
 

 

AMANDA ALEIXO MOREIRA 

 

 

 

 

 

 IMOBILIZAÇÃO DE β-GLICOSIDASE DE SOJA EM 

BAGAÇO DE CANA-DE-AÇÚCAR E ALGINATODE SÓDIO 

PARA CONVERSÃO DE ISOFLAVONAS β-GLICOSÍDICAS 

EM AGLICONAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Londrina 
2014



AMANDA ALEIXO MOREIRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 IMOBILIZAÇÃO DE β-GLICOSIDASE DE SOJA EM 

BAGAÇO DE CANA-DE-AÇÚCAR E ALGINATODE SÓDIO 

PARA CONVERSÃO DE ISOFLAVONAS β-GLICOSÍDICAS 

EM AGLICONAS 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Biotecnologia, da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito parcial à 
obtenção do título de Mestre em Biotecnologia.  
 
Orientadora: Profa. Dra. Mara Lúcia L. Ribeiro  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Londrina  

2014 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação elaborada pela Divisão de Processos Técnicos da Biblioteca 
Central da Universidade Estadual de Londrina 

 
 

Dados Internacionais de Catalogação-na-Publicação (CIP) 

 

M838i Moreira, Amanda Aleixo.  

Imobilização de β-glicosidase de soja em bagaço de cana-de-açúcar e alginato de sódio para conversão de 

isoflavonas β-glicosídicas em agliconas / Amanda Aleixo Moreira. – Londrina, 2014.  

122 f.  il.  

 

Orientador: Mara Lúcia Luiz Ribeiro.  

Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Universidade Estadual de Londrina, 

Centro de Ciências Exatas, Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia, 2014.  

Inclui bibliografia.  

 

 1.Enzimas – Aplicações industriais – Teses. 2. Alginatos – Teses. 3. Soja – Indústria – Teses. 4. 

Isoflavonas – Teses. 5. Enzimas imobilizadas – Teses. 6. Bagaço de cana – Teses. I. Ribeiro, Mara Lúcia Luiz. II. 

Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciências Exatas. Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia. III. 

Título.  

 

CDU 663.1 

 



AMANDA ALEIXO MOREIRA 

 

 

 

 

IMOBILIZAÇÃO DE β-GLICOSIDASE DE SOJA EM BAGAÇO DE 

CANA-DE-AÇÚCAR E ALGINATODE SÓDIO PARA CONVERSÃO DE 

ISOFLAVONAS β-GLICOSÍDICAS EM AGLICONAS 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Biotecnologia, da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito parcial à 
obtenção do título de Mestre em Biotecnologia. 
 
 
 

BANCA EXAMINADORA 
 
 
 
______________________________________ 

Orientadora: Profa. Dra. Mara Lúcia Luiz 
Ribeiro 

Universidade Estadual de Londrina – UEL 
 
 
 
______________________________________ 

Profa. Dra. Sandra Helena Prudêncio 
Universidade Estadual de Londrina – UEL 

 
 
 
______________________________________ 

Prof. Dr. Luiz Henrique Dall’Antonia 
Universidade Estadual de Londrina – UEL 

 
 
 
 

Londrina, 20 de maio 2014. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dedico esse trabalho ao meu marido 
Claudinei Camargo Ferreira e meus 
pais Sueli Aleixo Moreira e Maurício 
Sebastião Moreira pelo apoio, 
incentivo e carinho em todos os 
momentos. 



AGRADECIMENTOS 

 

À Profa. Dra. Mara Lúcia Luiz Ribeiro, pela orientação, paciência e incentivo. 

Obrigada pela sua amizade sincera e confiança no meu trabalho.  

Ao Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia da UEL, pela grande contribuição 

no meu desenvolvimento acadêmico.  

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES)/MEC 

pela concessão da bolsa de estudos.  

À Fundação Araucária de Apoio ao Desenvolvimento Científico e Tecnológico do 

Paraná e CNPq, por meio do Programa de Apoio a Núcleos de Excelência 

(PRONEX), pelo apoio financeiro parcial na execução deste projeto.  

À Embrapa – Soja, em nome do Pesquisador José Marcos G. Mandarino pelo 

fornecimento da amostra de soja utilizada neste trabalho.  

Ao laboratório de Microscopia Eletrônica e Microanálise (LMEM), em nome da Profa. 

Dra. Célia Guadalupe Tardelli de Jesus e técnico Osvaldo Capelo pelas análises de 

MEV.  

Ao laboratório de Espectroscopia (ESPEC), em nome do Prof. Dr Henrique de 

Santana e técnica Danielly pelas análises de FTIR.  

Ao Departamento de Ciência e Tecnologia de Alimentos, em nome da Profa. Dra. 

Elza Iouko Ida e Dra. Josemeyre Bonifácio da Silva pelas análises de isoflavonas 

das amostras.  

Aos meus amigos Érika Mitsuo Kiyoko Teixeira, Louise Rejane Forghieri, Karina 

Maria Lima Milani e Pedro Enrique Alcade do Nascimento pela amizade, valiosas 

sugestões e pelos momentos de descontração.  

Às estagiárias de Iniciação Científica Maria Fernanda Ferreira de Lima Mauro, Ana 

Camila Vaitkevicius Ferreira e Ellen Cristine Duarte Garcia pelo profissionalismo e 

comprometimento.  

Aos funcionários do Departamento de Bioquímica e Biotecnologia (CCE/UEL): 

Nelson Janeiro Rodriguez, Sérgio Evangelista, Sandra Defende e aos colegas de 

laboratório pela colaboração e auxílio.  



MOREIRA, Amanda Aleixo. Imobilização de β-glicosidase de soja em bagaço de 
cana-de-açúcar e alginato de sódio para conversão das isoflavonas β-
glicosídicas em agliconas. 2014. 122f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.  

 
 

RESUMO 
 
 
A imobilização de enzimas é uma alternativa para sua reutilização e redução de 
custos na aplicação em processos industriais. A β-glicosidase (β-D-glicosídeo 
glicohidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisa ligações β-glicosídicas de di e/ou 
oligossacarídeos. As isoflavonas são substratos dessa enzima que converte as 
isoflavonas β-glicosídicas (genistina, daidzina e glicitina) e liberam as isoflavonas 
agliconas (genisteína, daidzeína e gliciteína) que apresentam maior ação benéfica 
na saúde humana. O objetivo deste trabalho foi otimizar a imobilização da β-
glicosidase de cotilédones de soja em bagaço de cana-de-açúcar e alginato de 
sódio, caracterizar a morfologia e determinar parâmetros cinéticos da enzima livre e 
imobilizada e aplicá-la em extrato comercial de soja. A β-glicosidase foi extraída de 
farinha de cotilédones de soja com tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 6,6 para 
obtenção do extrato bruto que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0–40 % e 40–85 % 
de saturação a 4 °C. A fração com maior atividade de β-glicosidase foi utilizada para 
imobilização em bagaço de cana tratados (água 60 ºC, etanol 70 % e autoclavado a 
121 ºC por 15 min, NaOH e autoclavado a 121 ºC por 15 min) e ativados com 
glutaraldeído 2,5 % e para imobilização em esferas e cápsulas de alginato de sódio. 
O bagaço de cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeído e as 
cápsulas de alginato foram selecionados para otimização da imobilização de β-
glicosidase por metodologia de superfície de resposta. A região ótima das condições 
para imobilização foram: tempo de incubação de 6–12 h e glutaraldeído de 1–3 %, 
com rendimento máximo de 99 % para bagaço de cana e pH 4,5–6 e CaCl2 de 20–
60 mM, com rendimento máximo de 96 % para as cápsulas de alginato. A β-
glicosidase livre e imobilizada apresentou condições ótimas de reação em pH 5,5 a 
50 °C. A estabilidade térmica de β-glicosidase imobilizada foi superior à livre, sendo 
maior para a imobilizada em bagaço de cana que apresentou 15 % de atividade 
residual após 180 min de incubação a 70 ºC. O Km e Vmax com substrato ρ-
nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo foram de 0,26 mM e 7,2 μmol de ρ-NP min-1 para 
enzima livre, 0,46 mM e 4,37 μmol de ρ-NP min-1 para imobilizada em bagaço e 
0,48 mM e 1,39 μmol de ρ-NP min-1 para imobilizada em cápsulas de alginato. A 
enzima imobilizada em bagaço apresentou quinze reutilizações, com quatro sem 
perda de atividade e a imobilizada em cápsulas de alginato apresentou duas 
reutilizações. As análises por microscopia eletrônica de varredura e espectroscopia 
de infravermelho com transformada de Fourier confirmaram a modificação dos 
suportes pelos tratamentos e a imobilização de β-glicosidase. A aplicação da β-
glicosidase imobilizada no extrato comercial de soja foi eficiente na conversão de 
isoflavonas β-glicosídicas em agliconas.  
 
Palavras-chave: Imobilização. β-glicosidase de soja. Bagaço de cana. Alginato de 

sódio. Otimização. Isoflavonas agliconas.  
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ABSTRACT 
 
 
The immobilization of enzymes is an alternative for reuse and cost reduction in 
application in industrial processes. The β-glucosidase (β-D-glucoside glicohidrolase, 
EC 3.2.1.21) hydrolyzes β-glycosidic bonds of di- and/or oligosaccharides. 
Isoflavones are substrates of this enzyme that converts β-glucosides (genistin, 
daidzin and glycitin) and release the isoflavone aglycone isoflavones (genistein, 
daidzein and glycitein) that have greater beneficial effects on human health. The aim 
of this study was to optimize the immobilization of β-glucosidase from the cotyledons 
of soybean in sugarcane bagasse and sodium alginate, to characterize the 
morphology, determine the kinetic parameters of free and immobilized enzyme, and 
apply it in commercial extract of soybean. The β-glucosidase was extracted from 
cotyledons of soybean meal whit sodium phosphate buffer 100 mM, pH 6.6 to obtain 
the crude extract that was fractionated with (NH4)2SO4 and 0–40 % to 40–85 % 
saturation 4 °C. The fraction with the highest activity of β-glucosidase was used for 
immobilization on treated sugarcane bagasse (60 °C water, 70 % ethanol and 
autoclaved at 121 ° C for 15 min, NaOH and autoclaved at 121 ° C for 15 min) and 
activated with 2.5 % glutaraldehyde and immobilization in sodium alginate beads and 
capsules. Sugarcane bagasse treated with NaOH, autoclaved and activated with 
glutaraldehyde and alginate capsules were selected to optimize the immobilization of 
β-glucosidase by response surface methodology. The optimum conditions for 
immobilization of the region were: incubation time 6–12 h and glutaraldehyde 1–3 %, 
with a maximum yield of 99 % for bagasse and pH 4.5–6 and CaCl2 from 20–60 mM, 
with a maximum yield of 96 % for alginate capsules. The β-glucosidase immobilized 
and free submitted optimum reaction conditions at pH 5.5 at 50 °C. The thermal 
stability of immobilized β-glucosidase was superior to free, higher for immobilized on 
sugarcane bagasse showed that 15 % residual activity after 180 min incubation at 70 
ºC. The Km and Vmax with ρ-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside substrate were 0.26 
mM and 7.2 μmol of ρ-NP min-1 for free enzyme, 0.46 mM and 4.37 μmol of ρ-NP 
min-1 to immobilized bagasse and 0.48 mM and 1.39 μmol of ρ-NP min-1 to 
immobilized in alginate capsules. The enzyme immobilized on bagasse presented 
fifteen reuses with four without loss of activity and immobilized in alginate capsules 
showed two reuses. Analyses by scanning electron microscopy and Fourier 
transform infrared confirmed the modification of treatments and supports for 
immobilization of β-glucosidase. The application of immobilized β-glucosidase on 
commercial extract of soybean was efficient in the conversion of isoflavones β-
glucosides into aglycones.  
 
Keywords: Immobilization. β-glucosidase from soybean. Sugarcane bagasse. 

Sodium alginate. Optimization. Isoflavones aglycones. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

As aplicações de enzimas em processos biotecnológicos apresentaram 

aumento significativo nos últimos anos, em virtude da tendência mundial da 

substituição dos procedimentos físico-químicos pelos enzimáticos. Tal tendência se 

deve a maior especificidade, menor custo energético, gerando poucos subprodutos e 

menos prejudicial ao meio ambiente.  

