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RESUMO

As propriedades das a-galactosidases da soja e do feijao, pu
rificadas por fracionamento com sulfato de amonio, cromatografia em
DEAE-celulose e filtracao molecular em Sephadex G-100 foram examina

das.

A filtragcao em Sephadex G-100 produziu duas fragoes, designa
das I e II, com diferentes pesos moleculares. As formas I e II de ca
da amostra mostraram diferencas em seus valores de pH e temperatura
otima, energia de ativacao, Km e Vmax com PNPG, melibiose ou rafino
se como substratos. Nao se observaram diferencas em suas estabilida

des ao calor e a variacao de pH.

As enzimas apresentaram atividade maxima entre pH 5,0 e 6,0 e
foram estaveis na faixa ao redor do pH otimo; os valores de tempera
tura otima ficaram entre 45 e 550C e as atividades enzimicas perma-
neceram estaveis ate 500C e todas elas mostraram maior especificida
de para o PNPG.

Tons metalicos como AgT e Hg+2

causaram completa perda de ati
vidade; entretanto, as enzimas nao foram sensiveis aos reagentes sul-
fidrilicos, sugerindo nao haver necessidade de grupos-SH para a ati
vidade catalitica. As enzimas foram inibidas competitivamente por gli
cose, mais intensamente por galactose e nao competitivamente por

frutose. As duas formas enzimicas do feijao foram inibidas por al-

tas concentracgoes de PNPG.



SUMMARY

a-Galactosidases from soybean (GLycine max) and feijao (Pha
se0lus vulgaris) seeds were purified by ammonium sulfate fractio
nation, chromatography on DEAE-cellulose and gel filtration on Se-
phadex G-100, and studied their characteristics. It was found that
a-galactosidase was multiple forms which was consisted of two frac-

tions (fraction I and II).

Fractions I and II of each sample exhibited differences in
their optimal pH and temperature, activation energy, Km and Vmax va
lues with PNPG, melibiose or raffinose as substrates. The properties
of the enzymes from these seeds resembled each other with respect
to their pH and thermal stabilities. The enzymes showed maximum acti-
vity between pH 5.0 and 6.0 and were stable in and around this range.
The optimal temperature values were observed between 45 and 559C and
the enzymes were stable up to 500C. ATl forms were more specific for

PNPG.

Metal ions such as Ag*t and Hg+2 caused complete loss of acti
vity and sulfhydryl reagents had no effect on the enzyme activities,
indicating that the -SH group is not involved in the catalytic site.
Glucose and galactose inhibited the enzymic activities competitively,
whereas fructose had a non-competitive effect. Two forms of Phaseo-
Lus vulgarnis a-galactosidase were inhibited by PNPG at high concen-

trations.



1- INTRODUGAO

As sementes de leguminosas, em suas diferentes variedades,
s3o conhecidas como o alimento basico em muitos paises. 0 feijao (Pha
seofus vulgarnis, L) & um dos principais itens da alimentagao brasi-
leira. A soja (Glycine max, L) &, atualmente, um dos produtos agri-
colas mais abundantes no Brasil e representa uma das materias-primas
de mais baixo custo e de alto valor nutricional, alem de conferir
propriedades funcionais adequadas a produtos como analogos de car-
ne, alimentos infantis e paes, entre outros. Entretanto, 0 consumo
de soja e seus produtos e limitado pela presenga de fatores anti-nu
tricionais e de substancias causadoras de sabores e odores indesejé
veis, que devem ser reduzidos ou eliminados para melhorar suas qua-
lidades nutricionais e aceitacao organoleptica. Fatores como inibi-
dores de enzimas e a atividade de lipoxigenase podem ser removidos
por tratamento termico, ao passo que este mesmo tratamento nao efi
caz contra outros fatores indesejaveis, como o acido fibien ® 0s

oligossacarides (56).

0s oligossacarides da familia da rafinose, encontrados em se
mentes de leguminosas, se apresentam em quantidades variadas, con-

forme o estagio de maturacao da planta e segundo a variedade consi-



derada. Os principais oligossacarides sao rafinose, estaquiose e ver
bascose, que contem ligagoes o-galactosidicas e sao nao redutores

(89) (Figura 1).

Existem evidencias de que estes oligossacarides sejam os fa-
tores responsaveis pela flatulencia e por problemas gastrointesti-
nais freqlientemente associados ao consumo de sementes de legumino-
sas (62, 63, 75). Quando estes agucares sao ingeridos, sao necessa-
rias duas enzimas, invertase (E.C. 3.2.1.26) e g-galactosidase (E.C.
3.2.1.22) para sua completa hidrolise (47, 64). A ausencia de qg-ga-
lactosidase no trato digestivo no homem e em outros mamiferos previ
ne a metabolizacao destes oligossacarides e, conseqlentemente, pas-
sam para o intestino grosso, onde sao fermentados anaerobicamente
por agao da microflora intestinal, com producao de gas (17, 40, 62,
66) .

Embora a incidencia de flatulencia nao possa ser prevista,
porque ela tambem depende do estado fisico e fisiologico de cada in
dividuo e do tipo de dieta, os oligossacarides geralmente sao consi

derados indesejaveis e inumeras tentativas para a sua eliminacao tem

sido realizadas.

Alguns pesquisadores tem investigado a remogao de o1igossac§
rides por diferentes processos de extracao aquosa ou alcoolica, ger

minacao, ajuste do pH, temperatura e teor de umidade (10, 26, 38, 58,

62, 71, 72).

PAZUR et alis (59), em 1962, observaram que as concentracoes

de rafinose e de estaquiose diminuiram rapidamente durante a germi-

nacao. EAST et afii (26), em 1972, e HSU et alii (33), em 1973 rela

taram que rafinose e estaquiose desapareciam em decorrencia da ger-

minacao da soja. Este decrescimo pode ocorrer em diferentes propor-
coes, devido a diferencas na origem e nas cultivares, bem como nas
diferencas dos niveis de a-galactosidase endogena em diferentes se-
mentes (68). _
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FIGURA 1- Relacgoes estruturais dos oligossacarides da familia da rafinose



KIM et ati< (38), em 1973, observaram que 2/3 de rafinose e
estaquiose poderiam ser removidos pela combinagao de maceracgao e ger
minagao. Num estudo semelhante, KU et afid (40), em 1976, obtiveram
a remocao de cerca de 59% destes agucares em graos integrais de so-
ja, mediante extracoes aquosas em condigoes variaveis de tempo, tem
peratura e proporgao soja: agua. OMOSAIYE et afli4i (56), em 1978, usan
do ultrafiltracao, obtiveram um concentrado protéico de soja com 60%
de proteinas e somente 0,6% de oligossacarides, com propriedades ade

quadas para a formulagao de alimentos infantis.

Processos fermentativos, utilizados principalmente nos paises
orientais, na producao de miso, shoyu, ontjon, resultam em produtos
isentos ou com quantidades reduzidas de rafinose, estaquiose e ou-
tros oligossacarides, porem, com teores consideraveis de galactose,
glicose e frutose (17, 76), monossacarides que entram na constitui-
cao daqueles acucares. Isto sugere a presenca das enzimas invertase
e a-galactosidase, necessarias a degradacao dos oligossacarides, du

rante a elaboracao destes produtos.

MITAL et al«cc (50, _l), em 1973 e 1975, mediante fermentacao
com bacterias lacticas (Lactobacillus fermenti, L.cellobiosis e L.
pLantarum), consegqguiram reduzir sensivelmente o teor de galactoli-

gossacarides em extratos de soja.

A aplicacao de a-galactosidase produzida por microrganismos
vem sendo utilizada, téntativamente, na remocao de oligossacarides
em bebidas de soja e tambem na industria agucareira de beterraba, pa
ra a eliminacao de rafinose, que impede a completa cristalizacao da
sacarose. SUZUKI et alid (79), em 1969, relataram que a rafinose pre
sente no melaco de beterraba poderia ser decomposta continuamente pe-
la a-galactosidase produzida por Mortiereflfa vinacea em cultura sub

mersa. SUGIMOTO & VAN BUREN (77), em 1970, usaram preparagoes comer
ciais de Aspengillus saitoi, possuindo atividade de a-galactosidase



e invertase, para a degradacao de oligossacarides ate seus monossacé
rides. Estes autores observaram que, na faixa de pH em que o extrato
de soja e normalmente obtido, a adigcao de pequenas quantidades da pre
paragao enzimica resultou na completa hidrolise dos galactoligossaca
rides e o produto final foi organolepticamente aceitavel devido a au
sencia de proteases no extrato enzimico. THANANUNKUL et alii (80) e

SMILEY et afi« (73), trabalhando respectivamente com a-galactosidase
de Mortierella vinacea e de Aspengiflus awamordL em um processo con-
tinuo, obtiveram graus de sucesso variados para a hidrolise dos oli-

gossacarides.

Com base na Titeratura consultada e considerando a parcela de
importancia que as sementes de leguminosas desempenham na alimenta-
gao, o presente trabalho se propoe a estudar, comparativamente, as
condicoes de extracao, purificagao e caracterizacao de alguns para-
metros bioquimicos da a-galactosidase em variedades de soja (GLycd-

ne max, L) e feijao (Phaseofus vulgaris, L).



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para a hidrolise de ligacoes glicosidicas ha necessidade de
enzimas especificas, as glicosidases. As enzimas responsaveis pela
hidrolise de ligacoes galactosidicas sao denominadas galactosidases,
existentes sob duas formas o« e g-galactosidases, dependendo da con-

figuracao do atomo de carbono anomerico da molecula de substrato.

Os primeiros experimentos envolvendo a atividade de a-galac-
tosidase ou a-D-galactosideo - galactohidrolase (EC. 3.2.1.22) (13)
remontam do seculo passado, tendo sido obtida a partir de extratos
de leveduras selvagens (25). Devido a capacidade de hidrolise sobre
a melibiose foi, inicialmente, chamada melibiase; posteriormente pas

sou a ser denominada a-galactosidase devido a grande afinidade por

compostos contendo residuos de a-D-galactose.

A a-galactosidase catalisa reagoes, de acordo com o seguinte
modelo, onde normalmente a molecula receptora de hidroxila e a agua,

embora R e Ry possam ser radicais aromaticos ou alifaticos (25).

CHZOH [.:HZOH
0 C

c
" \(': * Ry E;/ ¢ + ROH
A e O

b consowe

OH

0




Em outras palavras, isso significa que a enzima pode hidroli
sar varios a-D-galactosideos simples, como tambem moleculas mais com

plexas como oligo-e polissacarides.

Entretanto, dois fatores determinam a agao hidrolitica da a-
-galactosidase sobre o substrato. Primeiro, a estrutura do anel de-
ve ser piranoidal e, segundo, as configuracoes dos hidrogenios (-H)
e das hidroxilas (-OH) dos atomos de carbono 1, 2, 3 e 4 devem ser
semelhantes as da galactose. A mudanga na configuragcao de grupos -H
ou -OH em qualquer atomo de carbono de um substrato glicosidico po-
dera reduzir ou inibir completamente a agao hidrolitica da enzima.
Assim sendo, a atuacao da enzima pode se dar, alem da galactose, so
bre compostos que possuam outros glicosideos, desde que preencham as
propriedades que determinam a agao hidrolitica da enzima. Este fato
foi demonstrado por DEY & PRIDHAM (24), ao estudarem a hidrolise de
galactosideos e outros glicosideos, entre eles o p-nitrofenil -a-D-
-fucosideo e p-nitrofenil - g-L-arabinosideo, pela acao de a-galac-
tosidase de Vicia faba. MALHOTRA & DEY (46) tambem comprovaram este
efeito em relacdo a hidrolise do p-nitrofenil - B-L-arabinosideo pe

la a-galactosidase de amendoas doces.

