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RESUMO

FIALHO, Lilian da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2007.
Purificacdo e caracterizacdo de uma a-galactosidase em sementes de
Tachigali multijuga e clonagem parcial do gene da estaquiose sintase de
soja. Orientador: Sebastido Tavares de Rezende. Co-Orientadores: Everaldo
Goncalves de Barros e Maurilio Alves Moreira.

A soja, devido ao seu alto valor nutricional, € mundialmente consumida na
forma de oleo, margarinas, proteina texturizada e extrato hidrossoluvel. O extrato
hidrossoluvel, conhecido como leite de soja, é uma alternativa alimentar para
muitas pessoas com intolerdncia a lactose. No entanto, a presenca dos
galactooligossacarideos (GO) restringe o consumo de soja e seus produtos
derivados. A mucosa intestinal do homem e animais monogastricos ndo possui a
enzima a-galactosidase necessaria para hidrolisar as ligagdes «-1,6 dos residuos
de galactose presentes nos GO, desta forma estes oligossacarideos ndo sao
digeridos causando diarréia, nauseas, e flatuléncia. Como parte de nosso esforgo
para aumentar o consumo de soja e produtos derivados pelo homem, este
trabalho teve dois objetivos: purificar e caracterizar uma a-galactosidase de
sementes de Tachigali multijuga e avaliar sua capacidade de hidrolisar os GO em
leite de soja; e isolar, clonar e sequénciar parte do gene que codifica a enzima
estaquiose sintase (STS) de soja, para ser usada para seu silenciamento por
técnicas de engenharia genética. A enzima a-galactosidase foi purificada por
precipitacdo acida, dialise, cromatografias de troca ibnica e filtragdo em gel. A
fracdo enzimatica purificada foi analisada por eletroforese em gel SDS-PAGE e
revelou uma unica banda protéica com massa molecular de 38 kDa. Atividade
maxima da a-galactosidase foi detectada em pH 5,0 - 5,5 a 50 °C. A enzima foi
estavel no pH 4,5 - 7,0 por 15 min a 40 °C, mas perdeu total atividade no pH 7,0
por 30 min a 40 °C. Cerca de 65 % de atividade original foi mantida apos pré-
incubacéao por 200 h a 35 °C. A meia-vida da a-galactosidase a 40 °C foi 17,6 h.
A oa-galactosidase apresentou especificidade absoluta para galactose ligada em
posicdo o, e ela foi completamente inibida por SDS, Hg?, Cu* e Ag', e
parcialmente inibida por D-galactose e melibiose. Os valores de Ky para hidrolise
do pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose foram 0,45; 5,37; 39,62 e

48,80 mM, respectivamente. A a-galactosidase foi inibida competitivamente por
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galactose quando o pNPaGal foi usado como substrato, com K; de 2,74 mM. Os
valores de energia de ativagao estimados para os substratos pNPaGal e rafinose
foram 13,86 e 4,75 kcal/mol, respectivamente. O tratamento da farinha
desengordurada de soja com a o-galactosidase purificada de sementes de
Tachigali multijuga resultou em 72 e 50 % de redugéo do conteudo de rafinose e
estaquiose, respectivamente, apds incubacdo por 4 h a 40 °C. A enzima
apresentou capacidade para hidrolisar goma de alfarroba e goma guar, sugerindo
possivel aplicagdo industrial para promover propriedades gélicas em
polissacarideos. A atividade de STS foi determinada durante o desenvolvimento
da semente de soja e em sementes maduras. A quantificacdo de estaquiose foi
feita por HPLC. O conteudo de estaquiose na soja madura foi 4,10 % e a
atividade especifica da enzima STS foi 2,15 nkat/mg, usando rafinose e galactinol
como substratos. Um fragmento do gene STS foi isolado por PCR usando cDNA
de semente em combinacdo com primers degenerados. A analise do padrao de
expressdo por RT-PCR mostrou que o gene STS é expresso em todos o0s
estadios de desenvolvimento do gréo, além de folhas, caule e raiz. A clonagem
de um fragmento de 983 pb no vetor pGEM-T Easy foi confirmada por
sequenciamento. A identidade do fragmento, usando a ferramenta BLAST,
confirmou que a sequéncia clonada se refere ao gene STS, que até entdo nao
tinha sido isolada e sequenciada em soja. Este trabalho abre perspectivas para
pesquisas biotecnoldgicas visando o desenvolvimento de variedades de soja,
com reduzido conteudo de estaquiose e entdo mais adequadas para o consumo

humano.



ABSTRACT

FIALHO, Lilian da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2007.
Purification and characterization of a-galactosidase from Tachigali
multijuga seeds and partial cloning of soybean stachyose synthase gene.
Adviser: Sebastido Tavares de Rezende. Co-Advisers: Everaldo Gongalves de
Barros and Maurilio Alves Moreira.

Because of its high nutritional value, soybean is worldwide consumed in the
forms of oil, margarines, texturized protein and hydrosoluble extract. The
hydrosoluble extract, known as soymilk, is also an alternative to dairy food for
many lactose-intolerant people. However, the presence of
galactooligosaccharides (GO) restricts the consumption of soybean and soy-
derived products. The intestinal mucous membrane of humans and monogastric
animals lacks the a-galactosidase enzyme that is necessary for the hydrolysis of
o-1,6 bonds of galactosil residues present in GO, consequently these
oligosaccharides are not digested causing diarrhea, nauseas and flatulence. As
part of our effort to increase the consumption of soybean and soy-derived
products by humans, this work was developed with two goals: to purify and
characterize one a-galactosidase from Tachigali multijuga seeds and evaluate its
capacity for hydrolysing GO in soymilk; and to isolate, clone and sequence part of
the gene that encodes the soybean stachyose synthase enzyme (STS), to be
used for its silencing by genetic engineering techniques. The a-galactosidase
enzyme was purified by acid precipitation, dialysis, ion exchange and gel filtration
chromatographies. The purified enzymatic fraction was analyzed by
electrophoresis in SDS-PAGE gel revealing only one protein band with estimated
molecular mass of 38 kDa. Maximal a-galactosidase activity was detected at pH
5.0 — 5.5 and 50 °C. The enzyme was stable at pH 4.5 - 7.0 at 40 °C for 15 min,
but lost its activity after incubation for 30 min at pH 7.0 at 40 °C. About 65 % of
original activity was kept after pre-incubation at 35 °C for 200 h. Half-life of the

o-galactosidase at 40 °C was 17.6 h. The a-galactosidase showed absolute

specificity for galactose linked to the a position, and it was completely inhibited by

SDS, Hg2*, Cu2* and Ag* and partially inhibited by D-galactose and melibiose.
The Ky values for the hydrolysis of pNPaGal, melibiose, raffinose and stachyose

were 0.45, 5.37, 39.62 and 48.80 mM, respectively. The enzyme was inhibited
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competitively by galactose when pNPoaGal was used as substrate, with K; of
2.74 mM. Activation energies estimated for pNPaGal and raffinose were 13.86
and 4.75 kcal/mol, respectively. The treatment of defatted soybean flour with the
a-galactosidase purified from Tachigali multijuga seeds resulted in 72 and 50 % of
reduction in raffinose and stachyose contents, respectively, after incubation at
40 °C for 4 h. The enzyme showed capacity to hydrolyze the locust bean gum and
guar gum, suggesting that it can be used in the industry to improve gelling
properties in polysaccharides. STS activity was determined during the
development of soybean seed and in mature seeds. Stachyose quantification was
carried out by HPLC. Stachyose content in mature soybean seeds was 4.10 %
and STS specific activity was 2.15 nkat/mg, using raffinose and galactinol as
substrates. A fragment of the STS gene was isolated by PCR using seed cDNA in
combination with degenerated primers. The analysis of the expression patterns
by RT-PCR showed that the STS gene is expressed in all seed developmental
stages, as well as in leaves, stem and roots. The cloning of a 983 base-pair
fragment in a pGEM-T Easy vector was confirmed by sequencing. The identity of
the fragment, using BLAST analysis, confirmed that the cloned sequence referred
to the STS gene, which had not been isolated and sequenced in soybeans until
then. This work opens perspectives for biotechnological researches aiming at the
development of soybean varieties with reduced stachyose content and therefore

more suitable for human consumption.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os graos de leguminosas sdo fontes importantes de 6leo, proteinas,
carboidratos, vitaminas e minerais e sdo usados em muitas partes do mundo para
nutricdo animal e humana (SKULINOVA et al.,, 2002). Dentre as leguminosas
mais consumidas, a soja tem-se destacado.

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma espécie pertencente a familia das
leguminosas e é considerada excelente fonte de proteina para uso na nutricdo
humana e animal (GUIMARAES et al., 2001). Os grdos de soja possuem alto
conteudo de lipideos (15-25 %) e de proteinas (30-45 %), com uma composi¢ao
de aminoacidos adequada a alimentacdo animal e humana. Apresentam também,
carboidratos (20-35 %) e cerca de 5 % de cinzas (MOREIRA, 1999). Segundo
COSTA e MORI (1978), a soja, pelas suas qualidades nutricionais, facilidade de
adaptacao a quase todas regides do globo, alta producéo e facilidade de cultivo,
€ considerada por muitos especialistas como um dos alimentos basicos para a
populacao do futuro, por possuir alto valor nutritivo e baixo custo.

A soja constitui um dos produtos de maior importancia na economia
brasileira, ocupando lugar de destaque na pauta de exportacbes do pais.
Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, sendo
responséavel pela producédo de mais de 49 milhdes de toneladas por ano (VIANA,
2005).

A soja contém em suas proteinas, quantidade suficiente de quase todos os
aminoacidos essenciais (COSTA e MIYA, 1972). Segundo BOOKWALTER
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(1975), a qualidade nutricional de sua proteina pode ainda ser melhorada pela
suplementacdo com metionina, aminoacido limitante da soja, e, segundo GOMES
(1978), esta leguminosa possui consideravel teor de minerais, principalmente de
célcio e fosforo, e de vitaminas do complexo B.

Dada a sua composi¢cdo em nutrientes, a soja pode ser usada no combate
a desnutricdo, fornecendo energia, proteinas e outros nutrientes essenciais ao
organismo, como ferro, potassio, fésforo, lecitina e vitamina E (PAES, 1994). O
extrato hidrossoluvel, conhecido como leite de soja € um dos produtos protéicos
obtidos de soja. O leite de soja é visto como um substituto de baixo custo para o
leite de vaca em paises em desenvolvimento e como um suplemento nutritivo
para populagbes com intolerancia a lactose (THIPPESWAMY e MULIMANI,
2002).

Apesar das excelentes caracteristicas da soja, existem fatores que limitam
0 seu consumo e seus derivados. Dentre esses fatores destacam-se os inibidores
de proteases, lectinas, proteinas alergénicas, &cido fitico e
galactooligossacarideos (GO) (SANNI et al., 1997; BELLAVER e SNIZEK, 1999).

A ingestdo de soja por humanos e animais monogastricos pode resultar
em flatuléncia, nauseas, desconforto e diarréia. Os acgucares rafinose [a-D-
galactopiranosil-(1,6)-a-D-glicopiranosil-B-D-frutofuranosideo] e estaquiose [a-D-
galactopiranosil-(1,6)-a-D-galactopiranosil-(1,6)-o-D-glicopiranosil--D-
frutofuranosideo], sdo os principais responsaveis por esses sintomas (WAGNER
et al.,, 1976). A auséncia da enzima a-galactosidase (EC 3.2.1.22 a-D-galactosil
galactohidrolase) no trato intestinal humano e de outros animais monogastricos
impede a hidrolise de rafinose, estaquiose e verbascose, oligossacarideos
presentes na soja e em outras leguminosas (STEGGERDA et al., 1966). Os GO
nao hidrolisados sdo conduzidos a parte posterior do intestino, onde s&o
fermentados a CO,, H, e CH,4 pela microflora (PRICE et al., 1988).

Desta forma, os GO presentes na soja e outras leguminosas restringem o
consumo destes grdos como fonte protéica e de outros nutrientes. No intuito de
aumentar a aceitabilidade da soja na alimentacdo, varios métodos sdo usados
para a reducado do teor dos GO. O tratamento enzimatico é conseguido por meio
da adicdo das enzimas a-galactosidases ao processamento dos derivados de

soja. Essas enzimas hidrolisam as ligagcdes «-1,6 que unem o residuo de



galactose ao de glicose presentes nos GO, produzindo galactose e sacarose
livres, aglcares facilmente hidrolisados e absorvidos (GUIMARAES et al., 2001).

Neste sentido, varias pesquisas sdo conduzidas para identificar fontes de
a-galactosidases com potencial para aplicagdes biotecnoldgicas, principalmente
para a reducédo dos teores de GO em soja e seus derivados. As a-galactosidases
de microrganismos sao amplamente utilizadas porque sdo mais susceptiveis para
aplicacdes tecnoldgicas, principalmente por ter localizacdo extracelular, pH 6timo
acidico e estabilidade térmica (VIANA, 2005). No entanto, também ha grande
interesse por a-galactosidases de plantas, com a finalidade de aplicacdo em
processos industriais.

Outros métodos para a reducdo do conteudo de GO em produtos de soja
ou outras leguminosas, além da hidrolise enzimatica ja foram utilizados. Dentre
estes, destacam-se técnicas como a hidratacdo dos graos (MULYOWIDARSO et
al.,, 1991; ABDEL-GAWAD, 1993; SANNI et al., 1997), cozimento (SILVA e
BRAGA, 1982; SAT e KELES, 2002; PUGALENTHI et al., 2006), fermentac&o
(SUPARMO, 1987; REHMS e BARZ, 1995), germinacdo (REDDY e SALUNKHE,
1980; ABDULLAH et al., 1984; YAKLICH, 1985) e, extracdo dos GO com agua
(KU et al., 1976) e com etanol (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006). Entre
estes, o tratamento enzimatico tem sido o mais indicado, por sua especificidade e
condi¢cOes brandas de processamento (RUIZ et al., 1995).

Outra alternativa para a eliminacdo dos GO em soja e em seus derivados é
por meio da manipulacdo genética de plantas, que pode alterar a sintese de um
ou mais componentes importantes da via metabdlica que conduz a sintese dos
GO. Na via de biossintese dos GO, as principais enzimas envolvidas sao a
galactinol sintase (EC 2.4.1.123 UDP-galactose: mio-inositol galactosil
transferase, GS), rafinose sintase (EC 2.4.1.82 galactinol: sacarose
galactosiltransferase, RFS) e estaquiose sintase (EC 2.4.1.67 galactinol: rafinose
galactosiltransferase, STS).

Em soja, rafinose e estaquiose sdo os oligossacarideos mais abundantes
(NEUS et al., 2005), sendo que a estaquiose esta presente em niveis muito
maiores que a rafinose. Portanto, a enzima estaquiose sintase (STS) tem um
papel importante na via de sintese destes acgucares. Esta enzima é a responsavel
pela adicdo de um residuo de galactose do galactinol para a rafinose por meio de

uma ligacdo «o-1,6, liberando estaquiose e mio-inositol como produto
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(PETERBAUER et al., 2002). O silenciamento do gene que codifica a enzima
STS deve impedir a sintese de estaquiose em soja, contribuindo para a reducgéo
dos GO.

No entanto, ainda ndo esta disponivel em bancos publicos de dados,
GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI), a sequéncia do
gene que codifica a enzima STS de soja, sendo grande o0 interesse no
isolamento, clonagem e sequenciamento de, pelo menos, um fragmento deste
gene. Estas informacdes poderdo tanto acrescentar conhecimentos cientificos
como permitir que técnicas de engenharia genética possam ser utilizadas para a

producao de soja e seus derivados mais adequados para 0 consumo humano.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. a-Galactosidases

Em 1895, Bau e Fischer e Lindner isolaram preparacbes enzimaticas
(melibiases) a partir do sedimento de leveduras que hidrolisavam o dissacarideo
melibiose. O nome melibiase foi posteriormente mudado para a-galactosidase por
Weidenhagen, que estudou a especificidade de a¢do da enzima usando agucares
com residuos a-D-galactosil ndo-redutor terminal (DEY e PRIDHAM, 1972)

A reacéo catalisada pela a-galactosidase esta apresentada na Figura 1.

CH,OH CH,OH
HO @) HO O

OH OH
O—R + ROH

O—R + ROH

OH OH

Figura 1 - Esquema da reacéo catalisada pela a-galactosidase.

A molécula hidroxilica aceptora, R'OH, é comumente a agua, embora R e

R’ possam ser grupos alifaticos ou aromaticos. Sob condicbes especiais, a



sintese de novo pode ocorrer usando a D-galactose como doador. Esse processo
geralmente tem sido observado quando a enzima é incubada com altas
concentragcbes de monossacarideos, resultando em moléculas derivadas da
polimerizacdo da glicose e galactose (SPANGENBERG et al., 2000).

As a-galactosidases distribuidas entre as varias espécies de plantas sao
geralmente consideradas como participantes na degradacéo de reservas de GO
e galactomananas da parede celular. As galactomananas sdo polissacarideos
gque sao completamente hidrolisados durante a germinacdo em seus
monossacarideos constituintes, manose e galactose, que sdo absorvidos para o
crescimento do embrido e subsequentemente usados como fonte de carbono
visando o fornecimento de energia para varios processos metabolicos (REID e
MEIER, 1973).

2.2. a-Galactosidases de planta

As a-galactosidases de gréos de café foram uma das primeiras a serem
parcialmente purificadas e caracterizadas bioguimicamente (COURTOIS e
PETEK, 1966; GOLDEN et al., 1993). Nos relatos iniciais, esta enzima foi descrita
como ocorrendo em duas isoformas (I e Il) possuindo diferentes massas
moleculares (28 e 36,5 kDa).

As a-galactosidases de plantas usualmente atuam junto com endo-f-
mananases (EC 3.2.1.78) e p-manosidases (EC 3.2.1.25) para hidrolisar
galactomananas, principalmente durante a germinacdo das sementes
(MARRACINI et al., 2005).

A enzima a-galactosidase, dependendo da fonte vegetal, apresenta maior
afinidade por um dos substratos, GO ou galactomanana. As a-galactosidases de
cotilédones de sementes de leguminosas exibem uma maior afinidade para os
GO e mostram somente atividade minima contra galactomananas. A provavel
funcdo das a-galactosidases de cotilédones € degradar os GO durante a
germinacgédo e no inicio do desenvolvimento da plantula (HERMAN e SHANNON,
1985).

Multiplas formas das a-galactosidases de plantas apresentam diferencas
em suas propriedades bioquimicas e cinéticas e exibem diferentes

especificidades por substratos sintéticos e naturais (DEY e PRIDHAM, 1972; KIM
6



et al.,, 2002). Segundo LAHUTA (2000), sementes maduras contém algumas
formas de a-galactosidades que diferem na sua massa molecular e atividade,
indicando que o nimero de formas da enzima pode estar relacionado ao estado
fisioldgico da semente.

Vérias a-galactosidases de plantas ja& foram purificadas, como as
a-galactosidases de sementes de Cassia sericea Sw. (BHASKAR et al., 1990); de
Coffea canephora (HAIBACH et al., 1991); de Phaseolus vulgaris (DHAR et al.,
1994); de Lupinus albus (CUADRA et al., 1994); de Ceratonia siligua (KONTOS e
SPYROPOULOS, 1996); de Artocarpus hirsuta (GURJAR et al., 1998); de
Cucumis melo (GAO e SCHAFFER, 1999); de Glycine max (GUIMARAES et al.,
2001; VIANA et al., 2005); de Platimiscium pubescens (OLIVEIRA et al., 2005);
de caule de Colocasia esculenta (CHIEN e LIN-CHU, 1991) e de raizes de
Verbascum thapsus L. (BOM et al., 1998).

O interesse por a-galactosidases de plantas, visando aplicacdo em
processos industriais € muito grande. Segundo SOMIARI e BALOGH (1992) as
galactosidases de fungos sdo obtidas mais facilmente devido a sua localizacao
extracelular e seu amplo perfil de estabilidade, sendo, portanto vidvel sua
producdo em grande escala. No entanto, quando se trata de um processo
fermentativo, no qual ocorre a adi¢do das células vivas ao produto desejado para
a producédo da a-galactosidase, e, conseqientemente a hidrolise dos GO, fontes
microbianas da enzima podem ter seu uso limitado devido a capacidade que
alguns microrganismos tendem a produzir substéncias toxicas. As
a-galactosidases tém o uso indicado, especialmente nas industrias de alimentos,
para hidrélise dos GO presentes em produtos derivados de soja (MULIMANI, et
al., 1997; GUIMARAES et al., 2001; VIANA et al., 2005).

Vérias pesquisas tém sido realizadas visando selecionar fontes vegetais
de a-galactosidases que possam ser utilizadas em processos enzimaticos. No
entanto, ainda existe pouca informacéo sobre espécies nativas brasileiras, tanto
em relagdo a atividade de a-galactosidase quanto & composigédo bioquimica da
semente. OLIVEIRA et al. (2005) descreveram a composi¢cdo bioquimica e a
atividade de a-galactosidase em 10 espécies florestais arbdreas nativas (Tabela
1). Estas informag8es permitiram selecionar algumas espécies promissoras para

aplicacbes biotecnoldgicas. A espécie Platymiscium pubescens apresentou em



suas sementes alta atividade de a-galactosidase em relacéo as outras espécies.
Por ter sido considerada promissora fonte da enzima o-galactosidase, foi
selecionada para estudo pelo mesmo autor. As informacdes contidas na Tabela 1
também foram referéncias para a escolha da espécie Tachigali multijuga

estudada neste trabalho.

Tabela 1 - Teores de umidade, lipideos e proteinas e atividade de

o-galactosidase em sementes maduras de soja e de espécies
florestais. A atividade enzimatica foi determinada no extrato bruto

usando o substrato sintético pNPaGal.

Espécies florestais Umidade Lipideos Proteina Ativ. de
) ) KON ity
Cassia grandis 9,19+0,14 1,64 £ 0,05 46,18 + 1,98 0,24
Schizolobium parahyba 8,54 £ 0,10 4,08 = 0,27 48,63 + 0,24 0,36
Tachigali multijuga 6,69+ 0,07 2,38+ 0,08 36,37 £ 0,22 0,73
Tabebuia serratifolia 12,00+ 0,54 22,96+0,38 24,25+0,11 0,13
Tabebuia velanedae 9,94 £ 0,35 21,38+0,36 20,98+0,14 0,14
Enterolobium contortisiliquum 4,82+ 0,06 1,15+ 0,04 50,30+ 0,31 0,13
Platymiscium pubescens 13,53 + 0,57 4,67 £0,18 43,90 £ 0,76 0,93
Chorisia speciosa 20,55+0,88 31,12+0,15 44,00+0,15 0,32
Caesalpinia peltophoroides 9,69 + 0,57 28,92+0,28 2522+0,41 0,32
Cedrela fissilis 8,84 £ 0,21 16,07 £ 0,24 43,04+0,42 0,23
Glycine max 11,06+045 18,80+0,39 41,45+0,24 0,16

2.3. Mecanismo de agcéo das a-galactosidases

Até o inicio da década de 70, havia poucos relatos sobre o mecanismo de
acdo das a-galactosidases devido ao pouco conhecimento da quimica e cinética
das enzimas de diversas fontes (DEY e PRIDHAM, 1972). Estudos de
ressonancia magnética nuclear e polarimetria com a-galactosidases de Cajanus
indicus e améndoa doce mostravam claramente que os residuos o-D-galactosil

liberados possuiam a mesma configuracdo anomérica do substrato.



ApoOs varios estudos, observou-se que 0 mecanismo de acdo da
a-galactosidase de améndoas doce assemelhava-se as hidrolises alcalina e
acida, e podia ser atribuido a presenca de grupos basicos e &cidos no sitio ativo.
Esses grupos foram identificados como grupos carboxil do aspartato
(desprotonado) e imidazol da histidina (protonado), respectivamente. Com base
nesses resultados um mecanismo de acdo em duas etapas foi proposto para a
a-galactosidase de améndoa doce (DEY e PRIDHAM, 1972). Segundo esse
mecanismo, a ligacdo glicosidica terminal da D-galactose presente no substrato é
clivada pela acdo conjunta dos grupos carboxil e imidazol da enzima. Em
seguida, ocorre a reacdo com uma molécula aceptora (R'OH) que pode ser a
agua ou um alcool alifatico, resultando na hidrélise ou transferéncia dos produtos.
Neste mecanismo, a configuragdo do carbono anomeérico € mantida (DEY e

PRIDHAM, 1972) conforme representado na Figura 2.

oo ’"Wi”

-I—-O

Figura 2 - Mecanismo de acdo de duas etapas postulado por Dey (citado por
DEY e PRIDHAM, 1972) para a a-galactosidase de améndoa doce.
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Estudos de modificacdo quimica da oa-galactosidase de coco, realizados
por MATHEW e BALASUBRAMANIAM (1987) indicaram a presenca de dois
grupos carboxil do aspartato, residuos de tirosina e triptofano e a auséncia do
grupo imidazol da histitina no sitio ativo da a-galactosidase ou proximo a ele.
Com base nesses experimentos de modificacdo quimica e nos resultados dos
estudos cinéticos, estes autores propuseram um novo mecanismo de a¢ao para a
a-galactosidase (Figura 3). Neste mecanismo, 0 produto permanece com a

mesma configuracao do substrato.

