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Un mil e sessenta e sete linhagens de fungos foram isoladas do
solo e testadss guanto & cepacidade de produzir B-galactosidase. Fol
gricontrade uma linhagsm, classificada como Seopularicpsis sp, que

produz alta atividade de B-galactosidase.

Estudou-se & produgdo e a purificegas de f-galactosidase e
Seopulariopsis sp e determinou-se ss caracteristices da enzims purifica
da. & enzima foi produzide por fermsntagdo semi-scllda, usando-se farslo
g8 trige para culturs do microarganismo. A gnzima bruta suficientemente
Midrolisa lactose em soro de leits. A enzima bruta fol purificada  por
fracionaments, com sulfatn de amonio e cromatografia em  coluna de
DEAE-pelulose = CM-celulpse. A enzime purificada foi caracterizada
verificando-se sua homogeneidade eletroforeticamente e sel peso molecu-
lar estimado ser 85 0U0, através do métodn de elstroforese em gel de
SPS poliacrilamida. O pH otime para atilvidade gnzimatica fol entre 3.8
a 5,0, usando-ze GNPG_(B?tD-Nith?énil R-O-Galactoperancsidea) oMo
substrato & com lactose como substrate o pH otimo foi 4,5. A temperatura
Stima para atividade enzimatica fol BS Y para ONPG 8 55 DC para lactose.
A stividade enzimatica nao sofre efeito pela adigac de lons metalicos
COmG CaClg, Mgﬂlz, Kl g ocutros roagentes como MnSﬁq, NiSﬂq, Cu384,
poram foi verificado gue AgNDB tem algum efalto inibitdrio sobre a
stividade enzimdtica. Gslactose inibe a agac da enzims, enquanto glicose
nip inibe. Dietilditiccarbamets de sodic (10mM), p-hidroximercuribenzoa-
to (10 mM), merceptoetancl {10 mM}, nao inibem a stividade snzimatica .
Par isto, grupos sulfidrilas de molecula da enzims ndo estdo envolvidos

na atividade catslitica.

A B-galactosidase de  Seopulariopgts sp hidrolisou CUBRE
completamente (9% %) a lactose contida em soro acido de leite (pH 4,5),
apts 50 horas de incubsgao a 55 e, gquando a atividade enzimatica ara

258 unidades por 140 ml de sora de leite.



-3 SUMMARY H

One thousand and sixty seven straln of fungl wers isolatad from
s0il and sxamined for their capacity for produetion of B-galactonsidase.
It was found that one streln wich is classified as Seopulariopeis sp

has produced the highest activity of B-galactusidasze.

Production and purification of A-galactosidade from  Seapula-
PLOPELS 8P wWEDR attémﬁted and characterization of the purified enzyme was
performed. The enzyme was produced by semiselid fermentation using wheat
bran culture of ﬁhe microrganism. The cruds enzyme sufficiently hydraolyzed
lactoss in acic wihey., The crude snzyme was purified by fractionation with
ammonium sulfete, 2 DEAE-cellulpse and UM-ocellulose column chromato-
graphies. The purified snzyme was characterized and found that was
electrophoretically homogensous and its molecular welght was patimated
to be 85 000 by SDS-polyacrylamide gel sliscirophoresis. The optimum pit of
the snzymig activity was between 3,8 and 5,0 when ONPG was usad as
substrate, and with lactose as substrate the optimum pH was 4,5. The
gptimum temperature was 55 BC to ONPG and 55 °C to lactose. The SRZyma
activity did not suffer any effect by the addition of metals ions 8%
Catlz, MgClz, K21 and othsrs reagents such 33 MnSﬁq, NiSG4, CuSoé s
but AgNﬂB has somg innbdisitery effect on the gnzyme activity. Galactose
inhibits snzyme activity where as glucose did not. Sodium diethildithio
carbomate (10 mM), p-hydroxymercuribenzoeate {10 oMl, mercaptoethannsl
(10 mM} did not inkibit enzyme activity. Thus sulfydryl groups of the

molecule are not involved in the catalytlc activity.

The R-galactosidass from Seopulariopais sp, hidrolyzed quite
completely (25 %} the lactose content present in acid whey [pH 4.5} after
50 hr of incubation at 55 °C, when the gnzyvme activity was 250 units per

100 ml of acid whey.



1.

INTRODUCAD

A ridrSlise da lactose em lsite 8 derivados pods sumentar a diges
tibilidade @ sumentar & melhorar as proprisdades funclonais dog

alimentos gue contam lsctose.

U presente trabalhbo visa & selegan de microcganismos  produtores
de B-galactosidase, gue hidrolisa a ligagso §-1,4 glicosidica ds

lactose, dande como produbo de reagso glicose & galactose.

{0 miororganismo de maior produgan da f-gaslactosidase sErE subme-
tidn ao estuds de producac de enzima e estudos em  difsrentes -
meins de cultura, tempo de incubacao, procurando-zse desta forma a

stimizacao ne produgas da enzima.

4 preparacdn bruta de PB-gslactosidese de Seopwlariopsis sp sBTa
submetida & purificagac atraveés do fracionamento com sulfato de
amonin, cromatografia sm coluna de DEAE-celuloss, CM-celulose e

também sera sstudada a caracterizagac da enzima.

Fstudar-se-a a aplicacBo ds enzima em soro de lelte aci-

do fpH 4,51,



REVISAD BIBLIOGRAFICA

Em 1824 Neuberg e Rosenthal (48] verificaram que a agao prolengada
de PB-galactosidade produzids por dAspergilluse oryzae sobre lacto

se podia resultsr em mudangas na rotagdo optica da solugao.

Mais tards, em 1834, F.A. Cajori (5) chservou gue uma snzima gue
hidrolisa lactass gra invériaveimente achada em extratos  aguosos
de mucosa de dundeno e jejunc de cachorros adultos, porsm  extrato
aquoso de segmentos de colon ndo contém e enzima. Esta lactase in-
testinal inibia atividade méxims em solugau acida entre pH 5,4 =
§,0. 3ua atividade era inibids por giicuse, mas nag por galactose,
A determinacac ds constante de Michaelds dindicou G,00%8 mM. o gue
representa gue 8 lactase intestinsl tem alta afinidade por seu
substrate , maior gue a ipvertase intsstinal, Uma lactase fol tam-
hém achada =m Bxtratos agquosos de Figado de cso, porem a atividade
enzimatica de fals extratos gra cerce de 1/5 do extrato da  mucosea

intestinal.

Fm 1948, R, Caputto et al (18) estudaram a lactase na ferments —
cio da lactose em Saccoharomyees fragtiie. Fol verificado gue em
nreparagnoss parcislimente purificadas de lactase dests microrganis
mo, as condicdes para atividade méxime foram a presenga de  ions
magnésio, manganes ou potdssic. A atividade por fosfata e atribui-
da & remogao de lons zinco inibidores. O mesmo efsito fol  obtido
com citrato, palmitato, oleato ou tartarato. U pH timo sata entra

8,7 2 8,9, 8 a tomperatura otima de 30 o,

Fosteriormente, Joshua Lederbergz, em 1950 (3%), estudande a



B-palactosidase obtide de Fscherichia coli cepa K 12,  verificou
gue a8 enzims produzida intracelularmente tem sua atividade profun-
damente afetada por ions de metais alcalinos. A extensac de ativa-
cAo pu inibicdo depends da concentragdo do substrato, mas nao pode
ser formulada comn competitiva. Acredita-se que a interagac da
enzima com um ion metalico particular influencia tanto a absorgéo
do substrato para o sitio ativo, come a taxa de decomposigao do
complexo para formar enzima native 2 produto. Estes resulitados
padem ser esper&dos sp ions metalicos reagem com grupos da gnzima,

adjacentes ou superpostos ao sitito de ligagdc com o substrato -

0 autor conclul gue oz Ions potédssio, 1itio, amonio, cesio BAG
suhstancialments inertes, porém rubdio & inibitdric. A inibigao
por rubdio & revertida por sodlic ou potassio, sugerindo que 05

varios ions competem entre si. Outros inibideorss foram gstudados
verificendo-se gue ions cipricos e fons mercurios imediataments
inativam & snzima. O ssu pH otimo & 7,3 & & temperatura atima  de

atividade & 37 .

Erm 1851, Melvin Cobn g Jacgues Monod (21} purificeram e sstudaram

as propriedades de 8-galactosidase de Eacherichia coli ML, suge-

rinds pelos resultados ohiidos gue a2 ativagae gus um fon exerce
sobre a atividade enzimatica 2 uma propriedade gue depends nao
soments de enzima e do ion, mas temheém da estrutura guimica do
substrate. Tal cbservagdo se deve ap fato de gue em presengs do

asubstrato lactoss e lon poldssic & um ativador mais eficlente gue
o ion s3dic e, cuando o substrato & ONFG (Orto-nitrophenil £ - D-

galactopiranosidses), o inverso ccorre.



Em 1857, N.5.0hr. Heilakov [32) sstudow ag lactases animais e - sua
distribuicdo em slgumas glandules do trato digsstivo. O estudo fol
realizads em vacas, coelhos e fetos humanos, sendo os OPEass  pan-
creas, intestino delgado g colon sxaminsdos apas morte. Dos ani-
mais sotudados a iscitsse ssbave presente somente no intsstino del-
gadn sendo & guantidede de enzima diminuide nae diregao distal do
intestinn. Nos fetos humance, ha lactass na parade do intestino -
delgads a partir de 5 meses de vida intre-uterina. A atividede da

grzima & aumentads com o prosseguimento da vida intra-uterina,

Em 1852, Aronson (8] estudou a transgalactosidagse durante a
nidrélise da lactose, lsendo lantass produzida por  Sqecharomyces
fragilis, wverificou gue poorre transgalactosidagdu para glicose ,
galactose ¢ lactose., Entretanto, hildrolise de lactose por  lactase
de  Fscherichia ooli e com &cidos minerais também produrem  oli-
gnessacarideos, EBates resuliados indicam gque lactase funciona comp
transgalactosidase. Seguinde tal idéia, & enzima fol colocada pars
midrelisar lactoss na presenga de alta concentragdo de glicose =]
galactoss, formando-se diversos oligossacarideos. 0 conheoido fato
gque golactose inibe @ hidrolise da lactose fol confirmado novamen-

te, snguanto gue na presenga de glicose nac houve inibicaao.

Em 4854, Otto £. Landman {38) estoudou a produgas de B-galactoside
sg por Newrospora crasse,  Obasrvou que este microorganismo  pro-
duz quantidacdes substanciazis de B-galactosidase gquando cresce em
presence de galactose, lactose e sm pentoses como L-arabinase &
OD-xilose, porém pequenas guantidadss de enzima sdo obtildas guando

cresce em outras numsrosas Tontes ge carbong. A snzime "constitu-

tiva®” e “induzida® parece ser a mesma. Altas concentracoss nf!



B-galactosidase sdo formadas se micelic & incubado en solughss

dilufdas & tamponadas do indutor,

A.8.L. Mu - et al, em 1954 {34] prepararam 2 purificaram a8
R-galactosidase produzida por Escherlenia eoli ML 308, 0 micror
ganismo ?éi ingoulade no meio de suoccinsto-pepions-sais & Lnouba-
do a 30 °C sor 18 horas. A massa celular fol centrifugada e &8
méluias bacteriana5 rompidas por trituragéo com alumina, U extrs-
to feito com o material foi submetids & purificsgéo. Constatou-sa

que esta snzima tem requerimernto absoluto por Inns magnesio.

