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SANTOS, Rafael Fernades. Purificagdo, caracterizacido e aplicacdo de B-glicosidase de
cotilédones de soja. 2010. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A B-glicosidase (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) ¢ uma enzima capaz de clivar as
ligagdes B-glicosidicas de di e/ou oligosacarideos liberando glicose e uma aglicona. Esta
enzima possui inumeras fun¢des endogenas nos vegetais, podendo ser utilizadas na hidrolise
de isoflavonas glicosidicas (genistina, daidzina e glicitina) em agliconas (genisteina,
daidzeina e gliciteina) que apresentam acdo benéfica na saide humana, atuando no controle e
prevengdo de doencas cronicas. O objetivo deste trabalho foi purificar B-glicosidase de
cotilédones de soja, caracteriza-la e aplica-la em farinha de soja integral. A B-glicosidase foi
extraida de farinha de cotilédones com tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 6,6, na
proporcao de 1:10 (p/v), com posterior acidificagdo com HCI 0,1 N até pH 5,0 para obtengao
do extrato bruto que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0—40% e 40—85%. Os precipitados,
ressuspensos em tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 e os sobrenadantes foram dialisados
no mesmo tampao. A fragdo com maior atividade de B-glicosidase (P4o-gs) foi concentrada por
ultrafiltragdo e aplicada em coluna de troca idnica com CM Sephadex C-50, eluida por
gradiente de NaCl 0—1 M em tampao fosfato-citrato, onde foram separadas quatro fracdes
protéicas (Fi, F,, F3, e F4). A fracdo F4, com maior atividade de B-glicosidase, foi aplicada em
coluna de filtragdo em gel com Sephadex G-100, sendo separadas em trés fracdes protéicas
(F41, Fa2 € Fu3). O processo de purificacdo foi acompanhado por meio de eletroforese nativa
em gel de poliacrilamida. A B-glicosidase purificada foi caracterizada em relagdo a sua massa
molecular e o efeito de ions metéalicos e compostos organicos sobre sua atividade. A [-
glicosidase purificada e parcialmente purificada foi aplicada em farinha de soja integral sob

diferentes condi¢des de tratamentos utilizando um planejamento experimental com esquema
2

fatorial 2 com dois niveis e triplicata no ponto central onde foi avaliada a influéncia das
variaveis tempo de incubacdo e concentracdo da enzima na liberacdo de glicose. A
eletroforese nativa revelou uma tnica banda de proteina na fragdo F4;, demonstrando que o
processo de purificacdo de P-glicosidase foi eficiente. A fracdo F4, apresentou massa
molecular de 53 kDa por filtracio em gel e 33 kDa por eletroforese em condigdes
desnaturantes. A atividade de -glicosidase foi inibida por HgCl, 1 mM, glucona-6-lactona 10
mM e glicose 150 mM em 84, 94 e 84%, respectivamente. O MnCl, 10 mM aumentou a
atividade da enzima em 63%. A aplicacdo da B-glicosidase em farinha de soja integral
mostrou-se eficiente na libera¢do de glicose e consequentemente na liberagdo de isoflavonas
agliconas, sendo os melhores resultados obtidos com 6 horas de incubacgdo, independente da
concentragdo de enzima utilizada. A B-glicosidase purificada mostrou-se mais ativa na
liberagdo de glicose em relacdo a parcialmente purificada.

Palavras-chave: -glicosidase. Cotilédones de soja. Purificacdo e caracterizagao. Aplicagao.



SANTOS, Rafael Fernades. Purification, characterization and aplication of pB-glucosidase
of soybean cotyledons. 2010. 106 f. Dissertation (Master’s degree in Biotenology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

B-glicosidase (B-D-glycoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) is able to cleave di-and/or
oligosaccharides B-glucoside linkages releasing glucose and aglycones. This enzyme has
many functions in plants and it can be used for hydrolysis of glucosidic isoflavones (genistin,
daidzin and glicitin) in aglycones (genistein, daidzein and glycitein) that have a beneficial
effect on human health, acting in the control and prevention of chronic deseases. The
objectives of this work was purify B-glucosidase from cotyledons of soybean, characterize it
and apply it in soybean meal. B-glucosidase was extracted from cotyledons meal with 100
mM sodium phosphate buffer, pH 6,6, at a ratio of 1:10 (w/v) and subsequent acidification
with 0,1 N HCI to pH 5,0 to obtain the crude extract that was fractionated with (NH4)2SOj4 to
0—40% and 40—85%. The pellet was dissolved in phosphate citrate buffer 50 mM, pH 5,0, and
the supernatants were dialysed in the same buffer. The fraction with highest B-glucosidase
activity (P4o-gs) was concentrated by ultrafiltration and loaded onto an ion exchange CM
Sephadex C50 chromatography column, eluted with a 0—-1 M NaCl gradient in 50 mM
phosphate citrate buffer, separating four protein fractions (F;, F», F3 and F4). F4 fraction that
showed the highest B-glucosidase activity was loaded onto a gel filtration Sephadex G-100
column, separating three other protein fractions (F4;, F42 and Fu3). The purification process
was monitored by electrophoresis in native polyacrylamide gel. The purified B-glucosidase
was characterized for its molecular weight and the effect of metal ions and organics
compounds on its activity. Purified and partially purified B-gh;cosidase was applied to

soybean meal under different treatments through an experimental 2 factorial design with two
levels and three replicates at the central point, to evaluate the effect of incubation time and
enzyme concentration in the release of glucose. Native electrophoresis revealed a single
protein band in fraction F4,, demonstrating that B-glucosidase purification was efficient. Fa,
fraction showed a molecular mass of 53 kDa by gel filtration and 33 kDa by electrophoresis
under denaturing conditions. B-glucosidase activity was inhibited by ImM HgCl,, 10 mM
glucono-d-lactone and 150 mM glucose at 84, 94 e 84%, respectively, while 10 mM MnCl,
increased the enzyme activity by 63%. The application of B-glucosidase in soybean meal
demonstrated that the enzyme was efficient in releasing glucose. The best results were
obtained with a period of 6 hours of incubation, independent of enzyme concentration. The
purified B-glucosidase fraction demonstrated higher activity in glucose release than the
partially purified.

keywords: B-glucosidase. Soybean cotyledons. Purification and characterization. Application.
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1 INTRODUCAO

As isoflavonas, ou isoflavonoides, sdo compostos fenolicos pertencentes a
classe dos fitoestrogenos, com teor superior nas leguminosas, em particular, na soja, onde sao
encontradas em trés tipos com quatro estruturas quimicas distintas: as agliconas (genisteina,
daidzeina e gliciteina), as glicosidicas (genistina, daidzina e glicitina) e as conjugadas acetil e
malonilglicosidicas.

A procura por alimentos derivados de soja tem aumentado devido a
divulgacdo dos beneficios a saude atribuidos ao consumo desta leguminosa. Evidéncias
cientificas indicam que as isoflavonas podem atuar no controle e prevengdo de doencas
cronicas como cancer de mama, prostata e colon, osteoporose, perda 6ssea pds-menopausa e
doengas cardiovasculares.

Estudos clinicos demonstram que as isoflavonas agliconas sdo absorvidas
mais rapidamente e em maior quantidade em relacdo as suas formas glicosidicas. Muitos
produtos a base de soja sdo comercializados, sendo que os produtos ndo fermentados
apresentam maior teor de isoflavonas glicosidicas, enquanto que nos produtos fermentados ha
predominancia das formas aglicona.

As isoflavonas podem sofrer transformag¢des durante o processo de
fabricagdo de ingredientes e alimentos a base de soja, havendo conversao parcial das formas
esterificadas para as formas glicosidicas e agliconas. O aquecimento promove a conversao das
formas malonil glicosidicas a acetil glicosidicas enquanto que as P-glicosidases, presentes
naturalmente na soja ou produzidas por microrganismos inoculados em produtos fermentados,
podem hidrolisar os B-glicosideos, liberando glicose e agliconas.

A B-glicosidase (B-D-glicosideos glicohidrolase, EC 3.2.1.21) pertence a um
grupo de hidrolases capazes de clivar as ligacdes B-glicosidicas de di e/ou oligossacarideos,
ou outros conjugados glicosidicos. Esta enzima, amplamente distribuida na natureza, tem
papel fundamental em muitos processos bioldgicos como a degradacio de biomassa
celulosica, hidrolise de glicolipideos, cianogénese e modificagdo de metabdlitos secundarios,
como as isoflavonas.

Considerando a importancia das isoflavonas agliconas na saide humana, o
objetivo deste trabalho foi purificar a B-glicosidase de cotilédones de soja, caracteriza-la e

avaliar a sua aplicacdo em farinha de soja integral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Purificar a B-glicosidase de cotilédones de soja, caracterizé-la e avaliar a sua

aplicacdo em farinha de soja integral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair e purificar a B-glicosidase de cotilédones de soja utilizando o
fracionamento com sulfato de amonio, cromatografia de troca idnica e cromatografia de
filtracao em gel.

Determinar a massa molecular da B-glicosidase purificada nas formas nativa
e desnaturada e o efeito de ions metalicos e compostos organicos sobre a atividade, utilizando
técnicas de eletroforese e espectrofotometria.

Aplicar a B-glicosidase purificada e parcialmente purificada em farinha de
soja integral para obtencdo de um produto contendo maior teor isoflavonas agliconas,

utilizando metodologia de superficie de resposta.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma planta originaria da China ha 4000-
5000 anos, sendo uma das culturas mais antigas do oriente. Durante esse periodo, os chineses
transformaram os graos de soja em varios alimentos e estes tém sido utilizados na nutrigdo até
o presente, tendo um papel importante na formagdo da cultura e da civilizagdo chinesa (LIU,
1997).

A soja ¢ o principal grao oleaginoso produzido no mundo. Sua produgao
mundial na safra 2008/2009 foi de 210,6 milhoes de toneladas, sendo os Estados Unidos o
maior produtor mundial do grao, com 80,5 milhdes de toneladas, seguido pelo Brasil com
57,1 milhdes de toneladas. No Brasil, os maiores produtores de soja sdo os estados do Mato
Grosso e Parana, com 17,963 e 9,510 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2009). Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2009), a estimativa da produgao brasileira
para a safra de 2009/2010 ¢ de 62,5 a 63,6 milhdes de toneladas de soja. O Brasil tem
possibilidade de ser o maior produtor de soja, devido as limita¢des de area para expansao nos
demais paises produtores e pelo dominio tecnolodgico que possui para produzir em regides
tropicais com baixas latitudes (DALL’AGNOL et al., 2007).

A soja ¢ um grao conhecido por seu teor elevado de 6leo e proteinas. Possui
40% de proteinas, 20% de dleo, 35% de carboidratos e 5% de cinzas em relacdo ao seu peso
seco (LIU, 1997).

Os chineses e outros orientais, incluindo os japoneses, coreanos e asiaticos,
usam esse grao em varias formas como uma fonte importante de proteinas para a dieta, além
de fonte de Oleo. Porém, had uma diferenca distinta da forma como os povos orientais e
ocidentais utilizam a soja. No oriente, a soja ¢ utilizada na produgdo de alimentos nao
fermentados como o tofu, leite de soja e fermentados como miso, natto e tempeh (LIU, 1997).
No sudeste da Asia, a soja representa 20—60% da ingestdo de proteinas diarias (BRANDI,
1997).

No ocidente, o consumo de soja foi inicialmente direcionado para a extra¢ao
de 6leo e racdo animal. O consumo desta leguminosa e de seus derivados em paises europeus
e nos Estados Unidos vem crescendo (PARK et al., 2001a). No Brasil, em 2006, cerca de 60%

do farelo de soja foi destinado a exportagdo e os 40% restantes utilizados no consumo interno.
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Somente 2,7 milhdes de toneladas de semente foram utilizadas na alimentagdo humana
(EMBRAPA, 2009).

Na dieta humana, a soja ¢ consumida na forma de grdo e de alimentos
elaborados a partir destes como tofu, miso e tempeh. Os derivados protéicos de soja como as
farinhas desengorduradas, texturizados, concentrados e isolados protéicos sdo também
utilizados na produgdo de diversos alimentos industrializados como produtos carneos, de
panificagdo, molhos e sopas (GENOVESE; LAJOLO, 2001). A proteina de soja apresenta
propriedades como capacidade de reten¢do de dgua, emulsificagdo, gelatinizagcdo e formagao
de espuma. Assim, sua adi¢do em produtos industrializados reduz custos e melhora
caracteristicas como uniformidade, textura e suculéncia (MORAES et al., 2009).

Nos ultimos anos, a procura por alimentos derivados de soja tem aumentado
devido a divulgacdo dos beneficios a satde atribuidos ao consumo desta leguminosa. O FDA
(U.S. Food and Drug Administration) em outubro de 1999, aprovou a alegagdo de que a
ingestdo de 25 g de proteinas de soja por dia, associada a uma dieta com baixa quantidade de
gordura saturada e colesterol pode reduzir o risco de doengas coronarianas. Pesquisas tém
sido desenvolvidas com o objetivo de determinar os compostos funcionais da soja que estdo
relacionados a este fato. Entre estes compostos, as isoflavonas sdo as mais investigadas
devido a possibilidade dos seus efeitos benéficos (ISMAIL; HAYES, 2005).

A presenca de compostos bioativos, relacionados aos efeitos biologicos da
soja, apresentam um grande potencial no mercado de alimentos funcionais. Conforme a
resolugdo n° 18 de 30/04/1999, da Agéncia de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde no
Brasil — ANVISA, que da as diretrizes para a alegagcdo de alimento funcional, define alimento
funcional como ““‘todo aquele alimento ou ingrediente que, além das fungdes nutricionais
basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou
fisiolégicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisao
médica” (BRASIL, 1999). Segundo a ANVISA (2010), para os produtos a base de soja, as
alegacdes de propriedade funcional e ou de saide em fungdo da proteina de soja sdo
permitidas, sendo que os dizeres de rotulagem e o material publicitario destes produtos nao
podem veicular qualquer alega¢do em fun¢do das isoflavonas, seja de conteudo (“‘contém”),
funcional, de saude e terapéutica (prevengdo, tratamento ¢ cura de doengas), ja que as

isoflavonas ndo sdo registradas como alimentos.
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3.1 ISOFLAVONAS DA SOJA

3.1.1 Estrutura Quimica

As isoflavonas, também denominadas isoflavonodides, sdo compostos
fenolicos derivados dos flavondides, pertencentes a classe dos fitoestrogenos e estdo
amplamente distribuidas no reino vegetal (ESTEVES; MONTEIRO, 2001). A estrutura basica
das isoflavonas (Figura 1) ¢ formada pelo nucleo flavona, que ¢ composto por 2 anéis
benzeno (A e B) ligados por um anel heterociclico pirano (C) (LIU, 1997; MESSINA, 1999).
O sistema de numeragdo utilizado para diferenciar as posi¢des dos carbonos ao redor da
molécula dos isoflavonoides, por conveniéncia, ¢ o numeral ordinal para os anéis A e C,
sendo estes seguidos de apdstrofo para o anel B.

As isoflavonas da soja sdo encontradas em quatro estruturas quimicas
distintas: as agliconas genisteina, daidzeina e gliciteina, as B-glicosidicas genistina, daidzina e
glicitina, as acetil glicosidicas 6°’-O-acetildaidzina, 6°’-O-acetilgenistina, 6’’-O-acetilglicitina
e as malonil glicosidicas 6’’-O-malonildaidzina, 6’’-O-malonilgenistina e 6°’-O-
malonilglicitina. As formas B-glicosidicas (Figura 2) apresentam uma molécula de glicose
ligada na posi¢do 7 do anel benzeno, e nas agliconas este agucar esta ausente (LIU, 1997). As
formas conjugadas sdo esterificadas no carbono 6 da molécula de glicose. Os tipos de
isoflavonas sdo caracterizados conforme os radicais ligados a estrutura bésica da molécula

(Tabelas 1 e 2)

Figura 1 — Estrutura geral da isoflavona aglicona
Fonte: Adaptado de Liu (1997).
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Figura 2 — Estrutura geral das isoflavonas B-glicosidicas e conjugadas
Fonte: Liu (1997).

Tabela 1 — Estrutura quimica das isoflavonas agliconas presentes na soja.

Isoflavona R, R,
Daidzeina (4,7-dihidroxiisoflavona) -H -H
Genisteina (4,5, 7-trihidroxiisoflavona) -OH -H
Gliciteina (4, 7-dihidroxi-6-metoxiisoflavona) -H -OCHa

Tabela 2 — Estrutura quimica das isoflavonas B-glicosidicas e conjugadas presentes na soja.

Isoflavona R3 Ry Rs

Daidzina -H -H -H

Genistina -OH -H -H

Glicitina -H -0OCH:- -H
6"0-Acetil-daidzina -H -H -COCH-
6"0-Acetil-genistina -OH -H -COCH,
6"0-Acetil-glicitina -H -OCHs, -COCH-,
6"0-Malonil-daidzina  -H -H -COCH-COOH
6"0-Malonil-genistina -OH -H -COCH,COOH
6"0-Malonil-glicitina -H -OCH- -COCH,COOH

3.1.2 Biossintese de Isoflavonas

Os isoflavonodides sdo formados pela via de biossintese dos flavonodides

(Figura 3), iniciando com a conversdo da fenilalanina ou tirosina em &cido cindmico pela
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fenilalanina amoénia liase. Na seqiiéncia, reagdes sdo catalisadas pela acido cinamico 4-
hidrolase, formando o acido 4-hidroxil cindmico (acido p-cumarico), que pela acao da acido
p-cumarico CoA ligase libera o p-cumariol CoA. Trés moléculas de malonil CoA reagem com
uma molécula de p-cumariol CoA formando a chalcona, que pode ser isomerizada pela
chalcona isomerase, originando as flavanonas, como a 5,7,4’-trihidroxil flavanona, também
conhecida como 2S-naringenina. A formacdo das isoflavonas esta associada a agdo da
isoflavona sintase, que transforma as flavononas naringenina e liquiritigenina em isoflavonas

genisteina e daidzeina, respectivamente (AGUIAR, 2004; MORAES et al., 2009).

r}.’ ‘J rf’- h cinamato 4-hidroxil ase .,'5"; ™~ cnamato 4-hidrorilase -,-:-//I ™
| e [ | — [}
W, fenilalanina S LR ) Ly
hl aménia lizse = S -t
fenilalanina acido trars-cinamico
CH OH
trans-4-coumarato p-couraril-CoA
Q. JOH malenil-Co
S’ {3 x)
L chalcona sntase
."‘J ",
g “NH; NH, -
l . _OH
N ) |
- HO - OH
l H ''''' S T

frosing chaleona T T|
isomerase OH 0
chalcona
¥
acacetina -« - — — apigenina « — — — naringenina
| “  migragio do
| ™ grupamento aril
| ,
kaempferol = - - —dihidrokaempferol  genisteina
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Figura 3 — Via de biossintese de flavonoides
Fonte: Adaptado de Aguiar (2004)
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3.1.3 Ocorréncia das Isoflavonas

Embora os flavondides sejam encontrados em varias familias de plantas e
em diversos tecidos, as isoflavonas estdo presentes em apenas algumas familias de vegetais,
devido a distribui¢do limitada da chalcona isomerase (Figura 3) (COWARD et al., 1993).