Por outro lado, o uso de enzimas em processos biotecnológicos apresenta 

custo mais elevado que os processos químicos. Uma estratégia é a imobilização de 

enzimas em suportes atóxicos compatíveis com a enzima e substrato, que possibilita 

a retenção de atividade catalítica podendo ser reutilizada. Devido a diversidade 

estrutural das enzimas e suportes, vários métodos de imobilização têm sido 

propostos, sendo possível também a combinação de diferentes processos. Os 

métodos de ligação por adsorção e ligação covalente são os mais utilizados, uma 

vez que garantem a manutenção das características iniciais da enzima e elevada 

estabilidade. A estabilidade da ligação enzima-suporte pode ser aumentada com a 

utilização de glutaraldeído, reticulante que promove a ativação do suporte por 

ligações cruzadas reagindo rapidamente com grupos funcionais de proteínas. 

 Os suportes precisam ser estáveis frente às condições do processo, 

resistentes, de baixo custo e facilidade de manuseio. O bagaço de cana-de-açúcar 

pode ser utilizado como suporte, é constituído de fibras lignocelulósicas com 

hidroxilas reativas acessíveis e baixo custo, por ser resíduo agroindustrial. O 

alginato de sódio é empregado nos processos de imobilização com os íons cálcio 

pela capacidade de formar géis fortes e estabelecer ligações entre as cadeias de 

alginato por interações iônicas.  

As β-glicosidases (β-D-glicosídio glicohidrolase, EC 3.2.1.21) são 

importantes na indústria de alimentos, uma vez que hidrolisam isoflavonas              

β-glicosídicas em glicose e agliconas. As agliconas possuem funções benéficas mais 

acentuadas na prevenção de doenças crônicas e degenerativas. 

A soja é destaque na economia brasileira, pela alta produtividade, com 

perspectiva para safra de 2013/2014 de 85 milhões de toneladas (CONAB, 2014a). 

Apresenta elevado teor de proteínas e isoflavonas, também é fonte de β-glicosidase, 

que pode ser extraída para aplicação exógena em produtos de soja não fermentados 
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tendo alta especificidade, agregando valor a esses produtos pelo aumento de 

isoflavonas agliconas.  

Os produtos de soja fermentados como misô, natto, tempeh e shoyu são 

elaborados utilizando microrganismos capazes de produzir enzimas que podem 

clivar as isoflavonas β-glicosídicas em agliconas, por isso, tais produtos, geralmente, 

apresentam maior teor de isoflavonas agliconas. O teor médio de isoflavonas 

agliconas no grão de soja é de 2 % e 31 % para as isoflavonas β-glicosídicas. 

Assim, considerando que a aplicação da β-glicosidase exógena em produtos 

de soja pode aumentar o teor de isoflavonas agliconas, que são benéficas para a 

saúde humana; que há poucos estudos sobre imobilização de β-glicosidase de soja 

e que a aplicação é de grande relevância para a indústria de produtos não 

fermentados de soja, o objetivo desse trabalho foi estabelecer as melhores 

condições para a imobilização da β-glicosidase de cotilédones de soja em bagaço de 

cana-de-açúcar e alginato de sódio e avaliar a aplicação da enzima imobilizada para 

conversão de isoflavonas β-glicosídicas em agliconas. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Otimizar as condições de imobilização da β-glicosidase de cotilédones de 

soja em bagaço de cana-de-açúcar e alginato de sódio, caracterizar a enzima livre e 

imobilizada e aplicá-la em extrato de soja para aumentar o teor de isoflavonas 

agliconas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Obter β-glicosidase de cotilédones de soja utilizando fracionamento com 

sulfato de amônio. 

Otimizar as condições de imobilização da β-glicosidase em bagaço de   

cana-de-açúcar e alginato de sódio. 

Determinar a morfologia dos suportes sem e com a enzima imobilizada 

utilizando microscopia eletrônica de varredura. 

Determinar as ligações químicas dos suportes sem e com a enzima 

imobilizada por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier.  

Determinar pH e temperatura ótimos, Km e Vmax e estabilidade térmica da 

enzima livre e imobilizada. 

Determinar a estabilidade operacional da enzima imobilizada. 

Aplicar a enzima imobilizada em extrato comercial de soja e avaliar sua ação 

nas isoflavonas β-glicosídicas por cromatografia líquida de ultra eficiência.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

A utilização de enzimas como catalisadores biológicos resulta em poucos 

subprodutos, devido a sua elevada especificidade. No entanto, o trabalho com esses 

biocatalizadores, na maioria das vezes é um processo caro e sistemático, 

principalmente quando há necessidade de purificação. Além disso, são sensíveis a 

solventes, agitação, temperatura, pH etc, alterando sua estabilidade (NELSON; 

COX, 2011). A utilização de enzima livre em um processo industrial, sem purificação, 

acarreta a presença do biocatalisador como parte integrante do meio. Esse fato 

pode gerar alteração de sabor e ainda a necessidade de uma nova batelada de 

biocatalisador (SANGEETHA et al., 2005).  

A imobilização de enzimas em suportes sólidos insolúveis com retenção de 

sua atividade catalítica é uma estratégia para tornar essas biomoléculas mais 

atrativas do ponto de vista industrial. Sua utilização em processo contínuo, 

proporciona aumento da estabilidade, controle do sistema e reaproveitamento 

(OLIVEIRA et al., 1997; CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006). A enzima 

imobilizada, segundo a 1ª Conferência em Engenharia de Enzimas realizada em 

Henniker (EUA) em 1971, foi definida como biocatalisador fisicamente confinado ou 

localizado em uma região do espaço, com retenção de sua atividade catalítica e que 

pode ser utilizada repetida ou continuamente. Este sistema consiste da enzima física 

ou quimicamente associada a um suporte (KATCHALSKI-KATZIR; KRAEMER, 

2000).  

A imobilização de enzimas pode resultar em alterações das propriedades 

bioquímicas da enzima livre como pH e temperatura ótima, aumento da estabilidade 

e variações nos valores de Km e Vmax. Portanto, pesquisas são desenvolvidas para a 

otimização de processos, visando a aplicação de enzimas imobilizadas em larga 

escala (SANJAY; SUGUNAN, 2006; SPAHN; MINTEER, 2008; SU et al., 2010; 

JUNG et al., 2012; KHAN et al., 2012; ZHOU et al., 2013; RESHMI; SUGUNAN, 

2013; LU; WEERASIRI; LEE, 2013). 

         Não existe um único sistema de imobilização, nem um suporte universal capaz 

de garantir resultados adequados para todos os processos. Vários métodos já foram 

desenvolvidos para imobilizar enzimas e para melhor escolha são consideradas as 
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características peculiares da enzima e as condições do sistema de imobilização. Os 

avanços científicos na área de imobilização indicam uma diversidade de suportes e 

técnicas de imobilização (CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006; JUNG et al., 2012; 

KHAN et al., 2012; CHEN et al., 2012; LI et al., 2012; ZHANG et al., 2013; JADHAV; 

SINGHAL, 2014). 

3.1.1 Métodos de Imobilização de Enzimas 

Vários métodos de imobilização de enzimas têm sido propostos, sendo 

possível a combinação de diferentes processos. A adsorção é um dos métodos de 

imobilização de enzimas mais utilizados. É o método mais simples, antigo e barato. 

As interações físicas entre a enzima e o suporte ocorrem por forças de van der 

Waals, ligação iônica, ligação de hidrogênio e interação hidrofóbica. Para imobilizar 

uma enzima por adsorção, uma solução contendo a biomolécula é misturada ao 

suporte, em condições estabelecidas de pH, força iônica, temperatura e tempo, 

conforme as características da enzima. Posteriormente, o material deve ser coletado 

e lavado para remover o que não foi adsorvido ao suporte (PAIVA et al., 2000). Este 

método é vantajoso, pois causa poucos danos à enzima e não necessita de 

modificações químicas no suporte ou na enzima. Entretanto, a ligação enzima-

suporte é inespecífica e pode ocorrer perda da enzima durante a reação. Pode haver 

sobrecarga do suporte e fatores como fluxo e agitação podem provocar a desorção 

(BICKERSTAFF, 1997). 

A ligação covalente é muito utilizada na imobilização de enzimas, devido a 

maior estabilidade da ligação enzima-suporte, feita por meio dos grupos funcionais 

presentes na superfície dos mesmos (KIM et al., 2006). Os grupos funcionais dos 

aminoácidos que podem estar envolvidos na ligação covalente com o suporte são: 

grupos amino (NH2) da lisina e arginina; NH2 terminal; grupos carboxílicos (COOH) 

do ácido aspártico e glutâmico; hidroxilas (OH) da serina e treonina e grupos 

sulfidrílicos (SH) da cisteína (MORENO et al., 1997; PEREZ et al., 2007). O grupo 

amino (NH2) da lisina e NH2-terminal das proteínas são os mais utilizados na 

imobilização por ligação covalente, pois, encontram-se na superfície, são altamente 

reativos com aldeídos, epóxi, ciano brometo e na maioria das vezes não fazem parte 

do sítio ativo da enzima (MATEO et al., 2005).  
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A interação entre enzima e suporte pode ser monopontual, quando há 

somente uma ligação covalente enzima-suporte ou multipontual, quando a enzima 

se liga ao suporte por meio de várias ligações covalentes, aumentando a 

estabilidade pela ocorrência de suportes altamente ativados com espaçadores 

curtos e envolvendo múltiplos resíduos de aminoácidos na superfície da enzima 

(Figura 1).  

 

Figura 1- Interação enzima-suporte por ligação covalente 
 

 

Fonte: Adaptação de Mateo et al. (2007) 

 

          O pK dos aminoácidos deve ser considerado, pois a desprotonação torna os 

grupos químicos mais reativos. Dessa forma, quando o pH do processo de 

imobilização for neutro a interação enzima-suporte vai ocorrer predominantemente 

do grupamento NH2-terminal (pK 6,0–8,0). Se o pH for superior a 10 a interação é 

favorecida com o NH2 da lisina (pK 10,5–10,7). A interação enzima-suporte mais 

estável ocorre com o NH2 da lisina, que normalmente está na superfície da estrutura 

conformacional da enzima em quantidade superior ao NH2-terminal, isso possibilita a 

imobilização multipontual (MATEO et al., 2005). Essa ligação covalente multipontual 

promove a rigidez da estrutura da enzima imobilizada e reduz as mudanças 

conformacionais envolvidas na sua inativação (MOZHAEV et al., 1990). A 

desvantagem da imobilização multipontual é o pH elevado (pH = 10), que pode 

inativar as enzimas que são sensíveis às condições extremas de pH, temperatura e 

pressão (MATEO et al., 2005). A eficiência da imobilização por ligação covalente 

monopontual ou multipontual está associada à boa fixação da enzima ao suporte e a 

fácil interação com o substrato. Entretanto, em alguns casos, o baixo rendimento de 
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imobilização e o alto custo são desvantagens desse tipo de imobilização 

(GROSOVÁ et al., 2008).  

A inclusão ou aprisionamento é um método baseado na retenção de 

enzimas na estrutura interna dos materiais poliméricos na forma de géis, esferas, 

cápsulas, fibras ou filmes (GROSOVÁ et al., 2008). O processo de imobilização 

consiste na preparação de solução contendo a enzima e o material polimérico, com 

posterior secagem ou polimerização (GEKAS; LÓPEZLEIVA,1985). A massa 

molecular da enzima, do substrato e do produto devem ser avaliadas para que 

ocorra a retenção da enzima no suporte, entrada do substrato e saída do produto 

pelos poros (GROSOVÁ et al., 2008). O tamanho dos poros das matrizes 

poliméricas depente do tipo e, principalmente, da concentração do polímero utilizado 

na imobilização. Assim, quanto maior a concentração, menor a porosidade 

(TALEKAR; CHAVARE, 2012). Os poros podem ser classificados como macroporos, 

com diâmetros superiores a 50 nm; mesoporos, com diâmetros entre 2 e 50 nm; e 

microporos, com diâmetros inferiores a 2 nm (SUJKA; JAMROZ, 2007). Os poros de 

cápsulas de alginato 2 % apresentaram diâmetro de 100 nm (LÓPEZ-CÓRDOBA; 

DELADINO; MARTINO, 2014). 

A encapsulação é o método de imobilização que protege a enzima do meio 

externo por membranas semipermeáveis. A enzima fica livre na solução, mas restrita 

em um espaço. A principal desvantagem dessa técnica é a limitação difusional, uma 

vez que proteínas de elevada massa molecular não conseguem entrar ou sair da 

cápsula, podendo levar a ruptura da membrana. Dessa forma, apenas substratos e 

produtos de menor massa molecular podem passar livremente pela membrana 

semipermeável (LALONDE; MARGOLIN, 2002). 