Fosteriprmente, Julia M. Anderson g H.ilo Rickenberg (1], sam 1880,
patudaram a S-gatactosidase produzida por  Paracolobatrem asroge
noides e a compararam com a  B-galsactesidase produzids por -
Escherichia coli, Fol verificsde gue ambas tem pH atime de  wvalor
igual & 7,0. 0 fon sddiu stiva a Efgﬂlamtmsidase de Paracoliba-
trum aqerogenoides mais efetivaments gue potdssio guando ONPG 2
usado como substrato. Com o estudo de sstabilidads fol obsarvade
que esta onzima e muito mais 1abil a uma variedade de congicgdes e
reagentes que & f-galactosidase de Escherichia ocoll,

Em 1980, kurt Wellenfels, J. Lehman, 0L.FP.Malhotra [83) estudaram
a B-galactosidase produzida pdr Bgcherichia eolt ML 308. Verifi
caram & hidralise pela anzima de diversocs substratos, congstatando
nue tingalactosidecs possuem alta afinidade paras a snzima, mas
nao sao hidrolisados pela  B-galactosidase. Dhsarvou-se Lambam
gue a afinidade da enzima pele substrato £ sempre aumentada por

MNall.



H.W. Rickenberg, =m 1960 {87] verificou a ocorréncis de @wgalacpg
sidase no generc Shigella. Observou gue ha parcisl homologia gené
tica entre este genero ¢ o genero Escherichia. Uma das marcas gené
tigas smpregadss nestes experimentos foi o sarater LAC. O genero
Eacherichia & caractesrizado pels habilidede de fermantar lactose .
.a gue nan- ocorre no genero Shigella, ne meloria das especiss. 0
autor selisnta gue algumaslcepas do gBnero Shigella, incluindo
Shigella dysenteriqe, que tem sido usada sm experimentos de trens
dugdo & recombinagdc, possuem abividade de ng&lactoaidase, antre

tantc sac incapazes de fermentar lachose.

Mais tarde, em 1283, Carla R, Clausen g Mitsuru Neksmuras {139) .
estudaram B-galactosidase produzida por Shigella somet, asndo
o objetivo do trabhslho oo sstudo das propriededes da lactese & dos
fatores gue afetam seu processe de indugdo. Fol absarvado gque lac-
toge & um fraco irdutor de enzima, sendo o melhor indutor o tiome-
til galactosideo {TMG). Fol constatado gue B-galsctosidass produ-
zida por Shigelle sonmel comporta-se diferentemsnte sobre varios
aspectos, principalmente no gue se refere & indutores de B-galac-

tosidase em relagdo a enzima produzida por Escherichia col.

¥, Pomeranz & 8.8, Miller em 18553 (52}, avaliaram as diversas
preparagoes de lactase produzida por diversas fontes = obssrvaram
sua aplicabilidade na panificacde. Foi verificade o efeito do pH ,
salientando-se gue © pH otimo determinade nac @ soments para acac
ds lactass, mas para todo o sistema, envolvendso a hidrdlise da
lactose pela lactase e a subsernuents fermentacan da glicose forma-

da por uma levedura usada em panificacac [Saccharomyces cerevisas).



As preparacdes snzimaticas dg variss fontes variavem largemente sm
sua atividade. Foi obssrvads gue lactases fingices permitem maxima
evolugda de didxido de carbono e baixo pH, o gue & mals compativel

com o pH presente durante a fermentagdo do pao.

J.K. Me Clathy e E.0. Rosenblum, em 1984 {(44) estudarsm a indugéo
da utilizagac da lactase em Staphylococous qureus, verificando
gque & PF-galsctosidase produzide @ de alguma forma menas gstavel
gquando comparada a snzima produzida por Escherichia colit. A enzi-

ma nac fol obtids com sucesso em preparagoes livres de cglulas.

Em 1984, P.J. Anema {3] purificou e sstudou as propriedadss da
B-galactosidase produzida por Baeillus sudiilis. A enzima fai
purificada utilizaendo-se nraecipitagss de acidos nucleicos, fracio-
namento com sulfato de amonic, precipitagén com acetona. Fol rela-
tado gue os fons calcio, 1itio, férrico, manganés, magnssio, clore
to, sulfsto, carbonato e nitrato nao influenciaram na atividede da

gnzima. A tempersturs otima foi de 50 °c e o pH otime de B, 5.

Mo mesmo ano, R. Davies [24} gostunou & utilizagém tla lactose por
Saccharomyces froagilis, observando gue a utilizagado da lactose por
rste microrganismo fac tem sido extensivamente estudada, mas  os
dados obtidos nestes trabalhos apoiam & teoria de qus as f-galac-
tosideons s séao hidrolisados apos o transporte para dentro da
pélula, Fsta conclusdo & baseada no fato de gue a etividads da
B-galactosidase € sumentada cerca de 10 & 20 vezes, quando as celu
las de Sacchoromyces Fragilis sofrem rupturas de varias mansiras.
0 ph Otimo pare hidrélise da lactose @ B,5 @ para o substrato sin-

t8tico ONPG & 7,0. s cétinns s6dio ¢ potassic ativam a enzima.
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G. Szoahbo é R. Davies, em 1864 (85%) realizeram estudos sohre  a
atividade de P-galactosidase de Saccharomyces fragilis, verifi-
cando oz fatores Que atfgtam a atividade dests enzima. Os ions
chpricos, zinco & mercurie, na concertragac ds 100 m, indbdam a
atividade da enzima enguanto outras ions como magnesio, calclo
ferroso e férricp, na mesma concentrasgdo, nao apresentam  gfeito
sobre & atividade snzimética. P-cloromercdrio benzoato Indibiu &a
atividade de B-galactosidase, [ agente quelante EDTA inibe a
atividade da enzima, porém tal inibigéo pode ser anulade por =S

rios cdtions metalicas,

Y. Pomeranz, em 1884 (53] verificou a ocorrencia e propriedades -
das lactsses sstudandc a possibilidade de utilizagao de lactose
hidrolisada para aumentar as propriedades sdulcorentes da lactose
e impedir ¢ sfeite indesejavel de sus cristalizagac em  produtos

laticineos.

G mesmo autor, no mesmo ano, conbtinusndo as pesgulisas num fraba-
1ho subseguente, relats os metodes analiticos para determinagao -
ds atividads enzimdtica s as implicacdes praticas do uso da
lactase na inddstris de alimentosz. Cite como exemple e utilizagao
de lactose hidrolisads por lactase, na panificagdn, poils seria
produzids glicocse fermentdvel e galactose ndc fermentavel, e
contribuiria para & coloracdo da crosta do pao atrevés da  reagdc
de Maillard. Aingda nesta aplicacao industrial observa-ss  que a
lactase de oripgew fungica mais efetivamante supris glicosus Permaﬁ
tavel. Isto foi stripuide ao baixc pH otimo da lsctese fungica

que em geragl encontra-se na faixs de 4,2 a 5,5,
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A R-polactusidase de Streptococceus laetis foi estudada por JLE.
Citti et al em 8BS (181, A sintese de B-galactosidsse deste
microrganismo  fol induzida por lactose. Para obtencas da gnzima
a5 células foram tratadas com tolugno. A enzima fol analisada a
temperatura otima de 37 St oM Gtimo de 7,0. Verifica-se que  hé
reguerimento sssencial para o ion addio quande @ utilizads o

substrato sintetica DNPG.

Gary H., Craven st al  em 1965 [22) realizaram & purificsgao ,
composicds @ psso melecular de  f-gelactosidass de Faohericohia
seli K 12. A precipitacac de enzima fol felta com sulfato de  amo-
nin seguido de Filtragao em Sephadex G-200. A fracado ativa foi
apliceda a uma coluns de DEAE-Sephadex A-G0 & giuida com gradiante
dg concentragac de sloretn de sodio. A snzima purificsds exibe asg
mesmas propriedades fisicas da  B-galoctosidase de Escherichia
¢oli, vreportadas na literatura. Entretanto, a distritbuicas dos
residucs de cisteina entre ss formes sulfidrilas e dissulfidicas -
parece ser marcadements difersntes da  B-galactosidase isolada de
Escherichiz coli cepa ML 30. O produto final das células de Egche
richia coli K 12 tem peso molsoular 2o redor de 540 000 2 a anali
se de aminodcido indica a presenga de aproximadamente 1170 resi-
duos de sminodcidos por cuarto de molécula. Aproximadamente metade
dos grupos sulfﬁdrilaa sdo reativos ao dcido iodoacético na molecu

la nativa sem perds da atividade enzimatica,

S.H. Appell et al (5] sm 1985 estudaram as formas moltiplas de
B-palactosidass de Eschericehia coli, Neste trabalho, formas malti
plas das snzimes do operon LAL deste microrganismo cams  B-galac-

tosidase B tisgalsctosidec-transacetilsse tem sido demonstradas .
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A estabilidade, reprodutibilidade sugerem gus 543 multiplicidade
nao & resulitadoc de manipulagao expesrimsntal, mas repressnta o
estado intraceslular da snzima. Os resultados indicam gus em célg
las bacterianas onde o operon LAC ndo @ induzido a #-galactosi-
dasz migra numa Gnica bands e rapidamente, Na indugdon, Formas
‘estavels mGltiplas da enzima aparscem. As gifsrentes formas  da
enzima podem ssr parcialmente separades por elgtroforass de
disno, eletraforess em gel de amido ou gradiente de centrifuga —
gac com sacarsse. Entretanto, as formas da enzima diferem uma
das outras por peso molecular e provavelmanta nap devido a carga
ou outras diferengas. Salientam gue o fato de perfis idaenticos
de atividade encontrados na aussncie de indutor & em bactérias
induziveis, demonstram gue a muitiplicidade de formas nao resul-
te do processt de indugdc em sl mesmo. Sud presenga pode BRI
relacionade & estabilizagdo das moléculas enzimaticas "in vivo "
ou para a facilitagan do metabolisno de lactose. Entretento, o
significado destas formas e incerto s o entendimento do mecanis-
ma de formagad pode contribuir pars slucidar o conjunto de estry

turas macromolsculares.

A purificacés, carscterizagac de B-galsctosidass de Asromondas
formieang Yol sstudads por S.R. Rohlfing & L.P. Lrawford, am
1986 {98), Compararam com as propriedades dg anzima com a
B-galactosidase produzida e purificeda de FEecherichia ooli .
0 coeficiente de sedimentacas e a mobilidade eletroforgtica  das
duas enzimas nao foram signitficativaments difsrentes. A establili
dade das duas enzimas aos agentes desneturantes produzem difersn
cas mensuraveis. A lactase de Fscherichtia coll @ relativamente

mais termoestavel & mais resistente & agao ds ureia. A composicdo
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de amipcacidos das duas proteinas revelam significantes diferengas
em diversos aminoacidos, particularmente, alaning, arginina, glicl
na e leucina. Az comparagoss sUgersm que as duas enzimas nao 8&0
completamente nao relacionsdas. pois demonstram cansideravel simi*

laridade satrutural.

Em 1985, 5.R. Ronlfing & I.P, Crawford (58] estudaram & purifica-
cho parcial e as propriedades flsicas da f-galactosidasse produzi-
da par Baeillus megateriwn, sende tails proprisdadss c&mparadaa
com as propriedades fisicas de B-galactosidese produzida por
Aeromornae Formicans. obsgrvande-se estruturas similares. Forem
certas caracteristicas imunoldgices e catalitipas difersem. indican

do difersnga ssnsivel na estrutura primaris da ambus.

5.A. Mofoters 8% al, om 1987 (45) estudaram a B-galactosidase -
de Streptococcus laetis 7952 e fizeram a semipurificagso da
enzima. A epzima resuliznte quando resuspensa  em tampao fosfato
LY Mm s b Ye foi extremamente labil. Entretanto, sulfato de  amo-
nio em altas conceotresoes (0,85 M) estabilizearam e sstimularam a
atividads de Bmgalanﬁmaiﬁaae. Filtragan em Sephadex 5-200 foi
usada para posterisr purificagan o hamageneidéde s snzima. Os
resultados sugersm gue a enzima nativa fol dissociada em subunida-
das ativas, as quais foram estabilizadas na presenga de sulfato de
amonioc. A egnzims demonstrou ser multo sensivel ans processos de
reftrigeragac, liofilizagdo e didlise. Assim, também & a anzima
sensfvel a varios fons inorganicos s solventes organicos, o nue
torna & purificagdo dificil & o armazenamentio @ CONSErVaCEo um

problema.



