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SUMARTO

Foi estudada a produgdo de c-~galactosida-
se por dspergillus orizae, tanto em meio submerso como por
fermentagao semi-sblida. A enzima foi levemente indﬁzida por
rafinose e estaguiose, enquaﬁto um extrato de loligossacari
des da soja, fermentadc por &, cereviciae (3.7% de aclicares
totais), mostrou excepcional capacidade de inducio. Simulta
neamente, o micrerganismo produziu invertase, esta de forma
constitutiva.

A n~galactosidase, parcialmente purifica-
da, mostrou unm XKm de 2,Q4 mMol para PNPG e 140 mMol para me
libiose. Para o8 mesmos substratos os valores de Vm foram de
0.36 uMol de PNP e 0.64 ﬁﬁol de glucose/min./mg de proteina.
0 peso molecular fol estimado em 200 000 e a enzima foi ini-
bida competitivamente por galactose e frutose & de forma nao
competitiva por glucose, Ag+, Hq+"e p-cloromercuribenzoato a
fetaram drasticamente a atividade enzimdtica, sugerindo a
presenca de grupc(s) -SH nc sitio ativo. 2 enzima mostrou a
tividade mawima em vH 4.0 ¢ mais de 70% da atividade mixima
em pH 6.3. Nenhuma perda de atividade foi observada, quando

tratada entre 35 a 509C, por 15 minutos.

O preparado bruto contendo a-galactosida-
se e invertase diminuiu substancialmente os teores de rafino
se & estaguiose do Extrato de Socja, o gue sugere a possibili
dade de seu emprego no tratamento de produtes da leguminosa,
visando eliminay agueles  galagtoligossacirides, apontados co

mo causadores da flatuléncia,
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SUMMARY

The production of s-galactosidase by a
strain of dspergiilus orizae was chserved either by + sub
merged culture method or Keoj: method. The enzyme was slight
ly induced by raffinose and stacchyose, while in a previous

ly fermented oligosaccharydes extract from soybean with 3.7

per cent of total sugar the yield was greatly increased. .

The partially purified o-~galactosidase
showed a Km value of 2.04 and 140 mMole respectively for
PNPG and meliblose. The Vm valus was 0.36 uMole of PNP and
.64 of glucose/min./mg. of protein for the same substrates.
The molecular weight was estimated in 200 000 by gel f£il
tration in Sephadex G-200 and the enzyme was competitively
inhibited by galactese and frutose and non competitively by

glucose. Ag+, Hq+ and g~Chloromercuribenzoats remarkdly

o)

inhibited the enzyme activity suggesting the presence of SH

groups in the active site. The optimun pH was 4.0 and more

them 70% of the maximun activity was found in pH 6,3, No
loss of activity was shown when submitted to heat treat
ment between 35 ~ 509 C., £or 15 minutes.

Enzymatic f£iltrate substantially de

creased the contents of raffinose and stacchyose from  soy
hean milk suggesting the possibility of itfs application to
eliminate sovbean galactooligosccharydes responsible for

flatulence troubles.
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I~ INTRODUCAO

Segundo a FAO, o rendimento proteico
por unidade de superficie de solo tem se mostrado muito
maior guando este & cultivado com scoja do gue com outras
fontes convencionais de proteinas como o trigo, © arrozeo
milho ou guandc usado como suporte para crescimento e manu

tencao de gado bovino (48},

Proteinas de soija destacam~se conside-—
ravelmente entre as-de origem vegetal, também no aspacto
gqualitativo, pols apresentam alto valor nutricional, qua£
gquer que seja a técnica de avaliagac empregada: maior va-
lor para a razdo aminoicidos essencials ~ nitrogénio total
(E:T = 2,58); score quimico (69%9%), malor gue os registrados
para proteinas de trigo, arroz e milho; teor de lisina dis
ponivel mais elevado; valor biolégica (BY = 58 a 69%) e Ta
xa de eficiéncia proteica (PER = 0,7 a 1.8) maiores que al

gqumas e compariveis a outras (48},

Ha gue se considerar ainda gue a multi

plicidade de formas de preparagac e processamento da le~

-1



guninosa tem permitido a obtengao de produtos de proprieda
des nubritivas mais acentuadas gue as acima citadas, Assim,

o leite de soja, oficialmente denominado Extrato de Boia

pela Resolugac 14/78 da Comissdo Nacional de Normas e Pa-
droes para Alimentos, apresenta valores médies de 2.0 para
o PER, 79% para o BV e 91 para a digestibilidade (D) guan-
do ratos sao usados nos ensalos (22} . Em serss humanos 3

foram obtidos BV midio de 91% & D = B2 (85,

O wvaleor nutritive do Extrato  de Sojs

ite bovine em apenas 10 a

i

tem s mostrado inferior ao do ls

30%, deficiéneia esta gue pode sey sanada por suplementa
30 com mehlonina, amincdcido limitante das proteinas da

soda {42) . Tem sido demonstrado, no entanto, gue o feor de
aminodcidos essencials fornecidos pelo Extrato de Scoija  sa
tisfaz as necessidades de criancas de até 1 ano de idade,

na mesma extensiao gue o leite animal, desde que se ajuste

o teor de proteinas (33).

As gualidades nutritivas do Bxtrato de
S5cja aliadas ao seu balwxo custo em relagio ao leite animal

sao fatores gue tendem a aumentar o Seuw consumo. Aldm dis

jﬁ

1

so, o produto vegetal apresenta baixeo Iindice de alergenic
dade @'é particularmente Gtil a individuos intolerantes a
lactose & a galactosémicos {[65), ¥No Brasil, Extrate de So-
ia em PO, aromatizade e enriquecido com witaminas o ‘ming
rais jd ven sende produzido em escala industrial e, inclusi

e, empregado em programas de merenda escolar & suplementa

gao de dietas de convalescentes em hospitais,



A incorporacgac da soja e seus produtos
como habito alimentar vem sofrendo, no entanto, algumas
restricoes por parte das §Qpﬁ1agées ocidentals, principal
mente por causa do gosto e cheiro caracteristicos, Outryo
problema de grande importdncia € a flatuléncia verificada

em seguida 4 sua ingestio,

Flatuléncia € um problema Fisioldgico
bastante sério, J& foi demonstrado gque um peguenc aumento
da pressao de gases retais pode produzir infimeros sinto-
mas de desconforto como dor de cabega, tontura, diminui
¢ao da capacidade de concentragdo, podendo chegar até a
problemas de acomodagdo de imagem {4 ). Além disso, fla-
tuldncia & um fendmeno socialmente inconveniente gue tem
lewvade 25% da papulaéﬁo norte-americana a nao ingerir fei

j0as (8471,

Grande nimero de especialistas em nu-
tricao vem apontando a rafinose e especialmente a estaqul
ose, respectivamente, tri e tetrassacirides (Fig. 1) como
o5 principails responsév@ispor'aquala resposta fisioldgica
a ingestao de soja .e seus derivados (16,66,69). O desen
volvimento do indeseifvel. fendmeno pode ser assim resumi-
do: 1~ o trato digestive dos mamifercs nao possul ativida
de de wo~galactosidase, nao metabolizando, portanto, ague
les aclcares; 2~ passando para o intestino grosso, as li-
gacoes o-{1+6} dos referidos coligossacirides sac rompldas
pela w~galactosidase de microrganismos da flora, especial

mente do género Clesiridium (70}, transformando-se em uni

dades de galactose e sacarose; 3- estes aclcares sao, a

-



segulir, fermentados anaerchbicamente, com grande producio de

e

3
W]

2

g H.,, 08 principals constituintes do meteorismo integ-

tinalis7y.

InGmeras tentativas de eliminacao dos
galactoligossacirides dos produtos da soia vem sendn  de-

senvolvidas desde a Qltima dEcada, atravds de processos £i
sicos, fermentatives e hidrélise enzimitica, faltando, no
entanto, uma avaliacao mais efetiva dos resultados publica

dos
Produtos Iermentados de soja & consund

dos, principalmente, nos paises orientals, como 0 misco & O

shoyu sao totalmente isentos de rafinose, estaguicse e ou

7

{3}

tros oligossacirides, apresentando, entretanto, consideri-
vels teores de galactose, glucese e frutose (30}, monossa-
npdrides .constituintes dagueles aclcares, o gue sugere a

presenca de a~galactosidasas e invertase durante o processa

mento daqueles produtos. dspergiiius oviage 2 depergilius

4

sofae, fungos usados milenarmente na preparagac do keji
uma das stapas na elaboragao dos referidos produtos; naoc
tem recebideo a devida atencio gquanto a capacidade de produ
iy g ~galactosidase & invertase. Estudos preliminares ide-

y

senvolvidos nos Laboratdrics de Ri@gﬂlmiba de Alimentos da

-

Paculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola da UNICAMP

{19}, como suporte para este trabalho, revelaram gue tais

]

enzimas sao produzidas por 4, ordazae,cuande inoculado am

=

meios contendo produtos da soia,

i
i

- Este trabalho se propoe a estudar

— !



condi¢tes de produgdo, caracterizacio e possibilidades de a
plicag@o da a-galactosidase de 4.,orizae no Extrate de Soia,
visande eliminar os aglicares da familia rafinose, causado

res da flatulénceia



IT- REVISAD BIBLIOGRAPICA

A primeiva referéncia sobre o teor de
agicares solvels da soja data de 1 214 e pertence a GAR—
NER gt olis (2B}, aco relatarem o efeito de fatores nutri
cionais scbre o conteldo de Slec das sementas, ~Seqgundo
tais auntores, o teor de Oleos durante o pericdo reproduti

-

> 2 proporoional ao acimulo de carbohidratos durante o pe

<

riodo vegetativo. Rstas chservagoes foram confirmadas por

)

G

CARTER & HOPPER (12}, em 1 942, os guals ampliaram a gene-
ralizagao, afirmando gue:
"a porcentagem de aclicares aumenta paralalamen-—
com o contelido do dleo e gquando o total de  ach
cares e &leos wvaria numa dirscic, o conteiido de

proteinas varia no oukro®

Og tacores de carbohidratos soliiveis da

scja tém sido extremamente varifiveis de acorde com a warie

dade, maturidade dazs sementes e aondi@ﬁes de anilise, O'KEL



LY & GIEGER (58), em 1 937, por exemplc, encontraram valo
res de 17.93% a 230.18% de agleares totals em um extrato a

quoso, isento de proteinas. Quantidades substanciais de a
mido e monossacarides como a glucose, frutose & cgalactose
tém sido encontradas em sementes verdes da leguminosa, es
tando wvirtualmente ausentes, entretanto, em sementes amady
recidas (27,73). Da mesma forma, tragos de arabinose, xam

nose e dcido glucurdnico j& foram caracterizados em extra

tos alcoblicos de soija desengordurada {(75).

