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RESUMO 

 
 

Isoflavonas da soja são compostos fenólicos classificados como agluconas, β-
glucosídeos e β-glucosídeos conjugados com grupos malonil e acetil. A β-
glucosidase (β-glucosídeo glucohidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisa isoflavonas β-
glucosídicas com liberação de agluconas que possuem ação benéfica na saúde 
humana. O objetivo deste trabalho foi determinar o teor de isoflavonas, atividade de 
β-glucosidase e sua correlação em 18 cultivares de soja de diferentes dias de 
maturação semeados nas mesmas condições de cultivo. Experimentos foram 
realizados para observar o comportamento destes componentes na germinação de 
uma cultivar de soja (BRS 213), que apresentou a maior atividade da enzima, por 72 
h a 25°C. Além disso, a β-glucosidase de cotilédones de soja foi purificada por 
cromatografia com caracterização bioquímica parcial. A análise de regressão não foi 
significativa entre número de dias de maturação e todas as formas de isoflavonas. A 
correlação não foi significativa entre dias de maturação e β-glucosídeos e malonil-
glicosídeos. Entretanto, a correlação foi significativa (P<0,08) entre dias de 
maturação e agluconas. As análises de regressão e correlação não foram 
significativas entre atividade de β-glucosidase e cultivares de diferentes dias de 
maturação e atividade de β-glucosidase não se correlacionou com o teor das formas 
de isoflavonas (P<0,05). Em soja germinada, cultivar BRS 213, a atividade de β-
glucosidase aumentou 3,3 vezes nas radículas e 2,3 vezes nos cotilédones. Nas 
radículas ocorreu redução significativa no teor de isoflavonas totais (6,3 vezes) 
enquanto que nos cotilédones houve aumento no teor de isoflavonas totais (2,4 
vezes). A β-glucosidase foi purificada por cromatografia de troca iônica com CM 
Sephadex C-50 e filtração em gel com Sephadex G-100. A fração de β-glucosidase 
denominada de F42, com caracterização bioquímica parcial, apresentou condições 
ótimas de reação de pH 5,0 e 30 minutos de incubação a 45°C. A enzima foi estável 
a 25°C, enquanto que a 45°C a redução foi de 60% após 1 h de incubação. Em 
temperatura superior a 60°C, a enzima apresentou baixa estabilidade, com redução 
95% de atividade, após 5 min de incubação. O Km e Vmax da enzima com o 
substrato p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo foi de 0,16 mM e 4,3 µM p-nitrofenol/min, 
respectivamente. A enzima apresentou especificidade para os substratos derivados 
de p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeos e também para substratos que possuem 
ligantes na posição para, ligações do tipo α ou β e do tipo 1→4 ou 1→6.  
 
 
Palavras chave: Isoflavonas. Grupos de maturação da soja. β-glucosidase da soja. 
Germinação. Purificação e caracterização de β-glucosidase. 
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ABSTRACT 
 
 

Soy Isoflavones are phenolic compounds comprised of aglucones, β-glucosides and 
β-glucosides conjugated with malonyl and acetyl groups. β-glucosidase (β-glucoside 
glucohydrolase, EC 3.2.1.21) hydrolyses β-glucosidic isoflavones releasing 
aglucones that possess human health benefitial role. Thus the objective of this work 
was to determine the isoflavone forms contents, β-glucosidase activity and their 
correlation in 18 soybean cultivars of different maturity groups under the same 
cultivation conditions. In addition an experiment was carried out in order to observe 
the behavior of these components throughout germination of a soy cultivar (BRS 213) 
that presented the highest enzyme activity for 72 h at 25°C. Furthermore soy 
cotyledons β-glucosidase was chromatographically purified and biochemically 
partially characterized. Regression analyses between number of days of maturity and 
all isoflavone forms were not significant. The relationship between maturity days and 
β-glucosides and malonyl-glucosides showed no correlation. However, a correlation 
was observed between maturity days and aglucones (P<0.08). Regression analysis 
and correlation between β-glucosidase activity and cultivars of different number of 
days of maturity were not significant, and β-glucosidase activity did not correlate with 
isoflavone forms contents (P<0.05). In the germinated soy cultivar BRS 213, the β-
glucosidase activity increased 3.3-fold in the radicles and 2.3-fold in the cotyledons.  
In the radicles there was a significant decrease in the total isoflavone content (6.3-
fold), while in the cotyledons there was an increase in total isoflavone content (2.4-
fold). β-glucosidase was purified by ion exchange chromatography on CM-Sephadex 
C-50 and gel filtration on Sephadex G-100. A β-glucosidase fraction named F42 was 
partially biochemically characterized presenting reactions optimum conditions of pH 
at 5.0 under 30 min of incubation at 45°C. The enzyme was stable at 25°C while at 
45°C the activity reduction was 60.0% after 1h of incubation. Finally, low stability was 
found at temperature above 60°C reducing its enzyme activity of 95% after 5 min of 
incubation. The enzyme Km and Vmax having p-nitrofenil-β-D-glucopiranoside as 
substrate was 0.16 mM and 4.3 µM p-nitrofenol/min, respectively. Lastly, the enzyme 
presented a specificity for p-nitrofenil-β-D-glycopiranosides derivatives and also for 
substrates possessing ligants in para position and linkages of α or β type and finally 
1→4 or 1→6 type. 
 
 
Keywords: Isoflavones. Soy maturity groups. Soy β-glucosidase. Germination. β-
glucosidase purification and characterization. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

  As isoflavonas são compostos fenólicos do grupo dos flavonóides 

presentes em leguminosas em teor de 0,1 a 0,5 mg/g (COWARD et al., 1993) e é 

um dos substratos da β-glucosidase. Podem ser encontradas nas formas β-

glucosídicas apresentando uma glucose ligada ao anel benzeno (daidzina, genistina 

e glicitina), suas respectivas agluconas (daidzeína, genisteína e gliciteína), 

conjugada acetil-glucosídica (6’’O-acetil-daidzina, 6’’O-acetil-genistina e 6’’-O-acetil-

glicitina) e conjugada malonil-glucosídica (6’’O-malonil-daidzina, 6’’O-malonil-

genistina e 6’’O-malonil-glicitina). Na soja madura, as formas agluconas são 

encontradas em quantidades traço (LIU, 1997). Segundo Park et al. (2001), as 

isoflavonas são conhecidas por suas atividades biológicas como estrogênica, 

antifúngica, antioxidante e antitumoral, sendo estas mais acentuadas nas formas 

agluconas do que glucosiladas.  

 A β-glucosidase (β-D-glucosídeo glucohidrolase, EC. 3.2.1.21) 

catalisa a hidrólise de terminais não redutores de compostos contendo resíduos de 

β-D-glucose, com liberação de glucose. É produzida por microrganismos e também 

encontrada em vegetais, onde participa de inúmeras funções, tais como, hidrólise 

de giberelinas conjugadas, conversão de citocininas de armazenagem em formas 

ativas, em metabolismo de estresse, resistência a alguns fitopatógenos etc (ESEN, 

1992). 

 Em humanos, a hidrólise de isoflavonas presentes na soja ocorre 

pela ação da β-glucosidase produzida pela microbiota intestinal (LIGGINS et al., 

1998). Setchell et al. (2001) observaram que em adultos, a concentração plasmática 

máxima de agluconas foi obtida de 4 a 7 horas após sua ingestão, sendo que sua 

absorção ocorreu rapidamente no estômago, duodeno e porção inicial do jejuno. 

Porém, após a ingestão de β-glucosídeos, a concentração plasmática máxima de 

agluconas foi obtida entre 8 e 11 horas. Os β-glucosídeos foram hidrolisados 

previamente, para posteriormente serem absorvidos pelo intestino delgado distal.  

 Uma vez que as atividades biológicas são mais acentuadas nas 

isoflavonas agluconas, pesquisadores têm procurado alternativas de processos 

enzimáticos de biotransformação das formas glucosiladas em agluconas (PARK et 
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al., 2001). Durante a germinação de grãos ocorre a ativação de enzimas, tais como 

a β-glucosidase, aumentando o teor de isoflavonas agluconas (SANTOSH et al., 

1999). A β-glucosidade obtida de fontes microbianas (MATSUDA et al., 1992; PARK 

et al., 2001) e de diferentes vegetais (ARAÚJO et al., 1997) tem sido utilizada 

também para a hidrólise de isoflavonas. A β-glucosidase da soja pode apresentar 

um potencial de aplicação em seus produtos com obtenção de alimentos funcionais.  

 Segundo Morais (2001), o uso da soja como alimento funcional tem 

aumentado nas últimas décadas, principalmente em países de primeiro mundo. A 

população destes países passou a reconhecer a importância da manutenção da 

saúde e prevenção de doenças, utilizando uma alimentação saudável com atividade 

física.   

 Considerando a importância das isoflavonas agluconas da soja para 

a saúde humana e que a obtenção desta forma de isoflavona é proveniente da 

atividade da β-glucosidase, neste trabalho foi investigada a correlação entre as 

isoflavonas e a atividade da β-glucosidase em cultivares de soja de diferentes 

grupos de maturação, selecionando a de maior atividade da enzima para avaliar 

também o efeito da germinação na atividade desta enzima, bem como sua extração, 

purificação e caracterização bioquímica parcial.  
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

 

 Verificar a correlação entre teor de isoflavonas e atividade de β-

glucosidase em grãos de cultivares de soja de diferentes grupos de maturação e 

também durante a germinação, para posterior purificação e caracterização 

bioquímica parcial da enzima.  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

 Verificar a correlação entre o teor de isoflavonas e atividade de β-

glucosidase em grãos de 18 cultivares de soja de diferentes grupos de maturação 

da safra 2002/2003. 

 Germinar a cultivar de soja com maior atividade de β-glucosidase e 

verificar as correlações com o teor de isoflavonas e atividade de β-glucosidase nas 

radículas e cotilédones em diferentes tempos de germinação. 

 Purificar e caracterizar parcialmente a β-glucosidase do cotilédone 

da soja. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

 A soja (glycine max (L.) Merril), segundo historiadores, é originária 

do continente asiático, na região da Manchúria, atual China. Há referências deste 

grão no livro Materia Medica, escrito ao redor de 3.000 anos a.C., como sendo um 

dos cinco grãos sagrados. Sua importância na alimentação da antiga civilização era 

grande, e juntamente com o trigo, arroz, centeio e milheto, tinha direito a rituais 

antes do semeadura e da colheita. Desta região de origem, expandiu-se lentamente 

para outras partes do planeta. O ocidente iniciou o seu cultivo a partir do século 

dezoito. Os Estados Unidos iniciaram sua exploração comercial como forrageira e 

depois como grãos a partir da segunda década do século vinte. No Brasil sua 

importância comercial ocorreu a partir de 1914, quando foi introduzida no Rio 

Grande do Sul. O Brasil é o segundo produtor mundial deste grão com produção de 

53 milhões de toneladas na safra 2005/2006. No Paraná, seu cultivo foi iniciado em 

1954 e foi o segundo maior produtor no país na safra 2005/2006, com 9,4 milhões 

de toneladas. Ainda, nesta safra, Mato Grosso e Rio Grande do Sul produziram 15,9 

e 7,5 milhões de toneladas, respectivamente (www.conab.com.br). 

 A cultura de soja apresenta inúmeras vantagens para o país. 

Devido à extensão territorial, topografia e clima favoráveis, a soja tornou-se a 

principal cultura, ocupando aproximadamente 22 milhões de hectares 

(www.conab.com.br). 

O complexo soja, constituído por grão, farelo, óleo, margarina e lecitina, gera 

empregos e é um excelente setor exportador nacional. 

 A soja, inicialmente cultivada para extração de óleo e ração animal, 

teve seus produtos protéicos (farinha, concentrados e isolados protéicos) utilizados 

em grande escala na indústria de alimentos devido a suas características 

funcionais. Nos Estados Unidos, somente na década de 80, houve aumento no 

consumo de produtos tradicionais de soja, como tofu e extrato aquoso de soja, e de 

uma segunda geração de produtos, tais como, salsichas, produtos lácteos similares 

e molhos de soja (www.cnpso.embrapa.br).  