Em 1968, Ludwig Biermann e Morton [, Glantz (19) estudaram o iémlg
mento & caracterizacgas da B-galaciosidsss de Bacaharomycas
lagﬁﬁsi A snzima foi purificada 78,6 wezes por fracionamento  com
sulfatn de amonino, cromatografis sm coluna de Sephadex G-100 &
DEAE-Sephadex A-S0. A gnzima purdificade demonstirou pH Btims de 7,2
g concentracdo otima de fons magnésic dgual a Z oM por ml. A
constante de Michaelis fol determinads ssr 1,18 of usando ONFS co-

ma substrato.

Norton S. Rosenswsilg, em 1988 (B0) estudes a intolerancia ao leite
g deficiencia de lactass am aﬁulﬁus, nhservants gque as  manifssta-
ches clinicas em individuos deficisntes em lactase apos a ingestao
de um ou dois copos de leite =&c: inchacac abdominal, oolicas e
frequentemente diarreia, Qs sintomas pedem ser insidicsos ou BX -
nlogivos & geralmente ocorrem apds 1/2 a 3 horas de ingestéo N
Ohserva-se fue nos casos onde haja necessidade de grandes guantida
des de leite & ser ingerideo, pacientes com deficiencias da lactase
devem consumir produtcs onde a lactose presente tenha sido fermen-
tada para acido 1&tice ouw ingerir leite previamsnte tratade com

gnzima lactoge.

Fm 1989, 0.8MF, Banl e K.MoL. Agrawal {7) purificaram & caracteri-
zaram a PBrgalactosidasze de  dspergillius niger, 0 pH otimo da
gnzima estd entre 3,2 8 4,1; pH de sstabilidade de 2,8 a2 3, 8. A
constante de Michaslis € de valor 20,0 x 10‘4 M, veloecidade maxima

de 55,5 u moles ONP S minuto /7 miligrama.

Em 1970, Rahert P. Erigkson g Edward Stesrs (28] estudaram |

.

R-galactosidase em extratos brutos de Eseheriedta coli 3,300, em



meic de selénin e enxofre, verificande a formagdo de isocenzima. As
diferentes iscsnzlmas eram determinadas pelo gen estrutural da
R-galactosidass & ndo nelo citoplasme dentro do qual e B-galacto-
sidass era formada. Em adicae, B-galactosidase de cepas gue for-
mam isnenzimas foram mais estaveis so calor e tratamento com ureia
'da que 8 snzima formada por organismes que produzem gquantidadss

reduzides ou nenhuma de isosnzima.

Frank G. Lootiens &t al, em 1970 (41} verificaram o efelito ailf:
reagentas sulfidrilas (O-mercurifenil-f-O-galactosideo clorete) so
bre a PB-galactosidase de Escherichiaeoli K 12, para constatagao
de que cisteina participa no mecanismo catalitico da enzima. Fri
verificado gue D-mercurifenil-B-G-galactosides cloreto nao pode
ser considerads como um reagents direto pars o sitio ativo da
gnzima. 0 composto & enzimaticamente hidrolisado s seu produto  de
reacac, gue & o cloreto de O-mercurifenila, & mals efetivo  inibi-
dor qus G galactosideo. Entrstantc, alguns grupos sulfidrilss pare
cem estar indirstsmente envolvidos na funcéo enzimdtica. £ eviden-
te que sus modificacdo resulitsndo em inativegsce nao reduz signpifi-
cantemente a ligacan com éubstrata no tetramero € gue nenhun grupo

Sk (sufidriia) estd envolvido no mecanismo catalitico proprio.

Fm 1971, W.L. Wendorff 2 C.H. Anmundson (72} fizeram a caracteriza-

cao de B-galactogidase de Spcecharomyces fragilis, verificando

que a enzima foi estavel a pH 6,0 & 7,0, Quando refrigerada am

solucdo tampac fol estével por mais de 3 meses, poran a 51 ¢
'@

perde 96 % de sua atividede em 10 minutos. 0 pH étimo para hidrd-
lise de lactose & 37 °C foi B.5. A enzima foi ativada par fons

notdssio, enguanto manganss serve como cofator para a enzima.
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Manganes pargce ssr importants para manter a integridede da estru-

tura secundaria & terciiris ds moldculs snzimdtica. A B-galactosi

dasg dests levedura parsce ser uma shzime  sulfidrilics porgue
metals pesados, p-oloro mercuribsnzoato,  lodoacetato  inibem &
gnzima. Cisteina g galactose foram inibidores competitivos da

grizima enquanto glicose & variss aminas Toram inibidores nao COMPE

titivos.

0 somportamertc oromatografico ds  fB-gelactosidase de uma cepa
constitutive Fecherichiq cold K 12 fol estudado por E. Stsars st
al am 1971 {64]), com derivados de agerose & poliscrilamida, o
gual continha o inibidor analogo ac substrato, p-aminofenil-g-0 -
tingalactopiranoeiden covalentemente ligsdo de diversas maneiras .
A atividede especifica da enzims estava eo redor de 300,000 a
320,000 unidedes por mg. A enzima permanece ative snguanto  ligada
& poluna e pode ser reabsarvida o sldida sem aparente efeito dele-

tErio,

W.L. Wendorff, 0. Amundson, N.F. Olson, 1.0, Garver, em 1871 (73]
raelatavam o usc de SwgalaEtosid&sa da leveddra em leite & deriva-
dos. Dos produtos Testados, soro de Islite fol o melhor substrato -
para a enzima de levedura. Manganés e potassio tinham gue ser adi-
cionados aos produtos para promover a maxims hidrolise e conferir
um sistems enzimatico estavel. Resultados deste sstudo indicam gue
porgoes de lactose em leite 8 soro podem ser hidrolisados promoven
do aumente da "dogura” e establlidads. Com & adi¢se destes produ-
tos modificades menos aclear podera ser adicionado, fornecendo

substancial economia de custos.
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Bosteriormente, Gerald B. Borglum s M. Sternberg, em 1972 (12)
petudaram as proprisdades de lactase fingica, Sallentam gus a nom-
ninapdo ds alta temperatura e balxe pH regueridos pars Gtima ativi
dade da B-galactosidess de Aspergillus fogfidus slimina oy
minimiza & contaminagan microbiana dursnts o processamento. Esta
enzime pin tem reguerimento pars fons metalinos no gue se refere &
atividare ou sstabilidades. A snzims ol inibida por fons merciriss
sugerindo que grupos sulfidrils séo necessariocs psra atividade ou
irtegridade enzimatica. A snzims aprassnta pH Stime de 3,5 a 4,0
s temperaturs ds 850 GC* usandn lactose como substrato. Mg mesma

temperaturs com DNPG come substrato o pH gtimo foi de 3,% a 4.5,

LB, Wisrszhbicki s FLoV, Kosikowski, em 1873 (74} verificaram o]

potencial de lactase de varios miprorganismns  gue crescem BN S0ro

de laite. Ubservarsm gus Tungos tam a mals baixa atividads, mas

sonfere malor numero de oélulas. A atividade da enzima de levedura
i

o hactériss aumenban peros de 34 % com tretamento de  congelamenio

g postarior rugtura oslular.

Williasn G. Engsl, sm 1873 kZﬁ? sstudnu o uso de lactase para ado-
car iogurte sem aumeniar calorias. A lactase utilizade & a produzi
da por  Soceharomyoes lactis. O objetive fol werificar se ha
posginilidede de malor soeitagan do logurie se & “dogura® far
aumentadsa. Para isin, submetsu-3z & um grupo de provedores, logur-
tg onoe & lactnss tenha  side snzimseticassnis hidrolisads Dara
glicose ¢ galectoss em varios graus, pars depols ser sdicionads a
culturs do jogurts. Us reseltados indicem wma boa aceitacao =1

iogurtes gus possuan 50 % do ssu teor de lactose hidrolisada,
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Em 1973, A.G. Rand & P.M. Linklater (55) sstudaram e utilizegdo de
g-galactosidase de vérias fontes para redugsc do teor de  lactose
de lelte o derivados, pols além da utilizageo destes produtos por
opssoas deficisntes ns enzima B-galactosidase {lactasel, sgriam
evitados os problemas de baixe solubilidade # falts de "dogura” da
.1actose numa variedade de produtos derivados do lgite. Comparando
as fontes enzimdticas, guando o substrato ¢ lsctose, verificou-se
nue as lactases de origem bhacterlana tem maior atividede & 37 °c
a pH 6,5, Em comparagdo, a lsctase Tunglcs opsra eflclentemente a

] - . X . -
B3 "L, gue € a temperatura de pasteurizagac do lslte.

1M, Woyehik e M.V, Wondolowski em 1873 (75} utilizeram & B-galac
tosidase de dapergilius wiger imobllizads em esferas porosas de
vidre com glutaradeids. Verificeram a aplicabilidade desta enzima
para hidrolisar lsctoss em leita e derivados. Lactose em 20rn
*doce” & leitw integral Toi hidrolisade a aproximadsmente 1/3 da
taxa de hidrdiise am soro acido. A enzima imobilirzada tem a4 mosma
nropriedade funcional e establlidasde da srzima soldvel, retaendno
aproximadamente 75 % de sue atividade original. (O pH otimo ce
4,5 g temperatura otime de 55 OC oferscem & vantagemn de operegles

sem perigo de contaminagao microbiana.

6.0, Hustad et al, em 1973 (35) estudaram as aplicagtes e pro-
priedades da A-gelastosidase de Eschertehia cold K 1Z imobiliza
da pom polisocianato. O Km para enzima aolGvel 2 de 13,1 mM e

2Z,% mM para enzima imobillizada a pH 8, 5.

F. Morisi et 21, wm 1973 [(47) fizeram estudo comparatlvo cla

lactass livre e imobilizada de Eacherichic colid = levedura .
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A B-galactosidase bacteriana tem pH otima de 6,8 8 7,5 e & 18@6@&
ra ds 8,0 a 7,0. As propriedades da B-galactosidase imobllizada -
indicam uma potencial aplicagdo em reduzir o teor de lactose jals]

leite.

Mais tarde, sm 1874, Steven G. DSorensen & £14 V. Crisan (B3] estu-
daram a B-galactosidase do fungo termofilo Muecor pustliug, Esta
enzima exibs termoestabilidade nao usual, pois perds soments 27 %
de sua stividade apds 1 hora a 60 P reteém mails de B0 % QQ AR
atividade apds 2 horas nesta temperatura., 0 beixo pH otime (4,0 -
4,5) torna esta enzime bastante utilizavel pare reducao do teor de

lactose em soro de leits.

.0, Blanksnship & F.A. Awells em 1974 {11]) ssztudaram a aplicagao
de R-~galactosidase microblana de pH otimo praximo a neutralidade.
Foi verificadn gue geralmente, enzima de lavedura é mais suscepti-
vel & inibigéo por galactose gue enzimas bacterianas. Entretanto .
galactosidases sao geralmente de origem intra-celular. A maioria
das snzimas estudadss foram gssencialmenta inativadas gquando ague-
cidas por 10 minutos a 45‘06, ressaltando-se gus a aplicagao comar
cial da $-galactosidase para leite e derivados, ds pH proxime a
neytralidade, regusr boa estabillidade térmica, O pH otime de todas

as enzimas sstudadas situa-ge ao redor de §,8.