Segundo Kaufman et al. (1997), genisteina e daidzeina sdo encontradas em
muitas partes vegetativas de leguminosas como a Psoralea corylifolia (planta medicinal
indiana), Pueraria lobata (planta nativa do Japdo), Vicia faba (fava), Glycine max (soja),
Pisum sastivum (ervilha), Cicer arietinum (grdo de bico), Phaseolus aureus (broto de feijao),
Phaseolus lunatus (feijao fava), entre outros. O teor destes compostos € superior nas
leguminosas e, em particular, na soja (ESTEVES; MONTEIRO, 2001), onde estdo presentes
em toda a planta, incluindo as sementes, folhas, caule e raiz (CHANG, 2002).

O teor de isoflavonas varia segundo sua parte morfologica como cotilédone,
hipocoétilo e casca, variedade (fatores genéticos) e condi¢des ambientais de cultivo como
temperatura e umidade (MORAES et al., 2009).

Ribeiro et al. (2006) analisaram o teor de isoflavonas da cultivar de soja

-1
BRS 213. O teor total de isoflavonas no hipocoétilo (10,71 mg g ) foi vinte e cinco vezes

-1
maior do que nos cotilédones (0,42 mg g ). Resultados semelhantes foram encontrados por

Yuan et al. (2009) que analisaram o teor de isoflavonas no cotilédone, hipocotilo e casca. A

-1 -1
concentragdo total de isoflavonas foi de 12,39 mg g no hipocoétilo, 1,59 mg g no cotilédone

-1
e 0,01 mg g na casca. Os resultados indicaram que o hipocétilo foi a melhor fonte de

isoflavonas.

3.1.4 Isoflavonas e os Beneficios a Saude

A capacidade de alguns alimentos derivados de plantas em reduzir o risco de
doengas cronicas tem sido associada, em parte, a presenca de metabodlitos secundarios, os
fitoquimicos. Estes metabolitos tém baixo potencial como compostos bioativos quando

comparados aos farmacos, porém, quando ingeridos regularmente e em quantidades
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significativas, como parte da dieta, apresentam efeito fisiolégico em longo prazo. Os
fitoquimicos que estdo presentes na dieta, e que tém sido associados aos beneficios a saude
incluem glucosinolatos, terpendides como carotendides, monoterpenos e fitoesterois, e
diversos grupos de polifendis como antocianinas, flavonas, isoflavonas e outros (ESPIN;
GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007).

Segundo a ANVISA (2010), as evidéncias cientificas sobre os efeitos das
isoflavonas permitem reconhecer, até 0 momento, como viavel apenas o seu uso para o alivio
das ondas de calor associadas a menopausa e no auxilio da redu¢do dos niveis de colesterol,
sendo que as demais alegacdes das isoflavonas ndao t€ém comprovagdo cientifica suficiente
para justificar o seu uso.

As isoflavonas sdo também estudadas por seu papel na prevengdo e
tratamento de doencgas cronicas, como cancer de mama, prostata e cdlon, na redugdo de riscos
de doencas cardiovasculares (ESTEVES; MONTEIRO, 2001; MESSINA, 1999; NESTEL,
2004), na perda 6ssea pos-menopausa (ESTEVES MONTEIRO, 2001) e na prevencao da
osteoporose (ANDERSON; GARNER, 1997). Segundo Faraj e Vasanthan (2004), mais
estudos de longa duragdo, especialmente estudos clinicos, devem ser realizados para
confirmar ou reprovar os efeitos benéficos das isoflavonas presentes nos alimentos de soja na
prevengao e no tratamento de doengas cronicas.

Os mecanismos de prevengdo que as isoflavonas exercem parece depender
das suas propriedades estrogénicas e antiestrogénicas. Desta forma, elas podem ndo ter
nenhum efeito, ter um efeito estrogénico ou antiestrogénico ou ainda um efeito ndo-
estrogénico sobre os tecidos com resposta ao estrogénio (BRANDI, 1997).

Segundo Brouns (2002), a produgdo de estrogénio pela mulher diminui
durante e depois da meia-idade. Os estrogénios naturais podem compensar parcialmente o
declinio dos niveis de estrogénio endogeno. A agdo estrogé€nica e anti-estrogénica esta
relacionada com a estrutura quimica das isoflavonas. As isoflavonas possuem estrutura
quimica semelhante a dos estrégenos tais como o 17 B-estradiol, o principal hormdnio
feminino (Figura 4). Desta forma, as isoflavonas se comportam de maneira similar aos

estrogenos.
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Figura 4 — Comparagdo da estrutura do metabolito equol de isoflavona com o horménio enddégeno
17 B-estradiol
Fonte: Adaptado de Setchell; Cassidy (1999).

As isoflavonas, assim como o hormoénio feminino estrogénio, se ligam a
receptores de estrogénio nas células de diferentes 6rgdos do corpo humano. A afinidade do
estrogénio de plantas €, no entanto, menor do que a do estrogénio produzido pelo organismo
humano. As células possuem dois tipos de receptores de estrogénio, denominados a ¢ . O
estrogénio humano tem afinidade aos receptores o, enquanto que as isoflavonas aos receptores
B (BROUNS, 2002).

A estrutura molecular da genisteina e do 17 B-estradiol sdo semelhantes em
muitos aspectos. A distincia intramolecular entre os grupos hidroxila em cada extremidade
das moléculas sdo quase idénticas. Estas distancias determinam a interagdo por pontes de
hidrogénio com os aminoacidos dos sitios de ligacdo dos receptores de estrogénio (VAYA;
TAMIR, 2004).

As isoflavonas tém apresentado atividade antimicrobiana (DIXON;
FERREIRA, 2002; HSIEH; GRAHAM, 2001) e antioxidante. A capacidade antioxidante das
isoflavonas foi relacionada ao ntimero de hidroxilas presentes em sua estrutura quimica
(BARBOSA et al., 2006), localizados em varias regides dos anéis A e B. Esta atividade esta
ligada a inativacdo de radicais livres do organismo, defendendo-o contra a acdo prejudicial
desses compostos que promovem o envelhecimento (BROUNS, 2002).

As isoflavonas agem efetivamente contra células cancerigenas hormonio-
depedentes e horménio-independentes. E interessante que essas moléculas podem influenciar
diretamente na atividade de enzimas sem atuar por meio dos receptores de estrogénio. O

efeito bioquimico nao-estrogénico de inibicdo da enzima tirosina quinase, que esta
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relacionada com a regulagdo do crescimento, diferenciagcdo e apoptose celular, ¢ responsavel
pela agdo anticarcinogénica das isoflavonas (BRANDI, 1997; MESSINA, 1999). Segundo
Park et al. (2001b), entre as isoflavonas, a genisteina tem sido mencionada como a forma mais
potente que consegue inibir o crescimento de células cancerigenas.

A suplementacdo com fitoestrogenos tem uma vantagem prolongada sobre a
retencdo de massa Ossea. Essas moléculas poderiam ser utilizadas para promover a satude
6ssea em mulheres adultas jovens, bem como para retardar ou prevenir a osteoporose nas

mulheres pds-menopéusicas (ANDERSON; GARNER, 1997).

3.1.5 Forma Quimica e a Biodisponibilidade das Isoflavonas

A forma quimica das isoflavonas ¢ de grande importancia, considerando que
ela influencia na atividade bioldgica e na biodisponibilidade das isoflavonas (SETCHELL;
CASSIDY, 1999).

Na soja, a maioria das isoflavonas estdo na forma [-glicosidica,
acetilglicosidica e malonilglicosidica e em menor quantidade na forma aglicona (XIE et al.,
2003). Ribeiro et al. (2007) analisaram o teor de isoflavonas em 18 cultivares de soja de
diferentes grupos de maturidade cultivadas nas mesmas condigdes. Os resultados indicaram
uma predominancia das formas malonilglicosidicas (67%), enquanto que as formas [-
glicosidicas e agliconas representaram 31% e 2% do total de isoflavonas.

Yuan et al. (2009) analisando o teor de isoflavonas no cotilédone e no

hipocoétilo, também observaram a predomindncia da forma malonilglicosidica tanto no

-1 -1
cotilédone quanto no hipocétilo (1,11 mg g e 8,56 mg g , respectivamente). O teor de

malonilglicosideos foi de 69,1 e 69,4% do total de isoflavonas no hipocétilo e cotilédones.
Goes-Favoni et al. (2004) analisaram a teor de isoflavonas em produtos
comerciais de soja. Em relagdo a farinha integral de soja, foi encontrado um maior teor de
malonilglicosideos, porém, quando esta farinha passou por um tratamento térmico, o teor de
B-glicosideos e agliconas aumentaram, enquanto que de malonilglicosideos diminuiram.
Segundo Pham e Shah (2009), mais da metade das isoflavonas do leite de

soja estdo na forma malonilglicosidicas, com predominéncia da forma malonilgenistina (67,23
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mg/100 g). A forma acetilglicosidica representa o segundo maior grupo de isoflavonas. No
leite de soja foi encontrado um baixo teor de isoflavonas agliconas (4,50 mg/100 g).

A proteina texturizada de soja apresentou um elevado teor de
acetilglicosideos (17% do total) em relagdo ao grao de soja (1% do total) segundo estudos de
Barbosa et al. (2006), e isso esta associado ao processo de extrusdo durante o processamento
do grdo. Porém, a forma predominante foi a malonilglicosidica com 35,5% do total. Assim, a
distribuicdo das formas e o teor total de isoflavonas nos produtos de soja variam em fungao
das condigdes de processamento (BARBOSA et al., 2006; GOES-FAVONI et al., 2004; LUI
et al., 2003).

Em relagdo a absor¢do das isoflavonas em humanos, as pesquisas mostram
que a forma aglicona ¢ absorvida mais rapidamente do que as isoflavonas glicosidicas. [zumi
et al. (2000) observaram que apds a ingestdo de baixo teor (0,11 mmol) de isoflavonas
agliconas e glicosidicas, seus niveis séricos maximos foram observados em 2 e 4 h, sendo que
a concentracao das formas agliconas foi duas vezes superior as formas glicosidicas. Setchell
et al. (2001) observaram que os niveis séricos maximos para genisteina e daidzeina foram em
5,2 e 6,6 h, enquanto que suas formas glicosidicas correspondentes, foram em 9,3 e 9 h. Kano
et al. (2006) investigaram, em adultos, a absor¢do, excre¢do e metabolismo das diferentes
isoflavonas do leite de soja tratado com [-glicosidase e sem tratamento. Os resultados
indicaram que as isoflavonas agliconas foram absorvidas mais rapidamente e em maiores
quantidades do que suas formas glicosidicas. As diferencgas entre as formas de isoflavonas
podem afetar a velocidade de absor¢cdo sem necessariamente afetar a absorgdo total
(MESSINA, 1997).

A biodisponibilidade das isoflavonas, ou seja, a quantidade de isoflavona
que ¢ encontrada inalterada a circulagdo sistémica apds a ingestdo, segundo Setchell et al.
(2001) ¢ maior para a isoflavonas glicosidicas do que para a suas agliconas correspondentes,
sendo que a fragdo glicosidica pode atuar protegendo e prevenindo a biodegradagdo da
estrutura da isoflavona. Zubik e Meydani (2003) relataram que a biodisponibilidade das
agliconas genisteina e daidzeina ndo foi diferente quando consumidas na sua forma
glicosilada.

Setchell et al. (2002) e Xie et al. (2003) concluiram que as isoflavonas
glicosidicas ndo sdo absorvidas diretamente pelo organismo e sua biodisponibilidade estad
relacionada com a hidrélise destas formas pelas B-glicosidases intestinais para posterior

absor¢do. A biodisponibilidade das isoflavonas de soja ¢ influenciada por um intestino
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saudavel, com a microflora capaz de converter estas isoflavonas as suas formas ativas. A
administracdo de antibidticos elimina as bactérias intestinais e impedem que suas enzimas
hidroliticas convertam as isoflavonas em moléculas sem agticar, bloqueando seu metabolismo
no lumen intestinal (SETCHELL et al., 1998).

As isoflavonas agliconas podem ser absorvidas ou metabolizadas por
bactérias intestinais e produzir metabdlitos especificos, tais como equol e/ou O-
desmetilangolensina (ODMA) a partir da daidzeina e p-etilfenol a partir da genisteina
(SETCHELL, 2000). A atividade bioldgica das isoflavonas pode ser afetada por seu
metabolismo, que pode gerar metabolitos inativos, como o p-etilfenol (MESSINA, 1997) e
ativos como o equol.

A formacao de equol a partir da daidzeina ¢ de grande relevancia no estudo
da atividade biologica das isoflavonas, uma vez que este ¢ um antioxidante mais potente do
que as demais isoflavonas. Seu potencial estrogé€nico € cerca de dez vezes superior € 0 seu
tempo de permanéncia na circulagdo ¢ maior do que de seu precursor, podendo ser detectado
na urina até 5 dias apds a ingestdo de alimentos de soja, enquanto que as isoflavonas sdo
totalmente excretadas em até 48 horas. Entretanto, apenas 30% da populagao adulta é capaz
de metabolizar o equol a partir de daidzeina, fato atribuido as diferengcas na microbiota
intestinal. Dietas ricas em probidticos como carboidratos e fibras favorecem a fermentacao no
intestino, aumentando a produ¢do de equol. Assim, a ingestdo de frutooligossacarideos, por
exemplo, aumentam a hidrdlise de daidzina a daidzeina por promover o crescimento de
bifidobactérias produtoras de P-glicosidase, liberando dessa forma maior quantidade de

substrato para a producao de equol (MORAES et al., 2009).

3.1.6 Transformagoes de Isoflavonas

A possibilidade de prevenir e combater doengas por meio da dieta tem
atraido a aten¢do, tanto da comunidade cientifica como das industrias alimenticias, com o
objetivo comum de desenvolver alimentos funcionais ou alimentos ricos em um ou mais
compostos bioativos que apresentarem efeitos positivos na saude. Devido a este fato, os

derivados protéicos de soja, como farinhas desengorduradas, isolados, concentrados e
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texturizados protéicos sdo amplamente utilizados na industria alimenticia (BARBOSA et al.,
2006).

O consumo de alimentos a base de soja, ricos em isoflavonas agliconas,
pode ser mais efetivo do que o consumo de produtos ricos em isoflavonas glicosidicas na
prevencao de doencas cronicas. Os produtos fermentados de soja contém predominantemente
isoflavonas agliconas, enquanto que em produtos nao fermentados estdo presentes
principalmente nas formas B-glicosidicas conjugadas (LIU, 1997). Desta forma, ¢ importante
a transformacdo das isoflavonas glicosidicas em agliconas nos produtos nao fermentados de
soja.

As isoflavonas podem sofrer transformagdes durante o processo de
fabricacdo de ingredientes e alimentos a base de soja, havendo conversao parcial das formas
esterificadas para as formas glicosiladas e agliconas. Os processos térmicos, quimicos ou
enzimaticos estdo envolvidos nestas transformagdes e os produtos podem ser observados na
Figura 5.

Segundo Pham e Shah (2009), nos ultimos anos muitos pesquisadores
citaram a transformagdo de isoflavonas glicosidicas em agliconas por hidrolise quimica e
fermentagdo microbiana. A transformagdo por hidrdlise quimica pode ser realizada usando
uma base e um acido. A ligacdo éster entre o grupamento acetil € malonil com a fracao -
glicosidica ¢ hidrolizada por uma base e a ligagdo entre fracdo aglicona e glicose, por um
acido. A hidrolise 4cida foi utilizada por Genovese e Lajolo (2001) para obtengdo de
isoflavonas agliconas, sendo que para a hidrolise total das isoflavonas foi necessario um
refluxo de 2 h com HCl 2N em banho de 4gua fervente. Porém, nessas condi¢des as

isoflavonas foram degradadas, sendo essa técnica considerada inadequada.
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Figura 5 — Estruturas das isoflavonas da soja e possiveis transformagdes por clivagem dos conjugados
Fonte: Faraj;Vasanthan (2004)

A extrusdo com altas temperaturas e pressao favorecem a desesterificacao
dos conjugados malonilglicosidicos e formacao de B-glicosideos (WANG; MURPHY, 1996).
Aparentemente, os conjugados malonilglicosidicos sdo termicamente instaveis e sdo
convertidos as suas formas glicosidicas correspondentes em altas temperaturas (LIU, 1997).
Park et al. (2002) observaram uma reducdo média de 17,6 vezes no teor de malonil
isoflavonas e um aumento nas concentragdes de glicosil isoflavonas na extracdo de
isoflavonas apods tratamento térmico a 121°C por 40 min. Yuan et al. (2009) analisaram a
mudanga no perfil de isoflavonas no hipocétilo e cotilédones de soja durante o tratamento
térmico em diferentes temperaturas. Os resultados mostraram que a forma malonilglicosidica
na soja foi instavel, sendo convertida nas formas acetilglicosidicas e B-glicosidicas, mais
estaveis, através da descarboxilagdo e desesterificacdo. A forma malonilglicosidica ndo foi
mais detectada apds 25 min a 150°C e 60 min a 130°C.

As P-glicosidases, presentes naturalmente na soja ou produzidas por
microrganismos inoculados em produtos fermentados, podem hidrolisar os B-glicosideos,

liberando glicose e agluconas (WANG; MURPHY, 1996).
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3.2 B-GLICOSIDASE

A PB-glicosidase (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) catalisa a
hidrélise de ligagdes B-glicosidicas entre dois residuos de glicose, como na celobiose e outros
oligossacarideos com ligacdes PB-glicosidicas, e das ligagdes entre glicose e aril ou alquil
agliconas, como na maioria dos substratos naturais encontrados em plantas (ESEN, 2003).