 O aumento do consumo de produtos de soja foi atribuído a fatores 

econômicos e de saúde. O potencial da soja, bem como sua investigação, estão 

relacionados com vários estudos na prevenção de câncer e outras doenças 

 

http://www.conab.com.br/
http://www.conab.com.br/
http://www.cnpso.embrapa.br/
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crônicas (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997; ANDERSON; GARNER, 1997; LOVATI 

et al., 2000; MESSINA, 1999; MESSINA; MESSINA, 1991; ROSELL et al., 2004; 

zhang, 2003). No Brasil, os resultados de estudos sobre características nutricionais 

e nutracêuticas promoveram aumento no consumo via incorporação na dieta 

alimentar da população brasileira (www.cnpso.embrapa.br). 

 A composição do grão de soja ou de suas estruturas individuais é 

dependente de muitos fatores, tais como, cultivar, época de semeadura, localização 

geográfica e estresse ambiental. Em média, óleo e proteínas constituem cerca de 

60% da soja em base seca, com 40% de proteína e 20% de óleo, 31% de 

carboidratos, 4% de cinzas e 5% de outros componentes. A soja é constituída de 

aproximadamente 8% de casca, 90% de cotilédone e 2% de hipocótilo. O cotilédone 

apresenta o maior teor de proteínas e óleo, enquanto que a casca apresenta teor de 

carboidratos mais elevados. Em comparação ao cotilédone, o hipocótilo apresenta 

teor semelhante de proteínas e 50% do teor de lipídeos. Além destes constituintes, 

a soja apresenta fosfolipídios, vitaminas, minerais e outros compostos 

biologicamente ativos como inibidores de tripsina, fitatos, oligossacarídeos e 

isoflavonas (LIU, 1997).       

 A germinação é uma alternativa de processamento para o consumo 

de grãos. Assim, desde os tempos remotos, o broto de soja é consumido no Oriente 

devido a sua textura crocante e sabor diferenciado com valor nutritivo elevado e 

comparável à soja verde (imatura) (LIU, 1997). Durante o processo de germinação, 

ocorre a ativação de várias enzimas presentes na soja, tais como proteases, α-

galactosidases e fitases (ABDULLAH et al., 1984; BAU; DEBRY, 1979; CHEN; PAN, 

1977; KIM et al., 1973; MOSTAFA; RAHMA, 1987). Santosh et al. (1999) 

observaram um aumento na atividade específica de β-glucosidase em grãos 

germinados a 30°C de Trigonella foenum-graecum, Cicer arietinum e Vigna radiata. 

Bau et al. (2000) descreveram que a germinação da soja aumentou 

consideravelmente o teor de alguns constituintes químicos e compostos 

biologicamente ativos como lecitina, fitoesteróis, saponinas, compostos 

estrogênicos etc. Conseqüentemente, a soja germinada pode ser incorporada na 

dieta com benefícios à saúde, com redução do colesterol sérico e prevenção de 

obesidade, doenças cardiovasculares, câncer de mama e próstata. A soja 

germinada pode ser utilizada como uma excelente alternativa de substituição da 

proteína animal, com obtenção de uma dieta nutricionalmente balanceada para 

 

http://www.cnpso.embrapa.br/
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países industrializados e em desenvolvimento. 

 

 

3.1 ISOFLAVONAS 
 

 

 A soja, por muitos anos, foi identificada em relação ao elevado teor 

de lipídeos e proteínas. Entretanto, a partir da década de 90, os clínicos e 

pesquisadores demonstraram interesse em alimentos de soja devido à função 

potencial no tratamento e prevenção de doenças crônicas (LIU, 1997).   

 Segundo Brouns (2002) muitas pesquisas demonstraram que 

mulheres asiáticas, consumidoras de sua dieta tradicional, apresentaram melhores 

condições cardiovasculares e ósseas, quando comparadas com as ocidentais. Os 

epidemiologistas em nutrição atribuíram estes resultados, em parte, a uma dieta rica 

em soja, que é consumida há mais de 5.000 anos pelos orientais enquanto que os 

povos ocidentais ingerem pouca soja. A soja é particularmente rica em isoflavonas, 

que são os flavonóides mais comuns encontrados em frutas e vegetais. Assim, 

evidências indicaram que as isoflavonas da soja podem contribuir com estes 

resultados. Atualmente, os ocidentais aumentaram o consumo de soja visando  

melhorar a saúde. Liu (1997) enfatizou a utilização da soja e suas isoflavonas na 

prevenção e tratamento de câncer e outras doenças crônicas. 

 As isoflavonas são compostos fenólicos pertencentes ao grupo dos 

flavonóides (Figura 1). Estas apresentam uma estrutura composta por dois anéis 

benzeno ligados a um terceiro anel pelo carbono três, sendo que as isoflavonas da 

soja podem existir em quatro formas químicas, ou seja, aglucona sem o respectivo 

açúcar (Figura 2 e Tabela 1), β-glucosídica com uma glucose ligada ao anel 

benzeno (Figura 3) e conjugada com grupos malonil ou acetil (Tabela 2). Portanto, 

há 12 isômeros de isoflavonas. As isoflavonas agluconas da soja são denominadas 

de daidzeína, genisteína e gliciteína (Tabela 1). Podem ser glucosiladas por ligação 

β-glucosídica, transformando-se em daidzina, genistina e glicitina. Na forma 

acetilglucosídica, as isoflavonas da soja são denominadas de 6”-O-acetildaidzina, 

6”-O-acetilgenistina e 6”-O-acetilglicitina e na forma malonilglucosídica, os nomes 

correspondentes são 6”-O-malonil-daidzina, 6”-O-malonil-genistina e 6”-O-malonil-

glicitina (LIU, 1997).  
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Figura 1 – Estrutura geral dos flavonóides (fonte: Liu, 

1997). 
 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2 – Estrutura geral de uma isoflavona aglucona 
(fonte: Liu, 1997). 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 − Estrutura química geral das isoflavonas β-glucosídicas 
(fonte: Liu, 1997).  
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Tabela 1 – Estrutura química das isoflavonas agluconas presentes na soja. 

Isoflavona R1 R2

Daidzeína (4,7-dihidroxiisoflavona) -H -H 

Genisteína (4,5,7-trihidroxiisoflavona) -OH -H 

Gliciteína (4,7-dihidroxi-6-metoxiisoflavona) -H -OCH3

 

  

 

Tabela 2 – Estrutura química das isoflavonas β-glucosídicas e conjugadas 
presentes na soja. 

Isoflavona R1 R2 R3

Daidzina -H -H -H 

Genistina -OH -H -H 

Glicitina -H -OCH3 -H 

6”O-Acetil-daidzina -H -H -COCH3

6”O-Acetil-genistina -OH -H -COCH3

6”O-Acetil-glicitina -H - OCH3 -COCH3

6”O-Malonil-daidzina -H -H -COCH2COOH 

6”O-Malonil-genistina -OH -H -COCH2COOH 

6”O-Malonil-glicitina -H - OCH3 -COCH2COOH 

 

 

 A daidzina e genistina atuam como moléculas sinalizadoras para 

bactérias simbióticas fixadoras de nitrogênio em vegetais, resultando na produção 

de compostos aromáticos que podem influenciar geneticamente na atividade 

indutora da formação de nódulos (COOPER et al., 1999; PHILLIPS, 1992). Estas 

isoflavonas conjugadas podem ser utilizadas como reserva para liberação de 

agluconas livres, as quais têm importante papel na interação planta-microrganismo 

e em mecanismos de defesa contra patógenos. A genisteína aglucona é tóxica para 

fungos patógenos, como o Phytophthora sojae. As isoflavonas liberadas, por 

exemplo, podem ser incorporadas na via biossintética das fitoalexinas ou podem 

atuar como toxinas pré-formadas, denominadas de fitoanticipinas. As isoflavonas 

livres também podem exercer função de quimioatratores para patógenos como 

simbiontes ou como reguladores do gene de expressão em Rhizobium spp. 
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(GRAHAM; GRAHAM, 1999). 

 Embora os flavonóides sejam encontrados em várias famílias de 

vegetais, em diferentes tecidos e participem de processos biossintéticos, as 

isoflavonas estão presentes em poucas famílias, devido à distribuição limitada da 

enzima chalcona isomerase, que converte 2(R)-naringineno, uma flavona 

precursora em 2-hidroxidaidzeína (Coward et al., 1993). A soja é a única fonte que 

contém elevada quantidade de β-glucosídeos conjugados, ou seja, acima de 300 

mg/100g em peso seco. Os alimentos derivados de soja contem as mais elevadas 

concentrações de genistina e daidzina, seguido de outras leguminosas e vegetais. 

Além destes, foi quantificado o teor de daidzeína e genisteína de frutas, amêndoas 

e uva passas (LIGGINS et al., 2000). 

 No grão de soja, o teor e composição de isoflavonas variam 

conforme os seus componentes, ou seja, casca, cotilédone e hipocótilo. A 

concentração de isoflavonas totais no hipocótilo é 5,5 a 6,0 vezes maior do que do 

cotilédone, correspondendo de 10 a 20% do total de isoflavonas do grão, embora 

este corresponda a somente 2% do total do grão. Entretanto, do total de isoflavonas 

do grão, 80 a 90% estão localizadas no cotilédone, devido aos cotilédones estarem 

em maior proporção no grão (TSUKAMOTO et al., 1995). A glicitina e seus 

derivados estão presentes somente no hipocótilo, sendo que não foram detectadas 

isoflavonas nas cascas dos grãos de soja (KUDOU et al., 1991).  O teor total de 

isoflavonas em diferentes cultivares de soja testadas foi de 126,1 a 409,2 mg/100g 

de grão (Araújo et al., 1997; Carrão-Panizzi et al., 1999; Eldridge; Kwolek, 1983; 

Tsukamoto et al., 1995; Wang; MURPHY, 1994b). Segundo Liu (1997) é desejável 

uma seleção de soja com elevado teor de isoflavonas para produção de alimentos.  

 A quantificação de isoflavonas realizada em diferentes cultivares de 

soja indicou que o seu teor não depende somente de fatores genéticos, mas 

também do ano da colheita, localização e temperatura da cultura (Araújo et al., 

1997; Carrão-Panizzi et al., 1999; Eldridge; Kwolek, 1983; Tsukamoto et al., 1995; 

Wang; MURPHY, 1994b;). Segundo Tsukamoto et al. (1995), as variações no teor 

de isoflavonas não estão restritas a uma ou duas isoflavonas. Além disto, embora o 

hipocótilo possua concentração maior de isoflavonas, sua alteração é menos 

pronunciada em relação ao grão inteiro. Os grãos de plantas que cresceram em 

temperaturas elevadas apresentaram teor significativamente mais baixo de 

isoflavonas do que os que cresceram em temperaturas mais baixas. A diferença 
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neste teor foi de 14 a 16 vezes no grão, enquanto que no hipocótilo, esta foi de 3 a 

6 vezes, em sete cultivares avaliadas. Estes resultados sugerem mecanismos que 

permitem que o teor de isoflavonas seja mantido no hipocótilo. Esta observação tem 

implicação prática importante, indicando que seu teor pode ser manipulado 

independentemente. Assim, estes resultados indicam que o teor de isoflavonas no 

grão depende da temperatura durante o desenvolvimento da semente e no 

hipocótilo depende da temperatura e também da cultivar. Possivelmente, existe um 

mecanismo para manter o teor elevado de isoflavonas no hipocótilo.  

