanhar as medidas de atividade e
para obter os dados cinéticos da enzima. Ja o método GOD-ANA foi utilizado para monitorar a
atividade da enzima nos eluatos das corridas cromatograficas.

A concentragao protéica nas medidas de atividade foi calculada pelo método de Lowry.
Nas fragoes eluidas das corridas cromatograficas, o teor protéico foi medido pela densidade

optica em 280nm.

4.4.1 Determinacdo da atividade enzimatica

4.4.1.1 Atividade com o-NPG

Esse ¢ um método direto de medida da atividade da enzima e acompanha a formagao de
O-nitrofenol de acordo com o proposto por Lederberg®. A medida baseia-se na variacio da
densidade 6tica a 405nm causada pela digestio do substrato cromogénico 0-nitrofenil-f, -D-
galactopiranosideo. O comprimento de onda estabelecido mantém a linearidade para as
concentragoes utilizadas em pH 7,0.

A mistura reagente foi produzida de acordo com a composicao definida na tabela 4.1. O
pH ¢ ajustado ao se misturar por¢des adequadas de solugoes de fosfato monoacido e de fosfato

didcido 0,050 mol L. O estoque, assim produzido, é estavel por trés meses a 4°C.

Tabela 4.1 composicido do tampao de atividade para o método 0-NPG

Componente Concentracio
(mmol.L-1)

NazHPO4/ NaHzPO4 50,0

MgCl 1,00

0-NPG 15,0

Na camara de reagdo o volume final é de 500Ul e contém o substrato e a aliquota da
solu¢ao com atividade enzimatica. A atividade ¢é registrada em 405nm.O volume final é obtido ao

se adicionar a solu¢dao de enzimas segundo a férmula:

Viy=V,+V, com V.. = 500Ul — Vg
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Sendo:
Vi o volume em microlitros de enzima utilizado no ensaio;

V. o volume do tampao de atividade com o substrato e

Vi 500 UL o volume fixo da camara de reacao

Em intervalos de tempo convenientemente fixados eram registrados os valores de
absorbancia em um espectrofotometro Ultrospec 1000 UV/Vis (Amersham-Biosciences) em
405nm. O coeficiente de absortividade molar, € = 3,0 umolL.". cm”, foi definido com
dinitrofenol como referéncia. A razao entre os diferenciais de produto liberado e de tempo ¢ igual
a velocidade inicial (Vi) de reagio. Uma unidade de atividade enzimitica de PB-galactosidase é
definida pela massa de enzima necessaria para hidrolisar 1 Umol de 0-NPG em 1 minuto. A

medida do teor de proteina, valor necessario para este calculo, é apresentado adiante.

4.4.1.2 Medidas de atividade com reagente multienzimatico

O método da glicose-oxidase, por sua vez, ¢ baseado na determinagao da glicose
produzida pela digestdo de lactose. A determinagdo da glicose nas amostras pode ser avaliada
pelo “kit” enzimatico-colorimétrico (glicose-oxidase/peroxidase), segundo Trinder’’. Reagentes
comerciais para determinagdo quantitativa de glicose sdo disponiveis e, nao obstante sua
diversidade, o método baseia-se na oxidagdo da glicose seguida da forma¢io de um composto
colorido pela a¢ao de peroxidases. O reagente antipirolquinolinimina formado no protocolo
God-Ana® (Labtest Diagnostica), tem seu maximo de absor¢io em 505 nm.

A glicose-oxidase (B-D-Glicose: oxigénio-1-oxidorredutase) catalisa a oxidagio da glicose
de acordo com a seguinte reagao:

glicose + O, + H,0O —= acido glucénico + H,0,



38

O peréxido de hidrogénio formado age como doador de elétrons na reagao oxidativa de
acoplamento entre 4-aminoantipirina e fenol, sob a¢ao catalisadora da peroxidase (hidrogénio-
peréxido-oxidorredutase), formando antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é

proporcional a concentragdo da glicose na amostra.

2H,0O, + 4-aminoantipirina + fenol ———= antipirilquinonimina + 4H,0O

O ensaio se processou em tubos de 1,5 mL aos quais se adicionou 50 UL da solugiao
enzimatica sob andlise a 50 UL tampdo de atividade, conforme a tabela 4.2, de modo a se obter
um volume final de 100 UL. A reacdo se processava durante trinta minutos, sob agita¢ao, a 37°C,
quando era interrompida ao ser submetida a um choque térmico (banho maria, 100°C por 1 a 2
min). Apos resfriamento, aos meios reagentes acrescentavam-se 900 mL do “kit” GOD-ANA,
incubados a 37°C por 15 minutos, até a formacao da cor caracteristica. A seguir determinam-se as

absorbancias do teste e padraio em 505 nm em um espectrofotometro Ultrospec 1000 UV/Vis

(Amersham-Biosciences). Durante os ensaios foram usados brancos de reacao constituidos de 50
UL de 4agua deionizada a 50 mL do tampao de atividade. O ajuste do zero de reagao foi feito com

este branco. A cor ¢ estavel por até 60 minutos.

Tabela 4.2 composi¢io do tampao de atividade para o método GOD/ANA

Componente Concentracdao
Na,HPO,/ NaH,PO, 0,050 mol.L1
Mg+ 0,0010 mol.L-!
lactose 2,0%

De menor custo, o reagente foi empregado na detec¢ao da atividade galactolitica das
fracdes cromatograficas as quais demandam grandes volumes de reagentes. Também foi utilizado

nas investigagoes dos parametros cinéticos tomados do substrato natural.
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4.4.2 Calculo da concentragdo protéica

Foram usados dois métodos para a dosagem de proteina. O método proposto por Lowry
foi empregado quando se exigia maior precisio quantitativa como nas determina¢oes dos
parametros cinéticos e o método de leitura direta na regidao do ultravioleta, quando as medidas

tinham significado mais qualitativo. Tais métodos sio descritos a seguir.

4.4.2.1 Método de Lowry

Complexos protéicos com fons divalentes de cobre, em pH alto, apresentam cor azul
caracteristica e tem seu maximo de absortividade molar em 660nm. Para o estabelecimento de
suas concentragoes uma curva de calibracio foi tracada e a referéncia foi padronizada com
soralbunina bovina (SAB).

Nas medidas para a determina¢ao do teor protéico foi utilizado o método de Lowry
modificado por Hartree. Triplicatas da solugdo com atividade enzimatica eram diluidas
convenientemente, obedecendo a linearidade do teste. Desta diluicio utilizava-se 1,0 mL.A
solucdo diluida de proteina recebia entdo 5,0 ml da solugdo reagente Lowry A. O branco de
reacdo era produzido misturando-se 5,0 mL da solugio de Lowry A com 1,0 mL de agua
deionizada.

A solugao Lowry A era obtida apenas no momento do uso por dilui¢io das solugdes-

estoque, relacionadas na tabela 4.3, na proporcao 100 :1 :1 (v/v).

Tabela 4.3 solugoes-estoque para a producio de solucio Lowry A

Componentes Concentragoes

Na,COs3 2,0% (em NaOH 1 mol.L-")
Tartarato de sédio e potassio 1,0%

CuSOy4 1,0%

Apds 15 minutos juntou-se ao meio reagente 0,5mL do reagente fendlico Folin-
Ciocaulteau diluido (1:1) sob vigorosa agitacao. Esperou-se 30 minutos e procedeu-se a leitura em

660 nm utilizando-se um espectrofotdmetro Ultrospec 1000 UV /Vis (Amersham-Biosciences). O



40

coeficiente de extingio foi calculado em 1,94 mg.mL". cm™ tendo como referéncia um padrio de

soralbumina bovina.

4.4.2.2 Leitura em 280nm

Proteinas absorvem luz ultravioleta devido aos residuos aromaticos de suas estruturas
primarias™ o que fundamenta o método utilizado na determinacio quantitativa de proteinas. O
método ¢ satisfatorio, ndo destrutivo, de rapida e simples execucao. Medida e realizada através da
absorbancia em 280 nm da solugdo-problema, particularmente livre de outras macromoléculas
que apresentem atividade 6ptica nessa regido como acidos nucléicos, em cubetas de quartzo com
passo optico de 1cm. Os valores estao expressos em unidades arbitrarias. O método ¢ usado para
a leitura das fracdes colhidas de colunas e fornecem o perfil das proteinas eluidas das colunas

cromatograficas.

4.5 Manipulacdo do extrato bruto e de suas fragoes
Os extratos produzidos foram estocados a —4°C até o inicio do tratamento de purifica¢ao
da enzima. Neste momento eram determinados novamente o teor protéico e atividade

galactosidica para monitorar a estabilidade do extrato.

4.5.1 Dialise

Dialises sio comumente usadas para remover sais ¢ outros compostos de solugoes de
macromoléculas com base nas diferencas de tamanho das particulas. Durante o fracionamento e
purificagiao das biomoléculas, solventes organicos ou sais inorganicos sao utilizados, a acetona e o
sulfato de amoénio sao exemplos respectivos. Como a presenga destas substancias interfere nas
etapas seguintes da purificagdo e caracterizagao, precisam ser removidos. A dialise surge como
método eficiente para remogao destas moléculas e fons. De fato, a didlise é também util na

remog¢ao de fons fracamente ligados as biomoléculas. Cofatores protéicos e metais podem ser
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dissociados pela didlise sendo esta tarefa facilitada pela presenca de agentes coordenantes. Os
tubos de didlise de celulose disponiveis sao normalmente contaminados com glicerol, metais que
precisam ser removidos antes do uso pela lavagem. Estes tubos, apds o tratamento, podem ser
estocados por meses a 4°C em dgua com minima por¢ao de azida sodica.

O procedimento foi aplicado em algumas situagbes neste trabalho. Num primeiro
momento a dialise foi utilizada na clarificagao do extrato bruto e mais adiante na dessaliniza¢ao
das solugdes protéicas apos a precipitagio com sulfato de amonio e nas fracdes eluidas pelos
gradientes salinos. Posteriormente, procurou-se aplici-la na investigacio do centro metélico da [3-
galactosidase. Para tal, dialises foram realizadas contra um tampao contendo um agente
sequestrante e também em um sistema no qual a dialise ocorria na presenca de um campo elétrico
(eletrodialise). Estas ultimas aplicagGes tinham como objetivo permitir a remog¢ao do metal
coordenado ao esqueleto carbonico

A dialise ¢ realizada em cubas de 2L.. Os tubos tém uma de suas extremidades lacradas e
recebem as amostras e quando se lacra a outra extremidade sao dispostos nas cubas. As cubas
recebem a contra-solu¢ado em baixa temperatura (-4°C) e assim sao mantidas nessa condi¢ao
durante toda dialise. Uma leve agitagdo favorece o processo. Os tubos de dialise identificados sao
suspensos nas cubas e um regime de rodizio é estabelecido, a cada 3 horas a contra-solucdo é
substituida para restabelecer o desequilibrio do gradiente.

Uma consideracio interessante se faz a respeito do T. reesei, ser notavel fungo celulolitico.
No extrato precipitado com (NH,),SO, as celulases ainda presentes rompem os tubos durante o
processo em periodos excessivamente prolongados. Esse empecilho foi contornado com troca do
tubo quando da troca da contra-solugao. A baixa temperatura é outro fator de protecio contra a
atividade celulolitica. As fracGes obtidas a partir da cromatografia de troca ionica nao mais

exibiam essa atividade celulolitica.
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4.5.1.1 Dialise com EDTA como quelante
Na tentativa de remover o metal da enzima, foram realizadas didlises com EDTA. Nestas
dialises a contra-solugdo apresentava a composi¢do indicada na tabela 4.4 e toda vidraria era

lavada com HNO; 6% de acordo com as instrucoes indicadas adiante.

Tabela 4.4 composicio do tampio de didlise/EDTA

Componente Concentracao
(mol.IL'1)

NaCl 0,145

NaH,PO4/Na,HPO, 0,033

EDTA 0,010

Fonte: SINNOTT, M.L.; WITHERS, S.G. The necessity of magnesium cation for acid assistance

aglycone departure in catalysis by Escherichia coli (lacZ) B-galactosidase. Biochem J. v. 1, n. 175(2), p539-
46, 197814

Trés trocas a cada etapa de 3 horas sob refrigeragao sao indicadas para desativar a amostra
que deve ser transferida para frasco livre de metais. Deste material se mediam as atividades, a
queda da atividade especifica, com subseqiiente reativagao da enzima, indicando a eficiéncia da

remoc¢ao do metal.