As B-glicosidases podem ser classificadas conforme sua especificidade pelo
substrato, sendo entdo agrupadas em aril-pB-glicosidases, celobiases verdadeiras e enzimas
com ampla especificidade por substratos, sendo a maioria das B-glicosidases classificadas
nesta categoria (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). As B-glicosidases sdo eficientes na
hidrolise de diversos substratos, tais como [-glicosideos, B-galactosideos e B-fucosideos
(NAKKHARAT, P.; HALTRICH, D., 2006, ODOUX; CHAUWIN; BRILLOUET, 2003;
RIBEIRO, 2006). Devido a esta especificidade, Odoux, Chauwin e Brillouet (2003)
afirmaram que esta enzima atua mais como uma [-glicosidase do que como uma J-
glucosidase.

Porém, o sistema atual de classificacdo das glicosil hidrolases proposto por
Henrissat (1991) baseia-se na similaridade da seqiiéncia de aminoacidos, relacionando
caracteristicas estruturais, relacdes evolucionarias € mecanismo catalitico dessas enzimas. As
B-glicosidases sdo as principais representantes das familias GH1 e GH3 das glicosil
hidrolases, clivando tanto ligagdes O-B-glicosidicas, como a B-glicosidase (B-D-glicosideo
glicohidrolase, EC 3.2.1.21), ou S-B-glicosidica como a B-tioglicosidase (mirosinase ou -D-
tioglicosideo glicohidrolase, EC 3.2.3.1) (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002; CZJZEK et
al., 2001; ESEN, 2003).

A familia GHI normalmente inclui as B-glicosidases de origem bacteriana,
de plantas e mamiferos. J4 na familia GH3 estdo incluidas as B-glicosidases de origem
fingica, bacteriana e vegetal, sendo que em ambas as familias, a B-glicosidase ¢ classificada
como enzimas de retencdo, uma vez que seus produtos exibem a mesma configuragdo
anomérica do seu substrato (HARNPICHARNCHALI et al., 2009). Segundo SUE et al. (2006),
as PB-glicosidases que estdo envolvidas na hidrélise de metabolitos secundarios de plantas sao
membros da familia GHI.

As B-glicosidases constituem o maior grupo entre as glicosil hidrolases. Sua

distribuicdo na natureza abrange os trés dominios (Eukarya, Archaea e Bactéria) (ESEN,
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2003), ou seja, ¢ sintetizada por microrganismos, como por exemplo o fungo Aspergillus
oryzae (PARK et al., 2001b) Aspergillus japonicus, Penicillium verruculosum e Trichoderma
reesei (KOROTKOVA et al., 2009) ¢ as bactérias do género Pseudomonas (YANG et al.,
2004), Bifidobacterium (RAIMONDI et al., 2009), Lactobacillus (PYO; LEE; LEE, 2005),
por animais (PONTOH; LOW, 2002) e por plantas como a soja (HSIEH; GRAHAM, 2001;
MATSUURA; OBATA, 1993) e milho (ESEN, 1992; HAN; CHEN, 2008).

Langston, Sheehy e Xu (2006) relatam que entre as varias pB-glicosidases, as
de fonte microbiana atraem cada vez mais atencdo por seu potencial de aplica¢do industrial.
Em geral, a f-glicosidase microbiana tem vantagem sobre a de plantas e animais uma vez que
sua producdo, através de processo fermentativo, pode ser em grande escala, além de ser
segura e mais barata. Entretanto, Sonia et al. (2008) afirmaram que a maioria das -
glicosidases microbianas ¢ fortemente inibida por glicose, um metabdlito de sua acio,
constituindo um fator limitante para sua aplicacao industrial.

Além disso, um microrganismo, para ser utilizado na industria de alimentos,
ter que ser considerado GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA, ou seja, totalmente
seguro para o homem e para os animais, assim como os metabolitos por eles produzidos
devem ser indcuos. Assim, a B-glicosidase enddgena de vegetais pode ser uma alternativa

segura de enzima para aplicacdo em alimentos.

3.2.1 B-Glicosidases Vegetais

Nos vegetais, as P-glicosidases estdo envolvidas em diversos processos
bioldgicos nos como na hidrdlise de glicolipideos, na cianogénese, na modificacdo de
metabolitos secundarios (ESEN apud HSIEH; GRAHAM, 2001) como as isoflavonas, no
crescimento ¢ desenvolvimento por meio da regulagdo de fitohormonios, no catabolismo de
oligossacarideos, na lignificacdo da célula, na producdo de aromas (CZJZEK et al., 2001;
OPASSIRI et al., 2003), na ativagdo de componentes de defesa de plantas (MORANT et al.,
2008), no metabolismo da vitamina B, na sinaliza¢do das plantas (CZJZEK et al., 2001), entre
outros.

A ativagdo de componentes de defesa acontece quando a parede celular da

planta ¢ rompida, por exemplo, por um inseto ao mastigar a planta. Apds o rompimento, 0s
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compostos de defesa sdo bioativados pela acdo da B-glicosidases. No tecido vegetal, as -
glicosidases sao armazenadas separadamente dos substratos, sendo um sistema de dois
compartimentos, onde cada componente individual ¢ quimicamente inerte, fornecendo a
planta uma defesa imediata contra o ataque de herbivoros e patdgenos (MORANT et al.,
2008). A B-glicosidase atua na defesa dos vegetais contra fungos e patdgenos através da
hidrodlise de isoflavonoides conjugados, liberando glicose e aglicona, sendo a forma aglicona
toxica para os fungos patdogenos (HSIEH; GRAHAM, 2001). Em outro processo de defesa
quimica contra patdégenos e herbivoros, estas enzimas liberam o 4cido cianidrico (HCN) e
outros compostos toxicos pela hidrolise de glicosideos cianogénicos O-B-glicosideos.

Diferentes B-glicosidases de fontes vegetais, como por exemplo, de soja,
milho, centeio, arroz e maca ja foram purificadas e caracterizadas. No processo de purificacao
utiliza-se geralmente a precipitacdo com sulfato de amdnio e cromatografias de troca idnica e
filtracdo em gel. O resumo de etapas de purificagdo e caracterizagdo bioquimica destas
enzimas vegetais pode ser observado na Tabela 3

A temperatura o6tima das -glicosidases vegetais pode variar de 25-70°C. A
B-glicosidase apresentou uma temperatura Otima de 25-30°C em semente germinada de
centeio (SUE; ISHIHARA; IWAMURA, 2000), 30°C em raiz da soja (HSIEH; GRAHAM,
2001), 37°C em forragem de milho (HAN; CHEN, 2008), 40°C em bagago laranja
(CAMERON et al., 2001) e baunilha (ODOUX; CHAUWIN; BRILLOUET, 2003), 45°C em
azeitona (ROMERO-SEGURA; SANS; PEREZ, 2009) e soja (MATSUURA; OBATA, 1993;
RIBEIRO, 2006), 50°C em arroz germinado (AKIYAHA; KAKU; SHIBUYA, 1998),
coleoptilo de milho (ESEN, 1992) e folha de Camellia sinensis (LI et al., 2005) ¢ 70°C em
semente de maca (YU et al.,, 2007). Em relacdo a estabilidade térmica, a B-glicosidase de
folha de Camellia sinensis foi estavel por 7 dias a 25°C (LI et al., 2005), em semente de mag¢a
por 42,9 h a 50°C (YU et al., 2007), em raiz de soja por 45 min a 50°C (HSIEH; GRAHAM,
2001) e em cotilédones de soja por 4 dias a 25°C (RIBEIRO, 2006).

O pH o6timo da B-glicosidase varia de 4,5-6,5, sendo de 4,5 em arroz
(AKIYAHA; KAKU; SHIBUYA, 1998), 4,8 em forragem de milho (HAN; CHEN, 2008), 5,0
em cotilédones de soja (RIBEIRO, 2006), 5,5 em semente germinada de centeio (SUE;
ISHIHARA; IWAMURA, 2000), folha de Camellia sinensis (LI et al., 2005), azeitona
(ROMERO-SEGURA; SANS; PEREZ, 2009) e soja (MATSUURA; OBATA, 1993), 5,8 em
coledptilo de milho (ESEN, 1992), 6,0 em semente de mag¢a (YU et al., 2007) e raiz de soja
(HSIEH; GRAHAM, 2001) e 6,5 em baunilha (ODOUX; CHAUWIN; BRILLOUET, 2003).



31

No entanto, a B-glicosidase de bagaco de laranja apresentou estabilidade de pH de 4,5-5,5
(CAMERON et al., 2001) ¢ a de folha de Camellia sinensis de 4,5-8,0 (LI et al., 2005).

Tabela 3 — Etapas de purificagdo e caracterizagdo bioquimica de -glicosidases vegetais.

Planta Etapas de purificacio Adassa molke colar pHe Estahilidade de Referéncias
temperatura pHe
atimios Eemperatura
Soja Precipitacio com (MNHy 50 52 kDa 55e45°C pH de 4.3-7.0 Matsuura e
(gran) cromatografia de troca idnica {Filiragio Obata, 1993
e de tiltracio em gel em gel)
Soja Precipitacio com (MNH RS0 Bl kDa (hltracio em 4.5 e 45°C pH de 4,060 Matsuura,
{grio) cromatografia de troca idnica gel/HPLC) e 36 kDa Sasakie
e de filtragio em gel {5D5-PAGE) Murao, 1995
Soja Precipitag o com (MHg S50y -- 508 45°C pHde 45-55e  Ribeiro, 2006
(cotilédomes)  cromatografia de troca idnica 25°C / 4 dias
e de filtracio em gel
Soja Precipitagiio com (WNH J:530, 165 kDa (nativa) e G0 e 30°C 50FC por 45 min Hsiche
{ra) ¢ cromatogratia de troca subunidades de 80 ¢ Graham, 2001
ifmica {anifmicac catidnica) 75 kDa (5DS-PAGE)
Milho Precipitacio com acido 60 kDa 58 e 50°C 30FC por 50 min Esen, 1992
(cobedptilo) acético o cromatogratia de {SD5-FAGE)
troca catifnica
Milho Precipitagio com (MHy S50y 624 kDa 4.8e 37TC pH de 45-50e Han e Chen,
{fomagem) cromatografia de troca idnica {SDE-PAGE) A0°C ¢ 120 min 2008
e de filtracio em gel
Laranja Cromatografia de troca 55 kDa (filtracio em 50 e 407 - Camerom et
(bagaco) ifnica {anidnicae catibnica) gel)e 64 kDa (5D5- al, 2001
e de filtragio em gel PAGE)
Cenizio Precipitagio isoc botrica, 300 kDa (gel 55¢c - Sue, Ishihara
{semente ) cromatografia de troca idnica filtracin) e 25-30°C e hvamura,
e filtragio em gzl 6 kD (SDS-PAGE) 2000
Maci Precipitag o com (MHg S50y 120 kD {filtracio 6,0 e TOC pH de 5,0-90e YU et al,
{semente ) cromatografia de troca idnica em gel) e 60 klDa S5FC /429 h 007
e de filiragio em gel (3D5-PAGE)
Camellia Precipataciio com 34 kDa (filtracio em 55e 50°C pHde 4 5-80e  Lietal, 2005
SIFEHsLs {MH ;50 cromatografiade  gelje 41 kDa (5D5S- tempe raturas
{tolha) troca ibmica e FPLC P&GE) e Nores gue
40°C
Arcitona Precipatacio com 130 kDa {filtragdo 55e45°C 40°C+ 1h Romero-
{NH )50y cromatogratia de em gel) e 65,4 kDa Sepura, Sans
troca anifnica ¢ interacio {SDE-PAGE) e Perez, 2004
hidrofdbica
Baunilha Cromatografia de troca 201 kDa {filtragio G5 e 405 40°C 7 30 min Oidowux,
anifnica, inbera;io em gel) e 50 kDa Chanwin e
hidrofibica e filtragdo em (SD5E-PAGE) Brillowet,
el 2003
Cemja Precipitacio com (MHyR50; 70 kDa (hiltracio em - - Gerardi et al.,
cromatografia de troca idnica  gel) e 68 kDa (SDS- 2001
e de filtracio em gel PAGE)
Ao Precipitacio com (NH 50, 55-57 kDa (filtracio 4.5 e 50°C - Akiyama,
{perminado) cromatografias de troca emgel) e 56 kDa Kaku
idnica ¢ filtracio cm gel {SDE-PAGE) Shibuya, 1998
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O pH isoelétrico foi determinado em 4,9—5,1 para B-glicosidase de semente
germinada de centeio (SUE; ISHIHARA; IWAMURA, 2000), em 4,6 para a de cereja
(GERARDI et al., 2001), 5,2 para a de coledptilo de milho (ESEN, 1992) e de 10 para a de
arroz germinado (AKIYAHA; KAKU; SHIBUYA, 1998).

A massa molecular das B-glicosidases vegetais variou de 34 a 300 kDa,
sendo que algumas podem ser formadas por subunidades. As B-glicosidases de coleoptilo de
milho (ESEN, 1992), de bagago de laranja (CAMERON et al., 2001), de cereja (GERARDI et
al., 2001), da folha de Camellia sinensis (LI et al., 2005) e de forragem de milho (HAN;
CHEN, 2008) sao monoméricas, com massa molecular variando de 34 a 70 kDa (Tabela 3). A
B-glicosidade da raiz de soja possui 2 subunidades de 80 e 75 kDa, respectivamente (HSIEH;
GRAHAM, 2001), a centeio ¢ um oligdmero formado por 5 subunidades de 60 kDa (SUE;
ISHIHARA; IWAMURA, 2000), a de baunilha ¢ formada por 4 subunidades de 50 kDa
(ODOUX; CHAUWIN; BRILLOUET, 2003), a de semente de maca possui 2 subunidades de
60 kDa (YU et al., 2007) e a de azeitona possui 2 subunidades de 65 kDa (ROMERO-
SEGURA; SANS; PEREZ, 2009). No entanto, a B-glicosidase de soja apresentou massa
molecular de 36 kDa por SDS-PAGE e 52 e 81 kDa por filtragdo em gel e filtragdo em gel
acoplada ao HPLC, respectivamente, indicando que esta enzima pode ser formada por
subunidades nao idénticas (MATSUURA; OBATA, 1993). De acordo com Hsieh e Graham
(2001), muitas B-glicosidases contém subunidades idénticas ou ndo idénticas. O niimero de
subunidades varia de 2 a 10, dependendo da enzima. Segundo Kim e Kim (2004), a familia 1
das B-glicosidases possui uma estrutura terciaria muito semelhante e com forte tendéncia a
formar homo e heterooligdmeros As estruturas quaternarias da familia 1 exibem varias formas
de oligbmeros como dimeros, tetrameros, octameros ou grandes agregados formados por
diferentes numeros de subunidades.

Os principais ions metalicos que inibem a atividade da B-glicosidase sdo

2+ + 2+
Cu ,Ag eHg . As B-glicosidases de coleoptilo de milho (ESEN, 1992), semente germinada

de centeio (SUE; ISHIHARA; IWAMURA, 2000), baunilha (ODOUX; CHAUWIN;
BRILLOUET, 2003), semente de maca (YU et al., 2007), forragem de milho (HAN; CHEN,

2008) e raiz da soja (HSIEH; GRAHAM, 2006) sdao fortemente inibida por esses ions. A

+ 2+
inibi¢do por Ag e Hg sugere que o grupo sulfidrilico pode ter um papel essencial na

atividade da B-glicosidase. A inibi¢ao por esses metais pode ser evitada na presenca de [-

mercaptoetanol (HSIEH; GRAHAM, 2001).
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Entre os compostos organicos, a glucona-d-lactona tem sido descrita na
literatura com um forte inibidor de B-glicosidase de diferentes fontes vegetais (CAMERON et
al., 2001; HSIEH; GRAHAM, 2001; MATSUURA; OBATA, 1993). Segundo Yang et al.
(2004), a inibicdo competitiva pela glicose ¢ uma caracteristica comum das B-glicosidases,
tanto vegetais quanto microbianas. Cameron et al. (2001) e Han ¢ Chen (2008) verificaram a
inibicdo por glicose da P-glicosidase de bagaco de laranja e forragem de milho,
respectivamente. No entanto, a B-glicosidade de baunilha nao foi inibida por glicose até 2 M

(ODOUX; CHAUWIN; BRILLOUET, 2003).

3.2.2 Aplicagdo das B-glicosidases

As B-glicosidases tem sido foco de pesquisas por apresentarem um papel
importante em processos biologicos e biotecnoldgicos (CZJZEK et al., 2001; MORANT et
al., 2008), como biocatalisador industrial, sendo aplicada na produgao de alimentos (PARK et
al., 2001b), vinhos (PALMERI; SPAGNA; 2007; VILLENA; IRANZO; PEREZ, 2007), suco
de frutas (CAMERON et al., 2001; SARRY; GUNATA, 2004) ¢ de celulose (BALDRIAN;
VALASKOVA, 2008).

Na industria de vinhos e sucos de frutas, a B-glicosidase contribui para a
formagdo e aumento do sabor (CAMERON et al., 2001; SARRY; GUNATA, 2004;
VILLENA, 2007). Os sucos e vinhos sdo conhecidos por conter uma frac¢ao livre de terpenos
volateis e também precursores glicosidicos ndo volateis, que constituem uma importante fonte
odorifera. Quimicamente, a fracdo aglicona dos precursores glicosidicos estdo ligadas a um
dissacarideo. A hidrélise da ligacdo glicosidica pela B-glicosidase endogena libera uma
aglicona, por exemplo, vérios alcoois aromaticos. Como na natureza este processo ¢
geralmente lento e incapaz de liberar toda a reserva de aroma, a suplementacdo com [3-
glicosidases exogenas pode aumentar essa liberagdo, trazendo beneficios ao processo de
producdo de vinho (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002).

A degradagdo da celulose em glicose envolve a agdo sinérgica de trés
enzimas: as endoglucanases ou endo-B-1,4-glucanase (EC 3.2.1.4), exoglucanase ou exo-
celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) e B-1,4-glicosidase ou celobiase (EC 3.2.1.21) (LEITE et al.,

2008). A contribui¢do da B-glicosidase na hidrélise de celulose ¢ indispensavel para um
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sistema eficiente de degradagdo da celulose em agucares fermentdveis, uma vez que esta
enzima degrada a celobiose, um metabdlito intermedidrio da degradacao da celulose. Além
disso, a celobiose ¢ um inibidor das endo e exoglucanases, que fazem parte do complexo
celulolitico, devendo entdo ser removida para uma eficiente e completa sacarificacdo da
celulose (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002; KOROTKOVA et al., 2009).