Outros métodos foram estudados para aperfeiçoar as técnicas de 

imobilização. Zhang et al. (2008) desenvolveram um método de imobilização em 

camadas por aprisionamento e encapsulação utilizando como suporte alginato 

(Figura 2). A técnica consistiu no gotejamento da mistura de enzima, 

carboximetilcelulose e CaCl2 no alginato para formação das cápsulas de alginato de 

cálcio. Estas cápsulas reagiram com a proteína protamina de elevada massa 

molecular, por interação iônica. A precipitação de silicatos na superfície da cápsula 

formou uma camada rígida e porosa, prevenindo sua expansão ou compressão.  
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Figura 2- Método multi-camada de encapsulação 
 

 

 

Fonte: Adaptação de Zhang et al. (2008) 

 

          O método de imobilização camada por camada ou layer-by-layer (Figura 3) 

tem recebido atenção por ser uma técnica eficiente no preparo de supermoléculas 

nanoestruturadas. Para seu desenvolvimento emprega-se nanodispositivos 

biológicos de estruturas em camadas com espessuras e sequências determinadas a 

partir de uma grande variedade de componentes. Mais de um tipo de enzima podem 

ser imobilizadas dentro dessas estruturas, que podem ser polímeros, filmes, lipídios, 

carboidratos, polieletrólitos, nanotúbulos de carbono dentre outras (ARIGA; JI; HILLl, 

2010).  

 

Figura 3- Camada por camada 
 

             

 

Fonte: Adaptação de Ariga, Ji e Hill (2010) 

 

Enzima 

Filme 
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3.1.2 Suportes para Imobilização 

A escolha do suporte é muito importante para se obter um sistema de 

imobilização de enzimas capaz de corresponder às expectativas de um estudo. Os 

suportes precisam ser estáveis frente aos parâmetros de processo e ataque 

microbiano, resistentes quanto à durabilidade e a capacidade de reutilização, 

compatíveis com a enzima e substrato, além de possuírem funcionalidade química, 

baixo custo e facilidade de manuseio (BICKERSTAFF, 1997; PRADELLA, 2001). 

Os suportes podem ser orgânicos constituídos de proteínas, polímeros 

naturais ou sintéticos e, inorgânicos, compostos por matrizes minerais ou 

manufaturadas. Os suportes inorgânicos são mais resistentes e mais estáveis que 

os suportes orgânicos. No entanto, os orgânicos possuem baixo custo, além de 

serem seguros e apresentarem bom potencial de uso (GOPINATH; SUGUNAN, 

2004). Os suportes também podem ser classificados como porosos e não-porosos. 

Os porosos possuem maior capacidade de imobilização por terem grandes 

dimensões de área de contato e peso considerado baixo. Entretanto, a maior área 

disponível é a interna, dificultando a difusão, mas, existem suportes de poro 

controlado para superar esse problema, podendo ser adequado conforme a enzima, 

substrato e produto (CABRAL; KENNEDY, 1991). Os suportes não-porosos, são 

considerados inferiores em relação aos porosos por suas desvantagens, como área 

superficial muito baixa que restringe a área de imobilização. Para contornar essa 

desvantagem utilizam-se partículas finas. Entretanto, não podem ser utilizadas em 

sistemas contínuos do tipo coluna, por não suportarem pressões elevadas sem se 

compactar, nem em leitos fluidizados. A vantagem desse tipo de suporte é a 

inexistência de problemas difusionais, uma vez que a imobilização da enzima é 

localizada na superfície externa do suporte (CABRAL; KENNEDY, 1991). 

3.1.2.1 Bagaço de cana-de-açúcar 

A cana-de-açúcar é uma gramínea pertencente ao gênero Saccharum. É 

proveniente da Nova-Guiné e cultivada no sul da Ásia para produção de xarope. A 

primeira evidência da utilização da cana-de-açúcar como açúcar sólido foi no ano 

500 na Pérsia. No Brasil, em Pernambuco e São Paulo, a cana-de-açúcar foi trazida 
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pelos portugueses, no início do século XVI. Não houve muitas mudanças em seu 

cultivo até a década de 70, quando foi criado o Programa Brasileiro do Álcool 

(PROÁLCOOL), promovendo um grande aumento da área destinada ao cultivo da 

cana no Brasil. Além dos tratos culturais, programas de melhoramento genético da 

cana-de-açúcar foram implantados com seleção de variedades consideradas 

produtivas e seus cruzamentos controlados. Os trabalhos de melhoramento genético 

no Brasil se iniciaram em 1966 com mais de 60 cruzamentos. As variedades obtidas 

na década de 70 foram substituídas por variedades mais produtivas e resistentes 

desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária e Institutos 

Agronômicos que contribuem para o aumento da produtividade dessa cultura pelos 

programas de melhoramento genético (CESNIK, 2007). O Brasil é o maior produtor 

mundial de cana-de-açúcar (UNICA, 2014), sendo os maiores produtores da região 

Centro-Oeste, Sudeste e Paraná, na região Sul (CONAB, 2014b).  

A produtividade média de cana-de-açúcar para a safra 2014/2015 foi de 

73.569 kg/ha com previsão de 671,69 milhões de toneladas de cana moída, com 

aumento de 2 % em relação à safra 2013/2014, que foi de 658,82 milhões de 

toneladas. Da cana são obtidos açúcar, com produção estimada de 39,46 milhões 

de toneladas e etanol com produção estimada em 28,37 bilhões de litros, sendo que, 

12,85 bilhões de litros serão de etanol anidro e 15,51 bilhões de litros serão de 

etanol hidratado (CONAB, 2014b). A indústria sucroalcooleira produz em média 260 

kg de bagaço por tonelada de cana moída (UNICA, 2011). Uma possível utilização 

deste resíduo agroindustrial é como suporte na imobilização de enzimas (MENDES; 

CASTRO; GIORDANO, 2013). O bagaço é constituído de 40–50 % de celulose, 25–

35 % de hemicelulose, 20–22 % de lignina, 5 % de cinzas e 4 % de proteínas 

(CUNHA, 2006).  

A estrutura do bagaço é de fibras lignocelulósicas que apresentam hidroxilas 

reativas acessíveis, podendo reagir com outros grupos funcionais polares, como, por 

exemplo, os presentes nas resinas fenólicas (TITA et al., 2002). Pelo fato do bagaço 

de cana apresentar hidroxilas livres reativas pode ser ligado a enzimas para 

imobilização. Essa característica do bagaço também é interessante para utilização 

de ativadores como glioxil e glutaraldeído formando um braço entre a enzima e o 

suporte (GUISÁN, et al., 1997). Para aumentar a eficiência da imobilização de 

enzimas em bagaço de cana alguns estudos relatam tratamentos prévios do bagaço 

(Quadro 1). 
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Quadro 1- Influência de tratamentos do bagaço de cana-de-açúcar na eficiência de 

imobilização de enzimas 

 

Tratamento do 

Bagaço 

 

Enzima 

Imobilizada 

 

Resultados 

 

Autores 

 

Oxidação: 

Ácido periódico 

 
 

α-amilase 

 
Rendimento de imobilização: 44 %, 
Estabilidade térmica: superior à livre 
Reuso: 10 vezes. 

Varavinit, 
Chaokasem  e 

Shobsngob 
(2002) 

 

Deslignificação: 

H2SO4 e NaOH 

 
Papaína 

Rendimento de imobilização: 0,64 e 
0,34 %. 

Rosa 
(2008) 

 

Etanol 70 % e NaOH: 

- Ativação glioxil 

- Ativação amino 

- Ativação glutaraldeído 

 
 

Invertase 

 
Ativação: amino 
Eficiência de imobilização: próximo 
de 100 %  
Estabilidade térmica:  85 ºC  

 
 

Santos 
(2010) 

NaOH a NaBH4: 

- Ativação glutaraldeído 

- Ativação glicidol 

- Ativação epicloridrina 

 
 

Lipase 

 
Ativação: epicloridrina 
Eficiência de imobilização: 78 % 

 
Mendes,  
Castro e  
Giordano  

(2013) 

 

3.1.2.2 Alginato de sódio 

O alginato é um heteropolissacarídeo encontrado tanto na matriz intercelular 

de algas marrons, quanto recobrindo, extracelularmente, algumas espécies de 

bactérias. Foi descoberto em algas marrons (Phaeophyta) no final do século XIX e 

desde então tornou-se um importante produto industrial, usado em alimentos, 

materiais estéticos, indústria médica e farmacêutica (HAY et al., 2010). Sua estrutura 

química consiste de cadeias lineares de resíduos de ácido β-D-manurônico (M) 

unidos por ligações tipo (1→4) e resíduos de seu epímero, o ácido α-L-gulurônico 

(G), em várias proporções. Estes resíduos estão arranjados na forma de blocos de 

ácidos manurônico (M) ou gulurônico (G), que podem ser compostos por blocos de 

homopolímeros (GG e MM) junto com blocos alternados (MG) na mesma molécula 

(Figura 4) (DRAGET; SKJÅKBRÆK; SMIDSRØD, 1994). 

 

 



23 

 

Figura 4- Estrutura química do alginato 

 
 

(a) cadeia de resíduos de ácidos manurônicos; (b) cadeia de resíduos de ácidos gulurônicos; (c) cadeia de 
resíduos de ácidos manurônicos e ácidos gulurônicos alternados. 

 
Fonte: Adaptação de Kawaguti e Sato (2008) 

           

         Os alginatos se diferenciam pelo conteúdo e sequência desses polímeros, 

influenciando na flexibilidade da cadeia, solubilidade e estabilidade do gel formado. 

Dentre as diferenças estão os blocos alternados MG que formam cadeias mais 

flexíveis e mais solúveis em pH ácido.  A estabilidade do gel está relacionada ao 

conteúdo de blocos G, que em grande quantidade apresentam alta porosidade e 

menor inchamento após secagem. Já os alginatos com grande quantidade de M são 

mais macios e com poros menores (ERTESVÁG; VALLA, 1998). 

No processo de imobilização, os íons cálcio são amplamente empregados, 

pela capacidade de formar géis fortes e estabelecer ligações entre as cadeias de 

alginato por interações iônicas, formando uma estrutura reticulada que retém água 

proporcionando maior estabilidade ao gel. O processo de formação do gel de 

alginato conforme o modelo egg-box de Clark e Ross-Murphy (1987), está 

relacionado com as interações de segmento G com íons de cálcio que são alinhados 

lado a lado, originando uma cavidade. Os íons de cálcio se unem às cadeias, 

estabelecendo uma rede tridimencional (Figura 5). 
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Figura 5- Formação do gel de alginato de cálcio 
 

 
 

 
Ligação entre as cadeias homopoliméricas através dos íons cálcio situados entre os grupos com carga 
negativa (modelo egg-box).  

 

Fonte: Adaptado de Kawaguti e Sato (2008) 

 

Devido a essas propriedades, o alginato pode ser aplicado em diversos 

setores. Na imobilização de enzimas o alginato de sódio é muito utilizado por 

gelificação iônica, sendo único polissacarídeo que contém, naturalmente, grupos 

carboxílicos em cada constituinte residual, além de ser um método simples, não 

tóxico, biodegradável e barato (MOHAPATRA; MONDAL; PATI, 2007). 

3.1.3 Glutaraldeído 

          O glutaraldeído é um dos reagentes mais utilizados nos processos de 

imobilização de enzimas. É um potente agente de reticulação da proteína, ativador 

de suportes e agente de ligação cruzada entre enzima e suporte. O glutaraldeído 

pode se polimerizar e reagir com a enzima em diferentes porções, envolvendo 

grupos amino primários das proteínas, tióis, fenóis, imidazoles (BARBOSA et al., 

2014). As principais estruturas relacionadas com a ligação cruzada de proteínas ou 

enzimas ainda não foram totalmente elucidadas. Algumas estruturas propostas 

podem ser visualizadas na Figura 6.  

          A diversidade de reações observadas na Figura 6b, indica que o glutaraldeído 

não é limitado a um mecanismo por apresentar um equilíbrio em suas formas 

conformacionais monomérica e polimérica e pela capacidade de toda estrutura 

poder reagir diferente com a proteína. Em condições ácidas e neutras os grupos 

aldeído do glutaraldeído reagem com proteínas e podem formar bases de Schiff, 
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entretanto, em condições ácidas as bases de Schiff são insatáveis. Quando 

adicionado em solução básica pode ocorrer a polimerização do glutaraldeído com 

formação de bases de Schiff entre os grupos aldeídos da molécula que também 

apresenta menor estabilidade que a base de Schiff em condições neutras, pois a 

licação C-C apresenta perda de ressonância (MIGNEAULT et al., 2004). 