F.ALM. Bouvy. em 1875 {13] relateu as aplicagbes para soro de lei-
ts tratade com lactsse. Para relatar s imporitancia industrial (xla)
uso de lactass, foram revistos os efeitos fisicos e guimicos ey
lactose hidrolisada. Assim, foi considsrada de grande irteresse

industrial a hidrdlise da lactose, pols permits aumento da solubi-
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lidade, previne cristalizagdo da lactose, aumento da pressan osmo-
tica, baixa viscosidaeds, aumento de "dogura” s diminuigdo do  peso

molecular.

Mais tarde, em 1975, E.R. Goodenough o D.H. Kileyn (28] verificaram
a infludneia de microflora do fogurte na digestdo da lactose pelo
rato. Os dados demonstram -a importancis do prolongadc consumo e
lactose 8 microflora do iggurie pars sumentar a digesstao da lacto-
se. Apesar deste experimento ser restrito a ratos, parece sS8r Ias
zoavel gue similar sumento da digestac da lactose pode ser espera-
do em ssres humanos. Fol observado também que & atividade ds lacta
se intestinal dos enimais alimentados com iogurte fol melor do gus
dos outros animeis alimentados com cutras distas, inclusive iogur-

te pasteurizado.

Em 1875, Y. Tanaka et al, (B5) purificaram B-galactosidase de
uma cultura de Aspergillue orysae por fracionamento com propanol
e estudaram suas proprisdades. 0 pH otimo da enzims para ONPG COmo
substrato & 4,5, para lactose como substrasto & 4.8. O peso molecu-
lar foi calculado ssr an fednr de 105 000 por filiragas am gel

Sephadsx.

A, Kilara e K.M. Shahani, em 4875 (37) estandartizaram um  método
para determinar a atividsede de lactase em orodutos derivadas ule]
1eite, fermentados e scidificados como soro de leits e logurte .
Foi verificado gue a PR-galactosidase no iogurte aumanta som o
tampo de inoubagac durante ssu preparc, alcangands um maximo de 8
unidadss (u moles ONP / min / g de iogurte] em 4 horas de  incuba-

cao. Assim, iogurte culturado podsria ser tenefico parae individuos
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gue sofrem de intolerancia 3 lactose, nao soments por causa do
teor reduzido de lactouse mas também por causa de lactasze pressn-

te.

Fosteriormante, em 1978, Herbert L. Ennds & Katharine 0. Rievitx
fazends sstudos com f-galactosidase bacteriana (£, coli 8 2077 ,
verificaram gue a bactéria acumula RNA no curso de inibigao da
sintese protéice & que sua habilidaeds paras sintetisar B-galacto-
sidase durante subsequente liberegde da sintese protéica 2 muitas

vezes aumsntada.

Mais tarde, em 1878, Takapiro Toba e Susumy Adachi [87) relatsram
8 ?ﬁrmaqéo de ovligossacaridecs na hidrolise de lactose por lacta-
ses microblenas. A transgalactosidacao de lactose por A-galacto-
sidase de Saccharomyces fragilis e Aspergililus niger Fol exa-
minada. Verificaram gue com a B-galactosidase de  Saocharomyces
fragilis 12 oligossacarideos foram detectados em cromatogramas -
de papel. Com a B-galactosidease de 4spergillius Higef , 10 oli -

gossacarideos formados foram exploradeos por cromatografia liguide

~gasnsa de ssgus derivados metllados.

Em 1978, J. Guy & EW. Bingham (31) relstaram as proprisdades ds
B~galactosidase de Saccharomyces lactis em leite e derivados co
mo agente de conversdc de lactose em monossaceridsos. Dbservaram
gus o pH otimo para hidrolise e B,5. Aguscendo-se lactase por 1
minuto a Bo QC resulte em 87 % de inativagdo, sando ssta completa
a 70 “C. foi verificads que os ions potassio, magnesio e manganss
aceleram btrandaments a atividade sataliticae da sozima, anguantso

gue os lons s8dio e calclo inibem & reagéo significantemente.
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Martin Okos st al, em 19?é (507 sstudaram a hidrdlise de 1aétmse
presante em soro dcideo usando  B-galactosidase sadeorvida em resina
fenolica. O processo foil realizedo a 40 “C e a pH 4,0, obtendo-se
gque & adsorgao tem pouco efelito me atividede enzimatica, serdo

portanto um método econgmizo parse hidrolisar lactoss no soro,

R.R. Mahoney & J.R. Witaker, sm 1378 (43] purificaram g astudaram
a B-galactosidase de Seccharomyces fragiiis. A purificagéo da
enzima foi Feita a partir de sxtraios de precipitagao por acatona,
sendo realizado cromatografis em hidroxiapstits e DEAE - Sephadex
A~50. O peso molscular foi determirade see 20 D00, A gomposigan de
amincdcinns fol completamente diferente da B-galaciosidese de

Feoherichia ocoli.

Posteriormente, em 1879, Y.K., Park, M.S.8snti e 6.M. Pastore  [51)
nroduziram g carecterdizaram a  f-galactosidase du Azpergillus
oryzae, estabelscendo suas propriedades. Verificersm gue a tempe-
ratura Otims da enzima purificads e 50 °C, & constante de Michas-
lis & 0,77 mM para ONPG e 50 mM para lactose. Fol sbasrvado que
ians metalicos = rﬁegentés sulfidrilicos naoc tem efeito na ativida
de enzimatica. Fol constatade também gue galactoss inibis competi-
tivamente a atividade enzimétics snquanto glicoss nao inibia. ]
peso molescular fol estimsde ser 30 GO0 por filtragan em gal de

Sephadex G-Z00.
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MATERIAIS E METODOS

Selecao de microrganismos produtores de f-galactosidase

Cam o objetive de selecionar microrganismos capazes de produzir

- f-galactosidase, foram iscladas do solo g festades indmeras cul-

turas de microrganismos, conforme os itens a asgulr.

sl s o P v A e - - P L

Az amosiras de terra de diferentes.regiﬁea do estado de Sao Pau-
lo, Mato Grosso, Paraiba, Rip Grands do Sul, Para foram coleta-
das proximas as margens dos rios ou do interior de matas cerra-
das, onde as condicbes ambientais sdo bastante favoraveis  ao
crescimento de microrganismos. Apds remogio das residuns  vege-
tais = animais, cerca de 100 g de terra foram colstatdas de uma
profundidade maxima de 5 om g acondicilonadas sm sacos plasticos.
Na coleta de vérias amostras de uma mesma regiac fol guardads

uma distancia minime de um guilometro entre as coletas.
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Cerca de 1 grams oOe terra fol adicionada a 100 ml de agua daioni
zada estorilizada, agitads e deixada em repouso. 0 liguido sohre
nadante foi incculado em placas de Petri, contendo melo de cultd
ra sstarilizado de agar batata contendn extrato de 10 g de bata-
ta, 4 g de glicose e 5 g de agar em 100 ml ds agua  delonizada,

o .
As placas foram incuybadas a 30 0 por 72 a 85 horas para 0

desenvolvimento de fungos. As colonias isocladas das plscas foram

rapicadas em tubo de ensaio contendo agar batate ssterilizados e
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. PR A - v o o .
incubados a 30 °C até desenvolvimento satisfatorio das oulturas.
Os microrganismos isolados foram testados preliminarmenta  quanto
2 producas de B-galasctosidase stravés oo  teste descrito a se-

gulr.
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fis fungos isolados de scordo com o 1tem 2,.1,2 foram inoculados em
frascos srlenmeyer oe 500 mi, contendo 20 g de mein de dultura
semi-snlido, ocomposto de ferselo de trigo e Gpus na OrOpoTcan e
1:1, esterilizados. Os srlenmeysrs foram incubados a 30 °c por
72 & 115 horas, até o desenvolvimentn satisfatorio dos fungos .
ApGs a incubagao, foram adicicnados aos grienmeyers 200 ml de
fgus deionizada, feits s Trituragac oom bastas de vidro e delixado
gm repousa por 1 hora,  Gom a finalidads de se extrair a enzima
possivelments formada. Apos a agitagde, filtrou-se o conteddo do
srlenmayer 8 a atividade da enzima foi determinada no filtrado,

de acordo com o itsm 3.2,
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Para a selegadc ds linhagem de fungo malhor produtors de B-galac-
tosidase, os fungos selecionados de acordo com O item anterior
foram cultivados em meio semi-sdlido, como descrito goima, B8 no
Filtrado determinou-se a atividade de PB-galactosidase. Neste
#41tradn determinou-se tambéem atividade nroteniftice adicionando-
sp 1 ml do filtrads a 50 ml de caselna & Z %. Verificou-se alnda
no filtrade o tempc de coasgulagas da protinz do leite, wtilizando

-se 1 ml do filtrado 8 5 ml de uma sclugdo de leite desnatado  em
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o

od a 10 % preparado com snlugéo da BaCig a 0,01 %.

Determinacio da atividade de @-galactosidase

A atividede de RA-galactesidase {£.0. 3.2.7.23 g-D-galactosideo
galactohidrolase) foi medida usando-se substratos: O-nitrofenil-

g-D-galactopiranosides {(ONFG) e lactoss.
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A atividade de B-galactosidase fol medida adicionando~se a 4 ml
de substrato ONPS 0,25 % om tampsc acehato de sodio 0,1 H deg  pH
5,1 ml de solugdo enzimatica de concentragso apropriada. A mistu
ra fol incu&adé a BO OC oor 15 minutos, Apos a incubagan, 1 ml
da mistura foi edicicnade a 1 ml ds =solugdo 10 % de carbonato de
sddic & dilufids para 10 ml com agua deionizada. A absorbéncia da

solucan fol medida sm gepectrofotometro Coleman 285 E. a 420 nm,

contra branco de tempo zers de reagac.

Uma unidade de atividade de B-galactosidase fol definida como a
guantidade de enzims gue likerara 1 4 mol de ortonitrofencl -

(NPT por minute, sob as condigoss descriias acima.
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tose

[

A atividade de R-galactusidese fol medids adicionando-se a 4 ml

de solugdo a 1 % de lactose om tampan acetato de sodio 0,1 M a

. - - D w .
oH 5, pre-incupados @ 5% TC, 1 mi desolugsan grzimatica de concen
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tragdo adequada. A misturae fol incubada & 55 % par 15 5inutds -
ApOs & incubagém, a guantidade de glicose liberada devido a hidro
1ise fa lactose fol determinada pelo sistema snzimétice glicose -
oxidass-peroxidase e reativo cromogenico, como descrito por

Bahiguist {23).

Estudo da relagdo entre tempo de incubscao e produgac da enzima

A fermentagdo do Seopulariopeis sp para produgan de B-galacto-
sidase foi realizasda de acordo com dois Tipos de fermantagao :

sami-adlida g submarsa.

e am ow e - s R A e A Al M S

A suspensac de esporss fol preparads incubando~-se a linhagem selg
cionada por uma semana a 30 OC, em tubos inclinados de  Sebouraud
dextroae agar. Apos a incubacag, foram adiclionados aos tubos de
cultivo 10 ml de agua deionizada esterilizada e a superficis  do
tube inclinado foi gentilmente tocada com algs de niguel-cromo s

teril.

A fermentacdco semi-sGlida fol realizada inaculande-se 1 ml da
suspensan de espuros, preparada de aoordo com o item 3.3.1, &m
frascaos erlenmeyer de 500 ml, contendo 20 g de malo de culture -
semi-sdlida contendo partes iguais de farelo de trige = agua
deicnizada, previemsnte esterilizados. OUs frascos erlenmeyer fo-

, a.. . .
ram incubados a 30 Co. As amostras do meio de cultura foram reti-
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radas em diferentes tempos de fermentagac para a déterminagd@o dos
pnarametros: alteragdo do pH do meio de pultura e determinagac da
atividade de f-galactosidsse, a gual fol reslizada de acordo com

o item 3.2.7%.