Os principais aglecares encontrados na
soia amadurecida; entretante, sao a sacarose, rafinose a
estaguiose, isclados & caracterizados, iniciazlmente por KA
SAT & KAWAMURA (33), em 1 966, através de técnicas de pola
rimetria. Anteriormente, apenas a sacarose havia sido iso-
lada da- leguminosa por KRAYBILL et alli (44), em 1 337, o
gue levou alguns pesqulisadores da época a relatarem como
sacarose os aglcares totais da goja {75). Tragos de verbas
cose, ull pentassacaride homdlogo & estaquise e dotado de u
ma unidade a mais de galactose, também té&m sido encontra

dos em sementes amadurecidas (3%,75).

Em 1 967, KAWAMURA ¢t qllz {42}, usan~—
do cromatografia em papel, caracterizaram guantitativamen-—
te os aglicares soliiveis, tanto em gr3os de.soja integral
gquanto em cotilédones desengordurados de seis variedades a
mericanas e trés japonesas obtendo os seguintes valores m§

dios para sacarcose, rafinose e estaquiose:



Variedades

Oligossacarides - americanas japonesas

{a) (bl {a) (bl
Sacarose 4.5% 6.2% 5.7% 7.4%
Rafinose 1.1% 1.4% i.1% 1.4%
Estaguiocse 3.7% 5.2% 4.1% 5.4%
Fonte: Rawamura, 1 9267 a) Soja integral

b} Cotilédones desengor

durados
Resultados proximos acs da tabela aci
ma foram obtidos por DELENTE & LANDEMBURG {21), em 1 972 ,
através de Cromatografia Gas Liguido {(GLC). 0Os teores de
sacarese, rafinose e estaguiose foram estimados em 8.2% ,
1.% ¢ 4.7%, respectivamente, relatando ainda tragos de me

libicose, maninotriose (Fig. 1}, além de monossacarides.

A variagao do teor de oligossacdrides
& bastante acentuada de uma variedade para outra, conforme
démonstram os trabalhos de HYMOWITZ et aildi {36}, desenvol
vidos em 1 9722 Pesguisando 60 variedades de soja de dife
rentes origens,-encontraram valores de 2.5 a 8.5% para sa
carose, 0.1 a 0.9% para rafinose & 1.4 a 4.1% para a esta
quiose. 0Os autores demconstraram ainda gue o teor de esta
gulose esth correlacionado ao de proteinas e gue o contel-
do de rafinose e sacarose € proporcional ao de lipideos.
Com 6.44% de sacarose, 0.36% de rafinose e 2.1% de estagqui
ose, a composigao em oligossacarides da variedade  Corsoy
se manteve dentro dos valores acima, apresentando, entre-

tanto, 1.58% de frutose e tracos de glucose, segunde os re

-8~



latos. de KU et qil7 {45}, de 1 976. Ainda através de GLC,
CRUZ et alld (18), em 1 981 estimaram em 6.1%, 1.1% e 4.4%
respactivamente, o5 taores de sacarose, rafinose e estaqui
ose de sementes integrais da %a?iedade Brag, cultivada no

Brasil, detectando ainda alguns tracos de monossacarides.

Apesar das afirmagoes de alguns auto-
res de que as condigCes ambientais também influenciam o}
contelido dos aglcares totais da soja, estudos especificos
ge HYMOWITZ et gqll4 {37}, em 1 972b e HYMOWITYZ & COLLINS
(33}, em 1 974, demonstraram gue os componentes dos aclica~
res das sementes da soja e outras leguminosas s3o razoavel
mente estaveis em relacao a varias condicGes  ambientais.
Estas conclustes sugerem a possibilidade de ébtengéa de
cultivares com baixo teor de galactoligossacirides, atra
vés da genética agricela, ¢ gue poderia representar a solu
cao mais natural para o problema da flatuléncia causadoe pe

las leguminosas.

Embora ainda nac se relacionassem aos
seus cligossacarides, dietas ricas em feiides sio apenta
das como produtoras de flatuosidade no homem désde 1961 por
STEGGERDA (76) o gual wverificou gue o volume de gases re-
tals provenientes de uma dieta normal & cerca de dez vezes
menor guando comparado agquele produzido por uma dieta & ba

se de feiijoes,.

... hA alguma colsa nas leguminosas que po-
de alterar a fisiclogia do trato gastro in-~
testinal, pois a flatuléncia foi acentua~

damente marcada...”

-4



Um homogenato de feijoes {Phaseoulus
vulgaris) também aumentou a produgdo de gases no intestino
de ces segundo RICHARDS & STEGGERDA (69), em 1 966. Os re
feridos autores mostraram ainda que o colon é a regilo do
intestine onde ©s gases sac produzidos mais intensamente |
Em 1 271, o8 grupos de Kies e Werner, citados por CRISTCFA
RO ot g114 {(18), testéram a farinha texturizads de soia
gquanto & capacidade de produzir flatuléneia no homem, admi
nistrando aguele produto como Gnica fonte proteica em Vo
luntirios. O primeiro grupo chegou & resposta negativa ao
servir uma dieta de apenas 25 a 50 gramas por dia. Quando
a dieta fornecida ultrapassou as 50 gramas difrias, no en-
tanto, o segundo grupe observou o aparecimento do meteoris

mo intestinal em % dos 6 homens testados.

- Foli também STEGGERDA (77), em 1 966, o
primeiro pesquisador a associlar a flatuléncia desenvolvida
pelas'dietas & base de leguminosas com o8 oligossacari-
des rafinose e estaguiose, j& gue até entdo, se guestiona-
va se o fendmeno era causado pela casca, fraggo iipidica
ou proteica. 05 estudos daguele autor foram posteriormente
confirmados por RACKIS et aglli (66}, em 1967 e 1970 (67 ) e HI
CHEY et il (31}, em 1 972. Algquns resultados aparentemen
te contridrics a estes foram publicados por MURPHY ef 174
{55}, neste mesmo ano. A dietas naoc flatulentas foram adi-
cionadas, separadamente, diferentes fragdes de feiijdes, ra
Finvse ¢ estaguiose e, a segulr, servidas a voluntarios Ve
rificaram gue fragdes ricas em carbohidratos produzianm ma
ior quantidade de gases, mas gue rafinose e estaguiose ndo

desenvolviam malor flatuosidade gue a dieta controle, apds

-] 0



4 a 7 horas de ingestac. Tais concluses sdo explicadas pe

il

lo fato dagueles oligossacirides requererem malor tempo pa

ra completa decomposigac pelas bactérias intestinais, se-

i

gundo CRISTOFARO z¢ 2774 (16). Tal grupo, em 1 374 e CALLQ

WaY, DLH. (9}, em 1 975, publicaram anmplas revisdes zohre

-

o desenvolvimento da flatul&ncia provocada pela rafinose e

i

estagquicse presentses nas leguninosas.

o

A obtencao de produtos da soja isentos
de rafinose o estagquicse vem sendo investigada intensamen-—

te nos 2ltimos anos, por pesquizadores de diversas dreas.

Além da gendtica agricola acima citada
e ainda fora do campo tecnoclégico, uma pessivel solugdo pa
ra o problema da flatulfncia seria o use da soja em um  es
tigio de maturagao em gue suas propriedades nutritivas ndo
estejam consideravelmente alteradas. East, citado por WNA-
KAYAMAE T ,0O.M, (56), em 1 981, conclulu que soja na maturi-
dade verde possul mals amido e menos oligossacarides, sen
do estes sintetizados a partir daguele nos dltimos esti-

gios de maturag¢do. Da mesma forma, durante a germinagdo a

uzles oligossacidrides sao convertideos em monossacirides a
través de enzimas enddgenas. CALLOWAY s¢& 57714 (113, om
1 971, confrontaram os Indicss de flatulfncia  observados

em ratos alimentados con seja germinada, soja nac germina-
da como controle positivo e caseina como controle negativo
Os resultados mostraram gue o volume de gds provocado pela
scia germinada fol significativaments menor gque o controle

positivo, e levemente malor gue o controle negativo,

-3



A germinacao das leguminosas, no entan

to, & um processo bidirecional, 18 gue o catabolismo 2
substéncias acunuladas se processa simultansamente com a

durante a germinacao (56} . EAST et «lid (27), 1 972, procu
rando separar os dols processos, verificouw gue a hidrdlise
dagueles aglcarss durants a ferwlnac 20 pode OCorrarnr em &

naerobiose e gue esta inibe a sintese dos mesmos, Naguelas

\_r\

condigdes, apds 15 horas de macerscac, ssguidas de 24 ho-

ras de germinacao e mals 15 horas de maceragas, obteve um

e perda de 6.6% de matéria seca. A ressintese dos oligossa
cirides durante a germinagao pode também ser inibida pela
remocan da casca e enmbrides no infoic do processo (586) 0 A-
dotando tal procedimento, RACKIS, J.J.(64), em 1 978, rela
tou a cbtaﬂgéa de graocs com menor tecr &a_fitatcﬁf maior
guantidade de carctenc, riboflavina & vitamina T e, prati-

camente isentos de rafinose e estagulcse, apds 5 dias de

germinagdo.

0 emprago de processos fislcos come a

macevacio em agua ou. tampao (43) e a ultrafiltracac tem

proporcionado sensiveis decrescimos no conteldo de oligos—

T+

sac&rides de soia & seus produtos. KU e¢ wliid (40}, am

e
]

1 976, conssguliram remover até 59% destes carbohidratos de
gracs de soja integral através de extragdss aguosas gue va
riaram de 10 a &0 minutos am temperaturas € proporcan soja
~agua tambdm varidveils. Empregando ultrafiltracgio, OMOSAYE

-

¢t alivz (5%}, em 1 278, obtiveram um concentrads com 50%

"'1.2‘“" H



de proteinas, 35% de lipideos o apenas 0.6% de oligossacd-

rides, com propriedades potencialmente adeguadas para a
formulagao de distas infantis. O emprego de membranas , no

entanta, encarace o produto.