4.5.1.2 Eletrodialise

Como a eletrodialise apresenta eficiéncia e maior velocidade de deionizagao do dialisado™,
tentou-se aplicar a eletrodidlise para investigar o centro metalico da B-galactosidase. Seguindo as
instrugdes de Benaim® um aparato bicélula foi construido, tal como o esquema apresentado na
figura 4.1.

A montagem bicélula compreende o compartimento (C,) contendo a solu¢io a ser
dialisada (S,) e o compartimento (C;) que contém a contra-solugao de didlise (S;) na qual sao
imersos os eletrodos. A deionizagdo de S2 se realiza pela didlise e, sobretudo, pela migracao dos

ions difusiveis de S2 para S1, em fungdo da corrente que atravessa o tubo de dialise.



Figura 4.1. Esquema de um aparelho de eletrodialise, com indicagdo das resisténcias (Ri), dos
compartimentos e solugcdes>.

4.5.2 Precipitagdo e concentragdo do conteido protéico

Compostos anféteros tao complexos, como as proteinas, tém a solubilidade dependente
de uma série de fatores, como, concentracao salina, polaridade do meio, pH e temperatura.
Diferentes proteinas reagem de formas diferentes a essas condi¢bes e enquanto algumas
permanecem soluveis em um dado conjunto de condi¢ées outras nio. O fenomeno pode ser

usado como estratégia de isolamento.

4.5.2.1 Precipitacdo com sulfato de amdnio

A solubilidade de uma proteina decai com o aumento da concentragdo de ions de alta
forca i6nica. O efeito é conhecido como “salting out”. Se os contra-ions de baixa forg¢a idnica
favorecem a solubiliza¢do da amostra protéica por protegerem a molécula com cargas adicionais
(“salting in””), os de alta forca i6nica competem com a molécula por solvatantes e a solubilidade
decresce. Ao se ajustar as concentragdes caracteristicas da enzima em estudo, pode-se realizar
uma precipita¢ao seletiva. O sulfato de amoénio é convenientemente selecionado para isso por ser
altamente soltvel (3,9 mol.L." a 0°C) e por nio desnaturar a proteina como fazem os fons clorato,
tiocianato e iodeto entre outros.

A - Considera-se nesse procedimento uma solug¢ao 66g/100mL como sendo 100%

saturada, para se obter uma solugao 70% recorre-se ao calculo:

66 0,7 x OMEAAIMOSIL — a5a (g) de (NH 4 ) SOy



B - A amostra é colocada em banho de gelo em recipiente com trés vezes seu volume e
mantida sob agitacao leve;

C - O sulfato de amonio a ser utilizado ¢ pulverizado finamente e adicionado lentamente
na amostra de proteinas. Nao se adiciona sal antes da porgao anterior dissolver-se
completamente;

D - Assim que a concentracao desejada ¢ atingida deixa-se a amostra repousar por 12
horas sob refrigeracio. Apos este perfodo é centrifugada;

E - O sobrenadante pode receber maiores concentragoes de sulfato de amonio e o
precipitado é ressuspenso em pequeno volume de agua;

F — Apos a amostra ser dessalinizada, sob dialise, a atividade e o teor de proteinas sido

determinados.

4.5.2.2 Precipitacdo com acetona

Poucos solventes organicos soluveis em agua aumentam o poder solvatante do meio
aquoso. DMSO e formilamida sio exemplos. Contudo, a maioria dos solventes organicos
apresenta baixa constante dielétrica (€) e produzem o efeito contrario. Alcoois e acetona sio esses
exemplos e justificam o emprego de baixas temperaturas no tratamento, pois o risco de se
desnaturar a enzima torna-se apreciavel.

Uma aliquota do extrato tem seu volume determinado e mantido sob cuidadosa
refrigeracdo em um frasco de minimamente cinco vezes seu volume. A seguir mede-se trés vezes
o volume, da aliquota acima, em acetona gelada. Juntam-se os volumes de acetona e extrato com
leve agitacdo e mantém-se por 15 ou 20 minutos em refrigeracdo (-8°C). Apos este descanso,
procede-se a centrifugagao refrigerada (20 minutos, 9000 rpm, 4°C). O sobrenadante ¢
desprezado. Os residuos dos tubos sdo ventilados para eliminar residuos do solvente. A atividade

e o teor de proteinas sio determinados.



4.5.2.3- Liofilizacdo

A sublimacao da agua a pressoes reduzidas concentra a amostra. Isso mantém a
integridade da enzima. O material é congelado de modo a formar uma fina lamina no recipiente o
qual ¢ enviado ao liofilizador. Os aparelhos variam o procedimento para os respectivos tipos, ora
o material é congelado em placas, ora em baldes. Esgotada a agua da amostra, o material
pulverizado pode ser estocado por longos periodos até ser suspensa em tampao de trabalho. As

medidas de atividade indicam a estabilidade da enzima estudada submetida a esse processo.

4.6 Fracionamento das enzimas

Entre as metodologias de purificagio de proteinas, os métodos cromatograficos estio
entre mais empregados. A migracao caracteristica através de diferentes matrizes de cada
componente promove a parti¢ao dos constituintes. Os métodos cromatograficos sdo classificados
com base nas interagOes entre as fases movel e estacionaria. O procedimento de isolamento das
enzimas utilizou colunas de troca anionica, filtracGes em gel e troca catidnica, como discutido a
seguir.

Em todo o processo do fracionamento utilizou-se o tampao de trabalho constituido de
fosfato de sédio 107 mol.L.", MgCl, 10° mol L' pH 7,0. A exce¢ao da etapa da cromatografia

catidnica em S Sepharose cujo tampao de corrida ¢ descrito adiante.

4.6.1 Colunas de fracionamento por troca anionica - DEAE-Trisacryl

No processo de troca idnica os fons eletrostaticamente ligados a uma matriz inerte sao
substituidos por fons em solugdo. Os trocadores podem ser classificados como catibnicos ou
anionicos de acordo com a carga dos fons em solucdo. A afinidade do trocador e a eficiéncia da

parti¢ao sdao controladas pela identidade e concentracao dos fons, além do pH do meio. O grupo
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trocador dietilaminoetil (DEAE) é positivamente carregado. A técnica de preparagio da matriz
segue a2 metodologia indicada por Vilella et al”.

O fracionamento cromatografico em DEAE-Trisacryl utilizou o material precipitado por
sulfato de amonio devidamente dessalinizado por dialise. Esta amostra foi diluida em com
tampio de trabalho (fosfato 0,010 mol.L"; MgCl, 0,001 mol L"; pH 7,0). A resina previamente
hidratada foi tratada com 4cido cloridrico 0,500 mol.L", por uma hora, seguindo-se sucessivos
enxagiies, com a finalidade de remover o excesso de anions. Este processo acompanhado pelo
monitoramento do pH que cresce até o maximo préximo a neutralidade, tinha por finalidade
remover Os grupos que ocupassem os sitios trocadores da resina.

Removido o excesso de acido a resina teve seus grupos trocadores carregados ao sofrer
tratamento com NaOH 0,500 mol.L.". Seguiram-se novas e sucessivas lavagens acompanhadas de
medidas do pH até que este atingisse o menor valor possivel. Ao fim desse processo, resina era
tratada com o tampao de trabalho numa concentracio de 0,05 mol.L.! por uma hora. Apés trés
lavagens, com o mesmo tampiao diluido a 0,01 mol." condicionou-se a fase estacioniria
(DEAE-TTtisacryl) a fase moével (tampao de trabalho).

A resina assim condicionada era disposta em frascos de kitassato e submetida a pressoes
reduzidas para garantir a deaeragio eficiente. A resina era empacotada em colunas de 35x150 mm
e lavada com um volume de 500 mL de tampdo fosfato de sédio pH 7,0 a 0,001mol.L.". As
amostras foram aplicadas sob um fluxo de 15 mL.h"' e eluidas em gradiente de NaCl (0-0,500
mol..'") no tampio de trabalho. Nas fracdes eram determinados o teor protéico e a atividade

enzimatica. As fragoes ativas foram reunidas e dialisadas e concentradas por liofilizagao.

4.6.2- Colunas de filtracdo em gel Biogel P-100
A filtracido em gel exclui as moléculas pelas massas moleculares que apresentam. A
migracao da amostra pelo gel pode sofrer retardamento caso a forma e o tamanho da molécula

seja compativeis com a porosidade definida do gel. Moléculas maiores por serem excluidas
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acompanham a fase mével. As separagoes das moléculas pelas suas massas originam o outro
termo pelo qual a técnica também ¢é conhecida, ou seja, exclusio molecular. Esta cromatografia
também pode ser usada na estimativa da massa molecular de uma dada proteina.

A resina empacotada em coluna de 20x600mm era extensivamente lavada com o tampao
de trabalho. O fluxo da fase mével era ajustado em 15 mI.h". O eluato dialisado e liofilizado
proveniente da troca ibnica, com atividade [-galactolitica e concentragio de proteina
determinadas, era aplicado na coluna. O coletor de fragoes foi programado para coletar fragoes
de 2,5 mL nas quais a concentracio protéica e a atividade eram avaliadas. As fragdes com

atividade confirmada eram reunidas e concentradas por liofilizagio.

4.6.3 Colunas de fracionamento por exclusdo molecular Sephacryl

O procedimento é semelhante ao descrito para a filtracio em biogel. Fluxo, dimensées da
coluna, volume de coleta da fracao, tampao com concentragao ¢ pH sao os mesmos para a coluna
empacotada com o Biogel P-100, assim como o tratamento para as fragoes ativas. Foram testadas
as colunas Sephacryl S-200 HR e Sephacryl S-300 HR que diferem entre si nas faixas de exclusao.
Ao tampao de corrida nas ultimas cromatografias em Sephacryl S-300 HR foram adicionados

Triton 0,02%, como agente surfactante, e EDTA 10*mol..", como agente quelante.

4.6.4 Colunas de troca idnica S-Sepharose

Ainda, de acordo com Vilella et al*, a preparagio de um trocador catibnico, como é o
caso da resina em questdo, em que o grupo sulfonico age como trocador fortemente acido, é
equivalente a0 método proposto para se equilibrar e empacotar colunas anionicas. A diferenca é
marcada apenas pela inversao dos tratamentos por base e acido.

As fracoes ativas colhidas da cromatografia em Sephacryl S-200 liofilizadas foram diluidas
em minimos volumes de tampao formiato de amoénio 0,010 mol.L."! (Triton 0,02%, EDTA

10*mol.L.", MgCl, 10°mol mmol.." pH 4,5 e posteriormente pH 5,5). A resina, devidamente



lavada com NaOH 0,500 mol.." era carregada com HCOOH 0,500 mol.L". Estabilizada com o

tampio formiato de amoénio 0,05 mol.L", a resina foi empacotada em colunas de 35x150 mm

bl

apos efetiva deaeracdo. As amostras foram aplicadas e eluidas em gradiente de NaCl (0-0,500

1 ~ ~ . . . oq. .
mol.L") no mesmo tampao. As fracGes ativas foram reunidas, dialisadas e analisadas.

4.7 Eletroforeses

As solugoes protéicas foram examinadas em corridas eletroforéticas em gel de
poliacrilamida nas condi¢des nativas e desnaturantes. A eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) seguiu o método de Davis”' e foi aplicado para avaliar o padrio de corrida em gel de
atividade. A eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE) foi realizada segundo a metodologia

de Laemmli® com o propésito de monitorar as fracdes eluidas das cromatografias.

4.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para proteinas acidas®
Para se obter uma placa de gel de 7 mL com concentrag¢ao 6% misturou-se 3500 UL da
solucao G (persulfato de amonio 1,5%), 875 UL de da solug¢ao A, (tampio Tris/HCI, 0,100

moL.L", pH 8,9; Temed 5%), 875 UL da solugio C’ (poliacrilamida 48%), indicada na tabela 4.5.

Tabela 4.5 solucdo C’, acrilamida 48%

Componente Massa
©

acrilamida 9,6

bis acrilamida 0,32

As solucdes A e C e 1,750 mL de H,O deionizada foram misturadas e deaeradas sob
vacuo. Esta mistura se denomina solu¢ao 1. A solucdo G era preparada no momento de seu uso e
também era deaerada. Apds a mistura, as solu¢bes-estoque (G e I) eram polimerizadas em placas
ou em tubos As corridas se realizaram com 200V, 20mA e 1h 30min. em uma unidade

Amersham Pharmacia mini VE. e reveladas com Coomassie Brillant Blue.
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4.7.1.1 Coloragdo em Comassie Brillant Blue
Ap6s eletroforese os géis eram fixados em 100 mL de solucdo fixadora, indicada na tabela

4.6, por uma ou duas horas.