 Assim, o teor de isoflavonas de alimentos à base de soja depende 

primariamente da fonte de soja utilizada. Outros fatores interferem nesta 

concentração, tais como, temperatura e tempo de processamento, processo de 

extração de proteína, diluição com outros ingredientes, hidrólise enzimática e 

fermentação. Como exemplo, pode-se citar a farinha, extrato aquoso, “nuts”, soja 

em pó e tofu, nos quais conjugados β-glucosídicos foram as principais formas 

encontradas. Entretanto, em alimentos fermentados de soja, as isoflavonas 

agluconas foram predominantes em produtos como o miso, tempeh etc (COWARD 

et al., 1993; Wang; Murphy, 1994a; Wiseman et al., 2002). 

 As isoflavonas têm sido amplamente descritas devido à suas 

atividades biológicas. Podem possuir atividade estrogênica (BROUNS, 2002; 

LIGGINS et al., 2000; Rosell et al., 2004), antioxidante (BROUNS, 2002; PARK, et 

al., 2001) e antitumoral (BARNES, 1995; FRITZ et al., 1998; LAMARTINIERE et al., 

1995; LIGGINS et al., 2000) com atuação em doenças crônicas como 

cardiovasculares (ADLERCREUTZ; MAZUR, 1997; LIGGINS et al., 2000; Lovati et 

al., 2000; Zhang, 2003) e osteoporose (LIGGINS et al., 2000). Estas atividades 

biológicas são mais acentuadas nas formas agluconas do que glucosiladas. Em 

adultos, a concentração plasmática máxima após a ingestão de agluconas da soja é 

obtida de 4 a 7 horas. Sua absorção ocorre rapidamente no estômago, duodeno e 

porção inicial do jejuno. Para os β-glucosídeos, este tempo é de 8 a 11 horas. Estes 

necessitam de hidrólise prévia, para posterior absorção pelo intestino delgado distal 

(SETCHELL et al., 2001). A hidrólise ocorreu pela ação da β-glucosidase produzida 

na microbiota intestinal (LIGGINS et al., 1998). 

 Segundo Brouns (2002) muitos estudos têm buscado estabelecer a 

ingestão adequada de isoflavonas da soja com fortificação de alimentos para cada 

situação. Assim, para aliviar os sintomas da menopausa, foi proposta a ingestão de 
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60 mg de agliconas, porém para o consumo de proteínas de soja com isoflavonas 

não houve recomendação específica. Para melhorar a densidade óssea, foi 

sugerido o consumo de 60 a 100 mg de agluconas/dia, sem uso concomitante de 

proteína de soja.  Para reduzir o nível de LDL colesterol, a ingestão mínima foi de 

37 a 62 mg de agliconas/dia, dependendo das concentrações iniciais de colesterol 

(normais ou aumentadas), associado com 25 g de proteínas de soja/dia.  

 Uma questão chave em relação ao papel funcional de compostos 

vegetais no corpo humano é a sua absorção pelo trato gastrointestinal, 

metabolização e ação em tecidos alvo para atuar favoravelmente. Foram realizados 

testes para determinar a concentração de fitoestrógenos no sangue, urina e fezes, 

bem como determinado o papel da circulação enterohepática de tais componentes. 

As bactérias do trato gastrointestinal apresentam um importante papel no 

metabolismo de isoflavonas e seus conjugados. Estudos in vivo e in vitro com β-

glucosídeos e material fecal demonstraram que estes foram hidrolisados por 

glucosidases das bactérias fecais, produzindo isoflavonas agluconas. Entretanto, a 

biodisponibilidade das isoflavonas da soja em humanos depende de sua 

capacidade de metabolismo, sendo relacionada a grupos étnicos, hábitos 

alimentares e microbiota intestinal. Estes fatores promoveram alterações na 

quantidade e atividade das β-glucosidases intestinais que hidrolisaram os β-

glucosídeos em agluconas (Ismail; Hayes, 2005). As agluconas, com menor massa 

molecular, foram mais absorvidas e apresentaram maior atividade estrogênica do 

que os β-glucosídeos (Izumi et al., 2000; Brouns, 2002). 

 

 

3.2 β-GLUCOSIDASE 

 

 

 A β-glucosidase (β-D-glucosídeo glucohidrolase, EC. 3.2.1.21) 

catalisa a hidrólise de ligações β-glucosídica de di e/ou oligossacarídeos, ou outros 

conjugados glucosídicos, com liberação de glucose. É produzida por 

microrganismos e também encontrada em vegetais, onde participa de inúmeras 

funções, tais como, hidrólise de giberelinas conjugadas, conversão de citocininas de 

armazenagem em formas ativas, em metabolismo de estresse e resistência a 
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alguns fitopatógenos etc (ESEN, 1992). 

 A presença de isoflavonas agluconas em grãos de soja está 

relacionada com a atividade de β-glucosidase presente no tecido vegetal. Os 

extratos da parede celular do grão de soja contêm pelo menos duas enzimas com 

atividade de β-glucosidase. Uma delas possui somente atividade de β-glucosidase e 

a outra, além desta, apresenta a de β-glucanase (CLINE; ALBERSHEIM, 1981). 

 Segundo Santosh et al. (1999), o desenvolvimento na purificação de 

β-glucosidases e sua aplicação biotecnológica em indústria de alimentos 

apresentaram um grande potencial e novos estudos estão em progresso. 

Entretanto, há poucas informações sobre a β-glucosidase da soja. Matssura e 

Obata (1993) caracterizaram e purificaram parcialmente esta enzima de grãos de 

soja. Foram separadas três frações (A, B, C), sendo que as frações B e C 

apresentaram atividade de hidrólise para genistina e daidzina. A massa molecular 

da β-glucosidase B e C foi estimada em 52.000 Da, com atividade máxima a 45ºC e 

pH ótimo de 5,5 e faixa entre 4,3 e 7,0. Em relação à estabilidade térmica, 80% da 

atividade foi mantida a 55ºC e quase inativada a 60ºC. Em estudos posteriores, 

Matssura et al. (1995) purificaram e caracterizaram a β-glucosidase-C. Sua massa 

molecular foi estimada em 81.000 e 36.000 Da, utilizando filtração em gel. O ponto 

isoelétrico foi estimado em 6,7 com atividade ótima em pH 4,5 e 45ºC, sendo que os 

limites de pH foram de 3,5 a 7,0. A enzima foi estável em pH entre 4,0 e 6,0 a 5ºC. 

Hsieh e Graham (2001) purificaram e caracterizaram parcialmente a β-glucosidase 

com elevada especificidade para isoflavonas conjugadas (ICHG), extraída de raízes 

de soja germinada por 7 a 9 dias e esta apresentou elevada atividade específica de 

β-glucosidase. A atividade em extratos brutos das raízes foi aproximadamente 800 

vezes maior do que a do extrato do cotilédone. A massa molecular desta enzima, 

em condições não redutoras foi de 165 kD, enquanto que em condições redutoras 

foram observadas duas bandas, uma de 80 kD e outra de 75 kD. O pH ótimo para 

esta enzima foi de 6,0 a 30ºC e temperatura ótima de 30ºC. A enzima foi altamente 

estável ao calor e permaneceu com 87% de atividade após 45 minutos a 50ºC. 

 A conversão de isoflavonas conjugadas em agluconas ocorreu por 

diferentes tratamentos, tais como o uso de β-glucosidase de origem fúngica 

(Aspergillus oryzae) (PARK et al., 2001), bacteriana (L. casei subsp. Rhamnosus 

IFO 3425) (Matsuda et al., 1992) ou do próprio grão (Araújo et al., 1997).  
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 Considerando a importância das isoflavonas agluconas da soja para 

a saúde humana e que a obtenção desta forma de isoflavona é proveniente da 

atividade da β-glucosidase, este trabalho investigou a correlação entre as 

isoflavonas e a atividade da β-glucosidase em cultivares de soja de diferentes 

grupos de maturação. Foi investigado também o efeito da germinação na atividade 

desta enzima, bem como sua extração, purificação e caracterização bioquímica 

parcial. A aplicação desta enzima em produtos alimentares com obtenção de 

alimentos funcionais poderá melhorar o aspecto nutricional e agregar valor aos 

produtos de soja.  

 



 26

4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

4.1 MATERIAL 
 

 

4.1.1 Matéria-Prima 
 

 

 Foram utilizados grãos de 18 cultivares de soja (glycine max (L.) 

Merril) de diferentes grupos de maturação da safra 2002/2003, desenvolvidos na 

Vitrine Tecnológica da Fazenda Experimental da Embrapa Soja, Londrina, Paraná. 

Esta região está situada a 585 m de altitude e latitude de 23°11’ S e a temperatura 

média no período foi de 24°C. Estas cultivares cresceram nas mesmas condições 

de cultivo e de temperatura. As cultivares recomendadas neste ano agrícola e 

utilizadas nesta investigação foram: BRS 132, BRS 133, BRS 134, BRS 154, BRS 

156, BRS 183, BRS 184, BRS 185, BRS 212, BRS 213, BRS 214, BRS 215, BRS 

216, BRS 230, BRS 231, BRS 232, BRS 233 e Embrapa 48.  

 A classificação em grupos de maturação precoce, semiprecoce e 

médio foi realizada conforme o número de dias da emergência do broto até a 

colheita, ou seja, 100−110, 111−120 e 121−130 dias, respectivamente. 

 

 

4.1.2 Reagentes 
 

 

 Os reagentes utilizados foram de grau analítico de diferentes 

procedências. 
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4.2 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 

 

4.2.1 Preparo de Amostras para Seleção de Cultivar 
 

 

A partir de 100 g de grãos de cada cultivar de soja foram retiradas 

cerca de 30 g e formadas três sub amostras para obtenção de três blocos. Assim, 

foram constituídas 54 amostras para análises do teor de isoflavonas, suas formas 

químicas e de atividades de β-glucosidase com obtenção em triplicata dos 

respectivos resultados médios. As seqüências do preparo de amostras e análises 

foram sorteadas para cada bloco contendo as 18 cultivares. As amostras foram 

moídas para obtenção de farinha de soja integral contendo casca, hipocótilo e 

cotilédone, segundo recomendações de Carrão-Panizzi e Bordingnon (2000). 

 

 

4.2.2 Extração de β-glucosidase para Determinação de Atividade 

 

 

 A extração de β-glucosidase das amostras para determinação de 

sua atividade foi realizada em tubos de ensaio com 100 mg de farinha de soja 

integral em 1,5 mL de tampão citrato 0,05 M, contendo NaCl 0,1 M e pH 4,5 por 

uma hora a temperatura ambiente (Carrão-Panizzi; Bordingnon, 2000) e agitados 

em intervalos de 15 min. Em seguida, foram centrifugados e obtidos os 

sobrenadantes ou extratos para determinação da atividade da enzima.  

 

 

4.2.3 Determinação de Atividade de β-glucosidase 

 

 

 Para determinação de atividade de β-glucosidase nos extratos de 

soja e nas fases de extração, fracionamento e purificação da enzima foi utilizado o 

substrato sintético p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo (p-NPG) conforme 
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procedimento descrito por Matsuura e Obata (1993). Neste procedimento foi 

utilizado tubo de ensaio contendo 2 mL de p-NPG 1mM, em tampão fosfato-citrato 

0,1 M, pH 5,0 e mantido em banho-maria a 30°C por 10 min para pré-incubação. 

Decorrido este tempo, foram adicionados 0,5 mL do extrato e novamente colocados 

em banho-maria a 30°C por 30 min para incubação. A reação foi interrompida pela 

adição de 2,5 mL de carbonato de sódio 0,5 M. O p-nitrofenol (p-NP), de coloração 

amarela, liberado nesta reação foi determinado por espectrofotometria a 420 nm. 

Em paralelo, uma curva padrão foi preparada com p-NP (20–160 µM), para 

determinação da atividade da enzima.  

 Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a 

quantidade de β-glucosidase que liberou 1 µM de p-NP min−1, nas condições de 

ensaio. Os resultados foram expressos como níveis de atividade de β-glucosidase, 

ou seja, UA g−1 de farinha de soja integral em base seca. 

 

 

4.2.4 Determinação de Proteínas Solúveis e Carboidratos Totais 
 

 

 O teor de proteínas solúveis dos extratos foi quantificado pelo 

método de Lowry et al. (1951) utilizando solução padrão de albumina de soro bovino 

(BSA).  