A B-glicosidase pode ser utilizada na industria de alimentos no setor de
produtos sem lactose na sua composi¢ao (PESSELA et al., 2003), uma vez que esta enzima,
em muitos microrganismos e plantas, apresenta atividade p-glicosidica e -galactosidica. Esta
propriedade é conveniente para a hidrolise de lactose, sendo este um processo promissor para
o problema de intolerancia a lactose.

A goma gelana de baixa viscosidade para o uso na industria alimenticia
pode ser obtida pela da acdo da B-glicosidase. A aplicacdo da gelana, um exopolissacarideo
produzido por Sphingomonas paucimolis, ¢ limitada devido a sua alta viscosidade e baixa
solubilidade, porém, a a¢do hidrolitica da B-glicosidase leva a formagao de gelana de baixa
viscosidade (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). A B-glicosidase pode ser empregada
também em produtos de soja atuando na modificacdo de isoflavonas, ou seja, na conversao de

isoflavonas glicosidicas em agliconas (PARK et al., 2001b).

3.2.2.1 Aplicacao dap-glicosidade em produtos de soja

A B-glicosidase ¢ utilizada principalmente na produg¢do de alimentos
fermentados de soja, entre estes destacam-se o mis0O, natto, tempeh e shoyu. Esses produtos
contém predominantemente isoflavonas agliconas (LIU, 1997) obtidas pela a¢do das f-
glicosidases microbianas nas isoflavonas glicosidicas.

A transformacdo de isoflavonas em produtos de soja ndo fermentados foi
relatada por alguns autores. Segundo Matsuura, Obata e Fukushima (1989), a B-glicosidase
endogena de soja tem capacidade de hidrolisar isoflavonas, porém, sua acdo hidrolitica esta
relacionada com a hidratacao do grao.

Matsuura ¢ Obata (1993) observaram que as [-glicosidases de soja
hidrolisaram as isoflavonas glicosidicas do leite de soja, sendo que genistina foi mais

facilmente hidrolisada do que a daidzina.
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Park et al. (2001b) converteram isoflavonas B-glicosidicas de farinha de soja
desengordurada em agliconas pela fermentagdo em estado semi-solido com Aspergillus
oryzae. A conversao ocorreu principalmente a partir de 24 h de fermentacao, sendo que em 48
h, a maioria das 724 mg/g de glicosil isoflavonas foram convertidas em agliconas (564 mg/g).
Durante a fermentacdo, a quantidade total de isoflavonas agliconas aumentou cerca de 27
vezes, quando comparada com valores anteriores a fermentagao.

Xie et al. (2003) analisaram a conversdo de isoflavonas glicosidicas em
agliconas em produtos comerciais de soja como o Soylife (extrato de gérmen de soja) e o Soy
Meal (farinha de soja) usando B-glicosidase comercial de Penicillium multicolor. As melhores
condigdes encontradas para esta conversao foram pH 5,0, 50°C com 5 horas de incubagao.
Foram utilizadas 5 unidades de B-glicosidases por grama de extrato de gérmen de soja e 1,5
unidades para a farinha de soja.

Otieno e Shah (2007) compararam a transformagdo de isoflavonas em leite
de soja utilizando B-glicosidases purificada de améndoas e B-glicosidases produzidas por
cepas probidticas do género Lactobacillus e Bifidobacterium. A adicdo de B-glicosidases
promoveu um aumento no teor de isoflavonas agliconas, com diminuicdo do teor de
isoflavonas glicosidicas.

Kao, Chien e Chen (2008) estudaram a conversdo de isoflavonas
glicosidicas de torta de soja em agliconas através da -glicosidase de améndoas. O maior teor
de agliconas foi obtido com 5 U/mL de B-glicosidase em pH 5,0, incubada a 55°C por 2 h.

Pham e Shah (2009) compararam a transformacao de isoflavonas em leite de
soja utilizando B-glicosidase e [-galactosidase comerciais em diferentes concentragdes
durante 240 minutos. A B-glicosidase foi mais eficiente na hidrélise de isoflavonas do que a
B-galactosidase. No mesmo tempo € na mesma concentracdo, as isoflavonas glicosidicas
foram hidrolizadas por -glicosidases em niveis mais elevados do que a B-galactosidase. Em
geral, as reacdes com B-glicosidase ocorreram rapidamente nos primeiros 30 min de reagao
em todas as concentragoes testadas, sendo que em 240 minutos, de 86,77 a 92,9% do total de
isoflavonas glicosidicas foram hidrolizadas.

A atividade biologica das isoflavonas de soja estd relacionada com a sua
forma quimica, sendo aglicona melhor absorvida pelo organismo. A B-glicosidase presente na
microflora intestinal ¢ a enzima responsavel pela modificacdo das formas das isoflavonas.
Entretanto, sua ag¢do ¢ dependente de fatores individuais que alteram a capacidade do

organismo em absorver estas isoflavonas. Na soja ha predomindncia das isoflavonas
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conjugadas e glicosidicas. Assim, considerando a importancia e o potencial das isoflavonas
agliconas da soja para a saude humana, estudos sobre a purificagdo, caracterizacao e aplicagao
da B-glicosidase de soja em farinha de soja integral para producdo de isoflavonas agliconas

sdo de grande relevancia para a indistria de produtos ndo fermentados de soja.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-prima

Foi utilizado como matéria-prima para os experimentos os cotilédones da
cultivar de soja (Glycine max. (L.) Merril) BRS 213, safra 2002/2003, desenvolvida na Vitrine

Tecnologica da Fazenda Experimental da Embrapa Soja, Londrina-PR.

4.1.1.1 Preparo da matéria-prima

Os graos de soja foram selecionados para remocdo dos danificados,
manchados e de materiais estranhos. Em seguida, os componentes dos graos foram obtidos
mecanicamente ¢ separados em cotilédones, gérmen e casca. Os cotilédones foram moidos e
utilizados para extragdo, fracionamento e purificagdo de -glicosidase, para a caracterizacao

de propriedades bioquimicas e aplicacdo em farinha de soja integral.

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados foram de pureza analitica de diferentes procedéncias

comerciais.
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4.2 METODOS ANALITICOS

Os procedimentos analiticos foram realizados em triplicata.

4.2.1 Determinagao da Atividade de B-glicosidase

Para determinagdo de atividade de PB-glicosidase nas fases de extracdo e
purificacdo da enzima foi utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-
NPG) conforme descrito por Matsuura ¢ Obata (1993). Foram utilizados 2 mL de p-NPG
ImMem tampao fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0 em tubo de ensaio mantido em banho-maria
a 30°C por 10 min para pré-incubacao. Decorrido este tempo, foram adicionados 0,5 mL de
amostra permanecendo em banho-maria a 30°C por 30 min. A reagdo foi interrompida pela
adicao de 2,5 mL de carbonato de so6dio 0,5 M. O p-nitrofenol (p-NP), de coloragdo amarela,
liberado nesta reacdo foi determinado por espectrofotometria a 420 nm. Em paralelo, uma
curva padrao de p-NP (20-160 uM) foi preparada para determinagdo da atividade da enzima.

Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de B-glicosidase

-1
que liberou 1 uM de p-NP min , nas condi¢des de ensaio.

4.2.2 Determinagdo de Proteinas Solaveis

O teor de proteinas soluveis das amostras foi quantificado pelo método de
Lowry et al. (1951) utilizando como padrdo uma solu¢dao de albumina de soro bovino (BSA)

(40-400 pg/mL).
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4.2.3 Determinagdo da Atividade Especifica de B-glicosidase

A atividade especifica foi definida pela relacdo entre unidades de atividade

-1
da enzima (UA) e mg de proteinas, ou seja, UA mg de proteinas.

4.3 PURIFICAGAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA

Todas as etapas de purificacdo de B-glicosidase, apresentadas na Figura 6,

foram realizadas entre 0 e 4°C.

4.3.1 Extragdo de B-glicosidase

A extracdo de B-glicosidase foi realizada conforme descri¢do de Matsuura e
Obata (1993) utilizando 60 g de farinha de cotilédones de soja em tampao fosfato de sddio
100 mM, pH 6,6, na proporcao de 1:10 (peso/volume), com agitagdo lenta por 1 h a 4°C e
posterior centrifugacdo a 4000 x g e 4°C por 15 min e acidificagdo do sobrenadante com HCI
0,1 N até pH 5,0 que novamente centrifugado nas mesmas condi¢des. O sobrenadante obtido
foi denominado extrato bruto (EB), sendo utilizado como fonte de enzima para fracionamento

e purificagdo.
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Figura 6 — Fluxograma de obtencdo da p-glicosidase purificada e parcialmente purificada de
cotilédones de soja.
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4.3.2 Fracionamento com Sulfato de Amonio

As proteinas do extrato bruto foram precipitadas com (NH4)2SO4 de 0 até
40% e de 40 até 85%. Ao extrato bruto foi adicionado lentamente o sulfato de amonio até
atingir 40% de saturagdo e mantido em repouso a 4°C até completa precipitacdo. O material
foi centrifugado a 4000 x g por 15 min a 4°C. Ao sobrenadante (S0—40) foi adicionado sulfato
de amoénio até 85% de saturacdo, mantido a 4°C e centrifugado conforme descrito. Os
precipitados (P0-49 € P4o-gs), ressuspensos em tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0, e os
sobrenadantes (S0-40 € S4-g5) foram dialisados no mesmo tampao por 14 h a 4°C (RIBEIRO,
2006). Nos dialisados foram determinados a atividade de -glicosidase (item 4.2.1) e teor de
proteinas soluveis (item 4.2.2). Apos as determinagdes, a fragdo P4gs apresentou maior
atividade de B-glicosidase, sendo utilizada no processo de purificagdo por cromatografia e na
aplicacdo da enzima em farinha de soja integral.

Para a purificagdo, a fracdo P4y gs foi concentrada em célula de ultrafiltracao
(Amicon, modelo 8400 — Millipore) por retengdo em membrana de exclusdo molecular de 1
kDa (Celulose regenerada — Millipore) e aplicada em coluna de troca idnica.

Para a aplicacdo, a fragdo P4-gs foi filtrada em célula de ultrafiltragdo com
membrana de exclusdo molecular de 100 kDa (PBHK, polietersulfona — Millipore), sendo o

concentrado utilizado como fonte da B-glicosidase parcialmente purificada.

4.3.3 Cromatografia de Troca Ionica

A fragdo P4y-gs concentrada foi aplicada em coluna (2,5 cm x 55 cm) de

troca i6nica com CM Sephadex C-50, equilibrada previamente com tampao fosfato citrato 50

mM, pH 5,0. Foi utilizado um fluxo de 27 mL h-1 e coletadas fragdes de 3,5 mL por tubo de
ensaio. Apos a eluigdo da primeira fragdo protéica, foi aplicado um gradiente de NaCl 0-1 M
no mesmo tampao. Nas fragdes eluidas foram realizadas leituras de absorvancia a 280 nm,
determinada a atividade de B-glicosidase (item 4.2.1) e tragado o perfil de separagdo da

cromatografia de troca ionica. Nesta cromatografia foram separadas quatro fragdes protéicas
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denominadas F;, F,, F5 e F4, conforme ordem de eluigdo. A fragdo F4, com maior atividade
especifica de B-glicosidase, foi concentrada em membrana de 1 kDa e dialisada contra tampao
fosfato-citrato 100 mM, pH 5,0 e aplicada em coluna de filtragdo em gel com Sephadex G-
100.

4.3.4 Cromatografia de Filtracdo em Gel

A fragdo F4 concentrada foi aplicada em coluna (2,3 cm x 100 cm) de

filtragdo em gel com Sephadex G-100. A coluna foi equilibrada previamente com tampao

fosfato citrato 100 mM, pH 5,0. Foi utilizado um fluxo de 17 mL h_1 e coletadas fragdes de 2,3
mL por tubo de ensaio. Nas fra¢des eluidas foram realizadas leituras de absorvancia a 280 nm,
determinada a atividade de B-glicosidase (item 4.2.1) e tragado o perfil de separacdo da
cromatografia de filtracdo em gel. Nesta cromatografia foram separadas trés fracdes protéicas
denominadas Fa;, Far e Fus. A fracdo Fi, apresentou maior atividade especifica de -

glicosidase.

4.3.5 Ensaio de Homogeneidade por PAGE-nativa

As fracdes obtidas durante as etapas de purificagdo que apresentaram maior
atividade especifica de B-glicosidase foram analisadas por eletroforese descontinua em gel de
poliacrilamida 10% (PAGE) (DAVIS, 1964) em condi¢des nativas utilizando tampao Tris-
HCI1 1,5 M, pH 8,9 em sistema vertical com voltagem de 100 mV a temperaura de 4°C. Foram
preparadas placas de dimensdo de 101 mm x 106 mm x 1 mm com 8 pogos e aplicados 20—30
ng de proteinas de cada fracao.

Apds a celetroforese, as bandas protéicas foram fixadas com 4cido
tricloroacético (TCA) 10%, lavado com solugdo de etanol 10% e acido acético 5% e depois
com solu¢do oxidante de dicromato de potassio 0,034 M em dacido nitrico 0,032 N. Apods a

fixagdo das bandas de proteinas, o procedimento de coloracdo e revelagdo foi realizado
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conforme descri¢do de Nielsen e Brown (1984) que utilizou nitrato de prata 0,012 M e
posterior lavagem com agua destilada. Em seguida, a revelagdo foi realizada com solucao de
carbonato de sodio 0,28 M em formaldeido 0,37% até o aparecimento das bandas e
interrompida com acido acético 5%. O gel foi lavado com 4gua destilada e seco entre duas
folhas de celofane, mantidos em temperatura ambiente para secagem completa dos mesmos
para fotodocumentacao.

A fracdo Fi, apresentou na eletroforese apenas uma banda corada com
prata sendo utilizada para a caracterizagdo bioquimica parcial e aplicagdo em farinha de soja

integral.

4.4 CARACTERIZACAO DA [B-GLICOSIDASE

A fragdo F4, purificada foi caracterizada parcialmente e a sua atividade foi

determinada conforme procedimento descrito no item 4.2.1.

4.4.1 Estimativa da Massa Molecular da -glicosidase por Filtragdo em Gel

A massa molecular da B-glicosidase purificada foi estimada por filtracdo em

gel em coluna (2,3 cm x 100 cm) com Sephadex G-100, equilibrada previamente com tampao

fosfato citrato 100 mM, pH 5,0. Foi utilizado um fluxo de 17 mL h_1 e coletadas fragoes de 2,3
mL por tubo de ensaio e realizadas as leituras de absorvancia a 280 nm. Os padrdes protéicos
utilizados foram B-amilase (200 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), albumina de soro
bovino (66 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e citocromo C (12,4 kDa). A blue dextran
(2.000 kDa) foi utilizada para a determina¢ao do volume morto.

A massa molecular foi estimada através da constru¢do de um grafico
contendo na ordenada o log da massa molecula dos padrdes, ¢ na abscissa a razdo Ve/Vo

(onde, Ve = volume de eluicdo da coluna e Vo = volume morto). O valor de Ve de cada



44

amostra foi considerado como sendo a somatoria dos volumes das fracdes coletadas desde a

aplicacdo da amostra até a fragdo onde se registrou a maior leitura de absorvancia.

4.4.2 Estimativa da Massa Molecular da -glicosidase por SDS-PAGE

A massa molecular da B-glicosidase purificada também foi estimada por
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de s6dio (SDS) e mercaptoetanol
conforme Laemmli (1970), com gel de empilhamento de 4% e gel separador de 10%,
utilizando tampao Tris-HCI 1,5 M com SDS, pH 8,9 em sistema vertical com voltagem de
100 mV a temperaura de 4°C. Para o preparo da amostra, adicionou-se tampao de amostra 1:1
(v/v) e posteriormente, a amostra foi fervida por 10 minutos e aplicadas no gel.

A massa molecular foi estimada pela relagdo entre o log da massa molecular

™
e a mobilidade relativa dos padroes que variaram de 180—6 kDa (BenchMark  Pré-Stained
Protein Ladder, Invitrogen). O gel foi fixado, corado, revelado e fotografado conforme

procedimento descrito no item 4.3.5.

4.4.3 Efeito de fons Metalicos e Compostos Organicos na Atividade da p-glicosidase

O efeito de ions metdlicos e compostos organicos na atividade da pB-
glicosidase foi determinado nas condi¢des 6timas de reacdo definidas como pH 5,0, 30 min e
30°C. A B-glicosidase purificada foi incubada em tampao fosfato citrato 100 mM, com a
adicdo de ions metdlicos utilizando os sais HgCl,, AgNO3;, MnCl,, CaCl,, CoCl,, ZnSOQOs,
CuSOy4 e de compostos organicos glucona-d-lactona, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) em concentragdes de 1 e 10 mM. A atividade de B-
glicosidase foi estimada conforme Matsuura e Obata (1993) e os resultados expressos em %

de atividade de B-glicosidase em relagdo ao controle.
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4.4.4 Efeito da Glicose na Atividade da 3-glicosidase

O efeito da glicose na atividade da B-glicosidase foi realizado utilizando
concentragdes de 1, 10, 50, 100 e 150 mM, em p-NPG (1 e 2 mM). Os resultados foram
expressos como unidade de atividade de B-glicosidase, ou seja, uM p-NP/min. A constante de

inibicao (Ki) foi determinada através da representagdao de Dixon (1953).

4.5 APLICAGAO DA B-GLICOSIDASE PURIFICADA E PARCIALMENTE PURIFICADA EM FARINHA DE

SOJA INTEGRAL

Os experimentos referentes a aplicacdo da B-glicosidase em farinha de soja

integral (FSI) foram realizados com a enzima parcialmente purificada e purificada (Fa»).

4.5.1 Tratamento da Farinha de Soja Integral (FSI)

Para a aplicagdo da B-glicosidase, a farinha de soja integral foi tratada sob
diferentes condicdes: autoclavada (121°C/30 min), mantidas em banho fervente (100°C/1h) e

sem tratamento (condi¢do ambiente -25°C).

