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IMOBILIZAGAO DE B-GLICOSIDASE DE SOJA EM QUITOSANA,
CARACTERIZAGAO PARCIAL E SUA APLICAGAO EM EXTRATO
AQUOSO DE SOJA
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RESUMO: B-glicosidase de soja foi imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido. A -glicosidase
imobilizada apresentou valores de pH e temperatura 6timos de 5.5 e 50 °C. A enzima imobilizada foi
aplicada em extrato aquoso de soja para obtencao de um produto com maior teor de isoflavonas agliconas.
Apo6s 120 min de incubacgéo, o conteudo de glicose aumentou em 48%, o que € diretamente proporcional a
liberagcéo de agliconas.
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INTRODUGAO

As B-glicosidases (pB-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) formam um grupo
heterogéneo de enzimas que hidrolisam a ligacdo B-glicosidica de oligossacarideos e
outros conjugados glicosidicos, liberando glicose. Estas enzimas hidrolisam as
isoflavonas B-glicosidicas presentes na soja (genistina, daidzina e glicitina) e liberam as
isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina) as quais sao descritas devido a
possiveis agcdes benéficas na saude humana (HSIEH, GRAHAM, 2001).

Considerando que o teor de isoflavonas agliconas na soja € de 2% (RIBEIRO et al.,
2007), a aplicagao de B-glicosidase em produtos de soja pode ser viavel para aumentar o
teor destas isoflavonas. A utilizagdo de enzimas imobilizadas € uma estratégia para a
conducao de bioprocessos continuos, pois pode melhorar a eficiéncia de processos
biotecnoldgicos, reduzindo os custos de producao (CANILHA et al., 2006).

Os materiais utilizados como suportes na imobilizagado devem ser encontrados
com facilidade e abundancia, ter baixo custo, facilidade de operagdao em grande escala,
capacidade de retencdo e resisténcia mecanica para uma longa vida operacional
(CANILHA et al., 2006). Por isso optou-se por utilizar a quitosana neste estudo, além de
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ter sido utilizada para imobilizagdo de diversas enzimas, apresentando 6timos resultados,
principalmente quando ativada pelo reagente bifuncional glutaraldeido (SU et al., 2010).

Assim, considerando a importancia da aplicacao de B-glicosidase no aumento do
teor de isoflavonas agliconas, o objetivo deste trabalho foi imobilizar a B-glicosidase de
soja em quitosana, caracterizar o pH e temperatura étimos da enzima imobilizada e
aplica-la em extrato aquoso de soja (EAS).

MATERIAL E METODOS
Materiais

Foram utilizados cotilédones da cultivar de soja BRS 213; quitosana de alta
massa molecular em po e reagentes de pureza analitica.

Métodos

Determinagéo de Atividade de (-glicosidase, Proteinas Soluveis e Atividade Especifica de
B-glicosidase

A atividade de [-glicosidase foi determinada utilizando o substrato sintético p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG), conforme descrito por Matsuura e Obata (1993).
Uma unidade de atividade de B-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima que
liberou 1 uM p-NP min™', nas condigdes experimentais. O teor de proteinas soluveis foi
quantificado pelo método de Lowry et al (1951). A atividade especifica de 3-glicosidase foi
definida pela relagao entre unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteinas, ou
seja, UA mg'1 de proteinas.

Extracdo e Fracionamento de (3-glicosidase

A extracao da enzima foi realizada conforme metodologia descrita por Matsuura e
Obata (1993). O extrato bruto (EB) foi fracionado com sulfato de aménio de 0 a 40% e de
40 a 85% de saturacdo. Apds didlise das fragbes, foram determinadas as atividades
especificas (AEs). A fracdo denominada de P4o.35 com elevada AE de B-glicosidase foi
utilizada para imobilizacéo.

Preparo de Granulos de Quitosana e Ativacao com Glutaraldeido

Os granulos de quitosana foram preparados segundo Kumar, Dwevedi e Kayastha
(2009). Os granulos de quitosana foram ativados por incubagédo com glutaraldeido 2,5%, a
37°C, sob agitacdo durante 8 horas, sendo lavados e armazenados em tampéo TRIS-
acetato 0,1M, pH 7,5 até serem utilizados.

Imobilizagéo de B-glicosidase nos Gréanulos de Quitosana Ativados com Glutaraldeido

Para a imobilizagdo da B-glicosidase, os granulos de quitosana ativados foram
incubados com solugdo enzimatica (181,62 UA / mL) durante 20 horas a 4°C.
Posteriormente, estes foram lavados com tampao TRIS-acetato 0,1M pH 6,5 para
remover a enzima nao-imobilizada (KUMAR, DWEVEDI, KAYASTHA, 2009).