No estudo da atividade de a-galactosidase, varios a-galacto-
s7deos vem sendo utilizados como substratos sinteticos, como o me-
til, etil, n-propil e fenil - a-D-galactopiranosideos (24, 46, 61,
78), o-, m- e p-cresil, p-aminofenil, m-clorofenil, o-nitrofenil,
m-nitrofenil, p-nitrofenil - a-D-galactopiranosideos (3, 24, 28, 36,
46, 48, 49, 61, 78) entre outros, especialmente os portadores de gru
pamento o-nitrofenil e p-nitrofenil, por serem compostos cromogeni-
cos. Oligossacarides contendo ligagoes a- (1 = 6) como, por exemplo,
melibiose, rafinose e estaquiose (1, 24, 30, 36, 46, 48, 61), ver-

bascose, planteose, maninotriose e respectivos alcoois (24, 36, 61,

2) tambem sdo considerados substratos da enzima.



A enzima ocorre extensamente na natureza, distribuindo-se en
tre animais, vegetais e microrganismos. Segundo as revisoes efetua-
das por WALLENFELS & MALHOTRA (83) em 1961 e por DEY & PRIDHAM (25),
em 1972, em animais a a-galactosidase ja foi localizada em Astacus
fluviatilis, Helix pomatia e em diversos insetos, alem de esperma,
fluido seminal e orgaos de varios mamiferos. No reino vegetal, se-
mentes de Brassica oleracea (25), Cafanus Lndicus (25), Canavalia en

sigornmis (25), Citrullus vulgarnis (25), Coffea sp (15, 60) Medicago
sativa (48), Phaseolus vulgaris (1, 39), Pisum sativum (47), P.ela-
tius (47), Prunus amygdalus (45), Vicda gfaba (23), Vicda sativa (61),

alem das folhas de Cucurbita pepo (81) e de Spinacea oleracea (28)

e tuberculos de Stachys agfinis (82) sao fontes reconhecidas da en-

zima.

Entre os microrganismos, a a-galactosidase tem sido relata-
da, entre outros, em Agaricus bisporus (25), Aerobacter aerogenes
(31), Asperngitlus awamorsi (49), A.nigern (6, 41), A.oryzae (87), A.
sdaitod (77), BaciLlus sp (3), Bacillus stearotheamophilus (21, 65),
Calvatia cyanthigormis (25), CLadosporium cladosporioides (18), CLos
thidium spp (25), Diplococcus pneumoniae (42), Eschernichia coli (12,

36, 70), Lactobacillus spp (50) Micrococcus sp (3), Mortiernella vi-

nacea (78), Peniciffium spp (14), Streptococcus bovis (7, 8).

Apesar de haver a-galactosidase de natureza constitutiva em
certos grupos de microrganismos, sua formacao tambem pode ocorrer por
indugao, pela presenca de D-galactose ou D-galactosideos no meio de
cultura. A ocorrencia da enzima de natureza constitutiva tem sido
identificada especialmente em bacterias; por outro lado, nao se tem
referencias quanto a sua existencia em fungos. BAILEY, R.W. (8), em
1963, e LI et afii (42), trabalhando, respectivamente, com Strepto-

coccus bovis e Diplococcus pneumondiae conseguiram isolar a a-galac-

tosidase a partir de meios de cultura contendo apenas glicose como

10



fonte de carbono. Em 1973, MITAL et alii (50) obtiveram resultados
semelhantes em suas investigacoes com diferentes linhagens de Lacto
bacillLus, sugerindo tratar-se de uma enzima constitutiva, presente
na fragao soluvel da celula. AKIBA & HORIKOSHI (2), utilizando dife
rentes carboidratos como fonte de carbono, para promover o cresci-

mento de uma cepa de Baciflfus sp, detectaram atividade de a-galacto

sidase em todos os meios ensaiados, independente do acgucar usado.

Alguns microrganismos como Escherichia cofi (11, 36, 70), Ae

nobacten aenogenes (31), Cornticium rolgsii (34, 35) podem produzir
a enzima por inducao, mediante a presenca de D-galactose ou D-galac
tosideos como fonte de carbono no meio de cultura. BURSTEIN & KEPES

(12), em 1971, e KAWAMURA et alii (36), em 1976, trabalhando com di

ferentes linhagens de E.cof4, observaram que essas bacteérias possuiam
uma consideravel capacidade de produzir a enzima adaptativamente, des
de que inoculadas em meios de cultura contendo somente a-D-galacto-

sideos como fonte de carbono.

Em 1974, DELENTE et afi« (21) obtiveram uma cepa de Bacillus
stearnotheamophifus, isolada a partir de amostras de solos cultiva-
dos com soja, capaz de biossintetizar a-galactosidase quando inocu-
lada em meios de cultura contendo indutores como melibiose ou rafi-
nose. 0Os mesmos autores observaram que a producao da enzima poderia
ser diminuida ou mesmo inibida pela presenca de outros carboidratos
que nao a-galactosideos. Semelhante comportamento foi apresmﬂmdo pe-

lo Lactobacillus plantarum, de acordo com estudos realizados por MI

TAL et akii (51, 52).

COURTOIS et afii (14), em 1959, trabalhando com diversas linha
gens de Aspengillus e PenicifLium conseguiram a producao de enzima
somente quando estaquiose e/ou rafinose estavam presentes ao meio
de cultura. Os resultados positivos foram obtidos para Pendicillium

jantah, P.paxillus, Asperngillus nigen, A.rubescens e A.tennreus. Pes
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quisa analoga foi realizada por WORTHINGTON & BEUCHAT (87), em 1974,
trabalhando com 10 linhagens de fungos que sao tradicional ou comer
cialmente utilizadas para a fermentacao de sementes oleaginosas e
graos, para o preparo de alimentos fermentados como o ontjon (torta
prensada e fermentada de amendoim). Entre as linhagens estudadas a
que apresentou atividade de a-galactosidase melhor definida, com di
minuigcao dos teores de rafinose e estaquiose do fermento foi N.s4-
tophila. R.oligosporus, M.purpureus, M.hiemalis e A.elegans nao uti

lizaram estes agucares ou o fizeram muito lentamente.

SUZUKI et af4i4i (79), estudando as possibilidades de melhorar
o rendimento na extracao de acucar de beterraba, mediante a remocao,
por processos enzimicos, do excesso de rafinose, que previne a com-
pleta cristalizacao da sacarose, obtiveram a producao de a-galacto-
sidase em Mortirnella vinacea, induzida pela presenca de galactose,
melibiose, rafinose e lactose. Embora a ligagao glicosidica existen
te na lactose seja de configuracao g- (1-+4), este acucar foi o in-
dutor mais efetivo na produgao de a-galactosidase de M.Vinacea (79).
Conduta semelhante foi obtida com Aspergillus awamordi (49), Asper-

gillus onyzae (58), Cornticium nolgsii (34), Streptomyces sp (54,55)

e Eschernichia coli B (70), porém, isto nao ocorreu com E.cofi subsp
communion 1AM 1272, conforme pesquisa realizada por KAWAMURA et alil
(36). A lactose tambem nao foi efetiva na producao de a-galactosida

se em Aerobacter aenogenes (31). A confirmagcao da existencia da ati
vidade de g-galactosidase nos casos em que o indutor tenha sido lac
tose e em outros onde o indutor fosse um oligossacaride com configu
racao a- (1> 6) parece fortalecer a hipotese de que as enzimas a- e

B-galactosidase sao componentes de um mesmo operon (25, 83).

Embora a a-galactosidase ocorra amplamente na natureza, sao
poucos os estudos envolvendo sua purificacao e sobre as determinacoes

de suas propriedades com detalhes. A maioria das pesquisas tem sido
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realizadas com preparacoes enzimicas apenas parcialmente purifica-

das. Geralmente, as a-galactosidases ocorrem nas celulas em associa
cao com varias outras glicosidases, e isso normalmente dificulta o
fracionamento destas enzimas (5, 6, 28, 34, 42). Para isso, sao usa
dos os procedimentos convencionais de isolamento de enzimas como fra
cionamento com sulfato de amonio e solventes organicos, tratamento
termico, acidificacao, tecnicas de separagao por cromatografia de
troca ionica, de afinidade, filtracao em gel e focalizagao isoeletri
ca. Estas tecnicas tem sido empregadas, por exemplo, na purificagao
de a-galactosidase de cafe (15, 60), Prunus amygdalus (45), Phaseo-

Lus vulganis (1, 5), Vieda sativa (61), Vicdia gaba (23), Morntierella
vinacea (78), Cornticium rnolfs4isi (35), Medicago sativa (48), Cyamopsis
tetrnagonolobus (48), Eschernichia cold (36), Micrococcus sp (3), Ba-

cillus sp (3).

Um dos primeiros trabalhos sobre o isolamento da enzima foi
realizado por PETEK & DONG (60), em 1961. Eles obtiveram duas fra-
coes ativas de a-galactosidase em graos de cafe (Coffea sp), median
te precipitacao do extrato bruto com acetona e adsorcao em colunas

de alumina. Resultados analogos foram obtidos por COURTOIS & PETEK

(15), em 1966, em suas pesquisas com graos de cafe verde.

MALHOTRA & DEY (45), em 1967, em estudos realizados com amen
doas doces, alcangaram um produto em torno de 2.000 vezes mais puro
que o extrato bruto inicial, apos sucessivas etapas de purificacao
envolvendo tratamento com sulfato de manganes, fracionamento por in
solubilizagao pela mudanca de pH, adigao de acetona e sulfato de amo

nio, alem de separacgoes em colunas de CM-celulose e filtracao em Se

phadex G-75.

No ano seguinte, AGRAWAL & BAHL (1, 5) relataram o isolamen-

to, a partir de sementes germinadas de Phaseolus vulgarnis, de varias

glicosidases, que foram obtidas numa forma altamente ativa. As eta-
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pas utilizadas no isolamento e purificacao foram simples, envolven-
do precipitacao com sulfato de amonio, fracionamento em colunas de
DEAE-Sephadex A-50, CM-Sephadex C-50 e alumina. Em 1969, PETEK et
alidi (61), utilizando sementes germinadas de Vicia sativa e sucessi
vas etapas de fracionamento por adigcao de sulfato de amonio, separa
cao em colunas de hidroxiapatita e de Sephadex G-75, conseguiram uma
fracao enzimica com atividade especifica 1.100 vezes maior que o ex
trato bruto e com um rendimento de 10% do material original. DEY &
PRIDHAM (23), no mesmo ano, isolaram duas formas ativas de a-galac-
tosidase em sementes de Vicia faba, com diferentes pesos molecula-
res, mediante tratamentos sucessivos pela variacao de pH, adicao de
sulfato de protamina e de acetona e, por fim, filtracao molecular em
colunas de Sephadex G-100 e G-200. THOMAS & WEBB (81), em 1977, tam
bem encontraram tres formas moleculares, com propriedades distintas,
da a-galactosidase isolada de folhas de Cucurbita pepo, alem da se-
paracao entre a- e B-galactosidase, apos sucessivas precipitacoes

por tratamento com acidos, com sulfato de protamina e sulfato deam§

nio, seguidas por cromatografia em colunas Sephadex G-100 e DEAE-Se

phadex A-50.

Pelo tratamento de uma preparagﬁo comercial de enzimas de As
perngillus nigern por filtragcao em gel de Sephadex G-200 e Bio-Gel
P-200 e cromatografia de troca ionica em colunas de DEAE-celulose e
DEAE-Sephadex A-50, LEE & WACEK (41) conseguiram separar a a- da B-
-galactosidase. Quando as fragoes contendo a-galactosidase foram fra
cionadas em CM-celulose, houve o aparecimento de tres fracoes ati-

vas, sendo confirmadas posteriormente por eletrofocalizacao.

GATT & BAKER (28), em 1970, relataram a separagao da o- e 8-
-galactosidase extraidas de folhas de espinafre, usando insolubili-
zacao pela adicao de sulfato de amonio e fracionamento em colunas de

DEAE-celulose e Sephadex G-150. Em 1974, McCLEARY & MATHESON (48)
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obtiveram resultados semelhantes em estudos com sementes de varias
leguminosas. Uma a-galactosidase extraida de tuberculos de Stachys
affinis (82) mostrou-se cerca de 130 vezes mais pura em relagao ao
extrato bruto inicial, apos fracionamento com sulfato de amonio, cro

matografia em DEAE-celulose e filtracao em gel de Sephadex G-75.