 

Figura 6- Interação Glutaraldeído-Enzima 
 

 

(a) Interação suporte-glutaraldeído-enzima; (b) possíveis reações glutaraldeído-enzima em condição 
neutra.  

 

Fonte: Adaptação de Barbosa et al. (2014) 

 

          A utilização de glutaraldeído pode ser intramolecular, promovendo ligações 

cruzadas entre os aminoácidos das proteínas. Para esta reação ocorrer o 

glutaraldeído é adicionado após a imobilização da enzima ou na solução de enzima 

livre (HABIBI et al., 2006). A reação também pode ser intermolecular com ligações 

covalentes cruzadas entre moléculas (suporte-glutaraldeído-proteína). Nesta reação 

o suporte é pré-ativado com glutaraldeído promovendo uma ponte que será ligada a 



26 

 

enzima (KUMAR; KANWAR, 2011). Nas duas formas de reações ocorre aumento de 

estabilidade da biomolécula (HABIBI et al., 2006; KUMAR; KANWAR, 2011).  

            

3.2 β-GLICOSIDASES 

 

          As β-glicosidases (β-D-glicosídio glicohidrolase, EC 3.2.1.21) são enzimas que 

hidrolisam ligações glicosídicas β-1,4 de di e/ou oligossacarídeos e glicosídeos 

conjugados, liberando glicose (BHATIA et al., 2002).  São encontradas em bactérias 

(SESTELO et al., 2004), fungos (BELANCIC et al., 2003), animais (PONTOH; LOW, 

2002) e plantas (GERARDI et al., 2001). Nas plantas podem atuar na hidrólise de 

precursores de hormônios (LEXA et al., 2003; SARRY; GUNATA, 2004), no 

amadurecimento de frutos (FAURE, 2002), na germinação de sementes e 

desenvolvimento de embriões (OPARISSI et al., 2003), além da emissão de aromas 

em flores (HAYASHI et al., 2004). Participam das interações patógeno-planta 

(HAERTER; VOEGELE, 2004) e herbívoro-planta (BHATIA et al., 2002). 

As β-glicosidases catalisam reações de hidrólise de ligações β-glicosídicas, 

principalmente, em glicosídeos de baixa massa molecular (BHATIA et al., 2002), 

sendo que a origem, a função e a localização da enzima refletem na afinidade pelo 

substrato (WOODWARD; WISEMAN, 1982). As β-glicosidases podem atuar em 

ligações β-glicosídicas de diferentes moléculas em condições de alta concentração 

de substrato e baixa atividade de água (BHATIA et al., 2002). 

Essas enzimas são divididas em três grupos relacionados com a 

especificidade ao substrato: aril β-glicosidases, que atuam em aril-glicosídeos; 

celobiases verdadeiras, que hidrolisam celobiose e β-glicosidases com ampla 

especificidade ao substrato que é a grande maioria das β-glicosidases (BHATIA et 

al., 2002). Além disso, podem ser identificadas pela similaridade das sequências de 

aminoácidos e nos padrões de enovelamento destas enzimas (SOUZA, 2009). O 

mecanismo de ação das β-glicosidases é baseado na hidrólise enzimática de 

ligações β-glicosídicas que compreende inversão ou retenção do carbono 

anomérico. Essas enzimas são importantes pela diversidade de aplicações em 

diferentes setores industriais que envolvem processos biotecnológicos (CAIRS; 

ESEN, 2010).  
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3.2.1 Aplicação de β-glicosidases 

Na indústria de alimentos as β-glicosidases desempenham papel nos 

processos biotecnológicos como o uso em sacarificação e fermentação (HAN; 

CHEN, 2008), na produção de aromas (OPASSIRI et al., 2003; SARRY; GÜNATA, 

2004) em chás (SU et al, 2010), vinhos (PALMERI; SPAGNA, 2007), sucos de frutas 

(MAICAS; MATEO, 2005) e celulose (BALDRIAN; VALASKOVA, 2008). 

As isoflavonas são substratos importantes da β-glicosidase. São compostos 

fenólicos pertencentes ao grupo dos flavonóides, encontradas principalmente em 

leguminosas e fabeáceas. Na soja, o teor de isoflavonas é elevado correspondendo 

0,3 a 0,8 % do peso seco do grão (JUNG; MURPHY; SALA, 2008). Considerando a 

massa do grão de soja, os cotilédones representam cerca de 90 % de seu peso, 

indicando que a maior parte das isoflavonas está nos cotilédones (FERRARI; 

DEMIATE, 2001; RIBEIRO et al., 2007).  

A concentração de isoflavonas totais no grão de soja pode variar de acordo 

com o ambiente, a variabilidade genética da cultivar e a interação desses fatores 

durante o desenvolvimento da leguminosa (CARRÃO-PANIZZI et al., 2003; LEE et 

al., 2003; LEE et al., 2007). Quanto à estrutura química, as isoflavonas são 

distribuídas em quatro formas, as quais apresentam três isômeros cada, totalizando 

12 isômeros de isoflavonas (Figura 7 e Tabela 1). As agliconas, daidzeína, gliciteína 

e genisteína não apresentam glicose. Quando glicosiladas, tem-se os β-glicosídios, 

daidzina, glicitina e genistina. Há também, as formas acetilglicosídicas, 6”-O-

acetildaidizina, 6”-O-acetilglicitina e 6”-O-acetilgenistina e as formas 

malonilglicosídicas 6”-O-malonil-daidizina, 6”-O-malonil-glicitina e 6”-O-malonil-

genistina (LIU, 1997; KAO; CHIEN; CHEN, 2008; ROSTAGNO et al., 2009).  

As isoflavonas podem desempenhar funções em humanos, dentre elas, 

anticarcinogênica (BOERSMA et al., 2001; KIM et al., 2005; QIN et al., 2006; WHITE 

et al., 2010; LI et al., 2011; HILLMAN et al., 2011), indutora de apoptose (LI et al., 

2011), atividade imunológica (SAKAI; KOGISO, 2008) e anti-inflamatória (SAKAI et 

al., 2011).  
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Figura 7- Estrutura química geral das isoflavonas 
 

 

Fonte: Rostagno et al. (2009) 

 

Tabela 1- Classificação e estrutura química das isoflavonas 

 R1 R2 R3 

 Genisteína H H OH 

AGLICONAS Daidzeína H H H 

  Gliciteína H OCH3 H 

 Genistina C6O5H11 H OH 

GLICOSÍDIOS Daidzina C6O5H11 H H 

  Glicitina C6O5H11 OCH3 H 

 A-Genistina C6O5H11+ COCH3 H OH 

ACETIL GLICOSÍDIOS A-Daidzina C6O5H11+ COCH3 H H 

  A-Glicitina C6O5H11+ COCH3 OCH3 H 

MALONIL GLICOSÍDIOS 
  

M-Genistina C6O5H11+ COCH2COOH H OH 

M-Daidizina C6O5H11+ COCH2COOH H H 

M-Glicitina C6O5H11+ COCH2COOH OCH3 H 

 

 Fonte: Adaptado de Kao, Chien e Chen (2008) 

 

 

As isoflavonas também promoveram a diminuição do colesterol e 
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triglicerídeos sérico, com prevenção de doenças cardiovasculares (LOVATI et al., 

2000; RIMBACH et al., 2008), apresentaram efeito estrogênico diminuindo os 

sintomas típicos da menopausa (ALLRED et al., 2001; DORNSTAUDER et al., 2001; 

MUELLER et al. 2004; PIOVESAN et al. 2004), melhora no cabelo, estado da pele, 

humor, libido, sono e cansaço (LIPOVAC et al., 2011). Além disso, 

Teekachunhatean et al. (2011) ressaltaram que a administração de isoflavonas 

melhora a densidade óssea, prevenindo a osteoporose. Essas atividades biológicas 

das isoflavonas são mais acentuadas nas formas agliconas que nas β-glicosídicas 

(KAO; CHIEN; CHEN, 2008). 

A biodisponibilidade das isoflavonas da soja em humanos depende do 

metabolismo, hábitos alimentares, etnia e microbiota intestinal, sendo que esses 

fatores promovem alterações nas β-glicosidases intestinais que clivam as 

isoflavonas β-glicosídicas em agliconas (ISMAIL; HAYES, 2005). Quando são 

metabolizadas, as formas acetil e malonil são convertidas às β-glicosídicas no trato 

gastro intestinal após a ingestão. Estas são hidrolisadas pela β-glicosidase das 

bactérias intestinais liberando aglicona e glicose (SETCHELL et al., 2002). Em 

adultos, a concentração plasmática máxima após a ingestão de isoflavonas 

agliconas é de 4 a 7 horas, enquanto que as β-glicosídicas são absorvidas em até 

11 horas, devido à necessidade de hidrólise prévia para posterior absorção 

(SETCHELL et al., 2001).  

Dessa forma, considerando que a composição de isoflavonas na soja 

corresponde a 31 % de β-glicosídios (daidzina, glicitina e genistina) e 2 % de 

agliconas (daidzeína, gliciteína e genisteína) (RIBEIRO et al., 2007) e que a forma 

aglicona é mais benéfica ao organismo humano (KAO; CHIEN; CHEN, 2008), a 

aplicação de β-glicosidase exógena em produtos de soja, poderá hidrolisar              

β-glicosídios em agliconas. Em alimentos fermentados de soja como misô, natto, 

tempeh e shoyu, as β-glicosidases microbianas atuam nas isoflavonas β-glicosídicas 

para obtenção de isoflavonas agliconas (LIU, 1997), as quais apresentam maior 

atividade biológica (KAO; CHIEN; CHEN, 2008).  

Mase, Mori e Yokoe (2004) purificaram e aplicaram a β-glicosidase de 

Aspergillus pulverulentus YM-80 no processamento do tofu. O teor de isoflavonas 

agliconas aumentou de 5 mg 100 g-1 de soja para 56,9 mg 100 g-1, enquanto que as 

isoflavonas β-glicosídicas apresentaram decréscimo do teor de 63,5 mg 100 g-1 para 

4,7 mg 100 g-1, indicando eficácia na hidrólise de β-glicosidase. Entretanto, a ação 



30 

 

desta enzima nas formas malonil e acetilglicosídicas não foi eficiente. Sumarna 

(2010) investigou a atividade de β-glicosidase em extrato de soja fermentado com 

sete variedades de Lactobacillus. A fermentação foi eficiente para a aumentar a 

qualidade funcional do extrato de soja. As cepas utilizadas apresentaram atividade 

de β-glicosidase e o teor de isoflavonas agliconas aumentou de 27,99 μg mL-1 para 

101,58 μg mL-1 ao utilizar a L. plantarums. Chen, Wei, Chi (2011) observaram que a 

β-glicosidase produzida por Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium longum na 

fermentação da farinha de soja desengordurada aumentou o teor de isoflavonas 

agliconas em 52 % e 60 %.  

Além das β-glicosidases microbianas, a soja é uma fonte viável desta 

enzima para aplicação em produtos de soja. A β-glicosidase endógena da soja 

hidrolisa as isoflavonas β-glicosídicas em agliconas. A atividade da enzima varia 

com a cultivar de soja e não há correlação com a concentração de isoflavonas no 

grão. As condições ambientais influenciam a concentração de isoflavonas, mas não 

afetam a atividade enzimática (CARRÃO-PANIZZI; BORDINGNON, 2000).  

Matsuura e Obata (1993) e Ribeiro et al. (2007) purificaram a β-glicosidase 

de cotilédones de soja e as condições ótimas obtidas para a enzima foram pH 5,0 a 

45 ºC. Hsieh e Graham (2001) observaram que a esta enzima de raiz de soja 

apresentou pH ótimo de 6,0 a 30 ºC. 

Os principais obstáculos para a aplicação comercial de enzimas são seu 

baixo rendimento, baixa estabilidade e alto custo de produção. Assim a imobilização 

da β-glicosidase é uma alternativa, uma vez que este processo pode reduzir custos 

pela reutilização da biomolécula, possibilidade de operação contínua e controle da 

formação do produto com processamento simples (GARGOURI et al., 2004; SHEN; 

XIA, 2004; NAGAMOTO et al., 2005). 

3.2.2 Imobilização de β-glicosidases 

A imobilização de β-glicosidases de diferentes fontes tem sido relatada. 

Maitan (2011) imobilizou β-glicosidase de Debaryomyces hansenii UFV-1 em 

alginato de sódio e observou 90 % de atividade a 50 °C por 60 min, com aumento de 

3 vezes a estabilidade térmica em relação à enzima livre. A utilização da                  
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β-glicosidase imobilizada na produção de etanol aumentou a eficiência de hidrólise 

da celulose do bagaço de cana.   