 O teor de carboidratos totais foi quantificado pelo método de fenol-

ácido sulfúrico (Dubois et al., 1956) utilizando solução padrão de D-glucose. 

 

 

4.2.5 Determinação de Atividade Específica 
 

 

 A atividade específica foi definida como relação entre unidades de 

atividade da enzima (UA) e mg de proteínas, ou seja, UA mg-1 de proteínas. 
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4.2.6 Extração e Determinação de Isoflavonas por HPLC 
 

 

A análise quantitativa de isoflavonas foi realizada por cromatografia 

líquida de alta pressão (HPLC) segundo Berhow (2002). Aproximadamente 250 mg 

de farinha de soja integral foram extraídas em tubos de ensaio com 3,0 mL da 

mistura de dimetil sulfóxido (DMSO) : metanol (1:4 v/v) por 15 a 17 h em temperatura 

ambiente. Em seguida foram centrifugadas e os sobrenadantes filtrados em filtros de 

0,43 µm e 20 µL foram utilizados para separação e quantificação de isoflavonas em 

cromatrógrafo (Shimadzu, modelo LC-10AT VP, Kyoto, Japão) equipado com 

detector de arranjo de fotodiodos (modelo SPD-M10AVP) e forno (CTO-10AS VP) 

com temperatura controlada a 26ºC. A eluição das isoflavonas foi realizada em 

coluna de fase reversa em sistema de gradiente linear [CLC-ODS (M) C18, 

Shimadzu, diâmetro interno de 4,6 mm x 250 mm e partículas de 5 µm]. O sistema 

gradiente inicial consistiu de 100% de H2O (pH 3,0 ajustado com ácido 

trifluoroacético) e 0% de acetonitrila. Em 25 min de eluição, foi atingida a proporção 

de 45% de H2O (pH 3,0) e 55% de acetonitrila e as isoflavonas foram separadas e 

detectadas a 260 nm. Em 27 min o gradiente ficou em 100% de acetonitrila, 

retornando às condições iniciais em 35 min. O tempo final de eluição foi de 40 min. 

O fluxo do solvente foi de 1 mL min-1. 

A identificação e quantificação das isoflavonas foram feitas com 

comparações das curvas padrão de genistina, daidzina e glicitina. As concentrações 

das formas químicas malonil-glucosídeos e agluconas foram calculadas a partir das 

curvas padrão de seus β-glucosídeos correspondentes, utilizando a semelhança dos 

coeficientes de extinção molar de malonil-isoflavonas aos de seus conjugados 

glucosilados (COWARD et al., 1998).  

 Os resultados do teor de isoflavonas foram expressos em mg/100 g 

de amostra em base seca. As isoflavonas separadas e quantificadas foram as 

agluconas genisteína e daidzeína, os β-glucosídeos genistina, daidzina e glicitina e 

os conjugados malonil-β-glucosídeos malonilgenistina, malonildaidzina e 

malonilglicitina. 

 



 30

4.3 Delineamento Experimental e Análise Estatística para Cultivares de Soja de 
Diferentes Grupos de Maturação 

 

 

 Para selecionar a cultivar com maior atividade de β-glucosidase foi 

utilizado o delineamento experimental de blocos ao acaso, com os 18 cultivares e 

três blocos. A análise de variância (ANOVA) foi realizada e quando os efeitos dos 

tratamentos foram significativos ao mínimo de 5% de probabilidade, as médias 

foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Também foram realizadas as 

análises de regressão e correlação entre níveis de atividade de β-glucosidase e teor 

de isoflavonas (β-glucosídeos, malonil-glucosídeos e agluconas) dos 18 cultivares 

de diferentes dias de maturação. Os dados foram analisados com os Sistemas de 

Análises Estatísticas SAS versão 8.2 (SAS Inst., Cary, NC, U.S.A., 1999) e 

SANEST (Zonta et al., 1982).  

 Os resultados obtidos estão publicados no Journal of Food 

Composition and Analysis, v. 20, n.1, p. 19−24, 2007 e foram apresentados no IV 

Congresso Brasileiro de Soja, 05 a 08 de junho de 2006, Londrina-PR e XIV EAIC – 

Encontro Anual de Iniciação Científica, 31 de agosto a 3 setembro de 2005, 

UNICENTRO, Guarapuava-PR. A cópia do artigo científico completo e os 

respectivos resumos dos trabalhos apresentados estão no capítulo de Resultados e 

Discussão nos itens 6.1, 6.4.2, 6.5. 

 

 

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA PARA GERMINAÇÃO DE SOJA 

BRS 213 
 

 

 Grãos de soja BRS 213 foram escolhidos para estudos de 

germinação devido à elevada atividade de β-glucosidase comparado às outras 

cultivares de soja semeadas em 2002/2003, conforme observado por Ribeiro et al. 

(2007). Três blocos com oito rolos de papel de germinação, para cada tempo de 

germinação, contendo cada um 50 grãos de soja BRS 213 foram aleatoriamente 

colocados na câmara de germinação a 25 °C ± 1 °C, 100% de umidade e 10 h de 
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iluminação por 72 h. As amostras foram retiradas a cada 6 h de germinação. Após o 

término de cada tempo de germinação, os cotilédones e radículas foram separados, 

moidos e determinados o teor de isoflavonas e atividade de β-glucosidase conforme 

procedimentos anteriormente descritos nos itens 4.2.3 e 4.2.6. Partes de grãos não 

germinados foram utilizadas como controle. A germinação dos grãos de soja a 25 °C 

e 100% de umidade foi viável somente até 72 h, sendo que após este tempo houve 

acentuado crescimento do sistema radicular. A temperatura utilizada foi baseada em 

recomendações da Embrapa Soja (2003).  

 Após as determinações, foi aplicada a análise de variância, teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade (P<0,05) para comparações das médias dos 

tratamentos, análises de regressão para definição de modelos matemáticos e 

correlação entre níveis de atividade de β-glucosidase e teor de isoflavonas nos 

tempos de germinação. Os dados foram analisados com os Sistemas de Análises 

Estatísticas SAS versão 8.2 (SAS Inst., Cary, NC, U.S.A., 1999) e SANEST (Zonta 

et al., 1982).  

 Os resultados obtidos foram publicados no Journal of Food 

Biochemistry, v. 30, p. 453−465, 2006 e apresentados no 6° Simpósio Latino 

Americano de Ciência de Alimentos - SLACA, de 7 a 10 de novembro de 2005, 

UNICAMP, Campinas-SP. As cópias do artigo científico completo e do resumo do 

trabalho estão no capítulo de Resultados e Discussão nos itens 6.2 e 6.4.1. 

 

 

4.5 PURIFICAÇÃO DE β-GLUCOSIDASE DA SOJA 

 

 

4.5.1 Extração de β-glucosidase da Soja para Purificação 

 

 

 A cultivar de soja BRS 213 foi utilizada por apresentar maior 

atividade de β-glucosidase comparado às outras cultivares de soja semeadas em 

2002/2003, conforme observado por Ribeiro et al. (2007).     

  A extração da enzima foi realizada com farinha de cotilédones de 

soja e tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 6,6, na proporção de 1:10 (peso/volume), 
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com agitação lenta por 1 h a 4°C e posterior centrifugação (centrífuga refrigerada 

Boeco, U-32R, Alemanha)  a 4000 xg e 4°C por 15 min conforme Matsuura e Obata 

(1993). O sobrenadante assim obtido foi acidificado com HCl 0,1 N até pH 5,0 e 

novamente centrifugado nas mesmas condições. O sobrenadante ou extrato bruto 

(EB) foi utilizado como fonte de enzima para fracionamento e purificação e o 

fluxograma deste procedimento está apresentado na Figura 4. 

 

 

4.5.2 Precipitação Fracionada com Sulfato de Amônio 
 

 

 Para avaliação inicial da precipitação fracionada, o extrato bruto foi 

precipitado com (NH4)2SO4 a 4°C de 0 até 20%, 20 até 40% e sucessivamente até 

80% de saturação. Ao extrato bruto foi adicionado lentamente o  

sulfato de amônio até atingir 20% de saturação e mantido em repouso a 4°C até 

completa precipitação. O material foi centrifugado a 4000 xg por 15 min a 4°C. No 

sobrenadante (S0-20) foi adicionado sulfato de amônio até 40% de saturação, 

mantido a 4°C e centrifugado conforme descrito. O mesmo procedimento foi 

realizado até 60% e depois até 80% de saturação com (NH4)2SO4. Os precipitados 

(P0-20, P20-40, P40-60 e P40-80) foram ressuspensos em tampão fosfato citrato 0,05 M, 

pH 5,0 e os sobrenadantes (S0-20, S20-40, S40-60 e S40-80) foram dialisados no mesmo 

tampão por 14 h a 4°C. Após a diálise foi determinada a atividade de β-glucosidase 

(item 4.2.3) e teor de proteínas solúveis (item 4.2.4). A recuperação da enzima e o 

grau de purificação da precipitação fracionada foram calculados com base na 

atividade da enzima (Tabela 3). 
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 SOJA
CULTIVAR

BRS 213

COTILÉDONE GERME

SEPARAÇÃO
MECÂNICA

MOAGEM

FARINHA DE
COTILÉDONES

EXTRAÇÃO
Tampão fosfato de sódio

0,1M/pH 6,6

 

 

 

 

 

 

Acidificação até pH 5,0

EXTRATO BRUTO

S 40

P40-85

CROMATOGRAFIA
Troca iônica

CM Sephadex C-50

F 1 F2 F3 F4

F41 F42 F43

CARACTERIZAÇÃO
BIOQUÍMICA

PARCIAL

PRECIP ITAÇÃO
Sulfato de amônio

0-40% de saturação a 4o.C

PRECIP ITAÇÃO
Sulfato de amônio

40-85% de saturação a 4o.C

CROMATOGRAFIA
Filtração em gel
Sephadex G-100

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Fluxograma de extração, fracionamento e purificação parcial de β-
glucosidases de cotilédones de soja. 
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Tabela 3 – Precipitação fracionada do extrato bruto de β-glucosidase com 
(NH4)2SO4 a 4°C. 

Fases Proteínas Recuperação UA Recuperação UA/mg  Purificação
 Totais (mg) Proteínas (%) Totais Atividade (%) Proteína* (x) 

EB 1236,97 100,00 1619,79 100,00 1,31 1,00 
       

P0-20 49,94 4,04 106,99 6,61 2,14 1,64 
       

P20-40 549,91 44,46 226,75 14,00 0,41 0,31 
       

P40-60 223,60 18,08 637,95 39,38 2,85 2,18 
              

P60-80 124,93 10,10 552,04 34,08 4,42 3,37 
       

*Atividade específica; EB: extrato bruto; UA: unidades de atividade 

 

 

 A maior atividade específica de β-glucosidase foi obtida entre 40 e 

60% e entre 60 e 80% de saturação com (NH4)2SO4 a 4°C, com recuperação total 

de proteína de 28,18% e atividade de 73,46%. Portanto, o fracionamento da 

proteína contendo maior atividade da enzima foi realizado com a precipitação 

fracionada com (NH4)2SO4 de 0 a 40% de saturação a 4°C, desprezado o 

precipitado e ao sobrenadante foi adicionado (NH4)2SO4 até atingir 85% de 

saturação a 4°C. O precipitado obtido (P40-85) foi ressuspenso em tampão fosfato-

citrato 0,05M, pH 5,0 e dialisado contra o mesmo tampão e utilizado para 

purificação da enzima. 