Embora o uso de srodubos fermentados
s2, ngto & shoyuw  remontsm a séculos 2

senvolvido em funcao dos fatores de flatu
agtorss . ultimaments f8m estudado a remogans

es produtos (58). Miso e

original (27). Durante a producao do fam

nek wor lactobacilos, et wilz {71}, eml 964,
obsarvaram gue a estaguiose aparecia . en t2ores degores-

centes no melo eaguanto a rafinose permanacia praticamen-

te inalterada, talvez pelo fato da guebra do tetrassacari
de ocorrer na mesna valocidade de hidrdlise desta. D tzorx
dos galactoligossacarides do Extrato de Soja fol tambén

gensivelments reduzido através de

£

PRV " = - a = .
N I I o . I ey ; Fya oo e
DL L LWE JEPmEN B  ha CELLOQRLIET

TAL & STEINERAUS (83}, em 1 975,
rose 2 a consegients diminuicdo do pH do nmelo inibiu a com
pieta remegéo dos produtos intermediirics melibioss e mani

ptricse.

o

A remocao dog galactoligossacirides de

zimdrica, pela aplicagao de G galactogldase produzida por

Fungos & bactérias. ZUGIMOTO & VAN BUREN {(78), em 1 370

-

trataram o Extrato de Soja com um preparado




4
i

]

s saitol contendo pegalactosidaszs &

L]

mernial de 4spe

cq
TR,

invertase, conssguinde completa remogac de estaguloss, ra-
finoss 8 sacaross, permanecends, no entanto no peio de rea
gés maninotriose e melibioge, come produtos intermediirios
MITAL et alls (52), em 1 973, aplicaram uma preparacac de
carbohidrases de Lactobacillus cellobionis em virias amos
tras de Extratos de Soia, produzindo inicialmente melibio-
se e maninotricse e posteriormente 08 monossacirides cons-
tituintes, numa hidrdlise total., Apsnas 48% da estaguliose
do Extrato de Soia foram hidrolissdos pelo micdlico imobill
zado de Mortilerella vinceeo apds tratamento de 12 horas, o

gque provousou, entretants, o aumento de rafinose ne melc |,

conforme citagio de THANANUNKLL ez gllz (81}, em 1 976, A
remogadc de oligossacivides de um Extrato de Soja diluido

para 1% de nmatéria seca fol tentada, também sem malor su-

cesso, através de um proceszo continuo com w-galactosidase

de Aspergilius gwampri , imobilizada em Amicon DC-30 DO
SMILEY 2% ol? (74}, em 1 876, CRUZ =2t aild (18}, 2m
L 981, isolaram um cepa~ de Cladesporium oladogporviovdes

produtora de uma c-galactosidase excepcionalmente termoes-

tivel e com grandes atividade na falxa de phH (6.2 a 6.4} em
que o Extrato de Soja & originalmente produzido. Apds 6 ho
ras da trataméntm enzimatico, os.auﬁorea obtiveram wn pro-
dute totalmente isento de rafinose e estaguiocse & com ela-

vade teor de galactose e sacarvse. Entretanto, a falta de

estudos relativos 3 produgido de micotoxinas pelo referido
microrganismo ndo recomenda, pory ora, © emprego  conevcial

de tal enzima.

4 eliminacdo dos galactoligosszaciride

E
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da soja e produtos constitul-se, portanto, num obletivo i-
rmediato da Ciéncia de Alimentos e a aplicagac da c-galacto

sidase apresenta excelentes perspectivas.

2= o-CGALACTCSIDASE: SUBSTRATOR, FONTES, PURIPICACAD EFEITO

&

DO pH E TEMPERATURA, CINETICA B PESO MOLECULAR.

As primeiras citagoes sobre a a-galac

tosidase ou ¢-D~Galactosideo~Galactohidrolase (BEC 3.2.1.22)

tos de leveduras selvagens em 1 895 por Bua e Lindner, ci-
tados por DEY & PRIDHAN (25}, em 1 9?2;'foi dencninada me
libiase devido 34 capacidade de degradar a mslibiose e pos
teriormente chamada a-galactosidase devido a grande afini
dade por acltcaves constituldos de residuos de a-~D-~galacto

B,

A aééﬁ da wn-~galactosidase “sobre o
substrato, entretanto, € determinada por dois fatores: pri
meiro, a estrutura piranoidal do anel e, segundo, as confi
guzagéeﬁ dos H e OH dos carbonos 1, 2, 3 e 4 devem ser si
milares &s da galactose. Desta mansira, & enzima pode atu
ar sobre compostos gue possuam outros glicosIdeos gue nao
a galactose, desde que mantenhan aguelas proprisdades, s}
gue fol demonstrado por DEY & éRIDHAN (24}, em 1 969, aoc o
bterem a hidrdlise de p-nitrofenil-g-D-fucosideo e p-nitro
fenil- g-L-arabnosideo, pela aplicagao de % ~galactosidass
de Vieiaq Faba . Em resumo, a d-gaiactosidase catallisa as
reagoes gue ssguem o modelo da pagina seguinte, onde a mo-

lécula aceptora da hidroxila ¢, normalmente, a dgua, embo-

ra, R e R' possam ser grupcs aromiticos ou alifiticos (253).
H
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Assim sendo, galactosideos como © me-~
11 (24,32}, o-nitopenil f 1,24,4?,?9), p-nitrofenil ( 18§,
24,32,738,46,51,60,79) e o n-propil-a-D-Galactopiranosides (24,25)
vém sendo intansamente empregados como substratos sintéti
cos para estudo da atividade da a-galactosidase, pricipal-
mente o o-nitrofenil e o p-nitrofenil~a-D-galactopiranosi-
deos por serem composios cramdgénicas. Oligossacarides do
tados de ligagﬁea a-{1+6}, como a rafinose, estaguloss,ver
bascose, epimelibiose, planteose, maninotriose, melibiose

e respectivos alcodis, si3o também conheclidoz substratos da

enzima (1 ,18,24,25,32,38,46,47,60,79) ., . Especificamente
em relagio a alcodis produzidos pela redugao do grupo ...al

deidico de alguns oligossacarides como a melibicse e mani-
notriose, a afinidade da enzima tem sido menor, Como de-

—-

monstrado por BAYLEY, R.W. (5}, em 1 362,

A enzima &€ amplamente encontrada na na
tureza, distribuindo~se entre animais, vegetéis @ microrga
nismos, Semesntes de Coffszu s?, Vieia faba, V. sativa, Ci-
trullus vulgaris, Phaseoulus vulgaris, Brasstea olerqoea
Pieum sqtivum e folhas de Spingega olerdsea sac reconheci-
das fontes de a-galactosidase, de acordo com as ravistes de
WALLENFELS & MALHOTRA {83), de 1 961 & DEY & PRIDHAN (25},

de 1 972. Em animais, 33 foi localizada em dstacus [fiuvia

1



118, Helip pomatia e varios lnsetos, além de plasma, esper
ma e Srgacs de infimeros mamiferos, segundo as mesmas revi-

30a5 .

Em relacac a microrganismos, a-galacto
sidase de natureza constitutiva tem sido encontrada princi
palmente em bactérias. Em 1 962, BAYLEY, R.W. (5) isolou
a-galactosidase de Streptecoceus bovis em meio de cultura
contendo apenas glucose como fonte de carbono. LI 26 alild
(47), em 1 963, conseguiram hidrolisar melibiose, rafinose
e;estaquiose com O extrato bruto de Diplococcus prneumoniae
cultivado em meio contendo apenas aguele monossacaride co
mo fonte de carbono. Resultados senelhantes foram obtidos
por MITAL et alld (54}, em 1 3974, trahglhaﬁdo COm clnco
diferentes linhagens de lactobacilos. AKIBA & HORIKOSHI
1) em 1 976, testaram diferentes aglcares como fonte o de
carbono para crescimento de uma cepa de Baeilius sp., ob

servando atividade de g~galactosidase apds 40 horas em  to

dos os meios, independentemente do carbohidrato usado.

Odtras bact8&rias como derchacter asroge

nes e Escherichia colls tem produzido a enzima adaptativa
mente desde gque inoculadas em melos de cultura contando
n-D-~galactosideos cono finica fonte de wcarbono, conforme

relatos de HOGNES & BATLEY (32), de 1 8957 e SHEININ & CRQC
KER (723, de 1 961. Da mesma forma, DELENTE et alic (201},
gm 1 974, isolaram de amostras de solos cultivados com  s¢
ja, uma cepa de Bacrllus étearoikermaphiilas, capaz de pro
duzir s~galactosidase quando inoculada em melibiose ou ra-

finose. A mesma habilidade fol mostrada por ILacipbacilius

-1 F-



plantarum, segundo MITAL et alii (547, no mesmo ano.

Nao tém sido encontrados na literatura
especializada relatos sobre a produgao de O-galactosidase
de natureza constitutiva por fungos. Estudande a pradugao
da enzima por 8 linhagens de Peniceillium e 33 de aper

11lus, COURTOIS 2¢ alii (14}, em 1 959, obtiveram results

Wy

dos positivos para Penieilliwn paxillus, P, janiah, Aspsr-
gitilus niger, A. vubescens e A. terrsus, apenas guando r1d
finnse e/ou estaguicse foram adicionadas no meio de cultuy

ra.

Indugao da a~galactosidase pelos  mes

8

mos oligossacirides em Morsierzlla vinacea tambem fol rela
tada por SUZURI ez ciii (80}, em 1 969,.33 taentarem TEmo
ver, por procgisso enzimética, o excesso de rafinose gue Im
pede a completa cristalizagdo da sacarose, na indistria a
cucareira da beterraba. 0s autores demonstyaram ainda que
o uso da farinha de soja em substituigas ao farelo de tri
g0 na preparagac do  koji , pode aumentar, em mais de dez
veraes, a producac da enzima pela fermentacgao Eemiwsélida

DELENTE 2¢ alZl+ (20), em 1 974, também conseguiram conzside

raveis porcdes de a-galactosidase ac inocular uma linha

)

em de Bacillus stearothsrmophilius numa suspensac conten
r el

do 3% de farinha de soja. Um extrate agquoso de soja, fer
mentado por Saccharomyces cerzviciae de origem comercial e
contendo 2% de aclhceares, identificados como melibiose & ma
ninotricse, mostrou-se excelente indutor de a-galactosida-

se em 16 cepas de difersntes espécies de fungos, segundo

CRUZ,R. {17}, em 1 979,

-] H-



Apesar da configuragao 8-{1+4), de sua
Gnica ligacao glicosidica, lactossz tem se mostrado potente

indutora de oa-galactosidase em Mortieralla vinacea {(B0) ,

e

¥

Aspergtiius orizae (B0}, 4. awawmori (21), ¥lzrococous  sp.
(57),.e Esﬁkerickﬁa colli {(72). R constatacao da presenga
da B-gaslactosidase em todos estes casos 2 am oubtros em gue
o indutor & um oligossacdride de configuragao o-({1+6) (19,
25,33) parece reforxgar a hipStese de gue o e f-galactosida

se sao enzimas pertencentes a Um MEesSMO OpRYON.