A a-galactosidase obtida na forma cristalina, a partir de mi
celios de Montienella vinacea (78), mediante precipitacao das fra-
¢oes eluidas da coluna de Bio-gel 200 com sulfato de amonio recris-
talizado e finamente pulverizado, e a forma mais pura da enzima que

se tem conhecimento.

A contrario dos esforgos realizados por SUZUKI et afii (78)
para obter uma forma altamente purificada da enzima, os preparados
enzimicos de Aspengillfus saitoi, utilizados por SUGIMOTO & VAN BUREN

(70) e de Aspergillfus awamorni, citados por McGHEE et alii (49) so-

freram tratamento por ultrafiltracao e filtracao em Sephadex G-75 ou
G-200, apenas para a obtengao de um concentrado enzimico contendo a-

-galactosidase e invertase, para aplicacao em extratos de soja.

Os valores de pH e de temperatura em que a atividade da enzi
ma e maxima tem-se mostrado variaveis, de acordo com o substrato uti
lizado e com a procedencia da enzima. 0 pH otimo, em alguns casos,
pode exibir somente um pico, em outros, dois ou mesmo uma faixa am-
pla de pH, para o mesmo substrato. A a-galactosidase de Coaticdium
nolgsisi (34, 35) originou um grafico de pH versus atividade enzimi-
ca com tres picos independentes, a pH 2,0, 3,0 e 4,0. Nas revisoes
publicadas por WALLENFELS & MALHOTRA (83), em 1961, e por DEY & PRI
DHAM (25), em 1972, um aspecto comum entre as a-galactosidases pro-
venientes de fungos e plantas e que apresentam melhor atividade em
meio acido, com valores de pH otimo situados entre 2,5 e 6,0; entre

as a-galactosidases de bacterias, o otimo de atividade ocorre em fai

xas de pH mais proximas da neutralidade, havendo casos em que o pH

otimo situa-se perto de 7,5 (3, 12).
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A a-galactosidase de Baciflus stearotheamophifus (21) apre-
sentou um pH otimo em torno de 6,0 a 7,0 para o PNPG, pH 7,0 para me
libiose e estaquiose e pH 7,3 para rafinose. Quando a mesma enzima
foi submetida a imobilizacao em um suporte insoluvel, exibiu um pH
otimo de 7,0 para o PNPG, e uma faixa entre pH 7,0 e 7,3 frente a me
libiose, rafinose e estaquiose (65). A enzima de Mortierella v.ina-
cea (78) purificada e cristalizada, quando ensaiada com melibiose co-
mo substrato, apresentou um pH otimo entre 4,0 e 6,0; quando o mice
lTio fungico foi imobilizado em gel de poliacrilamida (80), a ativi-
dade maxima ocorreu em pH 4,0. 0Os extratos enzimicos obtidos de As-
perngillus awamond (49), A.saitod (77), Cladosporium cladosporioides
(18) tiveram um pH otimo de 5,0 para a melibiose e rafinose; a enzi
ma de CL. cladosporniodides (18), quando ensaiada com PNPG apresentou

um otimo a pH 7,0 e manteve a atividade relativa em torno de 90% em

pH proximo a 6,0.

A maioria das a-galactosidases tem um comportamento comum, em
que a velocidade da reacao catalisada pela enzima aumenta com o0 au-
mento da temperatura, ate um valor otimo, quando se inicia sua ina-
tivagao. A procedencia e o estado de purificagao da enzima mostram-se
importantes, quando se avalia o grau de estabilidade da estrutura pro
teica da a-galactosidase em relagao a temperatura. DEY & PRIDHAM (25),
em 1972, descreveram o comportamento da enzima, extraTda de uma linha
gem de Eschenichia cifi, que se mostrou bastante instavel quando no
estado bruto; por outro lado, a enzima purificada pode ser liofili-
zada e estocada a 49C por mais de dois meses, sem que haja perda de
atividade. A estabilidade na estocagem, por um periodo de tres me-
ses a 49C, tambem foi verificada para a a-galactosidase de améendoas
doces (45). As enzimas extraidas de varias fontes, purificadas ou
nao, se mantiveram estaveis por varios meses, sob refrigeracao (19,

49, 77, 78); entretanto, a a-galactosidase de Viedla sativa (23) e
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comportou de modo diferente, sendo totalmente inativada nas mesmas
condigcoes. KAWAMURA et alid (36) observaram que uma preparacao enzi
mica isolada de uma Tinhagem de Escheradichia coli, quando em baixa
concentracao, mostrou-se muito instavel em diferentes valores de pH,
a temperatura de 0 a 59C; por outro lado, a enzima concentrada mos-

trou-se mais estavel.

0s ensaios sobre a estabilidade termica das a-galactosidases
de varias fontes apresentam resultados que dificultam os estudos com
parativos, uma vez que, na maioria dos casos, eles tem sido realiza
dos em diferentes condicoes de tempo e temperatura. Assim, a enzima
obtida das folhas de Spinacea oferacea (28), quando mantida a 4390C
durante 10 minutos, perde 50% de sua atividade; a a-galactosidase de
Aspengiflus awamoni (49) perdeu cerca de 8% de atividade, apos 15 mi
nutos a 559C. Quando mantida nesta mesma temperatura, durante 60 mi

nutos, a enzima de Aspengiffus niger (6, 41) perdeu aproximadamente

35% de sua atividade catalitica. As fracoes I e II da a-galactosida
se de Vicia faba (23), apos permanecerem a 600C durante 30 minutos,
perderam, respectivamente, 42 e 81% de suas atividades. Por outro la
do, a enzima de Vicdia sativa (61) mostrou-se resistente a inativa-

¢cao termica, perdendo somente 16% de atividade apos 40 minutos a
750C. A atividade da a-galactosidase de Bacillus stearothermophifus

(21) tambem se mostrou termoestavel, mantendo-se inalterada apos duas

semanas a 400C.

Quando se considera a utilizagao de uma determinada enzima em
alimentos, deve-se observar o seu comportamento em re1ag50 ao pH e
a termoresisténcia de sua estrutura proteica. E desejavel, para a
remocao dos galactoligossacarides em produtos de soja, que se utili
zem preparacoes enzimicas com grande atividade em pH proximo a neu-
tralidade, uma vez que o pH natural dos extratos de soja situa-se em

torno de 6,3. Valores de pH otimo em regioes acidas (pH < 5,0) sao
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aril-a-D-galactosi1deoS d0 QUE pdard US UEIIVAUUS Giguiiivus « we oo
gossacarides. Entre as a-galactosidases isoladas de Corticium rol-
§s4i& (35) e Vicda sativa (61), estas relacoes tambem foram notadas.
Nos estudos sobre a especificidade entre enzima e substrato, obser-
vou-se que os valores de Km e Vmax nao se relacionam entre si, apre
sentando variacgoes meramente ocasionais. Assim, um substrato com me
nor valor de Km nao foi, necessariamente, o mais rapidamente hidro-

lisavel e substratos com aproximadamente os mesmos valores de Km fo

wam hidrnlicadnes em nropnorcoes diferentes. A natureza do substituin

te do anel aromatico de galactosideos nao exerceu grande efeito na

Vmax, no caso das a-galactosidases de V.icdia gaba (24); entretanto a
afinidade da enzima pelo substrato mostrou-se crescente pela presen

ca de substituintes eletrofilicos (24). A velocidade de hidrolise
dos a-D-galactosideos parece ser diminuida pelo aumento da cadeia
carbonica (8, 16, 24, 61).

18



Estas observacoes, seguidas do fato de que pH e temperatura
tambem afetam diferencialmente os valores de Km e Vmax, poderiam su
gerir que o Km e semelhante a constante de dissociacao (Ks) do com
plexo enzima-substrato (Km = Ks). Em outras palavras, o Km represen

ta apenas a dissociagao do complexo enzima-substrato (24, 25, 46).

A agao inibidora de diversas substancias sobre a atividade de
a-galactosidase tem sido investigada. DEY & PRIDHAM (23, 24) obser-
varam que a hidrolise do PNPG pelas a-galactosidases I e II de Vi-
cia faba era inibida, quando se utilizavam altas concentracoes de su
bstrato, ao passo que, em presenca de rafinose como substrato, a ci
netica estabelecida por Michaelis-Menten era obedecida. Resultados
semelhantes quanto ao efeito inibidor causado pelo substrato foram
observados em a-galactosidases de varias outras fontes (gﬁ, El, 81,
82).

A enzima de uma linhagem de Escherdichia coli (36) nao foi afe
tada por altas concentracoes de PNPG; entretanto, foi inibida, quan
do melibiose foi o substrato em estudo, podendo-se sugerir que ten
nha sido causada pela atividade transgalactosilase apresentada pela
enzima. Algumas galactosidases, alem de exercer uma acao hidroliti-
ca, catalisam a transferencia de residuos de galactose para um re-
ceptor apropriado formando ligagoes a-(1-+6). BLANCHARD & ALBON (11)
observaram, durante & hidrolise da melibiose com a-galactosidase de
leveduras, o aparecimento de um composto posteriormente identifica-
do como maninotriose (27), formado pela transfer@ncia de residuo de
galactose da melibiose para uma segunda molecula de melibiose. A ati

vidade de transferase tambem foi relatada para varias outras prepa-

ragoes enzimicas (8, 15, 25, 45, 50, 61, 82).

"Reagentes sulfidrilicos" como o p-cloromercuribenzoato (PCMB),

N-etilmaleimida e iodoacetamida inibiram as enzimas de Aexrcbacter ae-
nogenes (31), Asperngillus awamori (49), Aspergillus saitodl (77), Ba
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cillus sp (3), Diplococcus pneumoniae (42) e de Micrococcus sp (3),

porem nao exerceram qualquer efeito inibidor sobre as a-galactosida

ses de Calvatia cyantiformis (25), Conticium rnolgsii (35), Mortie-

rnella vinacea (78), Vicia gaba (23) e de folhas de Spinacea olera-
cea (28). Esta diferenca de comportamento frente aos chamados rea-
gentes sulfidrilicos sugere que nem todas as a-galactosidases depen
dem do grupo -SH para a sua agao catalitica. As enzimas extraidas de
Prunus amygdalus (25) e de Vicia gaba (24)foram inibidas competiti-
vamente por jons prata e mercurio e, tambem, inativadas por fotoxi-
dagao em presenca de azul de metileno. Estes resultados, em conjun-
to, poderiam sugerir a presencga de residuos de histidina e de gru-
pos carboxilicos. 0s Fons Ag*t e Hg+2 tem-se revelado inibidores po-
derosos das a-galactosidases de Aspengiflfus awamori (49), A.nigen
(41), A.saitodl (77), Bacillus sp (3), Conticium nolfsidi (35), Diplo
coccus pneumoniae (42), Micrococcus sp (3), Mortiernella vinacea (78),

Vicia faba (23) e Vicka sativa (61).

Em relagao aos agucares, a galactose, um produto da reagao hi
drolitica, tem-se comportado como um inibidor competitivo para as
a-galactosidases de diversas fontes (24, 25, 41, 55, 70). As enzimas
extraidas de Baciflus sp e Micrococcus sp (3) nao foram afetadas por

este acucar.

0s analogos estruturais da D-galactose como a D-fucose,Ll-ara
binose e m-inositol tambem inibiram as enzimas competitivamente, ao
passo que seus enantiomeros se mostraram ineficazes, confirmando os
resultados quanto a especificidade de substrato obtidos por DEY &
PRIDHAM (24), onde o p-nitrofenil-g-L-arabinosideo e o a-D-fucosideo

serviram como substratos. A glicose tambem se mostrou um inibidor com

petitivo para varias a-galactosidases como as de Aspengillfus awamo-
ni (49), A.saitod (77) e de Montierelfla vinacea (78), porem, nao exer

ceu qualquer tipo de inibigao sobre as a-galactosidases de Micro-
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coccus sp (3), Vicia faba (24) e de varias outras fontes, conforme

foi relatado por DEY & PRIDHAM (25), em 1969.