 

 

4.5.3 Cromatografia de Troca Iônica com CM Sephadex C-50 
 

 

 A fração P40-85 dialisada foi aplicada em coluna (2,5 cm x 55 cm) de 

troca iônica com CM Sephadex C-50, equilibrada previamente com tampão fosfato-

citrato 0,05 M, pH 5,0 e fluxo de 27 mL/h. Após a eluição da primeira fração 

protéica, foram aplicados aproximadamente 900 mL de gradiente de NaCl 0–0,8 M 

em tampão fosfato-citrato 0,05 M, pH 5,0. Foram coletadas frações de 3,5 mL por 

tubo de ensaio e realizadas as leituras de absorvância a 280 nm. As atividades de 

β-glucosidase foram determinadas nas frações eluídas e foi traçado o perfil do 
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cromatograma.  

 

 Na cromatografia de troca iônica, quatro frações proteicas 

denominadas de F1, F2, F3 e F4 foram separadas e os respectivos tubos de ensaio 

foram combinados conforme ordem de eluição. A fração F4 apresentou maior 

atividade específica de β-glucosidase, sendo liofilizada e dialisada em tampão 

fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0 para aplicação em cromatografia de filtração em gel 

com Sephadex G-100. 

 

 

4.5.4 Cromatografia de Filtração em Gel com Sephadex G-100 
 

 

 A fração F4, liofilizada e dialisada, foi aplicada em coluna (2,3 cm x 

100 cm) de filtração em gel com Sephadex G-100. A coluna foi equilibrada 

previamente com tampão fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0 e fluxo de 17 mL/h. Foram 

coletadas frações de 2,3 mL por tubo de ensaio, realizadas as leituras de 

absorvância a 280 nm. As atividades de β-glucosidase foram determinadas nas 

frações eluídas e foi traçado o perfil do cromatograma.  

 Na cromatografia de filtração em gel, a fração F4 foi separada em 

três frações protéicas denominadas de F41, F42 e F43 e os respectivos tubos de 

ensaio foram combinados conforme ordem de eluição. A fração F42 apresentou 

maior atividade específica de β-glucosidase e foi utilizada para caracterização 

bioquímica parcial.  

 

 

4.6 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA PARCIAL DA FRAÇÃO F42 

 

 

4.6.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 

 As frações separadas no processo de purificação da β-glucosidase 

foram analisadas por eletroforese descontínua em gel de poliacrilamida 7,5% 
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(PAGE) conforme procedimento descrito por Davis (1964) em condições nativas 

utilizando tampão Tris-HCl 3,778 M, pH 8,9 e voltagem de 150 mV. Foram 

preparadas placas de dimensão de 101 mm x 106 mm x 1 mm com nove poços e 

aplicados de 30 a 70 µg de proteínas de cada fração. Após a eletroforese, os géis 

foram fixados com ácido tricloroacético (TCA) 10%, lavados com solução de etanol 

10% e ácido acético 5% e depois com solução oxidante de dicromato de potássio 

0,034 M em ácido nítrico 0,032 N. Após a fixação das bandas de proteínas, o 

procedimento de coloração e revelação foi realizado conforme descrição de Nielsen 

e Brown (1984) que utilizou nitrato de prata 0,012 M para coloração e posterior 

lavagem com água destilada. Em seguida, a revelação foi realizada com solução 

redutora de carbonato de sódio 0,28 M em formaldeído 0,37% até o 

desenvolvimento das bandas e interrompida com ácido acético 5%. As placas de 

géis foram lavadas com água destilada e secadas entre duas folhas de papel 

celofane embebidas com glicerol : H2O (1:1, v:v) e mantidas por quatro dias em 

temperatura ambiente para secagem dos mesmos e registro por fotografia digital. 

 A fração F42 apresentou na eletroforese apenas uma banda corada 

com prata e maior atividade específica de β-glucosidase. Portanto, a caracterização 

bioquímica parcial foi realizada conforme segue. 

 
 

4.6.2 Efeito do Tempo de Incubação sobre a Atividade da Enzima 
 

 

 O tempo ótimo de incubação da fração F42 para hidrólise de p-NPG 

foi investigado de 0 a 480 min com intervalos iniciais entre 10 min até 60 min, de 20 

min até 120 min e depois de 60 em 60 min até 480 min. A cada tubo de ensaio 

foram adicionados 100 µL de amostra e 400 µL de p-NPG em tampão fosfato citrato 

0,1 M, pH 5,0 e incubados a 30°C em banho maria. As reações foram interrompidas 

com 500 µL de carbonato de sódio 0,5M. O p-NP liberado foi determinado por 

espectrofotometria a 420 nm. Previamente, uma curva padrão de p-NP (20–a 160 

µM) foi preparada para determinação de atividade da enzima. A atividade de β-

glucosidase foi expressa como µM de p-NP liberado no respectivo tempo de 

incubação. Os resultados foram apresentados graficamente com µM p-NP em 
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função do tempo de incubação em minutos.  

 

 

4.6.3 Efeito da Temperatura e pH de Incubação sobre a Atividade da Enzima 
 

 

 A temperatura ótima da β-glucosidase presente na fração F42 para 

hidrólise de p-NPG foi determinada de 4 a 70°C, em intervalos de 10 °C, com 

incubação de 100 µL de amostra e 400 µL de p-NPG em tampão fosfato-citrato 0,1 

M, pH 5,0 por 30 min. O pH ótimo foi determinado entre pH de 3 e 8, em intervalos 

de 0,5 unidades de pH, na temperatura ótima de 45°C. O tampão fosfato-citrato foi 

utilizado para incubação. Os resultados foram expressos em percentagem de 

atividade de β-glucosidase em função da temperatura ou pH, respectivamente.  

 

 

4.6.4 Estabilidade Térmica da Enzima 
 

 

 A estabilidade térmica da β-glucosidase da fração F42 foi avaliada 

com a pré-incubação da enzima em temperaturas de 25 a 70°C em banho maria e 

tempos variáveis de 5 min a 10 dias. Também foi avaliada a estabilidade de β-

glucosidase após 4 descongelamentos sucessivos. Quando necessário, as 

amostras foram resfriadas previamente e 100 µL da fração F42 pré-incubada foram 

adicionados em 400 µL de p-NPG em tampão fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0 por 30 

min a 45°C. Os resultados foram expressos em percentagem de atividade de β-

glucosidase em relação ao controle e temperaturas de pré-incubação da enzima. 

 

 

4.6.5 Especificidade da Enzima com o Substrato p-NPG 
 

 

 O efeito da concentração de p-NPG de 0,1 mM a 20 mM na 

atividade de β-glucosidase da fração F42 foi determinado nas condições de reação 
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de pH 5,0 e 30 min de incubação a 45°C. Os resultados foram expressos como 

unidade de atividade de β-glucosidases (µM p-NP min−1).  

 Os valores de Km e Vmax foram determinados pelo método de 

Lineweaver-Burk conforme descrito por Marzzoco e Torres (1999). 

 

 

4.6.6 Especificidade da Enzima a Diferentes Substratos 
 

 

 A especificidade de atividade de β-glucosidase da fração F42 foi 

investigada, nas condições ótimas de reação da enzima de pH 5,0 e 30 min de 

incubação a 45°C, utilizando os seguintes substratos na concentração de 1 mM: 

derivados de β-D-glucosídeos (daidzina, genistina, salicina, celobiose, gentiobiose, 

amigdalina, esculina e metil-β-D-glucopiranosídeo) e derivados de para ou orto-

nitrofenil (p-nitrofenil-α-D-galactopiranosídeo, p-nitrofenil-β-D-manopiranosídeo, p-

nitrofenil-α-D-manopiranosídeo, o-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo). A atividade de β-

glucosidase foi determinada conforme descrito no item 4.2.3 e uma unidade de 

atividade de β-glucosidase (UA) foi definida como a quantidade de enzima que 

liberou 1 µM de p-NP min−1, nas condições de ensaio.   

 Para determinação da especificidade da atividade β-glucosidase 

para daidzina e genistina para liberação das agluconas daidzeína e genisteína, 

foram utilizados 400 µL de substrato 1 mM e 100 µL da fração F42 e a reação 

interrompida com 2000 µL de metanol (Matsuura; Obata, 1993), nas condições 

ótimas de reação, pH 5,0 e 30 min de incubação a 45°C. A análise quantitativa de 

daidzeína e genisteína liberadas foi realizada por cromatografia líquida de alta 

pressão (HPLC) segundo Berhow (2002). Neste procedimento, as amostras foram 

filtradas em filtros de 0,43 µm e 20 µL foram utilizados para separação e 

quantificação em cromatrógrafo (Waters Serie 600) com injetor automático de 

amostras (Waters Serie 717) e detector de arranjo de fotodiodos (Waters Serie 

996). A eluição das isoflavonas foi realizada pelo uso do sistema de gradiente linear 

binário em coluna de fase reversa do tipo ODS-C18 (Metachem, Torrance, CA) com 

diâmetro interno de 4,6 mm x 250 mm e partículas de 5 µm. A coluna foi equilibrada 

com 20% de metanol contendo 0,025% de ácido trifluoroacético e 80% de H2O 
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contendo 0,025% de ácido trifluoroacético, com fluxo de 1 mL min−1 e temperatura 

controlada a 25ºC. Após a injeção, a condição inicial foi mantida por 2 min e 

atingindo 100% de metanol contendo 0,025% de ácido trifluoroacético em 50 min. 

Para detecção das isoflavonas foi utilizado o comprimento de onda de 260 nm e os 

picos foram identificados por seu espectro e tempo de retenção.  As isoflavonas 

foram quantificadas por padronização externa (área dos picos) utilizando padrões 

como referência. Uma unidade de atividade da β-glucosidase (UA) foi definida como 

a quantidade de enzima que liberou 1 µM de aglucona min−1, nas condições do 

ensaio. 

 A especificidade de atividade de β-glucosidase também foi 

investigada para os substratos derivados de β-D-glucosídeos: salicina, celobiose, 

gentiobiose, amigdalina, esculina e metil-β-D-glucopiranosídeo. A atividade de β-

glucosidase foi determinada utilizando o método de glucose oxidase com sistema 

automatizado (Selectra 1, Vitalab/Merck). Neste procedimento, a glucose liberada 

foi quantificada por espectrofotometria a 420 nm. Uma unidade de atividade da β-

glucosidase (UA) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 µM de 

glucose min−1, nas condições do ensaio. 

 Para determinação da especificidade da atividade de β-glucosidase 

utilizando os substratos derivados de para e orto-nitrofenil foi realizada a 

comparação com o substrato p-NPG, considerado neste estudo como 100% de 

atividade. A determinação da especificidade da atividade de β-glucosidase para os 

substratos derivados de β-D-glucosídeos, com atividade expressa em liberação de 

µM de glucose foi comparada entre estes substratos, considerando 100% o 

substrato com maior liberação de glucose. Os resultados também foram 

comparados com o p-NPG.   

 Os resultados obtidos foram descritos na forma de artigo científico 

intitulado: Purificação e caracterização bioquímica parcial de β-glucosidase de 

cotilédones de soja e será encaminhado ao periódico Food Science and 

Technology. A cópia do artigo científico completo e as normas para publicação 

neste periódico estão contidas no capítulo de Resultados e Discussão no item 6.3. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

Os resultados obtidos estão redigidos na forma de três artigos 

científicos e de resumos apresentados em eventos científicos e de iniciação 

científica conforme segue. 