Tabela 4.6 solucio fixadora de proteinas corridas em PAGE

Componente %
acido acético 7
metanol 40

Os géis eram corados apos a fixagao em solugao quatro vezes diluida (de um estoque de
Comassie Brillant Blue 20%) por uma hora sob agitacdio em temperatura ambiente. A seguir, os
géis eram descorados por 60 segundos sob agitacio em solugdo descorante de acordo com a
tabela 4.7. Os géis, neste momento, eram lavados com metanol 25% e mantidos nessa solugao ou

seguiam para a secagem, e se procedia ao registro conveniente da corrida.

Tabela 4.7 solucio descorante de PAGE

Componente Volume
(mL)

acido acético 10

metanol 25

H,O 100

4.7.1.2 Atividade da Agalactosidase em PAGE

A atividade de glicosidases nas bandas de uma corrida eletroforética pode ser revelada
pela reducio do nitrobluetetrazélio pela Glicose oxidase, marcada pela formacio de cor
caracteristica nas bandas. Para este experimento foram preparados géis aos pares, sendo um para
a coloragao com Comassie Blue (gel #1) e outro para a detecgao das bandas de atividade (gel #2).
Ao gel que se testava a atividade (gel #2) adicionou-se glicose-oxidase 2 mg.mL" de gel (para um
gel de 2mL utilizou-se a massa de 4mg de glicose oxidase). Ambos os géis recebiam as amostras e
se procedia a corrida em 20mA 200V a 4°C. O gel #1 seguia protocolo normal de coloragio de

PAGE.
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O gel #2 era lavado com tampio acetato 0,500 mol.L.", pH 5,3 em dois ciclos de 5
minutos e colocado em repouso por uma hora neste tampao. A solucao reveladora era preparada

como esta indicado na tabela 4.8.

Tabela 4.8 solucio reveladora de atividade de lactase

Componente Massa
(mg)
nitrobluetetrazélio 1,6
fenazina bissulfito 0,8
lactose 80

Incubado ao abrigo da luz a 4°C até o surgimento da banda de atividade, o gel #2 foi
extensivamente lavado. Depois se procedeu ao registro fotografico e foram medidas as

mobilidades relativas (R;) das enzimas.

4.7.2 Eletroforese em condicdo desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese em condicao desnaturante (SDS-PAGE) foi realizada de acordo com o
método de Laemmli®, em gel 12% usando padrio de massa molecular Pharmacia Biotech. A
ruptura das pontes intermoleculares e associagio com SDS geram mudangas na geometria ¢ na
carga da molécula protéica. Estas mudangas conferem a técnica a capacidade de inferir as massas
moleculares das proteinas da amostra. Os coeficientes de mobilidade relativa da amostra podem
ser comparados aos de marcadores-padrio. Por essa razio a técnica foi aplicada no
monitoramento e na qualificagao das amostras eluidas das corridas cromatograficas.

O gel 12% de acrilamida foi preparado com 1,25ml tampao de separagao (Tris 1,500
mol.LL", pH 6,8 mais SDS 0,4%), 2,00mL acrilamida/bisacrilamida, tal como apresentado na
tabela 4.9, 1,72mL de H,O, 7u. TEMED e 25UL de persulfato de amo6nio10%. Este é preparado
na hora do uso e sempre é o ultimo componente a ser adicionado. Sobre este gel se polimerizava

o gel de empilhamento que se prepara com 750UL tampao de concentragao (Tris 0,500 mol.L",
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pH 6,8, SDS 4 %), 300uL acrilamida/bisacrilamida, 1,550mL H,O, 200uL. Bisacrilamida 2%,

10uL TEMED e por dltimo 15UL persulfato de amoénio 10% preparado na hora do uso.

Tabela 4.9 solucio de acrilamida 30%

Componente %
acrilamida 30
bis acrilamida 0,8

Os extratos ou os precipitados protéicos eram diluidos em tampado de ruptura (Ttis/HCI
0,500 mol.L.", pH 6,8 com B-mercaptoetanol 5%) e fervidos por um minuto. Ocortida a ruptura

as corridas se realizaram com 200V, 20mA e 1h 30min, em uma unidade Amersham Pharmacia

mini VE. A revelacao era feita com Coomassie Brillant Blue.

4.8 Caracterizagao das isoformas de T. reesei

O processo de isolamento das enzimas produzidas pelo fungo revelaram ao menos duas
isoformas de [-galactosidases extracelulares, como se veri adiante na apresentagio dos
resultados. Essas isoformas foram caracterizadas e se revelaram distintas quanto aos seus

parametros cinéticos e termodinamicos.

4.8.1 Parametros fisico-quimicos

4.8.1.1 Temperatura 6tima

Os 6timos de temperatura de ambas as isoformas de B-galactosidase (BGT I e BGT II)
foram determinados pela hidrélise do substrato cromogénico 0-NPG pelas enzimas em ensaios
conduzidos em banho agitado (modelo Dubnoff) nas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, e

90° C, em tampio fosfato de sédio (0,050 mol L' pH 7,5, 0,001 mol L' MgCL).
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4.8.1.2 pH 6timo
Para determinagio do pH 6timo, as enzimas foram incubadas em tampdes Mcllvaine®.
Este sistema foi utilizado por apresentar ampla faixa de pHs ajustaveis. Os pHs dos testes foram

ajustados entre 3,0 e 8,5 (intervalos de 0,5) nas temperaturas 6timas definidas para ambas as

enzimas (65°C).

4.8.1.3 Estabilidade em pH

Determinados os 6timos de pH e de temperatura, as enzimas foram incubadas a 65,0°C
em tampoes Mcllvaine, acrescidos de MgCl, 0,001 mol L' com os valores de pH entre 3,0 e 10,0
(intervalos de 1,0). Ap6s incubagao de 30 minutos em cada experimento, aliquotas de 20 L eram
diluidas em 18071 UL de tampao fosfato (0,2 mol L., pH 4,5 para BGT I e pH 6,5 para BGT II) e

refrigeradas em banho de gelo. As atividades residuais, ensaiadas pelo método do 0-NPG, foram

analisadas em fungao dos valores de pH.

4.8.1.4 Estabilidade térmica

Para as determinacdes de estabilidade térmica as enzimas foram incubadas em fosfato de
s6dio 0,050 mol L' (BGT 1 pH 4,5 ¢ BGT 11 pH 6,5), contendo MgCl, 0,001 mol L." a 65° C, por
trés horas. A cada 30 minutos os vials eram transferidos a banhos de gelo e a atividade residual
era testada pelo ensaio do 0-NPG As porcentagens das atividades residuais foram analisadas em

func¢ao do tempo de incubagao.

4.8.2 Parametros cinéticos

As constantes de Michaelis-Menten nos 6timos de temperatura e pH foram determinadas
em amostras liofilizadas de BGT I e BGT II. As taxas foram determinadas em tampao de
trabalho tal como descrito na secgdo 4.4, em seus respectivos 6timos de pH e temperatura. As

solucdes de lactose foram preparadas nas concentragdes de 0 a 0,200 mol L e as de 0-NPG de 0
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a 0,020 moll.". Os valores das constantes aparentes de Michaelis-Menten (K*F) e das
velocidades maximas (V) para ambos os substratos foram calculados a partir dos graficos de

Lineweaver-Burk.

4.8.3 Eficiéncia de imobiliza¢do em alginato das isozimas

Foram testadas as eficiéncias da imobiliza¢ao das enzimas BGT I e BGT II em gel de
alginato de sodio. As solugdes das enzimas tiveram atividade e concentragdo de proteinas
devidamente determinadas. Para se obter uma solugao de alginato de sédio dissolveu-se o sal, a
80°C, sob suave agitagdo, até se obter uma concentracio de 2% em massa. Esta soluciao era
resfriada a temperatura ambiente e 40mL da solugao de alginato 2% eram misturados com 10 mL
das solucoes das enzimas. Esta solucdo de alginato/proteina foi lentamente gotejada em 200mL
de CaCl, 0,25mol.I." para a formagio dos “pellets”. A seguir os “pellets” foram recolhidos,
lavados em H,O deionizada e mantidos em tampao fosfato em geladeira. A eficiéncia de

imobilizagao (%) foi determinada pela razao entre as atividades totais obtidas e as esperadas.

4.9 Necessidade de metal na atividade de B-galactosidases

Os metais encontram-se frequientemente associados a enzimas e tém sido caracterizados

63, 64 7, 40, 6

em seus diversos modos na estabilizacio e na ativagao > % destas enzimas. Com a
finalidade de se estudar a importincia dos metais bivalentes na atividade da f—galactosidase de T.
reesei um método de desativagio da enzima foi padronizado. Na padronizagio do método

utilizou-se o eluato da filtragio em gel do extrato comercial de [-galactosidase de Kluyveromyces

lactis (Novozymes Latin America Ltda), a enzima foi incubada na presenca de EDTA e

. . ~ . 7
posterlormente testou-sc a reativacao da enzima'.



4.9.1 Limpeza do material

Todo material envolvido na manipulagio da enzima (vidraria, ponteiras de pipetas e
solugoes) foi conservado livre de metais. Esse material era lavado com H,O deionizada e depois
imerso por uma noite em HNO; 1,0 mol.L". Apés a lavagem com 4cido o material era enxaguado
dez vezes com agua mili-Q. Os tampdes eram produzidos misturando-se quantidades
convenientes de solu¢des dos pares tamponantes e o pH era conferido de aliquotas da solugao
resultante.

Os tubos de dialises da metodologia de desativag¢ao da enzima foram lavados de acordo

com Sinnott®, substituindo-se a 4gua tratada com Chelex por H,O mili-Q.

4.9.2 Desativacdo da enzima com EDTA. Obten¢do da apoenzima

Embora a metodologia empregada neste trabalho tenha utilizado como agente quelante o
EDTA, outros complexantes podem ser usados como, por exemplo, a 0-fenantrolina’. As razdes
para a escolha deste método se referem a disponibilidade do EDTA e a indisponibilidade de
outros complexantes.

As enzimas foram estudadas em tampdo Tris/HCl (0,010mol.L", pH 7,0) e tampio
fosfato (0,010mol.L", pH 7,0). Para o ensaio de desativagao, 50 UL de enzima foram incubados
em 5ml. do tampio (Tris/HCI ou fosfato) contendo EDTA nas concentragdes 0,05, 107, 107,
10* mol.LL". A atividade residual, medida a cada 10 minutos, foi representada graficamente em

func¢io do tempo de incubagao.

4.9.3 Reativacdo da enzima com diferentes metais
Selecionado o tampao pela eficiéncia, durante os estudos de desativagdo, a apoenzima foi
obtida por incubagio em nove partes de tampio Tris/HCI 0,2 mol.L." com uma parte de EDTA

2,0.10°mol.L." e 10 partes da enzima ativa. A solugio resultante apresentava a concentragio
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definida nos tratamentos de desativacio, 10° molLL". A enzima foi incubada por 1 hora, sob
agitacao a 4°C.
Conferida a desativacao 500UL da enzima eram incubadas em 5mlL de tampio Tris/HCI

contendo as concentracdes de 107, 102,107, 10, 10° mol." do metal estudado. Os fons testados
foram: Mg2+, Mn**, Ni**, Co™, Zn*" e Eu’". A atividade residual foi analisada em funcio do

tempo de incubagio.

4.10 Linearidade
Os resultados sao apresentados como média de trés experimentos independentes, com

dispersao 5% significativa.



56

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Selecdo da linhagem e do método de cultivo. Producéo da enzima

A definicio da linhagem produtora de B-galactosidase ocorreu apés o crescimento das
linhagens FAN, FTL, FTKO, FTRP em meio semi-sélido, Vogel ¢ My Os dados de produc¢ao
das linhagens testadas sio apresentados na tabela 5.1. Os crescimentos em meio liquido de Vogel
renderam os extratos com as mais baixas taxas de atividades e os cultivos em meio semi-solido de
farelo de trigo os extratos mais produtivos. A produgao eficiente da enzima e a facilidade da
extragdo nos permitiram selecionar a linhagem FTKO em meio semi-sélido para a produgao da

enzima a ser trabalhada na condugao do projeto.

Tabela 5.1 atividade de B-galactosidase das linhagens de fungos estudadas.