Apesar das inlmeras citacgdes de Qcor
réncias da a—galaetosidase na natureza, sao relativamente
escassos 08 estudos sobre sua purificagac. A primeira ten-
tativa de isolamento da enzima coube a PETEK & DONG (81)
em 1 961, os quais relataram a obtengac de duas fragoes de
s-galactosidase em graos de café (Coffea sp. ), apds preci
pitégéo do extrato bruto com acetona e adsorgioe em colunas
de alumina. DEY & PRIDHAN (23), em 1 969, também encontra
ram duas formas de gr-galactosidase, com diferentes PESNS
moleculares, em sementes de Vieia faba, apds sucessivas in
solubilizagoes por pH e adigio de sulfato de protamina e a
cetona, seguidas por gel filtragac em Sephadex G-100 e G-
200, No ano seguinte, LEE & WACEXK (48}, submeteram um pre
parado comercial de enzimas de Adspergiilus niger a gel £il
trac3o em Sephadex G-200 e Bio-Gel p-200, troca idnita em O
lunas DEAE-celulose e DEAE-Sephadex A-50, separando a o da
a-galactosidase. Quando as fragoes contendo atividade de
a~galactosidase foram percoladas em CM*ceiulaae, desdobra—
ram-se em trés formas ativas, o gue foi confirmado poste

riocrmente por focalizagaoc isoelétrica,

""‘1{3"‘ T



Técnicas convencionais de isolamenta da
guaisquer. ~engimas. , como precipitagac por (NH4}2504, per

colagem em colunas de troca idnica e gel filtragas foram tam

bém empregadas na purificacao de g-galactosidases de Vicia

+

sativa por PETEK e% alli (62),em 1 963, Moriferzlic vinacea

il

por SUZUKI 2% qll< (79}, em 1 270, e Cloriie

o,

]

wum volfadi

o

por
KAJT & YOSHIHARA (38), em 1 97Z. A obtengao da g-galactosida
se cristalizada de Mortierelia vinaeea (79) em sobrenadante
refrigerado de fragdbes eluidas de uma coluna de Bio-CGel 200,

apbs precipitagio com sulfato de amdnioc recristalizado e fi
namente pulverizado, & considerada a forma ﬁais pura de o-ga
Jactosidase 2 obtida atd o momento. Ao contririo, o prepara
do enzimidtico de dspergiliius saftol cltado por SUGIMOTO & VAN
BUREN (78), em 1 270 e de 4. gwameri descrito por MoGHEE e+
alli (51}, em 1 978, foram tratados apenas até a cobtengadoc de
um concentrado de a~galactosidase e invertase para aplica
géa em Extratos de 5Soija, o gue fol conseguide através de ul

trafiltracio em células de Amicon e gel filtragao em Sepha

dex G-200.

0 aefeito do pH sobre a atividade da a-gz
lactosidase tem variado de acordoe com a fonte da enzima 2
com o substrato empregado. Em alguns casos, mostra apenas um
pico, em outros, dois ou até uma ampla faixa de atividade ma&
%ima, para o mesmo substratc. De manelra geral, entretanto ,
a-galactosidases produzidas por fungos e plantas tém apresen
tado pH Otimo entre 2.5 e 5.0, enguanto a-galaétasidasee de
bactérias tem mostrado atividade mdxima entre 5.5 ¢ 7.5, de

acordo com intmeros trabalhos citados nas revisoes de WAL

LENFELS & MALHOTRA (83}, de 1 %961 = DEY & PRIDHAN (253}, de

~2 (-



L 927Z.

i
i t]
r...&
=
ﬁ.x
T

t

L
s
@
=t

des dos produtos da so

de atividade en pH proximo &

enzimdticas obtidas de dspergiilus saifod (78) & A. awamp

#7 {51} apresantaram pH Otimo de 5.0 para a msliblose e ra

finocse. A g~galactosidase de Mortierelia vinacea , purifi-

cada e cristalizada apressntouw pH Stimo na faixa ds 4.0 a
6.0 para rafinose {79}, valor também encontrado para o ni

célio imabilizade em gel de peoliacrilamida, segunds  traba

o

I

FporLod
pico com atividade mixima em pH 7.0. Frente a meliblose e
rafinoses, o pH Stime encontrado foi 3.0, porém a curva de
atividade sensivelmente larga permitiu & enzima apresenbar
92% de sua atividade maxima entre.pﬂ 6.2 a 6.5, o gue &
bastante desejivel para aplicacao no Extrato de Soja {18).

A egtrubura proteics da s—galactosida-
so também tem sido afstada pels temperatura, em maior o1

menor extensan, dependends da origem & estado de puriflca-

gac da enzima. A g-galactosidase do extrato bruto de B
cherdiehis onlli & extremamente instavel am bailxas temperabl

ras, mas pods ser estocada, por mals dg 2 meses a 49C, sam
nenhuna parda de atividade, de acordo com 3mith ¥, , citado
por DEY & PRIDHAN {25) em 1 972. Enzimas de fungos e bacté
rias, purificadas ou nas, nao tem perdido a atividade apds

serem mantidas por varios meses en refrigeragac (18,20.51,

78,7%), enguanto g-galactosidase de Viede faba fol  comple-

-21=



tamente ingtlvada Nas meosmas

do dificil uma comparagao. & g-galactosidase de Beoilius
athsarotharmophilusg, entretanto, manteve sua atividade i

nelterada apds duss semanas a 409C (20), enguanto a enzina
de Spinacea olevacea perden 50% de sus atividade apbGs  ser

mantida por apenas 10 minutos a 439C {835,

o & a ra

importan
tes fatores a serem obs2yvados na aplicagaon de uma  enzina
na indiistriaz de alimentos. CRUE et zedir {18}, em 1 981, re

sumiram, num mesmo quadro o efelto destes dois fatores so

Bre a atividade de q-~galactosi

L

ases de diversas fontes, ia
propostas para a remocac de galactoligossacarides de produ

tos da soja.

de difarsntaes fonfes da taermo
gsbahniiidade e atividads sm pH 8.3 8.5
% da ativ.
; Axima am pH _
Pl maxd TEY ariv. Res Imp
Grima #.3 - 8.5 (%) {ecy
C1. cledosporinides 5,4 93 144 & 120
A awemnnri 2.0 77 i3 4% 15
AL 5.1 g 55 ai} A
™ A 20 L) £ i%
Yonte: CRUZ st iig, 1 581 *Substrator: melibicosa
T
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IIT~ MATERIAIS E METODOS

-

ol usada uma linhagem de Aspergillus

ortzas produtora &ezwamilase comercial e gue vanm sando
mantida nos laboratdrios de Bioguimica de Alimentos da Fa
culdade de Engenharia de Alimentos e Agricola em tubos in
clinados contendo Sabouraud dextrose agar.

I3

1.2~ Eguipanentos

Todas as pesagens envolvidas no pre
sente trabalho foram executadas em balanga analitica 011
gemi-analitica SAUTER; as operagoes de centrifugagan en
centrifuga BECKMAN, modelo J-21B e para as diversas detey
minacoes de pH e preparacgoes de tampdes foi empregado um
pHmetro HORIBA H-5. Um evaporador a vacuo ROTADEST, LD1OL
foi usado para a obtencac de um concentrade de oligossacd

rides da soja, empregado na formulagao de meios de cultu
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ra.Bstes Foram esterilizados em autoclave 50C. FABLE LTDA
@.aS culturas submersas submetidas & aeragao em agitador
rotatdric FPERMENTATION DESIGM INC., P.A. 18 103 enguanto
a fermentacio estaciondria em meio semi-sdlido desenvol
veu-se em estufa bacterioldgica FANEN. Também da marca FA
.NEN, foram utilizados estufa retilinea e banho-maria, res
pactivamente para operagoes de secagem e desenvolvimento
de reagOes enzimiticas. A atividade enzimdtica e o  teor
de proteinas das varias etapas da vurificagasn foram esti
mados em espechtrofotimetro BAUSCH & LOMB, modelo Spectro

nic - 20. As fracdes eluidas das colunas de troca ionica

bt}

ou gel filtragao foram coletadas em coletor BUCHLER FRAU
TOMETTE, modelo Alpha 200 e as respectivas absorbancias,
em 280 nm, foram fornecidas por um espectrofotOmetro PER
KIN-ELMER, modelo 124-D, As placas para cromatografia em

canada delgada (TLC) foram preparadas em eguipamenito DESA

GA, 1 213 753.
1.3~ Matéria prima e reagentes.

roil utilizadé Extrato de Scia em PS
cedido pela CLVEBERA 5/h: peptonas e extrato de leveduras
pafa formulacdo de meios cultura da DIFCO e Silica-gel da
MERK na preparacac de placas para cromatografia em camada
delgada (TLC). Glucose, galactose, frutose, sacarose, lac
tage também da MERK, enguanto rafinose e estagquiose per
tenciam 3 SIGMA, da mesma forma gue as proteinas padréo,g
yvoalbumina e soroalbumina bovina. A atividade da a-ga

lactosidase foi estimada, respectivamente pelo emprego de
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PNPG & o-nitrofenil-gD-galactopiranosideo, também da
SIGMA. A glucose liberada pela atividade enzimatica foi
dosada pela glucose oxidass-cromogénio (God-Pap! da BOH
ERINGER e as colunas para cromatografia foram empacotadas
com DEAE~Saphadex A~50 e Sephadex G-200 da PHARMAUIA FINE
CHEMICALS., Todos os demais reagentes utilizados agreéentg

vam pureza analitica,
2—- METODOS
2.1~ Preparacgac de Extratos de Soja

0Os extratos de soja usados para verl
ficacao da agao enzimadtica ou como meio de crescimento fo
ram produzidos de modo andloge ae descrito por CRUZ ef al
17 {18y, =m 1 981. Extrato de Soja em P&  desengordurado
foi suspenso em Agua destilada na proporgao 1:10 {(peso/vo
lume} e agquecide até fervura por 10 minutos com agitagac
constante. Apds resfriamento da suspensao até temperatura
ambiente, as proteinas foram precipitadas isoeletricamen-
te pela adigdo de HCL, N até ajuste do pH em 4.5. O preci
pitadeo fol separado pox centrifugagao a 3 600 rpm por 5
minutos e o scbrenadante concentrado por evaporégéo a vAa
cuo a 509 C atd 53 de aghcares totais; fermentado por -le
veduras de panificagao durante 24 horas e, a seguir, tra
tado em colunas (35 x 2.5 om) de troca idnica AMBERLITE |,
TR 120 AR e IR 45 -~ AR para dessalinizagao. 0s  aglcares
totais foram dosados pelo método de DUBODIS ef alif R26Fe ca-
racterizados tor TLC. O fluxograma da Fig., 2 ilustra todo o procg

dimento adotado.