4.5.2 Aplicacao da B-glicosidase Parcialmente Purificada em FSI

Os experimentos de aplicagdo de B-glicosidase de cotilédones de soja em

farinha de soja integral (FSI) foram realizados através de um planejamento experimental com

2
esquema fatorial 2 (resolucao full) com triplicata no ponto central e dois niveis (-1 e +1)

(Tabela 4 e 5). Foi avaliada a influéncia das varidveis independentes tempo de incubagdo e
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concentragdo da enzima sobre a liberacdo de glicose (varidvel dependente). As varidveis

independentes foram selecionados de acordo com as condi¢des descritas na literatura. Os

ensaios de aplicacdo de B-glicosidase em FSI foram conduzidos aleatoriamente.

2
Tabela 4 — Fatores e niveis do planejamento fatorial 2 (resolugao full).

Nivel
Fator
-1 ] +1
Tempo (h) 2 4 6
Enzima (UA) 10 30 50

2

Tabela 5 — Planejamento fatorial 2 para duas variaveis independentes em dois niveis de

variagdo (-1 e +1) e trés repeti¢des do ponto central (0).

Ensaios Variaveis codificados Variaveis decodificados
X1 X Tempo (h) Enzima (UA)
1 ! -1 2 10
’ +l -1 6 10
: -1 + 2 50
) + + 6 50
5(0) 0 4 30
6 (C) 0 4 30
7(C) 0 4 30

A variavel dependente ou fungdo resposta foi determinada pelo método da

glicose oxidase em sistema automatizado (Selectra 1, Vitalab/Merck). Neste procedimento, a

glicose

liberada pela hidrolise de isoflavonas glicosidicas foi quantificada por

espectrofotometria a 420 nm e o resultado expresso como teor de glicose liberada (Y = pg de

glicose/g de FSI).
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Foi realizado um planejamento fatorial para cada tratamento da FSI. Em um
tubo de ensaio contendo 250 mg de FSI foram adicionados 1 mL de tampao fosfato citrato
100 mM, pH 5,0 contendo a B-glicosidase, e incubado a 30°C. A concentrag¢do de enzima e o
tempo da reagdo de cada ensaio foi de acordo com o planejamento experimental. Apos o
tempo de incubagdo, a atividade da enzima foi interrompida em banho fervente por 5 min e
em seguida o material foi centrifugado a 4000 x g por 15 min. Do sobrenadante foi

determinado o teor de glicose.

4.5.3 Aplicacao da B-glicosidase Purificada em FSI

O tratamento da FSI que apresentou o melhor resultado na libera¢do de
glicose apds a aplicacdo da P-glicosidase parcialmente purificada foi escolhido para a
aplicacdo da enzima purificada. Foi realizado um novo planejamento experimental nas

mesmas condigoes, de acordo com o item 4.5.2.

4.5.4 Analises Estatisticas

As analises estatisticas de variancia (ANOVA) com nivel de confianga de
95% e os mapas de superficie de resposta foram realizadas utilizando-se o software Statistica

7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo redigidos na forma de dois artigos cientificos e

de trabalhos apresentados em eventos cientificos

5.1 ARTIGO CIENTIFICO A

O artigo “Purificacdo e caracterizagdo de B-glicosidase de cotilédones de

soja” sera submetido ao Food Science and Technology.

5.2 ARTIGO CIENTIFICO B

O artigo “Aplicacdao de B-glicosidase de cotilédones de soja em farinha de

soja integral” serda submetido a Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

5.3 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS
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5.1 ARTIGO CIENTIFICO A

O ARTIGO “PURIFICAGCAO E CARACTERIZACAO DE [3-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE
SO0JA” SERA SUBMETIDO AO FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY. AS NORMAS PARA PUBLICACAO

ESTAO ANEXADAS APOS O ARTIGO.

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES
DE SOJA

Rafael Fernandes Santos, Mara Lucia Luiz Ribeiro
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PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES
DE SOJA

*

Rafael Fernandes Santosl, Mara Liicia Luiz Ribeiro’

Resumo

As B-glicosidase (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) catalisa a hidrolise de ligagdes
B-glicosidicas de di e/ou oligosacarideos liberando glicose e uma aglicona. Esta enzima
possui inimeras fungdes endogenas nos vegetais podendo ser utilizada na hidrolise de
isoflavonas glicosidicas em agliconas, que apresentam acdo benéfica na saide humana,
atuando no controle e prevengdo de doengas cronicas. O objetivo deste trabalho foi purificar e
caracterizar a B-glicosidase de cotilédones de soja. A B-glicosidase foi extraida a partir de
farinha de cotilédones, fracionada com sulfato de amonio e purificada por cromatografias de
troca i0nica e de filtracdo em gel. A fracdo F4, apresentou maior atividade especifica de B-
glicosidase com presenca de uma unica banda de proteina revelada por eletroforese nativa,
demonstrando que o processo de purificacdo de B-glicosidase foi eficiente. A fracdo Fg4
apresentou massa molecular de 53 kDa por filtracdo em gel e 33 kDa por eletroforese em
condigdes desnaturantes. A atividade de B-glicosidase foi inibida por HgCl, 1 mM, glucona-o-
lactona 10 mM e glicose 150 mM em 84, 94 e 84%, respectivamente. O MnCl, 10 mM
aumentou a atividade da enzima em 63%.

Palavras-chave: -glicosidase. Cotilédones de soja. Purificacdo e caracterizagdo.

1 INTRODUCAO

A B-glicosidase (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) catalisa a
hidrolise de ligacdes B-glicosidicas entre dois residuos de glicose, como na celobiose e outros
oligossacarideos com ligagdes B-glicosidicas, e das ligagdes entre glicose e aril ou alquil
agliconas, como na maioria dos substratos naturais encontrados em plantas. Sua distribuicao
na natureza abrange os trés dominios, podendo ser sintetizada por microrganismos, plantas e

animais, constituindo o maior grupo entre as glicosil hidrolases (Esen, 2003).

' Programa de Pés-graduagdo em Biotecnologia, Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade
Estadual de Londrina. Caixa Postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina-PR-Brasil. * Corresponding author:
Tel/fax: 55 (43) 3371-4270. E-mail address: maraluciaribeiro@uel.br
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A B-glicosidase tem sido foco de pesquisas por apresentarem um papel
importante em processos biologicos e biotecnoldgicos (Czjzek et al., 2001, Morant et al.,
2008). Nos vegetais, a B-glicosidase estd envolvida no catabolismo de oligossacarideos, na
lignificagdo da célula, na producdo de aromas (Czjzek et al., 2001, Opassiri, Cairns, Akiyama,
Wara-Aswapati, Svasti & Esen, 2003), na ativa¢do de componentes de defesa (Morant et al.,
2008) entre outros.

Na industria, a B-glicosidase atua como biocatalisador industrial, sendo
aplicada na producdo vinhos (Palmeri & Spagna, 2007, Villena, Iranzo & Pérez, 2007), suco
de frutas (Cameron, Manthey, Baker & Grohmann, 2001, Sarry & Gunata, 2004), de celulose
(Baldrian & Valaskova, 2008) e de alimentos, como por exemplo, em produtos de soja
atuando na modificacdo de isoflavonas (Park, Aguiar, Alencar & Scamparini, 2001) que sdo
conhecidas por suas atividades bioldgicas na prevengdo e controle de doencas crdnicas
(Messina, 1999).

Diferentes B-glicosidases de fontes vegetais, como a de milho (Han & Chen,
2008), centeio (Sue, Ishihara & Iwamura, 2000), arroz (Akiyaha, Kaku & Shibuya, 1998),
maca (Yu et al., 2007) e azeitona (Romero-Segura, Sans & Perez, 2009) ja foram purificadas
e caracterizadas. Porém, a B-glicosidase de soja foi pouco explorada e somente investigada
por Matsuura e Obata (1993) no grao e por Hsieh e Graham (2001) e Suzuki et al. (2006) na
raiz germinada. O objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar a B-glicosidase de

cotilédones de soja.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIA-PRIMA

Foi utilizado como matéria-prima para os experimentos os cotilédones da

cultivar de soja (Glycine max. (L.) Merril) BRS 213, safra 2002/2003, desenvolvida na Vitrine

Tecnologica da Fazenda Experimental da Embrapa Soja, Londrina-PR.

2.2 METODOS ANALITICOS

2.2.1 Determinacao da Atividade de -glicosidase
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A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando o substrato sintético
p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-NPG) conforme descrito por Matsuura et al. (1993). Em
paralelo, uma curva padrdo de p-NP (20-160 uM) foi preparada para determinagdo da

atividade da enzima. Uma unidade de atividade de B-glicosidase (UA) foi definida como a

-1
quantidade de enzima que liberou 1 pM de p-NP min , nas condi¢des de ensaio.

2.2.2 Determinagao de Proteinas Soluveis

O teor de proteinas soluveis foi quantificado pelo método de Lowry,
Rosebrough, Farr e Randall (1951) utilizando como padrao uma solugdo de albumina de soro

bovino (BSA) (40400 pg/mL).
2.2.3 Determinacao da Atividade Especifica de [3 -glicosidase

A atividade especifica de [B-glicosidase foi definida pela relagdo entre

-1
unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteinas, ou seja, UA mg de proteinas.

2.3 PURIFICAGCAO DA [-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA
2.3.1 Extragdo da B-glicosidase

A extracdo da B-glicosidase foi realizada conforme descri¢ao de Matsuura et
al. (1993) utilizando 60 g de farinha de cotilédones de soja em tampao fosfato de sdédio 100
mM, pH 6,6, na propor¢do de 1:10 (peso/volume), sob agitacdo lenta por 1h a 4°C e posterior
centrifugacdo a 4000 x g e 4°C por 15 min. O sobrenadante foi acidificado com HCI 0,1 N até
pH 5,0 e novamente centrifugado nas mesmas condigdes. O sobrenadante obtido foi
denominado extrato bruto (EB), sendo utilizado como fonte de enzima para fracionamento e

purificagao.

2.3.2 Fracionamento da B-glicosidase com Sulfato de Amonio
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As proteinas do extrato bruto foram fracionadas com sulfato de amonio de 0
a 40% e de 40—85% de saturagdo, sendo mantidas em repouso a 4°C até completa
precipitagdo e separadas por centrifugacdo a 4000 x g por 15 min a 4°C. Os precipitados
(PO-40 € P4p-gs), ressuspensos em tampao fosfato citrato S0 mM, pH 5,0, e os sobrenadantes
(SO0-_40 e S40-s5) foram dialisados no mesmo tampao por 14 h a 4°C. Nos dialisados foram
determinados a atividade de [-glicosidase e o teor de proteinas soltveis. Apods as
determinagdes, a fracdo Pi-ss apresentou maior atividade de B-glicosidase, sendo concentrada
em célula de ultrafiltracdo (Amicon, modelo 8400 — Millipore) por retengdo em membrana de

exclusdao molecular de 1 kDa (Celulose regenerada — Millipore).
2.3.3 Cromatografia de Troca I6nica

A fragdo P4o-gs concentrada foi aplicada em coluna (2,5 cm x 55 cm) de

troca i6nica com CM Sephadex C-50, equilibrada previamente com tampao fosfato citrato 50

mM, pH 5,0. Foi utilizado um fluxo de 27 mL h-1 e coletadas fragdes de 3,5 mL por tubo de
ensaio. Apos a eluigdo da primeira fragdo protéica, foi aplicado um gradiente de NaCl 0-1 M
no mesmo tampao. Nas fragdes eluidas foram realizadas leituras de absorvancia a 280 nm,
determinada a atividade de B-glicosidase e tragado o perfil de separacdo da cromatografia de
troca i0nica. Nesta cromatografia foram separadas quatro fragdes protéicas denominadas Fi,
F2, F5 e Fa4, conforme ordem de eluicdo. A fragdo F4, com maior atividade especifica de -
glicosidase, foi concentrada em membrana de 1 kDa e dialisada contra tampao fosfato-citrato

100 mM, pH 5,0 e aplicada em coluna de filtracdo em gel com Sephadex G-100.
2.3.4 Cromatografia de Filtragdao em Gel

A fracdo F4 concentrada foi aplicada em coluna (2,3 cm x 100 cm) de

filtracdo em gel com Sephadex G-100. A coluna foi equilibrada previamente com tampao

1
fosfato citrato 100 mM, pH 5,0. Foi utilizado um fluxo de 17 mL h e coletadas fragdes de 2,3

mL por tubo de ensaio. Nas fra¢des eluidas foram realizadas leituras de absorvancia a 280 nm,
determinada a atividade de B-glicosidase e tragado o perfil de separacdo da cromatografia de
filtracdo em gel. Nesta cromatografia foram separadas trés fragdes protéicas denominadas Fy,

F4, e Fus. A fracdo Fa, apresentou maior atividade especifica de B-glicosidase.
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2.3.5 Ensaio de Homogeneidade por PAGE-nativa

As fragdes obtidas durante as etapas de purificacdo que apresentaram maior
atividade especifica de -glicosidase foram analisadas por eletroforese descontinua em gel de
poliacrilamida 10% (PAGE) (Davis, 1964). Apds a eletroforese, as bandas protéicas foram
fixadas com 4cido tricloroacético (TCA) 10% e reveladas por coloracdo com nitrato de prata

(Nielsen & Brown, 1984).
2.4 CARACTERIZACAO DA B-GLICOSIDASE

A fracdo F4; apresentou na eletroforese apenas uma banda corada com prata

sendo utilizada para a caracterizagdo da B-glicosidase.
2.4.1 Estimativa da Massa Molecular da B-glicosidase por Filtragdo em Gel

A massa molecular da B-glicosidase purificada foi estimada por filtracdo em

gel em coluna (2,3 cm x 100 cm) com Sephadex G-100, equilibrada previamente com tampao

fosfato citrato 100 mM, pH 5,0. Foi utilizado um fluxo de 17 mL h-1 e coletadas fracoes de 2,3
mL por tubo de ensaio e realizadas as leituras de absorvancia a 280 nm. Os padrdes protéicos
utilizados foram B-amilase (200 kDa), alcool desidrogenase (150 kDa), albumina de soro
bovino (66 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e citocromo C (12,4 kDa). A blue dextran

(2.000 kDa) foi utilizada para a determinacdo do volume morto.
2.4.2 Estimativa da Massa Molecular da B-glicosidase por SDS-PAGE

A massa molecular da B-glicosidase purificada também foi estimada por
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de s6dio (SDS) e mercaptoetanol
conforme Laemmli (1970), com gel de empilhamento de 4% e gel separador de 10%. A massa

molecular foi estimada pela relagdo entre o log da massa molecular e a mobilidade relativa

™
dos padrdes que variaram de 180—6 kDa (BenchMark  Pré-Stained Protein Ladder,

Invitrogen).
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2.4.3 Efeito de fons Metalicos e Compostos Organicos na Atividade da B-glicosidase

O efeito de ions metdlicos e compostos organicos na atividade da pB-
glicosidase foi determinado nas condi¢des 6timas de reacdo definidas como pH 5,0, 30 min e
30°C. A B-glicosidase purificada foi incubada em tampao fosfato citrato 100 mM, com a
adicao de ions metalicos utilizando os sais HgCl,, AgNO;3;, MnCl,, CaCl,, CoCl,, ZnSOs,
CuSO4 e de compostos organicos glucona-o-lactona, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) em concentragdes de 1 e 10 mM. A atividade de B-
glicosidase foi estimada conforme Matsuura et al. (1993) e os resultados expressos em % de

atividade de B-glicosidase em relagdo ao controle.

2.4.4 Efeito da Glicose na Atividade da B-glicosidase

O efeito da glicose na atividade da B-glicosidase foi realizado utilizando
concentragdes de 1, 10, 50, 100 e 150 mM, em p-NPG (1 e 2 mM). Os resultados foram
expressos como unidade de atividade de [-glicosidase. A constante de inibi¢ao (Ki) foi

determinada utilizando a representagdo de Dixon (1953).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PURIFICACAO DA B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA

O EB obtido a partir de 60 g de farinha de cotilédones de soja foi
primeiramente fracionado com sulfato de amonio de 0 até 40% de saturagdo a 4°C. Apos a
centrifugacdo, no sobrenadante, adicionou-se sulfato de amoénio até 85% de saturagdo. O
precipitado, denominado de P4g.gs, foi ressuspenso e dialisado em tampao fosfato citrato 50
mM, pH 5,0. Nesta fase de separacdo houve uma recuperacdo de proteinas de 24,6% e de
atividade de B-glicosidase de 57% em relagdo ao EB (Tabela 1).

A fracdo P4gs foi aplicada em coluna de troca idnica com CM-Sephadex
C50, equilibrada e eluida com tampao fosfato citrato 50 mM. Na elui¢do ocorreu a separagao
da fracdo F,, com recuperacdo de 2% de proteinas e 1,8% de atividade de B-glicosidase
(Tabela 1 e Figura 1). Apos a aplicagdo do gradiente linear de NaCl 0—600 mM no mesmo

tampao, foram separadas mais trés fragdes (F,, F3 e F4), com recuperacdo proteinas de 4, 0,8 e
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1,1%, respectivamente. Das quatro fragdes obtidas na cromatografia de troca idnica, a fragao
F, e F4 apresentaram atividade de B-glicosidase, sendo que na fragdao F, foram encontradas
apenas 6,4% das enzimas recuperadas nesta etapa. A fragdo F4 apresentou elevada atividade
especifica de B-glicosidase, com recuperacao de 26,3% de atividade e purificacdo de 23 vezes

(Tabela 1 e Figura 1), sendo utilizada na etapa seguinte de purificagao.

Tabela 1 — Fases de purificacdo de B-glicosidase de cotilédones de soja por cromatografia de
troca idnica e filtracdo em gel

Proteinas soluveis Atividade de p-glicosidase
Fases de Purificacio e Recuperacio Atividade' Recuperacio  Atividade Fator de
= (%) (UA) (%) Especifica®  Purificacio
Extrato Bruto 27826 100,0 2.402.8 100,0 0.9 1.0
Precipitacio (NHy),50,
Prasss, 684.8 24,6 1.3703 57.0 2,0 2.3

CM Sephadex C50

F, 55,1 2.0 42,5 1.8 0.8 0.9

F; 1121 4,0 0,0 0.0 0.0 0,0

F; 224 0.8 0,0 0,0 0,0 0,0

F, L6 1,1 6323 26,3 20,0 2372
Sephadex G-100 - Fracio Fy

Fu 0.9 0,0 0,0 0,0 0.0 0,0

Fi 27 0,1 255.2 10,6 03,8 1087

Fi 10,8 0.4 214 09 2,0 23

"UA =pM _-nitrofenol/min; > UA/mg de proteina
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Figura 1 — Cromatografia de troca idnica com CM Sephadex C50 da fragdo Pyo.ss, proveniente do
extrato de cotilédones de soja, eluida com gradiente linear de NaCl 0—600 mM em
-1

tampao fosfato citrato 50 mM, com fluxo de 27 mL h .