Borges (2011) imobilizou β-glicosidase de Trichoderma reesei em diferentes 

suportes sólidos visando a obtenção de um derivado ativo e estável para uso em 

reações de hidrólise de bagaço de cana para produção do etanol de segunda 

geração. O melhor derivado foi a enzima imobilizada por adsorção em resina 

poliacrílica funcionalizada com grupos carboxílicos que alcançou rendimento de 

imobilização de 71 % após quatro horas de reação. Outros trabalhos podem ser 

observados no Quadro 2. 

 

Quadro 2- Imobilização de β-glicosidase considerando os suportes, métodos 

empregados e principais resultados obtidos 

Fonte Suporte Métodos Resultados Autores 

 
Amêndoas 

 
Partículas coloidais de 

terra 

  

Adsorção 

Imobilização: maior Km e 
estabilidade térmica e 
menor Vmax 

 
Yan et al. 

(2010) 

Aspergillus 
niger 

Alginato Aprisionamento Atividade: 93,6 % e 73,3% 
depois de 42 dias 

Su et al. 
(2010) 

 
 

Amêndoas 

Poliestireno aminados 
quitosana 

 
Lig. Covalente 

 
Imobilização: 24 vezes 
maior com o glutaraldeído. 

 
Zhang et al. 

(2011) 
Poliestireno aminados 

quitosana-glutaraldeído 

 
Aspergillus 

niger 

Agarose (reativos: 
polietilenoimina, glioxil e 

amino epoxi) 

Adsorção Iônica 
 

Imobilização adsorção com 
amino epoxi: 80 % e 200 
vezes maior a estabilidade  

 
Vieira et al. 

(2011) Lig. Covalente 
 

 

Thermotoga 
neapolitana 

Acrílico (Eupergit® C, 
Eupergit® C250L, 

cryogel)-gluttaraldeído 

 
Lig. Covalente 

 

Imobilização Cryogel: 91% 
Reuso: 10 vezes 
Estabilidade: 3 meses 

Khan et al. 
(2012) 

 
Amêndoas 

 
Espumas Sílica-

glutaraldeído 

 
Lig. Covalente 

Cruzada 

 
Reuso: 10 vezes 

Reshmi e 
Sugunan 
(2013) 

 
Aspergillus 

niger 

 
Alginato 

 
Aprisionamento 

Aplicação: 63,7 % de 
aumento da isoflavona 
genisteína 

 
Zhang et al. 

(2013) 

 
 
 

Aspergillus 
japonicus 

Alginato 
 

Aprisionamento  
 
Imobilização: próximo de 
100 % em todos os 
suportes 
Reuso da DEAE: 5 vezes 

 
 
 

Pessela et 
al. (2014) 

CNBr-agarose Lig. Covalente 

MANAEAgarose Adsorção iônica 

DEAE-cellulose Adsorção iônica 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL 

 

          Foi utilizado como matéria-prima os cotilédones da cultivar de soja (Glycine 

max. (L.) Merril), BRS 213, safra 2010/2011, desenvolvida na Embrapa Soja, 

Londrina, Paraná, acondicionados sob refrigeração a 4 ºC ± 2 ºC. Os grãos de soja 

foram selecionados para remoção dos danificados, manchados e de materiais 

estranhos. Posteriormente, os cotilédones foram separados da casca e do gérmen 

do grão de soja, moídos em moinho analítico (IKA-A11 Basic) e a farinha obtida foi 

tamisada em tamis de 20 mesh para extração e purificação parcial de β-glicosidase, 

utilizada no processo de imobilização. Foi utilizado bagaço de cana-de-açúcar 

fornecido por garapeiros e alginato de sódio obtido de macroscitis pirifera, de 

viscosidade média (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) como suportes para 

imobilização da enzima e os regentes utilizados nos experimentos foram de pureza 

analítica ou grau HPLC. 

 

4.2 MÉTODOS ANALÍTICOS 

4.2.1 Determinação de Atividade de β-glicosidase 

Para determinação de atividade de β-glicosidase nas diferentes etapas do 

trabalho, foi utilizado o substrato sintético ρ-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo (ρ-NPG), 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) conforme Matsuura e Obata. (1993). Para 

análise de atividade de β-glicosidase livre 1 mL de ρ-NPG 1 mM em tampão fosfato 

citrato 100 mM, pH 5,0 foi mantido em banho-Maria a 30 °C por 10 min. Decorrido 

este tempo, foram adicionados 0,25 mL de amostra a 30 °C por 30 min. A reação foi 

interrompida pela adição de 1,25 mL de carbonato de sódio 500 mM. Dessa forma, o 

ρ-nitrofenol liberado na reação, de coloração amarela, foi determinado por 

espectrofotometria a 420 nm. A quantificação da atividade da enzima foi realizada 

pela curva de calibração de ρ-nitrofenol (0,016–0,160 µmol). Uma unidade de 

atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de β-glicosidase que libera 

1 µmol de ρ-NP min−1, nas condições de ensaio. 
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Para determinação de atividade da enzima imobilizada em bagaço de cana, 

o ensaio foi conduzido com adição de 4 mL do ρ-NPG 1 mM (tampão fosfato citrato 

100 mM, pH 5,0) em aproximadamente 0,1 g do suporte acondicionados em banho-

Maria a 30 ºC por 30 min. Posteriormente, o suporte foi filtrado a vácuo e em 1 mL 

do filtrado foi adicionado 1,25 mL de carbonato de sódio 500 mM. Para análise de 

atividade da enzima imobilizada em alginato de sódio foram utilizadas 4 esferas ou 

cápsulas e o ensaio foi conduzido nas mesmas condições de determinação de 

atividade da enzima imobilizada em bagaço de cana. Análises controle de reação 

foram realizadas pela substituição do substrato por tampão fosfato citrato 100 mM, 

pH 5,0.  

 

4.2.2 Determinação de Proteínas Solúveis 

O teor de proteínas solúveis das amostras foi quantificado pelo método de 

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

(BSA) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) nas concentrações de 40–400 μg 

mL-1). A determinação de proteínas nas amostras com a enzima imobilizada foi 

realizada nos extratos e nos filtrados, decorrentes da lavagem após o processo de 

imobilização. 

4.2.3 Determinação de Atividade Específica de β-glicosidase 

A atividade específica foi definida pela relação entre unidades de atividade 

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

4.2.4 Determinação de Açúcares Totais         

           A determinação dos açúcares totais foi realizada nas águas de lavagem do 

bagaço de cana-de-açúcar pelo método fenol sulfúrico segundo Dubois et al. (1956), 

empregando glicose (0–100 µg mL-1) como padrão. 
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4.2.5 Determinação da Composição Química da Fibra do Bagaço de Cana 

         As análises realizadas para determinar a composição da fibra do bagaço de 

cana-de-açúcar, antes de depois do tratamento alcalino e térmico, foram: cinzas 

segundo técnica descrita pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 

2006); celulose, lignina, hemicelulose determinada por fibra de detergente neutro 

(FDN) e fibra de detergente ácido (FDA) segundo Van Soest, Robertson e Lewis 

(1991). 

4.2.6 Determinação de Isoflavonas por Cromatografia Líquida de Ultra 

Eficiência (CLUE)         

          Após a aplicação da β-glicosidase imobilizada em extrato comercial de soja, 

as amostras foram filtradas, liofilizadas e desengorduradas com n-hexano (1:10, m/v) 

a 25 °C por 1 h com agitação contínua e rotativa, seguida por filtração a vácuo. Para 

a extração das isoflavonas, 300 mg de amostra desengordurada foram adicionadas 

à 6 mL de solução extratora (água, etanol e acetona, 1:1:1, v/v/v) e agitados a cada 

15 min por 1 h a 25 °C. A mistura foi colocada em banho ultrassônico por 15 min a 

25 °C conforme a metodologia descrita por Yoshiara et al. (2012). Em seguida, o 

extrato foi centrifugado (4°C, 794 x g, 15 min; Eppendorf centrifuge 5804R, 

Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante filtrado em membranas hidrofílicas de PVDF 

(Fluoreto de polivinilideno) com 0,22 μm de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore, 

Billerica, MA, USA) e, então, aplicado no Cromatógrafo Líquido de Ultra Eficiência 

(CLUE).  

          Para a separação e quantificação das isoflavonas por CLUE foi utilizado o 

cromatógrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor 

automático de amostras, bomba quaternária, forno com temperatura controlada de 

35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3. 

A eluição das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC 

BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 μm de diâmetro de partícula; Waters), com fase 

móvel constituída de um sistema gradiente binário, com fase inicial de 90 % de 

solução aquosa de ácido acético pH 3 (solvente A) e 10 % de acetonitrila (solvente 

B). Em 8 min de eluição foi atingida uma proporção de 0 % do solvente A e 100 % 
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do solvente B, retornando às condições iniciais em 9 min. O tempo total de corrida 

foi de 10 min. A vazão da fase móvel foi de 0,70 mL min-1 e o sistema de detecção 

foi constituído por um detector com arranjo de diodos (DAD-Waters), ajustado ao 

comprimento de onda de 260 nm.  

          A identificação de cada forma química de isoflavona nos cromatogramas foi 

realizada por comparação dos espectros de absorção e tempos de retenção dos 

seus respectivos padrões. A quantificação foi realizada por integração das áreas dos 

picos e padronização externa (área x concentração) utilizando padrões individuais 

de isoflavonas: 6’’-O-acetilglicosídeos e 6’’-O-malonilglicosídeos (Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japão), β-glicosídeos e agliconas (Sigma-Aldrich 

Co.,St. Louis, MO, EUA). Para cada amostra foram realizadas três corridas 

cromatográficas. O teor de isoflavonas foi expresso por µg mL-1 de extrato comercial 

de soja. 

 

4.3 OBTENÇÃO DE β-GLICOSIDASE DE COTILÉDONES DE SOJA 

4.3.1 Extração de β-glicosidase 

          A extração de β-glicosidase foi realizada conforme descrição de Matsuura e 

Obata (1993) com a seguinte modificação: centrifugação de 4000 x g para         

10000 x g. Foram utilizados 60 g de farinha de cotilédones de soja (item 4.1) e 

tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 6,6 (1:10, p/v), sob agitação por 1 h a 4 °C e 

centrifugação a 4 ºC, 10000 x g por 20 min (ultracentrífuga Beckman Coulter Modelo 

optima XE-100). O precipitado foi descartado e o sobrenadante acidificado com HCl 

100 mM até pH 5,0 que novamente foi centrifugado nas mesmas condições. O 

sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto (EB), sendo utilizado como fonte 

de β-glicosidase para fracionamento. 

4.3.2 Fracionamento do Extrato Bruto com Sulfato de Amônio 

          As proteínas 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 amônio até 

atingir 40 % de saturação e mantido em repouso a 4 °C por 12 h para completa 
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precipitação. O material foi centrifugado conforme item 4.3.1. Ao sobrenadante 

(S0−40) foi adicionado sulfato de amônio até 85 % de saturação, mantido a 4 °C por 

12 h e centrifugado (item 4.3.1). Os precipitados (P0−40 e P40−85), ressuspensos em 

tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0, e os sobrenadantes (S0−40 e S40−85) foram 

dialisados no mesmo tampão por 14 h a 4 °C (SANTOS et al., 2013). Os dialisados 

foram analisados quanto à atividade de β-glicosidase (item 4.2.1) e teor de proteínas 

solúveis (item 4.2.2). Após as determinações, a fração P40−85 apresentou maior 

atividade de β-glicosidase, sendo utilizada como fonte de enzima livre no processo 

de imobilização em bagaço de cana-de-açúcar e alginato de sódio. Os 

procedimentos de extração e purificação parcial de β-glicosidase de cotilédones de 

soja estão resumidos no fluxograma apresentado na Figura 8.  

 

Figura 8- Fluxograma de obtenção da β-glicosidase de cotilédones de soja 
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4.4 IMOBILIZAÇÃO DE β-GLICOSIDASE DE COTILÉDONES DE SOJA EM BAGAÇO DE        

CANA-DE-AÇÚCAR 

4.4.1Tratamento do Bagaço de Cana-de-açúcar 

             A polpa do bagaço de cana-de-açúcar prensado foi retirada, cortada, pré-

lavada com água a temperatura ambiente, seca a 60 ºC em estufa com circulação e 

renovação do ar (Marconi, MA 035) e moída para padronização do tamanho da 

partícula por tamisação em diferentes malhas nº 8, 20 e 30. O bagaço retido em 30 

mesh com tamanho da partícula de 0,7 mm foi selecionado para imobilização. Para 

a retirada total dos açúcares, o bagaço foi lavado 20 vezes com água destilada a 60 

ºC e enxaguado exaustivamente com água destilada a temperatura ambiente. Para  

confirmação da retirada de açúcares a última água de lavagem foi avaliada quanto a 

presença de açúcares totais (item 4.2.4). 