—-27F~.



2.2~ Crescimento do microrganismo e obtencdo de enzimas
2.2.1~ Meios de cultura.

Os melios de cultura empregados para
testes de crescimento e produgac de enzimas em cultura
submersa foram formuladeos de modo a apresentar 1.03% de
proteinas, 2.0% de carbohidratos, 0.5% de extrato de leve

, 0.05% de MgSO,.7H,0

duras, 0.2% de NalNd 0.5% de KO EBO 2

3¢ 2774
0.05% de KCL e pH final 6.0.

0 meio semi-solido fol obtide pelo u
médecimento de farelo de trigo com agua destilada e/ou “ex
trato aguoso” de soja (3.7% de aglicares totails), sempre na
proporcio 1:1, peso/volume. A porgao liguida  adicionada
ac meio foi constituida por: apenas agua destilada; agua-
"extrato® 9:1; Agua~“extrato” 5:5 e apenas "extrato®, por
tanto, guatro meios com diferentes teores de carbohidra
tos. Tanto osxﬁeias liguidos como os semi-sdlidos foram

esterilizados por autoclavagem a 1209 C e 1 atmosfera, d

rante 20 minutos.
2.2,2- Preparagac do indculo

Foi preparada uma suspensac de espPo
ros pela adigao de 10 ml de Agua ssterilizada em um tubo
inclinado da cultura, a gual teve sua superficie levemen
te friccionada por uma alga de platina, tambén estéril, a

fim de desprendé-les da.cultura.
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Z2.2.3~ Cultura subnersa

Apds esterilizacgao, frascos Erlenmeyer
de 500 ml, contendo 100 mi de meio foram inoculados - com
1.0 ml da suspensao de esporos e colocades a 250 rpm em a
gitador rotatério.a 309 ¢, por varics dias. O crescimento
dos fungos foli acompanhado diariamente por determinagac do
peso seco do micélio pelo método da ADAC { 3}, consumo  de
carbohidratos pelo método de DUBOIS et alli (28}, . varia-
coes do pH e medida da atividade enzimdtica do meio de cul
tﬁra. O micélio fol separade do meic por centrifugagao a
10 000 rpm, por 10 minutos e o sobrenadante fol denominada

axtrato bhruto.

para obtencio das enzimas intracelula-
res, a massa micelial foi lavada em aAgua destilada, tritu
rada por friccac com vidro moido em almofariz de porcelana
e, a seguir, colocada em suspensac em 100 ml de agua dei
onizada. ApSs nova centrifugacgdo has nesmas condigoes ante
riores, a atividade enzimatica encontrada no sobrenadante

foi considerada como de origem intracelular.
2.2.4- Cultura em meio semi~sdlido.

Frascos Erlenmeyer de 500 ml, com 20 g.
de meio, foram esterilizados e inoculados pelos procedimen
tos acima descritos e, a seguilr, coleocados e mantidos em
estufa a 309 C, por 5 dias. Cada frasco recebeu, entao, 100
ml de Agua deionizada, sendo o contelido levemente agitado

por 1 hora 3 temperatura ambiente. A mistura fol, a seguixn
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filtrada em 1a de vidro e o filtrado, analisado guanto &
atividade enzimatica e empregado para tratamento do Extra

to de Soja e hidrdlise de galactoligossacarides puros.
2,3~ Ensaios da atividade da a~galactosidase.

A agao da n~-galactosidase fol ensala-
da no substrato sintdtico PNPG & melibiose. Aliquotas ‘de
0.1 ml de solugido de enzima, adegquadamente diluida, foram
adicionadas ern 1.0 ml de PNPG, 2 mM em tampac de MacIlvai
ne, 0.05M, pH 4.0, preparado segundo BATES,R.G (68}, e <o
locados para reagir a 509 €, por 10 minutos. A reagao foi
paralisada pela adigaoc de 3.0 ml de tampao borato 0.1 M,
pH 10.7 (6) e o p-nitrofenol liberado (PNP) pela agac en
ziméiica, estimado espectrofotometricamente a 400nm. A ab
sorbancia molar do PNP nestas condigoes foi estimada em
18 060 cmnl.M‘l e uma uniﬁade (U} de o~galactosidase foi
definida como a quantidade de enzima gque libercu 1.0 uMde

PNP por minuto, nas condicoes acima.

Quando melibiose fol usada como sub
strato, O sistema constituido por 1.0 ml de solugdo de en
zima, 1.0 ml de sclugdo de melibiose 0.06M e 1.0 ml de
tampio de McIlvaine 0.05M, pH 4,0 foi colocado em banho-
maria a 509 C. Apds 40 minutos, a reagao foi  paralisada

pela adicao de 0.25 ml de Ba(OH) 0.338 e 0.25 ml de

A

Zns80 a 5%, sendo o precipitado removido por centrifuga-

4?
cic a 2 000 rpm, por 5 minutos. A glucose liberada fol do
sada pelo método da glucose-oxidase-cromogénio descrito

por HOUGH & JONES (34). Uma unidade (U) de o-~-galactosida-
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se foi definida como a quantidade de enzima capaz de libe
rar 1.0 uM de glucose, pof minuto nas condigées descritas.
Para ambos os substratos, a atividade especifica fol & -
pressa Ccomo gnidade de enzima por miligrama de proteina. A
concentragao de proteinas, nestes cascs, fol determinada a
través do método de LOWRY 7% alfli (50}, modificade por HAR

TRE (29), tendo sido usada a soro-albumina bovina comc pa

drao.
2.4~ Atividade de invertase.

A atividade de invertase encontrada no
extrato bruto e filtrado do meio semi-sdlido fol estimada
pela incubagio de 0.5 ml de solugac de enzima, 1.0 de tam
pao McIlvaine, 0.05M, pH 3.0 e 1.0 ml de solucgao de sa&arg
se, 0.06M, a 409 C, por 5 minutos. Todos os demais procedi
mentos foram iguais aos do ensaio de e-galactosidase sobre

a melibiose.
2.5~ Atividade de f-galactosidase.

A atividade da B-galactosidase fol en
saiada nas mesmas condicoes de concentragao, pHIe tempera-
tura descritas para a acgao da s~galactosidase sobre o PNPG,
exceto gue O o-nitrofenil-g-D~galactopiranosideo fol uti-
lizado como substrato e a absorbincia do g-nitrofenol libe

rado Fol verificada em 420 nm.

2.6- Purificacao da g~galactosidase
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2.6.1~ Insolubilizacao por (NHQ)BSOQ.

Erm 1 000 ml de extrato bruto foram adi
cionados 560 g. de (NH,),30, - BO% de saturacac , sob fra
ca e constante agitagao. Apds repouso de 24 horas, © preci
pitado foi submetido & centrifugagao a 16 000 rpm, por 10
minutos e o material sedimenta{idf redissolvido em agua dei
onizada. Tal solugdo foi, entdo, dialisada contra agua dRio
nizada por 24 horas e maig 24 horas contra freqiientes tro
cas de tampao de McIlvaine, O.CSM, pH 6.0 e, em  seguida,
submetida & cromatografia em coluna de DEAE-Sephadex A~50.
Esta e todas as demais fases da purificagao foram desenvol

vidas em camara climatica a 49 C.
2.6.2 Cromatografia em coluna [UEAE-Sephadex A-50.

ApdSs rapidas e sucessivas lavagens com
solucdes de NAOH e HC1 0.1M, como recomendado por PETERSON
E.A. {63}, 20 g. de DERE-Sephadex A-30 foram . gmpacotados
em coluna de 70 x35 cm, a gual foi equilibrada com tampao
Mellvaine 0.05M, pH 6.0. O fluxo foi regulado em 5 ml/30
minutos, a solucio adicionada & coluna e suas proteinas ¢
iufdas com concentragdes crescentes de NaCl ( 0.05 a 0.3M)
no mesmo tampac. Fracgoes de 5 ml foram coletadas e analisa
das guanto & concentracgdo de proteinas e atividade enzima-
tica. As fracbes dotadas de atividade de a-galactogidase
foram . . . precipitadas com sulfato de amonia~ 80% de sa
turagao? redissclvida em 3gua deionisada e, a seguir, dia
lisadas por 48 horas contra tampdo Tris-HCL 0.05M mais 0.1

M de KCl, pH 7.5, trocado de & em 6 horas. Tal solugac fol
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posteriormente cromatografada em Sephadex G-200.
2.6.3~ Gel filtragao em Sephadex G~200,

0 Sephadex G-~200 foi entumecido por 3
dias, equilibrado com com Tampao Tris-HCL 0.05M maisz 0.1M
de RCl, pH 7.5 (2} e empacotado em coluna de 90 x 3.5 om.
ApGs ajuste do fluxo para 5 ml/20 min., seu volums de va
zi3o (Vo) foi calculado pela percolagac de peguena amostra
de BLUE DEXTRAM 2 000. Simultaneamente, pequenas amostras
de proteinas padrac foram dissolvidas na solugao de  enzi
mas e esta, depositada na coluna,. As proteinas foram elul
das pelo mesmo tampao e coletadas am fraééea de 5 ml para

posterior andlise.
2.7~ Caracterizagdo da o-galactosidase purificada,
2.7.1~ FEfeito de metals, monossacdrides e oubros reagentes

Uma mistura composta de 0.5 ml de solu
cdo de PNPG 4mM, 0.5 ml de solugao de lons, monossacirides
ou qutros reagentes eom concentragéa duas vezes superior A&s
expressas na Tabela 04 fol incubada com 0.1.-ml de solugao
de enzima (0.28 U), em condi¢oes Stimas de pH e temperatu-
ra. 0s valores obtidos para o PNP_liberado foram compara
dos aos da enzima naco inibida e expressocs comc @Qrcentagem

da atividade residual.