A fragdo F4 foi aplicada em coluna de filtracdo em gel com Sephadex G-100
eluida com tampao fosfato citrato 100 mM, pH 5,0. Na elui¢do ocorreu a separagdo de trés
fracdes protéicas (F41, Fao € Fs3) (Figura 2). A fracdo F4, apresentou elevada atividade
especifica de B-glicosidase com recuperagao de 10,62% e fator de purificacdo de 108 vezes
em relacdo ao extrato bruto (Tabela 1).

Matsuura et al. (1993) purificaram a [-glicosidase do grdo de soja e
observaram a separacao de trés fragoes (A, B e C) com atividade de B-glicosidase. Do total de
enzimas recuperadas na cromatografia de troca ionica, 12,5% foram encontradas na fracdo A,
representando as enzimas que ndo se ligaram a resina. Apos a aplica¢do do gradiente de NaCl
foram obtidas as fragdes B e C, com 6 e 22% de recuperagdo da atividade de B-glicosidase,
respectivamente. A diferenca no numero de fracdes com atividade de B-glicosidase pode estar

relacionada a caracteristica da matéria-prima utilizada.

Em relagdo a recuperacdo final da B-glicosidase, os resultados foram

semelhantes aos de Matsuura et al. (1993), que tiveram uma recuperacao final de 9%, sendo
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2% referente a enzima B-glicosidase B e 7% a B-glicosidase C, com fator de purificagdo de
87,5 ¢ 95,5 vezes em relacdo ao extrato bruto, respectivamente. Hsieh et al. (2001)
purificaram a B-glicosidase da raiz da soja, tendo uma recuperagado final de 20%, com fator de
purificag@o de 20 vezes em relagdo ao extrato bruto.

A purificagdo da B-glicosidase foi acompanhada por eletroforese nativa em
gel de poliacrilamida. Foram aplicadas de 20 a 30 pg de proteinas em cada pogo do gel. Nesta
eletroforese observou-se que desde o EB até a cromatografia de filtracdo em gel ocorreu a
separacdo de varias fracdes de proteinas, sendo que a fragcdo F4, apresentou apenas uma banda

protéica, demonstrando que o processo de purificacdo da B-glicosidase foi eficiente (Figura

3).
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Figura 2 — Cromatografia de filtragdo em gel com Sephadex G100 da fragdo F,, eluida em tampao
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fosfato citrato 100 mM, pH 5,0, com fluxo de 17 mL h . Vo=131,1 mL.
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Figura 3 — Eletroforese nativa em gel de poliacrilamida das diferentes fases de purificagdo da -
glicosidase de cotilédones de soja.

3.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA PARCIAL DA B-GLICOSIDASE

3.2.1 Determinagao da Massa Molecular da B-glicosidase

A massa molecular da enzima nativa foi estimada por filtragdo em gel com

Sephadex G-100 calibrada com padrdes de massa molecular conhecida. A partir da equagao

2
da reta obtida (y = -1,0951x + 3,4535 — R = 0,9703), estimou-se a massa molecular da 3-

glicosidase nativa em 53 kDa. A massa molecular também foi estimada por SDS-PAGE, que
revelou uma tUnica banda de proteina com mobilidade relativa correspondente a massa

molecular de aproximadamente de 33 kDa (Figura 4), indicando que a enzima ¢ um dimero.
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Figura 4 — SDS-PAGE em gel de poliacrilamida da enzima B-glicosidase purificada de cotilédones
de soja. (A) Padroes de massa molecular conhecidas. (B) B-glicosidase purificada.

Estes resultados coincidem com os publicados por Matsuura et al. (1993)
que estimaram a massa molecular da B-glicosidase nativa por filtragdo em gel em 52 kDa. Em
estudos posteriores, Matsuura, Sasaki e Murao (1995), através de filtracdo em gel por HPLC e
SDS-PAGE, obtiveram uma massa molecular de 81 e 36 kDa, respectivamente.

A massa molecular encontrada para a B-glicosidase de cotilédones de soja
na sua forma nativa é semelhante a de milho (Esen, 1992, Han et al., 2008), arroz (Akiyama et
al., 1998) e bagaco da laranja (Cameron et al., 2001). No entanto, outras B-glicosidases
vegetais possuem massas moleculares superiores, sendo formadas por subunidades, como por
exemplo, a B-glicosidade de raiz de soja que possui 2 subunidades de 80 e 75 kDa (Hsieh et
al., 2001), a de centeio que € um oligdbmero formado por 5 subunidades de 60 kDa (Sue et al.,
2000) e a de baunilha que ¢ formada por 4 subunidades de 50 kDa (Odoux, Chauwin &
Brillouet, 2003).

Segundo Hsieh et al. (2001), muitas B-glicosidases contém subunidades

idénticas ou nao idénticas sendo que o nuimero de subunidades pode variar de 2 a 10,
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dependendo da enzima. A familia 1 das B-glicosidases possui uma estrutura terciaria muito
semelhante e com forte tendéncia a formar homo e heterooligobmeros As estruturas
quaternarias da familia 1 exibem vdrias formas de oligdmeros como dimeros, tetrdmeros,
octdmeros ou grandes agregados formados por diferentes nimeros de subunidades (Kim &

Kim, 2004).
3.2.2 Efeito de fons Metalicos e Compostos Organicos na Atividade da p-glicosidase

O efeito de diferentes ions metalicos e compostos organicos na atividade da
B-glicosidase foi avaliado por meio da atividade relativa da enzima incubada com estes
compostos nas concentragdes de 1 e 10 mM com p-NPG 1 mM (Tabela 2), nas condi¢des
6timas de pH 5,0 e 30 min de incubagao a 30°C.

A atividade da B-glicosidase foi fortemente inibida por HgCl, 1 mM e
CoCl, 10 mM (84 e 75%, respectivamente). Com a adicdo de CuSOs 10 mM e AgNOs e
ZnSO4 1 mM juntamente com o substrato sintético p-NPG, observou-se um efeito inibitorio
maior que 50% na atividade da B-glicosidase. No entanto, a adi¢do de ZnSO; 10 mM,

diminuiu a inibi¢do da atividade da enzima quando comparada com a atividade com 1 mM

+ 2+
deste composto (Tabela 2). A inibi¢ao por Ag ¢ Hg sugere que o grupo sulfidrilico pode ter

um papel essencial na atividade da B-glicosidase (Hsieh et al., 2001). Segundo Yang, Ning,
Shi, Chang e Huan (2004), a importancia do grupo SH-na -glicosidase esté relacionado com

o fato de que os residuos de cisteina estdo envolvidos na estabilidade e na atividade da

+ 2+
enzima. O efeito inibitério dos ions Ag e Hg em baixas concentragdes pode ser explicado

pelo fato deles interagirem com a cisteina, formando um complexo insolivel com o enxofre,
enquanto que outros ions formam complexos soliveis (Esen, 1992). A inibicdo por esses
metais pode ser evitada na presenga de B-mercaptoetanol (Hsieh et al., 2001).

O MnCl, nas concentragdes de 1 ¢ 10 mM aumentou a atividade de -

2+
glicosidase em 10 e 63% (Tabela 2). O Mn ser um efetor positivo, podendo estar

2+
relacionado com o sitio ativo da B-glicosidase. Segundo Esen (2003), a presenca de Mn na

estrutura cristalizada da mirosinase (B-S-glucosidase) sugere que este cation divalente pode

ser necessario para a atividade da enzima.
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Tabela 2 — Efeito de ions metélicos e compostos organicos na atividade da B-glicosidase

lons metalicos Atividade Compostos orgianicos Atividade
(mM) relativa (%)’ (mM) relativa (%)’

HeCl I 16 Glucona-8- 1 38

10 n.d.” lactona 10 6
AgNO3 1 47 PMSF l 78

10 n.d.’ 10 64
ZnS0Oy 1 44 EDTA® l 79

10 86 10 77
CuSOy 1 86

10 36
CoCl 1 90

10 25
CaCl, 1 96

10 96
MnCl; 1 110

10 163

1

Atividades expressas em percentagem de atividade calculada com p-NPG como substrato, no qual a enzima
apresentou atividade de 100%
2

n.d. — ndo determinado
3

PMSF — fluoreto de fenilmetilsulfonila (em etanol 95%)
4

EDTA - acido etilenodiaminotetracético

2+
A ndo inibicdo da B-glicosidase por Ca ¢ um ponto positivo pois esta

enzima pode ser utilizada para quebrar a lactose, diminuindo os efeitos causados por este
acucar em individuos com intolerancia a lactose (Pessela et al., 2003).

Entre os compostos organicos, a glucona-d-lactona mostrou-se um forte
inibidor de B-glicosidase, inibindo 94% da atividade da enzima na concentra¢do de 10 mM. A
glucona-d-lactona tem sido descrita na literatura com um forte inibidor de B-glicosidase de
diferentes fontes vegetais (Cameron et al., 2001, Hsieh et al., 2001, Matsuura et al., 1993). O
PMSF e o EDTA tiveram um efeito moderado sobre a atividade da enzima, inibindo cerca de
20% da atividade da mesma (Tabela 2). O EDTA ¢ utilizado em muitos testes bioquimicos
para inibir a agdo de proteases no extrato bruto devido sua capacidade de quelar ions
metalicos (Mateo & Stefano, 1997). A nido inibicdo pelo EDTA mostra que a enzima nao
depende de um cofator metalico em seu sitio ativo, porém, a baixa inibicdo pode estar
relacionada a possivel alteracdo das cargas dos aminoacidos do sitio ativo por esse composto
organico (Harnpicharnchai, Champreda, Sornlake & Eurwilaichitr, 2009). J4 o PMSF ¢ um

inibidor que interage com histidina e serina no sitio ativo. A nao inibi¢do por esse composto
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indica que esses aminoacidos ndo possuem um papel essencial na atividade de B-glicosidase

(Wolosowska & Synowiecki, 2004).

3.2.3 Efeito da Glicose na Atividade da B-glicosidase

A glicose mostrou ter efeito inibitorio sobre a atividade da B-glicosidase. A
atividade residual da B-glicosidase em p-NPG 1 mM foi de 16% quando incubada com glicose
150 mM. Porém, aumentando-se a concentracdo de p-NPG para 2 mM, a atividade residual
foi de 29% (Figura 5). Desta forma, a glicose ¢ um inibidor competitivo da B-glicosidase.
Através da representagdao de Dixon (1953) foi possivel estabelecer a constante de inibicao (Ki)
no valor de 2 mM. Assim, a B-glicosidase pode ser inibida pelos produtos formados apds a

sua acao (Sonia, Chadha, Badhan, Saini & Bhat, 2008).

—a— p-NPG 2 mM

UA/min
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Figura 5 — Efeito da concentragdo da glicose sobre a atividade da B-glicosidase de cotilédones de soja.

Segundo Yang et al. (2004), a inibicdo competitiva pela glicose é uma
caracteristica comum das B-glicosidases, tanto vegetais quanto microbianas. Cameron et al.
(2001) e Han et al. (2008) verificaram a inibicdo por glicose da B-glicosidase de bagaco de

laranja e forragem de milho, respectivamente. No entanto, a B-glicosidade de baunilha nao foi
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inibida por glicose at¢ 2 M (Odoux et al., 2003). Segundo Sonia et al. (2008), a maioria das -
glicosidases microbianas ¢ fortemente inibida por glicose.

De acordo com Esen (2003), as B-glicosidases sdo inibidas por actcares
analogos como por exemplo a glucona-o-lactona, substratos glicosidicos analogos e agliconas
livres dos seus substratos, sendo que os locais de ligagdo no sitio ativo de agliconas e glicona
sdao distintos. Assim, a ligacdo de agucares e agliconas analogos com conformacgdo meia-
cadeira nesses sitios ativos podem inibir a atividade da enzima.

Este fato limita o uso desta enzima como agente hidrolitico em produtos de
origem vegetal (Yang et al.,, 2004) e em processos industriais. Assim, a procura por -
glicosidases resistentes aos seus produtos de inibicdo e com alta estabilidade térmica tem
crescido ultimamente (Leite, Alves-Prado, Cabral, Pagnocca, Gomes & Da-Silva, 2008). A
compreensdo da inibi¢do ou ativagdo da B-glicosidase por diferentes compostos ¢ fundamental
para a sua aplicacdo em alimentos, uma vez que a matéria-prima ¢ complexa e pode conter

substancias que inibem sua atividade.
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5.2 ARTIGO CIENTIFICO B

O ARTIGO “APLICACAO DE [3-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA EM FARINHA DE SOJA
INTEGRAL” SERA SUBMETIDO A REVISTA CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS. AS NORMAS

PARA PUBLICACAO ESTAO ANEXADAS APOS O ARTIGO.

APLICACAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA EM FARINHA
DE SOJA INTEGRAL

APLICATION OF B-GLUCOSIDASE FROM THE SOYBEAN COTYLEDONS IN INTEGRAL
SOYBEAN MEAL

Rafael Fernandes Santos, Luciana Carvalho Grade, Mara Lucia Luiz Ribeiro
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APLICACAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA EM FARINHA
DE SOJA INTEGRAL

APLICATION OF B-GLUCOSIDASE FROM THE SOYBEAN COTYLEDONS IN INTEGRAL
SOYBEAN MEAL

Rafael Fernandes Santos', Luciana Carvalho Grade', Mara Licia Luiz Ribeiro’

Relevancia do trabalho

O consumo de soja, principalmente no Oriente, ¢ elevado devido seus
beneficios a satde. Dentre os compostos funcionais da soja, as isoflavonas sdo as mais
investigadas em relacdo a esses beneficios. Na soja, as isoflavonas estdo predominantemente
na forma conjugada e glicosidica com tracos da forma aglicona. Porém, as isoflavonas
agliconas sdo melhor e mais rapidamente absorvidas em relagdo as glicosidicas. A B-
glicosidase presente na microflora intestinal ¢ responsavel pela modificacdo das formas das
isoflavonas no organismo humano. Assim, a aplica¢dao de B-glicosidase na industria apresenta
um grande potencial para a producdo de alimentos de soja com alto teor de isoflavonas

agliconas.

Resumo

As isoflavonas sao compostos fenolicos relacionados a beneficios a saude. Estao presentes em
muitos vegetais, principalmente na soja, onde sdo encontradas predominantemente nas formas
conjugadas e glicosidicas no grao e nos produtos nao fermentados e na forma aglicona nos
produtos fermentados, sendo esta melhor absorvida em relagdo as glicosidicas. A -
glicosidase ¢ responsavel pela modificacdo das formas das isoflavonas e sua aplicacao na
industria ¢ de grande relevancia na producao de alimentos de soja com alto teor de isoflavonas
agliconas. O objetivo do trabalho foi aplicar B-glicosidase de cotilédones de soja em farinha
de soja integral. A B-glicosidase purificada e parcialmente purificada foi aplicada em farinha

' Programa de Pés-graduagdo em Biotecnologia, Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade
Estadual de Londrina. Caixa Postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina-PR-Brasil. * A quem a correspondéncia
deve ser enviada: e-mail: maraluciaribeiro@uel.br tel/fax: 55 (43) 3371-4270.
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de soja integral sob diferentes condi¢des de tratamentos (autoclavada, mantida em banho
2

fervente e sem tratamento) através de um planejamento experimental com esquema fatorial 2

onde foi avaliada a influéncia das variaveis tempo de incubagdo e concentragdo da enzima na
liberagdo de glicose. Os melhores resultados obtidos com a aplicagdo da enzima foram em 6
horas de incubagdo, independente da concentragdo de enzima sendo que a B-glicosidase
purificada mostrou-se mais ativa na liberacdo de glicose em relacdo a parcialmente purificada.

Palavras-chave: Aplicagdo. B-glicosidase. Farinha de soja integral.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a procura por alimentos derivados de soja tem aumentado
devido a divulgagdo dos beneficios a satde atribuidos ao consumo desta leguminosa. Entre os
compostos funcionais da soja, as isoflavonas sdo as mais investigadas em relagdo a esses
efeitos (ISMAIL; HAYES, 2005).

A forma quimica das isoflavonas ¢ de grande importancia, considerando que
ela influencia na sua atividade biologica e na biodisponibilidade (SETCHELL; CASSIDY,
1999). Pesquisas mostram que a forma aglicona ¢ absorvida mais rapidamente do que as
isoflavonas glicosidicas (IZUMI et al., 2000). Porém, na soja, a maioria das isoflavonas estao
na forma conjugada e B-glicosidica e em menor quantidade na forma aglicona (XIE et al.,
2003). Nos produtos fermentados de soja hd predominadncia das isoflavonas agliconas,
enquanto que em produtos ndo fermentados estdo presentes principalmente as formas -
glicosidicas conjugadas (LIU, 1997). As B-glicosidases (-D-glicosideos glicohidrolase, EC
3.2.1.21) sdo hidrolases capazes de clivar ligagdo B-glicosidicas de di e/ou oligossacarideos e
outros conjugados glicosidicos. Estdo presentes naturalmente na soja ou sdo produzidas por
microrganismos inoculados em produtos fermentados, podendo hidrolisar as isoflavonas 3-
glicosidicas, liberando glicose e agluconas (WANG; MURPHY, 1996). Segundo Matsuura,
Obata e Fukushima (1989), a B-glicosidase enddgena de soja tem capacidade de hidrolisar
isoflavonas, porém, sua acao hidrolitica esta relacionada com a hidratacdo do grao.