Fermentagao submersa

R N R e

Para a fzrmentagan submefsa Ffoi wiilizade o meio de cultura liaui
do contende 4 % de amido, 1.5 % de peptona, 1.0 % de levedurs sx-
trato, 1 % de fosfato didcido de sodio e 0,2 % de nitrato de
sodio, oH 5,4, Em frasces erlsnmeyer de 250 ml foram colocados -
503 ml do meio de culiturs scima descrita e esterilizados, sendo
posteriorments incculados com 1 oml da suspensan de gsporos prepa-
rardes oe acorde com o item 3.3.71. UOs frasvcos foram incubados a
34 OC com agitagao constante de 250 rpm. As amostras do meio ds
cultura foram retiradas a diferentes tempos de incubagao & deter-
minadas alteragan do pH do mein, e atividade de R-galsciosidase.
Para estas determinapbes filtrou-se a misturs contida nos frascos

am papel Whatman n% 1, obtendo-se ¢ filtrado.

Efeito da adicao de lactose no meio de cultura

Para o sstudc do efeito da adigao de lactoss no meio de cultura ,
faram preparsdos os melos de cultura semi-solido e submerso  como
descritos nos itens 3,3.2 & 3.3.3, aocs guais s adicionou T %

de lactoss.

Producac de g-galactosidase bruta, em po

Para a progucac de B-galactosidase, o fungn isolado Seopula -
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riopsts sp Ffol cultivado em frascos erlermeyver de 500 ml oontsn-

do 20 g de melo de culturs semi-edlida {processo de Kojil, Os
frascos esterilizados Fforam inoculados em 1 ml da suspensan e
gaporos preparads de scordo com o item 3.3.1, e incubados por

1158 horas a 30 °C. Apos & incubacdo , foram adicionsdos aos fras-
cos 200 ml de agua deionizeda s o contelds foi triturade com
auxilio de um bastdo de vidro. pars liberagéc da enzima. A misty-
ra fol filtrada em pepel Whatman n% 1 para obtsngan do Filtrado .
A enzima fol concentrade por precipitagéo com &lcool etilico a
70 % {vw/v}, sendo a operagac mantids % temparatura de 4 °r, A
enzima precipitade fol secs e pulverizads, sendo denominada prepa

regdo bruta de B-galactosidase.

Puyrificagae da p-galactosidase

A ngalactasiﬁase bruts gque fol produzids de acordo com o ifem
3.5 foil purificada usando-sg fracionamento com sulfats de amonio,

cromatogratia em coluna de DEAC-celulose & CM-celulose.

Para a purificagao da snzima, 2 ¢ de enzima bruta, contendo -
0,32 g de proteina, foram suspensas sm 300 ml de agua deionizada
e a mistura fol centrifugada a 20 000 % G por 10 minutos a & GC .
0 precipitado fol desprezado g o sohrenadante fol saturado a 80 %
com sulfato de amonio. A mistura foi deixada em repousc por  uma
noite s 5 “C, sendo depois csntrifugada a 20 000 x G por 10 minu-
tos, ressrvando-se o precipitado. O precipiteds abtido foi ﬁissq&

vido em 20 ml de Agus deionirzads, sends posteriormente dislisado
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contra dgus delonizade em membrana de colégano por 48 horas a
5 ®c. A emostra dislisada foi reservads nara posterior aplicagso

em coluna de OFAC-~celulose.
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Fara realizer a cromatogrefis em coluna de DEAL-ceiulose, 40 g
rde OEAE-celulose [diaﬁiléminaetil~c&1uiosa], foram mistursdos &
800 ml de NaOH 1 N sends posteriormente filtrados em 18 de vidro
e lavados com égua deionizada pars remocgac do NalH. A seguir &
rasina foi tratade com 500 ml de HCI T N & lavéda com agus deioni
zada para retirada do HCLl, sendo finalmente misturads s verta -
quantidade de tempdo acetato de sodioc 0,05 M, pH 5, pare eguili -

brio da resina,

A gnzima preparada e acordo com o item 3.8.1 fol aplicada am
coluna de DEAE-celulose de 3 om de diamatro x 40 om de comprimen-
to e eluida através da coluns pela aedigdo de solucac de NaCl  em
gradiente ds concentragas, variando-se de 0,1 a 1 M, consacutiva-

mento.

As fragoes de % ml foream coletedes a vcada 30 minutos. U curso de
gluican ﬁas proteinas da coluna fol acompanhado pela medids de
absorbancis a 280 nm em espectrofotometro Perkin-Eimer Coleman mo.
dela 124 0. A atividade de R-galactosidase das fragoes fol deter
mipnada de acordo com o item 3.2.1. As fragoes gue apraesentaram -
atividade de A-galsctosidase foram reunidas & diaslisadas ocontra
tampéo acetato de sddio de concentragao 0,05 M, em mombrana de
colégeno por 24 horas. A concentragadc de proteinas das  prepara-

coes enzimdticas fol determinada de acordo com o item 3.7.
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Tratou-sg previaments 10 g de CM-celuloss (cerboximetil-celulosa)
com 500 ml de NaDH 0,5 N e lavou-sg oom agua deionizada pars
remogac do NaGH., A segulr tratou-ss com 500 ml de HCOL O,5 N :
procedandn-~-se & lavagem com sgua deionlzads para remogas o HC1
2] Finalmemte aanullibrou-sa cdm tampag acetato 0,4 M a oH 5, A
solucac anzimatica obtidé no item 3.8.3 fol splilicada em coluna de
CM-celulose de 3,0 om de didmetro x 40 om de comprimento & elulda
da coluna por gradiente de concentragfo com solugds  de  NaCl
(0,1 Ma 1Ml As ?rég&es de & ml foram recalhidas a cada 30 minu
tos, serdo o ourso de sluicao das proteinas da coluna seguido pe-
18 medida da absorbancis e 280 nM em sspectrofotometrs Perkin El-
mer Coleman modelo 124 0. A atividade enzimdtica de  B-Gslactosi-

dase Fol determinads de scordn com o iftem 3.2.1

As froches gue agpresentaram atividade de HB-galactosidase foram
reunidas e dislisadss contra zua delonizada por 24 horas 8m

membrana de celofane e liofilizads.

Determinacao da concentracdo de proteina

A poncentracac de proteina presente na enzime purificeds fol de-
terminada de acorde com o métoda de Lowry (421, sendn a albuminag

de soro bovipe usada como padrdo de proteina.

Caracterizacdo da B-galactosidase purificada

A f-galactosidase purificaeda de acordo com o procedimento descri

to no 1tem 3.6 foi utilizada para o estude de carscterizagso  da
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- parados tubos de ensaio contends 4 ml de solugas de ONPG 0,25

B‘Ti

f-pslactosidase.

Fara ¢ satude do efeite do pH na stividade enzimabica, foram pre-

2
%

dissolvidos am diversos tampbes, aos guails foram adiciocnsdos 1 ml
de sclugan enzimétics contendn 0,5 unidade de atividade. Os  tam-
poss foram usedos dentro do limite de sua canacidade tamponants
acetato de sddic pH 3.8 a 5.6, fosfeto de eddic pH 6,0 a 8,0 @
borato-borax pH 8,2 & 3, todos os sistemss tampdo foram usados -

na concentracan de 0,1 M.

As misturas de substreto ONPG & solugan de snzime foram incubadas
a B8 °C em hanto-marias por 15 minutos. Apos a incubsgadc a ativida
de do B-galactosidase ¥oi determinads de scordo com o item des —
crito em 3.2.7, gendo congiderads a atividade relativa para efei-

to de comparacac.

Foi verificado tambem o efeito do pH ne stividade enzimdtica uti-
lHzando-sa como substrato soiugds & 1 % de lactnes, dissolvida em
diversos sistsmas fampac descriios acima, Pare sste setude mistu-
rou~se 4 ml da solugdo de Jactose com 1 ml de solugdo enzimdtics
contendn 0,5 unidads de atividade. A mistura foi incubeda a BO %
am banho-maria por 19 minutos. Apos a incubegso, a stividade i)

B-galactosidass fol determinads pela guantidade de glicoss libera

os segundn o item 3.Z.2.

Para o estudo do efeits do pH na smstabilidade ds snzima, foram
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tomados 2 ml da sblugéo enzimatica contendo 4 unidadss de at.vida
de, aos guais foram misturados 2 ml de solucdo tempdo na concen —
tragdo de 0,9 M de diferentes valores de pH. agsim permanecendo -
por 24 horas & tempsratura ambiente. Forsm utilizados os seguin
tes sistemas tampao: =scetato de sodic de pH 3,8 & 5,8; fosfato de
sodio pH 8,0 a 8,0, borsto-borax de pH 8,2 & 8,0. Apds 2 incuba-
gac 1 ml dests mistura fol retirada e medida sua atividads segun-

do o método descrito em 3.2.1.
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Fara o estudo do efsito da temperatura na estabilidade de enzima,
incubou-se 1 ml de solugas de enzima contendo 0,25 unidade de
atividade a B0, 65 e 70 GC por diversas horas. Ao final da incubg
pa0 foi adicionado a cada tube 4 ml de solugado de ONPG & 0,95 %
am tampao aceteto de sodic 0.1 M de pH § e fol determinada a

atividade residual de ccordo com o item 3.2.1
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Para verificagas do efelto ds temperatura na atividade enzimdtica
o sistema de reagao foi constituldo de 4 ml de substrato ONPG
0,25 % em solugan 9,1 M de tampao acetato de sddio pH 5, ac qual
& adicionou 1 ml de solugao de snzime contendo 0,5 unidade de
atividade. A mistura foil incubada a diferentes temperaturas entre
35 a 8% OC, durante 15 minutos. A atividade de PB-galectosidese -

foi determinads segundo as condigdes descritas no item 3.2.1 .

Fara veri?icaqém do efeitn da temperaturs na atividade snzimatica

utilizou-se também lsctose como substrato. O sistema de  reagdo
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constituiu-se de 4 ml de solugac de lactose a 1 % dissmlvidal am
tampan acetato de sodio de concentragas 0,1 M e pH 5, A mistura
foi incubads &5 diferentes temperaturss entre 35 a 85 S durante
15 minutos. A atividade de B-galactosidase fol determinada  me-
dindo-se a guantidade de glicoss libersds peloc meétodo dsaorito -

Bm 3.Z.2 .
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0 efeito de sails minersizs na atividade enzimatics foi verificado
levando-se em considerajan a concentrecas dos sais de tel forms
a nao scorrer interfersncia com o método de determinscsc das ati-
vidade de H-galactosidess, comd desorito no item 3.2.1., O 8ig
tems de reagan foi constitufdo de 2 ml do substrato ONPG de
concentragac 0,4 %, dissclvido sm tempdo scetato de sddio 0.1 M
da pH 5, acrascentando-se 1 ml de solugdo enzimatica contendo -
8,25 unidade de atividade., 71 ml de solugdo dos ssguintes sails

Mgsd CaCl,, MNiBO

4 2 4° NHSDQ; KLY CUSD4, KnSGQ, AgihG

3 ¥
nas concentragoes de 0,01 M a 0,001 M, sendo ests faixa de con-
centragde em relagao ao volume final da mistura., Apds 15 minutos

de incubacao a BO QC a stividade de A-galactosidass Foi determg

nada de acordo com as condicoes descritas no item 3.2.1 .
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Para a determinagac do efeltc de inibidores na atividade ehzima-
tica, a mistura de reagéc ol formada por Z ml do substrato ONPG
a 0,4 % dissolvidos eam tampac ecetato de sddic a 0,2 M pH 5 s

1 ml de solugac de enzima contendo (1,25 unldade de atividads .
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1 ml de solugso de um dos seguintes resgentes nas raspectivas ocon
centragtas: pehidroximercuribenzosto de sodic, iodoacetato .
bissulfito de sodio, citeina, mercapiostannl, distilditiocarbama-
to de sbdio, na copcentracao necessaria pars 10 mM em relagdo  so
volume final da mistura de reagdo. Foram também utilizadas as
glicoss & galsctose am concentragds adeguada para se verificar -
seu efeito inibitdric. A atividade enzimatica fol determinads de

anordo oom o iftem 3.2.7.