2.7.2- Efeito da concentracdo do substratc na atividade.en

zimatica.
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0 efeito da concentracac do substrato
na velocidade da reacdo fol verificado numa faixa de 0.5 a
10 mM de PNDPG e 0.05 a 0.25 # de melibioss, em  condigoes
ftimas de pH e temperatura. Os dados foram dispostos em
graficos da velocidade de reacio x concentragac do substra
to, de acordo com ¢ método de LINEWEAVER & BURK {49}, per
_mitinﬁ@, desta maneira, o cilculo da constante de Michaesl-

1is {(Xm) e velocidade maxima (Vm}.

0 método grafico foi utilizado também
para a caracterizagao da inibigdo sofrida pela enzima guan
do diferentes concentragoes do substrato PHPG foram incu-

2

badog com 5 %10 M de monossacarides.

9.%.3- Efsito do pH na atividade e eagtabilidade da enzima.

Para a determinagic do pH Stime da o -
galactosidase em anbos 0S8 substratos, a atividade enzimati
ca foi estimada apds incubagac dos sistemas de reagan am

tampiAc McIlvaine, 0.05 M na faixa de pH 2.5 a 7.8.

A estabilidade da enzima em fungao do
pH, por outro lado, fol determinada medindo~se a atividade
residual sobre o PNPG apds incubagdo a 509C por 15 minutos
ou a 4¢ C, por 60 horas. Foi utilizado tampao MacIlvaine ,
0.05 M para pH 2.5 a 7.6 o borato-NaOH, 0.04 M, para a fal

xa q& 8.0 a 10.7.

'.2,?.4w Efeito da temperatura na atividade = estabilidade da

s—galactosidase.
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A agao da temperatura na velocidade da
hidrdlise enzimdtica fol estudada na faixa de 25 a 609 C
em pH 4.0, engquanitc a rermoestabilidade foi observada pzlia
medida da atividade residual da enzima apds tratamento em

diferentes tempsraturas, por 15 minutos.

A velocidade de desnaturacgao da estry
tura proteica fol estudadd pelo tratamento de. amostras da
enzima a 50, 55 e 609 C. Aliguotas de (0.1 ml de cada amosg
bra foiam retiradas a cada 2 minutos, resfriadas rapidamen

-

te a 492 C e mantidas nesta temperatura para posterior ana

lise da atividade residual. O PNPG foi empregado como subg

tyato em todas as avaliagGes acima citadas.
2.7.5~ pPeso molecular

0 pesc molecular da w~galactosidase fol
calculado de acordo com o métodeo de ANDREWS,P.(2 ). Ovoal-
humina e sorcalbumina bovina foram utilizadas como padrao
enguanto f-galactosidase e invertase presentes na propria
sclucao e de ?esos moleculares  3& conhecidos (60}, tam

hém serviram como referéncia. A coluna utilizada e suasoon

dictes de operagac foram descritas no item 2.6.3.
3.8~ Hidrdlise enzimdtica de galactoligossacirides.

Um sistema composto de 1.0 ml de £il
rrado enzimético bruto contendo 0.26 U de g-galactosidase
e 1.0 ml de solugdo de rafinose ou estagulose 0.06M em tam

pdc HacIlvaine, 0.1M, pH 4.0 foi incubado a 509 C. ApSs 2h.
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a reacac fol paralisada pela adig3c do sistema BalCH) ,—4nS0,

e os aglcares imediatamente testados por TLC.
2.9- Hidrdlise enzimitica dos oligossacarides da soja.

A um volume de 50 ml de Extrato de Sg

a preparado de acordo com o item 2.1 (Fig. 02} foram adi

Lt

cionados 12 ml de filtrado enzimdtico contendo 30 U de o~
galactosidase e 50 U de invertase. O sistema, depositado
em frascos Erlenmeyer de 250 ml foi incubado a 309 C por 2
horas. De 30 em 30 minutos, amostras de 2 ml foran rétirg
das, desproteinizadas por tratamento com Ba(OH}z~ Znsoé &

os aclicares caracterizados por TLC.
2.10~ Cromatografia em camada delgada (TLC).

Anmostras de 20 nl foram aplicadas e

placas de silica-gel ativadas com 0.1M de H,BG,. Apds G0

S S

minutos de desenvolvimento num sistema de solvente consti-
tuido por acetato de etila, Acido acético e Bgua (3:1:1)
os cromatogramas foram revelados por uma mistura de dife
nilamina-anilina-fosfato, conforme descrito por WALKLEY &

TILLMAN {82).
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IV~ REBULTADOS

1-CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO E PRODUCAC DE ENZIMAS

1.1~ Meio submerso

Virios acglcares foram tastados COMG
fonte de carbone para crescimento e produgas de a-galacto-
gidase 2 invertase pelo microrganismo, em meio submerso. Co
mo pode ser verificado na Tabela 01, n-galactosidass somen
te foi produzida em meios contendo aglicares dotados de 11

gagoes glicosidicas o~ {(1+8]), preferencialmente de - cadela

méis longa. Assim, 0 tetrassacaride estaguiose mostrou-se

por volta de cinco vezes mals eficlente gue o trissacari-
de rafinose (0.27 para 0.05 U/ml) e o dissacdride nac mosg-

trou nenhuma capacidade de indugio.

A Tabela 01 mostra também gue ativida
de invertase fol encontrada no meio de cultura, independen
temente da fonte de carbono usada. A produgdo da enzima, no

entanto, foi significativamente maior nos aglGoares em  gue

se configura a ligacso glicosidica #~(1+2), notando-se tam
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bém, neste caso, uma rélagéo direta entre produtividade e
o peso molecular do aglear., Desta maneira, estaguicse foi
melhor indutor gque rafinose e esta melhor gue sacarose, fi
cando em 4,5, 1.36 & 0.69 U/ml, os respectiveos valores nu
mérices. O extrato aguoso de soja, previamente fermentado,
{(Pig. 2) nao se mostrou mals eficiente gue estaguiose como
indotor de invertase; porém, aumentou substancialmente 2

producao de a~galactosidase (de 0.27 para 1.65 U/nll.

A PFig. 03 sumariza as condigdes . de
crescimenta 4o dspergililus orizge no exbyato aguose de  s0
ia, bem come a produgac e liberacac das enzimas no meio de

cultura. A fase exponencial se iniciou apds 24 horas de

}u‘au
=i

cubacao com a produgas, tanto de g-galactosidase como de in
vertase, evoluinds guase gue paralelamente ao crascimento
do micélio. Também neste periodo foram verificadas as malo
res variacoes do pH do meio e o mals acentuado consumo  de
acficares. A manutengdo do micélic no meic de cultivo apds
a fase exponencial fol marcada por uma grande liberacao de
enzimas no meio, de maneira gque no periodo entre a 729 e a
1689 hora, atividade da e~galactosidase aumentou de 0.97

para 4.1 U/ml e a de invertase, de 2.3 para 5.8 U/ml..
1.2~ Meio semi-sblido

depergillus orizaz mostrou-se capaz de
produzir a-galactosidase e invertase, também pelc método
de koji. A adicio do extrato aquoso de soja, com 3.7% de a

clicares totais ao farelo de trigo, atuou como poderosc indu

tor de as—~galactosidase, provocando, no entanto, un decrés
g ’ ¥ =
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cimo na atividade da invertase. Assim, come pode zar yveri-
ficado na Tabela 02, a atividade inicial da wgalactosida
se de 0.91 U/ml obtida guando apenas agua destilada foi a
dicionada ao farelo, aumentou para 0.%6, 1,73 e 2,58 U/mi,
respectivanente, Quaﬁda 10, 50 e 100%de extrato, substitui
ram iguais porgdes de Agua. Estas novas formulagoes, pelo
contzggio,baixaram a atividade inicial da invertase de

6.8 U/ml para 6.4, 5.3 e 4.4 U/ml, respectivamente.
2~ PURIFICALEO DA o-GALACTOSIDASE.

A atividade sspecifica inicial do ax

trats bruto, constituidoe pelo sobrenadante do meio de cres-
cimento do 4 orizae,.foi gstimada em 0.13 U de o-—galacto-
sidase por miligrama de proteina. Conforme sumarizado na
Tabela 03, a precipitacgao com {ij%)zSOsi ~ 80% de saturagao
produzia uma fragao com (.81 Ufmg, portanto, 4.7 vezes mals
pura e, praticamente gem perda de atividade. A neroolagen

em coluna DEAE-Sephadex A-50 tornou a snzima 13 vezes mals

pura, permitindo uma recuperagao de apenas 33.6% da ativi-

dade total e, finalmente, a filtracgao em Sephadex G~200
produziu uma fragac com 3.43 U/mg de proteina, COrrespon

dendo a uma purificacan de 26.4 vezes e rendimento de 27%.
A Fig. 04 mostra o cromatograma produzide pela gluigao da
coluna DEAR-Sephadex A-50 enguanto o da gel filtragaoe & vis

to na Fig. 05.

3~ CARACTERIZACAQ DA a~GALACTCSIDABEH.

substrato na atividads.

Q

3.1- Efeito da concentragac &
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Melibicse e PNPG foram utilizados para
o estudo do efeito de diversas concentragtes de substrato
na velocidade de reagao. Como mostram as Fig. 06 e 07, os
valores ds ¥m para melibicse e PNPG foram calculados res

pectivamente em 140 mMel e 2.04 mMol e o0s valores de Vo em

)

.64 Mol de glucose/min./mg.e 0.36 uMol de PNP/min. /mg. de

proteina.

