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RESUMO

Uma sulfatase (EC 3.1.6.1.), heparina especifica, foi identificada no figado do molusco
Aplysia cervina, largamente encontrado na costa nordestina do Brasil. Esta enzima foi
purificada por precipitacdes sucessivas com sulfato de amébnio e acetona e por
cromatografia de afinidade em Heparina-Sepharose CL-6B. Algumas das
propriedades fisico-quimicas e cinéticas desta preparacao purificada 89,7 vezes
(rendimento de 5,37%) foram investigadas usando o p-nitrofenil sulfato (pPNFS) como
substrato. Seus valores otimos de pH e temperatura foram 5,0 e 45°C,
respectivamente. Ela reteve mais de 90% de sua atividade quando incubada por 15
minutos a 45°C enquanto que perdeu 60% a 55°C. Seu K, foi igual a 3,71 + 0,41 mM.
Sua atividade foi estimulada por MgCl,, CaCl, e FeCl; e inibida por Na;S203, NaSOq,
KCI, CsHsNazO; (citrato de sddio), HgCl,, Na,HPO4 e NaH,PO4. Heparina de baixa
massa molecular competiu com o pNFS pelo centro ativo da enzima mais do que a
de massa molecular elevada. Esta enzima foi covalentemente imobilizada ao Dacron
e a uma rede semi-interpenetrada de polisiloxano e alcool polivinilico (POS/PVA),
ambos magnetizados, resultando em derivados com atividade especifica e retengao
de 3,17 unidades/mg proteina, 1,85 unidades/mg proteina, 36,5% e 21,23%,
respectivamente. Estas preparacbes foram removidas facilmente da mistura de
reagcao por um campo magnético e foram reutilizadas diversas vezes sem perda de
suas atividades. Elas foram mais termoresistentes do que a enzima soluvel e
apresentaram o mesmo pH o6timo, temperatura 6tima e K, aparente. O derivado
sintetizado com o Dacron ferromagnético apresentou uma vida util mais elevada do
que aquele em POS/PVA. O MgCl,, CaCl, e EDTA ativaram ambos os derivados de
sulfatase insoluveis em agua enquanto que Na;HPO, e NaH,PO, e a heparina
inibiram. A acao pelos outros ions variou de acordo com o suporte.

Palavras chaves: Sulfatase, Aplysia cervina, enzima imobilizada, Dacron, polisiloxano,
alcool polivinilico.
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ABSTRACT

A heparin specific sulfatase (EC 3.1.6.1.) was identified in the liver of the mollusc
Aplysia cervina, widely found in the Northeastern Brazilian coast. This enzyme was
purified by ammonium sulfate and acetone precipitations and by affinity
chromatography using Heparin-Sepharose CL-6B. Some physical chemical and
kinetics properties of this 89.7-fold purified preparation (5.37% yield) were investigated
using p-nitrophenyl sulfate (pNPS) as substrate. The optima pH and temperature were
found to be 5.0 and 45°C, respectively. This enzyme retained more than 90% of its
activity when incubated for 15 min at 45°C while lost 60% at 55°C. kn, equal to 3.71 +
0.41 mM was found. Its activity was enhanced by MgCl,;, CaCl, and FeCl, and
inhibited by Na»S,03, Na,;SO4, KCI, C¢HsNaz;O7 (sodium citrate), HgCl,, Na,HPO4 and
NaH,PO4. The heparin low molecular weight competed with pNPS for the active site
enzyme more than the high molecular one. This enzyme was covalently immobilized
on ferromagnetic polysiloxane/polyvinyl alcohol composite and Dacron yielding
derivatives with specific activity and retention of 1.85 units/mg protein, 3.17 units/mg of
protein, 21.23% and 36.5 %, respectively. These preparations were easily removed
from the reaction mixture by a magnetic field and were reused several times without
loss in their activities. They were more thermal stable than the soluble enzyme and
presented the same optima pH and temperature and apparent K,. The derivative
based on ferromagnetic Dacron presented higher shelf life than that on POS/PVA.
MgCl,, CaCl, e EDTA activated both immobilized sulfatase derivatives whereas
NaHPO, and NaH,PO4 and heparin inhibited them. The action by the other ions
varied according to the support.

Key words: Sulfatase, Aplysia cervina, enzyme immobilization, Dacron, polysiloxane,
polyvinyl alcohol.
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