          O bagaço obtido, tratado com água 60 ºC (B1), submetido aos tratamentos:  

ativação com glutaraldeído (B2), tratado com NaOH e autoclavado (B3), tratado com 

NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeído (B4), tratado com etanol 70 % e 

autoclavado (B5), tratado com etanol 70 %, autoclavado e ativado com glutaraldeído 

(B6), (Figura 9). 

          O tratamento alcalino do bagaço de cana foi realizado com NaOH 500 mM    

(1 g : 40 mL) com agitação de 120 rpm por 24 h (incubadora shaker Cientec,        

CT-712) segundo Santos et al. (2008). Para o tratamento alcoólico do bagaço foi 

utilizado etanol 70 % (1 g : 40 mL) conforme Santos (2010). O tratamento térmico foi 

realizado após o tratamento químico em autoclave a 121 ºC por 15 min (SANTOS et 

al., 2008; SANTOS, 2010). A ativação dos bagaços de cana foi realizada com 

glutaraldeído 2,5 % em tampão fosfato de sódio 200 mM, pH 7 a 25 ºC por 30 min a 

70 rpm.  

Para a imobilização da β-glicosidase foram utilizados 1 g de suporte tratado 

em diferentes condições e extratos da enzima contendo 0,7 mg mL-1 de proteína 

com 5,72 10-3 UA mL-1 ou 1,4 mg mL-1 de proteínas com 11,44 10-3 UA mL-1, com 

atividade específica de 8,17 10-3 UA mg-1. Os extratos foram diluídos em tampão 

fosfato de sódio 200 mM, pH 7. O sistema foi mantido a 4 ºC e 70 rpm em mesa 

agitadora (Quimis, Q225M) por 6 h para as duas concentrações de proteína. 
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Figura 9- Tratamentos do bagaço de cana-de-açúcar para imobilização da              

β-glicosidase 

 

  

  

 

          

                                                                                                 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

A atividade de β-glicosidase e o teor de proteínas foram determinados 

conforme itens 4.2.1 e 4.2.2. O rendimento de imobilização (RI) foi expresso como 

(atividade específica da enzima imobilizada/atividade específica da enzima livre) × 

100 (equação 1).  

 

   RI (%) = atividade específica da enzima imobilizada x 100    (equação 1) 
               atividade específica da enzima livre 

 

Para avaliar os efeitos dos tratamentos do bagaço de cana no RI foi 

realizado um planejamento experimental inteiramente casualizado com três 

repetições de cada tratamento, totalizando 18 experimentos realizados 

aleatoriamente. Análise de variância (ANOVA) e teste de tukey (p≤0,05) foram 
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utilizados para avaliação dos resultados pelo programa Statística 7.0. Assim, o 

tratamento do bagaço de cana com maior rendimento de imobilização foi 

selecionado para otimizar as condições de imobilização de β-glicosidase.       

4.4.2 Imobilização de β-glicosidase em Bagaço de Cana Tratado com NaOH 

Autoclavado e Ativado com Glutaraldeído  

          O suporte selecionado para avaliar condições imobilização foi o bagaço de 

cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeído (B4), (Figura 10).  

 

Figura 10- Imobilização da β-glicosidase em bagaço de cana tratato com NaOH, 

autoclavado e ativado com glutaraldeído 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Para avaliar a influência de condições de imobilização no RI foi aplicado um 

delineamento fatorial fracionado 25-1 para testes exploratórios. Foram realizados 16 

experimentos e 3 repetições no ponto central com as variáveis independentes 

codificadas (x1, x2, x3, x4 e x5) e as variáveis decodificadas (X1= proteínas, mg mL-1; 

X2= pH; X3= rpm; X4= glutaraldeído, % e X5= tempo de incubação, h) e seus níveis 

de variação (Tabela 2). 

Bagaço de Cana 
NaOH e autoclave  

Ativação com 
Glutaraldeído 

Solução ENZIMA 
(Proteínas - mg) 

Incubação 
 Enzima + Bagaço 

Filtração Enzima Imobilizada  
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Tabela 2- Delineamento fatorial fracionado 25-1 para imobilização de β-glicosidase de 
soja em bagaço de cana 

Experimentos 
Variáveis codificadas e decodificadas 

x1(X1) x2(X2) x3(X3) x4(X4) x5(X5) 

1 -1(0,5) -1(4,5) -1(70) -1(0,5) 1(6) 

2 1(1,5) -1(4,5) -1(70) -1(0,5) -1(2) 

3 -1(0,5) 1(7,5) -1(70) -1(0,5) -1(2) 

4 1(1,5) 1(7,5) -1(70) -1(0,5) 1(6) 

5 -1(0,5) -1(4,5) 1(150) -1(0,5) -1(2) 

6 1(1,5) -1(4,5) 1(150) -1(0,5) 1(6) 

7 -1(0,5) 1(7,5) 1(150) -1(0,5) 1(6) 

8 1(1,5) 1(7,5) 1(150) -1(0,5) -1(2) 

9 -1(0,5) -1(4,5) -1(70) 1(2,5) -1(2) 

10 1(1,5) -1(4,5) -1(70) 1(2,5) 1(6) 

11 -1(0,5) 1(7,5) -1(70) 1(2,5) 1(6) 

12 1(1,5) 1(7,5) -1(70) 1(2,5) -1(2) 

13 -1(0,5) -1(4,5) 1(150) 1(2,5) 1(6) 

14 1(1,5) -1(4,5) 1(150) 1(2,5) -1(2) 

15 -1(0,5) 1(7,5) 1(150) 1(2,5) -1(2) 

16 1(1,5) 1(7,5) 1(150) 1(2,5) 1(6) 

17 0(1) 0(6) 0(110) 0(1,5) 0(4) 

18 0(1) 0(6) 0(110) 0(1,5) 0(4) 

19 0(1) 0(6) 0(110) 0(1,5) 0(4) 

X1 (proteínas, mg mL-1); X2 (pH); X3 (rpm); X4 (glutaraldeído, %); X5 (tempo de incubação, h) 

 

Para este delineamento, a função resposta Y1 (RI, %) foi expressa conforme 

equação 1. As variáveis independentes e os níveis de variação foram selecionados 

conforme Varavinit, Chaokasem e Shobsngob (2002), Vieira et al. (2011) e Borges 

(2011). O delineamento e a fórmula geral do modelo de superfície de resposta 

(equação 2) foram realizados pelo software Statistica 7.0.  

 
y1= β0 + β1x1 + β2x2 + β3x3 + β4x4 + β5x5 + β12x1x2 + β13x1x3 + β14x1x4 + β15x1x5 + 

β23x2x3 + β24x2x4 + β25x2x5 + β34x3x4 + β35x3x5 + β45x4x5 + ɛ (equação 2) 
 

Onde: 
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y= Função resposta experimental; 

x1, x2, x3, x4 e x5= Níveis codificados das variáveis independentes; 

β= Coeficientes codificados pelo modelo de superfície de resposta; 

ɛ= Resíduo (erro experimental) 

4.4.3 Otimização da Imobilização de β-glicosidase em Bagaço de Cana 

Tratado com NaOH, Autoclavado e Ativado com Glutaraldeído 

Após a análise dos resultados obtidos no primeiro delineamento (item 4.4.2) 

foram fixadas as condições de 1 mg mL-1 de proteínas, 110 rpm e pH 7. Um 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2² foi realizado para avaliar a 

influência das variáveis independentes (X1= tempo de incubação, h e X2= 

glutaraldeído, %) com 4 pontos axiais e 5 repetições do ponto central, totalizando 13 

experimentos (Tabela 3). 

 

Tabela 3- DCCR 2² das variáveis independentes para imobilização de β-glicosidase 
de soja em bagaço de cana 

Experimentos Variáveis codificadas e decodificadas 
 

x1(X1) x2(X2) 

1 -1(4) -1(1,5) 

2 -1(4) 1(3,5) 

3 1(12) -1(1,5) 

4 1(12) 1(3,5) 

5 -1,41(2) 0(2,5) 

6 1,41(14) 0(2,5) 

7 0(8) -1,41(1) 

8 0(8) 1,41(4) 

9 0(8) 0(2,5) 

10 0(8) 0(2,5) 

11 0(8) 0(2,5) 

12 0(8) 0(2,5) 

13 0(8) 0(2,5) 

X1 (tempo de incubação, h) e X2 (glutaraldeído, %) 
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Para este segundo delineamento, a função resposta Y1 (RI, %) foi expressa 

conforme equação 1. O delineamento e a fórmula geral do modelo quadrático de 

superfície de resposta (equação 3) foram realizados pelo software Statistica 7.0.  

 
y1= β0 + β1x1 + β2x2 + β11x1² + β22x2² + β12x1x2 + ɛ (equação 3) 

 

4.5 IMOBILIZAÇÃO DE β-GLICOSIDASE DE COTILÉDONES DE SOJA EM ALGINATO DE SÓDIO  

4.5.1 Imobilização de β-glicosidase de Soja em Esferas de Alginato de Sódio  

          A imobilização de β-glicosidase em esferas de alginato de sódio foi realizada 

pelas metodologias aprisionamento direto, aprisionamento-crosslinking, crosslinking-

aprisionemento e crosslinking-aprisionamento-crosslinking de Su et al. (2010) e 

Zhang et al. (2013) modificados. 

          Para a metodologia de aprisionamento direto foram utilizados 0,54 mL de 

solução de β-glicosidase (1 mg proteínas mL-1 e 9,57 10-3 UA mL-1) misturada com 

9,46 mL de alginato de sódio 3 %. A mistura foi gotejada em CaCl2 50 mM (tampão 

fosfato citrato 50 mM pH 5) com uma seringa para a formação das esferas, 

separadas da solução de CaCl2 por filtração. Para aumentar a estabilidade, as 

esferas foram adicionadas em nova solução de CaCl2 50 mM por 1 h a 4 ºC e       

100 rpm em mesa agitadora (Quimis Q225M), mantidas em repouso por 16 h. 

Posteriormente, foram filtradas, separadas e lavadas três vezes com tampão fosfato 

citrato 50 mM pH 5,0 (Figura 11). 

          No aprisionamento-crosslinking, após aprisionamento direto, as esferas foram 

reticuladas com glutaraldeído a 0,025 %, por 2,5 h. Em seguida, foram separadas e 

lavadas três vezes com tampão fosfato citrato 50 mM pH 5,0 e acondicionadas no 

mesmo tampão a 4 ºC (Figura 11). 

          No crosslinking-aprisionamento foi preparada uma mistura contendo 0,54 mL 

solução de β-glicosidase (1 mg proteínas mL-1 e 9,57 10-3 UA mL-1), 9,46 mL de 

alginato de sódio 3 % e 1,3 mL de glutaraldeído 2,5 %, mantida a 4 ºC e 100 rpm por 

30 min. A mistura final foi usada conforme aprisionamento direto (Figura 11) 

          Para a metodologia crosslinking-aprisionamento-crosslinking foi realizada uma 

combinação dos procedimentos crosslinking-aprisionamento e aprisionamento-

crosslinking (Figura 11).          
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Figura 11- Imobilização da β-glicosidase de soja em esferas de alginato de sódio 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2 Imobilização de β-glicosidase de Soja em Cápsulas de Alginato de Sódio         

          A imobilização de β-glicosidase em cápsulas de alginato de sódio foi realizada 

pelas metodologias adsorção direta, adsorção-crosslinking, crosslinking-adsorção e 

crosslinking-adsorção-crosslinking de Su et al. (2010) e Zhang et al. (2013) 

modificados. 

          Para a metodologia de adsorção direta, 10 mL de alginato de sódio 3 % em 

uma seringa foi gotejado em uma solução de β-glicosidase (1 mg proteínas mL-1 e 

9,57 10-3 UA mL-1) diluída em CaCl2 50 mM para a formação das cápsulas. As 

cápsulas foram agitadas por 1 h a 4 ºC e 100 rpm em mesa agitadora (Quimis 

Q225M), mantidas em repouso por 16 h, filtradas, separadas e lavadas três vezes 

com tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 (Figura 12). 