 

 

5.1 ARTIGO CIENTÍFICO 1  
 

 

 Isoflavone content and β-glucosidase activity in soybean cultivars of 

different maturity groups. Journal of Food Composition and Analysis, v. 20, n. 1, 

p. 19–24, 2007. 
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5.2 ARTIGO CIENTÍFICO 2: β-glucosidase activity and isoflavone content in 

germinated soybean radicles and cotyledons. Journal of Food 
Biochemistry, v. 30 p. 453–465, 2006 
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5.3 ARTIGO CIENTÍFICO 3: Purificação e caracterização parcial de β-glucosidase 

de cotilédone de soja. Será submetido ao Food Science and 
Technology. As normas para publicação estão anexadas após o artigo. 
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Resumo 
 
A β-glucosidase (β-glucosídeo glucohidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisa isoflavonas β-
glucosídicas com liberação de agluconas que possuem ação benéfica na saúde 
humana. Este trabalho teve como objetivo a purificação e caracterização bioquímica 
parcial desta enzima de cotilédone de soja. A β-glucosidase foi purificada utilizando 
cromatografia de troca iônica com CM Sephadex C-50 e filtração em gel com 
Sephadex G-100. A enzima purificada (F42) foi parcialmente caracterizada. As 
condições ótimas de reação da enzima foram de pH 5,0 e 30 minutos de incubação 
a 45°C. A enzima foi estável em 25°C com redução de atividade de 35% após 10 
dias e a 45°C reduziu 60% de atividade após 1 h de incubação. Em temperatura 
superior a 60°C apresentou redução de atividade de 95% após 5 min de incubação. 
O Km e Vmax da enzima para p-nitrofenil-β-D-glucosídeo foi de 0,16 mM e 4,3 µM p-
nitrofenol/min, respectivamente. A enzima apresentou especificidade para os 
derivados de p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeos e também para substratos que 
possuem ligantes na posição para, ligações do tipo α ou β e do tipo 1→4 e 1→6.  
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1 Introdução 
 
 

 A β-glucosidase (β-D-glucosídeo glucohidrolase, EC. 3.2.1.21) 

catalisa a hidrólise de terminais não redutores de compostos contendo resíduos de 

β-D-glucose, com liberação de glucose. É produzida por microrganismos e também 

encontrada em vegetais, onde participa de inúmeras funções, tais como, hidrólise 

de giberelinas conjugadas, conversão de citocininas de armazenagem em formas 

ativas, em metabolismo de estresse e resistência a alguns fitopatógenos etc (ESEN, 

1992). 

 A utilização da soja como alimento aumentou devido à importância 

de suas propriedades nutricionais e biológicas. As propriedades biológicas da soja 

foram descritas devido às isoflavonas que possuem ação fitoestrogênica, 

antioxidante e antitumoral na prevenção de doenças crônicas (Anderson & Garner, 

1997; Constantinou, Krygier & Mehta, 1998; Messina, 1999; Brouns, 2002; Lai & 

Yen, 2002). Entretanto, a biodisponibilidade das isoflavonas da soja em humanos 

depende da capacidade do seu metabolismo e está relacionada a grupos étnicos, 

hábitos alimentares e microbiota intestinal. Estes fatores promovem alterações na 

quantidade e atividade das β-glucosidases intestinais que hidrolisam os β-

glucosídeos em agluconas (Ismail & Hayes, 2005). Os β-glucosídeos apresentaram 

menor atividade estrogênica quando comparado às agluconas, que possuem menor 

massa molecular e maior absorção (Izumi et al., 2000; Brouns, 2002). 

 Segundo Santosh, Balasubramanian e Lalitha (1999), o processo de 

purificação e obtenção de β-glucosidase isolada apresentam um grande potencial 

de aplicação biotecnológica em indústria de alimentos. A conversão de β-

glucosídeos em agluconas pode ocorrer com a utilização de β-glucosidase de 

origem fúngica (Aspergillus oryzae) (Park, Aguiar, Alencar & Mascarenhas, 2001), 

bacteriana (L. casei subsp. Rhamnosus IFO 3425) (Matsuda et al., 1992) ou do 

próprio grão (Araújo, Carlos & Sedyama, 1997). Porém, a purificação e 

caracterização da β-glucosidase da soja foi pouco explorada e somente investigada 

na farinha integral (Matssura & Obata, 1993) e na raiz de soja germinada (Hsieh & 

Graham, 2001).    

 Assim, considerando que as atividades biológicas são mais 
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acentuadas nas isoflavonas agluconas, o objetivo deste trabalho foi purificar e 

caracterizar parcialmente a β-glucosidase de cotilédones da soja.  

 
 

2 Material e métodos 
 
 

2.1 Matéria-prima 
 

 

 Foi utilizada a cultivar de soja (Glycine max (L.) Merril) BRS 213, 

safra 2002/2003 desenvolvida na Vitrine Tecnológica da Fazenda Experimental da 

Embrapa Soja em Londrina-PR.  

 

 

2.2 Métodos 
 
 

2.2.1 Determinação de Atividade de β-glucosidase 

 

 

 A atividade de β-glucosidase nas diferentes fases de extração e 

purificação foi determinada utilizando o substrato p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo 

(p-NPG) conforme procedimentos descritos por Matsuura e Obata (1993). Neste 

procedimento, foram pipetados 2 mL de p-NPG 1mM, em tampão fosfato-citrato 0,1 

M, pH 5,0 em tubo de ensaio e mantido em banho-maria a 30°C por 10 min. 

Decorrido este tempo, foram adicionados 0,5 mL de amostra permanecendo em 

banho-maria a 30°C por 30 min. A reação foi interrompida pela adição de 2,5 mL de 

carbonato de sódio 0,5 M. O p-nitrofenol (p-NP) liberado nesta reação foi 

determinado por espectrofotometria a 420 nm. Previamente, uma curva padrão de 

p-NP (20–160 µM) foi preparada para quantificação de atividade da enzima.  

 Uma unidade de atividade (UA) de β-glucosidase foi definida como 

a quantidade de enzima que liberou 1 µM de p-NP/min, nas condições de ensaio.  
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2.2.2 Proteínas solúveis  
 

 

 O teor de proteínas solúveis foi quantificado pelo método de Lowry, 

Rosenbrough, Farr e Randal (1951) utilizando solução padrão de albumina de soro 

bovino (BSA). 

  

 

2.2.3 Atividade específica de β-glucosidase 

 

 

 A atividade específica de β-glucosidase de cada fração foi 

determinada pela relação entre atividade da enzima e de proteína e expressa como 

unidade de atividade da enzima por mg de proteína (UA/mg). 

 

 

2.2.4 Carboidratos Totais 
 

 

 O teor de carboidratos totais foi quantificado pelo método de fenol-

ácido sulfúrico (Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers & Smith, 1956) utilizando solução 

padrão de D-glucose. 

 
 

2.3 Extração, Fracionamento e Purificação de β-glucosidase 

 

 

 O procedimento de extração, fracionamento e purificação de β-

glucosidase foi realizado entre 0 e 4°C. 
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2.3.1 Extração 
 
 

 A extração de β-glucosidase foi realizada conforme descrição de 

Matsuura e Obata (1993) e foram utilizadas 60 g farinha de cotilédones de soja e 

tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 6,6 na proporção de 1:10 (peso/volume), com 

agitação lenta por 1 h e centrifugação a 4000g por 15 min. O sobrenadante obtido 

foi acidificado com HCl 0,1N até pH 5,0 e novamente centrifugado nas mesmas 

condições. O sobrenadante assim obtido foi denominado de extrato bruto (EB) de β-

glucosidase.  

 

 

2.3.2 Fracionamento da enzima com sulfato de amônio 
 

 

  Ao EB foi adicionado sulfato de amônio até atingir 40% de 

saturação a 4°C para fracionamento parcial da enzima. O material foi mantido em 

repouso até completa precipitação e centrifugado a 4000 xg por 15 min. O 

precipitado sem atividade da enzima foi desprezado e ao sobranadante (S0-40) foi 

adicionado lentamente o sulfato de amônio até atingir 85% de saturação. Após 

completa precipitação, o material foi centrifugado conforme descrito anteriormente. 

O precipitado obtido (P40-85) foi ressuspenso com tampão fosfato-citrato 50 mM, pH 

5,0 e dialisado contra o mesmo tampão. Alíquotas da fração P40-85 e do EB também 

dialisado foram utilizadas para determinação do teor de proteína solúvel, atividade 

da enzima e suas atividades específicas para posterior aplicação em cromatografia 

de troca iônica. 

 

 

2.3.3 Cromatografia de Troca Iônica 
 

 

 A fração P40-85 dialisada foi aplicada em coluna de troca iônica com 

CM Sephadex C-50 (2,5 cm x 55 cm) pré-equilibrada com tampão fosfato-citrato 50 
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mM, pH 5,0. Foi utilizado fluxo de 27 mL/h e coletado frações de 3,5 mL por tubo de 

ensaio. Após a separação da primeira fração protéica, a coluna foi eluída com 

gradiente linear de NaCl 0–0,8 M em tampão fosfato-citrato 50 mM, pH 5,0. Nas 

frações coletadas foram realizadas leitura de absorvância a 280 nm e determinada 

a atividade de β-glucosidase e traçado o perfil de cromatografia. Nesta 

cromatografia de troca iônica foram separadas quatro frações protéicas e 

denominadas de frações F1, F2, F3 e F4. A fração F4 com maior atividade específica 

de β-glucosidase foi liofilizada e dialisada em tampão fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0 

para posterior aplicação em cromatografia de filtração em gel. 

 

 

2.3.4 Cromatografia de filtração em gel 
 

 

 A fração F4, liofilizada e dialisada, foi aplicada em coluna (2,3 cm x 

100 cm) de filtração em gel com Sephadex G-100. A coluna foi pré-equilibrada com 

tampão fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0. Foi utilizado o fluxo de 17 mL/h e coletado 

frações de 2,3 mL por tubo de ensaio. Nas frações coletadas foram realizadas 

leituras de absorvância a 280 nm e determinada a atividade de β-glucosidase e 

traçado o perfil de cromatografia. Nesta cromatografia por filtração em gel foram 

separadas três frações protéicas e denominadas de F41, F42 e F43. A fração F42 

apresentou maior atividade específica de β-glucosidase e foi utilizada para 

caracterização bioquímica parcial.  

 

 

2.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 

 

 A eletroforese descontínua das frações obtidas no processo de 

purificação de β-glucosidase foi realizada em gel de poliacrilamida 7,5% (PAGE) em 

condições nativas com tampão Tris-HCl 3,778 M, pH 8,9 a 150 mV (Davis, 1964). 

Foram aplicados de 30 a 70 µg de proteínas de cada fração em placas de dimensão 

de 101 mm x 106 mm x 1 mm com 9 poços. Após a eletroforese, os géis foram 
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fixados com ácido tricloroacético (TCA) 10%, lavados com solução de etanol 10% e 

ácido acético 5% e depois com solução oxidante de dicromato de potássio 0,034 M 

em ácido nítrico 0,032 N. Após a fixação das bandas de proteínas, o procedimento 

de coloração com prata e revelação foi realizado conforme descrição de Nielsen e 

Brown (1984). As placas de géis foram lavadas com água destilada e secadas entre 

duas folhas de papel celofane embebidas com glicerol : H2O (1:1, v:v) e mantidas 

por quatro dias em temperatura ambiente para secagem dos mesmos e 

documentação por fotografia digital.   

 A fração F42 apresentou na eletroforese apenas uma banda corada 

com prata e maior atividade específica de β-glucosidase, sendo caracterizada 

conforme segue. 

 

 

2.4 Caracterização Bioquímica Parcial de β-glucosidase 

 

 

 A caracterização bioquímica parcial da fração F42 com maior 

atividade específica de β-glucosidase foi realizada e a atividade foi determinada 

conforme procedimento descrito anteriormente por Matsuura e Obata (1993). 

 
 

2.4.1 Efeito do tempo de incubação na atividade de β-glucosidase 

 

 

 O tempo ótimo de incubação da fração F42 para hidrólise de p-NPG 

foi investigado no período de 0 a 480 min com intervalos iniciais entre 10 min até 1 

h, de 20 min até 2 h e depois de 1 em 1 h até 8 h. A atividade de β-glucosidase foi 

expressa como µM de p-PN liberado no respectivo tempo de incubação.  

 

2.4.2 Efeito da temperatura e pH na atividade de β-glucosidase  

 

 

 A temperatura ótima da fração F42 para hidrólise de p-NPG foi 
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determinada entre 4 e 70°C, com incubação de 30 min. O pH ótimo foi determinado 

entre 3 e 8, na temperatura de 45°C, definida anteriormente. Os resultados foram 

expressos em percentagem de atividade de β-glucosidase em função da 

temperatura ou pH, respectivamente.  