KELEMEN & WHELAN (37) estudaram a acao inibidora de poliois
sobre glicosidases e galactosidases e observaram que o D-treitol,
que tem configuracao semelhante a da galactose entre os carbonos 3,
4, 5 e 6, foi o inibidor mais efetivo da hidrolise de p-nitrofenil-
-a-D-galactosideo pela a-galactosidase, e que essa inibigcao foi do

tipo competitivo. Estes resultados confirmam a teoria de que a enzi

ma interage com o substrato entre os atomos de carbono 3, 4, 5 e 6.

0s pesos moleculares das a-galactosidases de diversas fontes
tem sido estimados, na maioria dos casos, por tecnicas de filtracao
molecular, comumente em Sephadex G-100 ou G-200 (4), tambem podendo
ser usadas as tecnicas de electroforese em gel de SDS-poliacrilami-
da e ultracentrifugagao (48, 61, 85). As a-galactosidases de origem
vegetal geralmente se apresentam sob mais de uma forma molecular, uma
delas com peso molecular substancialmente maior, variando entre 120.000
e 210.000 daltons e a outra, com peso molecular situado na faixa de
21.000 a 57.000 (9, 25). Normalmente, os valores de peso molecular
da a-galactosidase microbiana se situam na faixa superior a 100.000
daltons. AKIBA & KORIKOSHI (3) calcularam os pesos moleculares para
Micrococcus sp e Baciflus sp em 367.000 e 312.000, respectivamente.
Outros valores determinados foram 130.000 para As perg LS awamoni (49),

290.000 para A.sadtod (77).

No Quadro 1 sao apresentados os valores de algumas proprieda

des estudadas para as a-galactosidases de diversas fontes.

As a-galactosidases de plantas tem sido estudadas, especial-
mente em sementes, onde se acredita que elas estejam envolvidas na
degradacao de galactomanas e de oligossacarides como rafinose e es-
taquiose, que servem como fonte de energia prontamente metabolizavel

durante a etapa de germinacao (25, 48). Durante o desenvolvimento
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QUADRO 1, Propriedades das a-galactosidases de diversas fontes,

Energia de
F H T = -
i Substrato® ? parstire ativacio Km Vmax Peso Referéncia
enzima Dt imo Estabilidade Otima Estabilidade  (Kcal/mol)  (mM) molecular .
N 5,0 Estavel na faixa 509C 6,0 0,3 umoles/min/Sme
Asporgllus auamond c 5,0 de pH atimo - 550C 30,0 0,56 umoles/min/2m 130.000 48
d 5,0 - 36,0 0,86 umoles/min/2mt
Aspergllus niger 3 3.8-4,2 3,B-5,8 550C 16,4 0,35 58,8 umoles/min/mg 6,41
Aspergillus saitodi c 5,0-5,5 4,0-8,0 550C < 559C 30N 290.000 77
b 6,5 6,0-8,5 350C ate 350C 1,07 1003
Bacillus sp 4 © 7,90 22% 312.000 3
] d 24,1 91
b 1.5 7,5-8,0 400C até 350C 0,47 100%
Mierbeoccus sp c 1,50 kFi 367.000 3
d 12,60 193
| 8 4,0-6,0 Estavel em pH neu- B 0,43 143,5 moles/min/mg
b 4,0-6,0 tro e alcalino 500C ate 550C 12,4 0,36 299,9 moles/min/mg 78, 79
""“.[""‘-‘“ venacea ¢ 4,0-6,0 0,39 33,9 moles/min/mg
d 3,0-5,0 1,83 19,2 moles/min/mg
i a 6,5-6,7 4,6-8,0 até 500C 13,6 0,657 125.000 (1)
Fhastolus valgaris 2 5. 7:63 35-400C 0,240 3,45 ymol/mg 39.800 (1) 1,9, 39
! c 4,9-5,3
1 27,0 umoles/min/mg 33.000 45
! 2 5,5-5,7 Estavel na faixa ate 600C 9,0 0,526 1,61 ymoles/min/mg
Pruwizd amygdatus ¢ §,5-5.7 de pH otimo v 2,44
l 25,6 ypmoles/min
a 5,2 . ~ 13,7 0,42 10,5 umoles/min 42.000 82
Stachys affinis d 5,2 até 509C 7,89 1,8 1,80 ymoles/min
e 5,2 11,4 6,9
_ 25,53 umoles/min/mg 209.000 23, 24
[ 2 3,0-3,5 e 6,0-6,5 mais estavel 18,3 0,38 28,4 umoles/min/mg
- d 3,545,5 que I1 4,0
Vicia faba 2,39 umoles/min/mg 38.000
1 a 2,5-3,5 e 5,0-5,5 35-450C 27,2 0,45 4,18 ymoles/min/mg
d 3,5-4,5 5,0
* (a) - PNPG
(b) - ONPG
{(c) - Melibfose
(d) - Rafinose
(e) - Planteose



de varias sementes, ha um aumento na atividade de a-galactosidase e
no teor de derivados com ligacao a-(1+ 6) galactosidica, sugerindo
um sistema de compartimentacao ou inibicao endogena (25). BARHAM et
alis (9), estudando as mudangas em a-galactosidases durante a matu-
racao e germinacao de sementes de Vicia gaba, propuseram uma rela-
cao entre o estado fisiologico das sementes e a predominancia de umas
das formas moleculares da enzima. A germinacao das sementes de V.-
cia faba parece ser um fenomeno reverso da maturacao, onde o nivel
da enzima I decresce rapidamente. Apesar disso, a atividade total da
enzima nos tecidos aumenta durante os primeiros dias de germinacgao.
Sementes verdes e/ou que tenham um alto teor de umidade podem naosg
guir as relacoes propostas para oS niveis das fragoes Ie II (I > II)

e, em alguns casos, como em sementes verdes de Vicia faba, a forma

I pode estar ausente.

Embora rafinose e estaquiose sejam hidrolisadas sob condicoes
normais de germinacao das sementes de leguminosas, a galactose 1i-
vre nao pode ser detectada. Parece que as sementes intactas sao ca-
pazes de utilizar, efetiva e rapidamente, a galactose liberada de
oligossacarides pela agao de a-galactosidase. A existéencia de ativi
dade de galactoquinase pode explicar a rapida conversao dessa galac
tose a galactose-1-fosfato, que entra na formacao da parede celular
(39, 59). Aparentemente, esta fosforilacao ocorre apenas em semen-

tes intactas, sob condicoes aerobias.

Em folhas, as a-galactosidases podem estar envolvidas no me-
tabolismo de galactolipideos (28, 67), possuindo tambem outras enzi
mas necessarias para o completo desdobramento destes compostos ate
acidos graxos, glicerol e galactose. E provavel que as a-galactosi-
dases tenham um papel na regulagao do metabolismo de <carboidratos

durante o desenvolvimento da folha, Em folhas maduras de muitas es-

pecies de plantas, estaquiose e rafinose estao entre os principais
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acucares sintetizados e transportados para as regioes de crescimen-
to da planta (84). Folhas jovens de Cucunbita degradam rapidamente
rafinose e estaquiose, possivelmente pela atividade de a-galactosi-
dase. A um certo estagio de desenvolvimento da folha, ha uma mudan-
ca no seu perfil metabolico, que se reflete em acumulo de sacarose

e sintese de estaquiose (84).
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Materia-prima

As cultivares de soja (GLycine max, L) utilizadas (IAC-2, IAC-11,
IAC-Foscarin, IAS-5, Santa Rosa e Parana), e as de feijao (Phaseolus
vulgaris, L) Carioca comum, Carioca 80, Rosinha G-2, Aroana-80, Ayso
e Catu foram fornecidas pelo Instituto Agronomico de Campinas (IAC),

SP (safra 1982/1983).

Nos estudos de caracterizacgao da enzima foram utilizadas as
cultivares Parana e Carioca-80 de soja e feijao, respectivamente. 0
teor de umidade das amostras de soja variou entre 9,39 e 10,50%, en
quanto para as amostras de feijao esta variagao ficou entre 9,70 e
11,75%. As amostras foram mantidas em camaras a 49C, emcondicoes de

umidade relativa controlada.

3.2- Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam pureza analitica.
Os acucares glicose, frutose, galactose e sacarose, alem dos padroes
amiloglicosidase, lipase pancreatica e polifenoloxidase foram adqui

ridos da MERCK.

Por outro lado, melibiose e rafinose, bem como as proteinas-

-padrao lisozima, glicose oxidase e soroalbumina bovina (BSA) foram
adquiridos da SIGMA.
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0 substrato sintetico PNPG (p-nitrofenil a-D-galactopiranosi
deo) utilizado para avaliar a atividade de a-galactosidase tambem foi
adquirido da SIGMA. A glicose liberada por agao da enzima sobre a
melibiose foi determinada pela glicose oxidase-peroxidase-cromogenio

(GOD-PAP), da MERCK.

As colunas para cromatografia foram empacotadas com Sephadex
G-25 e Sephadex G-100 da PHARMACIA FINE CHEMICALS e DEAE - Celulose

DE-52 da WHATMAN.

3.3. Equipamentos

A desintegracao das amostras foi realizada em moinho de faca
IKA, modelo A-10, provido de camara de refrigeracao; a homogeneiza-

cao foi efetuada em homogeneizador do tipo VIRTIS "45".

As determinacoes de pH e as preparacoes de tampoes foram efe
tuadas em pHmetro ALFATEC modelo 3500d e a execugao das pesagens ne
cessarias ao desenvolvimento do trabalho foi realizada em balanca
analitica ou semi-analitica METTLER. Uma centrTfuga BECKMAN, modelo
J-21B, foi usada para as operagoes de centrifugagao; para as opera-
coes de desenvolvimento das reacoes enzimicas utilizou-se de banho-
-maria, da marca FANEN. A determinacao da atividade enzimica e do
teor de proteinas, nas varias etapas de purificagao foi realizada em
espectrofotometro VARIAN, serie 234. As fragoes separadas das colu-
nas de exclusao (filtracao em gel) ou de troca ionica foram coleta-
das em coletor de fracoes LKB e o fluxo de eluigao foi <controlado
com uma bomba peristaltica LKB PERPEX; as colunas cnnmaumréfnms fo-
ram mantidas sob refrigeracao, atraves de um banho termostatico, da

marca VAN DEN.
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3.4- Preparacao dos extratos de soja e feijao

Para a obtencao do extrato bruto, foram utilizados 100g de so
ja ou feijao, previamente desintegrados em moinho de faca, tipo IKA,
provido de refrigeracao. 0 material foi homogeneizado com auxilio de
homogeneizador tipo VIRTIS, durante 2 minutos em tampao citrato-fos
fato 0,05M, pH 5,0. 0 homogenato obtido foi filtrado em gaze e o so
brenadante clarificado com solugao saturada de acetato de chumbo.
Apos centrifugagao do material a 12.000 x G durante 15 minutos a 50C,
o sobrenadante recolhido foi denominado extrato bruto e o residuo
descartado. No extrato bruto foram determinadas a atividade enzimi-
ca e a concentracao de proteinas. Todas as etapas foram realizadas

em camara frigorifica a temperatura de 490C.
3.5- Determinagao da atividade de a-galactosidase

A atividade de a-galactosidase foi determinada utilizando-se
de tres diferentes substratos: melibiose, rafinose e o substratosiﬂ

tetico PNPG (p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo).

A 2mf de PNPG 0,6mM em tampao citfato-fosfato 0,05M, pH 5,0,
preparado de acordo com GOMORI, G. (29) foram adicionadas aliquotas
de 0,1m¢ de solugao enzimica, convenientemente diluida, e incubadas
a 500C durante 20 minutos. A reacao foi interrompida pela adigao de
3,0mf de agua destilada e 2,0m¢ de tampao borato 0,1M pH 10,7 (23)3
o p-nitrofenol (PNP) liberado em decorrencia da agao dd enzima foi
determinado espectrofotometricamente a 400nm. A absortividade molar

1 -1

do p-nitrofenol, nestas condicoes, foi calculada em 13.270cm . M

Uma unidade (U) de a-galactosidase foi definida como a quan-
tidade de enzima capaz de Tiberar 1,0 pmol de p-nitrofenol por minu

to, nas condicoes do ensaio.
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Quando o substrato foi melibiose, a mistura reativa constitul
da por 0,5m¢ de extrato enzimico, 0,5mg de tampao citrato-fosfato
0,05M, pH 5,0 e 0,5mg de solucao de melibiose 10mM foi incubada em
banho-maria a 500C durante 40 minutos. A quantidade de glicose libe
rada foi medida pelo método da glicose oxidase-peroxidase-cromogenio,
descrito por HOUGH & JONES (32). Uma unidade (U) de atividade foi de

finida como a quantidade de enzima que libera 1,0 umol de glicose

por minuto, nas condigoes do experimento.