H 0]
= OH i +  ROH
OH
(lj_
O0=—C

H (0]
p— H
OR'
OH
S OH
|
0=C o=|c

Figura 3 - Mecanismo de acdo para a-galactosidase de cb6co sugerido por
MATHEW e BALASUBRAMANIAM, 1972.
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No mecanismo de acdo proposto para a a-galactosidase, o grupo com pKa
de 3,8 é um grupo carboxil presente na forma ionizada para estabilizar um
carbocation intermediario, e, a presenca deste grupo ionizado protege o
carbocation do ataque direcionado por um nucleofilo, permitindo que o produto
retenha a mesma configuracdo anomeérica do substrato. A molécula de galactose
assume uma configuracdo de meia cadeira quando o carbocation é formado. O
grupo com pK, de 6,5 é um grupo carboxilico perturbado que estd presente na
forma protonada e estd envolvido na doacdo de um préton. Este grupo
carboxilico é perturbado devido ao ambiente hidrofébico produzido pela presenca
de residuos de triptofano e tirosina em sua vizinhanca (MATHEW e
BALASUBRAMANIAM, 1972).

2.4. Estrutura tridimensional da a-galactosidase

Até o0 momento, as estruturas primarias de mais de 50 a-galactosidases ja
foram identificadas. Recentemente, FUJIMOTO et al. (2003) cristalizaram e
determinaram a estrutura tridimensional da a-galactosidase purificada de arroz. O
modelo é de uma Unica cadeia de 362 residuos de aminoacidos com um dominio
catalitico (1-278) e um dominio C-terminal (279-362, Figura 4A). O dominio
catalitico, descrito por esses autores, € uma estrutura barril (B/a)s € o dominio
C-terminal tem a estrutura do motivo “chave grega”. O sitio ativo esta ao lado do
dominio C-terminal, e tem uma molécula de D-galactose ligada. Os residuos
cataliticos encontrados na a-galactosidase de arroz séo dois grupos carboxil do
aspartato: 130 e 185.
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(A) (B)

Figura 4 - Vista tridimensional da fita-modelo das a-galactosidases de arroz (A) e
de Trichoderma reesei (B) complexadas com a D-galactose.

Também GULOBEYV et al. (2004) cristalizaram e determinaram a estrutura
tridimensional da a-galactosidase do fungo Trichoderma reesei e seu complexo
com seu inibidor competitivo, a p-D-galactose (Figura 4B). O modelo
cristalografico descrito para a a-galactosidase consistiu de dois dominios. O
dominio A catalitico, N-terminal (residuos 1-320), com uma topologia em barril
(B/a)s € 0 dominio B, C-terminal (residuos 320-417), formado por uma estrutura
de oito fitas B antiparalelas contendo o motivo “chave grega” (Figura 4B). A
proteina apresenta quatro sitios de N-glicosilagdo localizados no dominio A

catalitico. A molécula de galactose se liga no centro do dominio A catalitico.

2.5. Galactooligossacarideos (GO) em sementes de leguminosas

As leguminosas constituem uma fonte importante e barata de proteina e
energia para os paises do terceiro mundo (MULIMANI e DEVENDRA, 1998). As
leguminosas contém duas ou trés vezes mais proteinas que os cereais, além de
serem boa fonte de carboidratos na dieta (MACHAIAH e PEDNEKAR, 2002).

Dentre as leguminosas mais consumidas destacam-se 0s gréos de soja
(Glycine max L. Merrill). A soja possui alto valor nutritivo, por conter, em suas
proteinas, quantidade suficiente de quase todos 0s aminodcidos essenciais
(COSTA e MIYA, 1972). Apesar de seu alto valor nutricional, uma série de
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fatores antinutricionais, tais como inibidor de tripsina, acido fitico e GO estdo
presentes nos graos (SANNI et al., 1997).

De acordo com TRUGO et al. (1995) é importante determinar a
composicdo de diferentes cultivares de soja para selecionar aqueles com altos
niveis de proteina e o6leo e baixo conteddo de GO. Em seus estudos foi
encontrado na soja var. Doko um conteudo de 0,7 e 4,1 g% para rafinose e
estaquiose, respectivamente. Em soja var. TGX536-02D o conteudo de rafinose e
estaquiose encontrados foram de 1,22 e 3,41 %, respectivamente (EGOUNLETY
et al., 2003). Devido a presenca dos GO nas sementes de soja, a ingestdo dos
graos pode provocar flatuléncia em humanos.

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) também & um alimento basico em
varios paises, constituindo importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras,
vitaminas, acidos graxos insaturados e micronutrientes (DESHPANDE, 1992;
ACEVEDO et al., 1994; SAT e KELES, 2002). Entretanto, fatores antinutricionais
estdo presentes no grdo, como polifendis, acido fitico, inibidor de proteases,
inibidor de a-amilase, lectinas, taninos, saponinas e GO (LYIMO et al., 1992).
FIALHO et al. (2006) determinaram a composi¢cado bioquimica de 10 cultivares de
feijoeiros com o objetivo de selecionar aquele com alto conteudo de proteinas e
Oleo, e baixo conteudo de GO. Os resultados demonstraram que entre os 10
cultivares de feijoeiro estudados, o cultivar Perry Marrow apresentou alta
concentracdo de proteinas e baixo conteudo de GO, e, portanto foi indicado para
consumo humano.

As sementes de ervilha (Pisum sativum) tém um baixo conteddo de GO,
desde que as sementes sejam colhidas apds total desenvolvimento, mas antes
do processo de maturagcédo (EKVALL et al., 2005). Durante o desenvolvimento da
semente, sacarose é acumulada. A maturacdo ocorre principalmente apds a
colheita e é caracterizada pelo acumulo dos GO e amido (DAVEBY et al., 1993).
EKVALL et al. (2006) encontraram em ervilhas um contetdo de carboidratos de
baixa massa molecular, nos quais estéo incluidos sacarose, rafinose, estaquiose
e verbascose, de 250 g/Kg de matéria seca. O acucar sacarose foi dominante e
correspondeu a 96 % dos carboidratos. O conteudo de GO encontrado foi de
5,5 g/Kg, dos quais rafinose, estaquiose e verbascose corresponderam a 44, 35 e
22 %, respectivamente.
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Em outras leguminosas, como o amendoim, BRYANT et al., (2004)
encontraram um conteaddo médio de proteina e Oleo de 26,6 e 43,1 %,
respectivamente, em 33 cultivares estudados. De acordo com estes autores,
somente sacarose, rafinose e estaquiose estavam presentes nos extratos
solaveis dos 33 cultivares. A sacarose foi a mais abundante variando de 2,84 a
6,74 %. Rafinose foi 0 menos abundante com concentracdes variando de 0,12 %
para niveis ndo detectados, e a concentracdo de estaquiose variou de 0,27 a
0,61 % nos graos.

Sementes de lupin sédo fonte de polissacarideos (30 - 40 %), 6leo (56 - 15
%) e proteinas (FALUYI et al., 2000). Em lupin, os niveis de &cido fitico e
saponinas sdo menores que em soja (PETTERSON e FAIRBROTHER, 1996).
Além disso, lectinas e inibidor de proteases, que podem reduzir a digestibilidade
protéica, sdo encontrados em menores quantidades em lupin que em outras
leguminosas (PETTERSON et al., 1997). Devido a sua composi¢ao nutricional e
propriedades funcionais satisfatorias, a farinha de lupin pode ser usada na
producdo de comidas fermentadas. No entanto, lupin também contém os GO, que
sdo causadores de flatuléncia. Estes acUcares estdo presentes na semente
fresca numa faixa de 7 a 15 %, e isto tem levado muitas pessoas a restringirem o
uso do lupin na alimentagéo (MARTINEZ-VILLALUENGA et al., 2006).

2.6. Papel fisioldgico dos galactooligossacarideos

Os galactooligossacarideos (GO) sdo um grupo de oligossacarideos que
sdo sintetizados em muitas espécies de plantas (HINCHA et al., 2003). Durante a
germinacao das sementes, os oligossacarideos sdo fontes primarias de energia,
e substratos para a sintese de outros compostos como os galactosil ciclitols
(LAHUTA et al., 2000).

Os GO sao os segundos carboidratos solUveis mais abundantes nas
plantas. Eles sdo sintetizados e depositados nos 6rgdos de armazenamento,
como as sementes e os tubérculos, durante o processo de maturacdo, e Sao
mobilizados durante os primeiros estagios da germinagdo (DEY, 1990).

Dentre as multiplas fun¢des que exercem em plantas, os GO servem como
carboidratos de transporte no floema e como agentes crioprotetores de 6érgéos

durante a aclimatizacédo ao frio (KARNER et al., 2004). Acredita-se que o papel
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primario dos GO é servir como carboidratos de reserva, transportando energia
para os pontos de crescimento dos vegetais (DINNI et al., 1989; CHATTERTON
et al.,, 1990). Os GO sédo carboidratos nao redutores, sollveis em agua e sao
usados por muitas plantas para estoque, translocacédo, fonte de carbono e
protecao contra diferentes estresses (INAN HAAB e KELLER, 2002).

De acordo com DEY (1980), o endosperma de leguminosas armazena
principalmente dois tipos de carboidratos de reserva: os GO, o0s quais Sao
armazenados nos vacuolos; e galactomanana, armazenada na parede celular.
Esses oligossacarideos ocorrem no endosperma e no embrido de sementes de
leguminosas e s&o hidrolisados durante a germinacao, resultando em acumulo
temporario de galactose livre e sacarose nesses tecidos.

Os GO também apresentam um papel importante ao conferir tolerancia a
dessecacdo e estoque das sementes, principalmente quando é aumentado 0s
niveis desses aclUcares (STEADMAN et al.,, 1996). Nos estagios iniciais de
dessecacdo da semente ocorre acumulo de sacarose, mas como esse acgucar
sozinho nao € suficiente para a tolerancia a dessecacao, a presenca dos GO é
requerida para evitar a cristalizacdo da sacarose, e para promover formacdo do
estado vitrio (KOSTER e LEOPOLD, 1988; OBENDORF, 1997). Foi proposto que
rafinose e sacarose estdo envolvidas na vitrificacao citoplasmatica em sementes
maduras, estabilizando estruturas macromoleculares sensiveis. Em adicdo, os
GO interagem com a membrana no estado seco por substituir moléculas de agua
na camada de hidratagcdo da parte hidrofilica dos lipideos impedindo o
rompimento da fase lipidica (ZUTHER et al., 2004).

Em algumas plantas, os GO se acumulam nas sementes juntamente com
os galactosil ciclitols (HORBOWICZ et al., 1998). Os galactosil ciclitols séo
carboidratos soliveis ndo redutores, freqlentemente encontrados em
quantidades similares ou maiores que os GO em sementes de algumas
leguminosas como lentilha (Lens culinaris), grao-de-bico (Cicer arietinum) e soja
(Glycine max) (HORBOWICZ e OBENDORF, 1994). Ambas as familias de
a-galactosideos tém funcdes comuns. Eles sdo considerados carboidratos de
reserva para a germinacao das sementes, participam na aquisi¢ao da tolerancia a
dessecacao e na viabilidade das sementes (PETERBAUER e RICHITER, 1998).

Segundo OBERDOREF et al. (1998), em soja, folhas e tecidos de talos

jovens acumulam os galactosil ciclitols, que incluem o D-pinitol (3-O-metil-D-mio-
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inositol) e em menor quantidade D-ononitol (4-O-metil-D-mio-inositol), sequoyitol
(5-O-metil-mio-inositol), bornesitol (1-O-metil-D-mio-inositol), D-chiro-inositol, e
mio-inositol. As sementes de soja madura contém D-pinitol, D-chiro-inositol, D-
ononitol e mio-inositol livres e seus derivados galactopnitol A (O-a-D-
galactopiranosil-(1->2)-4-O-metil-D-chiro-inositol), ciceritol (O-a-D-
galactopiranosil-(1->6)-O-a-D-galactopiranosil-(1->2)-4-O-metil-D-chiro-inositol),

galactopinitol B (O-a-D-galactopiranosil-(1->2)-3-O-metil-D-chiro-inositol),
fagopiritol B1 (O-a-D-galactopiranosil-(1->2)- D-chiro-inositol) e galactinol (O-a-D-

galactopiranosil-(1->1)-L-mio-inositol).

2.7. Biossintese dos galactooligossacarideos

Os GO sao sintetizados durante a formacéo das sementes, e degradados
durante o processo de germinacao (KANDLER e HOLF, 1980; SARAVITZ et al.,
1987). Eles sdo derivados da sacarose, e consiste da adicdo da galactose a
sacarose por uma ligacdo «-1,6 formando a rafinose. Novas unidades de
galactose séo adicionadas por ligagbes a-1,6 ao terminal galactose para formar
0s tetra e pentassacarideos estaquiose e verbascose, respectivamente (HINCHA
et al., 2003). Portanto, os GO sdo considerados extensdes da sacarose, variando
apenas no numero de residuos de galactose (SPRENGER e KELLER, 2000). A
via metabdlica de sintese dos GO pode ser representada (DEY, 1985) como se
segue:

UDP-galactose + mio-inositol — galactinol + UDP

Galactinol + sacarose — rafinose + mio-inositol

Galactinol + rafinose — estaquiose + mio-inositol

Galactinol + estaquiose — verbascose + mio-inositol

Galactinol + verbascose — ajucose + mio-inositol

Um esquema da via de sintese dos oligossacarideos, bem como das

enzimas envolvidas, esta representado na Figura 5.
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UDP
UDP-Glc —— > UDP-Gal

Sacarose
(Glicose — Frutose)
Mio-inositol 1-P GS
Glc6P —»\ — Mio-inositol »  Galactinol Rafinose
/ sintase
MIPS /
Acido fitico Rafinose
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. Galactinol
Galactinol
Ajucose Verbascose <« Estaquiose
(Galactose- Verbascose) € —— (Galactose- Estaquiose) (Galactose- Rafinose)

Figura 5 - Esquema da via metabdlica de sintese dos oligossacarideos de
rafinose. UDP-GIc: uridina difosfato-glicose; UDP-Gal: uridina
difosfato-galactose; UDP: uridina difosfato; GIc6P: glicose-6-fosfato.
(Adaptado de SUAREZ et al., 1999).

A reacdo inicial é catalisada pela galactinol sintase (EC 2.4.1.123
UDP-galactose: mio-inositol galactosil transferase, GS), que requer Mn*? para
sua atividade (LIU et al., 1995). E produzido galactinol a partir de UDP-galactose
e mio-inositol. A atividade de GS correlaciona-se positivamente com os niveis de
GO em folhas e sementes. Esta enzima provavelmente regula os niveis dos
oligossacarideos de reserva em partes especificas das plantas (CASTILHO et al.,
1990). Segundo RIBEIRO (2001), a atividade de GS de soja varia com 0
desenvolvimento da semente, sendo maior em sementes com 42,1% de matéria
seca. Subsequentemente a reacdo inicial, sintases especificas catalisam a
sintese de cada membro da série, pela transferéncia da galactose do galactinol
para a sacarose. Os acUcares rafinose e estaquiose, em soja, sdo formados pela
catdlise das enzimas rafinose sintase (EC 2.4.1.82 galactinol: sacarose
galactosiltransferase, RFS) e estaquiose sintase (EC 2.4.1.67 galactinol: rafinose
galactosiltransferase, STS) (SUAREZ et al., 1999).

Nas plantas superiores, a rafinose ocorre nas folhas, caules e érgdos de

reserva. O nivel nas folhas é baixo, mas é translocado e se acumula em altas
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concentracfes em Orgdos de reserva durante o desenvolvimento da planta.
Concomitantemente a perda de 4gua, h4 aumento na concentracdo de rafinose
em sementes maduras (DEY, 1985). Segundo o mesmo autor, em 6rgaos de
reserva, rafinose pode ser utilizada como um precursor para a sintese de outros
oligossacarideos homologos maiores ou ser hidrolisada por a-galactosidases e
invertases.

Um dos mais abundantes tetrassacarideos em plantas é a estaquiose. Em
sementes, estaquiose é metabolizada durante a germinacdo com a finalidade de
fornecer energia para o desenvolvimento do embrido. Em raizes e sementes,
estaquiose pode ser armazenada como acuUcar ou pode ser transformada em
outros oligossacarideos de cadeia maior como a verbascose e ajucose.
Estaquiose é reconhecida como o maior agUcar de reserva e transporte em
leguminosas (DEY, 1985). Verbascose e ajucose sdo 0s penta e
hexassacarideos, respectivamente. Estes oligossacarideos coexistem com
rafinose e estaquiose na maioria das leguminosas e estdo presentes em 0rgaos
de reserva (DEY, 1985, 1990). Verbascose também ocorre no floema de muitas
espécies de plantas. A funcao fisiolégica da verbascose em sementes tem sido
pouco estudada. Como os outros GO, rafinose e estaquiose, verbascose pode
atuar como um agente protetor na secagem durante a maturagdo ou como
reserva de carbono para a germinacéo (PETERBAUER et al., 2003).

Apesar dos GO exercerem funcgdes fisiolégicas importantes, a presenca
desses acucares em altas concentracdes em sementes maduras de leguminosas
constitui um fator antinutricional em humanos que se alimentam dos grdos. A
atividade da galactinol sintase (GS) é induzida e aumentada quando as plantas
sdo submetidas a baixas temperaturas, ou quando as sementes maduras iniciam
0 processo de perda de agua no final do desenvolvimento. O bloqueio da
expressdo do gene que codifica a GS reduziria o fluxo de carbono na via, inibindo
parcial ou completamente a sintese dos GO. Sendo assim, a redugdo da
atividade de GS poderia diminuir os problemas nutricionais associados com 0s
GO, mas poderia resultar também em plantas e/ou sementes que se tornariam
susceptiveis ao estresse ambiental. Uma estratégia mais adequada seria a

manipulacéo de cada etapa individual da via (JONES et al. 1999).
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2.8. Hidrolise enzimética dos galactooligossacarideos

A a-galactosidase (EC 3.2.1.22 a-D-galactosil galactohidrolase) catalisa a
clivagem de residuos o-1,6 terminais de uma grande faixa de substratos,
incluindo oligossacarideos lineares e ramificados, polissacarideos e substratos
sintéticos como o p-nitrofinil-a-D-galactopiranosideo (pNPaGal) (ADEMARK et
al., 2001).

A hidrolise enzimatica dos GO pode ser conseguida pela catalise das
enzimas a-galactosidases que séo especificas para ligagbes a-1,6 que une o0s
residuos de galactose a sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose, e também
por invertases, enzimas especificas para a ligacdo B-1,2 que une frutose a
glicose nos mesmos oligossacarideos acima citados.

Um esquema da via de degradac¢éo dos oligossacarideos, bem como das

enzimas envolvidas, esta representado na Figura 6 .
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Figura 6 - Galactooligossacarideos e sitios de clivagem para as enzimas

hidroliticas invertase e a-galactosidase (Retirado de REZENDE,
1998).
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Existem varios relatos sobre a utilizacdo de a-galactosidases de origem
vegetal e microbiana na degradacdo dos oligossacarideos presentes em extrato
hidrossoluvel de soja, também conhecido como leite de soja, e em outras farinhas
obtidas de leguminosas (SOMIARI e BALOGH, 1995; MULIMANI et al., 1997).

Vérias pesquisas visando o estabelecimento de processos para a remocao
dos GO no leite de soja com a utilizacdo de enzimas ja foram realizados. CRUZ e
PARK (1982) estudaram a producdo de a-galactosidases pelo fungo Aspergillus
oryzae e sua aplicacdo na hidrélise dos GO no leite de soja. Com 0 mesmo
objetivo, THIPPESWAMY e MULIMANI (2002) imobilizaram em gel de
poliacrilamida a a-galactosidase de Gibberella fujikuroi para redu¢cdo dos GO no
leite de soja. VIANA et al. (2006) reduziram completamente o contetdo de
rafinose e estaquiose no leite de soja apdés 4 h usando a a-galactosidase de
Debaryomyces hansenii UFV1.

Estudos utilizando fontes vegetais para a obtencdo de a-galactosidases
para uso em processos de hidrélise dos GO em leite de soja, ainda sdo escassos
se, comparados com as fontes microbianas. CRUZ e SILVA (1986) avaliaram a
atividade o-galactosidases e invertases durante o processo germinativo de
Glycine max, e, testaram a reducdo dos GO no leite de soja pela adicdo de
pequenas proporcdes de grdos de soja germinados na formulagdo do produto.
Segundo os autores, ndo houve um decréscimo substancial de rafinose e
estaquiose. GUIMARAES et al. (2001) obtiveram expressiva reducio dos GO em
leite de soja pelo tratamento com a-galactosidase de sementes germinadas de
soja var. Doko.

MULIMANI e DEVENDRA (1998) testaram trés técnicas para reducédo dos
GO: embebicédo, coccdo dos gréos e tratamento enzimatico com enzima obtida
de Cassia sericea, concluindo que o ultimo tratamento foi o mais eficiente,
conseguindo hidrdlise total dos GO apos 3 horas. Entretanto, nenhum processo
enzimatico seguro, eficiente e economicamente satisfatério, utilizando enzimas

nativas ou recombinantes, esta disponivel até o momento.
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2.9. Utilizagdo das a-galactosidases em processos industriais

As a-galactosidases apresentam grande potencial em varias aplicacdes
industriais. Além do uso na hidrolise de rafinose e estaquiose de leite de soja
(THANANUNKUL et al., 1976), tais enzimas podem ser usadas, por exemplo, na
hidrélise de rafinose de xarope de acUcar de beterraba para melhorar o valor do
melado (KOBAYASHI e SUZUKI, 1972). Além disso, o xarope de beterraba é
largamente utilizado para a producdo comercial de leveduras pela conveniéncia
comercial (BURROWS, 1979).

As o-galactosidases podem promover hidrolise de numerosas
galactomananas, por exemplo, em goma guar, que contem em torno de 40 % de
galactose com ligacbes a-1,6 em uma cadeia B-manosil (SOMIARI E BALOGH,
1993). Modificagcbes em galactomananas com as a-galactosidases tém sido
usadas para melhorar as propriedades gélicas desses polissacarideos (BULPIN
et al., 1990). As a-galactosidases também estdo envolvidas em modificacdo de
materiais derivados da madeira porque galactomananas e galactoglicomananas
sao 0s grupos principais de hemiceluloses em plantas (CLARKE et al., 2000).

A enzima a-galactosidase pode ter aplicacdo na medicina (TOPALOGLU
et al.,, 1999). Algumas a-galactosidases de eucariotos sdo capazes de remover
residuos de galactose a-1,3 terminais de glucanas, o que apresenta um potencial
uso médico em terapia de transfusdo na conversdo de sangue grupo B para O
(ZHU e GOLDSTEIN, 1994; PUCHART et al., 2000; VARBANETS et al., 2001).
Varios sdo os estudos realizados na tentativa de conversdo de sangue grupo B
para O. HOBBS et al. (1996) estudaram a atividade da a-galactosidase de soja
sobre 0 sangue grupo B. A enzima hidrolisou o terminal a-D-galactosil do
antigeno B sob uma variedade de condi¢des, convertendo-o em antigeno H. A
conversdo do antigeno B para antigeno H produziu sangue tipo O que é um
doador wuniversal. Também CHIEN e LIN-CHU (1991) isolaram uma
a-galactosidase de sementes de Colocasia esculenta capaz de converter sangue
grupo B em O. A enzima apresentou uma boa atividade na clivagem das ligacdes
a-1,3 nos grupos finais de a-D-galactosil transformando sangue grupo B em O.

Segundo PUCHART et al. (2000), outra aplicacdo industrial das

a-galactosidases é na usina agucareira. Pequenas quantidades de rafinose e/ou
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estaquiose afetam negativamente a cristalizacdo da sacarose. Esses acucares
podem ser facilmente eliminados e convertidos & sacarose pelo tratamento com a
a-galactosidase, porém é importante que o0 modo de acdo e a estabilidade das
a-galactosidases sejam conhecidos, para uso a nivel industrial. Outra possivel
aplicacédo dessa enzima a-galactosidase € na industria de papel e de polpa, onde
galactosidases podem aumentar a clarificacdo da polpa, efeito de endo-p-1,4-

mananases na polpa de papel Kraft.

2.10. Variedades de soja com reduzido conteudo de

galactooligossacarideos

Uma planta de soja com reduzido contetudo de rafinose e estaquiose, e
alta quantidade de sacarose foi identificada por KERR e SEBASTIAN (2000).
Estes autores demonstraram que a reducao desses oligossacarideos na planta
P1200508 é controlada pelo alelo recessivo mips (gene que codifica a enzima
mio-inositol 1-fosfato sintase). Quando frangos foram alimentados com racéo
preparada com soja de linhas que continham o genétipo MIPS MIPS e de linhas
gue continham o gendtipo mips mips, a matéria seca digerida foi
significativamente maior para a racdo preparada com soja de linhas mips
(PARSONS et al., 2000).

O alelo recessivo mips foi incorporado dentro de variedades de soja
comercial. Estes cultivares sdo usados como fonte de proteinas e alimento. No
entanto, os cultivares contendo o alelo mips tém um rendimento menor que 0s
cultivares convencionais contendo o alelo MIPS, isto pode ter sido devido a uma
influéncia negativa causada pelo alelo mips, ou devido ao fato do alelo néo ter
sido incorporado dentro de um cultivar muito produtivo. NEUS et al. (2005)
demonstraram que as linhas mips tém significativamente menos rafinose e
estaquiose, e, aumentado conteudo de sacarose que as linhas MIPS. A soja foi
capaz de se adaptar a reducdo desses acucares sem afetar a morfologia das
folhas, o tamanho da planta e as caracteristicas da semente.