Solução enzima (atividade 
específica de 9,57 10-3 UA mg-1) 

Alginato de Sódio 3% 
CaCl2 

 50 mM 

 Glutaraldeído 
0,025% 2,5 h 

Aprisionamento-crosslinking  

Crosslinking-aprisionamento  

Crosslinking-aprisionamento- 
Crosslinking  

 Glutaraldeído 
2,5 % 30 min 

CaCl2 50 mM 
Aprisionamento direto  

 Esferas 
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          Na adsorção-crosslinking, após a adsorção direta, as cápsulas foram 

reticuladas com glutaraldeído 0,025 % e 100 rpm por 2,5 h, separadas e lavadas três 

vezes com tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 (Figura 12). 

          No crosslinking-adsorção foi preparada uma mistura contendo 10 mL de 

alginato de sódio 3 %, 1,3 mL de glutaraldeído 2,5 % mantidas a 4 ºC e 100 rpm por 

30 min. Após, o procedimento foi realizado conforme adsorção (Figura 12). 

          Para a metodologia crosslinking-adsorção-crosslinking foi realizada uma 

combinação dos procedimentos crosslinking-adsorção e adsorção-crosslinking 

(Figura 12). 

 

Figura 12- Imobilização da β-glicosidase de soja em cápsulas de alginato de sódio 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.3 Otimização da Imobilização de β-glicosidase de Soja em Cápsulas de 

Alginato de Sódio  

          A metodologia selecionada para avaliar as condições de imobilização foi a 

crosslinking-adsorção-crosslinking (cápsulas). Para avaliar a influência de condições 

no RI foi aplicado um delineamento fatorial completo 24 para testes exploratórios. 
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Foram realizados 16 experimentos e 3 repetições do ponto central com as variáveis 

independentes codificadas (x1, x2, x3 e x4) e as variáveis decodificadas (X1= pH; X2= 

CaCl2, mM; X3= proteínas, mg mL-1; X4= glutaraldeído, %) e seus níveis de variação 

(Tabela 4). 

         

Tabela 4- Delineamento fatorial completo 24 das variáveis independentes para 

imobilização de β-glicosidase de soja em cápsulas de alginato de sódio 

Experimentos 
Variáveis codificadas e decodificadas 

x1(X1) x2(X2) x3(X3) x4(X4) 

1 -1(4) -1(30) -1(1) -1(0,05) 

2 1(6) -1(30) -1(1) -1(0,05) 

3 -1(4) 1(70) -1(1) -1(0,05) 

4 1(6) 1(70) -1(1) -1(0,05) 

5 -1(4) -1(30) 1(2) -1(0,05) 

6 1(6) -1(30) 1(2) -1(0,05) 

7 -1(4) 1(70) 1(2) -1(0,05) 

8 1(6) 1(70) 1(2) -1(0,05) 

9 -1(4) -1(30) -1(1) 1(0,1) 

10 1(6) -1(30) -1(1) 1(0,1) 

11 -1(4) 1(70) -1(1) 1(0,1) 

12 1(6) 1(70) -1(1) 1(0,1) 

13 -1(4) -1(30) 1(2) 1(0,1) 

14 1(6) -1(30) 1(2) 1(0,1) 

15 -1(4) 1(70) 1(2) 1(0,1) 

16 1(6) 1(70) 1(2) 1(0,1) 

17 0(5) 0(50) 0(1,5) 0(0,075) 

18 0(5) 0(50) 0(1,5) 0(0,075) 

19 0(5) 0(50) 0(1,5) 0(0,075) 

X1 (pH); X2 (CaCl2, mM); X3 (proteínas, mg mL-1) e X4 (glutaraldeído, %) 

 

 

Para este delineamento, a função resposta Y1 (RI, %) foi expressa conforme 

equação 1. O delineamento e a fórmula geral do modelo linear de superfície de 

resposta (equação 4) foram realizados pelo software Statistica 7.0.  
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y1= β0 + β1x1 + β2x2 + β3x3 + β4x4 + β12x1x2 + β13x1x3 + β14x1x4 + β23x2x3 + β24x2x4+ 

β34x3x4 + ɛ (equação 4) 

 

Após a análise dos resultados obtidos no delineamento fatorial completo 24 

foram fixadas as condições de 1 mg de proteína e glutaraldeído 0,075 %. Um DCCR 

2² foi realizado para avaliar a influência das variáveis independentes (X1= pH e X2= 

CaCl2, mM) com 4 pontos axiais e 5 repetições do ponto central, totalizando 13 

experimentos (Tabela 5). Para este delineamento, a função resposta Y1 (RI, %) foi 

expressa conforme equação 1 e a fórmula geral do modelo quadrático de superfície 

de resposta foi realizada conforme a equação 3. 

 

Tabela 5- DCCR 2² das variáveis independentes para imobilização de β-glicosidase 

de soja em cápsulas de alginato de sódio 

Experimentos Variáveis codificadas e decodificadas 
 

x1(X1) x2(X2) 

1 -1(4) -1(30) 

2 -1(4) 1(70) 

3 1(6) -1(30) 

4 1(6) 1(70) 

5 -1,41(3,5) 0(50) 

6 1,41(6,5) 0(50) 

7 0(5) -1,41(20) 

8 0(5) 1,41(80) 

9 0(5) 0(50) 

10 0(5) 0(50) 

11 0(5) 0(50) 

12 0(5) 0(50) 

13 0(5) 0(50) 

X1 (pH) e X2 (CaCl2, mM) 
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4.6 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS SUPORTES SEM E COM A ENZIMA IMOBILIZADA 

POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

 

A caracterização morfológica dos suportes utilizados no processo de 

imobilização foi realizada por microscopia eletrônica de varradura (MEV). Os 

bagaços de cana tratados foram secos a 60 ºC em estufa com circulação e 

renovação do ar (Marconi moldelo MA 035). O bagaço de cana tratado com NaOH, 

autoclavado e ativado com glutaraldeído com a enzima imobilizada foi liofilizado.  As 

esferas e cápsulas de alginato de sódio com e sem a enzima imobilizada foram 

acondicionadas em tampão cacodilato 100 mM com 2,7 mL de ácido pícrico 0,56 %, 

glutaraldeído 4 % e fraturadas com nitrogênio líquido. 

 Posteriormente, as amostras foram montadas em fita de carbono em stub 

de alumínio, recobertas com uma camada de ouro de 25 nm (Sputter Coater SDC 

050 - BALTEC), observadas em microscópio eletrônico de varredura operando em 

vácuo sob feixe de elétrons com aceleração de 10 kV (FEI Quanta 200) e obtidas 

três imagens representativas em diferentes pontos de cada amostra analisada. 

 

4.7 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS SUPORTES SEM E COM A ENZIMA IMOBILIZADA POR 

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

           

          Análises de FTIR foram realizadas a fim de caracterizar os suportes e 

confirmar a ligação de β-glicosidase nos mesmos. Medições FTIR foram realizadas 

utilizando paltilhas de KBr (brometo de potássio) em espectrômetro FTIR  (IR 

Prestige-21 Shimadzu, USA). Os espectros FTIR foram adquiridos com resolução 

espectral de 100 scans de 2 cm-1 registadas pelo Software IRSolution 1.60SU2.  

 

4.8 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA DA β-GLICOSIDASE DE COTILÉDONES DE SOJA LIVRE E 

IMOBILIZADA 

4.8.1 Determinação de pH e Temperatura Ótimos 

          A determinação de pH e temperatura ótimos da atividade de β-glicosidase livre 

e imobilizada em suporte foi realizada pelo DCCR 2², incluindo 4 pontos axiais com 5 

repetições do ponto central, totalizando 13 experimentos (Tabela 6). 
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          O pH variou de 3,0–8,0 (tampão fosfato citrato e fosfato de sódio 100 mM) e a 

temperatura de 25–75°C com incubação segundo item 4.2.1. A função resposta Y2 

(atividade de β-glicosidase, UA) apresentou fórmula geral do modelo quadrático de 

superfície de resposta conforme equação 3. 

 

Tabela 6- DCCR 2² das variáveis independentes do pH e temperatura ótimos para 

determinação da atividade de β-glicosidase, UA 

Experimentos Variáveis codificadas e decodificadas 
 

x1(X1) x2(X2) 

1 -1(4) -1(35) 

2 -1(4) 1(65) 

3 1(7) -1(35) 

4 1(7) 1(65) 

5 -1,41(3) 0(50) 

6 1,41(8) 0(50) 

7 0(5,5) -1,41(25) 

8 0(5,5) 1,41(75) 

9 0(5,5) 0(50) 

10 0(5,5) 0(50) 

11 0(5,5) 0(50) 

12 0(5,5) 0(50) 

13 0(5,5) 0(50) 

X1 (pH) e X2 (Temperatura, ºC) 

4.8.2 Determinação da Estabilidade Térmica 

        A β-glicosidase livre, imobilizada em bagaço de cana tratado e cápsulas de 

alginato foram pré-incubadas a 30, 50 e 70 °C na ausência de substrato, em tampão 

fosfato citrato 100 mM, pH 5,5 por 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 220 

e 240 min (GRADE, 2011). Amostras de enzima livre e imobilizada foram retiradas 

do meio de incubação nos intervalos de tempo determinados e analisadas quanto à 

atividade residual de β-glicosidase (%) nas condições ótimas de pH (5,5) e 

temperatura (50 ºC).  
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4.8.3 Determinação de Km e Vmax 

Os valores de Km e Vmax, foram determinados pelo método de Lineweaver-

Burk conforme descrição de Nelson e Cox (2011). Foram preparados tubos 

contendo ρ-NPG de 0,1–20 mM com concentração constante da enzima (8,17 10-3 

UA mL-1). Posteriormente, a atividade de β-glicosidase (UA) foi determinada nas 

condições ótimas de pH (5,5) e temperatura (50 ºC). 

4.8.4 Determinação da Estabilidade Operacional 

          Para determinar a estabilidade operacional da β-glicosidase imobilizada, 0,1 g 

de bagaço de cana e quatro cápsulas de alginato de sódio foram incubados com      

4 mL de ρ-NPG 1 mM consecutivamente e analisados quanto a atividade residual de 

β-glicosidase (%) nas condições ótimas de pH (5,5) e temperatura (50 ºC). 

 

4.9 APLICAÇÃO DE β-GLICOSIDASE IMOBILIZADA EM BAGAÇO DE CANA OU CÁPSULAS DE 

ALGINATO NO EXTRATO DE SOJA 

 

          A aplicação de β-glicosidase imobilizada em extrato comercial de soja foi 

realizada com 0,4 g de bagaço de cana ou 10 cápsulas de alginato de sódio. Para 

cada suporte foram adicionados 10 mL de extrato comercial de soja com tempos de 

contato de 30 a 120 min, nas temperaturas de 25 ºC e 50 °C. O extrato comercial de 

soja sem a β-glicosidase imobilizada foi utilizado como controle. Após os 

experimentos, as amostras foram filtradas para a separação da enzima-suporte, 

liofilizadas e submetidas à análise de isoflavonas por CLUE (Item 4.2.5).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

          Os resultados obtidos estão redigidos na forma de artigo científico e de 

trabalhos apresentados em eventos científicos.  

 

5.1 ARTIGO CIENTÍFICO  
 

          O artigo “Otimização das condições de imobilização de β-glicosidase de soja 

em bagaço de cana-de-açúcar para conversão das isoflavonas β-glicosídicas em 

agliconas” será submetido à revista Food Chemistry.  

 
5.2 ARTIGO CIENTÍFICO  
 

          O artigo “Imobilização de β-glicosidase de soja em esferas e cápsulas de 

alginato de sódio” será submetido à revista Carbohydrate Polymers. 

 

5.3 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTÍFICOS 
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Resumo 

O bagaço de cana-de-açúcar, resíduo agroindustrial, foi utilizado como suporte para 
imobilização de β-glicosidase, propondo um sistema catalítico econômico. A            
β-glicosidase de cotilédones de soja foi obtida por precipitação fracionada com 
sulfato de amônio e imobilizada por ligação covalente em bagaço de cana tratado 
com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeído. As condições de imobilização 
foram otimizadas por metodologia de superfície de resposta e sua aplicação em 
extrato comercial de soja foi avaliada pela determinação de isoflavonas por 
cromatografia líquida de ultra eficiência. O rendimento de imobilização foi de 99 %.  
O pH e temperatura ótimos para atividade de β-glicosidase livre e imobilizada foram 
5,5 a 50 ºC utilizando ρ-nitrofenil-β-D-glucopiranosídeo como substrato. O Km e Vmax 
foram de 0,26 mM e 7,2 µmol min-1 para a β-glicosidase livre e 0,46 mM e 4,37 µmol 
min-1 para imobilizada. O sistema imobilizado foi reutilizado 15 vezes e a 
estabilidade térmica apresentou atividade residual de 15 % em 70 ºC após 180 min. 
O teor total de agliconas em extrato de soja tratado com a β-glicosidase imobilizada 
aumentou 25 % após incubação de 120 min a 50 ºC. 
 