Linhagem Volume [Proteina] UZ.\ U esp
(mL) (mg.mlT) (Wmol.min-ml!) (UWmol.min-.mg 1)
Vogel
FAN 25 97,60% 2,65 5,34. 10°% 0,02 5,47.108%+ 0,13
FTL 25 89,80=% 5,89 7,57. 100+ 0,02 8,43. 108+ 0,21
FTKO 25 96,50* 4,65 9,94. 105+ 0,01 1,03. 10¢% 0,02
FTRP 25 106,00% 1,95 5,19. 10->% 0,03 4,90. 107+ 0,01
Mo
FAN 25 275,47+ 3,09 2,61. 103+ 0,08 9,46. 10+ 0,09
FTL 25 338,51+ 1,51 9,28. 103+ 0,03 2,74.105% 0,10
FTKO 25 199,95+ 5,75 131.102 + 0,02 6,57. 105+ 0,02
FTRP 25 674,86+ 8,80 5,75. 103+ 0,03 8,52. 10¢% 0,01
Semi-solido
FAN 27 98,70+ 4,01 1,84.102 + 0,02 1,86. 104+ 0,02
FTL 27,5 106,00% 3,05 2,05. 103+ 0,04 1,93. 10-% 0,06
FTKO 225 109,00=% 5,62 4,01. 101+ 0,02 3,68. 103+ 0,01
FTRP 25 113,25+ 4,65 2,81. 103+ 0,02 2,48. 105+ 0,16

Mahoney e colaboradores descrevem linhagens de Kluyveromyces fragilis produtoras de [3-
galactosidases cujas produtividades variam até 60 vezes *°, o presente trabalho mostra variacdes

de 400, 7 e 19 vezes entre as linhagens de acordo com o método de producio. Se a diversidade de
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espécies analisadas se reflete na amplitude das diferengas encontradas, por outro lado deve-se ter
em conta que a producio destas enzimas em linhagens de Candida pseudotropicalis vatia mais de dez

vezes, de acordo com as condi¢des de cultura®. Sio descritos na literatura valores entre 8,0. 10” e
1,75. 10° umolmin'. mg"' para extratos intra e extracelulares de P-galactosidase do trato
digestério de ratos” e para B-galactosidase purificada de Aspegillus candidus ™ atividade de 2,6

Umol.min".mg™".

5.2 Isolamento da enzima

O procedimento de purifica¢do esta esquematizado na figura 5.1. O isolamento se iniciou
com o fracionamento do extrato bruto dialisado por precipitagio em sulfato de amonio na faixa
de 30 a 70%. A seguir, na cromatografia de troca anidnica, dois picos com atividade galactolitica
foram individualizados. O primeiro pico passou a ser o objeto de isolamento para condu¢ao da
purificacdo, seu eluato sofreu permeaciao em gel em diferentes resinas com diferentes faixas de
exclusao, Biogel P-100, Sephacryl S-200 HR e Sephacryl S-300 HR. O progresso do processo de
purificagio teve continuidade com a cromatografia de troca catidnica, utilizando-se resina
S Sepharose.

As enzimas isoladas na troca anidnica, em DEAE-trisacryl, foram caracterizadas como
isozimas distintas e identificadas como BGT I e BGT II. O isolamento revelou a formacao de um
agregado, em func¢ao do qual nio foi possivel obter a homogeneidade da purificagio. A BGT 1
foi objeto de estudo de desativagao com agente quelante e ambas as enzimas foram imobilizadas

em alginato de sédio.

5.2.1 Processamento do extrato bruto
Ap6s a selecio da linhagem e método de producdo da enzima, foi possivel avaliar os
efeitos de filtragao, dialise, liofilizacao e precipitagao do extrato. Na tabela 5.2 estao apresentados

os resultados obtidos. A amostra dividida em duas aliquotas foi precipitada ¢/ou liofilizada e, em
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seguida, diluida em volumes seis vezes menores que os originais. Notou-se a recuperagiao
eficiente das proteinas e das atividades contidas no extrato inicial. Tais resultados nos levam a

concluir que esses sio métodos convenientes de concentracio das proteinas produzidas no

cultivo de T. reesei FTKO.

Crescimento
|
extragio
ol pH 7,5
“salting out™
(NH 42504
|
! I |
(-3 MH-Tw TO-1040%0
DEAE-Trisacryl
pH 7,5
[Macy) 0,15-0,20 ! [Natl) 0,20-0,25
I | |
Sephacryl 5 200 HR ‘ Bicgel P 100 BGTII
ioacie imabilizacs
Sephaceyl § 300 HR caracrerizagio, imobilizagao
S-Seernse
pH 5.5

[MNacl] 0, 18-0,25

ndr1

caracterizacan, imohilizagao e
teste de desativagan

Figura 5.1. Estratégias de isolamento de B—galactosidases de T. reesei FTKO.

Tabela 5.2 efeito de diferentes tratamentos sobre o extrato bruto na atividade enzimatica

Volume Proteinas Unl(.ia.des de Atividade especifica  Eficiéncia
Tratamento () (gl Atividade (Umol.min.mg 1) %)
& (Umol.min!) Hmol. e

nenhum 230 14512+ 2194 6,10. 101+ 0,02 420. 105+ 0,11 100

filragdo em terra o) 5 430541 1500 540, 101+ 0,32 4,14. 103+ 0,01 98,5
diatomacea

dialisado 231 121,624 052 4,10. 101+ 0,65 3,37. 103+ 0,03 80,3

liofilizacio 20  807,71% 7,90 3,31+ 0,18 4,10. 103+ 0,02 97,6

Precipitagaoem 5 (75 50+ 14,77 2,81 + 0,50 4,16. 103+ 0,10 99,0

acetona

A figura 5.2 mostra a eletroforese (SDS-PAGE) do extrato bruto e de um extrato do meio

desprovido de in6culo, no qual se procurou estabelecer o padrio protéico do substrato, assim
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como do extrato dialisado. Os diferenciais de corrida permitem a visualizagdo a origem de varias
bandas que surgem no extrato. Os extratos provenientes do crescimento sobre farelo de trigo
possuem grandes quantidades de pigmentos e a dialise parece favorecer uma primeira limpeza a

qual precede a filtragao em terra diatomacea.

PM MC EB DL

Figura 5.2. Padrio de corrida em eletroforese desnaturante (gel 12%) do extrato de meio de
cultura semi-sélido de farelo sem in6culo (MC), do extrato bruto (EB) e dialisado (DT.) de Trichoderma
reesei FTKO. (PM) padroes de massas moleculares: fosforilase= 94kDa; albumina bovina= 76kDa;

ovalbumina= 43kDa; anidrase carbonica= 30 kDa; inibidor de tripsina= 20,1 kDa; 0t-lactalbumina
14,4kDa.

5.2.2 Precipitagao diferencial com (NH,),SO,

O extrato dialisado foi submetido ao fracionamento por sulfato de amoénio nas faixas 0-
30%, 30-70% e 70-100%. A tabela 5.3 mostra os resultados obtidos da recuperagao das proteinas
e das atividades sob tais tratamentos. Nas faixas 0-30% e 70-100% as atividades recuperadas
foram extremamente baixas. Na faixa entre 30 e 70% o “salting out” mostra uma queda no teor

protéico acompanhada de aumento na atividade especifica, significando uma grande remogao das
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proteinas contaminantes do extrato o que aumenta a atividade especifica em duas vezes e meia.
Esta fracdo, ap6s a dialise para remover o excesso de sal da amostra, prosseguiu na etapa seguinte

do fluxograma de purificagao.

Tabela 5.3 precipitacio com (NH4)2SO4 do extrato dialisado de Trichoderma reesei FTKO

. [Proteinal U.A. Atividade especifica ) N
Fracido i ) Purificacio
(mg.ml 1) (Umol.mint.ml1) (Umol.min!l.mg")
extrato bruto 145,12 + 1,08 6,09. 101 £ 0,04 42.103 £ 0,37 1
0-30 % 26,2+ 0,26 7,17.104+ 0,18 2,74.105 + 0,07 < 0,01
30-70% 66,75 £ 0,52 7,27 .10t £ 0,31 1,09. 102 £ 0,16 2,6
70-100% 20,48 + 0,19 2,45.105 + 0,76 1,2.10¢ £ 0,06 < 0,01

5.2.3 Fracionamento por coluna de troca anidnica DEAE-Trisacryl

A cromatografia em troca ionica foi a segunda etapa aplicada com o objetivo de se
fracionar a amostra. O extrato filtrado foi precipitado com sulfato de amoénio e dialisado,
conforme a metodologia descrita. Trés aliquotas diluidas em tampio fosfato 10 mmol.L." e pH
7,0 foram aplicadas em colunas DEAE-trisacryl. Apés o “washout” de 250ml,, iniciava-se o
gradiente salino. Os resultados destas corridas cromatograficas analiticas encontram-se
apresentados nas figuras. 5.3, 5.4 e 5.5.

As enzimas interagiram com o suporte ¢ nenhuma atividade foi registrada na solugao de
lavagem das resinas. A elui¢do de uma primeira enzima foi possivel com concentragées de NaCl
entre 0,15 e 0,20 molL.'. Os cromatogramas exibem uma segunda banda de corrida com
atividade lactolitica recolhida entre as fracGes eluidas com concentracio de NaCl entre 0,20 e 0,25

mol.I,
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As fragOes ativas foram reunidas e dialisadas. A atividade especifica registrada ¢
apresentada e discutida adiante. Uma aliquota foi concentrada por liofilizacao e avaliada por SDS-
PAGE. Todas exibem reprodutibilidade do perfil.

O resultado obtido com as cromatografias deste extrato levou-nos a produzir novos
extratos. Os procedimentos dos ciclos de crescimento e extragao foram retomados. As figuras
5.6, 5.7 e 5.8 ilustram os resultados da cromatografia de troca idnica destes novos crescimentos.
Esses cromatogramas apresentam alta reprodutibilidade com os picos de proteinas e atividades
coincidentes com as eluigdes do crescimento anterior. Isso justificou a reunido dos eluatos para

os tratamentos subseqiientes.
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Figura 5.3. Perfil cromatografico de troca anidnica preparativa, fase estacionaria DEAE-Trisacryl,
fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.I1; — gradiente salino; —@— atividade enzimatica; —[—
proteina total.
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Figura 5.4. Perfil cromatografico de troca anidnica preparativa, fase estacionaria DEAE-Trisacryl,

fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.Ll; — gradiente salino; —@— atividade enzimatica; —[1—
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Figura 5.5. Perfil cromatografico de troca anidnica preparativa, fase estacionaria DEAE-Trisacryl,

fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.11; — gradiente salino; —@— atividade enzimatica; —[J—
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Figura 5.6. Perfil cromatografico de troca anidnica preparativa, fase estacionaria DEAE-Trisacryl,

fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.I1; — gradiente salino; —@— atividade enzimatica; —[—

proteina total.
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Figura 5.7. Perfil cromatografico de troca anidnica preparativa, fase estacionaria DEAE-Trisacryl,

fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.I-s —— gradiente salino; —®— atividade enzimatica; —[—
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Figura 5.8. Perfil cromatografico de troca anidnica preparativa, fase estacionaria DEAE-Trisacryl,
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5.2.4 Fracionamento por exclusao molecular em Biogel P-100

As fragoes ativas de cada crescimento foram reunidas, dialisadas e concentradas por
liofilizagao. As fragdes do primeiro pico de atividade da cromatografia em DEAE-Trisacryl
tiveram trés destinos para a filtracdo, levando-se em conta a faixa de exclusio das resinas
filtradoras. O primeiro destes destinos foi uma filtragao em gel (Biogel P-100). O resultado da
exclusao em Biogel P-100, figura 5.9, indica duas frentes de corridas. A primeira de alta massa
molecular ¢ filtrada nas primeiras fragdes e nessas fracoes foi detectada a atividade da enzima.