Em soja, mais de 60 % do fosforo inorganico esta na forma de fitato ou
acido fitico (mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexafosfato). O fosfato presente no fitato ndo
€ absorvido por animais ndo-ruminantes porque eles ndo possuem a enzima
fitase, necessaria para hidrolisar o fitato. Portanto, € comum suplementar os
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produtos de soja com fésforo inorganico, ou com a enzima fitase para aumentar a
disponibilidade de fésforo. A adi¢cdo de fosforo inorganico aumenta o custo da
alimentacao, e, o fosfato presente no fitato que nao é digerido € eliminado nos
excrementos pelos animais contribuindo para a poluicdo dessas areas (MEIS et
al.,, 2003). Portanto, varias pesquisas foram conduzidas para obter uma
variedade de soja com baixo conteudo de fitato.

Em plantas, a via biossintética dos GO e fitato usa o mio-inositol 1-fosfato,
como intermediario, portanto, o mio-inositol livre € um substrato comum para as
duas vias. O mio-inositol 1-fosfato é sintetizado pela enzima mio-inositol 1-fosfato
sintase (EC 5.5.1.4, MIPS) a partir de glicose-6-P. O mio-inositol 1-fosfato pode
ser convertido em fitato, a forma mais abundante de fosfato em sementes
(RABOY et al., 2001; RABOY, 2002), ou ser convertido em mio-inositol e depois
em galactinol pela enzima galactinol sintase. Neste caso, 0 mio-inositol 1-fosfato
€ direcionado para a via de sintese dos GO.

A busca por variedades com reduzido contetdo de fitato, levou alguns
autores a manipularem o gene da MIPS, com o objetivo de bloquear a sintese de
mio-inositol 1-fosfato, e conseguir reduzir o contelddo de fitato. Como
consequiéncia, as variedades de soja manipuladas apresentaram fenétipo de
baixo conteudo de GO.

SEBASTIAN et al. (2000) obtiveram linhas mutantes de soja com grande
decréscimo nos niveis de rafinose e estaquiose. Um alelo recessivo, mips,
desenvolvido por mutagénise quimica no gene da enzima mio-inositol 1-fosfato
sintase (MIPS) causou significativamente reducdo no conteudo dos GO e fitato
em sementes de soja. As linhas de soja com 0 genoétipo mips mips apresentaram
um conteGdo de rafinose e estaquiose de 10 e 5 umol.g™”, respectivamente,
enquanto as linhas de soja convencionais, contendo o gendtipo Mips Mips,
apresentaram um contetdo de rafinose e estaquiose de 20 e 75 pmol.g™,
respectivamente.

HITZ et al. (2002) observaram que uma mutacdo induzida no gene que
codifica a enzima mio-inositol 1-fosfato sintase, em sementes de soja, confere um
fenétipo com nivel elevado de fosfato inorgéanico, e, conseqiente decréscimo de
fitato e GO. A mutacéo resultou na troca de um residuo de aminoacido, lisina
396, para asparagina. Esta troca causou decréscimo na atividade especifica da

mio-inositol 1-fosfato sintase de aproximadamente 90%, e, conseqientemente o
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decréscimo de mio-inositol 1-fosfato. O gendtipo originado apresentou reduzido
contetdo de GO e nao teve problemas com o vigor da muda, mas as suas
sementes ndo foram vidveis. Em estudos posteriores, HITZ et al. (2004)
conseguiram uma soja viavel, que produz sementes com reduzidos niveis de GO
e acido fitico.

Uma nova variedade de soja com reduzido conteudo de fitato foi obtida
pelo estudo de NUNES et al. (2006). Estes autores conseguiram através da
técnica RNA de interferéncia (RNAI) silenciar o gene que codifica a enzima mio-
inositol 1-fosfato sintase (GmMIPS1) em soja. Os resultados demonstraram que o
silenciamento do gene GmMIPS1 foi efetivo e a variedade mutante teve uma
reducdo drastica de fitato (94,5 %). Os autores ressaltaram a importancia
comercial da soja transgénica, por esta apresentar elevado nivel de fésforo e alta
reducdo de fitato. Nenhum estudo sobre o conteddo dos GO na variedade
mutante foi realizado.

Segundo OBENDOREF et al. (1998), o potencial da estaquiose em produzir
problemas gastrointestinais iniciou a pesquisa por genoétipos de soja com baixo
contetudo de estaquiose. Até o presente momento, as variedades mutantes de
soja que apresentam reducdo no conteudo dos GO, foram obtidas de estudos
gue envolvem o gene da enzima mio-inositol 1-fosfato sintase. Esta enzima atua
no inicio da via de biossintese dos GO, causando alteracdo na quantidade de
todos os componentes envolvidos na via.

Até o momento, ndo foram desenvolvidos trabalhos para reduzir apenas a
guantidade de estaquiose, uma vez que em sementes de soja, este aclUcar é
mais abundante que a rafinose (GUIMARAES et al., 2001; VIANA et al., 2005), e,
€ o principal causador de flatuléncia em humanos. A busca por uma variedade de
soja que apresente reducdo nos niveis de estaquiose € de grande interesse, e
isto requer o conhecimento da sequéncia e a manipulacdo do gene que codifica a

enzima estaquiose sintase.

2.11. Estaquiose sintase

A estaquiose sintase (EC 2.4.1.67, STS) foi originalmente descrita em
sementes de feijbes (TANNER e KANDLER, 1968), mas foi purificada pela
primeira vez de extrato de folhas de meldo (HOLTHAUS e SCHMITZ, 1991). A
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STS é uma das enzimas envolvidas na via biossintética dos GO. Durante a
sintese de estaquiose, a rafinose é substrato para a enzima STS que adiciona
uma unidade de galactose do galactinol para a rafinose formando os produtos
mio-inositol e estaquiose (PETERBAUER et al., 2002).

Esta enzima ja foi purificada e caracterizada por alguns autores. Em
sementes do feijao Adzuki (Vigna angulares), cromatografia de filtracdo em gel
revelou a presenca de dois picos com atividade de STS, um pico com massa
molecular aparente de 110 kDa e outro com 283 kDa. A analise destes picos por
SDS-PAGE revelou que a STS € um unico polipeptidio 90 kDa, implicando que a
proteina forma oligbmeros ativos em condigbes nao-desnaturantes, e por
cromatofocalizagéo estas formas ativas apresentaram valor de pl entre pH 4,7 -
5,0. A enzima apresentou atividade maxima na faixa de pH 6,5 - 7,0 a 35 °C, e
sofreu forte inibicdo pelos fons Mn?*, zZn®**, Cu** e Fe®". A STS purificada
catalisou a transferéncia do grupo galactosil do galactinol para a rafinose
formando mio-inositol e estaquiose como produtos. O valor de Ky para a rafinose
na presenca de galactinol foi 38,6 mM (PETERBAUER e RICHTER, 1998). Em
sementes maduras de lentilha (Lens culinaris), a enzima STS apresentou ser
uma proteina monomérica com massa molecular de 88,6 kDa, por SDS-PAGE,
com um pl em pH 4,8. O pH 6timo de atividade foi em pH 7,0, e a enzima
purificada catalisou varias reacdes de transferéncia do galactosil, entre elas a
sintese de estaquiose a partir de galactionol e rafinose, com um valor de Ky para
a rafinose de 9,7 mM. (HOCH et al., 1999).

A enzima STS isolada de extrato de folhas de meldo (Cucumis melo) é
uma proteina com valor de pl em pH 5,1, e, apresentou duas subunidades de
massa molecular de 45 e 50 kDa, ap0s analise em SDS-PAGE. A enzima
apresentou atividade maxima em pH 6,8 na temperatura de 32 °C. O valor de Ky
para a rafinose foi de 3,3 mM e para o galactinol foi de 7,7 mM. O mio-inositol foi
um forte inibidor competitivo com valor de k; de 1,8 mM (HOLTHAUS e SCHMITZ,
1991). Em folhas de Ajuga reptans L. a enzima STS apresentou atividade
maxima em pH 6,5 na temperatura de 30 °C. O valor de Ky para o galactinol foi
2,4 mM (na presenca de 10 mM de rafinose) e o valor de Ky para a rafinose foi
4,8 mM (na presenca de 5 mM de galactinol) (BACHMANN et al., 1994).

A via biossintética de rafinose e estaquiose € bem estabelecida, e €&

conhecida como galactinol dependente. Porém uma nova via, galactinol
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independente, responsavel para a sintese destes GO foi recentemente descrita
em Ajuga reptans L. (BACHMANN et al., 1994; INAN HAAB e KELLER, 2002). As
cadeias dos GO sao alongadas de rafinose pela atividade da enzima
galactan:galactan galactosiltransferase (GGT). Esta enzima GGT catalisa a
transferéncia direta de um residuo terminal de galactose de uma molécula de
rafinose para a outra, resultando em sacarose e estaquiose (TAPERNOUX-
LUTHI et al., 2004). Em Ajuga reptans L. esta galactosiltransferase soluvel € uma
glicoproteina, apresentou atividade maxima em pH acido, e esta presente
exclusivamente no vacuolo das folhas. Sua atividade correlaciona positivamente
com a acumulagdo de GO de cadeia longa (BACHMANN e KELLER, 1995;
BRAUN e KELLER, 2000). A atividade de GGT também foi detectada em folhas
de Coleus blumei (GILBERT et al., 1997). Esta enzima presente em vacuolos de
folhas ainda nédo foi encontrada em sementes (PETERBAUER et al., 2001).
Estudos recentes demonstraram sua alta homologia com a-galactosidases acidas
de plantas, enzimas que pertencem as galactosilhidrolases da familia 27
presentes nos vacuolos (TAPERNOUX-LUTHI et al., 2007). Até o presente
momento, ndo se encontra na literatura descrigdo desta enzima em soja.

O gene da estaquiose sintase em soja ainda nao foi sequenciado.
Encontra-se disponivel em bancos de dados publicos (GenBank -
www.ncbi.nlm.nih.gov), sequéncias gendmicas de cDNA da estaquiose sintase
em outras espécies de leguminosas, dentre elas, Vigna angularis (acesso no.
Y19024), Pisum sativum (acesso no. AJ512932), Alonsoa meridonalis (acesso
no. AJ487030), Stachys sieboldii (acesso no. AJ344091) e Pisum sativum
(acesso no. AJ311087). Modificagbes usando técnicas de engenharia genética
podem facilitar a obtencdo de variedades de soja com reduzido teor de
estaquiose. No entanto, € necessario o conhecimento da sequéncia de pelo

menos um fragmento do gene da enzima estaquiose sintase de soja.
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OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve dois objetivos  visando reduzir  0s

galactooligossacarideos em soja:

v' Purificar e caracterizar bioquimica e cinética, a enzima
a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga Benth, e

verificar possivel aplicacéo biotecnoldgica.

v Isolar, clonar e sequenciar pelo menos um fragmento do gene que codifica
a enzima estaquiose sintase de soja, visando futuramente o0 seu

silenciamento.
Portanto ele foi dividido em dois capitulos.
Capitulo 1:
Purificacdo e caracterizacdo cinética de uma o-galactosidase em sementes de
Tachigali multijuga Benth
Capitulo 2:

Isolamento e clonagem de um fragmento do gene da estaquiose sintase em

sementes de Glycine max L. Merrill
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CAPITULO 1

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO CINETICA DE UMA
a-GALACTOSIDASE EM SEMENTES DE Tachigali multijuga Benth

RESUMO

As o-galactosidases sdo enzimas que catalisam a clivagem de residuos de
D-galactose «o-1,6 terminais de galactooligossacarideos (GO) e outros
polissacarideos. Entre varias aplicagdes, a enzima é utilizada na hidrolise dos GO
presentes em extratos hidrossoluveis de soja, pois estes agucares causam
desconforto intestinal e flatuléncia em humanos. Os objetivos deste trabalho
foram purificar e caracterizar cineticamente uma a-galactosidase de sementes de
Tachigali multijuga e avaliar seu potencial para aplicagdo biotecnoldgica. Os
ensaios enzimaticos consistiram de uma mistura de reagcdo contendo 650 uL de
tampao acetato de sédio 100 mM pH 5,0, 100 pL de extrato enzimatico e 250 uL
de p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (pNPaGal) 2 mM. A reacgao foi conduzida
por 15 min a 40 °C e parada pela adicdo de 1 mL de Na,CO3; 0,5 M. Maxima
atividade da a-galactosidase foi encontrada em pH 5,0-5,5 na temperatura de
50 °C. A enzima reteve 65% de atividade apds 200 h de incubacédo a 40 °C. A
a-galactosidase foi especifica para hidrélise de residuos de galactose o-1,6
terminais, e foi inibida totalmente por SDS, Hg?*, Cu** e Ag®*. Os valores de Ky
para os substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose foram 0,45; 5,37;
39,62 e 48,80 mM, respectivamente. A inibicdo por D-galactose foi competitiva
(Ki = 2,74 mM). Os valores estimados de Energia de Ativagao foram 13,86 e 4,75
kcal/mol para os substratos pNPaGal e rafinose, respectivamente. A
a-galactosidase nao hidrolisou eficientemente os GO presentes na farinha
desengordurado de soja, mas foi capaz de hidrolisar goma guar e goma de

alfarroba, indicando uma possivel aplicagcédo industrial.

Palavras-chave: Tachigali multijuga Benth; a-galactosidase;

galactooligossacarideos; goma guar; goma de alfarroba; farinha de soja.

45



1. INTRODUCAO

As o-galactosidases de plantas (a-D-galactoside galactohidrolase;
EC 3.2.1.22) pertencem a familia 27 das galactosil hidrolases, e ocorrem em
sementes, frutos, folhas e tubérculos (KELLER e PHARR, 1996). Nas sementes,
durante a germinagéo, uma fungdo da enzima € na mobilizagdo de residuos de
D-galactosil presentes nos galactooligossacarideos (GO) como rafinose e
estaquiose (GUIMARAES et al., 2001). O metabolismo dos GO ocorre
primeiramente via hidrélise pela a-galactosidase, que € uma exoglicosidase que
hidrolisa residuos de D-galactose ligados a-1,6. As sementes tém uma alta
demanda por energia durante os estadios iniciais da germinagdo. Os GO
desaparecem rapidamente apos embebicdo da semente, e, sua quebra é
frequentemente completada antes da mobilizagdo de polissacarideos, indicando
que eles podem apresentar um papel especial, fornecendo energia para a
germinacéo (BLOCHL et al., 2007). Em adi¢éo, a a-galactosidase ¢ uma das trés
enzimas principais envolvidas na modificagdo ou degradagcao de galactomananas
de parede celular, principalmente durante a germinacao (REID e MEIER, 1973).

Entretanto, as a-galactosidases tém chamado a atengdo em processos
biotecnolégicos devido a sua capacidade de hidrolisar rafinose em agucar de
beterraba, para facilitar a cristalizacdo e, consequentemente, aumentar o

rendimento da sacarose (GANTER et al., 1988). Também foi proposto o uso da
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a-galactosidase para hidrolisar os GO em leite de soja e outras comidas
derivadas de leguminosas (FALKOSKI et al.,, 2006). A presenca dos GO em
derivados de soja promove disturbios gastrointestinais e redugédo na absorg¢éo de
nutrientes em humanos e animais monogastricos, apés consumo (VIANA et al.,
2006). Esta enzima foi indicada na modificagdo de galactomananas para
melhorar sua propriedade gélica (BULPIN et al., 1990). Algumas o-
galactosidases de plantas sao capazes de remover unidades de D-galactose
terminal (ligagdes a-1,3) da superficie de carboidrato do grupo sanguineo B,
convertendo-o em grupo sanguineo O (ZHU e GOLDSTEN, 1994).

As sementes da espécie florestal brasileira Tachigali multijuga Benth, uma
leguminosa da familia das Caesalpinoideae, demonstrou alta atividade de
o-galactosidase durante a germinagcéo apos quebra de dorméncia (BORGES et
al., 2004). Entretanto, poucos estudos tém sido feitos sobre esta espécie tropical.

Os objetivos deste trabalho foram purificar e caracterizar bioquimica e
cineticamente a enzima a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali

multijuga e investigar possivel aplicagao biotecnoldgica.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Enzimologia, Bioquimica de
Proteinas e Peptideos e de Analises Bioquimicas, do Instituto de Biotecnologia

Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Reagentes utilizados

Os reagentes, melibiose, rafinose, estaquiose, galactose, p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (pNPaGal), solugéo de 4 % (p/v) CuSO4, goma guar e goma
de alfarroba foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO).

Da Merk S. A. Industrias Quimicas foram obtidos os seguintes reagentes:
p-nitrofenol (pNP), sacarose, glicose e AgNOs.

As resinas cromatograficas DEAE-Sephacel Fast Flow e Sephadex G-150
Fast Flow foram obtidas da Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden.

Os demais reagentes utilizados para a execugao deste trabalho
apresentavam procedéncia e grau de pureza analiticos.

O extrato de soja desengordurado foi fornecido pela Empresa Bunge
Alimentos S/A, Esteio — RS — Brasil. O extrato € um subproduto da extragao de
Oleo a partir de sementes de soja, apresentando 59,5 % de proteinas, 32,3 % de
carboidratos e 0,04 % de lipidios (VIANA, 2002).
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2.2. Material genético

Foram utilizadas sementes de Tachigali multijuga fornecidas pelo
Laboratério de Analises de Sementes Florestais do Departamento de Engenharia

Florestal da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.3. Determinacéo da composicao da semente de Tachigali multijuga

2.3.1. Determinac&o da matéria seca, lipideos, carboidratos e cinzas

O teor de agua nas sementes foi feito de acordo com as Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 1976). Aproximadamente 3 g de amostra foram
colocada em estufa a 105 °C, por 24 h. Apds esse tempo, as amostras foram
novamente pesadas e a matéria seca, determinada por diferenca.

A extracao de lipideos foi feita em aparelho extrator de Soxhlet, utilizando
éter de petréleo como solvente, segundo o procedimento descrito em Association
of Official Analytical Chemists - AOAC (1975)., com refluxo por 24 h.

A determinagao da quantidade de carboidrato total e cinzas foi feita como
descrito em Association of Official Analytical Chemists - AOAC (1975).

2.3.2. Determinacéao de proteina pelo método de Kjeldahl

A quantidade de proteinas nas sementes de Tachigali multijuga foi
determinada de acordo com o método de Kjeldahl, para a quantificacdo de
nitrogénio total, descrito pela Association of Official Analytical Chemists - AOAC
(1975), com modificagbes. Apoés a fase de digestdo, ao material digerido, foi
adicionado peroéxido de hidrogénio a 30 %, levando a mistura ao aquecimento por
mais 30 min. Na fase de destilacdo, a amdnia liberada foi recolhida em solucéo

de acido bérico a 4%. O fator de conversao de nitrogénio em proteina foi 6,25.
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2.4. Quantificacdo dos galactooligossacarideos (GO) nas sementes de
Tachigali multijuga

2.4.1. Extracéo dos GO

A extracdo dos GO nas sementes de Tachigali multijuga foi conduzida como
descrita por GUIMARAES et al. (2001), com modificagbes. Aproximadamente 100
mg das amostras liofilizadas e pesadas em tubos tipo eppendorf foram usadas
para o processo de extracdo dos agucares soluveis. A fracdo oleo, presente nas
amostras foi retirada em 4 extragbes com 1 mL de éter de petréleo a 42 °C, por
5 min. Os acgucares foram entdo extraidos em 3 etapas de tratamento com etanol
80 %, a 100 °C, por 5 min. Apos cada extragdo feita com éter de petrdleo ou
alcool 80 %, a mistura foi submetida a centrifugagdo em centrifuga do tipo
Eppendorff 5415C, 14.000 rpm, por 20 min. O extrato alcodlico total obtido foi
evaporado em estufa a 50 °C, os agulcares foram ressuspendidos em 1 mL de
etanol 80 % e congelados a - 20 °C. Apos 24 h, as amostras foram centrifugadas
nas mesmas condicdes ja descritas, passadas em filtro Millipore de 0,45 micra de

diametro e armazenadas a - 20 °C, para posterior andlise por CLAE.

2.4.2. Determinacdo do teor de oligossacarideos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Os GO extraidos das sementes de Tachigali multijuga foram analisados
por CLAE em cromatografo Shimadizu série 10A, equipado com detector de
indice de refragdo, uma coluna em ago inox (25 X 0,465 cm) contendo a fase
estacionaria o grupo aminopropil (-NH;). A mistura acetonitrila-agua (80:20) em
condigdes isocraticas foi a fase movel. As analises foram realizadas a 35 °C sob
o fluxo de 1 mL/min e todo o processo foi controlado por um computador
acoplado ao sistema.

O método foi padronizado para determinagao quantitativa dos agucares
soluveis presentes nos produtos derivados da soja. A partir de uma solugéo
estoque formada pela mistura dos agucares sacarose, rafinose e estaquiose nas
concentragdes de 4, 8 e 8 % (p/v), respectivamente, foram feitas diluicbes para

obtencgao das solugdes padrao. Cada solugao foi injetada no cromatégrafo liquido
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para obtencdo das curvas, correlacionando a area do pico com a concentragao
do agucar na solugao. As retas foram obtidas por regressao linear. Um volume de
20 uL de cada amostra foi injetado no cromatégrafo e cada agucar presente foi
identificado e quantificado por comparagdo com os tempos de retengdes e
concentracdes dos acucares nas solugdes padrao. Todos os calculos foram feitos
pelo computador acoplado ao sistema de CLAE, equipado com o programa LC-

10 versao 2.2 para Windows.

2.5. Germinacdo das sementes

2.5.1. Quebra de dorméncia da semente

A quebra de dorméncia foi realizada com a mistura das sementes de
Tachigali multijuga em acido sulfurico concentrado, agitando por 30 min. Apds
esse tempo, as sementes foram lavadas em agua corrente em abundancia. As

sementes foram colocadas em papel toalha para secar.

2.5.2. Condi¢cdes da germinacéo

As sementes foram selecionadas e colocadas para germinar em placas de
Petri sobre duas folhas de papel Germitest previamente embebidas em agua
destilada, cobertas com uma terceira folha do papel também embebida em agua.
As placas foram colocadas em camara de germinagao a 27 °C, com umidade e
luminosidade controladas. Nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 e
116 h, amostras de sementes foram retiradas da camara de germinagéo e
congeladas para posterior determinacéo da atividade da enzima a-galactosidase.

Foram utilizados como fonte da enzima, os cotilédones e embrides.
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2.6. Purificacdo da a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali

multijuga

2.6.1. Preparo do extrato enzimatico

A enzima a-galactosidase de Tachigali multijuga foi extraida das sementes
germinadas por 108 h. As sementes foram trituradas em liquidificador. Para cada
3 sementes germinadas foram usados 10 mL de tampao acetato de sédio 100
mM, pH 5,0 e centrifugadas a 15300 x g por 35 min, a 4 °C. O sobrenadante foi
utilizado para os ensaios de atividade de a-galactosidase e para a determinagao
da concentragao de proteinas.

A a-galactosidase de sementes de Tachigali multijuga germinadas foi

purificada de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1.

Sementes de Tachigali

¢ Germinacgao por 108 h

Trituracdo com tampéao acetato de sédio 100 mM

v

Centrifugacao 15300 x g/ 35 mina 4 °C

v

Precipitacao acida — pH 4,0

Repouso/ 24 ha4 °C

v

Centrifugacéao 15390 x g/ 35 mina4

v

Dialise

v

Cromatografia de troca ibnica DEAE-

v

Cromatografia de filtracdo em gel Sephadex

Figura 1 - Esquema das etapas de purificacdo da enzima o-galactosidase de
sementes de Tachigali multijuga germinadas.
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2.6.2. Precipitacdo acida

O sobrenadante do extrato protéico das sementes Tachigali multijuga
germinadas foi, entdo, submetido a uma precipitagdo acida com a adigao de
acido citrico até atingir pH 4,0. Apds agitagao por 30 min, o extrato foi novamente

centrifugado sob as mesmas condi¢des descritas acima.

2.6.3. Didlise

Apés a precipitagdo acida, o sobrenadante foi dialisado em tampao

acetato de sdédio 50 mM, pH 5,5 durante a noite a 4 °C.

2.6.4. Cromatografia de troca idnica

A amostra obtida apos a didlise foi submetida a cromatografia de troca
idbnica, em uma coluna (17 x 3,0 cm) de DEAE-Sephacel Fast Flow, previamente
equilibrada com tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,5. As proteinas foram
eluidas com 200 mL desse tampéao, seguido por um gradiente salino crescente
formado por 200 mL de tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,5 e 200 mL do
mesmo tampao contendo 1 M de NaCl, a 4 °C, com fluxo de 40 mL/h. Fracdes de
4,0 mL foram coletadas. As fragcdes eluidas apresentando atividade de
o-galactosidase foram reunidas e concentradas pelo uso de um Amicon
ultrafiltration cell model 8400 (Bedford, MA) com uma membrana com poro de 10
kDa.