3.2~ Estudos da inibig@o da atividade enzimatica

L
Tons de metals pesados como a &g & O

Fl

R - + + - - . o
Hy atuaram comc potentes inibhidores da a-galactosidase ,

enguanto CaCl, e ColCl, em idénticas concentracoes, exerce-

E

ram apenas um leve efeito inibidor. p~Cloromercuribenzoato
também provocou significativa inikicas, ao contrdrio de ou

tros reagentes como o BEDTA e mercaptoatanol. Entre os 1ile)

_— -2 s )
nossacidrides, 1 x 10 Mol de glucose inibiu em 2% a ati-

u

vidade enzimatica, senguanto galactoss e frutose, nas mes

{

mas concentracdes nac prejudicaram a atividade maxima da

enzima. Tais resultados s3o sumarizados na Tabkela 04.

ouando os mesmos monossacarides  foram
adicionados ao meio de reaglo, contendo &iferéhte5_¢oncen~
trag5e5 de PNPG, a glucose comportou-se CcoOmo inibkidor nao
competitivo, enguanto galactose e frutose inibiram competi

tivaments, provocando alteractes do Km, respectivamente pa

ra 3.3 e 3.5 mMol. A Fig. 08 mostra o efeito Inibidor dos
referidos aclicares, quando adicionados ao sistema de rea
30 na concentragac de 5 x 10 Mol

—40 -



3.3~ Infludncia do pH na atividade enzimatica

0 efeito do pH na atividade enzimahbi-

™

nos dols substratos, Como pode say  verl

ca fol
ficado nas Fig. 09 e 10, a atividade maxima da enzima ocor

reu em pH 4.0, tanto para o PNPG, guanto para a melibiose.

7

A FPig. 11 mostra z estabilidade da enzima en funcgao do pH.

guando o sistema enzima-tampao fol mantido por 60 horas a

-
5

490, a atividade enzimatica mostrou-se inalterada em uma

T

ampla Faixa de pH, tantc adcido como alcalino. A estabilida
de da estrubtura nroteics também nao foi afetada gquando o}

gsistema de reacac foi mantido a 5090, por 15 minutos antre
pH 4.0 & 7.0.

3.4~ Comportamento da enzima em fungao da temperatura.

A Fig. 12 mostra o efeito da tenperaty

ra sohre a atividade da g-galactosidase. Incubada em gau
pH dtimo, em varias temperaturas, tends comp substrato o

PNPG, a velcoidade mixima de hidrdlise . foi obtida a 509C,
caindo, bruscamente, entretanto a 559C. Quando subnetida a
fratamento tdrmico, durante 15 minutes, a estrutura protei
ca da p-galactosidase resistiu até 302C, conforme pode say
visto na Fig. 13 - A. A velocidade de desnaturagao a 55 =

£09C & mostrada na parte B da mesma figura.

0 peso molecular da g-galactosidase fol

calculado em 200 000 aproximadamente, atravds do gréficc,

wd 1



VKVQ x Log. do peso molecular, mostrado na Fig. 14

4— ATDRGLISE ENZIMATICA DE GALACTOLIGOSBACARIDES PURDS.

O preparado enzimdtico centendo  a-ga

i

lactosidase e invertase hidrolisou completamente a rafino-

ze 2m 2 horas nas condicgoes experimentals, conforme pode
ser viskto na TLC da Fig. 15. Da mesma forma, a estaguiose

£mi subztancialnente hidrolisada, deixando, no entanto, ves
tigios de produtos intermediarics
S HIDROLTAE DOS QLIGOSSACARIDES DA BGJA

Sacarcse, rafinose ¢ estaguicse foram

£ Sepja, antes do tratamento

iy

hem caracterizadas no Extrato
enzimidtico, conforme mostra a TLC da Fig., 16. Apds 2 horas
de tratamento enzimdtico, entretanto, substancials guanti-

dades de monossacirides foram liberados, constatando-s& U4

ma compleba rewagﬁo de sacarosge, enguanto os teores de rafi

Chs

nose e estaguioge aparecem significativamente decrescidos.

4



TABELA OL

ronte de carbono e producgas de enzimas em NMelo submersa.

ronte de a~GALACTOBIDASE INVERTASE
carbono « (0. /ml] s (U./ml)
Glucose - - .18

Mélﬁaﬁe - - .12

Amido - - g. 80

Sacarosea - - .69

Melibicose - - 0,31

Rafinose .05 0.04 1.36

Estaguiosa 0.27 | .14 4.00

Ext. s0ia

fermentado 1.65 .40 4,10

Substrato: * PNDPG

*% Meiihiose

— R



produgdo de o-galactosidase e invertase em melo semi-sdlido

apds 5 dias de fermentagao

Comp@sigéa o~ GALACTOISTASE INVERTASE oAl
do meio. U/mi * U/mi U/ml

Farelo - Agua 0.91 5.8 7,71

Farselo - Extrato

aguoso de scja 10%%* 0.96 5.4 7.36

Farelo - Extrato
agquoso de soija 50% 1.73 5.3 7.03

Farelo — Bxtrato

aguoso de soia 100% 2.58 4,4 6.98

¥ Substrato: PNPG
** ProporgAo de extrato agquoso de soja adiclonado ac farelo

de trige para umedscimento,

- d
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TABELA 14

H
1
Sk

anar
jog-y

. . .
1lius orisas por ions

1
="

Inibicao da a~galactosidase de A

i3
{
iy

methlicos, monossachrides e outras substincias.

Atividade*

INIBIDORES C&rui‘éi;*ucéo fesidual @
Sem inibidor - 100
o-Cloromercuribenzoato .5 x'lﬁﬁé : 11
Todoacetamida 1.0 x 1077 91
Mercaptoetancl 1.0 x 1077 100
cact, 1.0 x 1077 35
CoCl, 1.0 x 1077 87
MgCl, 1.0 x 1077 100
agel, 1.0 x 1077 0
HgCl, 1.0 x 107° 0
AgNO 1.0 % 1077 0
EDTA 1.0 x 1077 161
ZnCl, : 1.0 x 1073 100
Glucose | 1.0 x 10772 %1
Galactose 1.0 x 107° 100
Frutose 1.0 x 10“2 100

* substrato: PNRG.

—4 6
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EXTRATO DE S0JA EM ?C}%

~Suspensac em agua ~ 1L:1i0 {p/v}

Parvurs -~ 10 min,

L

~Ajuste do pH - 4.

~Pracipitagao

~Centrifugagao: 3 600 rpm, 5 min,

//f’///HMR“W~

PRGTEfNAEl SOBRENADANTE |

~Concentragan a vacuo {(3090C)

W

L3

4
£

-Dosagem de aclcares tot
~Farmentagac por 24 horas
“Pessalinizacgan {colunas de
troca idnica)
~Dosagem de aglcarss totails
~Cromatografia em camada del

gada.

EXTRATO AQUOSQO DE 5074

-3djuste de aclcares totais
-Ajuste do pH - 6.0
~Esterilizacgac: 1209C, 15 min.

~Inriguscimento com peptonas e

Dk

[

Lk

minerais também esteriliza

MEIO DE CULTURA

IGURA 0P: Preparacan do Extrato de 3ojas 8 formulagads oo
i}

e

main de cultura.

e
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FIGURA 15: TLC - Acado do preparado enzimatico sobre

solucoes de oligossacarides.

1- Rafinose: antes do tratamento

2- Rafinose: apds 2 horas de agao enzimatica
3- Estaquiose: antes do tratamento

4- Estaquiose: apds 2 horas de agao enzimati

ca.
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FIGURA 16:

TLC - Agao do preparado enzimatico sobre oli-

gossacarides do Extrato de Soja.

1
2- Apds 30 minutos

Antes do tratamento

3- Apos 1 hora

4- Apos 1 hora e 3o mitnutos de tratamento.

=g 2=



V- DISCUSSAQ

Aepergiilus orizae mostrou~se capaz de
produzir a~galactosidase de natureza adaptativa, tanto em
meio submersc, como por fermentacdo semi-sdlida. Em  meio
submerso, a inducac somente foi verificada guando rafinose
ou estaguiose foram usadas como Tnica fonte de carbono. Ou
tros acglcares testados, inclusive lactose 2 melibliose nao
mostraram nenhuma capacidade de indugac. Isto sugere que a
condigao para a produgdo da enzima € a presenga no meio de
cultura de galactoligossacarides dotades de ligagoes glico
sidicas n-{1+6) e, preferencialmente, de cadeia mails longa,
pois estaguiose fol substancialmente mals efetiva gue a ra
finose. 0Os melhores resultados em meio submerso, entretan-
to, foram obtidos pelo crescimento de microrganismo em  um
extrato aguose de soja fermentado por 5. cereviciaeg, as
guais removem os residuos de frutose da estaguiose pradu
zinde, portanto, a maninotriose (18,21). Estas conclusoes
coincidem com relato antericor de CRUZ et qll< (18] sobre a

producao de a-galactosidase por outros fungos.

Por outro lado, hi evidéneias de gue a

-y 3



nrodugan de inveritase pela linhagsm usada seia foita de ma

neira constitutiva, pols a atiwvidade desta enzima fol encon

- N cmd T 5 e R - - bt =z o r . a e ey gm = o
de carbono uhilizacda. Invertases de 1NUWNMEros OULIes Cungas

—2d

= {1+21 foram utilizados, cbadacendo-sa também a ordem. de

praferincia por oligossacarides de cadelia mais longa. As

a~galactogidase ¢ in
vertase foram localizadas tanto intra comoe extracelularmen
te, em concentragoes variaveils dependendoc da fase de crasg
cimento do microrganismo. Desta maneira, até o final da fa

do grande liberagao de enzimas, guando se obteve 58% da o-

galactosidase & 66% da inveriase no meio de cultura

A produgas de g~galactosidase e inver

tase foil substancialment anismo

{i
=
b
Pt
¥
i
e
o
B
é.n
.
L
&
[
{1
?“i
i“"i

foi dnoculado em meiso semi-solido., Aléwm disso, as  enzimas

foram- facilmente extraldas do koji pela adigao de

!.M
)«3

deionizada, fato 13 descrito, mas também nac explicado por

ao estudarem a produgac de g-galacto-

1A
el
Fan |
breed.
&
1
o
i
N
s
Tt
g
—
o
o
Tt
-

sidase por Mortierella uvingeea . Tals autores foram pionel

3

i pa

.,_;z‘

ros no emprego de farinha de soja na preparacac do ko

[.ll
sa')
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ra produgac de g~galactosidase.