Uma cauda de corrida sem atividade surge ao fim da cromatografia. O cromatograma foi
repetido para se avaliar sua reprodutibilidade e esse resultado é apresentado na figura 5.10.
Novamente os dois picos de proteina sdo encontrados atestando a qualidade da cromatografia.
No entanto, o tratamento nao se mostrou muito eficiente quanto ao procedimento de

fracionamento. A causa dessa baixa eficiéncia da purificacao da enzima com Biogel P-100 remete-



nos a sua massa molecular, ainda niao estimada,

desta resina.
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Figura 5.9. Perfil cromatografico de exclusao molecular, fase estacionaria Biogel P-100, fase
movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.L1; —@— atividade enzimética; —[— proteina total

0.4 S Y
4 O ]
[ i
0,3 ]
2 O 1
< il |
=)
S o2 ]
5 : -
b2 . O
o 1 |
£ o ]
011_ s] \ ]
b O -
A
q \ |
0,0—@ —— aqeananacnny

0 10 20 30

m%%mﬂmm
I ! I ! ! I
0 50 60 70

4

~ o
fracdo n

0,6
0,5
g
=
04 o
IS
(o
o
(¢}
03 §
=}
&3;
02 8
u1>’
0.1
0,0

Figura 5.10. Perfil cromatografico de exclusao molecular, fase estacionaria Biogel P 100, fase
movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.L-1; —@— atividade enzimatica; —[1— proteina total
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Uma vez que a enzima-alvo aparentemente exibia uma massa que exigisse outras
condi¢bes para a particao por exclusao molecular foi testada, entdo, a filtracio em Sephacryl S-

200 HR. As fragoes ativas foram reunidas e concentradas por liofilizacao.

5.2.5 Fracionamento por exclusdo molecular em Sephacryl S-200 HR

Como os resultados com Biogel P-100 indicaram a necessidade da aplicagio de uma
resina com faixa de exclusao para massas moleculares mais elevadas, avaliou-se a purificacio com
a resina Sephacryl S-200 HR. As amostras, provenientes do eluato de DEAE-trisacryl,
processadas neste tipo de cromatografia sao apresentadas nas figuras 5.11, 5.12 ¢ 5.13.

Nas trés corridas ha um padrdo que se repete com dois picos de proteinas separados,
sendo que o primeiro, tdo logo recolhido o “void”, apresentou atividade de B-galactosidase. O
cromatograma se assemelha a elui¢ao de Biogel P 100, porém, com maior seletividade. As fragdes

ativas recolhidas foram reunidas e liofilizadas.
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Figura 5.11. Perfil cromatografico de exclusio molecular, fase estacionatia Sephacryl S-200 HR,
fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01mol.Li!; —@— atividade enzimética; —[1— proteina total.
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Figura 5.12. Perfil cromatografico de exclusio molecular, fase estacionaria Sephacryl S-200 HR,
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5.2.6 Fracionamento por exclusdo molecular em Sephacryl S-300 HR

Descartada a etapa da filtracio em Biogel P-100 e Sephacryl S-200 HR, o eluato de
DEAE-Trisacryl foi filtrado em resina de exclusio molecular que se presumia, entdo, mais
adequado para a enzima. O emprego de Sephacryl S-300 HR como fase sélida foi investigado
uma vez que as filtragdes anteriores indicavam massas moleculares ainda mais elevadas na fracao
com atividade galactosidica. As figuras 5.14, 5.15 mostram as elui¢des em exclusio molecular
nesta resina.

Ainda que com maior seletividade e com o surgimento de um pico discreto de massa mais
elevada que o pico de atividade, a amostra com atividade, para esta resina, repetiu o padrao de
migracao em Sephacryl S-200 HR. Neste ponto do trabalho ja se poderia inferir a formagao de
um agregado caracterizado pela alta massa exibida e, sobretudo, pela migracao eletroforética do

eluato desta resina.
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Figura 5.14. Perfil cromatografico de exclusio molecular, fase estacionaria Sephacryl S-300 HR,
fase movel tampio fosfato pH 7,5 0,01 mol.L-!; —@— atividade enzimatica; —[— proteina total
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A estratégia de romper esse agregado com a adicao de Triton X 100 e EDTA 1,00

mmolL.L" foi testada e este material sofreu nova cromatografia em Sephacryl S-300 HR. O perfil

cromatografico encontra-se apresentado na figura 5.16. Novamente o resultado foi a migragao de

uma frente de corrida de alta massa molecular seguida de uma cauda com caracteristicas muito

semelhantes as corridas sem o surfactante e o quelante.

A amostra, assim obtida, foi submetida a andlise pela eletroforese desnaturante (SDS

PAGE) das fragoes colhidas da filtragago em Sephacryl S-300 HR (figura 5.17). Com estas

corridas, foi possivel estabelecer a semelhanca entre os perfis obtidos. Atestada a semelhanga,

reconheceu-se a insuficiéncia do tratamento pelo qual se esperava a desagregacio da massa

protéica. A reunidao dos eluatos se justificava e procurou-se o isolamento da amostra com uma

nova cromatografia de troca catidonica. O material foi dialisado e concentrado por liofilizagao.
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Figura 5.16. Perfil cromatografico de exclusio molecular, fase estacionaria Sephacryl S-300 HR,
fase mével tampao fosfato pH 7,5 0,01mol.L! adicionado de surfactante Triton X 100 0,02% e EDTA
10-*mol.L-1; —@— atividade enzimética; —— proteina total.

5.2.7 Fracionamento por coluna de troca cationica S Sepharose

O material liofilizado foi diluido em tampao formiato de aménio (10,0 mmol.LL", pH 4,5)
e submetido a cromatografia por troca catidnica em S Sepharose. A op¢ao por esse trocador foi
tomada com a intengao de ampliar o leque de interagoes possivels entre as resinas e a amostra,
com o que se objetivou o isolamento da enzima-alvo. Assim, como trocador acido, a resina foi
equilibrada com tampao formiato, 10 mmol.L", pH 4,5. O resultado da cromatografia preparativa
¢ expresso na figura 5.18. A resina, tal como tratada, favoreceu uma forte intera¢ao de seus
grupos com as protefnas aplicadas, sendo necessaria alta forca idnica para que a troca se
realizasse. As fracSes ativas foram eluidas com concentracdes de 0,35 a 0,40 mol.L" de NaCl.

A forte interagdo, a baixa recupera¢do e a minima eficiéncia de purificagao justificaram
uma corre¢ao do pH de corrida, passando para 5,5. As figuras 5.19, 5.20 e 5.21 exibem essas
corridas neste pH. A cromatografia resultou na confirma¢io de um agregado que mais tarde viria

a criar obstaculos para os testes que se destinavam a producio da enzima. As fragoes foram
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reunidas e o excesso de sal foi eliminado por dialise para que permitisse a liofilizacao.

Concentrada a amostra, registrou-se a atividade especifica e procedeu-se a avaliacio do seu perfil

eletroforético.

PM S300° S300”  S300™F  DEAE

Figura 5.17. SDS-PAGE das fragdes ativas reunidas de cromatografia de exclusao molecular em
Sephacryl S-300 HR. S-300” e S-300”: primeira e segunda filtragbes com tampao fosfato respectivamente;
STE: corrida com tampdo adicionado de surfactante e quelante; DEAE: eluato do pico BGT I de DEAE-
Trysacryl; PM: padroes de massas moleculares (fosforilase= 94 kDa; albumina bovina= 76kDA;
ovalbumina= 43 kDa; anidrase carbonica= 30 kDa; inibidor de tripsina= 20,1 kDa; o-lactalbumina
14,4kDa)
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Figura 5.18. Perfil cromatografico de troca catibnica preparativa, fase estacionaria S Sepharose,
fase mével tampio formiato, pH 4,5, 0,01 mol.L-;;— :gradiente salino; —®— atividade enzimatica; —[—
proteina total
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Figura 5.19. Perfil cromatografico de troca catibnica preparativa, fase estacionaria S Sepharose,
fase movel tampio formiato, pH 5,5, 0,01 mol.L-l; —— gradiente salino; —®— atividade enzimatica; —[J—
proteina total.
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Figura 5.20. Perfil cromatografico de troca catibnica preparativa, fase estacionaria S Sepharose,
fase movel tampio formiato, pH 5,5, 0,01 mol.L-!;—— gradiente salino; —®@— atividade enzimética; —[—
proteina total
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Figura 5.21. Perfil cromatografico de troca catibnica preparativa, fase estaciondria S Sepharose,

5.3 Eletroforeses

5.3.1 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

fase movel tampio formiato, pH 5,5, 0,01 mol.I-!. — gradiente salino; —®— atividade enzimatica; —[J—
proteina total.

As eletroforeses apresentadas na figura 5.22 ilustram as varias etapas do isolamento das

fragoes. Na amostra originaria da precipitagao com sulfato de amonio, raia A, a riqueza do extrato
provoca alguma sobreposi¢ao de bandas. O primeiro procedimento cromatografico a elui¢aio em
DEAE-trisacryl, raia B, destaca bandas com massas moleculares mais altas e o esmaecimento de
varias bandas. A raia C se refere ao eluato de Sephacryl S-300 HR. Proteinas de massa molecular
menores que 50 kDa, abaixo da faixa de exclusao da resina, eluem com as de mais alta massa
molecular indicando a formagiao do agregado. A cromatografia de troca catidnica, raia D, (S
Sepharose) suprime certas bandas, contudo nao aquelas que se unem no agregado. Na raia E esta

registrado o padrao eletroforético do pico de atividade eluido de DEAE-Trisacryl (BGT II).
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Figura 5.22. Eletroforeses (SDS-PAGE) de fracoes ativas de B-galactosidase, para as etapas
envolvidas no protocolo empregado. PM - marcadores de massa molecular (fosforilase= 94 kDa;
albumina bovina= 76kDA; ovalbumina= 43 kDa; anidrase carbonica= 30 kDa; inibidor de tripsina= 20,1

kDa; o-lactalbumina 14,4kDa); A - extrato precipitado com sulfato de amoénio; B- troca aniénica DEAE-
Trisacryl (1o pico); C- filtrado Sephacryl S-300 HR; D- troca catidnica S-Sepharose e E- 22.fracido ativa
DEAE-Trisacryl (BGT II).

Embora nao tenha sido possivel a obtengao da homogeneidade com as enzimas, o perfil
salino linear da troca idnica através da DEAE-Trisactyl revelou que a B-galactosidase de T. reesei

FTKO ocorre em duas isoformas. A variagiao da for¢a idnica ou o uso de surfactante e quelante

nio foram eficientes na dissociacio do agregado formado, o que foi atingido apenas com o
agente redutor B-mercaptoetanol. O agregado se mostra bastante estavel a 4° C, sem atividade

proteolitica detectavel contando com sete ou nove bandas reveladas por SDS-PAGE.

A isoforma BGT 1 foi eluida da coluna de DEAE-Trisacryl quando a concentraciao da
solugdo salina atinge 0,15 mol.L." e a segunda -galactosidase, BGT 11, quando o gradiente atinge
concentragdes superiores a 0,20 mol.L.". Na tabela 5.4 estio os resultados da purificacio de
ambas as enzimas. A producio de mais de uma P—galactosidase por T. reesei FTKO ¢ similar a
resultados obtidos com P-galactosidases de outras fontes™ * *> ™' O processo de purificagio

resultou em uma concentragao de 16,4 vezes com um rendimento de 23,0 %, para BGT I, e

numa purificacao de 5,4 vezes com um rendimento de 25,4 %, para BGT II.
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Tabela 5.4 purificacio de B-galactosidases extracelulares de T. reesei FTKO

Etapa Teor protéico UAs2 Uesp ® Purificacio Rendimento
(mg.mL1) (Umolmin'.ml'")  (Umol.min!. mg-1) (%o)
extrato bruto 109,54 £ 2143 0,543 £ 0,05 4,96. 103£0,71 1 100
t. diatomdceab 112,65+ 9,08 0,509 + 0,01 4,52.103+0, 18 0,9 93,7
(NH)2504 59,89 + 5,25 6,05% 0,46 1,0. 102+0, 025 2,0 111,4
DEAE-trisacrylP
(BGT-I) 1,97+ 0,21 0,12+ 0,23 6,36. 102 £0, 41 12,8 23,1
(BGT-II) 5,12+ 0,14 0,141 0,20 2,70. 102£0,33 5.4 254
S-300 HR¢ 2,01+ 0,25 0,13+ 0,81 6,23. 1020, 57 12,6 232
(BGT-I)
S Sepharose! 1,54+ 0,01 0,12+ 0,57 8,12.102 0,32 16,4 23,0
(BGT-D T e e ’ ’

aem 0-NPG 1,5.102 mol.L"!, tampio fosfato 5,0.102 mol.L-1 , MgCl, 10 mol.L' (pH 7,5, 30° C)

b tampao padrio de fosfato de sédio 102 mol.L! e MgClz 103 mol.L! (4° C, pH 7,5)

¢ tampdo fosfato de sédio 102 mol.L1; 0,02% Triton X 100; EDTA 104 mol.L.1 e MgCl, 10-3 mol.L!
(40 C,pH 7.,5)

¢ tampdo formiato 10-2 mol.L-'; 0,02% Triton X 100; EDTA 104 mol. L' e MgClz 10-3 mol.L-1 (4 C, pH
5,5)

5.3.2 Atividade da enzima em gel de eletroforese nativa

Extraidas de corridas de eletroforese do extrato bruto e de fragdes reunidas dos picos de
atividade eluidas de DEAE-Trisacryl, as migracoes relativas das enzimas estao apresentadas na
tabela 5.5. Foram obtidos os valores de mobilidade relativa de 0,640 * 0,010 para a primeira
banda e de 0,515 £ 0,005, para a segunda.