Quando foi usada rafinose, a mistura reativa composta de 2,0m&
de solucao de rafinose 50mM em tampao citrato-fosfato 0,05M, pH 5,0
e 0,5me de extrato enzimico foi incubada a 509C durante 60 minutos.
Apos o periodo de incubagao, a reacao foi paralisada pela adicao de
0,5me de Ba(OH)2 0,3M e 0,5me de ZnSO4 0,18M, removendo-se, a se-
gquir, o precipitado por centrifugacao a 1.000 x G durante 10 minu-
tos. 0 teor de galactose liberado em consequéncia da reacao enzimi-
ca foi determinado pelo metodo descrito por SOMOGYI, M. (74) e NEL-
SON, N. (53). Uma unidade (U) de a-galactosidase foi definida como

a quantidade de enzima que libera 1,0 umol de galactose por minuto,

nas condicoes descritas.

Para os trés substratos, a atividade especifica foi expressa
como unidades de enzima por mg de proteina, sendo que a concentragao
de proteina foi determinada pelo metodo de LOWRY et alii (44), usan

do-se a soro-albumina bovina como padrao.

3.6- Purificacao da a-galactosidase

3.6.1- Fracionamento com sulfato de amonio

0 fracionamento foi realizado a 80% de saturacgao, pela adi-

gao lenta de sulfato de amonio (561g/1000me) ao extrato bruto, sob
agitacao lenta e constante, e banho de gelo. Apos repouso de 24 ho
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ras a 40C, a amostra foi centrifugada a 13.000 x G durante 20 minu-
tos, sob refrigeragao. 0 precipitado obtido foi dissolvido em tam-

pao citrato-fosfato 0,05M, pH 5,0.
3.6.2- Cromatografia em coluna de Sephadex G-25

A preparacao obtida no item anterior foi aplicada em <coluna
de Sephadex G-25 (2,5 x 35cm) previamente tratada, segundo especifi
cacoes do fabricante e equilibrada com tampao citrato-fosfato 0,05M,
pH 5,0; a enzima foi eluida com o mesmo tampao e as fracoes dotadas

de atividades enzimica foram reunidas e liofilizadas.

A fracao liofilizada obtida foi analisada quanto a concentra

cdo de proteinas e a atividade enzimica.
3.6.3- Cromatografia em DEAE - Celulose

0 eluato obtido apos separagéo em coluna de Sephadex G-25 e
1iofilizado foi cromatografado em coluna de DEAE-ce1u1ose DE-52 (2,5 x
35cm) previamente tratada com solugdo de acido cloridrico e hidroxi
do de sodio, conforme especificacao do fébricante e equilibrada com
tampdo citrato-fosfato 0,05M, pH 6,0. As fracoes de prote?nas pre-
sentes na solucao de amostra aplicada a coluna foram eluidas com gra
diente de cloreto de sodio (0,05 a 0,3M) no mesmo tampao, coletan-
do-se fracoes de 5mf por tubo, com um fluxo de 30m&/hora controlado
por uma bomba peristaltica. A concentracao de proteinas e a ativida
de enzimica de cada fracao foram determinadas. As fragoes que apre-
sentaram atividade de a-galactosidase foram reunidas e precipitadas
com sulfato de amonio a 80% de saturacao, nas condigoes anteriormen
te descritas, redissolvidas em tampao citrato-fosfato 0,05M, pH 6,0

e, a seguir, dialisadas durante 24 horas a 40C contra tampao citra-
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to-fosfato 0,05M, pH 6,0, com freqUentes trocas de tampao. Posterior

mente, esta solucao foi cromatografada em coluna de Sephadex G-100.
3.6.4- Cromatografia em coluna de Sephadex G-100

A fracao ativa da enzima obtida apos separacao em coluna de
DEAE-celulose foi submetida a fracionamento por filtragao em gel em
coluna de Sephadex G-100 (2,5 x 60cm) previamente tratada e equili-
brada com tampao citrato-fosfato 0,05M, pH 6,0. 0O fluxo foi ajusta-
do para 30mf/hora, controlado por uma bomba peristaltica, coletando-

-se fragoes de 5ml.

0 volume de exclusao (Vo) da coluna foi calculado apos croma

tografia de pequena amostra de BLUE DEXTRAN 2.000.

Ao mesmo tempo, amostras de proteinas-padrao foram mistura-
das na solucao da enzima e submetidas a separacao em coluna de Sepha
dex G-100, eluindo-se as proteinas com o mesmo tampao e coletando-se

fracoes de 5mL.
3.6.5- Electroforese em gel de poliacrilamida

0 extrato enzimico purificado foi submetido a electroforese
em gel de poliacrilamida a 7,5% e preparado de acordo com o metodo
descrito por ORNSTEIN, L. (57) e DAVIS, B.J. (20), com um tempo de
desenvolvimento de 2 horas, com uma corrente de 5mA/tubo (0,5x 7,5cm),

usando-se solugao tampao tris-glicina pH 8,3.

0s geis foram fixados com solugao de acido tricloroacetico a
12,5% e as bandas de proteinas foram detectadas por coloracao com

solucao de negro de amido a 0,1% em acido acetico a 7%.

0s geis tambem foram revelados para a deteccao de glicopro-

teinas e da atividade enzimica. As glicoproteinas foram localizadas,
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usando-se o reagente de acido periodico-fucsina basica, de acordo

com o metodo proposto por ZACHARIUS et atii (88).

A banda de proteina com atividade enzimica foi detectada, me
diante incubagao do gel com PNPG a 509C e, a seguir, imersao em tam

pao borato pH 10,7.

3.7- Caracterizacao da a-galactosidase purificada

3.7.1- Efeito do pH na atividade e estabilidade da enzima

A influencia do pH na atividade enzimica nos substratos estu
dados foi avaliada apos incubacao dos sistemas reativos em solucgao

tampao citrato-fosfato 0,051 na faixa de pH 3,0 a 8,0.

Por outro lado, a estabilidade da enzima, em funcao do pH,
foi determinada apos incubagao previa a 559C durante 20 minutos ou
a 40C durante 96 horas, medindo, a seguir, a atividade residual so-

bre o PNPG.

Para a faixa de pH 3,0 a 8,0 foi utilizado tampao citrato-fos

fato 0,05M e tampao borato 0,01M, para a faixa de pH 8,4 a 10,7.

3.7.2- Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da

enzima

0 efeito da temperatura na velocidade de hidrolise enzimica
nos trés substratos foi verificado ensaiando a enzima em diferentes
temperaturas, na faixa de 30 a 709C, em seu pH otimo. A estabilida-
de da enzima ao calor foi avaliada pela medida da atividade enzimi-
ca residual, apos incubacao em diferentes temperaturas, na faixa de

35 a 650C, durante 15 minutos.

A velocidade de desnaturagao da estrutura proteica foi estu-
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dada pelo tratamento da enzima a 55, 60, 65 e 700C. De cada amostra
foram tomadas aliquotas de 0,Img em intervalos de 2 minutos, resfria
das rapidamente em banho de gelo (49C) e mantidas nesta temperatura
para analise da atividade residual. 0 PNPG foi utilizado como subs-

trato nos estudos de estabilidade e de inativacao termica.

3.7.3- Determinacao da energia de ativagao

A energia de ativagao para a reagao da a-galactosidase fren-
te aos substratos PNPG, rafinose e melibiose foi determinada pela me
dida da velocidade de reagao as temperaturas de 30, 35, 40 e 450C,
Os valores obtidos foram calculados, de acordo com a equacao de Axn-

nhenius (86).

3.7.4- Efeito da concentragao de substrato na atividade enzi

mica

0 efeito da concentracao de substrato na velocidade da rea-
cao foi estudado, em condicoes otimas de pH e temperatura, numa fai

xa de 0,1 a 20mM de PNPG; 0,5 a 100mM de melibiose e 5 a 200mM de ra

finose.

A constante de Michaefis (km) e a velocidade maxima (Vmax) fo
ram calculadas, mediante distribuicao dos dados em graficos da velo
cidade de reacao versus concentracao do substrato, de acordo com o

método de LINEWEAVER & BURK (43).

A analise grafica tambem foi utilizada para a caracterizacao
do tipo de inibicao sofrida pela a-galactosidase, quando diferentes
concentracoes de PNPG foram incubadas com 10mM de galactose e 50mM

de glicose e frutose.
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3.7.5- Agao de inibidores sobre a atividade da a-galactosida

Se

0 efeito de inibidores na atividade catalitica da enzima foi
determinado por adicao dessas substancias, em diferentes concentra-

co0es, ao ensaio enzimico.

Uma mistura reativa constituida de 1m& de solucao de PNPG
2,0mM e Tm£ de solugao do inibidor cujas concentracoes sao expressas
no Quadro 5, foi incubada em condigoes otimas de pH e temperatura,

com 0,Im& de extrato enzimico.

Os teores de p-nitrofenol liberados foram comparados aos da
enzima nao submetida ao teste de inibicao e os resultados expressos

em termos de atividade residual.

3.7.6- Determinacao do peso molecular

0 peso molecular da enzima foi determinado por filtracao em
gel, usando-se Sephadex G-100, como proposto por ANDREWS, P. (4). Pa
ra calibracao da coluna foram utilizadas as seguintes proteinas-pa-
drao: glicose oxidase, polifenoloxidase, amiloglicosidase, soroalbi
mina bovina (BSA), lipase pancreatica e lisozima. As condicoes de

operagao e a coluna usada foram descritas no item 3.6.4.

0 peso molecuiar tambem foi estimado por electroforese em gel
de SDS-poliacrilamida, seguindo-se o metodo descrito por WEBER &
OSBORN (85). Apos o desenvolvimento com o tempo de 5 horas e corren
te de 5mA/tubo, as bandas de proteinas foram localizadas com solu-

cao de Coomassie Brifliant BLue G-250 (CBB).

Os volumes de eluicao e as mobilidades electroforéticas das

proteinas usadas como referencia foram comparados aos da amostra e
estes valores utilizados no calculo estimativo do peso molecular da
a-galactosidase.
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4- RESULTADOS

4.1- Niveis de atividade de a-galactosidase em diferentes cul

tivares de soja e feijao

A atividade de a-galactosidase foi testada em varias cultiva
res de soja e feijao, a fim de selecionar aquelas com maior ativida
de. Os resultados revelaram que as cultivares de soja e feijao, Pa-
rana e Carioca-80, respectivamente, apresentaram os maiores indices
de atividade enzimica e, portanto, foram utilizadas nos estudos pos

teriores de purificacao e caracterizagao da enzima (Quadro 2).

QUADRO 2. Atividade de a-galactosidase em diversas cultivares de so

ja e feijao.

Atividade de a-galactosidase (*)

Cultivar
uM/me/min Atividade especifica
(U/mg)
Soja (GLycine max)
IAC ~ 2 g1:87 - 9,64
IAC - 11 81,01 10,50
IAC - Foscarin 83,84 10,17
IAS - 5 81,39 9,86
Parana 120,95 10,46
Santa Rosa 10l 98 W22
Feijao (Phaseofus vulgaris)
Aroana - 80 73,19 5,98
Ayso 49,36 4,06
Carioca comum 43,99 3,92
Carioca - 80 15,36 6,28
Catu 3971 5,49
Rosinha G-2 68,11 522

(*) Extrato enzimico contendo 10g de amostra/50me
Substrato: PNPG
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4.2- Purificagao da a-galactosidase

4.2.1- Fracionamento com sulfato de amonio

Os extratos brutos, obtidos a partir da soja e do feijao, co
mo descrito no item 3.4., apresentaram, inicialmente, uma ativida-
de especifica de 11,08 e 5,99 unidades de a-galactosidase por mili
grama de proteina, vrespectivamente. Os Quadros 3 e 4 resumem oS re

sultados alcangados durante as diversas etapas de purificacao.