A transformacdo de isoflavonas em produtos de soja ndo fermentados foi
relatada por alguns autores. Park et al. (2001) converteram isoflavonas [B-glicosidicas de
farinha de soja desengordurada em agliconas pela fermentagdo em estado semi-sélido com
Aspergillus oryzae. Xie et al. (2003) analisaram a conversdo de isoflavonas glicosidicas em
agliconas em produtos comerciais de soja como o Soylife (extrato de gérmen de soja) e o Soy

Meal (farinha de soja) usando B-glicosidase comercial de Penicillium multicolor. Matsuura e
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Obata (1993) observaram que as P-glicosidases de soja hidrolisaram as isoflavonas
glicosidicas do leite de soja, sendo que genistina foi mais facilmente hidrolisada do que a
daidzina. O objetivo do trabalho foi aplicar B-glicosidase purificada e parcialmente purificada
em farinha de soja integral para obten¢do de um produto com elevado teor de isoflavonas

agliconas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DA B-GLICOSIDASE PURIFICADA

A B-glicosidase foi extraida de farinha de cotilédones de soja com tampao
fosfato de sdédio 100 mM, pH 6,6, na propor¢ao de 1:10 (p/v), com posterior centrifugagdo a
4000 x g, 4°C por 15 min. O sobrenadante foi acidificado com HCI 0,IN até pH 5,0 e
centrifugado para obtencdo do extrato bruto que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0—40% e
40—85%. Os precipitados (P0-49 € P4o-gs), ressuspensos em tampao fosfato citrato 50 mM, pH
5,0 e os sobrenadantes (SO0-49 € S40-g5) foram dialisados no mesmo tampao. Nos dialisados
foram determinados a atividade de B-glicosidase utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-f3-
D-glucopiranosideo (p-NPG) (MATSUURA; OBATA, 1993) e teor de proteinas soluveis
(LOWRY et al, 1954). A fragdo com maior atividade de [-glicosidase (Ps-gs) foi
concentrada em célula de ultrafiltracdo (Amicon, modelo 8400 — Millipore) por retencdo em
membrana de exclusdo molecular de 1 kDa (Celulose regenerada — Millipore) e aplicada em
coluna de troca i6nica com CM Sephadex C-50, eluida por gradiente de NaCl 0-1M em
tampado fosfato-citrato. A fragdo com maior atividade especifica de B-glicosidase (F4) foi
concentrada por membrana de 1 kDa e dialisada para aplicagdo em coluna de filtragdo em gel
com Sephadex G-100. A PAGE-nativa (DAVIS, 1964) foi utilizada para acompanhar o
processo de purificagdo. A coloragdo e revelacdo foi segundo Nielsen e Brown (1984)
utilizando nitrato de prata. A fracdo F4, purificada foi utilizada para aplicacdo em farinha de

soja integral (FSI)

2.2 OBTENCAO DA [-GLICOSIDASE PARCIALMENTE PURIFICADA

A B-glicosidase parcialmente purificada foi obtida pela extragdo e

fracionamento com sulfato de amonio como descrito no item 2.1. Apos o fracionamento, a
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fragdo P4o.gs foi filtrada em célula de ultrafiltragdo (Amicon, modelo 8400 -Millipore) em
membrana de exclusdo molecular de 100 kDa (PBHK, polietersulfona — Millipore). O

concentrado foi utilizado como fonte da B-glicosidase para aplicacdo em FSI.

2.3 TRATAMENTO DA FARINHA DE SOJA INTEGRAL (FSI)

Para a aplicacdo da B-glicosidase, a farinha de soja integral foi tratada sob
diferentes condig¢des: autoclavada (121°C/30 min), mantida em banho fervente (100°C/1h) e

sem tratamento (condi¢do ambiente -25°C).

2.4 APLICACAO DA [-GLICOSIDASE PARCIALMENTE PURIFICADA EM FSI

Os experimentos de aplicagdo de B-glicosidade parcialmente purificada em

2
FSI foram realizados através de um planejamento experimental com esquema fatorial 2

(resolugao full) com triplicata no ponto central e dois niveis (-1 e +1) (Tabela 1 e 2). Foi
avaliada a influéncia das variaveis independentes tempo de incubacdo e concentragdo da
enzima sobre a libera¢do de glicose (varidvel dependente). As varidveis independentes foram
selecionadas de acordo com as condigdes descritas na literatura. Os ensaios de aplicacdo de -
glicosidase em FSI foram conduzidos aleatoriamente.

A variavel dependente ou funcao resposta foi determinada pelo método da
glicose oxidase em sistema automatizado (Selectra 1, Vitalab/Merck). Neste procedimento, a
glicose liberada pela hidrolise de isoflavonas glicosidicas foi quantificada por
espectrofotometria a 420 nm e o resultado expresso como teor de glicose liberada (Y = pg de
glicose/g de FSI).

Para cada tratamento da FSI foi realizado um planejamento experimental.
Os ensaios foram feitos em tubos de ensaio contendo 250 mg de FSI onde foram adicionados
1 mL de tampao fosfato citrato 100 mM, pH 5,0 contendo a B-glicosidase, e incubados a
30°C. A concentracdo de enzima e o tempo de incubagdo foram de acordo com o
planejamento experimental. Apdés o tempo de incubagdo, a atividade da enzima foi
interrompida em banho fervente por 5 min e em seguida o material foi centrifugado a 4000 x

g por 15 min. Do sobrenadante foi determinado o teor de glicose.



Tabela 1 — Fatores e niveis do planejamento experimental
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Nivel
Fator
-1 0 +1
Tempo (h) 2 4 6
Enzima (UA) 10 30 50

2

Tabela 2 — Planejamento experimental com esquema fatorial 2 para duas varidveis

independentes em dois niveis de variagdo (-1 e +1)
ponto central (0)

e trés repeticdes do

Ensaios Variaveis codificados Variaveis decodificados
Xy X2 Tempo (h) Enzima (UA)
1 ! -l 2 10
: +l - 6 10
3 -l +1 2 50
! + +1 6 50
2O 0 4 30
6(C) 0 4 10
7(C) 0 4 10

2.5 APLICACAO DA B-GLICOSIDASE PURIFICADA EM FSI

O tratamento da FSI que apresentou o melhor resultado na liberagcdo de

glicose apds a aplicacdo da [-glicosidase parcialmente purificada foi escolhido para a

aplicacdo da enzima purificada. Foi realizado um novo planejamento experimental nas

mesmas condi¢des, de acordo com o item 2.4.

2.6 ANALISE ESTATISTICA
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As andlises estatisticas de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de
95% e os mapas de superficie de resposta foram realizadas utilizando-se o software Statistica

7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 APLICAGCAO DA B-GLICOSIDASE PARCIALMENTE PURIFICADA EM FSI

A B-glicosidase atua na ligacdo B-glicosidica das isoflavonas conjugadas
liberando a fragdo aglicona e glicose. Assim, a liberagdo de glicose ¢ diretamente
proporcional a liberag@o de isoflavonas agliconas.

Os experimentos de aplicagdo de B-glicosidase parcialmente purificada em
FSI foram realizados na farinha em trés condic¢des: autoclavada (121°C/30 min), mantida em
banho-fervente (100°C/1h) e sem tratamento (condi¢cdo ambiente -25°C). Foi investigado o
efeito dos fatores (tempo de incubacdo e concentragdo da enzima) para a liberacao de glicose,
sendo os resultados expressos em nivel de glicose liberada (ug de glicose/g de FSI). Os
resultados obtidos utilizando a [-glicosidase parcialmente purificada nos diferentes

tratamentos da FSI sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados obtidos utilizando a B-glicosidase parcialmente purificada

Varidiveis Variaveis Resposta (Y)
L, codificadas decodificadas ug de glicose/g de FSI
Ensaios —
X Xz T:]]T]pn 1{[‘1;:::]1;:} trm;t]::mu* 100°C/1h°  autoclavada
l -1 -1 2 10 424 572 0
2 1 -1 6 10 2288 2556 24
3 -1 I 2 50 804 768 140
4 1 I ) 50 2280 2256 434
5(C) 0 0 4 30 1872 1928 156
6(C) 0 0 4 30 1836 1316 144
7(C) 0 0 4 30 1600 1528 120

* Tratamento da FSI

Os dados do planejamento experimental foram analisados utilizando-se o
programa Statistica 7.0. Através deste, determinou-se o efeito das varidveis indenpendentos e

sua significancia estatistica através do nivel de confiabilidade (95%). As estimativas dos
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efeitos principais e de interacdo das varidveis independentes sobre a variavel dependente sao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeitos das variaveis independentes sobre a varidvel dependente utilizando -
glicosidase parcialmente purificada

L Sem tratamento 100°C/1h Autoclavada’
Variaveis

Efeito P Efeito p Efeito p
Tempo L670,00  0,008559 L1.736,00 0.006617 184,00 0,003763
Enzima 186,00 0541136  -52,00 0,852516 300,00 0,000897
Tempo x Enzima -194,00  0,525104 -248,00 0,405498 160,00 0,005631
Lack of fit 248141  0,215811 68963  0,865054 829.7 0,256689

R’ 0,92873 0,93958 0,99005

* Tratamento da FSI

Resultados em negrito sdo estatisticamente significantes (p<0,05)

Na Tabela 4 observa-se que tanto a FSI sem tratamento quanto a tratada em

banho-fervente (100°C/1h), tiveram um efeito significativo (p<0,05) somente para a variavel

tempo, com R2 de 0,9287 e 0,9396, respectivamente. Isto indica que modelo descrito explica
92,9% e 94% da resposta encontrada. A varidvel tempo apresentou um efeito positivo na
resposta de liberacdo de glicose, ou seja, um aumento deste fator acarreta em um aumento na
resposta, enquanto que a concentragdo da enzima teve um efeito negativo. Além disso, o lack
of fit ndo significativo (p>0,05) demonstra que o modelo de regressdo foi ajustado aos dados
experimentais.

Para a FSI autoclavada (121°C/30 min), todos os efeitos foram

significativos (p<0,05), com R2 de 0,99005, ou seja, o modelo explica 99% dos dados. Além
disso, o lack of fit, ndo significativo, ¢ outra indica¢do de que os dados estdo ajustados ao
modelo. Neste experimento, a variavel tempo e enzima foram positivos, sendo que o aumento
na concentracao da enzima tem um efeito duas vezes maior do que o tempo.

A partir dos dados experimentais foram geradas superficies de resposta
(Figura 1) onde pode-se concluir que houve um aumento linear na liberagdo de glicose com o
decorrer do tempo de incubagdo da enzima na FSI sem tratamento e na tratada em banho
fervente (100°C/1h), sendo obtido neste ultimo tratamento os melhores resultados. O maior

teor de glicose liberada foi em 6 h de incubagdo, independentemente da concentragdo da
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enzima, com média de liberacdo de 2.406 ng de glicose/g de FSI. Um aumento de 50% na

liberacao de glicose foi verificado entre 4 e 6 h de incubagao, sendo que, a partir de 4,5 h, a

liberacdo entra na regido otima.
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Figura 1 — Superficies de resposta utilizando -glicosidase parcialmente purificada. (A)

tratamento; (B) banho-fervente (100°C)/1h; (C) autoclavada.
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Na FSI sem tratamento, a liberagdo de glicose mostrou-se semelhante (2.284
ng de glicose/g de FSI), sendo apenas 5% menor do que a da FSI tratada em banho fervente
(100°C/1h). Em relagd@o a FSI autoclavada (121°C/30 min), a liberacao de glicose foi 5 vezes
menor em relagdo aos resultados obtidos nos outros planejamentos. O melhor resultado para
esse tratamento foi no tempo de incubacdo de 6 h com 50 UA de B-glicosidase, liberando 484
ng de glicose/g de FSI.

A farinha de soja integral foi tratada em diferentes condi¢des de temperatura
uma vez que ha relatos de que a temperatura pode transformar as formas de isoflavonas. A
forma de aquecimento empregada durante o processamento da soja interfere
significativamente na transformagdo das formas quimicas de isoflavonas. Segundo Wang e
Murphy (1996), a extrusdo com altas temperaturas e pressao favorecem a desesterificagdo dos
conjugados malonilglicosidicos e formacao de B-glicosideos. Park et al. (2002) observaram
uma redug¢do média de 17,6 vezes no teor de malonil isoflavonas € um aumento nas
concentragdes de glicosil isoflavonas na extracdo de isoflavonas apos tratamento térmico a
121°C por 40 min. Yuan et al. (2009) analisaram a mudanga no perfil de isoflavonas no
hipocétilo e cotilédones de soja durante o tratamento térmico em diferentes temperaturas. Os
resultados mostraram que a forma malonilglicosidica na soja foi instavel, sendo convertida
nas formas acetilglicosidicas e B-glicosidicas, mais estaveis, através da descarboxilagdo e
desesterifica¢do. A forma malonilglicosidica ndo foi mais detectada apds 25 min a 150°C e 60
min a 130°C. De acordo com Chien et al. (2005) os conjugados malonil sdo convertidos
preferencialmente em acetil sob aquecimento seco e sob aquecimento imido a conversao se
da em B-glicosideos.

As B-glicosidases podem hidrolisar os B-glicosideos, liberando glicose e
agluconas (WANG; MURPHY, 1996). Desta forma, esperava-se que os melhores resultados
fossem encontrados na FSI autoclavada. Os baixos teores de glicose liberada pode estar
associado a alteracdo da cor da FSI apds a autoclavacdo, ficando mais escura. Segundo
Ribeiro e Seravalli (2004), as reagdes que provocam escurecimento dos alimentos podem ser
enzimaticas, catalisada pela polifenoloxidase e ndo envolve carboidratos, ou ndo enzimatica,
envolvendo os fendmenos de caramelizagdo e a reacdo de Maillard. Estes fendmenos podem
liberar algum agucar, substrato ou produto andlogo que iniba a atividade da B-glicosidase,
diminuindo a liberagdo de glicose e conseqiientemente a liberagdo de isoflavonas agliconas.
De acordo com Esen (2003), as B-glicosidases sdo inibidas por agucares analogos, como por

exemplo, a glucona-d-lactona, substratos glicosidicos andlogos e agliconas livres dos seus
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substratos. Estes resultados sdo preliminares, sendo necessarias andlises do perfil de

isoflavonas para que possam ser melhores compreendidos.

3.2 APLICACAO DE B-GLICOSIDASE PURIFICADA EM FSI

O melhor resultado obtido com a aplicacdo de B-glicosidase parcialmente
purificada foi encontrado com FSI mantida em banho fervente (100°C/1h), no entanto, a
diferenca em relacdo a farinha nao tratada foi de apenas 5%, o que torna esse tratamento nao
necessario, ja que eleva os custos da producdo. Desta forma, a FSI sem tratamento foi
escolhida para a aplicacdo da B-glicosidase purificada.

A aplicacdo da enzima purificada ocorreu nas mesmas condigdes da
aplicacdo da [-glicosidase parcialmente purificada. Na Tabela 5 sdo apresentados os
resultados obtidos utilizando a B-glicosidase purificada. O efeito das varidveis indespendentes
sobre a resposta e a significancia estatistica através do nivel de confianca de 95% foram
analisados utilizando-se o Statistica 7.0. As estimativas dos efeitos principais e de interagao
das varidveis independentes sobre a variavel dependente utilizando a B-glicosidase purificada

sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 5 — Resultados obtidos utilizando a -glicosidase purificada

o Variiveis codificadas dL:[?{;:i}i:;EIs ug de glh':; se/g de
Ensaios
X Xz Tl;]]?],p" “1-1;:3:]1” FSI sem tratamento
1 -1 -1 2 10 1212
2 I -1 6 10 2828
3 -1 1 2 50 060
4 I 1 6 50 2736
5(0) 0 0 4 30 1608
6(0) 0 0 4 30 1432
7(0C) 0 0 4 30 1952

Conforme observa-se na Tabela 6, o efeito foi significativo (p<0,05)

2
somente para o tempo, com R de 0,9163, ou seja, 91,6% dos dados estdo ajustados aos dados.

O lack of fit ndo foi estatisticamente significante (p>0,05), confirmando que o modelo de
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regressao foi ajustado aos experimentos. A partir dos dados obtidos foi gerado um grafico de

superficie de resposta mostrado na Figura 2.

Tabela 6 — Efeitos das variaveis independentes sobre a varidavel dependente utilizando [3-
glicosidase purificada

Variaveis Efeito P
Tempo 1.696.00 0,010667
Enzima -172,00 0,603287

Tempo x Enzima 80,00 0,805205

Lack of fit 124971 0313114

R’ 0,91633

* Tratamento da FSI
** Resultados em negrito sdo estatisticamente significantes (p<0,05)

Com a aplicacao da PB-glicosidase purificada obteve-se um perfil linear
semelhante ao observado na aplicagdo de [B-glicosidase parcialmente purificada, sendo o
maior teor de glicose liberada também encontrado em 6 horas de incubagdo,
independentemente da concentracdo da enzima. No entanto, em comparacdo com o0s
resultados obtidos nos ensaios com a enzima parcialmente purificada, houve um aumento na
liberacdo de 24%. A enzima purificada mostrou-se mais ativa nas duas primeiras horas de
incubacao quando comparada com a parcialmente purificada.

A utilizagdo de enzimas purificadas na industria ndo ¢ economicamente
vidvel. Neste caso, o uso do extrato bruto ¢ mais adequado, uma vez que a enzima bruta custa
em torno de 1% do em relagdo as enzimas purificadas. No entanto, ¢ certo que o ambiente
pode afetar as enzimas. Diversos componentes do meio (como outras enzimas, inibidores ou

sais) podem afetar a atividade e a termoestabilidade da enzima (LEITE et al., 2008)
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Figura 2 — Superficie de resposta utilizando B-glicosidase purificada

A aplicagao do planejamento fatorial para avaliar a influéncia do tempo e da
concentragdo da B-glicosidase enddgena de soja na farinha de soja integral ¢ inédito. Apesar
dos planejamentos fatoriais do tipo 2K serem mais comuns, € que com um namero reduzido de
niveis nao se explora de maneira completa uma grande regido no espaco das variaveis, estes

ainda se mostram vantajosos, pois permitem verificar tendéncias importantes para a realizacao
de investigagdes posteriores.
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CONCLUSOES

A aplicagdo da B-glicosidase em FSI mostrou-se eficiente na libera¢do de
glicose. Os tratamentos da farinha influenciaram na resposta dos planejamentos quando
aplicada a B-glicosidase parcialmente purificada, sendo os melhores resultados obtidos com a
FSI mantida em banho fervente (100°C/1h). Somente a variavel tempo de incubagdo foi
significativa, com 6 horas de incubac¢do houve a maior liberacdo de glicose, independente da
concentragdo de enzima utilizada. A B-glicosidase purificada mostrou-se mais ativa na

liberagdo de glicose em relagdo a parcialmente purificada.
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FORMATACAO DOS MANUSCRITOS
Primeira pagina

A primeira pagina de manuscritos submetidos deve conter obrigatdriamente as seguintes informagdes
nesta ordem:

. relevincia do trabalho: breve texto de no maximo 100 palavras que descreva sucintamente a
relevancia do trabalho;

. titulos do trabalho: em inglés e portugués, e titulo para cabegalho;

. titulo para cabegalho de pagina, com no méaximo 15 palavras.