As duas bandas de redugio do nitrobluetetrazélio que surgiram devido as reagoes
acopladas a partir da digestao da lactose, por enzimas presentes no extrato, sugerem diferentes
enzimas nas fragoes eluidas da cromatografia. Nota-se que as bandas de atividade das fragdes
isoladas entre si coincidem estatisticamente com as bandas reveladas na corrida do extrato cru. A
atividade registrada em gel de eletroforese oferece outra evidéncia da produgdo de duas isoformas

por T. reesei FTKO.
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Tabela 5.5 atividade positiva de B-galactosidase em PAGE 6% = do extrato cru e das fragdes
parcialmente purificadas em DEAE-Trisacryl

Re
Extrato cru DEAE-Trisactyl DEAE-Trisacryl
Pico I Pico 11
BGT I 0,630 0,650 -c
BGT II 0,520 -c 0,510

@ a atividade enzimatica foi monitorada pelo método de coloracio acoplado de glicose-oxidase
descrito na metodologia

b Coeficiente de mobilidade relativa

¢ atividade nao detectada

5.4 Caracterizagdo das isoformas de T. reesei FTKO

Uma vez que nao foi atingida a homogeneidade da purifica¢ao da enzima, as informagoes
aqui recolhidas dizem respeito a fragdes apenas parcialmente purificadas o que implicou na
impossibilidade de se aplicar técnicas de investigacOes estruturais como proposto originalmente
no projeto. Os parametros fisico-quimicos e cinéticos das isozimas isoladas foram definidos. As
informacbes termodinamicas da catilise enzimatica oferecem acesso a detalhes conformacionais
da hidrélise do substrato®. O papel dos metais na enzima poderia assim ser investigado com

menores exigéncias de homogeneidade da amostra.

5.4.1 Parametros fisico-quimicos

5.4.1.1 Temperatura 6tima

As enzimas tiveram seus otimos de temperatura determinados. A figura 5.23 mostra os
resultados destes ensaios. F possivel inferir para ambas as isozimas um 6timo de 65° C. As
energias de ativagao (E,), foram calculadas da porgao linear do grafico de Arrhenius (figura 5.24).
Foram obtidos os valores 32.5 kcal. mol' e 352 kcal. mol' para BGT 1 e BGT II
respectivamente. Desta forma, as enzimas parcialmente purificadas foram caracterizadas como

termofilicas.
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Figura 5.23. Efeito da temperatura sobre a atividade das isozimas BGT I (—m—) e BGT II (---0---)
de B-galactosidases de T. reesei FTKO..

A vatiedade de 6timos de temperatura de B-galactosidases das diferentes fontes reflete sua

I** trabalhando com formas quiméricas de [-galactosidase de

ampla distribui¢ao na vida. Vian ¢t a
Thermus sp. obteve temperatura 6tima de 90° C. Uma B-galactosidase termoestavel foi imobilizada

e manteve o 6timo de temperatura de 78° C . Li et al.** caracterizaram, em sementes de feijio,

cinco diferentes isoformas com temperaturas 6timas de 50 e 53° C. Hoyoux et al”.apontam

6timos de temperatura de 10° C para uma B-galactosidase proveniente de psicréfilos antarticos.
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Figura 5.24. Tratamento de Arrhenius para a hidrélise de 0-NPG por BGT I (—m—) e por BGT 11
(---O--).

5.4.1.2 pH Otimo

Embora as isozimas aqui estudadas apresentem similaridade de comportamento térmico,
elas se distinguem claramente em seus 6timos de pH. BGT I apresenta seu maximo de pH em
torno de 4,5 ¢ BGT II tem um maximo em pH menos acido igual a 6,5 (figura 5.25). Mbuyi-
Kabala et al.”™ isolaram quatro isoformas de Saccharomyces lactis as quais exibiam pHs maximos de
7,0. Van Laere ¢t al.” descrevem uma PB—galactosidase com pH em torno de 6,0. Uma

B—galactosidase extraida de Actinomyces Viscosus apresenta uma estreita faixa de 6timo de pH entre

6,0 e 6,5 7. Lactase-florizina-hidrolase uma B-galactosidase intestinal de mamiferos demonstra

consistentemente pH 6timo de 6,0 " 7 1 et al.* descreveram cinco 6timos de pH, entre 3,0 ¢

4,0 para cada espécie isolada durante a germinag¢ao de sementes de feijao.
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Figura 5.25. Atividade de BGT I (—m—) e de BGT II (---O---) em func¢io do pH. Os experimentos
foram conduzidos em tampao Mcllvaine a 65¢ C.

5.4.1.3 Estabilidade térmica

As isozimas exibiam alta estabilidade a 65° C em tampao fosfato de sédio. Para a
temperatura testada a atividade de BGT I decresceu até a metade de seu maximo em 128 minutos
e com BGT II isso ocorre apds 118 minutos, (figura 5.26). O registro de desativagao térmica de

varias B-galactosidases na literatura sdo definidos em 10 minutos a 45° C”’, ou 30 minutos a 50°

C que se eleva a 160 minutos a 42° C’. A bactéria termofilica Thermus sp. produz uma B-
galactosidase que ndo ¢ desativada antes de 30 minutos a 90° C. Linhagens de Saccharopolyspora
rectivirgula mantém-se estaveis a 22 horas a 60° C na presenca de metais divalentes combinados a
altas doses de substrato, na omissao de metais e substrato, nesta temperatura, a estabilidade cai
para 1 hora®. Efetivamente metais coordenados, substrato e ajuste de pH aumentam a
estabilidade térmica de muitas B-galactosidases *> "> >,

Na figura 5.26 pode-se notar um aumento de 40% na atividade de BGTII apds 30

minutos de tratamento térmico. Este efeito foi apontado em outras [-galactosidases
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possivelmente causado por ativagio térmica da catilise®. A termotolerincia de ambas isozimas de

T. reesei FTKO refletem as necessidades do organismo.

5.4.1.4 Estabilidade em pH

A isoforma BGT II demonstrou ser mais sensivel que BGT I as variagoes de pH. BGT'1
apresenta boa estabilidade em ambientes mais acidos e mantém um alto residuo de atividade
perdendo menos de 10% de seu maximo em meio alcalino no tempo testado.Por sua vez, BGT 11
tolera menores variagoes fora de seu pH o6timo, assumindo um contorno simétrico. Nos
extremos experimentais a medida de atividade retem um residuo menor que 60% do seu maximo

de atividade em pH 6timo, figura 5.27.
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Figura 5.26. Curvas de desativagao térmica da hidrélise de 0-NPG por BGT I (—m—), medida em
pH 4,5 e por BGT 1I (---0---), medidas em pH 6,5.
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Figura 5.27. Estabilidade ao pH na hidrdlise de 0-NPG por BGT I (—m—) e por BGT 1I (---0---).
O ensaio com 0-NPG ocorreu apds 30 minutos de exposicdo a 65° C em tampao Mcllvaine com 104 mol
L1 de MgClz. A atividade residual foi analisada em func¢io dos valores de pH.

5.4.2 Parametros Cinéticos
Os valotes de K, e V. de BGT I e BGT II com B-galactosideos artificiais, figura 5.28, e
naturais, figura 5.29, como substratos foram calculados nas respectivas condi¢oes 6timas. As

eficiéncias cataliticas, sdo expressas como V. /K, , de ambas [-galactosidases para 0-NPG e

max
lactose respectivamente.

Medidas de ambas enzimas, em ensaios com concentracdo crescente dos substratos,
resultaram em graficos hiperbdlicos, indicando uma tipica cinética michaeliana. Os valores
obtidos de constantes de Michaelis-Menten (Km) dos agregados contendo BGT I sao iguais a

1,65 mmolLL!, tendo 0-NPG como substrato, e 21,68 mmol.L" para lactose (tabela 5.6). Os

valores de Km para BGT 1I sao iguais a 2,66 mmol.LL! com 0-NPG e 19,01 mmol.L.! com lactose
(tabela 5.6). A literatura registra para [-galactosidases de diferentes fontes valores de Km

tomados com 0-NPG de 1,7 mmolLL" " 0,1 mmolL" |, 2.5 mmolLL' |, 2,6 mmolLL" | 12.6

mmol.L." ™ 19,1 mmolL" * 2,3 mmolLL" *, 2.4 mmol.LL" *, 0,17 mmol.LL" *, 0,12 mmol.LL" ¥,
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49 mmol..' * 0,17 mmolL' © ¢ para valores tomados com lactose de 25,8 mmol L' * 173

mmol.L." "%, 26,1 mmol.LL" % 6,0 mmol.LL" 7, 14,8 mmol.LL" ™, 21,0 mmol.L." ” ¢ 1,35 mmol.L."

83.

Os valores de V,_, de ambas as enzimas foram determinados nas condi¢es de
temperatura ¢ pH definidos previamente para cada enzima tendo como substratos 0-NPG e
lactose. Para BGT 1 os valores obtidos foram 0,55 imol.min"' mg" e 0,26 umol.min"'. mg" para
0-NPG e lactose, respectivamente (tabela 5.6). Estes valores obtidos para BGT II com 0-NPG e
lactose como substratos respectivamente foram 0,41 imol.min™. mg"' e 0,18 wmol.min". mg"
(tabela 5.6). A literatura define, para diferentes B-galactosidases, os valores de Vmax com 0-NPG
de 77,6 wmol.min™. mglz, 0,03 wmol.min. mg %350 umol.min™. mg P 467 wmol.min™. mg e
350 wmol.min™". mg . Relativos a lactose os valores sio: 7,1 mol.min™. mg *, 123,7 wmol.min™".
mg 20,75 umol.min. mgzs.

A caracterizacio dos agregados contendo cada isoforma de [-galactosidase foi realizada,
também com a intencao de se verificar as suas individualidades. Ao se analisar os resultados
apresentados na tabela 5.6 pode-se concluir que T. reesei FTKO produz duas isozimas de [-
galactosidase. A eluicdo em dois picos em DEAE-Trisacryl, as bandas de atividades em PAGE,
apresentadas na tabela 5.5, e a especificidade ao substrato de cada isoforma ilustrada nas medidas
cinéticas oferecem evidéncia de que BGT I e BGT 1I consistem de duas cadeias polipeptidicas
nao idénticas.

T. reesei possui um dos mais estudados sistemas de enzimas celuloliticas, contudo suas 3-
glicosidases ndo estdo bem estabelecidas™. Os resultados obtidos neste trabalho contribuiu para
o estabelecimento da producio de diferentes isozimas [P-galactosidase por T. reesei FTKO.
Salienta-se que esta contribuicio esta de acordo com os registros de que B-galactosidases podem

. . . e A . 2 25 . . .
ser codificadas por outros organismos a partir de uma familia multigénica® ™. Uma justificativa



83

para o organismo produzir isozimas com diferencas nas propriedades passa pelo melhor

aproveitamento dos nutrientes presentes no meio em que O 0rganismo cresce.

Tabela 5.6 parametros comparados de ambas isozimas de B-galactosidases produzidas por
Trichoderma reesei FTKO determinados a 65°C e pH 4,5 para BGT I ou 6,5 para BGT II usando-se 0-NPG
e lactose como substratos

BGT 1 BGT 11
Substrato Kﬁm ngx Vo / Kun Kﬂm ngx Ko/ Vi
0-NPG 1,65 0,55 0,33 2,66 0,41 0,15
Lactose 21,68 0,26 0,01 19,01 0,18 0,01

2 (mmol.L'1)

b (WUmol.min''. mg)

A isoforma BGT I entre as enzimas produzidas por T. reesei FTKO foi definida como
objetivo dos estudos da importancia do metal na atividade da B-galactosidases. O trabalho se

direcionou para a investigagao no estabelecimento dos efeitos da substituicao do centro metalico

na atividade desta enzima.
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Figura 5.28. Curvas de Lineweaver-Burk obtidas com 0-NPG de ambas -galactosidases isoladas.
Para BGT I (—m—) as reagbes ocorreram em pH 4,5 e a 65°C. Para BGT II (---O---) as reagdes ocorreram
em pH 6,5 ea 65°C.
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Figura 5.29. Curvas de Lineweaver-Burk obtidas com lactose de ambas [-galactosidases isoladas.
Para BGT I (—m—) as rea¢Ges ocorreram em pH 4,5 e a 65°C. Para BGT II (---O---) as reagdes ocorreram
em pH 6,5 e a 65°C.