A precipitacao com sulfato de amonio a 80% de saturacao pro-
moveu uma ligeira purificacao, nas duas amostras em estudo, produ-
zindo fracgoes com 13,77 e 6,10 wunidades de enzima por mg de pro-

teina, respectivamente.

0 processo de fracionamento levou a uma concentracao de pro-
teinas praticamente sem perda da atividade enzimica na soja e com

78% de recuperacao dessa atividade no feijao.

4.2.2- Cromatografia em coluna de Sephadex G-25

0 precipitado obtido na faixa de 80% de saturagao com sulfa-
to de amonio foi submetido ao processo de filtracao molecular em Se

phadex G-25.

Nesta etapa, efetuou-se a remogao de sais e de componentes de

baixo peso molecular presentes na amostra.

A filtracao em Sephadex G-25 produziu fragoes 1,86 e 1,22 ve
zes mais puras que o0s extratos brutos iniciais da soja e do feijao,

respectivamente.
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QUADRO 3. Purificagao da a-galactosidase da soja.

Volume Atividade Proteina Atividade Fator de
Etapa (me) total total especifica purifica
(U) (x10°) (mg) (U/mg) ¢do

Extrato bruto 250 46,47 4.194,50 11,08 1,00
Precipitagao com sulfato de
amonio a 80% de saturacgao 42 45,15 3«E78,93 13,77 1,24
Sephadex G-25 45 34,11 1.655,18 20,61 1,86
DEAE - Celulose 28 19,59 98,42 192,85 17,96
Sephadex G-100

Fracao 1 10 3,88 13,93 278:70. 25715

Fracao II 10 T3] 3 1:.9:9 7« 657,356 59,33

A atividade foi determinada utilizando-se PNPG como substrato.
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QUADRO 4. Purificacao da a-galactosidase do feijao.

Volume Atividade Proteina Atividade Fator de
Etapa (me) total total especifica purifica
3 ! 2
(U) (x107) (mg) (U/mg) cao
Extrato bruto 250 18,74 3% 129,25 5,99 1,00
Precipitagao com sulfato de
amonio a 80% de saturacao 43 14,55 2.385,20 6,10 1,02
Sephadex G-25 50 12513 1.655,00 7,33 1,22
DEAE - Celulose 32 6,59 66,66 98,90 15471
Sephadex G-100
Fracao I 10 1565 14,49 113,79 19,00
Fracao II 10 3460 11,70 307,41 51,32

A atividade foi determinada utilizando-se PNPG como substrato.



4.2.3- Cromatografia em coluna de DEAE-celulose

0 eluato obtido apos particao em Sephadex G-25 foi fraciona-
do em coluna de DEAE-celulose (2,5 x 35cm). Nesta etapa de purifica
cao, tanto a a-galactosidase da soja quanto a do feijao apresenta-
ram um perfil de eluicao com uma unica fragao ativa (Figuras 2 e 3),
contendo 192,85 e 98,90 unidades de enzima por mg de proteina, por-
tanto, com um fator de purificagao de 17,96 e 15,71, para a soja e

o feijao, respectivamente.
4.2.4- Filtragao em Sephadex G-100

As fracoes eluidas da coluna de DEAE-celulose dotadas de ati
vidade enzimica foram reunidas, concentradas com sulfato de amonio
a 80% de saturacao e, apos dialise, a amostra foi submetida a fil-
tracao em coluna de Sephadex G-100 (2,5 x 60cm). Os perfis de elui-
cao obtidos para a soja e o feijao, apresentados nas Figuras 4 e 5,

mostram duas fracgoes ativas da enzima.

No extrato enzimico de soja, as fragoes I e II produzidas fo
ram respectivamente 25,15 e 59,33 vezes mais puras que o extrato bru
to inicial. Por outro lado, no extrato obtido a partir do feijao,as
fragoes I e II se apresentaram 19,00 e 51,32 vezes mais puras que a

amostra original, respectivamente.

4.2.5- Electroforese em gel de poliacrilamida

As fragoes de a-galactosidase I e II purificadas foram subme
tidas a electroforese em gel de poliacrilamida, confirmando o resul
tado obtido na cromatografia em Sephadex G-100. A Figura 6 mostra o
perfil electroforetico da a-galactosidase purificada da soja e do

feijao.

38



2,04 40,04 -
I &
)
E 1
P g
S P!
15153050 P
- » ]
= 1 |
= 1
=, |l H
= Q
o v I
2 I8 !
= I
o 10120, 0 I
— H=
(& ] (@]
= o T
{mo —
fr ' © |
| 4 ()] 1
o ] I
w o]
0 1
054810, 04 /
Q |
L=
© ]
= I
> i
b I
c
" S T o T T T
60 80 100 120
Fracao

FIGURA 2- Perfil de eluigao da a-galactosidase da soja, em coluna

de DEAE-celulose (2,5 x 35cm), equilibrada com solucao tampao
citrato-fosfato 0,05M pH 6,0. A enzima foi eluida com gradien
te de NaC£(0,05 a 0,3M) com um fluxo de 30m&/hora, coletan-

do-se fracgoes de 5mf&/tubo.
(—e—) Absorbancia em 280mm; (—x—) Atividade de a-galacto

sidase.
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FIGURA 3- Cromatografia da a-galactosidase do feijao em coluna

de DEAE-celulose (2,5 x 35cm) equilibrada com solucao tampao
citrato-fosfato 0,05M pH 6,0. A enzima foi eluida com gradien
te de NaCe¢ (0,05 a 0,3M) com um fluxo de 30mg/hora, coletan-

do-se fragoes de 5mg/tubo.

(—e—) Absorbancia em 280nm; (——x—) Atividade de a-galacto

sidase.
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FIGURA 4- Cromatografia da a -galactosidase da soja em coluna de
Sephadex G-100 (2,5 x 60cm). A coluna foi equilibrada com so
lugao tampao citrato-fosfato 0,05M pH 6,0 e a enzima eluida
com o mesmo tampao, coletando-se fracoes de 5mf£, com um flu-

x0 de 30mf/hora.

(—e—) Absorbancia em 280nm; (—x—) Atividade enzimica.
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FIGURA 5: Cromatografia da a-galactosidase do feijao em coluna
de Sephadex G-100 (2,5 x 60cm). A coluna foi equilibrada
com solucao tampao citrato-fosfato 0,05M pH 6,0 e a enzima
eluida com o mesmo tampao. Foram coletadas fracoes de 5m&
com um fluxo de 30mf/hora.

(—e—) Absorbancia em 280nm; (—x—) Atividade enzimica.
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FIGURA 6- Electroforese em gel de poliacrilamida a 7,5%.
0s reveladores para proteinas, glicoproteinas e a-ga-
lactosidase foram, respectivamente, negro deamido LAY 5
acido periodico - fucsina basica (B) e PNPG (C).

1- Fragoes I e II da soja apos cromatografia em Sepha

dex G-100; 2- Fracoes I e II do feijao apos cromato-

grafia em Sephadex G-100.
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4.3- Caracterizacao da enzima
4.3.1- Influencia do pH na atividade enzimica

No estudo do efeito do pH sobre a atividade da a-galactosida
se da soja e do feijao, foram utilizados os substratos PNPG, meli-
biose e rafinose. As Figuras 7 e 8 mostram curvas caracteristicasde
variacao do pH e atividade enzimica. A atividade maxima da enzima da
soja foi a pH 5,0, para as fragoes I e Il e para os substratos en-
saiados. No feijao, a atividade maxima foi, respectivamente, a pH
5,5 para a fracao I e a pH 6,0 para a fracao II, nos tres substratos

estudados.

As Figuras 9 e 10 mostram que a atividade da enzima, em fun-
cao do pH, manteve-se estavel entre pH 4,0 e 7,0 para soja e entre
4,0 e 7,5 para o feijao, quando a mistura reativa enzima-tampao foi
mantida a 49C durante 96 horas. Quando o sistema de reagao foi man-
tido a 559C durante 20 minutos, a atividade da enzima presente na so
ja e no feijao nao sofreu alteracao entre os valores de pH 5,0 e6,0.
As fragoes I e II, tanto na soja como no feijao, tiveram comporta-

mento semelhante quanto a estabilidade frente as variagoes de pH.
4.3.2- Comportamento da enzima em fungao da temperatura

A a-galactosidase foi ensaiada em varias temperaturas, na fai
xa de 30 a 700C, em seu pH otimo. As enzimas I e II da soja apresen
taram uma velocidade maxima de hidrolise respectivamente a 45 e 500C;
este comportamento foi semelhante para os trés substratos estudados
(Figura 11). No estudo do efeito da temperatura sobre a atividade

das a-galactosidases I e II do feijao, quando os substratos utiliza

dos foram PNPG, melibiose e rafinose, a atividade hidrolitica maxi-
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FIGURA 7: - Efeito do pH na hidrolise do PNPG (A), da melibio

se (B) e da rafinose (C) pelas a-galactosidases I e II da

soja.
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FIGURA 8: - Efeito do pH na hidrolise do PNPG (A), da melibio
se (B) e da rafinose (C) pelas a-galactosidases I e II do

feijao.
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FIGURA 9: - Influencia do pH na estabilidade da a-galac

tosidase da soja.

o——o tratada a 559C durante 20 minutos.

x——x tratada a 49C durante 96 horas.

Substrato: PNPG
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FIGURA 10: - Influencia do pH na estabilidade da o-galac
tosidase do feijao.
e— o tratada a 550C durante 20 minutos.

x——X tratada a 49C durante 96 horas.

Substrato: PNPG
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FIGURA 11 - Efeito da temperatura na hidrolise do PNPG (A),

melibiose (B) e da rafinose (C) pelas a-galactosidases I

II da soja.
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ma foi observada a 559C, sendo que, para o substrato rafinose, hou-
ve um decrescimo de cerca de 40% na velocidade de hidrolise a 600C

para as duas fracgoes em estudo (Figura 12).

A a-galactosidase presente nos extratos de soja e de feijao,
quando submetida a tratamento termico, durante 15 minutos, resistiu
ate 500C, embora, para o caso da fracao I do feijao, tenha havido uma
ligeira perda desta estabilidade em temperatura ligeiramente infe-

rior a 500C, conforme pode ser verificado nas Figuras 13 e 14.

A velocidade de desnaturacao da estrutura proteica e ilustra

da nas Figuras 15 e 16.

4.3.3- Determinacao da energia de ativagao (Ea)

A energia de ativagao calculada pela inclinacao da reta obti
da da equacgao de Aarhenius mostrou que a relagao log Vmax versus 1/
(temperatura em graus absolutos, QK) para a faixa de temperatura de

30 a 450C era linear (Figuras 17 e 18)s

0s valores calculados para as fragoes I e II da enzima presen
te na soja foram aproximadamente 10,32 e 11,80 16,22 & 15,043 14,15
e 12,38 Kcal/mol e para as fracgoes do feijao, 7,03 e 11,58; 9,14 e
15,05; 11,25 e 18,53 Kcal/mol, quando os substratos utilizados fo-

ram PNPG, melibiose e rafinose, respectivamente.

4.3.4- Efeito da concentracao de substrato na velocidade de

catalise enzimica

No estudo do efeito de diferentes concentragoes de substrato
na velocidade de reacao foram utilizados os substratos PNPG, meli-
biose e rafinose. 0s valores de Km e Vmax foram calculados, de acor

do com o método de LINEWEAVER-BURK (43) e os graficos obtidos para
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FIGURA 12: Efeito da temperatura na hidrolise do PNPG (A); da
melibiose (B) e da rafinose (C) pelas a-galactosidases I e

II do feijao.
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as enzimas da soja e do feijao, quando o substrato em estudo foi o

PNPG, sao apresentados nas Figuras 19 e 20.