2.6.5. Cromatografia de filtracdo em gel

A amostra contendo as fragbes reunidas com atividade de a-galactosidase,
proveniente da cromatografia de troca ibnica, foi submetida a cromatografia de
filtracdo em gel em uma coluna (90,0 x 2,6 cm) de Sephadex G-150 equilibrada
com tampao acetato de sddio 25 mM, pH 5,5. As proteinas foram eluidas com o
mesmo tampéo a 4 °C, com fluxo continuo de 20 mL/h e coletadas em fragbes de

3,3 mL. As fragbes com atividade de a-galactosidase foram reunidas.
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2.7. Determinacgéo da atividade da a-galactosidase

2.7.1. Com o substrato sintético pNPaGal

Para os ensaios de atividade da a-galactosidase com o substrato sintético
pNPaGal, as misturas de reagdes continham 650 uL de tampdo acetato de sodio
100 mM, pH 5,0, 250 uL de solugdo pNPaGal 2 mM e 100 pL do extrato
enzimatico. As reacdes foram conduzidas por 15 min, em banho-maria a 40 °C e
interrompidas pela adicdo de 1 mL de solugdo de Na,COs3 0,5 M. Os valores de
absorbancia obtidos a 410 nm foram transformados em pmoles de pNP,
utilizando uma curva padrao construida com 0-0,2 pmoles de pNP a partir de uma
solucdo estoque de concentragcdo 2 ymoles/mL. Este procedimento foi definido
como ensaio padrdo. Uma unidade de enzima (U) foi definida como sendo a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de pNP por min, nas

condicbes de ensaio.

2.7.2. Com agucar ndo-redutor

Para os ensaios da atividade da a-galactosidase com o agucar redutor,
melibiose, a glicose liberada da reacdo foi determinada por meio do método da
glicose oxidase (BERGMEYER e BERNT, 1974). O ensaio foi conduzido com
500-800 pL de tampéo acetato de s6dio 100 mM, pH 5,0, 100 pL de solucéo de
acgucar redutor 10 mM (melibiose) e 100 pyL de extrato enzimatico. A reacéo foi
conduzida por 30 min a 40 °C sendo interrompida pela imers&do dos tubos em
banho de agua fervente, por 5 min, sendo depois colocadas em agua fria. Da
mistura da reagao foram coletados 150 pyL de cada tubo e adicionado 1 mL do
reativo de glicose oxidase e incubados por 15 min a 37 °C. A concentragdo de
glicose formada foi estimada espectrofotometricamente a 510 nm por uma curva
padrdo construida com 0-0,01 ymoles de glicose, utilizando-se uma solugéo
estoque de concentragdao 1 mg/mL. Uma unidade de enzima (U) foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de glicose por

min, nas condi¢des de ensaio.
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2.7.3. Com agucar redutor

Para os ensaios com os substratos sacarose, rafinose e estaquiose, as
atividades da a-galactosidase foram determinadas medindo-se a quantidade de
acgucar redutor produzida com o uso do reagente 3,5-dinitrossalicilato (DNS) pelo
método de MILLER (1956). A mistura de reacao continha 700-800 uL de tampao
acetato de sodio 100 mM, pH 5,0, 100-150 uL de solucédo de substrato sacarose
(100), rafinose (50 mM) ou estaquiose (150 mM) e 100 uL de extrato enzimatico.
O ensaio foi conduzido por 30 min a 40 °C. Apds este periodo, foi adicionado 1
mL do reagente DNS, as amostras foram fervidas por 5 min e deixadas em
repouso por 10 min a temperatura ambiente. Os valores de absorbancia obtidos a
550 nm foram transformados em pmoles de glicose, utilizando uma curva padrao
construida com 0-2,0 ymoles de glicose, a partir de uma solugéo estoque de
concentragcdo 2 mg/mL. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de agucar redutor por

min, nas condi¢des de ensaio.

2.7.4. Com outros substratos sintéticos

Os ensaios da atividade da a-galactosidase foram idénticos ao descrito no
item 2.7.1, exceto que foram utilizados os substratos p-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo (pNPBGal), o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (oNPBGal),
o-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo  (o0NPBGIc),  p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(pPNPaGilc), p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pPNPBX), p-nitrofenil-a-D-

arabinopiranosideo (pNPaA) e p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo (opNPaM).
2.7.5. Com polimeros

Ensaios para atividade da a-galactosidase foram realizados com
polimeros, como goma de alfarroba e goma guar (Sigma) como substratos, com o

uso do reagente 3,5-dinitrossalicilato (MILLER, 1956), como descrito no item

2.7.3. O ensaio foi conduzido por 180 min, a 35 °C, sendo constituido de 300 pL
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do extrato enzimatico, 500 pL de solugdo do polimero a 1 % (p/v) e 200 uL de

tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,0.

2.8. Determinacéo da concentracdo de proteina nos extratos enzimaticos

Os teores protéicos nas preparagbes enzimaticas da a-galactosidase
foram determinados conforme descrito por BRADFORD (1976).

Uma mistura de reagao contendo solugdo de proteinas (0-1300 uL) e
200uL do reagente de Bradford foi deixada em repouso por 15 min a temperatura
ambiente. A absorbancia das amostras foi determinada espectrofometricamente a
595 nm, e a concentragcdo das proteinas foi obtida por uma curva padrao
construida com 0-48 pg de albumina sérica bovina (BSA). O reagente de
Bradford concentrado 5 vezes foi preparado misturando-se 250 mg de
Coomassie Brilhant Blue G-250 em 125 mL de etanol 95 % (v/v) e 250 mL de
acido fosférico 85 % (v/v). Apds solubilizagdo, o volume foi completado para 500
mL e agitado por 30 min, filtrando-se a solugdo em papel Whatman n°1. Este
método baseia-se no desenvolvimento da cor em fungdo da ligagdo da proteina

com o pigmento Coomassie Brilhant Blue G-250.

2.9. Determinacdo do grau de pureza e da massa molecular da

a-galactosidase

2.9.1. Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), contendo SDS e
B-mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por LAEMMLI (1970). Os mini-
géis foram preparados a partir de solugéo estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30 % (p/v), tampé&o Tris/HCI 1,5 mol/L, pH 8,8, para o gel
separador e tampéo Tris/HCI 0,5 mol/L, pH 6,8, para o gel empilhador, persulfato
de aménio 10 % (p/v), dodecil sulfato de sédio (SDS) 10 % (p/v) e, N,N,N,N-
tetrametil-etilenodiamino de sodio (TEMED). As corridas eletroforéticas foram
realizadas a temperatura ambiente, a 80 V, em placas do Sistema Mini-Gel

(Sigma Chemical Co.). As amostras submetidas a eletroforese foram,
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anteriormente, precipitadas com acido tricloroacético (TCA) 50 %, lavadas com
acetona gelada e adicionadas ao tamp&do de amostra desnaturante 3 vezes
concentrado (Tris/HCI, 0,19 M, pH 6,8, 2,3 % (p/v) de SDS, 1 % (v/v) de glicerol,
5 % (v/v) de B-mercaptoetanol e azul de bromofenol), fervidas durante 5 min e
aplicadas no gel (LAEMMLI, 1970).

Os marcadores de massa molecular foram os seguintes: albumina sérica
bovina (BSA) (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Gliceraldeido-3-P desidrogenase
(36 kDa), Anidrase carbbnica (29 kDa), Tripsinogénio (24 kDa), Inibidor de
tripsina (20,1) e a-Lactoalbumina (14,2 kDa). As massas moleculares das fragdes
protéicas foram estimadas correlacionando-se, por meio de uma curva padrao, os
perfis de migracao das proteinas-padrao (distancia relativa percorrida no gel) com

o logaritmo da massa molecular.

2.9.2. Coloracao dos géis de eletroforese

As proteinas presentes nos géis foram reveladas com nitrato de prata,
conforme procedimento descrito por BLUM et al. (1987).

Apos a corrida eletroforética, os géis foram colocados em 100 mL de
solucéo fixadora (metanol, acido acético glacial e agua, na proporg¢ao de 50:12:38
em volume) por no minimo 2 h, seguido de 3 lavagens de 10 min com solucgdo de
etanol 50 %. Os géis foram lavados por 1 min, em solug&o de tiossulfato de sodio
0,02 % (p/v). Os géis foram rapidamente lavados com &gua destilada e
incubados, por 20 min, em solugdo de nitrato de prata 0,2 % (p/v), contendo 37
uL de formaldeido 37 % (v/v) e lavados 3 vezes, por 30 segundos, com agua
destilada. Posteriormente, os géis foram tratados com a solugdo reveladora
(carbonato de sodio 4 %, contendo 2 mL de solugéo de tiossulfato de sodio 0,02
% e 50 uL de formaldeido 37 %), até a visualizagdo das bandas protéicas. A

reacao foi interrompida pela adi¢cado de acido acético.
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2.10. Caracterizacdo enzimatica

2.10.1. Efeito do pH

Para a determinacdo do valor de pH o6timo de atividade da a-
galactosidase, a mistura de reacao e as condicbes de ensaio foram as mesmas
descritas no item 2.7.1, exceto que, o ensaio foi realizado em diferentes valores
de pH, utilizando-se tampdes Mcllvaine (McLLVAINE, 1921), na faixa de 3,0 a
7,0.

2.10.2. Efeito do pH na estabilidade e atividade da a-galactosidase

O efeito do pH na estabilidade da a-galactosidase foi testado incubando-se
a enzima na faixa de pH 3,0 a 7,0 por 15 e 30 min a 40 °C. Apds o periodo de

incubacgao, a atividade da enzima foi conduzida como descrito no item 2.7.1.

2.10.3. Efeito da temperatura

Para a determinacdo da temperatura o6tima de atividade da o-
galactosidase, a mistura de reacdo e as condi¢gbes de ensaio foram as mesmas
descritas no item 2.7.1, exceto o ensaio que foi conduzido em temperaturas

compreendidas entre 30 e 60 °C.

2.10.4. Andlise de termoestabilidade

A estabilidade térmica da o-galactosidase foi testada em varias
temperaturas. Aliquotas (0-100 uL) da enzima purificada juntamente com solugao
tampao acetato de sddio 100 mM, pH 5,0, foram pré-incubadas nas temperaturas
de 35 °C (por 0-260 h), 40 °C (por 0-36 h), 45 e 50 °C (por 0-180 mim). Apos
cada tempo de pré-incubacéao, 250 uL do substrato pNPaGal 2 mM foi adicionado
e 0s ensaios para as atividades das a-galactosidases foram conduzidos como

descrito no item 2.7.1.
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2.10.5. Meia-vida da a-galactosidase

O ensaio para determinar a meia-vida da enzima, ou seja, o tempo
necessario para que a atividade enzimatica seja reduzida pela metade, foi feito
utilizando-se 40 uL da enzima purificada e 710 uL de tamp&o acetato de sodio
100 mM, pH 5,0. As misturas foram pré-incubadas nas mesmas temperaturas e
tempos utilizados na determinagao das termoestabilidades. Apds cada tempo de
pré-incubagao, foram adicionados 250 uL do substrato pNPaGal 2 mM e os
ensaios para as atividades das o-galactosidases foram conduzidos nas

temperaturas de pré-incubacédo, como descrito no item 2.7.1.

2.10.6. Determinacdo da especificidade da a-galactosidase para diversos

substratos

Ensaios enzimaticos foram realizados com diversos substratos sintéticos,
naturais e polimeros com o objetivo de determinar a especificidade da enzima
purificada.

A atividade da o-galactosidase foi estimada com outros substratos
sintéticos, além do p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (pNPaGal), como
p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (pNPBGal), o-nitrofenil-g-D-galactopiranosideo
(oNPBGal),  o-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo  (oNPBGIc),  p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (pNPaGlc), p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPBX), p-nitrofenil-
a-D-arabinopiranosideo (pNPaA) e p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo (pNPaM).
Os ensaios foram realizados como descrito no item 2.7.4.

A atividade da a-galactosidase foi estimada com melibiose como descrito
no item 2.7.2, com os acgucares rafinose e estaquiose como descrito no item 2.7.3
e, polimeros como gomo de alfarroba e goma guar, conforme descrito no item
2.7.5.
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2.10.7. Efeito de ions, agentes redutores e acUcares na atividade da

a-galactosidase

Os efeitos de ions, agentes redutores e agucares na atividade da o-
galactosidase foram analisados utilizando-se 450 uL de tampao acetato de sédio
100 mM, pH 5,0, 0-100 pL das enzimas purificadas e 200 uL de solu¢gdes 10 mM
de cada um dos seguintes compostos: acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
nitrato de prata, cloreto de sddio, dodecil sulfato de sodio (SDS), cloreto de
potassio, sulfato de cobre, cloreto de calcio, B-mercaptoetanol, cloreto de
mercurio, iodoacetamida, sacarose, melibiose, D-glicose e D-galactose. As
misturas foram pré-incubadas em banho-maria por 15 min, a 40 °C e em seguida,
foram adicionados 250 pL do substrato pNPaGal 2 mM e os ensaios padrao das

atividades foram conduzidos conforme descricdo no item 2.7.1.

2.10.8. Determinacdo das constantes de Michaelis-Menten (Ky) e das

velocidades maximas (Vmax )

Para obtencdo dos valores de Ky e Vmax, 0S ensaios de atividade
enzimatica foram realizados utilizando-se concentragdes crescentes dos
substratos pNPaGal, rafinose, estaquiose e melibiose. Os ensaios enzimaticos
foram conduzidos como descrito no item 2.7.1 e concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0; 1,2; 1,6; e 2 mM para pNPaGal. A atividade da enzima com o substrato
rafinose nas concentracdes de 5; 7,5; 10; 12; 15; 20; 35; 50; 80; e 120 mM e
estaquiose nas concentracdes de 15; 25; 50; 75; 100; 150; e 200 mM foi medida
pela formacdo de acucar redutor com o uso do reagente 3,5-dinitrossalicilato
(MILLER, 1956), como descrito no item 2.7.3. Com o substrato melibiose
utilizaram-se as concentracoes de 0,8; 1,2; 2,0; 3,5; 5;0; 8,0; 12; 25; 35 e 50 mM,
sendo a atividade da enzima determinada pela formacédo de glicose livre
utilizando-se 0 método da glicose oxidase (BERGMEYER e BERNT, 1974), como
descrito no item 2.7.2.

Os valores de Ky e Vmax foram calculados pela curva de velocidade em
funcdo da concentragédo de substrato, curva de Michaelis-Menten, pelo programa

Sigma Plot , versao 9.0 para Windows.
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2.10.9. Determinacao da constante de inibicdo (K;) da a-galactosidase

O valor de K; foi determinado pela inclinacdo dos duplos reciprocos para o
inibidor galactose, com a enzima purificada e o substrato pNPaGal. Os ensaios
das atividades enzimaticas com pNPoaGal foram realizados nas mesmas
condicdes descritas no item 2.7.1, na auséncia ou presenca de 1,0; 2,0 e 3,0 mM

de galactose, com concentragdes de pNPaGal que variaram de 0,1 a 1 mM.

2.10.10. Determinacao da energia de ativacao

A energia de ativagao para o substrato pNPaGal foi determinada utilizando
o logaritimo da Vnax nas temperaturas de 30, 35, 40, 45 e 50 °C e utilizando o
grafico de Arrhenius. Essas Vmax foram determinadas utilizando os graficos do
duplo-reciproco em cada uma dessas temperaturas. Os ensaios para atividade
foram realizados conforme descrito no item 2.7.1, sendo que os valores de
concentracao de substrato utilizados variaram entre 0,1 e 1 mM.

Para o substrato rafinose as temperaturas foram 35, 40, 45 e 50 °C, as
concentracbes de substrato variaram entre 12 e 75 mM e os ensaios foram

realizados de acordo com o item 2.7.3.

2.11. Tratamento do extrato de soja desengordurado com a a-galactosidase

O extrato de soja desengordurado foi reconstituido em agua na proporgéo
de 1:10 (p/v), homogeneizado em agitador magnético por 10 min. Por¢cdes de
aproximadamente 2 g do extrato reconstituido foram transferidas para
erlenmeyers de 25 mL em triplicata. Foi adicionada, em cada erlenmeyer, uma
quantidade de enzima correspondente a 8 U. Os erlenmeyers foram, entéo,
incubados por 0, 4, 6 e 8 h em agitador rotatério com temperatura programada
para 40 °C e 100 rpm.

Para a determinagao da porcentagem de hidrélise dos GO presentes no
extrato de soja desengordurado, essas preparag¢des foram liofilizadas e os GO
extraidos de 30 mg do pé obtido como descrito no item 2.4.1. Os GO foram

quantificados como descrito no item 2.4.2. Os teores de GO determinados nos
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extratos tratados com a enzima foram comparados aqueles das amostras nao
tratadas.

A eficiéncia da hidrélise foi avaliada pela reducdo dos niveis dos GO
presentes no extrato de soja desengordurado, em fungdo do tempo de incubagéao
com a enzima.

Uma unidade de atividade enzimatica (1U) foi definida como sendo a
quantidade de enzima necessaria para produzir um 1 umol de produto por min,

nas condi¢des de ensaio.

2.12. Tratamento de galactomananas com a a-galactosidase

A capacidade da a-galactosidase purificada de sementes germinadas de
Tachigali multijuga em hidrolisar polimeros de galactomanana foi verificada. Foi
utilizado goma de alfarroba e goma guar como substrato para a enzima. Um
volume de 0,5 mL de solugdo de enzima (3,1 U) foi misturado com 0,5 mL de
solugédo de galactomanana 1 % (p/v). A mistura de reacao foi incubada por a 40
°C por 0, 6, 12 e 24 h. Apds o periodo de incubacéo, foi adicionado 1 mL do
reagente DNS, as amostras foram fervidas por 5 min e deixadas em repouso por
10 min a temperatura ambiente. O conteudo de acgucares redutores foi
determinado de acordo com MILLER (1956).

62



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicado bioquimica das sementes de Tachigali multijuga e

atividade de a-galactosidase durante a germinacao

O conteudo de proteinas, lipideos, cinzas e carboidratos total foi
determinado nas sementes maduras de Tachigali multijuga com o objetivo de
determinar a composi¢cao centesimal. Os resultados demonstraram que as
sementes maduras contém 36,37 % de proteinas, 2,38 % de lipideos, 3,53 % de
cinzas e 57,72 % de carboidratos total.

Os galactooligossacarideos (GO) também foram quantificados. Sacarose,
rafinose e estaquiose estdo presentes em sementes de Tachigali multijuga na
concentragao de 0,83 + 0,05 %, 0,30 £ 0,04 % e 1,16 £ 0,21 %, respectivamente.
Usualmente eles correspondem somente a uma menor fragdo dos carboidratos
de sementes (ZIEGLER, 1995). Nas sementes de Tachigali multijuga, a
quantidade de sacarose, rafinose e estaquiose correspondeu a 1,44 %, 0,52 % e
2,00 %, respectivamente, do total de carboidratos.

Ja é bem conhecido, que os GO desaparecem rapidamente apos
embebicdo da semente e que eles sao completamente hidrolisados antes dos
carboidratos poliméricos (VIDAL-VALVERDE et al.,, 2002; EL-ADAWY et al.,
2003), indicando que eles apresentam um papel especial no inicio da

germinagao. A a-galactosidase, enzima responsavel pela quebra de GO e uma
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das trés enzimas requeridas para a hidrdlise de galactomananas em sementes,
tem, portanto, um importante papel durante a germinagdo. Em sementes de
Pisum sativum, a inibicdo da a-galactosidase bloqueou a degradagédo de GO,
levando a uma demora na germinagao de alguns dias (BLOCHL et al., 2007).

As sementes de Tachigali multijuga foram utilizadas como fonte da enzima
a-galactosidase. Uma vez que esta enzima € importante para a germinagao, as
sementes de Tachigali multijuga foram colocadas para germinar conforme
descrito no item 2.5, com o objetivo de induzir a atividade enzimatica da
o-galactosidase. Este passo foi importante para os procedimentos de purificagao,
0s quais necessitam da enzima com alta atividade. Os resultados demonstraram
que a atividade da enzima aumentou durante a germinagdo das sementes e

alcangou maxima atividade apds 108 h de embebigao (Figura 2).
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Figura 2 — Atividade especifica da enzima a-galactosidase no extrato bruto de
sementes de Tachigali multijuga durante a germinagao.

3.2. Purificagdo da a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali

multijuga

O extrato bruto foi obtido a partir de sementes de Tachigali multijuga

germinadas por 108 h de acordo com o item 2.6.1, e foi submetido as etapas de
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purificacdo. Um resumo das etapas de purificagao esta apresentado na Tabela 1.
Durante as etapas de purificagdo a atividade da a-galactosidase foi determinada
utilizando o substrato pNPaGal, como descrito no item 2.7.1, e o teor protéico

determinado pelo método de Bradford, conforme descri¢ao no item 2.8.

Tabela 1 - Resumo das etapas de purificagdo da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga.

Atividade Atividade

Etapas Pr(or;[%i)na Tota] . Esp(.ec_l'1fica . pEﬁit’i%;gZo Ren((:li/r:;ento
(mMM.min"") (MM.min".mg™")
Extrato bruto 392,20 135,79 0,35 1,00 100,00
Precipitacao acida 278,78 123,00 0,44 1,27 90,58
Dialise 256,00 121,90 0,48 1,38 89,77
DEAE-Sephacel 20,49 87,48 4,27 12,33 64,42
Sephadex G-150 0,10 8,36 86,16 248,87 6,16

A enzima a-galactosidase foi purificada 248,87 vezes, com rendimento de
aproximadamente 6%. WILLIAMS et al. (1978) trabalhando com
o-galactosidase de sementes de Trifolium repens conseguiram um fator de
purificacéo de 2.863, mas com um rendimento de 2,6 % para a-galactosidase IV.
GUIMARAES et al. (2001) trabalhando com o-galactosidase de sementes
germinadas de soja var. Doko, obtiveram um rendimento final de 2,0 % e um fator
de purificagdo de 2.404, para a enzima P2. VIANA et al. (2005) purificaram a
a-galactosidase de sementes de soja var. CAC-1 12,7 vezes e obteveram um
rendimento de 25,6 %.

As etapas de precipitacdo acida e dialise foram feitas como descrito nos
itens 2.6.2 e 2.6.3. A amostra enzimatica foi purificada 1,27 e 1,38 vezes, apés a
etapa de precipitacdo e dialise, respectivamente. A dialise foi importante para a
retirada de sal presente na amostra e também para equilibrar a amostra com o
mesmo tampao utilizado na cromatografia de troca iénica.

O material da dialise foi submetido a cromatografia de troca-i6nica, em
coluna de DEAE-Sephacel. O perfil da cromatografia de troca-ibnica esta

representado na Figura 3.
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Figura 3 - Perfil cromatografico de eluicdo da enzima o-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multjuga em coluna anidnica

DEAE-Sephacel. Atividade de a-galactosidase (®); proteina (A),
gradiente de 0 -1,0 M de NaCl (_ ).

O perfil de eluicdo da cromatografia em coluna de troca-ibnica revelou a
presenga de apenas um pico protéico com atividade de a-galactosidase, que foi
eluido com aproximadamente 0,5 M de NaCl. As fracbes contendo a atividade
enzimatica foram reunidas e concentradas por ultrafiltracdo. Nesta etapa, a
enzima foi purificada 12,33 vezes, com um rendimento de 64,42 % (Tabela 1).

VIANA et al. (2006) obtiveram um resultado semelhante purificando a
a-galactosidase da levedura Debaryomyces hansenii UFV1, utilizando a resina
DEAE-Sepharose.

A amostra ultrafiltrada foi submetida a cromatografia de filtragcdo em gel,

utilizando uma coluna de Sephadex G-150. Um perfil demonstrativo desta eluigdo

esta representado na Figura 4.
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Figura 4 - Perfil cromatografico de eluicdo da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multjuga em coluna de

Sephadex G-150. Atividade de a-galactosidase (®); proteina (A).

Foi observado somente um pico com atividade de a-galactosidase e este
foi dividido em duas fragdes. A primeira fragdo (F1) contendo os tubos de 90 a
103, apresentaram alta atividade enzimatica e baixo teor de proteinas, e a
segunda fracdo (F2) contendo os tubos 104 a 116, apresentaram atividade
enzimatica porém com teor protéico alto. Apds esta etapa, a fragdo F1 foi
purificada 248,87 vezes, com um rendimento de 6,16 % (Tabela 1). Esta fragéo
foi utilizada na caracterizagao enzimatica. KANG e LEE (2001), relataram um
fator de purificacdo de 103,16, apds a cromatografia em Sephacril S-200, para a

o~galactosidase de Vitis labruscana cultivar Honey black.
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3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para confirmacdo das etapas de purificacdo da a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga, as fragdes que apresentaram
atividade enzimatica, eluidas das colunas de DEAE-Sephacel e de Sephadex
G-150 foram submetidas a eletroforese, em gel de poliacrilamida 12,5 %, sob
condi¢bes desnaturantes. O perfil de migragcdo das proteinas presentes nessas

amostras esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12,5 %) corado com prata de
amostras da enzima a-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga. 1- marcadores de massa molecular; 2- extrato
bruto; 3- fragcdo enzimatica proveniente da DEAE-Sephacel;
4- fracao enzimatica proveniente da Sephadex G-150.

A analise eletroforética em gel de poliacrilamida indicou a presenca de
varias bandas protéicas no extrato bruto obtido a partir de sementes germinadas
de Tachigali multijuga (Figura 5 - canaleta 2). Duas bandas protéicas foram
visualizadas na fragdo enzimatica proveniente da cromatografia de troca-ibnica
(Figura 5 - canaleta 3) e a presencga de apenas uma banda protéica foi observada
na fragdo enzimatica proveniente da cromatografia de filtragdo em gel (Figura 5 -

canaleta 4).
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3.3.1. Determinagdo da massa molecular

A massa molecular da enzima a-galactosidase purificada de sementes
germinadas de Tachigali multijuga foi calculada a partir da regressao linear,
correlacionando-se o logaritmo das massas moleculares das proteinas padrao
com a distancia relativa percorrida no gel SDS-PAGE (Figura 5). Para a distancia
relativa percorrida de 0,370 pela enzima a-galactosidase foi calculado o valor da

massa molecular de aproximadamente 38 kDa (Figura 6).
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Figura 6 - Determinagdo da massa molecular da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga. Marcadores de massa
molecular: Albumina bovina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa),
Gliceraldeido-3-P desidrogenase (36 kDa), Anidrase carbdnica (36
KDa), Tripsinogénio (24 kDa), Inibidor de tripsina (20,1 kDa) e
o~ Lactoalbumina (14,2 kDa). Distancias relativas percorridas pelos
marcadores (®) e pela a-galactosidase (O).