3.B.7 Efeito_da_concentracac de_substirato_na_atividade enzimdlica
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Para o estudo do efeito da concentragan de substrato na atividade
enzimatice o sistemsa de reacde fol constituido de 1 ml de solugao
gnzimatina oontendo 37 ug de proteins = 0,18 unidade de atividads,
4 ml de substrato ONPG de concentracac varidvel antre 0,08 mM a
10 M, dissolvido em tampéo acetatno de sbdio 0.1 M de pH. As mis-
turas foram incubadas durante 15 minutos » &0 P ¢ a atividads en
zimatica fol determinaca de acorde ocom o item 3,2.1. A constente
de Michaelis - Merten (Km)] e a velocidade méxima [(Vmdx,! Foram

determinadas sepundo o método gration de Linsweaver-Durk [40].

{0 efeito da concentragsac do subsirato Toi tambem verificado para
o substrato lactose. A mistura de reagép fol constitufda de 4 ml
de solugaoc de lactose dissolvide em tampao acetsto de sodio 0,1 W
oH 5, em concentragado variavel sntre 2 s a 500 mM, aos guais fo-
ram adicionados 1 ml de solugdn enzimdtica contendo 74 ug de pro
teina e (0,38 unidedes de atividads. As misturas forem incubadas
por 15 minutos & 55 °C e a atividade gnzimatica determinada SBEUN
do o metodo desoriteo ne item 3.2.2, A constante de Michaslis -

Menten & & velocidads maxima foram determinadas segundo o métode
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de  Linewsaver -~ Burk [487.
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A solugdo de f-galactosidass contendo 12,5 ug de proteins  por

.ml purificada de acordo com os procedimentos descritaos no item

3.8, foi utilizada para a eletroforess em gel de poliscrilamida.

A gel sletroforess fol desenvolvida modificando-se o método da
Davis {(25). O aparelho utilizedo pars s elstroforese cunsisﬁa de
uma fonte sstabllizadors marca FANEM modelo 1850, ftubos de widro
de 0,5 om x B om, suporte para cubas, duss nubas de acrilico da
14 x 14 om de base por 7 om de altura, cade ouasl com 1 selstrodo
na posigdo central. A cube superior spressnta & perfursgoes  ao

rador do eletrodo pera o enoalxe dos respectivos tubos,

0 gel fol prepsradco pels mistura de 2,5 g de Cyanogum (35 % te
noliacrilamida & 5 % de N, N, N' metilensblsacrilamidal, 25 ml
de tampac fostfato de sodin 3 concentragac de 0,05 M pH 8,0 .
25 mg de persulfato de amonio, 20 pl de N, B, N' tetrametiledia-
mina. Aplicou-ssg 10 yl de azul de bromotencl a 0,1 % & 30 yl de
amostra no topo do gsl e 40 ul de sacarose & 40 %, A eletrofore-
s@ foi desenvolvida pela aplicacan de uma corrente de § mA por
gal, & temperstura ambiente de 28 % - 28 %, por 3 horas. Apos
a oorrida parte dos gels fol removida dos tubos de sletroforsss,
incubads em soclugao oe ONPG dissplvide sm tampao apatato de

per 10 minutos. Os géls foram retirados -

(]

sodio 0,1 M de pH O,

dos tubos de inoubagao e oolocados eam tubo de ensaic contendo -~

-

»

10 ml de solucdo de carbonats de sédio a 10
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A outra parte dos géis foi colocada em tubo de ansalo contandn
deids tricloroacético de comsentragac 50 %, psrmanecendo neata
solugla por 24 horas. Apds o tempo, os géis sa3p colucados sm

corante azul de rcomassie dissolvido em &oido tricloroacético 20 %

permanecends nesta solugio cercs de 2 horas.

ApOs & coloragéo os géis foram transferidos pars plsces de Petri

a

que continham Acido acético & 7 % para descoloragaoc.
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Este procedimento fol dessnvolvido modificande-se o matads e
Weher e Osborn [71), A 0,25 ml de solugde da enzima purificada -
contende 2,0 mg de proteina fol adicionadoc 2,5 ml de solugan de
505 contends 1 % de mercaptoetancal. A misturs foi incubada a
37 DC por uma noite. Os geis foram preparados juntando-se 15 ml
de tampao fosfato preparado com 7,8 g de fosfato didcido de sddic
g 20,4 g de fosfato wonescido de sodio, 7 g de B0S dissolvidos em
1 litre de agus deionizada. Adicicnou-ss 13,5 ml de s501ucan de
acriliamida composta de 17,1 g de acrilamids, 0,3 g de metilenohi-
sacrilamida dissolvidns em 50 ml de agua deionizada, adicionou-se
ainda 1,5 ml de solugdo de persulfato de amonic contendo 300 mg
de persulfatc de amonio em 20 ml de agua delonlzads e finalmante

Juntou-sg 10 ul de N, N, N', N' tetrametilenodiamina,

Apss o endurscimento dos gais aplicou-se no topo 10 wl de azul
de bromofensl a 0,1 %. 60 ul da solugas da enzima e 40 ul de
sacarnse de cencentracdn a 40 %. As cubas eletroforéticas  forsm

preenchidas com tampan fosfato deseriteo acime, diluido a 50 % com
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Agua delonizada. Foi aplicade uma corrente de & mA por gel &

temperatura amblente por 3 horas.

Apos a eletroforese os géis forem removidos dos tubos, medindo -
g2 o comprimento do gel e s distancia percorrida pslo corante
azul de bromofenal. Os géis permansceram por 1 nolte em sollgao
de Aoido triclorcacético a S0 %, submetendo-se & coloragéo &
descoloragao como descrite no ditem Z.7. Apds a descoloragag fo-
ram feitas az medidas de comprimento de gel & a distancis de
migragao da proteina. Com estas medidas 2 com as medidas oplhi-
das antws da coloragdo sera calculada s mobilidade da proteina

Bm gQuUestan.

Estudo da acdp da B-galactosidase em soro de jeite

paras verificacgéo da acgdo da snzima  f-gpolactosidase em sorc  de
ipite, sstudou-se o grau de hidrolise la lactose de acordo Com
os itens descritos a seguir.

Preparagag _do sorg de leite

e e Gk T

Para utilizagéo do sorc de leite como substrato, precipitou - se
ipite fresco com HOl. A caseinma coagulada & pH 4,% Tol  removida
por filtragao.

Determinacdo_do_teor de_lactose presente ng soro

A concentragae de lactose presente no soro fol determinada pelo

matndn descrito em ADALD, 1HB8L {41,
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Para verificsgao da melhor temperaturs para agao da enzima &M

aoro, uma mistura de 100 ml de soro (5,268 % de lactose) e 100

~uyhidades de enzima brute foil incubada a varias temperaturas .

Periodicamaente. amostras foram colstadas e as guantidades de

glicose liberadas foram medidas de scordo com o item 3.2.2 .
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Para verificar o efeitc da congentragdc enzimétics na hidrdlise
da lactose presente no soro, colocou-se 2m incubagao uma mistura
de 100 ml de soro & varias guantidades ds preparagac snzimdtica
com 90, 150, 200 & 250 unidades, respsctivamente, a 55 Y poar
50 horas; amostras foram coletadas g & guantidede de glicase 1i-

herads fol determinada de acordo com o item 3,2.2 .

Cromatografia ascendente em papel dos produtos de hidrolise da

iactose

Para detecgan dos produtns formados na hildrolise da lactose pre-
sente no sarg, pela B-galactosidase, utilizou-se papel Whatman
n? 4 para cromatografias, de dimensoss 18 om de largura por 44 cm
de comprimento. Neste pspel Foram splicadas as misturas dos -
itens 3.0.3 & 3.8.4. 0 sistems de solventas utllizado para
cromatografia foi n-butancl : piridina : agua na pProporgan -

B:4:3 {v/v, respesctivamente]l. I tempo de dessnvolvimento do croma
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tograma fol de 24 horas, & temperaturs ambiente. Como  aglcares
padrdes foram utilizados solugdo de 1 % de glicose e sslugdo a
1 % de lactoss., O cromatograma foil revelads pela aplicacac de

anilina-ftalato.



4.1

4.7.1

4.1.2

40,

RESULTADDS

Selecao de microrganismos

Selecdo preliminar de microrganismos produteres _de p-galactosi-

dage

g

Apés o isolamento de Ué? iinhagens de microrganismos do sole,
foram selecicnados praiiminarmente 5 fungos gue apressntaram alta
atividade de B-galsctosidasze, com relegdco ao teste descrito BT}
3.7.3. A Tabela 1 indica & atividade de PB-galactosidase a pH 5
g pH 8,5, respectlivaments. Az llnhagens seleclonadss sroduzem

f-galactnsidass extra-celularmsnte.
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A linhagem de fungn de ndmerc 245 produz maior atividade de
f-galactosidase tanto em pH 5 come em pH §,5, como demonstrado na
Tabala anterior. Fol verificado tambhém gue o ?il%radc obtida com
esta linhagem ndo apresents atividade proteclitica, cujo teste
fol reslizado de acordo ﬁom o item 3.1.4, szndo escolhida nara
produgac de B-galactosidase através de fermentacao semi-solida e
submarsa. Esta linhagem de fungo que produz B-galactosidese  foi

identificada comu Seopulariopsis ep. A Figura 1} mostra a micro-

fotografia do microrganismo,

Este microrgaenismo  fel solicitado por Amsrican Type Culture
Collection {(A.T.C.C.}, para deposito sm sua colecdo. Fol registra

do com o nimern A.T.0.0. 44 206,
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Estudo da relacao entre tempo de incubacdc e producdo da enzima

Para o estudo da relsgao entre tempo de incthagdo e produgds da
gnzima, foram utilizados dois tipos de fermentagdor semi-sdlida

& submersa, como desorito nos itens 3.3.2 e 3.3.3, A ativida-
de de A-galactosidase no Filtrade foi verificads em difsrentes
tempos de crescimento, Tende sido observado gue na farmentacas -
submerse & produgadc de B-galactosidase & incipiente e ogue na
fermentagac semi-sdlida a produgdo méxime ds enzima ocorre  apds
15 horas de fermentacan a 30 %, A= Figurass 2 ¢ 3 Llustram  os

resultados obtidos.

Efeito da adicao da lactose no meio de cultura

Este estude fol reslizado com as fermentagtes semi-sslids & sub-
meraa oomg descritas pos itens 3.3.2 & 3.3.3. Como sg pode
ohservar nas Tiguras 2 g 3 a adicao de lactoses néo tem  intlusn-
cia na produgac da B-galsctosidase, tanto na farmentacio semi-

sglide como submersa.

Purificacac da  pP-galactosidase

U fluxogrems para purificscéo da B-gslsotosidase de Beopula-
rLopsts sp esté apresentada na Figura 4 e a purificacdc, tendao
como base mg de proteins, esta apresentads na Tabela 2, Apds  a
purificagac a preparagids hruts de enzima foi purificeda 33,7 ve-
zes apoe o fracisnamento com sulfato de amdnio, seguide de diali

sg, cromatogratia em coluna de DEAE-celulose s (M-esluloss.

A Flgura 5 ilustra o fracionamento obtido apds a =luigan das

proteinas adsorvidas em OFAE-celulose com solugoes de  NaCl sm
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gradiente de concentragac, A Tabela 2 indica gque foi obtide ume

atividade snzimatica de 14,6 unidades por mg de proteina.