Determinagdo de Temperatura e pH Otimos

Para a determinagcdo de temperatura e pH o6timos, foi utilizado o DCCR 22 com
duas variaveis independentes, totalizando 11 experimentos. Os niveis das variaveis
independentes X; (pH) e X, (temperatura) foram selecionados com base em experimentos
preliminares e sdo apresentados na Tabela 1. Foram incubados 800 uL de p-NPG em
tampéao fosfato-citrato 0,1 M por 30 min com a B-glicosidase imobilizada. A atividade de [3-
glicosidase foi estimada conforme Matsuura e Obata (1993) e os resultados expressos em
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porcentagem de atividade em relagcdo ao controle (resposta de maior atividade
enzimatica).

Tabela 1 - Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
variaveis independentes para os efeitos de pH e temperatura na taxa de imobilizagao (%).

Codificado (real)

Experimentos pH T(°C)
%4 (X1) %2 (X2)
1 -1(4,0) -1 (35)
2 -1(4,0) +1 (65)
3 +1(7,0) -1 (35)
4 +1(7,0) +1 (65)
5 -1,41 (3,0) 0 (50)
6 +1,41 (8,0) 0 (50)
7 0 (5,5) -1,41 (25)
8 0 (5,5) +1,41 (75)
9 0 (5,5) 0 (50)
10 0 (5,5) 0 (50)
11 0(5,5) 0 (50)

Analises estatisticas
Para analise das superficies de resposta foi utilizado o software Statistica 7.0 (Stat
Soft, Inc.).

Aplicagéo de B-glicosidase Imobilizada em Extrato Aquoso de Soja

Granulos de quitosana com enzima imobilizada foram incubados com EAS
comercial diluido 1:2 em banho-maria a 50°C. O contato da enzima imobilizada com o
EAS foi interrompido nos tempos de 2 a 120 min e posteriormente foi determinado o teor
de glicose.

Determinagdo Quantitativa de Glicose

A glicose liberada apds aplicagédo da enzima imobilizada em EAS foi determinada
pelo método da glicose oxidase. Neste procedimento, a glicose liberada pela hidrdlise de
isoflavonas glicosidicas foi quantificada por espectrofotometria a 500 nm e o resultado
expresso como aumento da taxa de glicose (%)/mL de EAS em relagdo ao tempo zero.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparo dos Granulos de Quitosana
Granulos de quitosana 1% foram utilizados nos experimentos, o0s quais
apresentavam aspecto branco opalescente e aproximadamente 5 mm de diadmetro.

Determinagédo de Temperatura e pH Otimos da B-glicosidase Imobilizada

A influéncia da temperatura e do pH na atividade da B-glicosidase imobilizada foi
analisada utilizando o planejamento experimental DCCR 22 e a superficie de resposta
(Figura 1). Observou-se que a faixa de temperatura étima foi de 30 a 50 °C e a faixa de
pH 6timo de 3,5 a 6,5.

Como a B-glicosidase possui dois acidos carboxilicos envolvidos na sua atividade
catalitica (NAM et al., 2010), esta deve estar desprotonada para exercer sua fungao e isto
ocorre com maior facilidade quando o meio encontra-se menos acido, ou seja, a melhor
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escolha neste caso é o pH 5,5. Pela superficie de resposta, percebe-se que em pH 5,5, a
temperatura 6tima é de 50°C.

R, RN

Bl 50
o
[]-50
[ -100
I -150
Bl 200

Figura 1 - Efeito da temperatura e pH na atividade de (3-glicosidase imobilizada.

Aplicagéo da B-glicosidase Imobilizada em Extrato Aquoso de Soja

Os experimentos de aplicagdo de -glicosidase imobilizada em EAS foram
realizados a 50°C. Apés 120 min de incubacdo, o teor de glicose aumentou
aproximadamente 48%, sendo este aumento diretamente proporcional a liberagdo de
isoflavonas agliconas. Santos (2010) observou um aumento de 50% na liberagdo de
glicose apdés 4 a 6 h de incubacdo de B-glicosidase livre parcialmente purificada em
farinha de soja integral. Assim, a taxa de liberacdo de isoflavonas agliconas com o
emprego da enzima imobilizada em apenas 2 h foi similar a taxa obtida com enzima livre
apos 4 a 6 h, sendo assim, a enzima imobilizada apresentou-se mais eficiente.

CONCLUSOES

A imobilizagado da B-glicosidase de cotilédones de soja em quitosana foi satisfatoria,
tendo a enzima imobilizada valores de pH e temperatura étimos de 5,5 e 50°C. A sua
aplicagao em derivados B-glicosidicos como p-NPG resulta em liberacao de glicose, o que

indica indiretamente que ocorre a liberagdo de agliconas a partir da hidrélise de
conjugados glicosidicos.
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