 

2.4.3 Estabilidade térmica de β-glucosidase 

 

 

 A estabilidade térmica de β-glucosidase da fração F42 foi avaliada 

com a pré-incubação da enzima em temperaturas de 25 a 70°C e tempos variáveis 

de 5 min a 10 dias. Também foi avaliada a estabilidade de β-glucosidase após 4 

descongelamentos sucessivos em temperatura ambiente. Os resultados foram 

expressos em percentagem de atividade de β-glucosidase em relação ao controle. 

 

 

2.4.4 Especificidade da Enzima com o Substrato p-NPG 
 

 

 O efeito da concentração de p-NPG de 0,1 mM a 20 mM na 

atividade de β-glucosidase da fração F42 foi determinado nas condições ótimas de 

reação definidas neste trabalho de pH 5,0; 30 min de incubação e 45°C. Os 

resultados foram expressos como unidade de atividade de β-glucosidase, ou seja, 

µM p-NP/min.  

 Os valores de Km e Vmax foram determinados pelo método de 

Lineweaver-Burk conforme descrito por Marzzoco e Torres (1999). 

 

 

2.4.5 Especificidade da Enzima com Diferentes Substratos 
 

 

 A especificidade de atividade de β-glucosidase da fração F42 foi 

investigada, nas condições ótimas de reação da enzima de pH 5,0 e 30 min de 
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incubação a 45°C, definidas neste trabalho, utilizando os seguintes substratos na 

concentração de 1mM: derivados de β-D-glucosídeos (daidzina, genistina, salicina, 

celobiose, gentiobiose, amigdalina, esculina e metil-β-D-glucopiranosídeo) e 

derivados de para ou orto-nitrofenil (p-nitrofenil-α-D-galactopiranosídeo, p-nitrofenil-

β-D-manopirano-sídeo, p-nitrofenil-α-D-manopiranosídeo, o-nitrofenil-β-D-

glucopiranosídeo). A atividade de β-glucosidase foi determinada conforme descrito 

no item 2.2.1 e uma unidade de atividade de β-glucosidase (UA) foi definida como a 

quantidade de enzima que liberou 1 µM de p-NP/min, nas condições de ensaio.   

 Para determinação da especificidade de atividade β-glucosidase 

para daidzina e genistina com liberação das agluconas daidzeína e genisteína, 

foram utilizados 400 µL de substrato 1 mM e 100 µL da fração F42 e a reação 

interrompida com 2000 µL de metanol (Matsuura & Obata, 1993), nas condições 

ótimas de reação, pH 5,0 e 30 min de incubação a 45°C. A análise quantitativa de 

daidzeína e genisteína liberadas foi realizada por cromatografia líquida de alta 

pressão (HPLC) segundo Berhow (2002). Neste procedimento, as amostras foram 

filtradas em filtros de 0.43 µm e 20 µL foram utilizados para separação e 

quantificação em cromatrógrafo (Waters Serie 600) com injetor automático de 

amostras (Waters Serie 717) e detector de arranjo de fotodiodos (Waters Serie 

996). A eluição das isoflavonas foi realizada pelo uso do sistema de gradiente linear 

binário em coluna de fase reversa do tipo ODS-C18 (Metachem, Torrance, CA) com 

diâmetro interno de 4,6 mm x 250 mm e partículas de 5 µm. A coluna foi equilibrada 

com 20% de metanol contendo 0,025% de ácido trifluoroacético e 80% de H2O 

contendo 0,025% de ácido trifluoroacético, com fluxo de 1 mL/min e temperatura 

controlada a 25ºC. Após a injeção, a condição inicial foi mantida por 2 min e 

atingindo 100% de metanol contendo 0,025% de ácido trifluoroacético em 50 min. 

Para detecção das isoflavonas foi utilizado o comprimento de onda de 260 nm e os 

picos foram identificados por seu espectro e tempo de retenção. As isoflavonas 

foram quantificadas por padronização externa (área dos picos) utilizando padrões 

como referência. Uma unidade de atividade de β-glucosidase (UA) foi definida como 

a quantidade de enzima que liberou 1 µM de agluconas/min, nas condições do 

ensaio. 

 A especificidade de atividade de β-glucosidase também foi 

investigada para os substratos derivados de β-D-glucosídeos: salicina, celobiose, 
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gentiobiose, amigdalina, esculina e metil-β-D-glucopiranosídeo. A atividade de β-

glucosidase foi determinada utilizando o método de glucose oxidase com sistema 

automatizado (Selectra 1, Vitalab/Merck). Neste procedimento, a glucose liberada 

foi quantificada por espectrofotometria a 420 nm. Uma unidade de atividade de β-

glucosidase (UA) foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 µM de 

glucose/min, nas condições do ensaio. 

 Para determinação da especificidade da atividade de β-glucosidase 

utilizando os substratos derivados de para e orto-nitrofenil foi realizada a 

comparação com o substrato p-NPG, considerado neste estudo como 100% de 

atividade. A determinação da especificidade da atividade de β-glucosidase para os 

substratos derivados de β-D-glucosídeos, com atividade expressa em liberação de 

µM de glucose/min foi comparada entre estes substratos, considerando 100% o 

substrato com maior liberação de glucose. Os resultados também foram 

comparados com o p-NPG.   

 

 

3 Resultados e discussão 
 

 

3.1 Extração e Purificação Parcial de β-glucosidase  

 

 

 O EB obtido a partir de 60 g de farinha de cotilédone de soja foi 

inicialmente precipitado com sulfato de amônio com saturação de até 40% a 4°C e o 

material foi centrifugado. No sobrenadante foi adicionado sulfato de amônio de 40 a 

85% de saturação a 4°C e o precipitado denominado de P40-85 foi ressuspenso e 

dialisado em tampão fosfato-citrato 50 mM e pH 5,0. Nesta fase de separação 

recuperou-se 32% de proteínas e 69% de atividade de β-glucosidase (Tabela 1) em 

relação ao EB.  

 A fração P40-85 foi aplicada na coluna de troca iônica com CM 

Sephadex C-50 equilibrada e eluída com tampão fosfato-citrato 50 mM e pH 5,0. 

Nesta eluição ocorreu a separação da fração F1 com recuperação de 3,7% de 

proteínas e 1,3% de atividade de β-glucosidase (Tabela 1 e Fig. 1). Após a 
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aplicação de gradiente linear de NaCl 0–800 mM no mesmo tampão, foram 

separadas mais três frações, F2, F3 e F4, com recuperação de proteínas de 3,0, 3,2 

e 1,4% (Tabela 1), respectivamente. Assim, a cromatografia de troca iônica do 

extrato de cotilédones de soja separou quatro frações distintas de proteínas, sendo 

que apenas a fração F4 apresentou elevada atividade específica de β-glucosidase, 

com recuperação de 27% e purificação de 19 vezes. Hsieh e Graham (2001) 

separaram por cromatografia de troca iônica com CM Sephadex C-50 extratos de 

raízes de soja germinada de 7 a 9 dias e observaram quatro frações de proteínas 

com atividade de β-glucosidase em apenas uma fração com recuperação de 20% e 

purificação de 20 vezes. Entretanto, Matssura e Obata (1993) utilizaram extrato de 

grãos de soja nas mesmas condições aplicadas de cromatografia de troca iônica 

com CM Sephadex C-50 e observaram a separação de três frações (A, B e C), com 

atividade de β-glucosidase nas frações B e C e recuperação de atividade de 6 e 

22%, respectivamente. A purificação foi de 8,5 e 44 vezes para as frações B e C, 

respectivamente. Pouca atividade foi encontrada na primeira fração.  

 A fração F4 foi aplicada em cromatografia de filtração em gel com 

Sephadex G-100 e eluída com tampão fosfato-citrato 0,1M e pH 5,0. Esta filtração 

em gel separou três frações distintas de proteínas (Tabela 1 e Fig. 2). Apenas a 

fração F42 apresentou elevada atividade específica de β-glucosidase, com 

recuperação de 4,1% e purificação de 44 vezes em relação ao EB.  Matssura e 

Obata (1993) aplicaram as frações B e C em Sephadex G-150 e observaram uma 

única fração com atividade para cada uma das amostras aplicadas. Após a 

cromatografia, a fração B foi purificada 87 vezes com 2% de recuperação de 

atividade de hidrólise de daidzina e a C, 95 vezes com 7% de recuperação.    

 A diferença no número de frações de proteínas obtidas nestes 

trabalhos possivelmente foi devido a diferenças na cromatografia e o tipo de 

matéria-prima utilizada para obtenção de β-glucosidase. 

 As diferentes fases de purificação de β-glucosidase da soja foram 

acompanhadas por meio de eletroforese nativa em gel de poliacrilamida (Figura 3). 

A fração F42 apresentou uma banda protéica, indicando a provável purificação da 

enzima. 

 Na eletroforese nativa em gel de poliacrilamida do EB, P40-85, F4 e 

F42 foram aplicados em cada poço 70, 70, 30 e 30 ug de proteínas, 
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respectivamente. Observa-se que nas diferentes fases da purificação, desde o EB 

até a cromatografia de filtração em gel, ocorreu a separação de várias frações de 

proteínas. Após a cromatografia de troca iônica com CM Sephadex C-50, a 

eletroforese da fração F4 apresentou mais de uma banda de proteína. Contudo, 

após a cromatografia de filtração em gel, observa-se que na eletroforese há apenas 

uma banda de proteína com mobilidade relativa (Rf) igual a 0,51, indicando uma 

provável purificação da β-glucosidase. Porém, a falta de nitidez na eletroforese foi 

devido à baixa concentração da fração F4, necessitando de repetição de 

eletroforese com maior concentração para confirmar esta purificação. Também, 

seria importante aplicar outras técnicas para confirmar a pureza desta enzima, tais 

como, diferentes concentrações de enzima, eletroforese em condições 

desnaturantes e pI. 

 

 

3.2 Caracterização Bioquímica Parcial de β-glucosidase da Fração F42 

 

 

3.2.1 Carboidratos totais 
 

 

 Os carboidratos totais foram detectados e quantificados em todas 

as fases de purificação da β-glucosidase, com exceção da fração F3, indicando uma 

possível natureza glicoproteica das frações (Tabela 2). A percentagem de 

carboidratos com relação à soma de proteínas e carboidratos variou de 2,17 a 9,3% 

para o EB e F41. Destaca-se que a fração F42 apresentou 3,45% de carboidratos, 

confirmando que trata-se de uma glicoproteína. Na literatura, ainda não há relatos 

sobre a presença de carboidratos nas frações de β-glucosidase de soja purificada.   

 

 

3.2.2 Efeito do tempo de incubação na atividade de β-glucosidase  

 

 

 O tempo ótimo de incubação da β-glucosidase da fração F42 (Fig. 4) 
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foi de 30 min em tampão fosfato-citrato 100 mM e pH 5,0 devido à linearidade de 

liberação de p-NP até 60 min. Entretanto, a partir de 60 min até 480 min de 

incubação, ocorreu aumento gradativo na atividade de β-glucosidase, porém não 

proporcional ao tempo de incubação. 

 
 

3.2.3 Efeito da temperatura e pH de incubação na atividade de β-glucosidase  

 
 

A temperatura e pH ótimos de incubação na atividade de β-

glucosidase da fração F42 estão ilustrados nas Fig. 5 e 6. A temperatura ótima de 

reação da enzima foi de 45ºC (Fig. 5), cuja temperatura foi superior às temperaturas 

em que ocorrem as reações endógenas na estocagem ou germinação da soja. Em 

condições de temperatura ótima, a β-glucosidase apresentou pH ótimo entre 4,5 e 

5,5 e a atividade da enzima reduziu em 71% em pH 3,5 e 7,0. 