A Figura § ilustra o fracionamento obtido apds & sluigdo das
proteinas adsorvidas em CM-celuloss, com solugoes de Nall am
gradisnte de concentragac, A Tabala 2 indica gue foi obtida uma
purificagac de 33,7 vezes e ums atividade enzimatica de 141,92 -

unidades por mg de proteina.

Caracterizacio da  B-galactogidase purificada

Para a caracterizacao da B-galactosidase forem determinadas as
caracteristicas biogquimicas da enzima como: pH Stimo de atividas-
de, temperatura otima, pH e temperatura de sstabilidade da enzi-
ma, efeito de sais minerais e inibidores na stividade enzimatica,
gfeita da concentragao do substrato,. sendo tais medidas descri-

tas no item 3.8 .
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O efsito do pH na atividade enzimatica foi determinade de acordo
com o item 3.8.9, & os resultados sas mostrados na Figura 7 .
Como demonstrado na Figdra, ocorre malor atividade na faixa de
pH gntre 3,65 a 5 com ONPG como substrato. Com lactoss como subs-

trato, o pH de maior atividade & 4,5.
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0 estudo referente a influencia do pH na sstabilidade anzimdtica

fol reslizado de acordo com o item 1.7.2. A Figura B il&stra a
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estabilidade enzimdtica, A enzime em estudo foil sstsvel na falxs

de pH compresndida entre 3,8 a 8,5,
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{1 estudo referente a influencia da temperatura na pstabilidade en
zimatioa fol rsalizado de acordo com o item 1.7.3. A Figura g
ilustrs o resdlitado. O aﬁuecimento da snzima a 69, 85, 71 OC, por
varios intsrvalos de tempo, demonstra a manutengao da atividade
enzimatica em B0 % apls 35 horas de incubagdo a 80 °C e a répida
gueda de atividade com inativagéo de 92 % com 1 hora de incubagao
a 685 %C. Com 1 hora de incubagao a 70 °¢ seorreu 97 % de inativa-

a0,
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0 efeite da tempsratura na atividade de f-galactosidass foi  de-
terminado de acordoe com o item T1.7.4, A Figura 10 aprszenta 085
resultados mostrando qu% a gnzima apresenta major atividede a
85 “c gquando ONFG & o substrato e 55 °c, usando-se lactoss  como

substrato.

Efeito de sais minerais na atividade enzimatica
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D efeitc de sais minerais na atividade snzimdtica foi verificado
de acordo com o item 1.7.%. A Tabsle 3 apressnta os  resultados,

Ohservou-58 que a presenca de MgSGq. CaCl?, Niﬁaq, MHSU4, KC1 ’

Cusoq, nao influl pa atividade enzimatics de B-galsctosidase .

enguanto AgNl na concentragac de 1 mM em relagao ao volume

3.&

final da mistura de reagdo, inibe 18 % de atividade enzimatica.
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Efeito de inihidores na atividade enzimatica
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{ efeito de inibidores na atividads snzimética foi verificade da
aoords com o 1ftem 3,8.8. gendo os resditados ilustrados na Tabe-

la 4. A atividads enzimética nac fol influenciada pela pressnca

" de dietilditiocerbamats de sodio, bilssulfite de sodio, cisteina,

p~hidroximercuribenzoato, mercaptosgtanol ou glicose. Porém a
atividade snzimatica foi inibida pels pressnga de galactose de

concentragas 10 mM.
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0 item 3.8.7 relata como foil deferminado o efeito do substrato -
na atividade snzimatica em relagac a diferentes concentracdes do
substrato. As figuras 11 B8 12 demonstrem gue para ONPE como subsg
trato os valores de Km s Vmax foram 0,83 mM & 8:3 uM de o-nitro-

fenal [ONP) / minuto / mg de proteina, respsctivamente.

Com a wtilizagdo de lactose com substrato obteve-se Km de 16, BmM
de lactose & Vméax de 6,6 pwoles de glicose / minuto por mg de
proteina. Para obtencao de tais velores utilizou-se o método gpé

fico de acordo com Linewssver s Burk (40},
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A eletroforese em gel de poliacrilamide fol realizads de acgrda
Com as candiqéeé descritas no item 3.8.8. A figura 13 apresenta
a eletroforese desgnvolvids em gel, 0 qual fol submersa em ONPG,
observando-se ¢ aparscimento de uma Teixas amarsla gue indica a

presenga de atividade de B-gelectosidasze. A Figurs 14 apresenta
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a comparagao entre a faixa {bandal amarels correspondente a B
galactoaidase = 0 gel apenas corado com azul de Comassis, para

demonatrar & localizagac da proteina.
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0 peso moleculsr da B-gelactosidase purificada fol determinada
atraves ds eletroforese em SOS gel de poliacrilamida, ssgundo o
matodo descrito sm 3.8.10. A Figura 1% ilustras o resultado do

experimento. 0 pess molacular da B-galactosidase foi calculado

come 85 0040,

Estudo da acao de R-galactosidase em soro de leite

Us resultados da hidrdlise da lsctose presents np soro de leite

pela B-galactosidsees sas demonstrados nos itens seguintes,
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A determinacio da temperatura otima de hidrolise da lactose pre-
sente no sorc fol realizada de acords com o item 3.9.3, 2 como
demonstrade na Figura 16, 87 % do teeor de laciose & hidrolisado

a 55 °C apos A0 horas de incubagas.
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Fate estudo fol reallizaede seguyndo o item 3.8.4. Como demonstrado

na Figura 17, apts 50 horas de incubagdo aproximadamente, 85 %
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da lactoss fol hidrolisada guando se utilizou 250 unidades de

Bnzima,

Cromatografia ascendente em papel dos produtos de hidrdlise da

tactose

Esta cromatogrefias fol preparade de ascordo com o item 3,10 & a
Figura 18 damonstra que.a grzima hldrollisou quase totalments s
lactose prezante sm soro de lsite pars glicosze e galactoss .
guands se utilizarem 250 unidades da enzi&a é 50 horas de incuba

gEo a 55 “C.
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DISCUSSAD

Selecao de microrganismos

NDentre os varios microrganismos isclados pela produgdn de 5*%&
lsctosidase, fol verificado gue muitas linhagens de  fungos prody
zem lactass extra-celularmente, quando o experimento fol realiza-
do sesgundo o item 3,ﬂ.e# deg acordo com 2 atividade da enzima pro
duzida, forem selecionadas & linhagens de fungo de  um grande
grupo de linhagens estudaedas, como indicado nos rasultaﬁné apre-

sentados no item 4.1 & demonstrados na Tabsla 1.

Dos cinco microrganismos seleolonados preliminarmente pels capa-
cidade de produgao de f~galactosidase, Foi selecionado DErE
desenvolvimento deste trabalho o fungo  Scopuleriopsis sp  como
melhor produtor da senzima, pols produz B*galaétosidaae axira-
ceiuylarmente & com alta atividade. 0 microrganisma fol solicite-
do por American Type Culture Collection (A.T.C.C.), sendo rezmis-

trade com o numers 44 206,

Estudo da relacao entre tempo de incubacac e producac da enzima

A fermentagan semi-gsolids do  Seopulariopsis sp, realizads de
acorde com o item 3.3.2, cujos resultados sao descritos no item
4.2, levam & conclusao de que a enzime & largaments produzida  em
115 horas de incubagag a 30 °c. rfomo demonstrado no item 4.3, a
adicao de lactose no meio de culturs nao exerce efeito sobre &
produgac da enzima, sendn, portante, produzids constitutivamen-

e,
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0 estude da produgas de enzima em meio submersc foi realizado de
acordn com o item 3.3.3, cwjos resultados sdo apressentados no
item 4,2, revelando que & produgdc neste meio e extremamsnte bal
Xa, utilizando-sé portanto para produgac de f$-galactosidase a

fermentagan semi-sdlida.

Com relagdc av tempo de incubagac necessaric para a produgdo  de

gnzima em meio semi-sdlido, observou-ss gue a atividade méxima

da enzima € obtids com 113 -~ 115 horas de incubagdo a 30 QC

Come se pode chservar na Figura 3, apds a produgac maxima da
gnzima, sua atividade manteve-se constante no periodo de 115 &
158 horas de fermentacdo, de acordo com as condigdes desoritas -
no item 3.3.2. Esta medis de tempe de incubagao nsoessaria para
nrodugan da snzima de origem fungica como relatado por Park et

alii {811},

Efeito da adicac de lactose no meio de cultura

0 estude do efelto da adigac de lactose no meio de culturas '
realizado de acordé com ¢ item 3.4 mostra, pelos resuyltados das-
critos no item 4.3, ilustrados pelas Figuras 2 8 3, que a e8nzima
& produzida constitutivemente, uma vez gque a adigdo deste carbo-
hidrato rac afetou a atividade snzimatice. Entrstanto, cutras
linhagens de microrganismps relatadas ne literaturs (38, 18, 4l

necessitam de lactose como indutora da produgac da enzima.

Pyrificagac da B-galactosidase

A purificagdo da B-galactosidsse produzida por Seopulariopsis sp
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tol regalizada de acordo caﬁ g item 3.8 e como demonstram os fasqi
tados no dtem 4.4, ilustredos pela Tabels 2, com fracionamento -
por sulfato de amonio, oromatograftia em coluna de DEAE-celulose
principalmente componentes coloridos e outras proteinas faram
removidas, sendo que a §-palactosidase nao fol adservida pela
resina, significande gue & protelnas de f-galactosidase aspresents

carga positive a pH 5.

A cromatografia em coluna de CM-celulose separou um unice pico de
proteina gue hidrolisa ONPG e lactoss, porém ndo hidrolise p-ni —
trofenil-g-U-galactopiranosidec. Isto significa que a B-galacto-
sidase fol adsorvida na resine CM-celuloss devido 2 carga positi-

va gue apresenta sm pH 5.

B-galactosidase € constituida de uma Gnice identidade, o aque fol
verificads através da eletroforese sm gel de poliscrilamida,. oomo

damonstrado na Figura 14.

Caracterizacap da g-galactosidase

A fungao binquimiﬁa da B-galactosidase descoberts em Seopula~
riopets sp B semelhantes & das ﬁ—gelactcsidaaea fungicas extra-
celulares relstadas na literatura (52, 53, 54), mas apresenta al-
gumas diferenciacdes com relagdeo as propriedades Tisieco-nuimiocas,
tais como pH Gtimn de atividade. temperatura Stima, estabilidade

ao pH. influsncia de sais inibidores 8 poder patalitico.
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0 estudo do pH dtimo de atividade para a snzima foi reaiiiadc de
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goordo com oo Item SJS.T; tendo side os resultados obiidos deab;i
tos no item 4.5.1 & iluaﬁrados na Figura 7. B-galactosgidase -
apresentou pH Stimo de atividsds sobre ONPG em 3,8 & 5,0 & sohre
lactose 4,5, apresantando pmrﬁamto melhor atividade do lade &ci-
do da neutrazlidede assim come as R-galsctosidases de depergil~

lus foetidue e Aspergillus ovyzae (12, 51, B8],

oAb e i i B0 AR Al RS A RS L 0 AR AT WD A Ak U L A AR R AL A MG M A WA M RS e A R e

0 efeito do pH na estabilidade enzimética, reslizadn de acardo
com 0 ltem 3,8.2, tem os resultados descritos em 4.5.2. 0 compor
tamento da lactase de Scopulariopsis sp, frente a valorss ds
pH ma faixa acida ¢ alecalina de 3,8 a 8,0 respectivaments, & de

estabilidade, como ocorre para as lactases fongices jé estudedas.

e e e R e e s B L F e e

0 efeito da temperatura na estabilidade da enzime foi realizado
segundo o métode descrito em 3.8.3 e os resultados obtidos  s&80

colocados no item £.5.3

As  Begalactosidases de arigem fongicas. extra-celulares SH0
geralmente termo-resistentes, o gue se aplica a8 B-galactosidase
oraduzida por Soopulariopsie sp, peols, guando o aguecimento
ds enzima & feito a 60 UC, esta comecs a perder s atividede apds
35 horas ds incubagan, enguanto a B85 P, s atividade cai 2 40 %
apts 1 hora de incubagaoc. Esta elsvada termo-gstabilidads i
B-galactnsidase de Scopulariopsis sp & maior dentre as 8-

galactosidases ja relatadas na literaturs, sejom de origsm fongi

o au nao.