Valores préximos da massa molecular da a-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga foram encontrados para as a-galactosidases
de sementes de Trifolium repens, 41 kDa (WILLIAMS et al., 1978), de cultura de
células de Oryza sativa L. var. Nipponbare, 41 kDa (KIM et al., 2002) e de Coffee
beans, 40 kDa (MARRACCINI et al., 2005). Entretanto, valores de massa
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molecular menores foram encontrados em sementes de Sesbania virgata, 26 kDa
(TONINI et al., 2006) e Vigna unguiculata, 33 kDa (OLIVEIRA-NETO et al., 1998)

Por outro lado, algumas a-galactosidases de microorganismos possuem
valores de massa molecular maiores como a determinada em Aspergillus
fumigatus, 54,7 kDa (de REZENDE et al., 2005), em Thermomyces lanuginosus,
57 kDa (PUCHART et al., 2000) e em Debaryomyces hansenii UFV1, 60 kDa
(VIANA et al., 2006).

3.4. Caracterizagcdo cinética da a-galactosidase purificada de sementes

germinadas de Tachigali multijuga

3.4.1. Efeito do pH

A atividade da a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali
multijuga foi testada na faixa de pH compreendida entre 3,0 e 7,0, na temperatura
de 40 °C, utilizando o pNPaGal como substrato (Figura 7). Maxima atividade foi
encontrada na faixa de pH 5,0 - 5,5. Em pH 7,0 a atividade da a-galactosidase foi

nula.
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Figura 7 - Efeito do pH na atividade da enzima a-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga.
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GAO e SCHAFFER (1999) encontraram um resultado semelhante para a
forma acida da a-galactosidase de Cucumis melo L. cv C-8. A enzima apresentou
atividade maxima na faixa de pH 5,0 - 5,5. OLIVEIRA et al. (2005) trabalhando
com a a-galactosidase de sementes de Platymiscium pubescens Micheli
encontraram um valor 6timo de atividade no pH 5,5. No trabalho realizado por
CALLEGARI (2003), a a-galactosidase semipurificada de sementes de soja var.
Monarca apresentou atividade maxima no pH 5,0.

Resultados similares foram encontrados para o fungo Thermomyces
lanuginosus cepa CBS395.62/b, pH 5,0 - 5,5 (REZESSY-SZABO et al., 2006).
Por outro lado, valores menores de pH 6timo foram encontrados para a
a-galactosidase dos fungos Aspergillus niger, pH 4,5 (MANZANARES et al.,
1998), Aspergillus fumigatus , pH 4,0 - 4,5 (de REZENDE et al., 2005) e
Thermomyces lanuginosus, pH 4,5 - 5,0 (PUCHART et al., 2000).

3.4.2. Efeito do pH na estabilidade e atividade da a-galactosidase

O efeito do pH na estabilidade da o-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga foi testado incubando-se a enzima nos valores
de pH entre 3,0 e 7,0 por 15 e 30 min a 40°C. Apds o periodo de pré-incubagao,
a atividade da enzima foi determinada como descrito no item 2.7.1. A atividade
relativa e a estabilidade da a-galactosidase em diferentes valores de pH estédo

mostrados na Figura 8.
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Figura 8 - Estabilidade ao pH da enzima a-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga por 15 (v) e por 30 min (m). A
atividade foi determinada em pH 5,0 a 40 °C ap6s pré-incubagao da
enzima nos valores de pH 3,0 — 7,0.

O valor de pH para atividade maxima da a-galactosidase foi entre 5,0 e
5,5. A enzima reteve 100 % de sua atividade quando pré-incubada em pH 4,5 -
7,0, por 15 min a 40 °C. Entretanto, quando pré-incubada nas mesmas condi¢coes
por 30 min, teve atividade nula em pH 7,0. A a-galactosidase manteve
consideravel atividade quando pré-incubada no pH 4,0, por 15 e 30 min a 40 °C,
mas perdeu total atividade no pH 3,0.

Segundo SEGEL (1979), os efeitos do pH na estabilidade de uma enzima
devem ser levados em conta em qualquer estudo do efeito do pH na ligagdo do
substrato e na catalise. A curva de pH nao da indicagdes da razéo pela qual a
velocidade declina acima e abaixo do pH 6timo e, o declinio poderia resultar da
constituicdo de uma forma i6nica ndo adequada do substrato ou da enzima (ou
de ambos), ou da inativagdo da enzima, ou ainda da combinac¢ao destes efeitos.
No entanto, a estabilidade de uma enzima ao pH também depende de outros
fatores como temperatura, forca ibnica, natureza quimica do tampao,
concentracdo de ions metalicos e contaminantes, concentragao de substratos ou
cofatores da enzima ou da propria concentragéo da enzima.

Nos valores de pH 4,0 - 6,0, a enzima a-galactosidase reteve mais de

70 % de sua atividade (Figura 8). Portanto, os resultados sugerem que, nestes

72



valores de pH ndo ha mudanca significativa na cadeia lateral de aminoacidos que
sao essenciais para a catalise.

Uma enzima pode permanecer estavel ou entdo perder atividade, quando
incubada por um periodo de tempo mais longo em pH diferente do étimo. Neste
trabalho foi observado que uma pré-incubacgao por 30 min em pH 7,0 promoveu
irreversivel perda de atividade na a-galactosidase, enquanto que sua atividade foi
totalmente mantida apds pré-incubacao por um curto periodo de tempo de 15 min
(Figura 8).

Outras a-galactosidases descritas na literatura foram estudadas quanto a
estabilidade ao pH. A a-galactosidase de Debaryomyces hansenii UFV1, quando
incubada por 30 min a 60 °C em pH 4,0 - 7,6, manteve 82 % de sua atividade,
mas perdeu 90 % de atividade apds a incubagao em pH 3,0 (VIANA et al., 2006).
A o-galactosidase de Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146) foi
completamente estavel em pH 6,0 - 9,0, e manteve 60 - 80 % de sua atividade
quando incubada em pH 3,5 - 5,5 (GOTE et al., 2006).

3.4.3. Efeito da temperatura

A atividade da a-galactosidase purificada foi ensaiada na faixa de
temperatura entre 30 e 65 °C em pH 5,0, utilizando o substrato sintético pNPaGal
(Figura 9). As maiores atividades foram detectadas entre as temperaturas de 40 e
55 °C, sendo que a temperatura de maxima atividade da enzima foi a 50 °C.

Entretanto, na temperatura de 60 °C houve perda total de atividade enzimatica.
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Figura 9 - Efeito da temperatura na atividade da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga.

O efeito da temperatura sobre a atividade da enzima o-galactosidase foi
verificada por outros autores. Temperaturas otimas iguais ao descrito neste
trabalho, 50 °C, foram encontrados por CALLEGARI (2003) e VIANA et al (2005)
para as a-galactosidases de sementes germinadas de soja var. Monarca e de
sementes germinadas de soja var. CAC-1, respectivamente. No entanto,
temperaturas 6timas de 45 °C, foram descritas para a a-galactosidase 3 de
Carica papaya L. (SOH et al., 2006) e para a o-galactosidase de cultura de

células de Oryza sativa L. var. Nipponbare (KIM et al., 2002).

3.4.4. Anélise da termoestabilidade

Para os ensaios de termoestabilidade, amostras enzimaticas foram pré-
incubadas nas temperaturas de 35, 40, 45 e 50 °C, por varios periodos de tempo
como descrito no item 2.10.4. A a-galactosidase foi bastante termoestavel. A
enzima reteve cerca de 65 % de sua atividade original, quando incubada por 12 h
e 200 h a 40 e 35 °C, respectivamente (Figura 10A). Na temperatura de 45 °C, a
enzima manteve em torno de 70 % de sua atividade original por 30 min, e perdeu
aproximadamente 60 % de sua atividade apds 180 min. No entanto, a 50 °C, a
enzima o-galactosidase perdeu 79% de sua atividade inicial apdés 30 min de

incubacdo (Figura 10B). Embora a temperatura de atividade maxima da
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a-galactosidase tenha sido 50 °C, nesta temperatura a enzima apresentou pouca

estabilidade, portanto, a temperatura de trabalho escolhida foi 40 °C.
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Figura 10 - Termoestabilidade da enzima o-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga. As amostras enzimaticas
foram pré-incubadas por diversos periodos de tempo a 35 (e),

40 (0), 45 (#) € 50°C (A) e ensaiadas a 40 °C.
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A a-galactosidase de sementes germinadas de soja var. CAC-1 foi
termoestavel, e nao perdeu atividade a 35 - 40 °C apds 3 h. No entanto, a enzima
perdeu 60 % de sua atividade quando pré-incubada a 45 °C apdés 3 he 78 % a
50 °C depois de 30 min (VIANA et al., 2005). Em sementes de Platymyscium
pubescens Micheli, as a-galactosidases C1 e C2 mantiveram 70 % de sua
atividade a 45 °C por 3 h, mas a 50 °C a a-galactosidase C1 perdeu
completamente sua atividade com 30 min de pré-incubacdo e a
a-galactosidase C2 manteve 40 % de sua atividade apos 180 min (OLIVEIRA et
al., 2005). Em Carica papaya L., a a-galactosidase 2 perdeu 50 % de atividade a
47 °C por 10 min (SOH et al., 2006).

Normalmente, a-galactosidases de plantas sdo menos termoestaveis que
a-galactosidases de microorganismos. A oa-galactosidase de Aspergillus niger
nao perdeu atividade quando pré-incubada por 8 h a 40 °C (MANZANARES et al.,
1998). A a-galactosidase de Talaromyces flavus permaneceu totalmente estavel
quando pré-incubada por 22 h em temperaturas acima de 40 °C, e somente foi
inativada apés 5 h em temperaturas acima de 60 °C (SIMERSKA et al., 2007). A
a-galactosidase de Thermomicyces lanuginosus cepa CBS395.62/b foi estavel
por 24 h a 55 °C em pH 6,4 - 8,3. A enzima apresentou rapido decréscimo de
atividade em temperaturas superiores a 65 °C (REZESSY-SZABO et al., 2007).

3.4.5. Meia-vida da a-galactosidase

Os valores de meia-vida da a-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga foram calculados por regressao nao-linear, por meio de uma
curva de velocidade de reacdo versus o tempo de pré-incubacdo. Esses
parametros foram calculados utilizando o programa Sigma Plot, versao 9.0 para
Windows.

Os ensaios foram realizados nas temperaturas de 35, 40, 45 e 50 °C,
usando o substrato pNPaGal conforme descrito no item 2.10.5. Na temperatura
de 35 °C, o tempo estimado de meia-vida da a-galactosidase foi 179 h (Figura
11). A 40 °C, a meia-vida foi 17 h e 40 min (Figura 12); a 45 °C, a meia-vida foi
117 min (Figura 13) e a 50 °C, a meia-vida foi 16 min (Figura 14).
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Figura 11 - Determinagado da meia-vida a 35 °C, da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga. Cada ponto representa
a média de trés repeticoes. Os valores de desvio padrdao foram
sempre inferiores a 10 %.
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Figura 12 - Determinagdo da meia-vida a 40 °C, da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga. Cada ponto representa
a média de trés repeticbes. Os valores de desvio padrdo foram
sempre inferiores a 10 %.
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Figura 13 - Determinagcdo da meia-vida a 45 °C, da enzima a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga. Cada ponto representa
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Figura 14 - Determinagado da meia-vida a 50 °C, da enzima oa-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga. Cada ponto representa
a média de trés repeticbes. Os valores de desvio padrdo foram
sempre inferiores a 10 %.
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CALLEGARI (2003) determinou a meia-vida para a a-galactosidase
semipurificada de sementes germinadas de soja var. Monarca de 14,4 h a
40 °C. GUIMARAES et al. (2001) encontraram para as o-galactosidases P1 e P2
de sementes germinadas de soja var. Doko meia-vida de 16,0 e 11,2 min,
respectivamente, a 50 °C. VIANA (2002) encontrou uma meia-vida de 337,30 e
30,26 min para a a-galactosidase semipurificada de sementes germinadas de
soja var. CAC-1, nas temperaturas de 45 e 50 °C, respectivamente.

A meia-vida a 50 °C da a-galactosidase de Debaryomyces. hansenii foi de
821 min (VIANA et al., 2006). Estudos com a a-galactosidase do fungo termofilico
Thermomyces lanuginosus realizados por PUCHART et al. (2000) mostraram que
a meia-vida a 65 °C da enzima foi de 180 min. Para a a-galactosidase de Bacillus
stearothermophilus (NCIM-5146) a meia-vida da enzima a 70 °C foi de 30 min
(GOTE et al., 2006).

3.4.6. Especificidade da a-galactosidase com outros substratos

A enzima a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga
foi avaliada quanto a capacidade de hidrolisar substratos sintéticos e naturais e
polissacarideos.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que a enzima
a-galactosidase hidrolisou mais eficientemente o substrato sintético pNPaGal,
seguido dos substratos naturais rafinose, melibiose e estaquiose. A enzima foi
capaz de hidrolisar o pNPaGal, mas nao hidrolisou os outros substratos sintéticos
que contém ligagdes B ou que contém residuos de glicose, arabinose, xilose e
manose. Isto significa que a enzima apresentou especificidade absoluta para

residuos de D-galactose ligados em posi¢éo a.
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Tabela 2 - Atividade relativa da enzima a-galactosidase de sementes germinadas
de Tachigali multijuga ensaiada contra alguns substratos. As
atividades foram calculadas em relacdo a atividade com o substrato
pNPaGal, que foi considerada como 100%.

Substrato Concentragao (mM)? Atividade relativa (%) + SD
pNPaGal 0,5 100 £ 0,08

Sacarose 10 0

Rafinose 5 60,96 + 0,06

Melibiose 12 17,55+ 0,05
Estaquiose 15 13,16 £ 0,04

Goma de alfarroba 0,5 2,80 £ 0,26

Goma guar 0,5 2,54 £ 0,29

ONPBGal® 0,5 0

pNPBGal’ 0,5 0

ONPBGIc® 0,5 0

pNPaGIc® 0,5 0

pNPoA® 0,5 0

pNPBX° 0,5 0

pNPaMP® 0,5 0

@ Concentracao final em mM exceto para os substratos goma de alfarroba e goma
guar (%).

b o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (oNPpBGal), p-nitrofenil-p-D-

galactopiranosideo (pNPpGal), o-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (oNPBGIc), p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo  (pNPaGlc), p-nitrofenil-a-D-arabinopiranosideo
(PNPaA), p-nitrofenil-B-D-xilopiranosideo (pNPBX) e p-nitrofenil-a-D-
manopiranosideo (pNPaM).

Resultados semelhantes para a atividade da enzima o-galactosidase
contra substratos sintéticos foram obtidos por CHINEN et at. (1981) para a
o-galactosidase de Saccharum officinarum, por KANG e LEE (2001) para a
a-~galactosidase de Vitis labruscana cultivar Honey black, e por OLIVEIRA et al.
(2005), para as a-galactosidases C1 e C2 de sementes de Platymiscium
pubescens Micheli.

Para os substratos naturais, as a-galactosidases C1 e C2 de sementes de

Platymiscium pubescens Micheli apresentaram uma atividade relativa de 94 e
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100 % para rafinose e 63 e 56 % para estaquiose, respectivamente (OLIVEIRA et
al., 2005). VIANA et al. (2005) obtiveram uma atividade relativa para rafinose e
estaquiose de 113 % e 50,78 %, respectivamente, para o-galactosidase de
sementes germinadas de soja var. CAC-1.

A o-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga
hidrolisou os polissacarideos testados. Estudos realizados com a a-galactosidase
de Oryza sativa L. var. Nipponbare (KIM et al., 2002) mostraram que a enzima
hidrolisou 32 e 24 % de goma de alfarroba e goma guar, respectivamente. A
a-galactosidase atuou em goma de alfarroba mais rapidamente do que em goma
guar e, este mesmo efeito foi relatado para outras enzimas microbianas e de
plantas (PUCHART et al., 2000).

3.4.7. Efeito de ions, acucares e agentes redutores na atividade da

a-galactosidase

O efeito de ions, agucares e agentes redutores na atividade da
o-galactosidase foi determinado pré-incubando solugbes destes compostos com
a preparacao enzimatica por 15 min, a 40 °C (Tabela 3), seguido da realizagao do
ensaio normal de atividade, tendo pNPaGal como substrato. A atividade relativa
foi calculada considerando a atividade da enzima pré-incubada sem efetor como
100 %.

A o-galactosidase foi completamente inibida por Hg*, Cu®** e Ag* e foi
parcialmente inibida por D-galactose e melibiose. Redugdo na atividade da
a-galactosidase por Hg®* e Ag® foi relatado por alguns autores (CHINEN et al.,
1981; ITOH et al., 1986; KIM et al., 2002; SOH et al., 2006). A atividade das
a-galactosidases C1 e C2 de sementes de Platymiscium pubescens Micheli foi
totalmente inibida por Cu*? (OLIVEIRA et al., 2005). Este tipo de inibicdo por ions
usualmente sugere reagao que envolve grupos carboxilicos, ou grupos amino
(presentes em lisina e arginina) e imidazol da histidina no sitio ativo da enzima
(DEY e PRIDAM, 1972).
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Tabela 3 - Efeito de ions, agucares simples e agentes redutores sobre a atividade
da enzima o-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali

multijuga.
Atividade relativa (%) + SD

Efetor® a-galactosidase
--- 100,0 + 0,31
HgCl, 0
NaCl 101,20 £ 0,02
SDS 0
-mercaptoetanol 99,48 + 0,02
CaCl, 93,94 £ 0,03
KCI 94,00 £ 0,03
CuSOq4 1,43 £ 0,08
lodoacetamida 95,69 + 0,02
AgNO3 0
EDTA 113,83 £ 0,01
Sacarose 97,34 + 0,01
D-Glicose 101,98 + 0,01
D-Galactose 69,89 £ 0,01
Melibiose 75,56 £ 0,1

@ A concentragado final de SDS foi de 1 mM. A concentragéo final dos outros

compostos no ensaio foi de 2 mM.

A a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga nao foi
inibida por B-mercaptoetanol, mas o SDS foi um inibidor potente. O detergente
ibnico SDS é um agente desnaturante totalmente eficiente para proteinas. Na sua
presenca muitas proteinas perdem suas fungdes pelo rompimento total ou parcial
das estruturas terciaria ou quaternaria (BISCHOFF et al., 1998).

A atividade da a-galactosidase nao foi inibida por EDTA e iodoacetamida,
isto sugere que a enzima ndo é uma metaloenzima, e que grupos —SH (sulfidrila)
nao fazem parte da catalise. Resultados semelhantes foram relatados para a a-
galactosidase de sementes germinadas de soja var. CAC-1 (VIANA et al., 2005).

A mesma enzima apresentou baixa ou nenhuma inibicdo por Na*', K*', EDTA,

82



iodoacetamida, B-mercaptoetanol e D-glicose, mas foi altamente inibida por SDS,
Cu?* e D-galactose.

As a-galactosidases de microorganismos também tiveram comportamento
semelhante ao descrito neste trabalho. A a-galactosidase de Debaryomyces
hansenii UFV1 apresentou baixa ou nenhuma inibicdo por SDS, NacCl, K*1, Ca*?
sacarose e D-glicose. Cu?* e Ag® inibiram completamente a enzima e a
D-galactose e a melibiose inibiram parcialmente (VIANA et al., 2006). A atividade
da a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus foi completamente inibida por
Hg*, Cu* e Ag® na concentragdo de 1 mM (GOTE et al, 2006) e a
a-galactosidase de Penicillium griseoroseum teve sua atividade totalmente
reduzida por Hg?*, Ag* e SDS (FALKOSKI et al., 2006).

3.4.8. Constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade maxima (Vmax )

O efeito da concentragdo dos substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e
estaquiose na velocidade da reacdo catalisada pela a-galactosidase foi
determinado pela curva de Michaelis-Menten.

Os valores da constante cinética Ky e da velocidade maxima Vmax para

cada substrato estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de Ky, Vmax € Vmax/Ku determinados pela curva de Michaelis-
Menten com os substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose
para a enzima a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali

multijuga.
Substratos Kw (MmM) Vinax * Vimax/Km (mMin™)
pNPaGal 0,45 0,47 1,043
Melibiose 5,37 0,06 0,011
Rafinose 39,62 1,38 0,035
Estaquiose 48,80 0,18 0,004

* Para o substrato pNPaGal, Vmax esta expressa em mM de pNP/min; para o
substrato melibiose, Vmax €std em mM de glicose/min e para os substratos
rafinose e estaquiose, Vmax €sta em mM de agucar redutor/min.
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O valor de Ky calculado para o substrato pNPaGal (Figura 15) foi menor
em relacdo aos outros substratos, seguido pelo Ky para o substrato melibiose
(Figura 16), rafinose (Figura 17) e estaquiose (Figura 18). O valor de Ky para o
substrato estaquiose foi 0 maior encontrado.

SEGEL (1979), afirma que a constante cinética Ky indica a “adequacidade”
relativa de diferentes substratos para uma determinada enzima. Ou seja, o
substrato que apresenta um menor valor de Ky possui uma maior afinidade
aparente para a enzima. Da mesma maneira, o valor da relagcado Vmax/Ky, pode
ser utilizado como um parametro de comparagao para medir a eficiéncia catalitica
de uma enzima para diferentes substratos, sendo que, maiores valores da
relacdo Vmax/Kn indicam uma maior eficiéncia catalitica.

Com base nessas informagdes pode-se concluir que o substrato pNPaGal
€ usado preferencialmente pela enzima a-galactosidase de sementes germinadas
de Tachigali multijuga uma vez que apresentou menor valor de Ky, e que, a
eficiéncia catalitica representada pela relacdo Vnax/Kyw foi maior para o substrato
pNPaGal seguido dos substratos rafinose, melibiose e estaquiose (Tabela 4).

SOH et al. (2006) determinaram para a a-galactosidase de Carica papaya
L. um valor de Ky de 1,36 mM para o substrato pNPaGal. De acordo com
GUIMARAES et al. (2001), os valores de Ky calculados para os substratos
pNPaGal, melibiose e rafinose foram 0,76 mM; 534 mM e 5,53 mM,
respectivamente, para a a-galactosidase P2 de sementes germinadas de soja
var. Doko. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados neste trabalho,
exceto para o substrato rafinose.

As a-galactosidases C1 e C2 de Platymiscium pubescens Micheli tém,
respectivamente, um Ky s de 0,54 mM e 0,78 mM para o substrato pNPaGal, e
um Ky ap de 4,64 mM e 5,09 mM para o substrato rafinose (OLIVEIRA et al.,
2005). GAO e SCHAFER (1999) encontraram um valor de Ky para os substratos
pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose de 0,3 mM; 0,7 mM; 4,2 mM e 10,5
mM, respectivamente, para a a-galactosidase acida de Cucumis melo L. cv  C-8.
Valores maiores de Ky foram determinados para a o-galactosidase 1 de
sementes de Trifolium repens, 1,1 mM para o substrato pNPaGal e 67 mM para o
substrato rafinose (WILLIAMS et al., 1978).
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Para a a-galactosidase de Trichoderma reesei, o valor de Ky calculado foi
de 0,05 mM; 3,0 mM e 11,0 mM para os substratos pNPaGal, melibiose e
rafinose, respectivamente (SHABALIN et al., 2002). De acordo com VARBANETS
et al. (2001), os valores de Ky para a oa-galactosidase de Penicillium sp. 23,
estimados para os substratos pNPaGal, melibiose, rafinose e estaquiose foram
1,0 mM; 4,0 mM; 5,7 mM e 3,5 mM, respectivamente. FALKOSKI et al. (2006)
determinaram para os substratos pNPaGal, melibiose e rafinose um valor de
Kwm app Para a o-galactosidase de Penicillium griseoroseum de 1,32 mM, 2,06 mM

e 20,67 mM, respectivamente.
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Figura 15 - Efeito da concentracdo do substrato pNPaGal na velocidade da
reacdo catalisada pela enzima o-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga.
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Figura 16 - Efeito da concentracdo do substrato melibiose na velocidade da
reacao catalisada pela enzima o-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga.
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Figura 17 - Efeito da concentragédo do substrato rafinose na velocidade da reagéo
catalisada pela enzima a-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga.
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Figura 18 - Efeito da concentracdo do substrato estaquiose na velocidade da
reacdo catalisada pela enzima o-galactosidase de sementes
germinadas de Tachigali multijuga.

3.4.9. Constante de inibicdo (K;) para o agucar galactose

Para determinar a constante de inibicdo para a galactose, foi feito o grafico
dos duplos reciprocos para a velocidade da reacdo de hidrolise do substrato
pNPaGal pela ao-galactosidase na auséncia e presenga de diferentes
concentragbes de galactose (Figura 19). Observa-se uma maior inclinacdo das
retas com o aumento da concentracdo da galactose, o que representa uma
menor velocidade da reagao enzimatica, ou seja, houve inibigao.