5.5 Necessidade de metal na atividade de B—galactosidases

5.5.1 Testes de desativacdo de BGT I: dialise com EDTA como quelante e eletrodialise

As B-galactosidases para atingir seu 6timo de atividade necessitam de metais como Mg™*,
Mn*"e outros™. Agentes quelantes como o EDTA e a 0-fenantrolina promovem a inativacio
reversivel da enzima por competir com a enzima pela coordenacio do metal” ™ . Por isso a
dialise contra agentes quelantes tem demonstrado sua eficiéncia na desativagio de algumas
metaloenzimas *.A proposi¢io de avaliar a mediagio metilica da catalise enzimitica das
preparagoes parcialmente purificadas demandou o emprego de protocolos de desativagao.

Os registros obtidos em dialises contra EDTA atestam a eficiéncia do método, além de
ser conduzido com equipamento relativamente simples’”. Uma proposta para se aumentar a
eficiéncia dessa metodologia sob uma corrente elétrica (eletrodialise) fez-nos langar mao destas

alternativas. Os resultados siao apresentados na tabela 5.7.
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Tabela 5.7 eficiéncia dos tratamentos de desativacio de BGT I pela remo¢io do metal
coordenado a enzima

BGT1
Tratamento UA! UA? At1V}dade Desativacio
. . Residual o
(Lmol.min.mI 1) (Lmol.min.mI1) %) (%)
didlise 0,482 £ 0,015 0,497 £ 0,012 1,031 -3,1
didlise contra EDTA 0,510 + 0,021 0,489 + 0,025 0,959 41
eletrodialise 0,472 + 0,012 0,443 + 0,017 0,939 6,1

1- atividade pré-tratamento
2 — atividade pés-tratamento

A ineficiéncia dos métodos empregados ficou comprovada para amostras testadas. A
dialise simples, com tampao fosfato sem o agente quelante nao desativou a enzima e estimulou
um ligeiro aumento na atividade da enzima, ainda que pouco significativo para se inferir a esse
tratamento um efeito ativador. Os tratamentos que inclufam o EDTA e a eletrodialise promovem

uma leve desativacio, dentro da margem de erro experimental. Os registros na literatura

apontam, contudo, para efeitos de desativagio de grande eficiéncia nas enzimas como [-

68,72 40,73

galactosidases e outras

5.5.2 Padronizagéo da desativacdo da enzima. Extrato Lactozym 3000

As adversidades na condugao do plano para se obter informagoes sobre a mediacdo
metilica da atividade catalitica da B-galactosidase de T. reesei FTKO provavelmente se referem ao
fato do agregado que se formou interferir na eficiéncia da remog¢ao do fon metilico. Foi
necessirio, entdo, estabelecer uma metodologia padronizada de desativacio de [-galactosidase.
Na padroniza¢io desta metodologia empregou-se a [B-galactosidase de Kluyveromyces lactis e EDTA,
como quelante, nas solucoes tampio de fosfato de sédio e Tris/HCL. Esta metodologia forneceu

insumos para se avaliar as causas dos obstaculos enfrentados com a enzima da linhagem estudada

de T. reesei.
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5.5.2.1 Caracterizacdo de atividade e purificacdo do extrato Lactozym 3000

Para padronizar a técnica de desativagdo da enzima empregou-se O extrato enzimatico
comercial de Kluyveromyces lactis, Lactozym 3000. O extrato teve sua atividade estabelecida e, em
seguida, foi purificado por cromatografia de filtracio em gel, Sephacryl S-200HR (tampao fosfato
de sédio 0,010 mol.LL", 0,02% Triton X 100, EDTA 10* mol.L.! e MgCl, 10° mol.", 4° C, pH
7,5). Os resultados estao apresentados na tabela 5.8. O cromatograma esta ilustrado na figura
5.30. As fracdes de 20 a 26 apresentaram atividade de P-galactosidase. Recolhidas e reunidas
tiveram o teor de protefna e a atividade quantificada e os resultados de purificagdo estao
apresentados na tabela 5.8. O tratamento de purificacio elevou em trés vezes a atividade

especifica do extrato, com um rendimento de 13 %.

Tabela 5.8 purificacdo do extrato comercial Lactozym 3000

Etava Teor protéico UA- Uesp » Pusificacio Rendimento
P (mg.mL-1) (Wmol.min'lml/1)  (Umol.min!. mg-1) ¢ (o)
extrato bruto 1,14 £ 0,13 9,44+ 1,10 6,70 £ 0,78 1,0 100
S-300 HRe 6,40. 102+ 0,54 1,24 + 0,81 19,38 £ 3,41 2,89 13,2
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Figura 5.30. Cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S 200 HR) do extrato comercial
Lactozym 3000, fase mével fosfato de sédio 0,010 mol.L1, 0,02% Triton X 100, EDTA 104 mol.L! e
MgCl; 10> mol.L! (4° C, pH 7,5), ~@- atividade enzimatica, —[1— proteina total.
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5.5.2.2 Desativacdo da enzima com EDTA

No eluato obtido da filtracaio em gel do extrato Lactozym 3000 foi testada a desativagdo
da enzima. As fracOes ativas reunidas foram incubadas na presenca de concentragdes crescentes
de EDTA, em dois sistemas tamponantes: tampao Tris/HCI (0,010moLL", pH 7,0) e tampio
fosfato (0,010mol.L.", pH 7,0). A atividade residual foi analisada em funcio do tempo. Os efeitos
do sistema tamponante e das concentragcoes de EDTA sobre desativagio da B-galactosidase de
Kluyveromyces lactis sio apresentados nas figuras 5.31 e 5.32.

Em ambos os tratamentos as curvas declinam rapidamente e em menos de cinco minutos
a atividade atinge taxas de 50% de atividade. A queda da atividade enzimatica mostra-se tempo
dependente. Com pequena diferenca entre os sistemas utilizados, a desativacio em tampao
Tris/HCI mostra-se eficiente para as concentracoes mais baixas de quelantes, razao pela qual este
sistema foi adotado nos experimentos seguintes.

Para os tratamentos com 50 mmol." de EDTA um efeito de leve recuperacio da
atividade foi notado. A reativagdo ocorria entre quinze e vinte minutos, e isso foi valido para os
dois tampoes utilizados. Este efeito provavelmente ¢ devido aos mecanismos do equilibrio da
competi¢ao pelo metal. No decorrer do experimento a desativagao era logo compensada e ocorria
até seu maximo Para todas as outras concentragoes de quelantes, nos dois sistemas, a desativagao
ocorre de acordo com o tempo e com a concentracao de EDTA. Em todos os tratamentos os
maximos de desativacao se aproximaram de 30 minutos.

Com esses dados obtinhamos um tratamento de desativacdo que, para se estabelecer
como metodologia, necessitava de testes de reativagdo da enzima, o que ocorreu apos as

determina¢des do tampao Tris/HCl e da concentracio de quelante no ensaio.
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atividade residual (log %0)

tempo de incubagdo (min)

Figura 5.31. Desativacdo tempo dependente das fracoes ativas da filtragdo em gel (Sephacryl S200
HR) do extrato Lactozym 3000, parcialmente purificado, em tampio fosfato de sédio. EDTA —[1— 5,0.
102 mol.L-!, @— 10-2 mol.I-,—8— 10-3 mol.-1,-B— 104 mol.L.-! e —A— controle.
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Figura 5.32. Desativacdo tempo dependente das fracoes ativas da filtragdo em gel (Sephacryl S200
HR) do extrato Lactozym 3000 em tampio Tris/HCL(100 mmol.I-t EDTA —[J— 5,0 102 mol.L', @~
10-2 mol.I-1,—8— 10-3 mol.I-1,=B— 104 mol.I-! ¢ —A— controle.
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5.5.2.3 Titulaco da enzima com metais divalentes

A verificagdio da reversibilidade da desativagio pelo quelante é necessaria para se
confirmar o efeito de remoc¢ao do fon de seu sitio de coordenacio. Selecionadas as condicGes de
desativacio (tampio Tris/HCI 0,10 mmol.L.", concentragio de EDTA de 10” mol.L." e uma hora
sob agitacao refrigerada) o ensaio se iniciava apos a medida da atividade residual deste meio.

Nas figuras 5.33, 5.34, 5.35, 5.36, 5.37 5.38 e estao apresentados os resultados obtidos
nestes ensaios para a reativagio da [-galactosidase parcialmente purificada do extrato comercial
Lactozym 3000 por Mg**, Mn**, Co®" | Ni*" , Zn*" e Eu’" respectivamente. As concentragdes de
metal foram ajustadas em 10° 10*, 107, 10% ¢ 10" mol.L! em tampao Tris/HCI (0,10 mol.L",
pH 7,0, EDTA 10” mol.L").

A enzima reverteu em 10 minutos em 50% sua atividade na presenca de Mg’‘em
concentragdes superiores a 10mmol.L." (figura 5.33). Este resultado antecipa a eficiéncia do
método por indicar a associagao do fon magnésio no controle da atividade da enzima. Essa
reativagdo se mostra dependente da concentracio do metal. Em todas as concentragbes a

atividade foi recuperada e em concentragoes do metal inferior ao quelante no meio a reativagao

permanece abaixo de 30%. O resultado ¢é semelhante a outros sobre a ativagio de [-
galactosidases de diversas fontes na literatura™ ",

A figura 5.34 ilustra o papel do Mn*". O efeito de ativacdo é registrado nas concentragdes
intermediarias do metal testado. Muito embora na mais alta concentragao experimental do metal a
enzima nao sofra alteracio significativa, esta apresenta uma pronta reabilitagdo de sua atividade
na presenga de manganés, nas concentra¢des 10,0 mmolLL' e 0,10 mmolL.". A reativacio
efetivamente magnifica em até 300% quando se atinge a concentracao adequada de metal. Baixas

concentragoes, menores que o agente quelante, ndo surtem efeito na reativacdo, pois estdo

submetidas a competicao pelo metal entre o quelante e o sitio da enzima.
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Figura 5.33. Reativagio de -galactosidase (Lactozym 3000) por Mg2* em tampao Tris/HCl
(0,100 mol.L'1, pH 7,0, EDTA 102 mol.Lt). [MgClz|:—!—10- mol.L-1, —,—10-4 mol.L"',—7— 10-> mol.L'!
— B—- 102 molL'e —A—. 10 "' mol.L-.
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Figura 5.34. Reativagio de [3-galactosidase (Lactozym 3000) por Mn2* em tampao Tris/HCl
(0,100 mol.I'1, pH 7,0, EDTA 10-2 mol.L-"). [MnClp|:—!—-10 5> mol.I"!, —,—10 -* mol.L-1,=7— 10-3 mol.L-1,
— B— 102 mol L1, =A—. 10 - mol.L-1.

O resultado com o manganés permite afirmar que o metal foi eficiente na reativacio da

enzima, ainda que o meio nao tenha oferecido condigdes para uma plena reativagao da hidrélise

enzimitica do 0-NPG. O efeito do manganés sobre a [-galactosidase Lactozym 3000 é
consistente com os resultados obtidos na ativagio da enzima extraida em outras fontes > %,
A figura 5.35 remete a0 efeito de Co”" sobre a apoenzima. As observacdes destacadas nos

experimentos com manganés sao retomadas para esse fon com as devidas particularidades.
Novamente o efeito ativador ¢ obtido com o metal e este parece ser responsavel pela restitui¢ao
da atividade B-galactolitica. As minimas concentragdes experimentais do cobalto nio sio
suficientes para a reativacdo da enzima e as altas concentra¢des surtem um efeito imediato no
restabelecimento da atividade. Para o cobalto, valendo-se a mesma linha de raciocinio é possivel
inferir um efeito ativador.

Apbs dez minutos de tratamento um outro efeito é notado, na atividade enzimatica.
Atinge-se um patamar de reativagdo ou subitamente a enzima perde grande parte da atividade até
se tornar virtualmente inativa. A situacao se explica pelo tratamento que a enzima sofre para
atingir este estagio do experimento. Na cromatografia, por exemplo, o tampao utilizado como
fase movel pode ser responsavel pelo enriquecimento de fosfatos que eventualmente ocasionam a
formagao de compostos insoluveis na respectiva faixa de pH.

Assim, se por um lado as concentragdes intermedidrias mostram o efeito ativador do
cobalto, a indisponibilidade do metal pela precipitagdo de seus fosfatos, nas concentragcdes mais
altas, ndo permite a reversao da desativaciao. O fon analisado neste ponto se torna rapidamente
indisponivel, mas, no entanto, antes de precipitar promove a reativacao da enzima.