L ?6.§€2 A BA B
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5.5.4 Efeito_da_temperatura na_atividade enzimatica

A A A A A A A e R e G e e e Rl S A L A AR WA Al S ALk ek e W e S A R T e T T

A temperatura otima para atividade de 8-galactosidase do Seopu?g
riopais  ep. Fol determinada de acordo com o item 3.8.4, o5

resultados sao relatados no item 4.5.4, a Figura 10 {lustra

&
I

- resultados.

A temperatura otima de B-galactosidases de diferentss fontes va
ria de acordo com & fonte da enzima. Para hidrdliss do substrato
sintetieo ONPG, a temperatura otima é de 80 % e para lactose
55 ®c. Tais valores de temperatura Otima slisdos ac fato e
enzima ter atividade dtima em pH de faixa acida, Lornam-na de
grande aplicahilidade industriel, pois a chance de contaminagédo

microhiana @ diminuida.

5.5.5 Efeito de sais minerais na atividade enzimatica

e Ak e S i ey AL il e A e Uk oyl A e 7 e ek A e e o e e i o e e e

Este estudo, realizade de scordo com o ltem 3.8.%, demonstra .
pelos resultados obiidos descritos no item 5.4.5, gque a ativida-
de enzimatica nao fol afetada pels pressnpa de sais. Os fons
metélicaslparecem nao ser necessarios pars atividade de B -
galactosidase de Scopulariopsie ep, da mesma forma gue ndno sdo
necsssarios pars #s  B-golactosidasss fdngicas revistas {12, 51),
Porem, as lactases produzidss por leveduras como  Saecharomyces
fragilis (22} necessitam de ions magnssioc, manganss ou potassio

para atividade maxima da gnzima.

5.5.6 Efeito de inibidores na atividade enzimatica

d oy i i i i sl A8 W AL AR S AL Mk A AR AL Ak R A R 3 S AL A ACA Uk UL el U bl e M ek U o A i e ol el e P

0 sfeito de inibidores na atlividede da enzima R-palectosidase -



5.5.7

de Seopulariopsis sp Fol realizado de acordo com o item 3.8.8,
sendo o5 resuliados descritos em 4.%.8. A atividade da B-galac
togidase de Scopulartopsis sp nao foi inibids pels pressngs de
digtilditiocarbamato de sodio, p-hidroximercuribenzosto., bissul-
fite de sddio, mercaptoetancl, iodoacetamida, Os grupos sulfidri
las nao devem, portanto, estar envelvidos na atividade enziméti-

8.

varificou-se gue a adigdo de galactoss em baixa concentragdo -
(10 mM} demonstra inibir s atividade enzimatics, porém glicose
mesma em alta concentragao (400 mM)] nao exerce efeitn sobrs a
atividade enzimatica. Fode-ss sugerir que a galactose compete -
com o substrato peleo sitio stive da snzima, como fol  constatado
na B-galactosidase produzida por Adspergilius orysae (51}, num

classico sxemplo de inibigao competitiva,

M A e B e S Wy N AR A R, AR KK A U Ak A A A ARk ks AL A iy M ey ik e e AR e Ak AL WS M i ik e A T e vk e AR R e A L A R AR A0 AR A AD L LR

Para verificagao do efedlto da concentragas do substrato na ativi
dade da enzima utilizou-se o metodo desorito sm 3.8.7, cuios
resultados 530 apresentaﬁos no item 4.5.7 & ilustrados na Figura
11 8 12, Neste estudo foram wtilizados os substratos ONPG 2
lactose. Os valorss de Km g Vmax para ONPG forem 0,83 oM de
OMPG & 8,3 uM de ONP / minuto 7/ mg de proteine, respectivamente.
Para lactose foram sncontrados tm de 16,68 mM de lactose & Vmax
de 8,6 umeles de glicose / minuto / mg de proteina. Tals valores
de Km 2 Vmax, tanto para ONFPG como lactose, indicem alts afinida
de da enzima pelo substrato guando se compara com asz demais lac-

tases fungicas relatadas na literatura {12, 57, 53).
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5.5.9

5.6
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Atraves de sletroforess em gel de poliscrilamida realizada de
acordo som o item 3.8.8 2 do resultado obtido descritso am 4.5.8,
pode-se verificer a presenga de uma Unica banda que indica nao

52 Tratar de uma iscenzima.
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0 peso molecular da enzima em sestudo foi estimado ssr em 95 000
atraves do processo descrito em 3.8.9, cujos resultados sao apre
sentados no item 4.5.8, A B-galsactosidase de Seopulariopate
gp aprssantou peso molecular proximeo asos valares de f-galacto-

sidase fungica de Adspergillus orysas (511].

Aplicagae da  g-galactosidase

B-galsctosidase de Scopulariopsis sp, devido &s propriedades
fisico-nuimicas gue apresents, pode ser utilizada no processamen
to de produtos derivados do leite, sendo utilizade pars hidroli-
sar a lactoze presente em soro de leite. Este utilizacao oferece
uma solugdo potencial para a séria problematica dos residuns da
industria gueijeira que sdo Jjogados nas aguas fluviais, sendo

fator de poldigao.

0 grande poder catalitico da enzima foi veriticado pela hiddreli
se de cerca de 95 % do teor de lactose presente no soro (pH 4, 58]
apos 50 horas de incubagédo. Em comparagdo, R-galactosidase de

dspaergillus oryzae atinge hidrdlise maxima de 83 % do teor de

lactose presente no soro a 55 % apas 72 horas de incubagdo {51).



6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.5.1

£.5.2

6.5.3

6.5.4

54.

CONCLUSDES

Nag 1 067 linhagens de fungos isolados do solo, Seopulariopsis
gp demonstrou ser melhor predutor de B-galactosidasse, nao sen

do ainda relatado por outros pesguisadores.

Seopulariopsie sp pruoduz B-galactosidase sm fermentagac semi-
solida, ndo produzindo a gnzima em Parmentacdc submersa de

aporde com ¢ experimento realizado neste trabalho,

Seopulariopsis sp  produz B-galactosidase constitutivamente

sem ytilizar lectsse como indutor.

f-galactosidase produzida por Scopulartopsis sp  possul  carga
positiva em solugdo tompao acetato 0,05 M a pH 5, visto gue nao

foi adssrvida om UDEAE-celulose mas am CM-celulose.

Caracterizacap da R-galactosidase

A enzima tem pH otimo na feixa de 3,8 & 5 para [ONPG @ 4,5 para

lactose.
A Bnzima & estAvel ne faixa de pH compresndide sntre 3.8 a BB,

A temperatura dtima de agao da B-galactosidase & BE DC 2 55

pars ONPG e lactoss, respectivamente,

A anzima apressnta alta estabilidade térmica, visto qus ma smd

. . o P , )
as 35 horas de dncubagao a B0 U mantem 80 % da atividads snzi-
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matica.

2’ CaClg, NlSG4, ﬁnSﬁq, kL1, Cquq ’

néo exsrocem influencia sobre a atividade da B-galactosidasae,

Us sails minerais MgSO

A atividsde da enzime néo foi sfeotada pels adigdo dos seguintes

agentes inibidores: distilditiocarbamato de sddio, bissulfito

de sodio, cisteina., p-hidroximsrouribenzoatn, mercaptostancl.

A  B-galactosidase de Scopulariopsie ep apresenta forma sim -~
ples, A eletroforese em gel de poliacrilamida realizada a pi
8,0, revelou & presenca de apenas uma banda que se desloca am

diragan ao catodo.

0 peso molscular da R-gelactosidase fol estimado ser de 35 000

Pelas caracteristicas da f-galactosidess produzide por Scopulg
riopete sp, verifica-se gue hd grande splicabilidsde ds  enzima
na hidrolise de lactose presernte em soro, embora possa  hidroli-

sar lactose presente em leite.
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TABELA 1

Linhagens de fungo selecionadas para producdc de pB-galactosidase

Unidedes de R-galactosidase
ymoles DNP / min 4 ml

NY  da

linhagem pH 5,0 o B, 5
171 1,22 0,18
148 1,13 0,11
308 0,405 0,17
748 1,26 0,42
347 (3,25 .08




TABELA 2

Purificagdo

Etapa da purificagac

da

R-galactosidase

Atividade especifics
unidades de atividade

572

Grau de purificagdo
gm  relagdo &

por mg de proteina preparagas bruta
Preparagan bruta 4,21 1.8
Fraclonamento  com
gulfatn de amonic 4,485 1,2
Cromatogratia £m
DEAE-celuloze 14,8 3.5
Cromatogratia B8im
CM~calulonse 141,82 33,7




Efeito de Sais Minerais

TABELA 3

na atividade enzimatica

SAL COMC.  mM ATIVIDADE RELATIVA
MgSO, 1 mM 100 %
CaClZ T mM 100 %
NiSEﬁtL 4 mM 100 %
?*'EnS% 1o 108 %
KLl 1 mt 100 %
SUESE54 1 mM 100 %
AghNG 1 mht B84 %

a4,
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TABELA 4

Efeito de inibidores de enzimas na atividade da B-galactosidase

COMPOSTO CONC.  mM ATIVIDADE RELATIVA
Distilditlocarbamato de sodio 10 mM 100 %
Bissulfito de sadio 11 mit 100 %
Cisteina 10 mM 100 %
Indonacetato 10 mM 100 %
Mezrcaptostansl 40 mM 100 %
P-midroximercuribenzoato 0 om 190 %
Glicose 2040, mM 100 %
Galactase 15 m a0 %
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FIGURA 1

Microfotografia de Scopulariopsis sp

60.
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FIGURA 4

Fluxograma da produgdo e purificacao da R-galactosidade
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ABSORBANCIA 280 nm

FIGURA 5

Cromatografia em coluna de DEAE-celuylose da  B-galaciosidase
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FIGURA &

Lromatografia em coluna de CM-celulose da Re-galactosidase
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Efeito do pH na atividade enzimatica da B-galactosidase
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FIGURA 9

Ffeito da temperatura na estabilidade da p~galactosidase
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FIGURA 10

Ffeito da temperatura na atividade da B-galactosidase
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FIGURA 11

Efeito da concentracaoc do substrato

ONPG na atividade da p-galactosidase

g
b4
" = "
& .
o
£ oL
- o0
& e
ek 2 4
g ol
2
. b ; i J i | i
G5 L LB 5 2B A0
L b
85 {midimi}
2

08

0,6

o4

0,2

S‘iﬁannﬂ}



1.

FIGURA 12

Ffeito da concentracao do substrato
lactose na atividade enzimatica
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FIGURA 13

Eletroforese da B-galactosidase

purificada em gel de poliacrilamida
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FIGURA 14

Eletroforese da B-galactosidase

purificada em gel de poliacrilamida
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FIGURA 15

Determinacao do peso molecular por eletroforese em SDS
(sodio dodecyl sulfate) gel de poliacrilamida
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FIGURA 16

Efeito da temperatura na hidrolise da lactose em soro de leite
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FIGURA 17

Efeito da concentragdo enzimatica da A-galactosidase
na hidrolise da lactose em soro de leite
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FIGURA 18

Cromatografia ascendente em papel, dos
produtos de hidrolise da lactose
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