A temperatura ótima de 45°C de ação da β-glucosidase foi similar à 

obtida em soja por Matsuura e Obata (1993) e por Cameron, Manthey, Baker e 

Grohmann (2001) em Citrus sinensis var. Valencia fruit (40–45°C). Outras fontes de 

β-glucosidase apresentaram temperaturas ótimas distintas, como 25–30°C em 

centeio (Sue, Ishihara & Iwamura, 2000), 40°C em vanilla bean (Odoux, Chauwin & 

Brillouet, 2003), 50°C em milho (Esen, 1992) e 60°C em cevada (Leah, Kigel, 

Svendsen & Mundy, 1995). 

A faixa de pH ótimo de 4,5 a 5,5 (Fig. 6) na atividade de β-

glucosidase da soja da fração F42 foi similar à descrita por Matsuura e Obata (1993) 

na soja, Akiyama, Kaku & Shibuya (1998) no arroz e Leah et al. (1995) na cevada. 

Entretanto, no milho pH ótimo desta enzima foi de 5,8 (Esen, 1992). 

 
 

3.2.4 Estabilidade térmica de β-glucosidase 

 
 

A estabilidade térmica de β-glucosidase da fração F42 foi investigada 

por meio de sua atividade residual em relação ao controle, após manutenção da 
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enzima em diferentes tempos e temperaturas de incubação (Fig. 7). Após a 

determinação de atividade em tampão fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0, observou-se 

que a 25°C a enzima foi estável até 4 dias e após 10 dias ocorreu redução de 

apenas 35% da atividade. Em 45°C a enzima apresentou redução de 60% de sua 

atividade, após uma hora de incubação. Portanto, a enzima não foi estável por longo 

período em sua própria temperatura ótima de atividade. Segundo Esen (1992), esta 

discrepância entre atividade e estabilidade pode ser diminuída com aumento da 

estabilidade da enzima na presença do substrato, onde o complexo enzima-

substrato protege a enzima da desnaturação e inativação pelo calor. Em temperatura 

de 50°C, a enzima reduziu sua atividade em 91% após 20 min de incubação e em 

temperatura superior a 60°C apresentou baixa estabilidade, com redução de 95% de 

atividade após 5 min de incubação. Após quatro descongelamentos sucessivos, em 

temperatura ambiente, da fração F42, a atividade de β-glucosidase permaneceu 

estável. 

 
 

3.2.5 Efeito da concentração de p-NPG na atividade de β-glucosidase 

 
 

 A atividade de β-glucosidase aumentou linearmente em baixas 

concentrações até 0,4 mM de p-NPG e prosseguiu o aumento gradativo até cerca 

de 1 mM com manutenção de atividade até 20 mM, sem apresentar inibição ou 

redução de atividade (Fig. 8). 

 A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade máxima 

(Vmax) de reação, em pH 5,0 e 45°C, da fração F42 foram 0,16 mM e 4,3 µM de p-

NP/ min, respectivamente, indicando elevada especificidade de reação para o p-

NPG. Hsieh e Graham (2001) observaram um Km de 1,3 mM para β-glucosidase de 

raiz de soja, a 40°C. Em vanilla bean (Odoux et al., 2003) e Citrus sinensis var. 

Valencia (Cameron et al., 2001) os valores de Km para p-NPG foram 1,1 mM (40°C 

e pH 7,0) e 0,12 mM (40°C e pH 5,0), respectivamente. 
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3.2.6 Especificidade da atividade de β-glucosidase com diferentes substratos 

 
 

A especificidade da atividade da fração F42 com diferentes substratos 

derivados de para ou orto-nitrofenil e derivados de β-D-glucosídeos foi avaliada por 

meio da atividade relativa de hidrólise destes substratos em concentração de 1 mM e 

condições ótimas de pH 5,0 e 30 minutos de incubação a 45°C (Tabelas 3 e 4).  

O substrato p-NPG apresentou maior especificidade de atividade de 

β-glucosidase em comparação com os outros substratos (Tabela 3). A especificidade 

elevada de β-glucosidases vegetais para o substrato p-NPG também foi observada 

em cereja madura e milho (Gerardi, Blando, Santino & Zacheo, 2001; Esen, 1992). 

Na Tabela 3 observa-se que a β-glucosidase atuou em outros 

substratos derivados de β-glucosídeos, como a celobiose e gentiobiose, com maior 

especificidade, seguido de daidzina e genistina. Entretanto, na soja, a genistina e 

daidzina são os próprios substratos desta enzima e nas condições experimentais 

desta investigação estes não foram os melhores substratos. Possivelmente, devido à 

procedência destas isoflavonas, uma vez que Matsuura e Obata (1993) observaram 

que a daidzina e genistina extraída de soja foram os melhores substratos do que 

outros glucosídeos naturais como a amigdalina e esculina.  

A ação desta enzima no p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo indica 

elevada especificidade para β-D-glucose. Entretanto, na Tabela 4 observa-se que a 

enzima apresentou especificidade para a de D-manose (p-nitrofenil-β-D-

manopiranosídeo) e D-galactose (p-nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo). Assim, a β-

glucosidase pode ser considerada também uma β-D-glicosidase (Odoux et al., 2003). 

Em relação ao tipo de ligação (α e β), a ausência de atividade para o 

substrato p-nitrofenil-α-D-manopiranosídeo sugere que esta enzima apresenta 

especificidade somente para ligações do tipo β (Tabela 4). Entretanto, a enzima 

atuou no substrato p-nitrofenil-α-D-galactopiranosídeo, cuja ação também foi 

observada por Hsieh e Graham (2001) em extrato de raiz de soja.  

A posição de ligantes na estrutura também afetou a especificidade 

da enzima. Quando o mesmo substrato apresentou mudança de ligação da posição 

para (p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo) para a posição orto (o-nitrofenil-β-D-

glucopiranosídeo), ocorreu redução de 74% na atividade da enzima, indicando uma 
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possível especificidade da enzima para o ligante na posição para (Tabela 4).  

A posição da ligação entre duas glucoses também pode afetar a 

atividade enzimática. Entretanto, a β-glucosidase hidrolisou tanto a celobiose (1→4) 

quanto à gentiobiose (1→6) (Tabela 5). Resultado semelhante foi observado em 

citrus sinensis var. Valencia (Cameron et al., 2001). Entretanto, Matsuura e Obata 

(1993) não observaram atividade de β-glucosidase purificada de soja para estes 

substratos. 
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Tabela 1 – Fases de purificação de β-glucosidase de cotilédone de soja por 
cromatografia de troca iônica e filtração em gel 

  Proteínas β-glucosidase 
Fases de Purificação mg Recuperação Atividade1 Recuperação Atividade Grau de 

  % UA % Específica2 Purificação 
Extrato Bruto 2469 100 3558 100 1,4 1 
       
P40-85 792 32 2437 69 3,1 2,1 
       
CM Sephadex C-50       
F1 91 3,7 47 1,3 0,5 0,4 
F2 75 3,0 0,2 0,01 0 0 
F3 78 3,2 27 0,8 0,4 0,2 
F4 35 1,4 946 27 27 19 
       
Sephadex G-100 – Fração F4      
F41 2,5 0,1 0 0 0 0 
F42 2,4 0,1 146 4,1 61 44 
F43 7,5 0,3 0 0 0 0 

1UA = µM p-nitrofenol/min; 2 = UA/mg de proteína 

 

 

Tabela 2 – Teor de proteínas e carboidratos totais nas diferentes fases de 
purificação de β-glucosidase de cotilédone de soja 

Fases de 

Purificação 

Proteínas 

(µg/100 µL) 

Carboidratos 

(µg/100 µL) 

Carboidratos 

(%) 

Extrato bruto 472,52 10,48 2,17 

P40-85 1066,70 31,17 2,84 

F1 714,14 17,95 2,45 

F2 573,34 33,74 5,5 

F3 723,15 n.d. n.d. 

F4 198,24 5,18 2,6 

F41 118,04 12,12 9,3 

F42 96,58 3,46 3,45 

F43 212,36 6,09 2,78 

  n.d.: não detectado 
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Tabela 3 – Especificidade de β-glucosidase com substratos derivados de β-D-
glucosídeos  

Substrato  
(1mM) 

Atividade Relativa* 
 (%) 

    p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo  100 
Celobiose 46 
Gentiobiose 44 
Daidzina 25 
Genistina 24 
Amigdalina 20 
Esculina 17 
Salicina 11 

    Metil-β-D-glucopiranosídeo  8 
*Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com p-nitrofenil-�-D-glucopiranosídeo 
como substrato, no qual a enzima apresentou atividades superiores. 
 

 

Tabela 4 – Especificidade de β-glucosidase com substratos derivados de para- ou 
orto-nitrofenil-β-D-glicosídeos 

Substrato  
(1mM) 

Atividade Relativa*  
(%) 

p-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo  100,0 
p-nitrofenil-β-D-manopiranosídeo 99,3 
p-nitrofenil-α-D-galactopiranosídeo 88,7 
o-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo 25,9 
p-nitrofenil-α-D-manopiranosídeo ND 

*Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com p-nitrofenil-β-D-
glucopiranosídeo como substrato, no qual a enzima apresentou atividades superiores. 
ND: não detectada. 

 

 

Tabela 5 – Especificidade de β-glucosidase com substratos derivados de β-D-
glucosídeos em comparação à celobiose 

Substrato  
(1mM) 

Atividade Relativa*  
(%) 

Celobiose  100,0 
Gentiobiose 94,4 
Amigdalina 43,9 
Esculina 36,7 
Salicina 23,8 
*Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com celobiose como substrato, no 
qual a enzima apresentou atividades superiores. 
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Figura 1 – Cromatografia de troca iônica com CM Sephadex C-50 da fração P40-85 
proveniente de extrato de cotilédone de soja. 

Figura 1 – Cromatografia de troca iônica com CM Sephadex C-50 da fração P
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Figura 2 – Cromatografia de filtração em g  Sephadex G-100 da fração Fel com 4. 
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Figura 3 – Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida das 
diferentes fases de purificação da β-glucosidase 
de cotilédone de soja. 
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Figura 4 – Efeito do tempo de incubação na liberação de p-nitrofenol 
pela β-glucosidase da fração F42. 
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Figura 5 – Efeito da temperatura de incubação da reação na 
atividade de β-glucosidase da fração F42. 
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Figura 6 – Efeito do pH na atividade de β-glucosidase da fração 
F42. 
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Figura 7 – Estabilidade térmica de β-glucosidase da fração F42. 
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5.4 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTÍFICOS 
 

 

5.4.1 6° Simpósio Latino Americano de Ciência de Alimentos – SLACA, 2005 
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ATIVIDADE DE β-GLICOSIDASE E TEOR DE ISOFLAVONAS NAS RADÍCULAS 

E COTILÉDONES DE SOJA GERMINADA 
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3.3.1 IV Congresso Brasileiro de Soja, 2006 
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3.3.2 XX Congresso Brasileiro de Ciência e Tecnologia de Alimentos - CBCTA, 
2006  
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5.5 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA – XIV EAIC – 
ENCONTRO ANUAL DE INICIAÇÃO CIENTÍFICA, UNICENTRO, GUARAPUAVA, PR. 
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6 CONCLUSÃO 
 

 

 Para obtenção de soja com teor elevado de isoflavonas agluconas 

deve-se utilizar cultivares de grupos de maturação precoces.  

 Atividade de β-glucosidase e teor de β-glucosídeos e 

malonilglucosídeos não se correlacionaram significativamente com grupos de 

maturação das cultivares de soja investigadas. 

 A germinação afetou a atividade de β-glucosidase, teor de 

isoflavonas totais e de suas formas, sendo que os estádios de germinação 

correlacionaram com o teor de isoflavonas da soja. 

 A purificação da β-glucosidase de cotilédones de soja foi obtida à 

partir de extração com tampão fosfato de sódio 0,1M e pH 6,6; fracionada de 40 a 

85% de saturação com sulfato de amônio a 4°C e cromatografia de troca iônica com 

CM Sephadex C-50 e filtração em gel com Sephadex G-100. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 A β-glucosidase purificada de cotilédones de soja será aplicada em 

produtos de soja para avaliar a sua ação em substratos endógenos. 
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