Analisando a Figura 19, percebe-se uma tendéncia das retas a se
encontrarem no eixo Y, indicando que a inibicdo € do tipo competitiva. Neste
caso, a velocidade maxima tende a ser constante, mesmo na presenga do
inibidor, e 0 Ky se torna maior, pois € necessaria uma maior concentracéo de
substrato para que a velocidade seja igual a metade da velocidade maxima, ja

que inibidor e substrato competem pelo mesmo sitio na enzima.
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Figura 19 — Gréafico dos duplos reciprocos para a velocidade da reagdo em
funcdo da concentracdo de galactose para a enzima
o-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga na
auséncia (e) e na presenca de 1 mM (0), 2 mM (v) e 3 mM (A) de
galactose.

Para determinar a constante de inibicao (Ki) para a galactose, foi
utilizado o grafico de DIXON (1953). O grafico foi construido com a inclinagédo dos
duplos reciprocos versus concentragdo do inibidor (Figura 20). Através da
extrapolagcédo desse grafico obteve-se o valor de K; quando Y = 0. A inibigdo pela
galactose € do tipo competitiva com um valor de K| igual a 2,74 mM.

Um resultado proximo ao encontrado neste trabalho foi determinado por
GAO e SHAFFER (1999) estudando a a-galactosidase alcalina Il de Cucumis
melo L. cv C-8. Estes autores encontraram inibigdo do tipo competitiva com um
valor de K; para a galactose de 1,34 mM. GUIMARAES et al. (2001) também
observaram inibicdo competitiva para a o-galactosidase P2 de sementes
germinadas de soja var. Doko, porém o valor de K; (0,65 mM) determinado foi

menor em relagdo ao encontrado neste trabalho.
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Y = 0,92 + 0,335X
R?=0,978

-2 0 2 4
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Figura 20 — Grafico de Dixon correlacionando os dados obtidos a partir do grafico
dos duplos reciprocos (Figura 19): inclinagdo de 1/[S] versus
[inibidor].

Inibicdo do tipo competitiva e com um valor de K; para a galactose de
16,25 mM foi encontrado em Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146) (GOTE et
al., 2006). VIANA et al. (2006) encontraram uma inibicdo do tipo ndo-competitiva
com um valor de ki de 2,7 mM para a a-galactosidase de Debaryomyces hansenii
UFV1.

3.4.10. Determinacédo da energia de ativacdo (Ea) utilizando a Equacéo de

Arrhenius para os substratos pNPaGal e rafinose

A energia de ativacdo (Ea) da reagao catalisada pela a-galactosidase de
sementes germinadas de Tachigali multijuga foi determinada medindo a
constante de velocidade da reacdo em diferentes temperaturas, e construindo um
grafico de log Vmax vVersus 1/T, onde T significa temperatura expressa em Kelvin.
A inclinacado da reta obtida é igual a (-E./2,3R), onde R é a constante universal

dos gases com valor de 8,314 J/mol.
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Para determinar a E; para o substrato pNPoaGal, concentragdes do
substrato entre 0,1 e 1 mM e temperaturas de 30, 35, 40, 45 e 50 °C foram
utilizadas. As Vmax foram determinadas utilizando os graficos dos duplos
reciprocos.

A Figura 21 esta mostrando o grafico de Arrhenius para a reagao de
hidrdlise do substrato pNPaGal pela a-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga em diversas temperaturas. A E, calculada foi de
13,86 kcal/mol ou 58,0 kdJ/mol.

0.694

7 Y =10 - 3033,4 X
R%=0,97

0.556

0.418

0.280

Log Vmax

0.142

0.004

-0.134 —
0.00307  0.00311

T T T T T T
0.00328  0.00332

T T
0.00319  0.00324

1T (KT

T
0.00315

Figura 21 - Grafico de Arrhenius para a hidrélise do substrato pNPaGal pela
enzima o-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali
multijuga nas temperaturas de 30 a 50 °C.

Para calcular a E,; para a hidrolise do substrato rafinose foi utilizado o
mesmo procedimento descrito anteriormente. A Figura 22 mostra o grafico de
Arrhenius para essa reagao nas temperaturas de 35 a 50 °C. As Vnax foram
determinadas utilizando os graficos dos duplos reciprocos e concentragdes do
substrato rafinose entre 12 e 75 mM.

A E, calculada para o substrato rafinose foi de 4,75 kcal/mol ou
19,88 kJ/mol. Este valor de E; € bem menor que o valor calculado para o
substrato pNPaGal. O estado de transigdo € alcangado mais rapidamente quando
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o valor de E; é menor, neste caso, a velocidade da reagdo em direcao a
formacdo dos produtos € mais rapida. Os resultados mostram que apesar do
valor da razdo Vma/Kum (Tabela 4) ser maior para o substrato pNPaGal
comparado ao substrato rafinose, o valor de E; determinado para a
a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga foi maior para o
substrato pNPaGal que para o substrato rafinose. Estes resultados indicam que
ap6s a formacdo do complexo ES, provavelmente a hidrdlise de rafinose com

formacao de produto € mais rapida.

Y = 3,36 — 1039,7 X
R%?=0,97

OOOO T T T T T T T I T I T
0.00308  0.00311 0.00314  0.00317 0.00320  0.00323 0.00326

1T (KT

Figura 22 - Grafico de Arrhenius para a hidrélise do substrato rafinose pela
enzima o-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali
multijuga nas temperaturas de 30 a 50 °C.

Algumas enzimas reportadas na literatura tiveram um valor de E; similar
para o substrato pNPaGal como as a-galactosidases de Mortierella vinacea, E,
de 12,4 Kcal/mol (SUZUKI et al., 1970), de Lactobacillus fermentum, E, de
12,0 Kcal/mol (GARRO et al, 1996) e de Thermoanaerobacterium
polysaccharolyticum, E, de 11,9 Kcal/mol (KING et al., 2002). A a-galactosidase

de Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146) possui valores de E, para os
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substratos pNPoaGal e rafinose de 14,30 Kcal/mol e 0,14 Kcal/mol,
respectivamente (GOTE et al., 2006).

3.5. Hidrélise de galactooligossacarideos presentes no leite de soja pela

a-galactosidase

A habilidade da enzima o-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga em hidrolisar os GO presentes na farinha desengordurada de
soja foi demonstrada. Os resultados estdo apresentados na Figura 23 e os
valores das porcentagens de redugado dos agucares soluveis estdo mostrados na
Tabela 5.

0

401

B Estaquiose

Rafinose

o

0 10 B

Figura 23 - Cromatograma comparativo da hidrdlise do extrato desengordurado
de soja pela enzima a-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga. Controle (—); tratamento por 8 h (—).
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Tabela 5 - Porcentagem de hidrdlise de GO na farinha desengordurada de soja
pela enzima a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali

multijuga.
Hidrolise de GO (%) = SD
Tempo (h) Rafinose Estaquiose
0 0 0
4 69,90 + 0,30 51,61£14
6 69,25+ 0,4 48,52 + 1,12
8 71,84 + 0,08 49,34 + 2,67

Os teores de GO no tempo 0 h de hidrélise foram considerados como 100%.
Os demais resultados foram calculados em relagdo ao tempo 0 h, a partir de
cromatogramas obtidos das analises por CLAE.

Os resultados apresentados na Tabela 5 demonstram que a
a-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga foi capaz de
reduzir o conteudo de rafinose e estaquiose na farinha desengordurada de soja
em aproximadamente 70 e 50 %, respectivamente apds 4 h de hidrélise a 40 °C.
A porcentagem de reducédo dos agucares mostrou-se semelhante para todos os
tempos analisados, indicando que a hidrélise provavelmente ocorreu mais no
inicio da incubacéo.

Esta bem descrito na literatura que os GO, principalmente rafinose e
estaquiose, presentes em soja podem causar disturbios gastrointestinais em
humanos desde que estes agucares sejam metabolizados pela flora microbiana
presente no intestino delgado com extensiva produc¢ao de gas (PUCHART et al.,
2000). Os GO podem ser hidrolisados pela a-galactosidase, enzima capaz de
clivar as ligagbes a-1,6 destes oligossacarideos, liberando residuos de galactose
e sacarose (GUIMARAES et al., 2001), minimizando os sintomas de flatuléncia.
Portanto, para aliviar estes sintomas, muitas o-galactosidases de diferentes
fontes foram estudadas por diversos autores com o objetivo de obter uma enzima
eficiente que pudesse ser utilizada em processos industriais para hidrolisar os

GO presentes em produtos de soja.
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GUIMARAES et al. (2001) conseguiram reduzir o contetdo de rafinose e
estaquiose em 73,3 e 40,6 %, respectivamente, apds tratamento do leite de soja
por 8 h, a 30 °C, com a a-galactosidase de sementes germinadas de soja var.
Doko. VIANA et al. (2005) conseguiram uma reducéo de 72,3 % de estaquiose e
89,2 % de rafinose, apds hidrdlise da farinha desengordurada de soja com a a-
galactosidase de sementes germinadas de soja var. CAC-1 por um periodo de 6
h a 40 °C.

FALKOSKI et al. (2006) estudaram trés a-galactosidases de fontes
diferentes e avaliaram a capacidade delas em hidrolisar os GO presentes no
extrato desengordurado de soja. A enzima o-galactosidase de sementes
germinadas de soja var. Monarca foi capaz de hidrolisar os agucares rafinose e
estaquiose 100 e 53 %, respectivamente, apos 8 h de tratamento enzimatico.
Reducdo de 72,7 % de rafinose e 100 % de estaquiose foi obtido com a
o-galactosidase de Penicilium griseoroseum apoés 4 h de hidrolise. A
a-galactosidase de Aspergillus terreus promoveu 100 % de hidrolise de rafinose e
estaquiose, apods 4 h de tratamento.

Com o mesmo objetivo de obter uma enzima que possa ser utilizada de
forma eficiente na hidrolise dos GO, GOTE et al. (2004) testaram a capacidade
da a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146) em hidrolisar os
GO em leite de soja. Estes autores conseguiram uma redugdo de 94 % de
rafinose e 100 % de estaquiose apds 2 h de incubagédo a 65 °C, sugerindo a
potencial aplicagdo da enzima em leite de soja e produtos relacionados

industrializados.

3.6. Hidrdlise de galactomananas pela a-galactosidase

As galactomananas sao polissacarideos de parede celular, compostas de
uma cadeia principal de residuos de D-manose unidas por ligagbes p-1,4. A
cadeia principal é ramificada em extensbes variaveis pelas unidades de
D-galactose através de ligagdes glicosidicas a-1,6, promovendo polimeros com
diferentes razbes de manose/galactose (BUCKERIDGE e DIETRICH, 1996;
ISHRUD et al., 2001).
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As galactomananas de plantas sao polissacarideos importantes para
processos industriais. Os polissacarideos goma de alfarroba e goma guar s&o
utilizados para aumentar a viscosidade de comidas devido a suas propriedades
gélicas. A goma de alfarroba pode formar gel quando usada sozinha ou em
combinagcdo com outros polissacarideos como 0 agar, carragena e goma
xantana. A goma de alfarroba é capaz de formar gel melhor que a goma guar,
porém, € muito mais cara. Uma remocido quantitativa de residuos de
D-galactose na goma guar pela a-galactosidase melhora a propriedade gélica
deste polissacarideo, tornando-o comparavel a goma de alfarroba (McCLEARY e
NEUKOM, 1982; BULPIN et al., 1990).

A oa-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga foi
capaz de hidrolisar os polissacarideos goma de alfarroba e goma guar (Figura
24). Maxima hidrolise foi conseguida em um periodo de tempo de 24 h a 40 °C. A
goma guar foi hidrolisada na mesma propor¢ao que a goma de alfarroba exceto
no tempo de 12 h. O fato de a enzima a-galactosidase ter sido capaz de hidrolisar
galactomananas, sugere sua aplicagao industrial para promover propriedades

gélicas em polissacarideos.
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Figura 24 - Acédo da enzima a-galactosidase de sementes germinadas de
Tachigali multijuga sobre galactomananas. (m) Goma guar,
(#) Goma de alfarroba. Para todos os ensaios controle (A), a
enzima foi substituida por agua destilada.
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As a-galactosidases sao classificadas em dois grupos baseado em suas
especificidades ao substrato. Um grupo é especifico para a-galactosideos de
baixa massa molecular como o pNPaGal, melibiose e outros
galactooligossacarideos. O outro grupo de o-galactosidases atua sobre
galactomananas e também hidrolisa substratos de baixa massa molecular (DEY
et al, 1993). Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a
o-galactosidase de sementes germinadas de Tachigali multijuga pode estar
agrupada na segunda categoria das o-galactosidases.

E encontrado na literatura que outras a-galactosidases sdo capazes de
hidrolisar galactomananas. A a-galactosidase de Helianthus annuus L. hidrolisou
goma de alfarroba e goma guar. Os limites de hidrélise alcangcados foram de
50 % e 30 %, respectivamente. Estes resultados indicam que a enzima hidrolisa
eficientemente ligagdes a-galactosidicas de galactomananas (KIM et al., 2003).
ADEMARK et al (2001) trabalhando com multiplas formas de a-galactosidases de
Aspergillus niger, observaram 60 % de hidrélise da goma de alfarroba quando
sozinha e 67 % quando combinada com p-manosidases, para as
a-galactosidases Il-1V. Por outro lado a a-galactosidase | ndo atacou os residuos
de D-galactose presentes na goma de alfarroba. Nenhuma atividade hidrolitica foi
observada contra o polissacarideo goma guar, para todas as enzimas estudadas.
SIMERSKA et al. (2007) hidrolisaram goma de alfarroba e goma guar com a
a-galactosidase de Talaromyces flavus. A enzima hidrolisou mais eficientemente
a goma de alfarroba que goma guar, conseguindo maxima hidrélise apds 24 h a

30 °C, para ambos os polissacarideos.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E CLONAGEM DE UM FRAGMENTO DO GENE DA
ESTAQUIOSE SINTASE EM SEMENTES DE Glycine max L. MERRIL

RESUMO

Os galactooligossacarideos (GO) sao carboidratos presentes em
leguminosas. Eles exercem fungdes importantes como toleréncia a dessecagéo e
fonte de energia para a germinagdo. Em soja, a estaquiose é biossintetizada pela
enzima estaquiose sintase (STS). Este acgucar esta presente em altos niveis na
semente, e € responsavel por disturbios gastrointestinais em humanos. Portanto,
existe interesse em estudar o gene STS de soja visando futuras manipulagdes
genéticas para a redugéo do conteudo de estaquiose em sementes. Os objetivos
deste trabalho foram: quantificar o conteudo de estaquiose durante o enchimento
do grao de soja; determinar a atividade de STS; isolar um fragmento do gene
STS e verificar o seu padrdao de expressdo. Todas as analises foram realizadas
com amostras de 8 estadios de desenvolvimento, divididos de acordo com a
massa fresca do grao (1°: 75, 2° 150, 3°: 225, 4°: 300, 5°: 375, 6°: 450, 7°: 525
mg e 8° soja madura). A quantificacao de estaquiose foi feita por HPLC. Em
sementes maduras de soja, o conteudo de estaquiose foi 4,10 % e a atividade
especifica da enzima STS foi 2,15 nkat/mg, usando galactinol e rafinose como
substratos. Um fragmento do gene STS foi isolado por PCR a partir de cDNA de
semente e primers degenerados. A clonagem de um fragmento de 983 pb no
vetor pGEM-T Easy foi confirmada por sequenciamento. O alinhamento deste
fragmento, usando a ferramenta BLAST, mostrou que a sequéncia clonada se
refere ao gene STS, até entdo n&o isolado em soja. Os resultados demonstraram
que o0 gene STS é expresso em todos os estadios de desenvolvimento do grao,
além de folhas, caule e raiz. Este trabalho abre perspectivas para pesquisas
biotecnolégicas visando o desenvolvimento de variedades de soja mais

adequadas para o consumo humano.

Palavras chave: galactooligossacarideos, estaquiose sintase, soja.
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1. INTRODUCAO

Os galactooligossacarideos (GO) estdo presentes em altos niveis nas
sementes dos graos de leguminosas (JONES et al., 1999). Eles s&o carboidratos
importantes de transporte no floema, servem como reserva para muitas plantas
(SPRENGER e KELLER, 2000) e sao os a-galactosideos mais comuns que se
acumulam durante o desenvolvimento e maturagdo das sementes
(PETERBAUER e RICHTER, 1998). Dentre as multiplas fungdes que exercem,
destacam-se como fonte primaria de energia durante a germinagao das sementes
(LAHUTA et al., 2000).

Os GO também apresentam um papel positivo na aclimatizagao ao frio, e,
conferem tolerancia a dessecacgao durante a maturagdo da semente (JONES et
al.,, 1999), possivelmente, protegendo e estabilizando estruturas celulares
(KARNER et al., 2004).

A via biossintética dos GO ja esta bem estabelecida, a sintese depende da
acao sequencial de uma série de a-galactosiltransferases. No primeiro passo,
UDP-galactose mais mio-inosiltol formam galactinol mais UDP, pela atividade da
enzima galactosil sintase (GS). No segundo passo, a enzima rafinose sintase
(RFS) transfere um residuo de galactose do galactinol para a sacarose, formando
rafinose e mio-inositol. No terceiro passo, a enzima estaquiose sintase (STS)
transfere outro residuo de galactose do galactinol para a rafinose, formando os
produtos estaquiose e mio-inositol (BACHMANN et al., 1994). Desta forma os GO
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podem ser considerados extensdes da sacarose, variando apenas no numero de
residuos de galactose (SPRENGER e KELLER, 2000).

No entanto, a presenca dos GO em sementes maduras de leguminosas,
constitui um fator antinutricional para humanos. Em soja, rafinose e estaquiose
sdo os oligossacarideos mais abundantes (NEUS et al., 2005) e os principais
causadores de flatuléncia. Portanto, existe interesse por variedades de soja com
niveis reduzidos de GO.

Varios trabalhos foram realizados para reduzir o conteudo de fitato em
sementes de soja. O fitato € considerando fator antinutricional porque o trato
intestinal dos animais que ndo sao ruminantes ndo possui a enzima fitase,
necessaria para metabolizar o fitato, e, portanto o fosforo do fitato ndo é
absorvido, sendo necessario suplementar a alimentacdo com fésforo inorganico
(MEIS et al., 2003). A via biossintética do fitato compartilha um intermediario
comum a via biossintética dos GO, o mio-inositol. Uma mutagado no gene da mio-
inositol 1-fosfato sintase (MIPS) bloqueou a sintese de mio-inositol 1-fosfato, e
consequentemente, reduziu o conteudo de mio-inositol. O gendtipo originado
apresentou reducao nos niveis de fitato e GO (HITZ et al., 2002).

Até o momento nenhum trabalho foi desenvolvido para diminuir o conteudo
dos GO em soja através da reducdo apenas de estaquiose. Em soja, a
estaquiose esta presente em niveis mais elevados que rafinose (GUIMARAES et
al.,, 2001; VIANA et al., 2005), e, € o principal causador de disturbios
gastrointestinais em humanos. Uma vez que estaquiose é sintetizada pela
enzima estaquiose sintase, uma das maneiras de reduzir o conteudo de
estaquiose em sementes de soja € através do silenciamento do gene que codifica
para a enzima STS, e assim alterar a via de sintese desse acucar.

O gene que codifica a enzima STS ainda nao foi seqlienciado, portanto, os
objetivos deste trabalho foram isolar, clonar e sequenciar um fragmento do gene
STS, para que futuramente técnicas de engenharia genética possam ser

desenvolvidas para a obtengao de soja com baixa estaquiose.
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2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Sequenciamento e Analise de
fragmentos de DNA, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Material genético

Todas as analises foram realizadas utilizando folhas e sementes de soja
da variedade comercial CAC-1 cultivada em casa de vegetacédo sob aquecimento
controlado e fotoperiodo de 14 h de luz.

As sementes foram coletadas em um periodo de aproximadamente trés
meses, separadas em oito estadios de desenvolvimento, que compreenderam
praticamente todo o periodo de enchimento do grdo, congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C, para posterior analise. Esses estadios foram
determinados com base no peso de matéria fresca da semente: 12— 0 a 75 mg;
2276 a 150 mg; 32— 151 a 225 mg; 42 — 226 a 300 mg; 52 — 301 a 375 mg; 62 —
376 a 450 mg; 7% — 451 a 525 mg e 8% — representado por sementes maduras
(LANNA, 2002).

As folhas foram coletadas das plantas que tinham sementes
correspondentes ao primeiro estadio, e, logo apés, foram coletadas de 15 em 15

dias até a planta apresentar sementes maduras.
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2.2. Extracéo e determinacdo da atividade enzimatica

A enzima estaquiose sintase foi extraida das sementes de soja de cada
estadio de desenvolvimento do grao e sua atividade enzimatica foi determinada
de acordo com PETERBAUER et al. (2002) com modificagbes. Para a etapa de
extragdo, amostras de 1,0 g de sementes foram maceradas com 4 mL de tampéao
de extracdo (Tampédo HEPES-NaOH 0,05 M, pH 7,0; MgCl, 0,01 M; EGTA
0,025 M; DTT 0,01 M e polivinil polipirolidone (PVPP) 1 %). As amostras foram
centrifugadas a 13.000 x g durante 20 min a 4 °C em ultracentrifuga refrigerada
(Beckman J2-MI). O sobrenadante foi passado por uma coluna de filtragdo em gel
G-25 (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia) para dessalinizagéo e utilizado
para a determinagcdo da atividade enzimatica. Os ensaios de atividade
consistiram de 100 uL do extrato enzimatico, 25 uL de galactinol 60 mM (Sigma)
e 25 uL de rafinose 120 mM (Sigma). A mistura de reacao foi incubada a 35 °C
por 4 h e em seguida foi submetida a fervura por 5 min para desnaturagédo das
proteinas. O material foi centrifugado a 14.000 rpm por 5 min em centrifuga tipo
Eppendorf 5415C e o sobrenadante foi liofilizado por um periodo de 8 h. Em
seguida as amostras foram ressuspendidas em 110 uL de etanol 80 % e filtradas
em filtro Millipore de 0,45 micra de didmetro e armazenadas a — 20 °C, para
analise posterior em CLAE. O tempo do ensaio enzimatico no qual a enzima
estaquiose sintase apresentou linearidade de formacao de produto durante a
reacao foi determinado através de uma curva de tempo que correlacionou [P] (mg
de estaquiose/mL de extrato enzimatico) vs tempo (h).

A enzima galactan:galactan galactosiltransferase (GGT) foi extraida das
folhas frescas de soja, conforme descrito acima, exceto que o tampao de
extragdo utilizado foi Mcllvaine pH 5,0 (McLLVAINE, 1921) e a atividade
enzimatica foi determinada de acordo com BACHMANN et al. (1994) com
modificagdes. Os ensaios de atividade consistram de 250 puL do extrato
enzimatico e 50 uL de rafinose 120 mM (Sigma). A mistura de reagéo foi
incubada a 35 °C por 4 h e em seguida foi submetida a fervura por 5 min para
desnaturacdo das proteinas. O material foi centrifugado a 14.000 rpm por 5 min
em centrifuga tipo Eppendorf 5415C e o sobrenadante foi liofilizado por um

periodo de 8 h. Em seguida as amostras foram ressuspendidas em 110 uL de
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etanol:agua 80 % e filtradas em filtro Millipore de 0,45 micra de didametro e

armazenadas a — 20 °C, para analise posterior em CLAE.

2.3. Determinacédo do teor de proteina nos extratos enzimaticos

Os teores de proteinas nas preparagdes enzimaticas serdo determinados
espectrofotometricamente a 595 nm, conforme descrito por BRADFORD (1976),

utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padréo.

2.4. Quantificacao dos galactooligossacarideos (GO) nas sementes de soja

2.4.1 Extracéo dos GO

Para a extragdo dos GO nas sementes de soja durante o enchimento do
gréo, foi empregada a metodologia descrita por GUIMARAES et al. (2001), com
modificagdes. Aproximadamente 50 mg das amostras liofilizadas e pesadas em
tubos tipo eppendorf foram usadas para o processo de extracdo dos agucares
soluveis. A fragao 6leo, presente nas amostras foi retirada em 4 extracbées com
1 mL de éter de petréleo a 42 °C, por 5 min. Os acuUcares foram entdo extraidos
em 3 etapas de tratamento com etanol 80 %, a 100 °C, por 5 min. Apds cada
extracdo feita com éter de petréleo ou alcool 80 %, a mistura foi submetida a
centrifugagdo em centrifuga do tipo Eppendorf 5415C, 14.000 rpm, por 20 min. O
extrato alcodlico total obtido foi evaporado em estufa a 50 °C, os agucares foram
ressuspendidos em 1 mL de etanol 80 % e congelados a — 20 °C. Apds 24 h, as
amostras foram centrifugadas nas mesmas condi¢des ja descritas, passadas em
filtro Millipore de 0,45 micra de didmetro e armazenadas a - 20 °C, para posterior

analise por CLAE.

2.4.2. Quantificacdo dos GO por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

As atividades enzimaticas da estaquiose sintase e GGT, bem como os

teores dos GO presentes nas sementes de soja durante o enchimento do grao
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foram analisados por CLAE em cromatégrafo Shimadizu série 10A, equipado com
detector de indice de refragdo, uma coluna em acgo inox (25 X 0,465 cm)
contendo a fase estacionaria o grupo aminopropil (-NHz). A mistura acetonitrila-
agua (80:20) em condi¢des isocraticas foi a fase modvel. As andlises foram
realizadas a 35 °C sob o fluxo de 1 mL/min e todo o processo foi controlado por

um computador acoplado ao sistema.