0 emprego do extrato aguosoe de soia,
previamente fermentado e em diferentes pProporgoes na prepa
ragdo do meio semi-sdlido, permitiu verificar uma interde
pendéncia na producac de a-galactosidase e invertase, O au
mento gradativo de volumes de extrato, em substituigao a i
gquais volumes de &gua, provoca uma queda também gradual na
soma das atividades dag duas enzimas. Provoca, porémn, fic)
aumento linear e consideravel na produclo de g-galactosida-
se e um decréscime tamb@m linear e correspondente na produ

cac de invertase.

As técnicas de fracionamento baseadas
em troca idnica mostraram pouca eficacia no isolamentoe de
p~galactosidase de 4. grizee. Em coluna catidnica come a

cM-celulese, a enzima foi fortemente adscrvida, nao  sendo

1o

eluida posteriormente, com gualguer gradiente de forga i

o

nica ou pH, fato ji anteriormente observadc por PARK et g
14  {60), ao estudarem a producdc de p-galactosidase pela
mesma cepa. Por outro lado, o~galactosidase, invertase e
a-galactosidase exibiram o mesmo comportamento em DEAE~Se
phadex A-50, sendc eluldas praticamente nce mesmo pico. A
completa segaragao somente se tornou possivel com o empre
go de gel filtragdo. Por outro lade, a g-galactosidase ora
pesquisada fol eluida em um Gnico pigo, tanto em DEAE-Se
phadex A-50 como em Sephadex G-200, o gue evidencia uma U
nica forma molecular, ao contrério da enzima produzida por
Moptierella vinacea (79) e outras de origem vegetal (23,

ﬁl}ﬂ
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A presenca de atividade de g-galactosi

dase e invertase, de pesos meleculares & conhecidos (603
na fracac DEAE-Sephadex A~ 50, posteriormente tratada am

colung de Sephadex G-200, facilitou, ali&s, o cilculo do

neao molecular da g-galactosidase, astimado em 200 400 a
£ = ¥

proximadamente. Este valor € intermediirio dguele descrite

nara a-galactosidase de 4. saizod (78} e 4. awamery (Bl
caincidinds com o valor relatado para algumas enzimas de
sementes {23},

Ds estudos cindtices da  gr-galactosida
se assim purificada revelaram malor afinidade da enzime para
PNPG (Km = 2.04 mMl do gue parz a smelibiose (Kam = 140 mM),

sxibida por todas as g-gyalagtosidases & [el=¥:

51,78y, com ex *e”ao da enzima produzida

{74}, cuios valores de Em para o substrato

sintético e o dissacarides sac multo proximos. o Além
disso nac foi encontrada relagao de grandeza . entre. . o

Km e Vm, o gque também coinclde com os estudos cingticos de
outras s-galactosidases (25 ,38,83) . No eantanto, COmMPAra
coes dos valores de KEm e Vm apresantados pela g-galactosi-
dase de 4. grizae , com agueles relatados p&ra a masma an

zima de cubras fontes, tornaram-se invidvels devido as di

ferencas de condictes experimentais empregadas.

de 4. orizoe Dol com

g
{.r‘;
M

a~Galactosi

i

pletzmante inihida pelos ions prata marcurioc: sua ativi-
dade fol severamente afetada pelo p-cloromercuribanzoato €

em mencr extensfo pela Iodoacetamida, os chamados "reagen-

'f“‘ﬁ

tes sulfidrilicos", o gue evidencia a importincia dos gru




pos -SH na agac catalitica da enzima. Comportamentc Sene

ihante tem sidn relarado para o-galactosidases de outras  fontes,

principalmente de origem microblana © {37,47,78). Esta ob
servagac nao descarta, entretanto, a nossibilidade de gue
outros agrupamentos, como residuos de histidina e Grupos
carboxilicns, também afetados por metais pesados, mas  nao

pelos “reagentes sulfidrilicos”, estejan pressntes no 1'1Q

ative da enzima. A presenca de residuos de histidina e au
séncia de grupos ~5H no sitio catalitico de  g-galactosida

& PRIDHAN {25) através de astudos combinados de fotooxida
- - ~ - + +
chio, empregos de diferentes concentragoes de Ag e Hyg am

e - -
Na congentragao de 1 x 10 M, galacto

o exerceram nenhum ofeito inibidor scbhre a g

i

se e frutose na
~galactosidase, engquanto gluccss diminuiu sua atividade em
aproximadamente 10%. Quando a concantracic dos moncssacari-
3 . . . Py 2 . -
des acima citados fol aumentada para 5 x 10 7, a enzima ol
inibida competitivamsnte por galactose e frutcose e de modo
nio compabitive por glucese. Tal comportamento em re lagao &

galactose e glucosse J& fol observado em p~galactosidase pro

naoas (791

.

*

<h

i,
N

Pacy

duzida por A. saitot (78}, A. awamort (51},
e V. foba (23). Frutose, atd entaco, nao fol citada como ten

do capacidade de inibir a enzima.

Além da inibi¢ao pelo produto, tambén

-

o8 afeitos do pH e temperatura na agao enzimatica sao consi

L

derados fatores essencials para O emprego de uma enzima na

~6 7 ’



indfstria de alimentos. &ssin sendo, g-galactosidases com
alta atividade no pH natural do Extrate de Scia (6.2 aproxi
madamente) 2 com estrutura proteica relativamente termaeat@
vel vém sendo sugeridas para hidrSlise de cligeossacarides da

guele produte (18,31,74,78),

A atividade da p-galactosidase de 4. ¢
rizae em fungao do pH produziu um plce relativamente largo
de modo gue, apesar da atividade maxima ter sidc encontrada

em pH 4.0, & enzima exibiu mais de 70% dessa atividade maxi

ma em pH £.0. Sob esse aspecto, 2 enzima pode ser comparada

a p~galactosidase de 4. saited (78) ¢ de 4.
oferscer maiores vantagens gue a de M. vinacee {81}, gue na

gquele pH mostra apenas 30% de suz atividade méxima.

A estrubtura protelica ds gp-gslsctosidase

f"%k

de pH entre 4.0 a 7.0, nao sofrendo nenhuma perda de ativi
dade em temperaturas compresndidas entre 35 e 5000, proprie

dade que tambédm a recomenda para aplicagac em produtes da

Comparagtes com & termoestebilidade de  outras fontes,entre

L

tanto, nao foram vifveis devido as diferentes condigoes de

engalo empregasas.

O preparado enzim@tico de 4. orizge '
liberou monossacarides de sclugtes puras de galactellgossa
cirides em gue ge configuram ligacoes g~ {1-+6], mestrando
maicy atividade scbre a rafincse do gue sobre a estagulose,

Esta preferdncia da x-galactosidase por oligessacirides de

cadeiz mais curta 13 fol demenstrada pela enzima produzida

-y B



(51}, 2. preumeniae (47} e &

rolfeis {38}, ac contrario das proalactesidases de ¥, vinag-
cea (79), €1. cludosporioides(18), 8. kovie (5} e varios
lactobacilos descrites por MITAL ez giil< (541, gue - demons

traram maior afinidade pela estagulose

O emprego da g-galactosidase da indus
tyia de alimentos fol pilonelramente sugerida por SUZURL et

g314 §80), com a finalidade de eliminar o excesso de rafing

L

se gue impede a total cristalizacaoc da sacarose

it
£
Al
I
i
i
i
iﬂﬂ
b
[

ba. Para seus propdsitos, a contaminagac do preparado  enzi

matico com invertase seria inconveniente pols alguma POrgac

Ao dissacaridec seria também degradada. Entrstanto, para a
Cremocio de galactoligossacarides dos produtos da sola, &
prasenca dagusla enzima geria até desetavel, segundo BUGIMO

TO & VAN BUREN {(78), J& gue a hidrdliise completa dos oiigos
sacirides melhoraria as propriedades crganclépticas, tornan

do-0s  mais doges.

0 Extrato de 50da, completanmente Lszento

1

glucose, frutose e galactose antes da aplicagac do pre

L
m

2dey enzimdtice, mostrou orescentes teorss desies monossac

i
o
fan

rides durante O Lratamento com O sistema p-galactesidase-in

vertase 8e A.ovdzae, R sacarcse fol integraimente removida,

:},

enguanto rafinose e estagulose foram sensivelmante jdroll

sadas, deiwandce, entretanto,
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guantitativas de aglcares através de TLC, impedirsm compara
cOes com resultadeos cobitides pela aplicagac do mesmo gistema

enrimatiocn de outras fontes

o
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as quais poderiam conferir ap produto, efeltos indesejavels

0 alto pese molecular da o-galactosidase e lnvertass de 4.

ot

orizse, entratanto, permitiria facil zeparacac de protaases

atravies de filtracio em gel, té@cnica de facil manuselo e

Quira vantagem do preparado enzimdtico

, & a fAcil produgio das enzimas por fermenta

‘;la.‘“

Gas eatacinniria em farslo de trige umedscido com extrato a

gquoso de soja, concorrando para O baixeo custo do  provesss

aldm disss, o microrganismo 18 vem sendo comercialmente usa

do como fonbte de outras enzimas, dispensando, portanto, a

necessidade de novos aestudos guanto a produgao de micotoxi
nasS.
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Vi- CONCLUSOES

I~ dapevrgilius orisae produz o-galacto-
sidase de forma adaptativa, guando crescide em meio conten

20OmWO

em gue se configuram ligagoes gli
fonte

de carbonc.

2=~ 3¢ meésme tenpo, o microrganisme  pro
duz também invertase, gsando esta de natureza constitutiva.

3~ A produgao de s~galactosidase & con
sideravelments maior em meio semi-zdlido =

=

adigao de ex
trato aguecso de soja ao meic de cultura aumenta significa-

tivamente o rendimento do microrganismo.

4— A enzima temn maior afinidade

pelo
substrato sintdtico PNPG do gue para a meliblose e

Tmestra
um relacionamento Xm-~-Vm puramente ocasional

S5—- A a~galactosidase & fortemente inibi
da por metais pesados e '

'reagentes sulfidrilicos”, indican
do a presanca de grupos -5H no seu sitio catalitico.
_....?l__.



6- A produgido da enzina em melo de cul
tura de baixo custo, seu comportamento em relacac ao pH e
temperatura e o seu alto peso molecular indicam a possibi-
1idade de seu emprego no tratamento de bebidas de soja, vi
sando eliminar os aghcares da familia rafinose responsa-

veis pela flatuléncia.
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