O papel de ativacao do niquel sobre a atividade é possivel ser observado na figura 5.36. O

efeito da concentragio do fon reativa a enzima na seguinte ordem: 10° mol.." > 107 mol ! =
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10 mol.I". Para 10” mol.L." e 10" mol.I." ocorte a precipitacio dos respectivos fosfatos e, por
conseqiiéncia, o meio se mostra desfavoravel para o teste com o metal.

Com efeito, 2 medida que a massa atomica do fon cresce nos testes, a reativagdo da
enzima fica cada vez mais comprometida. Isso pode ser notado nas figuras 5.37 e 5.38 que
registram o efeito de zinco e eurdpio respectivamente nos testes de reativagiao. Nestes dois testes,
cada um com sua particularidade, podem ser notados os mesmos efeitos de desativagao da
enzima a medida que a concentra¢ao do metal cresce.

Estes resultados devem ser interpretados com a reserva de que ndo houve plenas
condi¢des nos ensaios. Entretanto, foi possivel definir a desativacio e a reativacdo para a f3-
galactosidase de Kluyveromyces lactis presente no extrato Lactozym 3000. Os resultados também
indicam a necessidade de controle do ambiente do teste. Assim sendo, ainda que para desativagao
da enzima os tampdes testados apresentaram eficiéncias similares, a desativagio com Tris/HCI é
mais apropriada para a etapa seguinte do experimento. Isso reforca também a necessidade de se
estudar outros sistemas tamponantes e mesmo outros agentes quelantes para uma defini¢do mais

adequada das condi¢Oes experimentais.

10"

atividade residual (%)

10

10 ————1———
0 10 20 30 40 50

tempo (min)



93

Figura 5.35. Reativagio de -galactosidase (Lactozym 3000) por Co** em tampao Tris/HCIl
(0,100 mol.L1, pH 7,0, EDTA 10-2 mol.L-1). [CoClz]:—1—10 -> mol.L-!, —,—10 -* mol.L-1,—7— 10> mol.L'!,
— B~ 102 mol.L'' e —A—. 10 "' mol.L'.,
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Figura 5.36. Efeito do Ni2* sobre a atividade de B-galactosidase (Lactozym 3000) em tampio
Tris/HCI (0,100 mol.L-1, pH 7,0, EDTA 102 mol.L'"). [NiClz]—!—10 > mol.L-1, —,—10 4 mol.I-1,=7— 103
molL-l, — B— 102 molLl e —A—. 10 -! mol.L-.
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Figura 5.37. Reativagio de B-galactosidase (Lactozym 3000) por Zn?* em tampao Tris/HCI
(0,100 mol.I'1, pH 7,0, EDTA 10-2 mol.L-1). [ZnClp|:—!—10 > mol.L'!, —,—10 - mol.L-'1,=7— 10-3 mol.L-1,
— B— 102 molL-' e —A—. 10 "' mol.L-..
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Figura 5.38. Reativacio de B-galactosidase (Lactozym 3000) por Eurépio em tampio Tris/HCI
(0,100 mol.L-1, pH 7,0, EDTA 102 mol.L'"). [EuCl3]—!—10 -5 mol.I!, —,—10 # mol.L!,—7— 10-> mol.L.-1,
— B— 102 mol.' e =A—. 10 -! mol.L."".

5.5.3 Titulagdo de BGT I com EDTA
Determinadas as condigbes para um protocolo de desativagio da [-galactosidase tentou-

se, entdo, a remog¢io do metal da enzima que representava o material de estudo, ou seja, a B-
galactosidase de T. reesei FTKO. As figuras 5.39 e 5.40 mostram os resultados para os ensaios de
desativagio da BGT I em tampio fosfato e em tampao Tris/HCI, respectivamente. Para ambos
os casos, a desativagao nao ocorre em qualquer concentragao do quelante. Com isso tinhamos a
nossa disposi¢do uma consideragao-chave para a conducio do projeto: a enzima estudada ndo se
mostrava suscetivel aos testes empregados. Nao s6 pelas provaveis ineficiéncias destes métodos
como também pela propria caracteristica da amostra. Sobre essa caracteristica ndo seria menos

correto afirmar que o agregado que impossibilitou o isolamento da enzima a homogeneidade
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também pode bloquear o acesso ao metal, tornando a enzima resistente aos tratamentos aos quais

foi submetida ao longo do trabalho.
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tempo de incubagio (min)

Figura 5.39. Teste de desativacio de B-galactosidase de Trichoderma reesei FTKO, BGT 1, (eluida de
S Sepharose) em tampio fosfato 100 mmol.L-1. EDTA —® — 50. 102 mol.L'!, @— 102 mol.L-1,—7— 103

mol.L-1,=B— 104 mol.L.-! e —A— controle.
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Figura 5.40. Teste de desativagio de B—galactosidase de Trichoderma reesei FTKO, BGT I, (eluida
de S Sepharose) em tampao Tris/HCl 100 mmol.L-1. EDTA —®—50. 102 mol.L-!, — ® — 102 mol.L-

17— 103 mol.L-1,-B— 104 mol.L-! e —A— controle.

5.5.4 Eficiéncia de imobilizacdo em alginato das isozimas

Com o propdsito de avaliar o emprego das enzimas BGT I e BGT II no processamento
de produtos lacteos as enzimas foram imobilizada, sendo este resultado particularmente
interessante ao laboratério de enzimologia de alimentos ao qual o trabalho esteve associado
durante toda sua execugio'. Durante a imobilizagio alguns dos tratamentos aplicados podem
comprometer a eficiéncia como a perda da enzima ou devido ao bloqueio do acesso do substrato
ao sitio catalitico. As atividades totais da fracio contendo as isozimas BGT I e BGT-II e das
mesmas imobilizadas sio apresentadas na tabela 5.9.

Tabela 5.9 eficiéncia da imobilizagio das isoforma de B-galactosidases purificadas de T. reesei
FTKO (BGTI1eBGTII)

Livre Imobilizada Eﬁc:enma
Enzima (%0)
Atividades Totais Atividades Totais
(U.ml 1) (U.ml 1)
BGT1 5,20. 10-1 = 0,021 4,79. 101 £ 0,025 92,1
BGT II 9,05. 102+ 0,01 7,40. 102+ 0,01 81,80

A analise da tabela mostra que a eficiéncia da imobilizagao foi de aproximadamente 82%.
Uma segunda razao foi a de procurar uma via de desativagao das enzimas com o tratamento com

EDTA das enzimas ja imobilizadas, mas o resultado nao foi satisfatorio e nao é apresentado aqui.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O fungo T. reesei mostrou ser produtor da enzima [-galactosidase e as instancias do
isolamento da enzima limitou o resultado cromatografico. Ainda que nao tenha sido atingida a
homogeneidade na purificagio duas isoformas de [-galactosidase de T. reesei foram isoladas. A
caracterizagdao fisico-quimica de ambas as enzimas revelou-as termofilicas, com um o6timo de
temperatura de 65°C e, também, termotolerantes, pois mantém boa atividade apds 30 minutos de
tratamento térmico. As medidas cinéticas, usando substratos naturais e artificiais, foram usadas
para individualizar as enzimas. Uma outra evidéncia da producio de isozimas diferentes foi
fornecida pelas eletroforeses em gel de atividade cujas bandas distinguem-se no extrato bruto e
nos isolados. As isoformas foram identificadas como BGT I ¢ BGT II. De modo semelhante as
medidas de dependéncia do pH das atividades das isoformas foram usadas na distingao das
isoformas. A BGT I se mostrou mais acidica (pH 4,5) e mais tolerante as variacdes do pH que a
BGT II. Esta segunda enzima tem um o6timo de pH menos acido (pH 6,5) e tolera menor
variacao de pH.

Os procedimentos testados para a obtencdo da apoenzima foram ineficientes, o que
exigiu a padronizacao de um método de desativagao da metaloenzima. A alternativa escolhida foi
a de submeter a enzima a competicio com EDTA pelo metal. Para isso foi utilizada a f-
galactosidase comercial Lactozym 3000 de Kluyveromyces lactis. A enzima teve seu metal removido
como sugere a inibi¢ao dependente do tempo e da concentra¢ao de EDTA. A enzima desativada
pode ser completamente restaurada na presenca de Mg”" e Mn®*. Foi observada, também uma
menor reativacio com Co”" e Ni**. Os fons metalicos Zn’" e Eu’" nio reativaram a enzima nas
condi¢Oes utilizadas.

Estes resultados devem ser avaliados com cuidado, pois as condi¢oes experimentais, o pH

e os fons dissolvidos favoreceram a precipitacao dos metais. A metodologia se mostra exigente
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com relagdo as condi¢Oes experimentais. Estas condi¢oes envolvem as interagoes quimicas dos
metais e da enzima com os sistemas tamponantes de trabalho. Somam-se a estas observacdes que
a escolha inadequada do solvente compromete as propriedades do metal, por exemplo, a dgua ¢
um supressor de fluorescéncia. Os resultados revelam a atividade de B-galactosidase do extrato
Lactozym 3000 ser dependente de metal, atestam o método de desativagdo pretendido e
estabelecem a metodologia para o estudo do centro metalico.

Um dos possiveis papéis do centro metilico da B-galactosidase se refere a inducio do
sitio de catalise a substituicao do magnésio ligado pelo manganés, que tem uma constante de
dissociacado menor, ¢ uma indica¢ao desta inducao. A definicio destes atributos como

manifestado pela B-galactosidase implica a importancia da ligacio metilica para a funcio desta

hidrolase. A B-galactosidase de Kluyveromyces lactis se comporta como enzima definida pelos
mecanismos de coordenacao vicinal dos atomos de oxigénio aos centros metalicos de catalise.

A investigac¢ao do centro metalico da isoforma BGT I foi comprometida pelas condi¢oes
de isolamento a qual foi submetida. A pureza homogénea ¢ condi¢do fundamental para a
defini¢ao de dados como o coeficiente de extingdao, a massa relativa da enzima e as propriedades
termodinamicas e constantes da interacao metal/enzima. Os testes de inibicio niao foram
conduzidos por nio ter sido atingida a pureza da enzima. As dificuldades de se obter enzimas
puras acrescentam-se as exigéncias quantitativas dos métodos espectroscopicos propostos para a
avaliagdo estrutural deste centro metalico. O desdobramento quadrupolar do magnésio oferece
picos muito discretos no espectro de ressonancia magnética, por exemplo.

A integracao de biomateriais, como enzimas, anticorpos, ou mesmo acidos nucléicos, em
suportes eletronicos ¢ uma realidade que constitui o COrpus da biotecnologia de microsistemas.
Nesta linha de pesquisa os biomateriais e elementos eletronicos sao integrados. Um eletrodo
protéico, a base dos dispositivos bioeletronicos, é produzido quando enzimas sao integradas ao
eletrodo-suporte em contatos elétricos. Sensores fotoativados atuam como sistemas

optobioeletronicos e realizam transdugoes fotonicas e sao usados no registro e manipulagao de
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informagoes eletronicas agindo como memoérias 16gicas, amplificadores biomolecular ou portas
légicas luz induzidas Os biomateriais podem atuar no controle das propriedades de transdutores
por bioreconhecimento razao pela qual apresentam sensibilidade e especificidade.

Microeletrodos sao testados em matrizes de imobilizagio de enzimas formando
microcamaras de reagao contendo hidrogéis bioativos de alta precisio. Métodos de imobilizacao
de enzimas em eletrodos Via ligacio covalente, ou Via complexos supramoleculares, permitem
construgoes de circuitos de ampla aplicagdo na nanotecnologia. Esquemas alternativos podem ser
obtidos por ligagdbes nao covalentes e conferem a organiza¢ao na superficie destes sensores.
Alguns eletrodos podem ser construidos usando a reconstituicio de apoenzimas em suas
superficies funcionalizadas. Estes aparatos podem ser inspecionados com técnicas histoquimica.

Era a proposicdo deste trabalho incluir estudos estruturais para a constru¢ao de modelos
da mediagdo metalica na catalise enzimatica. As contingéncias encontradas na purificagio e na
desativagio da B-galactosidase de T. ressei impediram estes estudos, contudo foi adicionalmente
foi testada a imobilizagdo das enzimas em alginato de sédio. Outras técnicas de imobilizagao
estdo sendo investigadas pelo laboratério de enzimologia de alimentos tendo em vista os muitos

aspectos de inibi¢ao e ativagao desempenhados pelos metais durante a imobilizagao de enzimas.
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