O método foi padronizado para a determinagao quantitativa dos acgucares
soluveis. A partir de uma solugao estoque formada pela mistura dos acgucares
sacarose, rafinose e estaquiose nas concentragdes de 10, 1 e 10 (mg/mL),
respectivamente, foram feitas diluicdes para obtencdo das solugdes padrao.
Cada solugao foi injetada no cromatégrafo liquido para obtengdo das curvas,
correlacionando a area do pico com a concentracdo do acucar na solugao. As
retas foram obtidas por regressao linear. Um volume de 20 uL de cada amostra
foi injetado no cromatdgrafo e cada agucar presente foi identificado e quantificado
por comparagdo com os tempos de retencdo e concentragbes dos agucares nas
solugdes padrao. Todos os calculos foram feitos pelo computador acoplado ao

sistema de CLAE, equipado com o programa LC-10 versédo 2.2 para Windows.

2.5. Desenho de primers degenerados para o gene da estaquiose sintase de
soja.

O gene da estaquiose sintase de soja ainda nao foi sequenciado, portanto
primers degenerados foram desenhados para aumentar a probabilidade de
conseguir isolar um fragmento correspondente ao gene da estaquiose sintase. Os
primers degenerados foram desenhados de acordo com o trabalho de
PETERBAUER et al. (1999) com base na sequéncia da estaquiose sintase de
Vigna angularis (acesso Y19024). As sequéncias dos primers estdo mostradas

abaixo:

STS2 (F): 5 GA(AG) GA(AG) ATl GA(CT) GA(CT) (CT)TI TT(CT) GGl GG 3’
STS3 (R): 5 CCAICCIGC ICC (CT)TG (AG)CA (AG)TT (AG)AA 3’
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2.6. Extragc&do de RNA Total

A extragcdo de RNA total das sementes foi conduzida de acordo com
SAMBROOK et al. (1989), com algumas adaptagdes ao protocolo original. Todas
as etapas de extragdo do RNA total foram realizadas a 4 °C e em condigbes
livres de RNAses.

Foram macerados cerca de 4 g de sementes na presenga de nitrogénio
liquido e a cada amostra foram adicionados 18 mL de tampao NTES (NaCl 0,1 M;
Tris-HCI 0,01 M, pH 7,5; EDTA 1mM e SDS 1%), 6 mL de fenol e 6 mL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Os tubos foram agitados vigorosamente em
agitador vértex por 15 min e centrifugados a 4 °C por 10 min a 8.000 x g. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo e nele foi adicionado 1/10 do volume de
acetato de sodio 2 M e 2 volumes de etanol 96 % e, em seguida, a mistura foi
incubada por 1 h a —20°C. Foi realizada uma nova centrifugacédo a 8.000 x g por
15 min e o precipitado resultante foi lavado com etanol 70 % e ressuspendido em
2,5 mL de agua DEPC (agua deionizada tratada com dietil pirocarbonato). Apds
uma centrifugacao de 5 min a 5.000 x g, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo onde foram adicionados 2,5 mL de cloreto de litio 4 M. O tubo foi
incubado por cerca de 12 h a 4 °C para promover a precipitacdo do RNA. A
amostra foi entdo centrifugada a 8.000 x g por 30 min e o precipitado foi
ressuspendido em 1,8 mL de agua DEPC e acrescido de 0,2 mL de acetato de
sdédio 2 M e 3,6 mL de etanol 96 %. Apds precipitacdo por cerca de 4 h a —20 °C,
a solucao foi centrifugada a 8.000 x g por 10 min e, em seguida, o precipitado foi
lavado 2 vezes em etanol 70 %, e depois de seco foi ressuspendido em 200 pL
agua DEPC.

As amostras de RNA total foram quantificadas a 260 nm e a sua
integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,2 % em tampao de
corrida TBE 1X (Tris-borato 90 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) contendo 0,2 ug/mL
de brometo de etideo. O padrdo de bandas do RNA foi visualizado sob luz
ultravioleta e fotografado com o sistema de fotodocumentagdo Eagle Eye II

(Stratagene).
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2.7. Sintese da primeira fita de cDNA

Para as reacdes de RT-PCR todas as amostras foram tratadas com RQ1
RNase-free DNase (Promega), conforme as recomendagdes do fabricante. As
amostras foram incubadas em tampao da DNase 1X (Tris-HCI 40 mM, pH 8,0;
MgS04 10 mM e CaCl; 1 mM) por 45 min a 37 °C e extraidas com igual volume de
fenol e cloroféormio:acool isoamilico (24:1) seguido de uma centrifugacdo a
12.000 x g por 2 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
realizada uma outra extracdo com fenol e cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A
fase aquosa foi submetida a precipitacdo com acetato de sédio 3 M e etanol 96 %
por 1 h a—-20 °C e depois centrifugada a 12.000 x g por 15 min. O precipitado foi
lavado com etanol 70 %, seco e ressuspendido em agua DEPC. As amostras
foram novamente quantificadas em espectrofotdmetro.

A fita de cDNA inicial foi sintetizada usando o kit SuperScript™
Preamplification System for First-Strand Synthesis System (Invitrogen) de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. As amostras de RNA total (5 ng) foram
incubadas com 1 pL de oligo (dT)12.1¢ @ 70 °C por 10 min e em seguida,
incubadas no gelo. Foram adicionados tampdo de PCR 1X (Tris-HCI 20 mM,
pH 8,4 e KCI 50 mM), MgCl, 5 mM, os desoxirribonucleotideos dATP, dCTP,
dGTP e dTTP (0,5 mM cada) e DTT 5 mM, e estas foram incubadas a 42 °C por
5 min. Em seguida, foram adicionadas 200 U da enzima transcriptase reversa e
as amostras foram incubadas a 42 °C por 50 min e a 70 °C por 15 min. Apds a
sintese da primeira fita de cDNA, o RNA foi degradado pela adicdo de 2 U de
RNAse H sob incubacdo a 37 °C por 20 min. Para cada amostra foi feito um
controle negativo que continha todos os reagentes menos a transcriptase
reversa.

Para verificar a qualidade do cDNA e normalizar a quantidade de cDNA
molde, reagcbes de sintese da segunda fita e amplificagdo por PCR foram
realizadas com um par de primers de actina de soja (F: 5 CCC CTC AAC CCA
AAG GTC AACAG 3 eR:5 GGAATCTCT CTG CCC CAATTG TG 3)).
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2.8. Amplificagcdo de um fragmento do gene da estaquiose sintase

As reagbes de PCR foram conduzidas, cada uma delas contendo a
combinagao dos primers degenerados STS2(F) e STS3(R), com o objetivo de
amplificar o gene da estaquiose sintase. Cada rea¢ao de PCR de 25 ulL continha
5uL da reacdo de sintese da primeira fita, Tris-HCI 10 mM pH 8.3, KCI 50 mM,
MgCl; 1,5 mM, os quatro dNTPs (0,2 mM cada), 0,8 uM de primers e 1 U de Taq
DNA polimerase (Phoneutria, pht).

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador da
GeneAmp® PCR System modelo 9700 (Applied Biosystems). Os ciclos de
amplificacdo foram os mesmos usados por PETERBAUER et al. (1999)
constituidos por uma etapa inicial de desnaturacédo a 94 °C por 2 min, seguida de
40 ciclos constituidos por: uma etapa de desnaturagcdo a 94 °C por 1 min, uma
etapa de anelamento dos primers ao cDNA molde a 49 °C por 1,5 min e uma
etapa de extensao a 72 °C por 2 min, e um periodo adicional de extensao a 72 °C
por 8 min.

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % em tampao TBE 1X contendo 0,2 ug/mL de brometo de etideo. O
padrao de bandas do DNA foi visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado

™ || (Stratagene). Ap6s a confirmacao

com o auxilio do equipamento Eagle Eye
da amplificacdo, o fragmento de interesse foi excisado do gel de agarose com o

kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) e utilizado para clonagem.

2.9. Clonagem de um fragmento do gene da estaquiose sintase

O fragmento de DNA de interesse isolado foi clonado em vetor pGEM-T
Easy. Para tal, a reacdo foi feita utilizando o pGEM®- T Easy Vector System |
(Promega), e conduzida conforme procedimento descrito pelo fabricante. A
reacao continha 5,0 uL do tampao 2X Rapid Ligation Buffer (Tris HClI 60 mM,
pH 7,8; MgCl, 20 mM; DTT 20 mM; ATP 1 mM e PEG 10 %), 1,0 uL do vetor
PGEM-T Easy (DNA plasmidial preparado pela digestdo com ECO RV e adigéo
de timidinas na extremidade 3' - 50 ng), 3,0 uL do produto de PCR purificado a
partir do gel de agarose (aproximadamente 50 ng), 1,0 uL de T4, DNA Ligase
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(Tris-HCI 10 mM, pH 7,4; KCI 50 mM; DTT 1 mM; EDTA 0,1 mM e glicerol 50 %),
totalizando um volume final de 10,0 uL. Como controle positivo, foram utilizadas
as mesmas quantidades dos reagentes descritos para a reagao de ligagao, tendo
como alteragdo a substituicdo do produto de PCR por 2,0 uL do Control Insert
DNA (fragmento de 542 pares de base com residuos terminais de
desoxiadenosina) e 1,0 uL de agua deionizada autoclavada. Apds o preparo, as

misturas de reagdes foram incubadas a 4 °C, por um periodo de 12 h.

2.10. Transformacéao de Escherichia coli DH5a

As células de E. coli DH5a ultracompetentes foram transformadas por
choque térmico segundo SAMBROOK et al. (1989). Foram adicionados a 200 uL
de células ultracompetentes 5 uL da reagéo de ligagdo em um microtubo e este foi
incubado por 30 min no gelo. O choque térmico foi realizado a 42 °C por 45
segundos, as células foram mantidas no gelo por 2 min e, em seguida, foram
adicionados 800 pL de meio SOC (extrato de levedura 0,5 %; triptona 2 %; NacCl
10 mM; KCI 2,5 mM; MgCl; 10 mM; MgSO4 10 mM e glicerol 10 %). A cultura foi
incubada a 37 °C por 1 h a 150 rpm, as células foram concentradas por
centrifugacédo a 1500 x g por 5 min e ressuspendidas em 200 uL de SOC. Uma
aliquota de 100 uL foi plaqueada em meio LB solido contendo ampicilina 50
ug/uL, X-Gal 1 mg e IPTG 10 mM. As placas foram incubadas por cercade 16 h a
37 °C.

2.11. Identificacdo das colbnias transformadas

Apés incubacdo das placas contendo as células de E. coli DH5a
transformadas, foram selecionadas 10 colénias brancas por placa, e foi feita uma
réplica de cada. As colbnias foram analisadas por reagdes de PCR com o conjunto
de primers degenerados. As colénias que mostraram a amplificagdo do produto
esperado foram inoculadas em 5,0 mL de meio LB liquido (20 g/L) e 2,5 pL de
ampicilina 50 ug/ml e incubadas a 37 °C durante 16 h sob agitagdo de 180 rpm.
ApOs o crescimento, as bactérias foram aliquotadas em glicerol 20 %, congeladas

em nitrogénio liquido e armazenadas a —80 °C. O DNA plasmidial foi extraido com
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o kit Wizard®Plus SV Minipreps (Promega), de acordo com as recomendacgdes do
fabricante. A concentragdo do DNA plasmidial foi verificada em gel de agarose 0,8
% e a clonagem foi confirmada utilizando-se amostras de DNA plasmidial em

reacdes de PCR realizadas como descrito anteriormente e por sequenciamento.

2.12. Sequenciamento do fragmento de DNA

O sequenciamento do clone foi realizado em sequienciador automatico ABI
PRISM 377 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) utilizando-se o kit ABI PRISM
BigDye® Il v 3.1 Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems). As reac¢des de sequenciamento foram conduzidas de acordo com a
técnica de sequenciamento por terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos
(ddNTPs), descrita por SANGER et al. (1977). As reacbdes de amplificagao linear
foram realizadas usando o termociclador (Applied Biosystems), GeneAmp® PCR
System 9.700, programado para um periodo inicial de desnaturagéo a 96 °C, por 2
min, seguido por 25 ciclos de 96 °C, por 30 segundos; 55 °C, por 20 segundos; e
60 °C, por 4 min. Foram utilizados os primers universais: M13F e M13R. Os
produtos de extensdo, produzidos na reagao de sequenciamento, foram
purificados pela adicdo de 0,1 volumes de acetato de sédio 3 M (pH 4,8), 2
volumes de etanol 95 % e incubacdo a temperatura ambiente por 15 min. Os
fragmentos foram coletados por centrifugagdo (10.000 x g por 20 min) e o
precipitado foi lavado com etanol 70 %, seco a temperatura ambiente e, em
seguida, ressuspenso em tampao de corrida (17 % de azul de bromofenol:83 % de
formamida). Finalmente, os fragmentos foram desnaturados a 94 °C por 5 min e
separados por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 4,5 %.

As sequUéncias obtidas foram analisadas pelo Programa Segman do pacote
DNASTAR (DNASTAR Inc.), comparadas e alinhadas com sequéncias disponiveis
no GenBank (National Center for Biotechnology Information — NCBI) com o auxilio
da ferramenta BLAST (blast analysis) e posteriormente alinhadas no programa
Clustal W.
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2.13. Desenho de primers especificos para o gene da estaquiose sintase

Os oligonucleotideos especificos foram desenhados a partir da sequéncia
obtida do fragmento isolado com os primers degenerados. Os primers foram

desenhados com auxilio do Primer3 Input Program (www.genome.wi.mit.edu//cqi-

bin/primer/primer3.cqi).

O conjunto de primers amplifica um fragmento de 284 pb, e foi utilizado
para determinar do perfil de expressdo do gene da estaquiose sintase nas
sementes de soja durante o enchimento do grdo e em tecido-especifico.
Parametros que atestam a viabilidade de uso destes oligonucleotideos foram
determinados com o auxilio do programa QuickPrimer do pacote DNASTAR

(DNASTAR INC.). As sequéncias dos primers estdo mostradas abaixo:

Primer 3 (F): 5° AAC CAA GCA AAT TCC CAT G 3
Primer 4 (R): 5 GGA ACA CAA GCA TCT TAA TG 3’
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao dos galactooligossacarideos

Em muitas espécies de plantas, os GO sdo encontrados em cotilédones e
cascas de sementes. Durante a maturagdo da semente, ocorre acumulo destes
oligossacarideos, e, estes agucares apresentam um importante papel na
aquisicao da tolerancia a dessecacao, e consequentemente, preservam as
sementes durante o armazenamento em longo prazo (HORBOWICZ e
OBENDOREF, 1994; OBENDORF, 1997).

Neste trabalho, a sacarose e os GO (rafinose e estaquiose) foram
quantificados nas sementes de soja durante o enchimento do grao, para verificar
o perfil de acumulo destes agucares. Os resultados estdo apresentados na Figura
1.

A sacarose foi 0 agucar mais abundante e estava presente em todos os
estadios de desenvolvimento da semente. Houve um ligeiro acumulo de
sacarose, atingindo uma concentracdo maxima de 10,21 % no 5% estadio,
seguido de uma reducdo até o 82 estadio, correspondente a soja madura. A
rafinose estava presente nas sementes em concentragcdes muito baixas,
atingindo maxima concentragdo na soja madura de 0,53 %. A estaquiose foi

encontrada apenas na soja madura, com uma concentragao de 4,1 %.
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Figura 1 - Composicao de agucares durante o desenvolvimento das sementes de
soja. (e) sacarose; (0) rafinose e (V) estaquiose.

O decréscimo observado na concentracdo de sacarose na soja madura
pode ser devido ao fato de que este acucar é substrato para a sintese de
rafinose. Por outro lado, a rafinose ndo estava presente em altos niveis, e,
portanto deve ter sido utilizada para a sintese de estaquiose.

O fato de ter sido encontrado rafinose e estaquiose na soja madura indica
que estes acgucares foram sintetizados durante o estadio de maturacdo das
sementes. Acumulo de rafinose e especialmente estaquiose nos ultimos estagios
de desenvolvimento da semente também foi observado por OOMS et al. (1993)
em Arabidopsis thaliana.

OBENDORF et al. (1998) encontraram resultados semelhantes em
sementes de Glycine max var. Chippewa 64. Durante o desenvolvimento da
semente, a maturacgao foi alcangada em 46 DAF (dias apds o florescimento). A
sacarose aumentou constantemente no cotilédone atingido concentragdo maxima

em 62 DAF. A rafinose apresentou um pequeno aumento em 44 DAF e se
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manteve constante. A estaquiose acumulou rapidamente entre 44 e 54 DAF. Os
autores observaram que houve um decréscimo na concentragdo de mio-inositol
com simultdneo aumento de galactinol entre 44 e 46 DAF, coincidindo com o
inicio de acumulo de estaquiose.

Em sementes de Phaseolus vulgaris cv. Vernel o acumulo de rafinose e
estaquiose apresentaram um perfil parecido com o trabalho de BAILLY et al.
(2001). A maturacao da semente foi alcancada em 45 DAF. A concentragcéo de
sacarose foi alta, e manteve quase constante no eixo embrionario durante todo o
periodo de desenvolvimento da semente. A rafinose foi o acgucar menos
abundante, atingindo concentragdo maxima em 46 DAF. A estaquiose comegou a
ser sintetizada em 40 DAF e apresentou maxima concentragdo apds 46 DAF em
niveis 2,5 vezes maiores que a rafinose.

Estes resultados também sao coerentes com os estudos de DJEMEL et al.
(2005) em Medicago trucatula Gaertn. Estes autores observaram alta
concentracido de estaquiose durante a maturacdo da semente. A maturagao das
sementes foi alcangcada apdés 25 DAF. A sacarose alcangcou concentragao
maxima em 3 DAF e depois decresceu constantemente, enquanto que a rafinose
ndo foi acumulada. A estaquiose foi sintetizada 28 DAF a atingiu maxima

concentracdo em 35 DAF.

3.2. Atividade da estaquiose sintase

A atividade da enzima estaquiose sintase (STS) foi determinada em todos
os estadios de desenvolvimento das sementes de soja. As condi¢gdes do ensaio
foram determinadas com base no trabalho de PETERBAUER et al. (2002) para a
enzima de Pisum sativum, com modificagdes, como descrito no item 2.2. Ensaios
pré-eliminares nas temperaturas variando de 30 - 37 °C definiram a temperatura
de 35 °C para a enzima STS de soja.

Apos a definicdo das condi¢gdes do ensaio, a primeira coisa que foi feita
antes de determinar a atividade da STS de soja foi determinar o tempo do ensaio.
E importante estabelecer os limites de linearidade, ou seja, estabelecer a
concentracdo maxima de produto que pode ser acumulado antes que as
respostas de [P] vs tempo e velocidade de sintese vs [E] deixem de ser lineares.

Os resultados estao apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Determinagao da taxa de formacdo de estaquiose pela enzima
estaquiose sintase de soja em diferentes tempos de reagao.

Foi observada uma relagao linear entre a formacao de produto, estaquiose,
e o tempo de ensaio enzimatico a 35 °C. O tempo escolhido para o ensaio foi de
4 h.

A atividade da enzima STS de soja determinada em todos os estadios de

desenvolvimento da semente esta apresentada na Figura 3.
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Figura 3 - Determinagao da atividade especifica da enzima estaquiose sintase de
soja durante o desenvolvimento das sementes. Foram utilizados
galactinol e rafinose como substratos para a enzima estaquiose
sintase. O resultado esta expresso em nkat por mg de proteina. Todos
os valores foram determinados de trés repeticoes.

A atividade especifica no extrato soluvel das sementes de soja foi
2,15 nkat/mg (7,9 umol.mL™".h"1/mg), e foi detectada apenas na soja madura.
Estes resultados estdo coerentes com a quantificagdo de acucares (Figura 1),
pois a estaquiose foi encontrada somente na soja madura.

Em Vigna angulares a atividade especifica da enzima STS foi muito
menor, 0,046 nkat/mg, no extrato bruto soluvel das sementes. A enzima além de
sintetizar estaquiose a partir de galactinol e rafinose, foi capaz de sintetizar
galactosilononitol (atividade de galactosilononitol sintase, GOS) a partir de
galactinol e D-ononitol, como também foi capaz de transferir o grupo galactosil do
galactosilononitol para a rafinose formando estaquiose. Estes resultados
demonstraram que a enzima atuou sobre multiplos substratos, e ocupa um papel
central em reacdes de transferéncia de galactose (PETERBAUER e RICHTER,
1998).

A enzima STS de sementes de Lens culinaris apresentou atividade
especifica de 0,029 nkatal/mg, quando galactinol e rafinose foram utilizados como

substratos. Esta enzima participa tanto da via de sintese dos GO como de
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galactosil ciclitols. A enzima catalisou a reacdo de transferéncia do grupo
galactosil do galactinol para o D-pinitol formando os produtos galactopinitol A e
mio-inositol. O galactopinitol A foi galactolisalado pela mesma enzima para formar
ciceritol. A enzima STS ndo somente foi capaz de utilizar o galactopinitol A como
aceptor de galactose, mas como doador para formar estaquiose a partir de
rafinose (HOCH et al., 1999).

PETERBAUER et al. (2002) encontraram atividade especifica de
0,013 nkat/mg no extrato bruto soluvel das sementes de Pisum sativum para a
enzima STS. A enzima é multifuncional e operou pelo mecanismo pingue-
pongue. No primeiro passo da reagdo, o grupo galactosil do galactinol foi
transferido para a enzima formando um complexo intermediario enzima-
galactose. No segundo passo, a enzima transferiu a galactose para a rafinose
(atividade de STS). Todas as reagdes sao reversiveis e aconteceram em um
unico sitio ativo.

Estudos posteriores realizados por PETERBAUER et al. (2003)
confirmaram que a enzima também foi capaz de sintetizar verbascose a partir de
galactinol e estaquiose (atividade de verbascose sintase). A enzima catalisou a
transferéncia do grupo galactosil de uma molécula de estaquiose para a outra,
formando verbascose e rafinose como produto. Foi observado que a reagao de
sintese de verbascose entre duas moléculas de estaquiose é independente de
galactinol, e foi realizada pela enzima STS e nao pela enzima galactan:galactan
galactosil transferase (GGT).

Neste trabalho a determinacédo da atividade da enzima STS de soja foi
feita apenas na presencga dos substratos galactinol e rafinose, n&do sendo possivel
afirmar se esta enzima também é multifuncional, e quais seriam seus substratos
e produtos.

Um ensaio enzimatico contendo apenas o substrato rafinose e extrato de
folhas como fonte da enzima foi realizado com o objetivo de verificar a presenga
da enzima GGT. A enzima GGT foi descrita por varios autores (BACHMANN et
al., 1994; BACHMANN e KELLER, 1995; BRAUN e KELLER, 2000; INAN HAAB
e KELLER, 2002). Ela é capaz de sintetizar estaquiose a partir de duas moléculas
de rafinose, numa reacao independente de galactinol. Esta enzima foi encontrada
até o momento apenas em vacuolos de folhas. Os resultados demonstraram que

nenhuma atividade desta enzima foi detectada nas folhas de soja em nossas
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condi¢cdes de trabalho, portanto, pode ser afirmado que a sintese de estaquiose é

devido somente a enzima STS.
3.3. Isolamento de um fragmento do gene que codifica a enzima STS de soja

Um fragmento do gene que codifica para a enzima STS de soja foi isolado
usando primers degenerados desenhados como descrito no item 2.5. O RNA
extraido de todos os estadios de desenvolvimento da semente apresentou boa
qualidade como apresentado na Figura 4. A normalizagdo da quantidade de
cDNA molde nas reacdes de PCR foram realizadas por meio da amplificacdo por

PCR do gene de actina de soja.

1 2 3 45 6 7 8 FCR

- s -
- e -

f
L] B
(I B

Figura 4 - RNA total tratado com RQ1l RNase-free DNase (Promega). Os
numeros de 1 a 8 correspondem aos oito estadios de
desenvolvimento da semente; F- folha; C- caule e R- raiz.

Uma boa amplificagdo do fragmento foi conseguida na faixa de
temperatura de anelamento dos primers entre 45 — 50 °C usando cDNA do 3°

estadio de desenvolvimento da semente como apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Amplificagdo do fragmento do gene STS de soja usando primers
degenerados em combinacdo com cDNA de sementes. A
temperatura de anelamento dos primers variou da esquerda para a
direita de 45 a 50 °C. A seta indica o tamanho do fragmento
amplificado (983 pb). M - Marcador de pares de base comercial
(PGEM® DNA Markers - Promega).

Varias reacgdes de PCR foram realizadas para isolar o fragmento desejado
para posterior clonagem e sequenciamento. Os produtos da amplificagdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8 % e foi observada a presenca
de 2 bandas (Figura 6). A amplificacdo de mais de uma banda foi devido ao fato
de ter sido usado primers degenerados. A banda de tamanho esperado tinha

aproximadamente 983 pb.

Figura 6 - Fragmento do gene STS de soja amplificado usando primers
degenerados em combinacdo com cDNA de sementes para
clonagem em vetor pGEM-T Easy. A seta indica o fragmento de
interesse (983 pb). M - DNA do fago A clivado com as enzimas
BamHI, EcoRl e Hindlll, utilizado como marcador de massa
molecular.
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Um fragmento foi clonado no vetor pGEM-T Easy e inserido em células de
Escherichia coli DH5a ultracompetentes. Cinco coldnias das dez analisadas
apresentaram o fragmento clonado (Figura 7A). O clone positivo correspondente
ao DNA plasmidial amplificado na canaleta 4 foi denominado de clone (2/3)

(Figura 7B) e sequenciado como descrito no item 2.12.