Para as a-galactosidases I e II presentes na soja, os valo-
res de Km encontrados para PNPG, melibiose e rafinose foram 0,857 e
0,706mM; 4,288 e 3,533mM; 74,059 e 60,664mM, respectivamente. O0s va
lores de Vmax foram calculados em 24,691 e 36,364 umoles PNP/minuto/
mg de proteina; 34,265 e 50,464 uymoles de glicose/minuto/mg de pro-

teina; 58,826 e 86,637 umoles de galactose/minuto/mg de proteina.

Para as enzimas I e II do feijao, os valores de Km foram cal
culados em 0,278 e 0,714mM; 1,004 e 2,578mM; 25,205 e 64,736mM, res
pectivamente, para PNPG, melibiose e rafinose, enquanto os valores
de Vmax foram 5,195 e 26,316 umoles PNP/minuto/mg de proteina; 5,742
e 29,086 umoles de glicose/minuto/mg de proteina; 4,849 e 24,516 umo
les de galactose/minuto/mg de proteina, para os mesmos tres substra

tos.

4.3.5- Agao de substancias inibidoras sobre a atividade enzi

mica

Os resultados obtidos para as fracoes I e II quer da soja,
quer do feijao, mostraram comportamento semelhante frente as substan
cias utilizadas no teste de inibicao. Estas enzimas foram altamente
sensiveis a jons de metais pesados como prata (Ag+) ¢ memﬂrio(Hg+2)

(Quadro 5).

Iodocetamida nao inibiu as a-galactosidases presentes no fei-

jao, mesmo na concentracao de 10mM; na soja, o efeito inibidor foi
de apenas 9% para a mesma concentratﬁo. EDTA, mercaptoetanol e sul-
fato de manganes, na concentragao de 10mM exerceram um leve efeito

inibidor sobre as a-galactosidases da soja e do feijao; esse mesmo
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FIGURA 19: Efeito da concentracao de substra-

to na hidrolise do PNPG pelas a-galactosi-

dasesI (e——e) e II (x——x) purificadas da

soja.
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QUADRO 5. Inibigao da a-galactosidase da soja e do feijao por jons metalicos, monossacarides e outras
substancias.

Concentracao Atividade residual (%)* Concentracao Atividade residual(%)*

Inibidores Inibidores
(mM) Soja Feijao (mM) Soja Feijao
Sem inibidor - 100 100 1,0 a5 94,1
Cloreto de cobalto 5,0 84,1 63,6
10,0 63,1 48,1
Cloreto de mercurio 1,0 0 0 1,0 91,3 100,2
Cloreto de zinco 5,0 88,3 86,2
Cloreto de prata 1,0 0 0 10,0 1351 70,8
Nitrato de prata 1,0 0 0 1,0 98,8 99,7
EDTA 5,0 94,9 98,4
5,0 99,5 100,2 10,0 92,1 93,0
10,0 95,3 100,0
Frutose 50,0 93,8 96.6 1,0 95,3 102,4
100,0 92,2 79,5 Iodoacetamida 5,0 93,2 100,4
10,0 90,9 100,0
5,0 25,7 23,2
10,0 19,8 16,9 1,0 93,3 101,2
Galactose 50.0 3.7 3.8 Mercaptoetanol 5.0 88.7 92.4
100,0 143 1,7 10,0 85,4 84,1
5,0 96,4 102,1 ~ 1,0 92,2 98,0
Bidcoss 10,0 94,6 101,3 Sulfato de magnesio 5,0 87,4 81,9
“ 50,0 90,2 97,4 10,0 81,5 72,3
100,0 87,9 92,9
B 1,0 88,9 99,6 1,0 92,7 98,9
Cloreto de calcio 5.0 83.9 97,8 Sulfato de manganes 5,0 87,4 96,2
10,0 75,0 95,4 10,0 83,8 93,4

(*) Substrato: PNPG.



efeito foi exercido pelo cloreto de calcio, nas mesmas condigoes,
sobre as enzimas do feijao. Na soja, o cloreto de calcio causou em

torno de 25% de inibicao em condigoes identicas de concentracao-

0s reagentes cloreto de cobalto, cloreto de zinco e sulfato
de magnesio na concentragao de 10mM inibiram de modo mais acentuado

as a-galactosidases, tanto da soja quanto do feijao.

Dentre os reagentes testados, com excegac daqueles contendo
os ions prata e mercurio, todos os demais exibiram apenas um leve
efeito inibidor sobre as a-galactosidases da soja e do feijao, quan

do a concentracao dos inibidores usada no ensaio foi de 1mM.

Entre os monossacarides, a glicose e a frutose exerceram um
pequeno efeito inibidor, mesmo em concentragﬁes relativamente altas
como 100mM, com excegao da frutose que inibiu em cerca de 20% as a-
-galactosidases do feijao. A galactose, um produto da reagﬁo hidro-
17tica, atuou como um forte inibidor, mesmo na concentragao da or-

dem de 5mM.

Quando os monossacarides foram adicionados ao meio reativo,
na concentracao de 10mM para o caso da galactose e 50mM para glico-
se e frutose, contendo diferentes concentragoes de PNPG, a glicose
e a galactose inibiram competitivamente a hidralise do substrato pe
las enzimas em estudo, provocando alteragoes do Km para],018 e 0,839
mM; 8,416 e 6,711mM para as enzimas I e II da soja e 0,301 e0,774mM;
1,806 e 4,639mM para as fragﬁes I e II no feijao. A frutose compor-
tou-se como um inibidor nao competitivo. As Figuras 21 e 22 mostram

o efeito inibidor destes agucares.

4.3.6- Estimativa do peso molecular

0 peso molecular da a-galactosidase foi determinado com base

nos volumes de eluicdo de proteinas com pesos moleculares conheci-
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FIGURA 21: - Inibicao da a-galactosidase da soja por monossacarides.

o—.—o: sem inibidor; e—~ —e: glicose; e——e: frutose; e—..—e0: galactose.
(A) a-galactosidase I; (B) a-galactosidase II.
Substrato: PNPG

Os numeros entre parenteses se referem a escala utilizada para galactose.
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Substrato: PNPG.
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dos, obtidos a partir de filtracao em coluna de Sephadex G-100. Na
soja, a atividade da enzima foi encontrada num volume de eluicao cor
respondente a um peso molecular aparente de 136000 daltons para a
fracao I e 45.000 daltons para a fracao II. No feijao, os valores
obtidos foram 140.000 e 49.000 daltons para as fracoes I e II, res-

pectivamente (Figura 23A).

A tecnica de electroforese em gel de SDS- poliacrilamida tam
bem foi aplicada na determinagao do peso molecular, e os valores cal
culados a partir do grafico, relacionando o logaritmo do peso mole
cular contra a mobilidade e1ectr0for§t1ca (Figura 23B). Os valores
estimados para as fracoes I e II da soja e do feijao foram, respec-

tivamente, 126.000, 44.000; 130.000 e 47.000 daltons.
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FIGURA 23: - Determinacao do peso molecular da a-galactosidase.

(A) - Por cromatografia de exclusao molecular em coluna de Sephadex G-100;
(B) - Por electroforese em gel de SDS- poliacrilamida.
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5- DISCUSSAO

Embora sejam freqﬁentes as citacoes na literatura sobre a ocor
rencia de oligossacarides em graos de vegetais e da participacao da
a-galactosidase na hidrolise destas reservas de energia, sao prati-
camente inexistentes os dados sobre a atividade desta enzima em le-

guminosas correntemente. consumidas por populagoes brasileiras.

Como afirmado anteriormente, os oligossacarides contendo uni
dades de a-galactose em suas estruturas, como a rafinose e a esta-
quiose, estao presentes em sementes de leguminosas em niveis varia-
dos, de acordo com a variedade considerada e conforme o estagio de
maturagao da planta (68, 69). Alem disso, a velocidade de hidrolise

destes materiais de reserva tambem e variavel.

Como pode ser observado no Quadro 2, a atividade enzimica foi
detectada nos extratos brutos de todas as sementes estudadas. De mo
do geral, as cultivares de soja apresentaram cerca de 40 a 60% mais
atividade que as de feijao. A comparacgao destes dados com os exis-
tentes na literatura, para outras sementes, torna-se dificil, tendo
em vista os diversos fatores que influenciam na composi§50 da semen

te e nas diferentes condigoes experimentais.

Uma vez conhecida a existéncia, no grao, de atividade de a-ga
lactosidase, foram selecionadas as cultivares Parana e Carioca-80 de

soja e feijao, respectivamente, que apresentaram maior atividade en
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zimica, a fim de se realizar estudos de purificacao e de se conhecer

as propriedades bioquimicas desta enzima.

0 tratamento com sulfato de amonio a 80% de saturacaoe a eta
pa subseqﬂente, isto e, a cromatografia em coluna de Sephadex G-25
contribuiram para a concentragcdo do teor de proteinas, dessaliniza-
cao dos extratos e remocao de compostos de baixo peso molecular pre
sentes nas amostras. Analisando os Quadros 3 e 4, observa-se um com
portamento diferenciado entre os extratos enzimicos de soja e de fei
jao. Na soja, as tecnicas de precipitacao com sulfato de amonio e de
cromatografia em coluna de Séphadex G-25 contribuTram para a obten-
cao de um extrato aproximadamente 1,86 vezes mais puro que o inicial,
recuperando-se em torno de 74% da atividade enzimica. Entretanto, pa
ra o feijao, estes mesmos tratamentos levaram a um fator de purifi-
cagao de apenas 1,22 vezes e uma recuperacao da atividade enzimica
ao redor de 65%. Este comportamento diferente, provavelmente, seja
decorrente dos maiores niveis de galactomanas existentes nos graos
de feijao, que formam solugoes viscosas em presenca de agua, difi-

cultando os procedimentos de purificagao (22, 48).

A tecnica de fracionamento das a-galactosidases da soja e do
feijao, baseada em troca ionica, mostrou que ambas as enzimas nao fo
ram adsorvidas pela resina, sendo eluidas em um unico pico, logo no
inicio da separacgao, evidenciando tratar-se de enzimas com predomi-
nancia de cargas positivas. Estes resultados estao de acordo com ex
perimentos anteriores realizados por AGRAWAL & BAHL (1) com semen-
tes de Phaseolus vulgaris (v.Pinto), usando cromatografia em coluna
de DEAE-Sephadex A-50. Por outro lado, quando estes autores submete
ram a fragao contendo a-galactosidase em mistura com outras glicosi
dases a separacgao em CM-Sephadex C-50 e em coluna de alumina, a a-ga
lactosidase foi fortemente adsorvida, nao sendo resolvida posterior

mente.
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A completa separacao das enzimas em estudo so foi possivel uti
lizando-se filtracao molecular em Sephadex G-100. Esta tecnica per
mitiu a separacao de duas fragoes ativas, com proporcoes diferentes en

tre si e entre as amostras estudadas (Figuras 4 e 5).

As enzimas. I e II da soja e do feijao nao pareceram ser arte
fatos decorrentes das etapas de purificacao, pois ambas as fragoes
foram detectadas quando, em ensaios preliminares, 0s extratos brutos
destas amostras foram submetidos a filtragao molecular em Sephadex

G-100,

A obtencao de duas formas da enzima esta coerente com os tra
balhos desenvolvidos com enzimas de origem vegetal (9, 23, 60) e tam
bem com a produzida por Mortierella vinacea (78), que mostram uma re
solucao de pelo menos duas formas moleculares da enzima, apos fil-

tracao em gel.

Estes resultados, quando considerados em conjunto com os obti
dos na electroforese em gel da poliacrilamida (Figura 6), sugerem que
as isoenzimas apresentam diferengas quanto ao peso molecular. Estas
diferengas sugeridas foram comprovadas experimentalmente, e os valo
res dos pesos moleculares obtidos foram diferentes para as duas fra
coes da soja e do feijao, sendo que os va1ores aparentes para as fra
coes de menor peso molecular (enzima II) representaram a terca par-
te daqueles obtidos para as fragoes de maior peso molecular (enzi-
ma I). Estes dados sao apresentados no Quadro 6, que resume 0s re-
sultados obtidos a partir dos estudos das propriedades bioquimicas
das a-galactosidases da soja e do feijao, e sao semelhantes aos re-

latados para algumas enzimas de sementes (9, 48).