Pagina de autoria
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de telefone e FAX, e enderego de e-mail).

. nomes completos de todos os autores;

. nomes das institui¢des onde o trabalho foi desenvolvido.

Pagina do Resumo e palavras-chave

Todos os artigos ¢ comunicagdes precisam obrigatoriamente vir acompanhados de um resumo. Trabalhos
devem incluir também o resumo em portugués. O resumo deve sempre:

. estar em um Unico paragrafo de no maximo 200 palavras;
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. se aplicavel, descrever materiais, métodos e resultados;
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. sumarizar as conclusoes;

. ser legivel também por ndo-especialistas da area;
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. definir abreviagdes e siglas utilizadas;
. incluir de trés a seis palavras-chave, evitando-se a utilizacdo de termos ja utilizados no titulo e resumo.
O resumo ndo deve conter:

. notas de rodapé;

. dados e valores estatisticos significativos;
. referencias bibliograficas.

Texto
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. 2. Material e métodos;

. 3. Resultados e discussao (podendo ser separados, se necessario);

. 4. Conclusoes;

. 5. Referéncias bibliograficas;

. Agradecimentos;

. Tabelas;

. Figuras;

. Quadros.

No texto:

. abreviagdes, siglas e simbolos devem ser claramente definidos na primeira ocorréncia;

. notas de rodapé ndo sdo permitidas;

. tabelas, figuras e quadros devem ser numerados com numerais arabicos seguindo a ordem em que sdo
citados;

. titulos e subtitulos sdo recomendados, sempre que necessarios, mas devem ser utilizados com critério,
sem prejudicar da clareza do texto;

. equacdes devem ser geradas por programas apropriados e identificadas no texto com algarismos
arabicos entre paréntesis na ordem que aparecem;

. as referéncias devem ser numeradas em ordem alfabética;

. as legendas das figuras e quadros devem estar em ordem numérica no final do texto.

Todo material submetido deve estar digitado em espagamento duplo, em uma coluna somente e alinhado a
esquerda, deixando as margens esquerda e direita de pelo menos 2,5 cm. As linhas devem estar numeradas
sequencialmente, sendo esta numeragdo iniciada em cada pagina. As paginas devem ser numeradas
seqiiencialmente.

Nomes proprietarios

Matérias-primas, equipamentos especializados e programas de computador utilizados deverao ter sua origem
(marca, modelo, cidade, pais) especificada.

Unidades de medida
. todas as unidades devem estar de acordo com o Sistema Internacional de Unidades (SI);
. temperaturas devem ser descritas em graus Celcius.

Simbolos e abreviacoes

Defina simbolos, abreviagdes e siglas em sua primeira ocorréncia, tanto no resumo quanto no texto. Abreviagdes
criadas pelos autores devem ser evitadas, mas se utilizadas devem estar claramente definidas na primeira
ocorréncia, tanto no resumo quanto no texto.

Notas de rodapé
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Notas de rodapé ndo devem ser utilizadas.
Referéncias Bibliograficas
Citagoes no texto

As citagdes bibliograficas inseridas no texto devem ser indicadas pelo(s) sobrenome(s) do(s) autor(es) em letra
maiuscula, seguido(s) pelo ano da publicacéo (ex.: SILVA et al, 2005), sendo que:

. artigos com um ou dois autores, citam-se os sobrenomes de ambos;
. artigos com trés ou mais autores, cita-se o sobrenome do primeiro autor, seguido da expressdo “et al.”;
. se o0 nome do autor ndo é conhecido, cita-se a primeira palavra do titulo.

Lista de referéncias

Toda a literatura citada ou indicada no texto devera ser listada em ordem alfabética. Artigos em preparacdo ou
submetidos a avaliacdo ndo devem ser incluidos nas referéncias. A formatagdo das referéncias deve seguir o
padrio estabelecido pela Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) em “Regras Gerais de
Apresentagdo” -NBR-6023, de agosto, 2002.

Segundo determinagdo da diretoria de publicagdes da SBCTA artigos aceitos cujas referéncias bibliograficas
estejam fora do padrdo determinado ou com informagdes incompletas NAO SERAO PUBLICADOS até que os
autores tenham as referéncias totalmente adequadas as normas.Exemplos de referéncias:

Livros

BACCAN, N.; ALEIXO, L. M.; STEIN, E.; GODINHO, O. E. S. Introduc¢io a semimicroanalise qualitativa,
6°. edigdo. Campinas: EDUCAMP, 1995.

Capitulos de livro

SGARBIERLI, V. C. Composicao e valor nutritivo do feijado Phaseolus vulgaris L. In: BULISANI, E. A (Ed.)
Feijao: fatores de producio e qualidade. Campinas: Fundacao Cargill, 1987. Cap. 5, p. 257-326.

Artigos em periédicos e anais

KINTER, P. K.; van BUREN, J. P. Carbohydrate interference and its correction in pectin analysis using the m-
hydroxydiphenyl method. Journal Food Science, v. 47, n. 3, p. 756-764, 1982.

Artigos apresentados em encontros cientificos

JENSEN, G. K.; STAPELFELDT, H. Incorporation of whey proteins in cheese. Including the use of
ultrafiltration. In: INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Factors Affecting the Yield of Cheese. 1993,
Brussels: International Dairy Federation Special Issue, n. 9301, chap. 9, p. 88-105.

Dissertacoes, teses e relatérios

CAMPOS, A C. Efeito do uso combinado de acido lictico com diferentes proporcdes de fermento lactico
mesoéfilo no rendimento, protedlise, qualidade microbiologica e propriedades mecanicas do queijo minas
frescal. Campinas, 2000, 80p. Dissertagdo (Mestre em Tecnologia de Alimentos), Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Trabalhos em meio-eletronico
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SAO PAULO (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizacdes ambientais em matéria de meio
ambiente. In: . Entendendo o meio ambiente. Sdo Paulo, 1999. v. 1. Disponivel em:
<http:://www.bdt.org.br/sma/entendendo/atual.htm>. Acesso em: 8 mar. 1999.

Legislacao

BRASIL. Portaria n. 451, de 19 de setembro de 1997. Regulamento técnico principios gerais para o
estabelecimento de critérios e padrdes microbioldgicos para alimentos. Didrio Oficial da Republica Federativa
do Brasil, Brasilia, DF, 22 set. 1997, Secgdo 1, n. 182, p. 21005-21011.

Tabelas

As tabelas devem ser intituladas e citadas com numerais Arabicos e estar inseridas diretamente no corpo do texto
no local de preferéncia. Caso o autor precise enviar a tabela em arquivo separado este deve ser nomeado de
maneira clara (ex. tabelal.doc etc). As tabelas devem ser elaboradas utilizando-se o recurso de tabelas do
programa Microsoft® Word, e devem:

. ter o numero de algarismos significativos definidos com critério;

. ser em numero reduzido para criar um texto consistente, de leitura facil e continua;

. ndo apresentar os mesmos dados na forma de grafico e tabela;

. utilizar o formato mais simples possivel, evitando sombreamento, cores ou linhas verticais e diagonais;

. utilizar somente letras mintsculas sobrescritas para denotar notas de rodapé que informem abreviagoes,
unidades etc. Demarcar primeiramente as coluna e depois as linhas e seguir esta mesma ordem no
rodapé;

Figuras e quadros

Devem ser citados e numerados em ordem numérica utilizando-se numerais Arabicos. Enviar obrigatoriamente
em arquivos separados, com a maxima qualidade possivel. Enviar os arquivos preferencialmente no formato
original em que foram gerados (TIF, XLS, EPS, BMP, JPG ou DOC). Os arquivos devem ser adequadamente
identificados com o niimero citado na legenda (ex.: figural.tif, figura2.eps, figura3.doc etc). Ao enviar figuras
com fotos ou micrografias certifique-se que estas sejam escaneadas em alta resolug@o para que cada foto fique
com no minimo 1.000 pixels de largura. Para representar fichas, esquemas ou fluxogramas utilize quadros.

Trabalhos envolvendo humanos

Quando houver apresentagdo de resultados de pesquisas envolvendo seres humanos, citar o nimero do processo
de aprovagao do projeto no Comité de Etica em Pesquisa da institui¢do, conforme Resolugdo n° 196/96, de 10 de
outubro de 1996 do Conselho Nacional de Saude.
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5.3 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS

O trabalho intitulado “Atividade de p-glicosidase em diferentes
leguminosas” foi apresentado na V Semana de Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina — Londrina/PR.

O trabalho intitulado “Obten¢do de B-glicosidase purificada de cotilédones
de soja” foi apresentado no 8° SLACA -Simposio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos
-“Ciéncia de Alimentos no mundo globalizado: novos desafios, novas perspectivas” —
Campinas/SP.

O trabalho intitulado “Determina¢do da massa molecular de B-glicosidase de
cotilédones de soja” foi apresentado no 8° SLACA -Simpoésio Latino Americano de Ciéncia
de Alimentos -“Ciéncia de Alimentos no mundo globalizado: novos desafios, novas

perspectivas” — Campinas/SP.



Anais da V Semana de Biotecnologia 1 - 2009
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia - Universidade Estadual de Londrina

Disponivel em http://www.uel.brieventos/semanabiotec/?content=trabalhos htm
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ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE EM DIFERENTES
LEGUMINOSAS

Rafael Femandes Santos': Luciana Carvalho Grade': Mara Lucia Luiz Ribeiro?.

' Mestrado em Biotecnologia — Depto. Bioguimica e Biotecnologia/CCE/UEL
2 Docente Depto. Bioquimica e Biotecnologia/CCE/UEL — C_P. 6001, CEP 86.051-990,
Londrina - PR, e-mail: maralucianbeiro@uel br

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) sio
enzimas capazes de divar as ligaches p-glicosidicas de di e/ou oligosacarideos, ou
outros conjugados glicosidicos, liberando glicose. E encontrada em vegetais com
inimeras fungdes enddgenas. Estas enzimas hidrolisam as isoflavonas B-glicosidias
(genistina, daidzina e glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina,
daidzeina e gliciteina) que apresentam acdo benéfica na saude humana. Assim,
podem ser aplicadas em produtos nao fermentados de soja, produzindo alimentos
funcionais com teor elevado de agliconas. Este trabalho teve como objetivo determinar
a atividade de B-glicosidase em graos de oito especies de leguminosas. Amostras de
feijdo preto nacional, feijdo fradinho, lentilha Canada, ervilha, feijdo-fava rajado
vermelho, grao de bico, soja verde e soja BRS 213, obtidas de fonte comercial, foram
previamente selecionadas. A partir de uma amostra de 100 g foram formados trés
blocos, cujas sequéncias de preparo e analises foram sorteadas ao acaso para cada
bloco. As amostras foram moidas para obten¢do de farinha integral que continha
casca, hipocdtilo e cotiledone. A extracao de p-glicosidase para determinacdo da
atividade foi realizada em tubos de ensaio com 200 mg de farinha integral em 3 mL de
tampao citrato 0,05 M, contendo NaCl 0,1 M e pH 4.5 por uma hora a temperatura
ambiente e agitados em intervalos de 15 min. Apés centrifugacdo (4000 g, 20 min a
4°C), os sobrenadantes foram utilizados para determinacao de atividade, utilizando o
substrato sintético p-nitrofenil-g-D-glucopiranosideo (p-NPG) conforme procedimento
descrito por Matsuura e Obata (1993). Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi
definida como a quantidade de B-glicosidase que liberou 1 uM de p-NP min™', nas
condicbes de ensaio. Os resultados, expressos em niveis de atividade de B-
glicosidase, ou seja, UA g~ de farinha integral, foram submetidos ao teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade para a comparacao das medias. Os niveis de atividade
de p-glicosidase foram superiores no feijdo-fava rajado vermelho, no grdo de bico e na
soja BRS 213. O feijao-fava rajado vermelho apresentou niveis de atividade da enzima
dez vezes superior a soja BRS 213 (894,72 e 91,15 UA g de farinha integral,
respectivamente). Considerando a importancia da p-glicosidase na obtencao de
alimentos funcionais, o fejdo-fava rajado vermelho apresentou-se como uma
excelente fonte desta enzima.

Apoio financeiro: CAPES
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OBTENCAO DE B-GLICOSIDASE PURIFICADA DE COTILEDONES DE
SOJA
SANTOS, R. F. (1); VAREA-PEREIRA, G. (1); IDA, E. I. (2); RIBEIRO, M.
L. L. (1).

(1) Departamento de Bioquimica e Biotechologia. (2) Departamento de
Ciencia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Estadual de Londrina.
Caixa Postal €001, CEP 86.051-990, Londrina-PR-Brasil. E-mail:
maraluciaribeiro@uel.br

As P-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21}) sao
enzimas que hidrolisam ligacdes p-glicosidicas sendo especificas para
alguns substratos como as isoflavonas, com liberagao de agliconas. Estas
sdo conhecidas pelas suas atividades biologicas na prevencao e controle
de doencas cronicas que comprometem a saulde humana. O objetivo
deste trabalho foi obter B-glicosidase purificada de cotiledones de soja. A
B-glicosidase foi extraida de farinha de cotilédones com tampéo fosfato de
sodio 0,1M, pH 6,6, na proporcao de 1:10 (p/v), com posterior
centrifugagao (4000g, 4°C, 15 min). O sobrenadante foi acidificado com
HCI 0,1N até pH 5,0 e centrifugado para obtencao do extrato bruto que fol
fracionado com (NH;).S0O, de 0-40% e 40-85%. Os precipitados,
ressuspensos em tampao fosfato citrato 0,06M, pH 5,0 e os
sobrenadantes foram dialisados no mesmo tampédo. Para determinacéo
da atividade enzimatica foi utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo (p-NPG). A fragdao com maior atividade de B-glicosidase
(Pigas) foi aplicada em coluna de troca idnica com CM Sephadex C-50,
eluida por gradiente de NaCl 0-1M em tampao fosfato-citrato. A fracao
com maior atividade especifica de B-glicosidase foi liofilizada e dialisada
para aplicacdao em coluna de filtragao em gel com Sephadex G-100. A
PAGE-nativa (DAVIS, 1964) foi utilizada para acompanhar o processo de
purificacao. A coloracao e revelacao foi segundo Nielsen e Brown (1984)
utilizando nitrato de prata. A fracdo Py foi separada em 3 fragbes
protéicas (F,, F: e F3) na coluna de troca iénica. A fracao Fj; que
apresentou maior atividade especifica de p-glicosidase, foi separada em 4
fragoes (Fs, Fa, Fas @ Fzg) na coluna de filtragao em gel. Na eletroforese
foi observada uma Unica banda de proteina na fracdo Fj3,, demonstrando
que o processo de purificagao de p-glicosidase foi eficiente.

Palavras Chave: -glicosidase, purificagdo, cotiledones de soja.
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OBTENCAO DE B-GLICOSIDASE PURIFICADA
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DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR DE B-GLICOSIDASE DE
COTILEDONES DE SOJA
SANTOS, R. F. (1); VAREA-PEREIRA, G. (1); IDA, E. I. (2); RIBEIRO, M.
L. L. (1).

(1) Departamento de Biogquimica e Biotecnologia. (2) Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Estadual de Londrina.
Caixa Postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina-PR-Brasil. E-mail:
maraluciaribeiro@uel.br

As p-glicosidases (p-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) sao
enzimas capazes de clivar as ligacdes [-glicosidicas de di efou
oligosacarideos liberando uma aglicona. Esta enzima possui inUmeras
fungoes endogenas nos vegetais, podendo ser utilizadas na hidrolise de
isoflavonas glicosidicas (genistina, daidzina e glicitina) em agliconas
(genisteina, daidzeina e gliciteina) que apresentam acdo benéfica na
saude humana. O objetivo do trabalho foi determinar a massa molecular
de P-glicosidase de cotilédones de soja. A B-glicosidase foi extraida de
farinha de cotiledones com tampdo fosfato de sodio 0,1M, pH 6,6 na
proporgao de 1:10 (p/v) com posterior acidificagdo do sobrenadante com
HCI 0,1N até pH 5.0. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi
fracionado com (NH.).SO, até 40% e posteriormente até 85%. A fracdo
contendo maior atividade da enzima foi dialisada e aplicada em coluna de
troca i6nica com CM Sephadex C-50 eluida por gradiente de NaCl 0—1M
em tampao fosfato-citrato 0,05M, pH 5,0. Das fractes separadas, a que
apresentou maior atividade especifica de [-glicosidase foi aplicada em
coluna de filtracao em gel com Sephadex G-100. A fragdo com maior
atividade especifica foi utilizada para a determinagao da massa molecular
através de SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970) com coloracao e revelacao
conforme descrigao de Nielsen e Brown (1984) utilizando nitrato de prata.
Para a determinagdo da atividade enzimatica foi utilizado o substrato
sintético p-nitrofenil-p-D-glucopiranosideo (p-NPG) sendo uma unidade de
atividade (UA) definida como a quantidade de [j-glicosidase que liberou 1
uM de p-NP min™', nas condigdes de ensaio. O teor de proteinas sollveis
foi determinado pelo método de Lowry (1951). A §-glicosidase apresentou
uma massa molecular de aproximadamente 33 kDa.

Palavras Chave: B-glicosidase, soja, massa molecular.
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CONCLUSOES

A purificacdo de p-glicosidase de cotilédones de soja utilizando
fracionamento com sulfato de amonio de 0-40 e 40-85%, cromatografia de troca i6nica com
CM-Sephadex C50 e filtracdo em gel com Sephadex G-100 foi eficiente.

A B-glicosidase purificada apresentou massa molecular de 53 kDa por
filtracdo em gel e 33 kDa por eletroforese em condigdes desnaturantes.

A B-glicosidase purificada foi inibida por HgCl, 1 mM, glucona-4-lactona
10 mM e glicose 150 mM e ativada por MnCl,.

A aplicacdo da B-glicosidase purificada e parcialmente purificada em FSI
mostrou-se eficiente na liberacdo de glicose. A B-glicosidase purificada mostrou-se mais ativa

na liberacao de glicose em relacdo a parcialmente purificada.
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