C 12 3 456 78 910 C 4
A B
—> - L '-\-4“ -'.4_
- -

Figura 7 - Ensaios para a confirmacgao da clonagem do fragmento do gene STS
de soja no vetor pGEM-T Easy. A) Reacdo de PCR realizada com
DNA plasmidial de 10 colénias transformadas, B) confirmacédo da
extracdo do DNA plasmidial. O numero 4 representa o clone (2/3). A
seta corresponde a amplificagdo de um fragmento de 983 pb. C
refere-se ao fragmento amplificado a partir de cDNA de sementes e
primers degenerados, utilizado como marcador de tamanho.

3.4. Sequenciamento do fragmento do gene STS de soja

O resultado do sequenciamento confirmou que o fragmento isolado se
refere ao gene STS de soja, até entdo nunca isolado e sequenciado nesta
leguminosa. O fragmento obtido possui 983 pb. A Figura 8 esta apresentado o

resultado do sequenciamento.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

GAGGAGATGG

ATGATTTGTT

TGGGGGGAGG

GTTGTTGCAA
AATTCAAAGG
TGAGGCCAGG
TTGATGGGAC
TTCATCCTGA
GTGTTACCGG
GAGGCAGAGT
ATTTTAATGG
GAACCAAGCA
GGGACCCAAT
TTTGTGGATG
TGGCCAAATT
GTGTGGGCTC
CCAAATGCAT
ACCAAAAAAC
TCAATTGCCA

AGCAAATGAG
TTTGGATGAT
AGCCACACAC
CATGCAAGAT
ACAAGCTAAT
AGTCAAAATT
CGAGCTTGCA
AAGTGGAATC
AATTCCCATG
GGGAGTGTTC
GGGCAGATGA
TCATGCGAGT
TCATGACTTT
ACATTCTGCA
CGTTCTCAAA
GGGCGCCGGC

TGTGGTGGGA
GTCTATGTGT
TTGAATTCCA
CTTGCTGTGG
GACTTGTACG
GACGTCTTTC
AAGGCTTATT
ATCGCTAGCA
GGAAGATTTG
TGGTTACAGG
TTCAGCCCGA
TCGAGGGCTA
GATCTCATTA
CTTCCAACAA
ATTTGGAACT
TGG

GAAAGGAGAA
TTAAGGCTTT
GGCATGCCCT
AAATAACACC
TTAAAATAGT
ATTCCATGCA
ATAGTCTTGA
ACGATGGGTT
TGCAGCAGTG
GGGATGACTT
GGTGCACATG
TTGGGACATG
TTTGTGGCGG
AGATGCTTGT
GAGATTGCCT
TCAACAAGTA

CAAAGAATTA
CATAAGGGAC
TTGTGGCTCG
TTGCAAACTC
GGAAGGTTCC
CTCTTATCTT
ATATGTGTGC
GACAAACTCT
CAACGACTTT
TTGGTTCCAA
ATTCACTGTG
TTCCAATCGG
TCCTGTCTAT
GTTCCCTGAT
TTTCAAGAAC
TGGAGGAGTT

TGTGGAGGGT
TTGAGGACTG
TGGGGTGGTG
TCCCCTGGCC
ATAGGACTTG
GCCCAATCTG
GAGGAATATG
ATTGTCAAGA
TTCTTCCTTG
GACCCCAATG
CCTACAACAG
ATCATGTGTG
GTAAGTGACA
GGTACCGTGC
CCTCTCTTTG
ATTGGTGCTT

Figura 8 - Resultado do sequenciameto do fragmento do gene STS de soja. As
regides em negrito e sublinhadas se referem as sequéncias dos
primers degenerados. As regides marcadas em cinza se referem as

sequéncias dos primers internos especificos.

O fragmento isolado e sequenciado foi traduzido para obter a sequéncia

deduzida de aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos deduzida foi comparada

com outras sequéncias da enzima STS de outras espécies depositadas em

banco de dados publico (GenBank) (Figura 9). A sequéncia de aminoacidos da

enzima rafinose sintase de soja também foi utilizada para comparagéo (Figura

10) pois esta enzima participa junto com a enzima STS na mesma via de

biossintese dos GO e esta envolvida na reacédo de transferéncia de residuos de

galactose do galactinol para a sacarose.
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MAPPNDPVN-———————- ATLGLEPSEKVFDLSDGKLTVKGVVLLSHVPENVTFSSFSSI
MAPPLN--S-———————- TTSNLIKTES IFDLSERKFKVKGFPLFHDVPENVSFRSFSSI
MAPPYDPIPIPIPMSAILNFLSSTVKDNSFELLDGTLSVKNVPILTDIPSNVSFSSFSSI
MAPPND-—----- P1SSIFSPL1SVKKDNAFELVGGKLSVKNVPLLSEIPSNVTFKSFSSI

CVPR--DAPSSILQRVTAASHKGGFLGFSHVSPSDRL INSLGSFRGRNFLS IFRFKTWWS
CKPSESNAPPSLLQKVLAYSHKGGFFGFSHETPSDRLMNS I GSFNGKDFLS IFRFKTWWS
VQSS--EAPVPLFQRAQSLSSSGGFLGFSQNEPSSRLMNSLGKFTDRDFVS IFRFKTWWS
CQSS--GAPAPLYNRAQSLSNCGGFLGFSQKESADSVTNSLGKFTNREFVS I FRFKTWWS

TQWVGNSGSDLQMETQWILIEVPETESYVVI IPI1EKSFRSALHPGSDDHVKICAESGST
TQWIGKSGSDLQMETQWILIEVPETKSYVVIIPI1EKCFRSALFPGFNDHVKITAESGST
TOQWVGTTGSDIQMETQWIMLDVPEIKSYAVVVP IVEGKFRSALFPGKDGHIL IGAESGST
TOQWVGTSGSDIQMETQWIMLNLPEIKSYAVVIPIVEGKFRSALFPGKDGHVL ISAESGST

QVRASSFGAIAYVHVAETPYNLMREAYSALRVHLDSFRLLEEKTVPR I VDKFGWCTWDAF
KVKESTFNSIAYVHFSENPYDLMKEAYSAIRVHLNSFRLLEEKT IPNLVDKFGWCTWDAF
KVKTSNFDATAYVHVSENPYTLMRDAYTAVRVHLNTFKL FEEKSAPPLVNKFGWWTWDAF
CVKTTSFTSIAYVHVSDNPYTLMKDGYTAVRVHLDTFKL IEEKSAPPLVNKFGWCTWDAF

YLTVNPVGVWHGLKDFSEGGVAPRFVV IDDGWQSVNFDDEDPNEDAKNLVLGGEQMTARL
YLTVNPIGIFHGLDDFSKGGVEPRFV I IDDGWQS 1 SFDGYDPNEDAKNLVLGGEQMSGRL
YLTVEPAGI1YHGVQEFADGGLTPRFL I IDDGWQS INNDDNDPNEDAKNLVLGGTQMTARL
YLTVEPAG IWNGVKEFSDGGFSPRFL I IDDGWQS INIDGQDPNEDAKNLVLGGTQMTARL

HRFEEGDKFRKYQKGLLLGPNAPSFNPET IKEL I SKGIEAEHLG-KQAAATSAGGSDLAE
HRFDECYKFRKYESGLLLGPNSPPYDPNNFTDL I LKGIEHEKLRKKREEAISSKSSDLAE
HRLDECEKFRKYKGGSMSGPNRPPFDPKKPKLL I SKATEIEVAEKARDKAAQSGVTDLAR
HRFDECEKFRKYKGGSMMGPKVPYFDPKKPKLL I SKAIEIEGVEKARDKAIQSGITDLSQ

————————— KENKELCGG---—-—------CC---CKANECGGIKAF IRDLRTEFKGLDDVY
IELMIVKVREE I DDLFGGKGKESNESGGCC---CKAAECGGMKDFTTDLRTEFKGLDDVY
IESKIKKVVKE IDDLFGG---EQFSSGEKS---EMKSEYG-LKAFTKDLRTKFKGLDDVY
YEAEIEKLTKELDQMFGGGG-EETSSGKSCSSCSCKSDNFGMKAFTKDLRTNFKGLDD Y
YEIKLKKLNKELDEMFGGGGNDEKGSSKGCSDCSCKSQNSGMKAFTNDLRTNFKGLDDIY

VWHALCGSWGGVRPGATHLNSK1TPCKLSPGLDGTMQDLAVVKIVEGS 1GLVHPEQANDL
VWHALCGGWGGVRPGTTHLDSKI1 1 PCKLSPGLVGTMKDLAVDKIVEGS 1 GLVHPHQANDL
VWHALCGAWGGVRPETTHLDTK1VPCKLSPGLDGTMEDLAVVE I SKASLGLVHPSQANEL
VWHALAGAWGGVRPGATHLNAKTVPTNLSPGLDGTMTDLAVVKI IEGSTGLVDPDQAEDF
VWHALAGAWGGVKPGATHLNAKIEPCKLSPGLDGTMTDLAVVKILEGS I GLVHPDQAEDF

YDSMHSYLAQSGVTGVKIDVFHSLEYVCEEYGGRVELAKAYYDGLTNS IVKNFENGSGI 1A
YDSMHSYLAQTGVTGVKIDV IHSLEYVCEEYGGRVEIAKAYYDGLTNS I IKNFENGSGI 1A
YDSMHSYLAESGITGVKVDV IHSLEYVCDEYGGRVDLAKVYYEGLTKS IVKNFNGNGMIA
YDSMHSYLSSVGITGVKVDVIHTLEY ISEDYGGRVELAKAYYKGLSKSLAKNENGTGL IS
YDSMHSYLSKVGITGVKVDVIHTLEYVSENYGGRVELGKAYYKGLSKSLKKNFNGSGL IS

SMQQCNDFFFLGTKQ I PMGRFGDDFWFQDPNGDPMGVFEWLQGCTETVPTTVCGWG--RES
SMQQCNDFFFLGTKQIPFGRVGDDFWFQDPNGDPMGVFWLQGVHMIHCSYNSLWMGQIIQ
SMQHCNDFFFLGTKQ I SMGRVGDDFWFQDPNGDPMGSFWLQGVHM IHCSYNSLWMGQMIEQ
SMQQCNDFFLLGTEQ I SMGRVGDDFWFQDPNGDPMGVYWLQGVHM IHCAYNSMWMGQFIQ
SMQQCNDFFLLGTEQI SMGRVGDDFWFQDPNGDPMGVEWLQGVHM IHCAYNSMWMGQIIH

PIGTCSNRIMCVAKFHASSRAICGGPVYVSDSVGSHDFDL IKMLVFPDGTVPKCIHSALP

PDWDMFQSDHECAKFHAGSRAICGGPVYVSDSVGSHDFDL IKKLVFPDGTVPKCIYFPLP
PDWDMFQSDHVCAKFHAGSRAICGGP1YVSDNVGSHDFDL IKKLVFPDGT IPKCIYFPLP
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AmSTS
SsSTS

TGmMSTS
VaSTS1
PsSTS1
AmSTS
SsSTS

FGmSTS
VaSTS1
PsSTS1
AmSTS
SsSTS

FGmSTS
VaSTS1
PsSTS1
AmSTS
SsSTS

TGmSTS
VaSTS1
PsSTS1
AmSTS
SsSTS

PDWDMFQSDHPGGYFHAGSRAICGGPVYVSDSLGGHNFDLLKKLVENDGT IPKCIHFALP
PDWDMFQSDHCSAKFHAGSRAICGGPVYVSDSLGGHDFDLLKKLVENDGT IPKCIHFALP

TRDCLFKNPLFDQKTVLKIWNENKYGGVIGAFNCQGAGW —————————————————————
TRDCLFRNPLFDQKTVLKIWNENKYGGV IGAFNCQGAGWDPKGKKFKGFPECYKAISCTV
TRDCLFKNPLFDHTTVLKIWNENKYGGV1GAFNCQGAGWDP IMQKFRGFPECYKP IPGTV
TRDCLFKNPLFEDSKTILKITWNENKYGGVIGAFNCQGAGWDPKEQR IKGYSQCYKPLSGSV
TRDCLFKNPLFEDSKTILKTWNENKYGGVVGAFNCQGAGWDPKEQR IKGYSECYKPLSGSV

HVTEVEWDQKKEAEHMGKAEEYVVYLNQAEVLHLMTPVSEPLQLTIQPSTFELYNFVPVE
HVTEVEWDQKEETSHLGKAEEYVVYLNQAEELSLMTLKSEPIQFTIQPSTFELYSFVPVT
HVSGIEFDQKKEASEMGEAEEYAVYLSEAEKLSLATRDSDP IKITIQSSTFEIFSFVPIK
HVSD IEWDQKVEATKMGEAEEYAVYLTESEKLLLTTPESDP IPFTLKSTTFEIFSFVPIK

KLGSSNIKFAPIGLTNMFNSGGT IQELEY I EKDVKVKVKGGGRFLAYSTQSPKKFQLNGS
KLCGG-1KFAPIGLTNMFNSGGTV IDLEYVGNGAKIKVKGGGSFLAYSSESPKKFQLNGC
KLGEG-VKFAPIGLTNLFNAGGT IQGLVYNEG I AKIEVKGDGKFLAYSSVVPKKAYVNGA
KLGQG-VKFAPIGLTNLFNSGGT IQGVVYDEGVAKIEVKGDGKFLAYSSSVPKRSYLNGE

DAAFQWLPDGKLTLNLAWIEENDGVSDLAIFF
EVDFEWLGDGKLCVNVPWIEEACGVSDMEIFF
EKVFAWSGNGKLELD ITWYEECGGISNVTFVY
EVEYKWSGNGKVEVDVPWYEECGGISNITFVF

Figura 9 - Comparagao da sequéncia de aminoacidos do fragmento da enzima

STS de soja (fGmSTS) com outras sequéncias da estaquiose sintase
depositadas no GenBank. VaSTS1, estaquiose sintase de Vigna
angularis (acesso no. Y19024); PsSTS1, estaquiose sintase de Pisum
sativum (acesso no. AJ311087); AmSTS, estaquiose sintase de
Alonsoa meridonalis (acesso no. AJ487030); SsSTS, estaquiose
sintase de Stachys sieboldii (acesso no. AJ344091) e GmRFS,
rafinose sintase de Glycine max (acesso no. E24424). As regides
marcadas em cinza se referem a residuos de aminoacidos totalmente
conservados, e, em azul se referem a residuos de aminoacidos do
mesmo grupo. O alinhamento foi feito com o programa CLUSTAL W.
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FOMSTS mm oo

GMRFS MAPS I SKTVELNSFGLVNGNLPLS I TLEGSNFLANGHPFLTEVPEN I IVTPSP I DAKSSK
FOMSTS  mm oo
GMRFS NNEDDDVVGCFVGFHADEPRSRHVASLGKLRG I KFMS I FREKVWWT THWVGSNGHELEHE
FOMSTS mm oo GDGF--—--
GMRFS TQMMLLDKNDQLGRPFVL I LP I LQASFRASLQPGLDDYVDVCMESGSTRVCGSSFGSCLY
FOMSTS  mm oo oo VG-
GMRFS VHVGHDPYQLLREATKVVRMHLGTFKLLEEKTAPV I IDKEGWCTWDAFYLKVHPSGVWEG
fomsTS ~ ————- = KENKELCG
GMRFS VKGLVEGGCPPGMVL I DDGWQA I CHDEDP I TDQEGMKRTSAGEQMPCRLVKLEENYKFRQ

TGMSTS GCCCKANECGGIKAF IRDLRTEFKGLDDVYVWHALCGSWGGVRPGAT-HLNSKITPCKLS
GmMRFS YCSGKDSEKG-MGAFVRDLKEQFRSVEQVYVWHALCGYWGGVRPKVPGMPQAKVVTPKLS

TGmSTS PGLDGTMQDLAVVKIVEGSIGLVHPEQANDLYDSMHSYLAQSGVTGVKIDVFHSLEYVCE
GmRFS NGLKLTMKDLAVDKIVSNGVGLVPPHLAHLLYEGLHSRLESAGIDGVKVDVIHLLEMLSE

TGmSTS EYGGRVELAKAYYDGLTNSIVKNFNGSG 1 IASMQQCNDFFFLGTKQ IPMGRFGDDFWFQD
GmMRFS EYGGRVELAKAYYKALTASVKKHFKGNGV IASMEHCNDFFLLGTEAIALGRVGDDFWCTD

TGmSTS PNGDPMGVFWLQGCTETVPTTVCGWGR--FSP IGTCSNR IMCVAKFHASSRAICGGPVYV
GmMRFS PSGDPNGTYWLQGCHMVHCAYNSLWMGNF 1QPDWDMFQSTHPCAEFHAPLGPSLVDQFTL

fGmSTS SDSVGSHDFDL IKMLVFPDGTVPKC IHSALPTRDCLEKNPLEDQKTVLKIWNFNKYGGV1
GmRFS VIVLESTTSSCSRASLCLMGRFCVVNTMHSPHETVCLKTPCMMGRQCSKEG ISTN IQVFW

TGMSTS GAFENCQGAGW--
GmMRFS VYLIAKEVGGVP

Figura 10 - Comparacao da sequéncia deduzida de aminoacidos do fragmento
da enzima STS de soja (fGmSTS) com a sequéncia da GmRFS,
rafinose sintase de Glycine max (acesso no. E24424). As regides
marcadas em cinza se referem a residuos de aminoacidos totalmente
conservados, e, em azul se referem a residuos de aminoacidos do
mesmo grupo. O alinhamento foi feito com o programa CLUSTAL W.

A comparagdo da sequéncia de aminoacidos do fragmento isolado da
enzima STS de soja revelou alta identidade com as enzimas STS de Vigna
angularis (79 %), Pisum sativum (75 %), Alonsoa meridionalis (73 %) e Stachys
sieboldii (73 %) (Figura 9), no entanto apresentou pouca homologia (36 %) com a
enzima rafinose sintase de Glycine max (Figura 10).

Devido a baixa homologia entre as sequéncias de aminoacidos (36 %)

entre as enzimas STS e rafinose sintase de soja, € esperado que, apesar de
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terem funcbes semelhantes, e, participarem da mesma via de biossintese de
agucares, elas sao enzimas codificadas por genes diferentes.

A informacao fornecida neste trabalho é de grande importancia, pois se as
enzimas STS e rafinose sintase sdo moléculas diferentes, técnicas de engenharia
genética poderao ser utilizadas para o manuseio das atividades de ambas as
enzimas. Neste sentido, trabalhos futuros poderao ser realizados para manipular
0 gene STS de soja com o objetivo de reduzir o conteudo de estaquiose em

sementes sem afetar a atividade da rafinose sintase.

3.5. Analise do padrédo de expressao do gene STS

Uma vez isolado e sequenciado um fragmento do gene STS de soja a
partir de primers degenerados, primers especificos foram desenhados como
descrito no item 2.13. Ensaios de RT-PCR foram realizados para a analise da
expressao do gene STS em sementes de soja correspondentes a todo o periodo
de enchimento do grao e em tecidos como folhas, caule e raiz (Figura 11). O
tamanho do cDNA amplificado correspondeu ao tamanho esperado para o
produto amplificado pelos primers especificos (284 pb).

Embora a utilizacdo da técnica de RT-PCR como método para analise
quantitativa da expressao génica seja discutivel (BUSTIN, 2000), este método foi
escolhido devido a facilidade da sua execucdo. Como controle interno foi
utilizado o gene de actina de soja que apresenta expressao constitutiva.

A andlise por RT-PCR mostrou que o gene STS € expresso em todos os
estadios de desenvolvimento da semente com um padrdo de expressao
decrescente dos estadios iniciais até o 6° estadio. Houve um aumento de
expresséo dos transcritos do gene STS no 72 estadio e uma pequena diminuicdo

no nivel dos transcritos em sementes maduras.
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Figura 11 - Ensaio de RT-PCR para o gene da enzima estaquiose sintase em
soja. A) Amostras de cDNA amplificadas para o gene STS durante o
desenvolvimento das sementes de soja, e C) em tecido especifico.
B; D) o controle interno com actina. Os numeros de 1 a 8
correspondem aos oito estadios de desenvolvimento da semente; F-
folha; C- caule e R- raiz. A seta indica o tamanho do fragmento
amplificado (284 pb). (M) Marcador de massa molecular comercial
(100 bp DNA Ladder-Promega).

Os resultados demonstram que o gene STS é transcrito durante todo o
desenvolvimento das sementes de soja, porém a enzima STS esta ativa somente
nas sementes maduras. Esta afirmagcdo tem como base a determinagdo da
atividade enzimatica (Figura 3) e a quantificagdo de estaquiose (Figura 1), que
foram encontradas somente na soja madura.

O aumento nos transcritos do gene STS no 72 estadio provavelmente esta
relacionado com a sintese de estaquiose que ocorreu nas sementes durante a
maturagdo. Provavelmente houve uma preparagcdo para entrar no estadio de
maturagdo, momento em que a necessidade de transcritos para a biossintese da
enzima STS foi maior. Consequentemente, houve a sintese de estaquiose,
aumentando o conteudo dos GO, que sao carboidratos envolvidos na aquisigcao
da tolerancia a dessecacgao e reserva para a germinagao das sementes. Nenhum
trabalho sobre a expressdo do gene STS em sementes foi encontrado na
literatura para comparagédo com nossos resultados.

A Figura 11C esta apresentando a presenga de transcritos do gene STS
em o6rgaos como folhas, caule e raiz. Provavelmente em algum momento durante

o crescimento e desenvolvimento da planta, ou durante o desenvolvimento das
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sementes, a enzima STS esta presente na sua forma ativa para sintetizar
estaquiose nesses 6rgédos. Segundo CANNY (1973) a sacarose € o principal
acucar de transporte no floema. Estudos utilizando o exudato do floema de
algumas espécies de plantas revelou que os agucares derivados da sacarose
(rafinose, estaquiose e verbascose) também sao translocados. A presenca de
transcritos do gene STS em o6rgaos, principalmente em folhas, possivelmente
esta relacionado com a translocacdo de acgucares. Se estaquiose for sintetizada,
provavelmente devera ocorrer a translocacdo deste acucar para um ponto da
planta onde a necessidade de energia € maior, ou translocacéo para o6rgaos de
reserva, como as sementes.

Estudos prévios sobre translocacdo foram realizados por TURGEON
(1996). O galactinol, um doador de grupos galactosil para a biossintese de
rafinose e estaquiose, nao é translocado de forma muito eficiente em folhas de
Cucumis blumei. Foi sugerido pelo autor que apesar do galactinol ter
caracteristicas de um acgucar de transporte ideal, ou seja, € um agucar nao-
redutor com a mesma massa molecular da sacarose, e esta em quantidades
significantes em algumas espécies de plantas, este dissacarideo provavelmente
esta predominantemente presente no citosol.

AYRE et al. (2003) estudando o mecanismo de transporte de solutos no
floema em folhas de Cucumis blumei, demonstraram que o galactinol ndo é
acumulado no floema, enquanto que sacarose, rafinose e estaquiose sao pouco
acumulados no floema porque estes acgucares sao transportados de forma
eficiente para fora das folhas.

Para afirmar se a presenca de transcritos do gene STS em folhas, caule e
raiz implica em biossintese de estaquiose nesses Orgaos, e, se houver
biossintese e translocagcdo deste acucar de um érgao para o outro, como ela
ocorre em soja, ou, em que taxa esta translocagdo acontece na planta, um

estudo mais detalhado sobre o assunto é necessario.
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CONCLUSOES GERAIS

v Foi isolada e purificada uma enzima a«-galactosidase de sementes

germinadas de Tachigali multijuga.

4 A enzima a-galactosidase apresentou boa estabilidade ao pH, mas nao

possui estabilidade térmica em temperaturas elevadas.

v A o-galactosidase nao hidrolisou totalmente os agucares rafinose e
estaquiose na farinha desengordurada de soja. Uma melhor hidrolise podera ser
conseguida com o uso de uma maior quantidade de enzima. Desta forma, a
enzima a-galactosidase podera ser utilizada futuramente em processos

industriais.

4 A a-galactosidase hidrolisou goma guar e goma de alfarroba. Isto sugere

sua aplicagao industrial para melhorar a propriedade gélica de galactomananas.
v Em soja, estaquiose é acumulada durante a maturagdo das sementes. A

atividade da enzima estaquiose sintase (STS) de soja esta presente apenas em

sementes maduras.
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4 Foi isolado, clonado e sequenciado um fragmento do gene STS de soja. A
analise da sequéncia pelo BLAST revelou que o fragmento clonado se refere ao

gene STS, até entdo nunca isolado e sequenciado em soja.

4 A sequéncia de aminoacidos deduzida do fragmento isolado apresentou
alta homologia com outras sequéncias da enzima STS depositadas no GenBank,
mas apresentou pouca homologia com a sequéncia da enzima rafinose sintase.
Isto indica que estas enzimas sao codificadas por genes diferentes apesar de
participarem da mesma via metabdlica, e, catalisarem reagdes de transferéncia

de grupos galatosil presentes no galactinol.

v O gene STS é expresso em todos os estadios de desenvolvimento da
semente de soja, além de folhas, caule e raiz. Isto indica que a expressao do

gene STS nao é orgao especifico.
v O isolamento de um fragmento do gene STS de soja acrescenta tanto

conhecimentos cientificos, como permite que técnicas de engenharia genética

possam ser desenvolvidas para o silenciamento desse gene em soja.
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