McCLEARY & MATHESON (48) mostraram a presenca de multiplas for

mas moleculares de a-galactosidase (designadas A, B e C)em sementes

germinadas de varias leguminosas. Realizaram a separagao das isoen
zimas por cromatografia em DEAE-celulose. As formas A e C foram co-
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QUADRO 6. Propriedades das a-galactosidases da soja e do feijao.

Substra a-galactosidase da soja o-galactosidase do feijao

Parametros

o
ko I 11 en s o 11
5,0 5,0 5.5 6,0
pH otimo b 5,0 5,0 5,5 6,0
C 5,0 5.0 55 6,0
Temperatura a 45 50 55 55
otima (9C) b 45 50 55 55
C 45 50 55 55
pH de estabilidade
96 horas - 40C a 4,0-7,0 4,0-7,0 4,0-7,5 4,0-7,5
20 min - 550C a 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0 5,0-6,0
Temperatura de es- 5 50 50 50 50
tabilidade (9C)
Energia de ativa- a 10,32 11,80 7,03 11,58
cao (Kcal/mol) b 16,22 15,04 9,14 15,05
C 14,15 12,38 11,25 18,53
- 0,857 0,706 0,278 0,714
(mM) b 4,288 3,533 1,004 2,578
c 74,059 60,664 25,205 64,736
Vmax a 24,691 36,364 5,195 26,316
(umoles de produ- b 34,265 50,464 5,742 29,086
to/min/mgP) c 58,826 86,637 4,849 24,516
Peso molecular
Sephadex-G-100 136.000 45.000 140.000 49.000
SDS-poliacrilamida 126.000 44,000 130.000 47.000
* a = PNPG
b = Melibiose
¢ = Rafinose
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muns em todas as sementes analisadas. Por cromatografia em coluna de
Sephadex G-200, a enzima C da soja foi posteriormente resolvida em
duas outras fracoes ativas, denominadas I e II. A forma A tambem es
tava presente nas sementes que nao foram submetidas a germinacao e
seu nivel nao aumentou significativamente durante o processo germi-
nativo. Sugeriu-se que as formas A e B, confinadas na parte cotile-
done-embriao das sementes, sao responsaveis principalmente pela hi-
drolise dos a-D-galactoligossacarides. A forma C, por outro lado, &
uma enzima presente no endosperma, e tem sua atividade aumentada ra
pidamente na germinacao da semente, exceto na soja, que tem um ni-
vel muito baixo de galactomanas. A enzima C mostrou-se altamente es

pecifica para a hidrolise de galactomanas.

0 conhecimento dos efeitos do pH e da temperatura sobre a acao
catalitica da enzima sao fatores muito importantes, especialmente
quando se considera a utilizacao pratica desta enzima. Para a hidro
lise dos oligossacarides presentes no extrato de soja, tem sido su-
gerida a utilizacao de preparacoes de a-galactosidase com relativa
termoestabilidade e com elevada atividade no pH natural do extrato

de soja, ou seja, aproximadamente a pH 6,3 (18, 49, 73).

As a-galactosidases I e Il da soja apresentaram um mesmo va-
lor otimo de pH, situado em 5,0 para os tres substratos estudados.
Somente quando ensaiadas com melibiose as enzimas produziram um pi-
co relativamente largo, sendo que a enzima II apresentou mais de /8%

da atividade maxima a pH 6,0.

A fracao I do feijdo exibiu uma atividade maxima a pH 5,5 e
a fracao II a pH 6,0, para os tres substratos pesquisados. A ativi-
dade enzimica das enzimas do feijao, em funcao do pH, quando o subs

trato utilizado foi melibiose, tambem exibiu uma faixa relativamen-
te larga, de forma semelhante a verificada para as enzimas da soja

frente ao mesmo substrato.
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Com respeito a temperatura, a hidrolise maxima foi verifica-
da, respectivamente, a 450C e a 500C para as fracoes I e II da soja
e a 550C para ambas as enzimas do feijao, para os tres substratos es-
tudados. As duas fragoes do feijao, quando o PNPG foi o substrato en

saiado, ainda apresentavam cerca de 70% da atividade maxima a 650C.

A atividade catalitica das enzimas I e II da soja e do feijao
se manteve estavel na faixa de pH de 4,0 a 7,0 e de 4,0 a 7,5, res-
pectivamente, quando mantidas a temperatura de 40C. A estabilidade
destas enzimas ao calor foi observada entre pH 5,0 e 6,0, comporta-
mento este que se mostrou semelhante para a soja e o feijao. Alem dis
so, a acao catalitica destas enzimas se manteve estavel em tempera-
turas na faixa de 30 a 500C, com excecao da fragao I do feijao, que
apresentou uma discreta diminuigcao de atividade a 500C. Porem, a 6509C,
tanto as enzimas da soja quanto as do feijao, foram praticamente ina
tivadas. A desnaturacao termica das a-galactosidases dasamostras ora
em estudo sequiu uma cinetica de primeira ordem em todas as tempera

turas ensaiadas.

No entanto, estudos comparativos destes resultados com os ob
tidos para a a-galactosidase de outras fontes tornaram-se dificies,

devido as diferentes condicoes experimentais utilizadas.

AGRAWAL & BAHL (1) demonstraram, em estudos com sementes ger
minadas de Phaseolus vulgaris, que a a-galactosidase apresentava um
maximo de atividade a pH 6,5-6,7, com o PNPG como substrato e quees
ta atividade se manteve estavel ao redor do pH otimo, isto é,nafﬁi
xa de pH 4,6 a 8,0. Contudo, estes autores nao fizeram qualquer men
cao quanto a existéncia de multiplas formas moleculares da enzima,
assumindo-se que a forma enzimica por eles estudada tenha sido a fra

cao II.

KON & WAGNER (39), trabalhando com a-galactosidases extraidas

de sementes dormentes e germinadas de Phaseolus vulgaris e parcial-
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mente purificadas, verificaram que ambas as preparagﬁesenzﬂﬁcasaphg
sentavam valores de pH otimo semelhantes, situados entre 5,7 e 6,1
com PNPG como substrato e na faixa de pH 4,4 a 5,3 com a melibiose.
A temperatura otima de atividade observada foi ao redor de 550C, sen
do que, acima desta temperatura, a enzima entrou em processo de ina

tivacao.

0s estudos das propriedades cineticas das a-galactosidases pu
rificadas evidenciaram maior afinidade da enzima pelo substrato PNPG,
do que para os substratos melibiose e rafinose. Este fato foi cons-
tatado pelos menores valores de Km apresentados, quando da utiliza-
¢ao do PNPG como substrato (Quadro 6), comportamento este ja verifi
cado para a maioria das a-galactosidases de diferentes fontes (23,

35, 45, 61, 81). A enzima produzida por Mortierefla vinacea (78)apre

sentou valores de Km muito proximos para os substratos sinteticos

ONPG e PNPG e para a melibiose.

As a-galactosidases I e II da soja hidrolisaram a rafinose
mais rapidamente que a melibiose e que o PNPG. Alem disso, os valo-
res de energia de ativacao para a rafinose foram menores do que 0S
obtidos para a melibiose. Estes resultados sugerem que a rafinose e

um substrato muito util para as a-galactosidases da soja.

As enzimas I e Il do feijao mostraram maior velocidade de hi
drolise para a melibiose do que para a rafinose. A energia de ativa
cao para a melibiose tambem foi menor em relagcao a rafinose. Neste
caso, os resultados revelam que a melibiose e melhor substrato para

as a-galactosidases do feijao do que a rafinose.

0 PNPG mostrou ser inibidor, em altas concentracoes, com am-
bas as formas enzimicas (I e II) do feijao. Este comportamento, en-
tretanto, nao foi observado nas enzimas da soja com este mesmo subs

trato. Quando os oligossacarides contendo galactose em suas estrutu

ras, como a melibiose e a rafinose, foram usados como substrato, nao
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se observou qualquer efeito inibidor. Efeitos semelhantes tem sido
relatados para a-galactosidases de outras fontes (25, 46, 81, 82).

As a-galactosidases provenientes da soja e do feijao foram to
talmente inibidas pela acao dos ions metalicos prata e mercurio. A
atividade enzimica, no feijao, nao foi afetada pela iodoacetamida e,
na soja, este reagente exerceu apenas uma ligeira inibicao. 0 fato
destas enzimas nao terem sido inibidas pela iodoacetamida, que per-
tence a classe dos chamados "reagentes sulfidrilicos", evidencia que
0os grupamentos -SH nao sao improtantes para a atividade catalitica
da enzima. Sugere, ainda, a possibilidade de que outros grupamentos,
tambem afetados por metais pesados, porem, nao pelos "reagentes sul
fidrilicos", como grupos carboxilicos e residuos de histidina, este
jam presentes no sitio ativo da enzima.

Por outro lado, as a-galactosidases de outras fontes, espe-
cialmente as de origem microbiana (3, 42, 49, 77) se mostraram de-
pendentes de grupos -SH para a sua atividade catalitica. DEY & PRIDHAM
(24, 25) demonstraram, mediante estudos envolvendo fotoxidacao, empre
go de diferentes concentracoe de jons prata e mercurio, em diversos
valores de pH e tambem com a utilizagao de reagentes sulfidrilicos,
a auséncia de grupos -SH e presencga de residuos de histidina no cen
tro catalitico da a-galactosidase de sementes de Vicia gaba.

A contribuicao dos acucares glicose e frutose, na inibigao
das a-galactosidases da soja e do feijao foi pequena, mesmo em con-
centracoes de inibidor da ordem de 100mM. A frutose exerceu uma ini
bicao maior, em torno de 20%, sobre as enzimas do feijao. Entretan-
to, a galactose mostrou-se um inibidor relativamente potente, em am
bas as amostras em estudo e suas rQSpectivas fracoes. E interessan
te notar que, de modo diferente ao de outras a-galactosidases ja pes
quisadas, as enzimas de Baciffus sp e de Micrococcus sp (3) nao fo-

ram inibidas pela galactose, um produto da reagao hidrolitica sobre

a melibiose ou rafinose.
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6- CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir:

1- As a-galactosidases da soja e do feijao sao enzimas com pre

dominancia de cargas positivas.

2- A filtragao molecular em Sephadex G-100 revelou a existen
cia de duas formas moleculares da enzima, em ambas as amostras estu

dadas.

3- As duas formas isoenzimicas, analisadas por electroforese
em gel de poliacrilamida, mostraram diferentes pesos moleculares. A
fracao I, nas duas amostras, apresentou peso molecular tres vezes

maior que a fracao II.

4- 0 criterio de purificagao adotado promoveu um aumento na
atividade especifica das enzimas I e II da soja, com fatores de 25,2
e 59,3, respectivamente. No feijao, estes fatores foram de 19,0 e

5153

5- As duas formas isoenzimicas da soja e do feijao tiveram
acao preferencial sobre o substrato sintetico PNPG, apresentando uma

relacao entre Km e Vmax puramente ocasional.

6- Cineticamente, a enzima II da soja e a forma I do feijao

se mostraram mais reativas aos substratos estudados.

7- A analise conjunta dos parametros velocidade de reacao e
energia de ativacao, para os substratos naturais, revelou a rafino-
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se como um substrato muito util para a soja e a melibiose para o fei
jao.
8- A atividade maxima das enzimas da soja foi observada em

valores de pH e temperatura menores do que os observados para as for

mas I e II do feijao.

9- Ambas as amostras e suas respectivas fracoes tiveram com-

portamento semelhante quanto a estabilidade ao calor e ao pH.

10- As a-galactosidases da soja e do feijao nao foram inibi-
das por reagentes sulfidrilicos mostrando, assim, que suas ativida-
des cataliticas nao dependem, necessariamente, da presenca de gru-

pos =-SH.
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