Palavras chave:  
Bagaço de cana-de-açúcar 
Imobilização 
β-glicosidase de soja 
Isoflavonas 
 

1. Introdução 

          O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar para obtenção de 

açúcar e etanol (UNICA, 2014). A produtividade média de cana-de-açúcar para a 

safra 2014/2015 foi 73.569 kg/ha com previsão de 671,69 milhões de toneladas de 

cana moída (CONAB, 2014). Essa atividade sucroalcooleira gera subprodutos como 

o bagaço com produção média de 260 kg por tonelada de cana moída (UNICA, 

2011). Apesar da indústria utilizar este resíduo como fonte de energia, o excedente 

de bagaço atinge 20 % do total gerado, causando problemas ambientais (Teixeira, 

Pires & Nascimento, 2007).  

          Pesquisas são desenvolvidas para utilização desse resíduo como ração 

animal (Teixeira, Pires & Nascimento, 2007), suplementação em meio de cultura de 

microrganismos (Rajagopalan, He & Yang, 2014), produção de cerâmica (Teixeira, 

Magalhães, Arenales, Souza, Romero & Rincón, 2014), adsorvente (Pehlivan, Tran, 

Ouédraogo, Schmidt, Zachmann & Bahadir, 2013), compósitos poliméricos 

(Carvalho Neto et al., 2014) e imobilização de células (Shaharuddin, Muhamad, 

Seng, Zahan & Khairuddin, 2014) e enzimas (Mendes, Castro & Giordano, 2013). 

Além disso, o bagaço de cana-de-açúcar é uma fonte de energia verde com 
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pesquisas e investimentos para produção de etanol de segunda geração (Khuong, 

Kondo, Leon, Anh, Shimizu, & Kamei, 2014). 

          As Isoflavonas são compostos fenólicos, pertencentes ao grupo dos 

flavonóides, encontradas principalmente na soja e derivados. Apresentam quatro 

formas distintas, agliconas, β-glicosídicas, acetilglicosídicas e as formas 

malonilglicosídicas (Kao, Chien & Chen, 2008).    

          Estudos sobre isoflavonas tem atraído atenção devido aos seus potenciais 

benefícios que melhoram a saúde, incluindo atividade anticarcinogênica (Hillman et 

al., 2011), diminuição do colesterol e triglicerídeos sérico, com prevenção de 

doenças cardiovasculares (Rimbach et al., 2008) e efeito estrogênico diminuindo os 

sintomas típicos da menopausa (Piovesan, Simões, Mosquete, Simões, Júnior & 

Baracat, 2004). Essas atividades biológicas das isoflavonas são mais acentuadas 

nas formas agliconas que nas β-glicosídicas (Kao, Chien & Chen, 2008), são 

metabolicamente mais ativas e podem ser absorvidas mais rapidamente e em 

maiores quantidades (Kawakami, Tsurugasaki, Nakamura & Osada, 2005). Estes 

resultados sugeriram que a ingestão de alimentos ricos em agliconas podem ser 

mais eficazes na manutenção da saúde. Entretanto, o teor de agliconas na soja 

corresponde a aproximadamente 2 % (Ribeiro et al., 2007). Assim, técnicas para 

aumentar o teor de isoflavonas agliconas nos alimentos de soja são cada vez mais 

empregadas. 

          As β-glicosidases (β-D-glicosídeo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) podem ser 

utilizadas para hidrolisar as isoflavonas glicosídicas em agliconas, estudos de 

purificação e aplicação em produtos de soja dessas enzimas de fungos (Yang, 

Wang, Yan, Jiang, & Li, 2009) e bactérias (Li, Jiang, Fan & Liu, 2012) têm sido 

relatados. Além disso, a β-glicosidase extraída de cotilédones de soja foi purificada e 

caracterizada por Santos et al. (2013) para hidrólise das isoflavonas β-glicosídicas 

em agliconas. Entretanto, como a utilização da enzima livre é limitada por fatores 

econômicos, a imobilização apresenta uma alternativa viável na indústria de 

alimentos, principalmente, pela possibilidade de reutilização da enzima (Carvalho, 

Canilha & Silva, 2006).         

          Como não existe um único sistema de imobilização, nem um suporte universal 

capaz de garantir resultados adequados para todos os processos, uma vez que há 

diversas variáveis envolvidas que devem ser controladas (Carvalho, Canilha & Silva, 

2006), a metodologia de superfície de resposta (MSR) pode ser adotada para 



65 

 

otimização dos parâmetros nos processos de imobilização. A MSR utiliza 

ferramentas estatísticas e matemáticas para eficiência e economia do processo, 

úteis para o desenvolvimento, melhoria e otimização da resposta de interesse que é 

influenciada por múltiplas variáveis (Calado & Montgomery, 2003).  

          Este estudo teve como objetivo otimizar as condições de imobilização de       

β-glicosidase de soja em bagaço de cana tratado utilizando MSR, realizar a 

caracterização química e morfológica do suporte com e sem enzima imobilizada e 

aplicá-la em extrato aquoso de soja, para obtenção de um produto com maior teor 

de isoflavonas agliconas. 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Material 

          O bagaço de cana-de-açúcar foi obtido de garapeiros. A soja [Glycine max (L.) 

Merrill], BRS 213 safra 2010/2011, fornecida pela Embrapa Soja, Londrina, Paraná, 

Brasil, mantida a 4 ºC ± 2 ºC, foi utilizada para obtenção de β-glicosidase. Para 

determinação da atividade de β-glicosidase foi utilizado o ρ-nitrophenyl-β-D-

glucopyranoside (ρ-NPG) e para determinação de proteínas solúveis, albumina de 

soro bovino (BSA), (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Foi utilizado extrato 

comercial de soja. Para a cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) foram 

utilizados padrões de isoflavonas malonil e acetil conjugados (Wako Puré Chemical 

Industries, Osaka, Japão) e isoflavonas β-glicosídicas e agliconas (Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA). Outros reagentes foram de grau analítico ou HPLC. 

 

2.2. Determinação de Atividade de β-glicosidase 

          A atividade de β-glicosidase livre (1 mL) e imobilizada (0,1 g) foi determinada 

utilizando ρ-NPG 1mM como substrato em tampão fosfato citrato 100 mM, pH 5. A 

reação foi incubada a 30 ºC por 30 min e interrompida com Na2CO3 500 mM. O       

ρ-nitrofenol liberado na reação foi determinado por espectrofotometria a 420 nm 

utilizando uma curva de calibração de ρ-NP (0,016–0,160 µmol), (Matsuura & Obata, 

1993). Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de 

β-glicosidase que libera 1 µmol de ρ-NP min−1, nas condições de ensaio. 
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2.3. Determinação de proteínas solúveis e atividade específica 

          O teor de proteínas solúveis dos extratos e filtrados foi quantificado pelo 

método de Lowry, Rosebrough, Farr & Randall (1951).  

          A atividade específica da β-glicosidase livre e imobilizada foi definida pela 

relação entre unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteínas (UA mg-1 de 

proteínas). 

 

2.4. Tratamento do bagaço de cana 

          A polpa do bagaço de cana in natura foi retirada, cortada, lavada com água 

destilada e seca em estufa (Marconi, MA 035) a 60 ºC. Posteriormente, foi moída e 

sua partícula padronizada em 0,7 mm por tamização. Após, foi lavada com água 

destilada a 60 ºC para retirada de açúcares, acompanhado da determinação de 

açúcares totais na água de lavagem (Dubois Gilles, Hamilton, Rebers & Smith, 

1956). O bagaço obtido foi denominado de B1 (tratado com água 60 ºC) e este foi 

submetido aos tratamentos: ativação com glutaraldeído (B2), NaOH 500 mM por 24 h 

e autoclavado (B3), NaOH 500 mM por 24 h, autoclavado e ativado com 

glutaraldeído (B4), etanol 70 % e autoclavado (B5), etanol 70 %, autoclavado e 

ativado com glutaraldeído (B6). A autoclavavem foi realizada a 121 ºC por 15 min e a 

ativação realizada com glutaraldeído 2,5 %, pH 7 e 70 rpm por 30 min. 

 

2.5. Obtenção da β-glicosidase de soja 

          A β-glicosidase foi extraída da farinha de cotilédones de soja com tampão 

fosfato de sódio 100 mM, pH 6,6 (1:10 p/v) para obtenção do extrato bruto (Matsuura 

& Obata, 1993) que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0–40 % e 40–85 % de 

saturação a 4 °C (Santos et al., 2013). Após diálise das frações, foram determinados 

a atividade de β-glicosidase e teor de proteínas solúveis. A fração denominada de 

P40-85 com maior atividade de β-glicosidase foi utilizada como fonte de enzima livre 

para imobilização em bagaço de cana. 

 

2.6. Caracterização morfológica do bagaço de cana 

Amostras de bagaços de cana in natura, submetidos a diferentes 

tratamentos foram secos e fixados em fita de carbono em stub de alumínio, 

recobertas com uma camada de ouro de 25 nm (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC) 

e observadas em microscópio eletrônico de varredura operando em vácuo sob feixe 
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de elétrons com aceleração de 10 kV (FEI, modelo Quanta 200). Foram obtidas três 

imagens representativas de cada amostra em diferentes pontos.  

 

2.7. Caracterização química do bagaço de cana 

          Para caracterizar os suportes foram realizadas análises por FTIR utilizando 

paltilhas de KBr (brometo de potássio) em espectrômetro FTIR (IR Prestige-21 

Shimadzu, USA). Os espectros FTIR foram obtidos com resolução espectral de 100 

scans de 2 cm-1 registrados pelo Software IRSolution 1.60SU2.  

           

2.8. Composição química da fibra de bagaço de cana 

          Para determinar a composição química da fibra de bagaço de cana após 

tratamento alcalino e térmico foram realizadas análises de cinzas (Association of 

Oficial Analytical Chemists - AOAC, 2006); celulose, lignina e hemicelulose 

determinada por fibra de detergente neutro (FDN) e fibra de detergente ácido (FDA) 

(Van Soest, Robertson & Lewis, 1991). 

 

2.9. Imobilização em bagaço de cana  

          Para a imobilização da β-glicosidase, 1 g de bagaço de cana tratado (B1, B2, 

B3, B4, B5, B6) foi incubado com a enzima livre diluída em tampão fosfato de sódio 

200 mM, pH 7, com atividade específica de 8,17 10-3 UA mg-1. O sistema foi mantido 

a 70 rpm, 4 ºC por 6 h. O rendimento de imobilização (RI) foi expresso como 

(atividade específica da enzima imobilizada/atividade específica da enzima livre) × 

100.  

    

2.9.1 Delineamentos experimentais  

          O bagaço de cana tratado (item 2.4.) que apresentou maior rendimento de 

imobilização foi utilizado para análises exploratórias por delineamento fatorial 

fracionado 25-1. Foi avaliada a influência das variáveis independentes proteínas (0,5–

1,5 mg mL-1), pH (4,5–7,5), rpm (70–150), glutaraldeído (0,5–2,5 %) e tempo de 

incubação (2–6 h) e suas interações na função resposta Y1 (RI, %). Após a análise 

dos resultados obtidos nesse delineamento, as variáveis proteína, pH e rpm foram 

fixadas em 1 mg mL-1, 7 e 110. Para otimizar a imobilização da β-glicosidase foi 

utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 2² para avaliar a 

influência e interação das variáveis independentes tempo de incubação (2–14 h) e 
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glutaraldeído (1–4 %). As funções resposta Y1 e Y2 (RI, %) foi avaliada pelo modelo 

matemático y= β0 + Ʃβixi + Ʃβiixi² + Ʃβiixixj + ɛ (equação 1), onde y (função resposta), 

xixj (variáveis codificadas), β (coeficientes estimados para cada termo do modelo de 

superfície de resposta) e ɛ (erro experimental).  

 

2.10. Efeitos do pH, temperatura e concentração de ρ-NPG na atividade de                

β-glicosidase 

          Para determinação do pH (3–8) e temperatura (25–75 ºC) ótimos foi utilizado 

um DCCR 2², com funções resposta Y3 e Y4 (atividade de β-glicosidase livre e 

imobilizada, UA), avaliada conforme modelo matemático expresso na equação 1. O 

efeito da concentração de ρ-NPG (0,1 a 20 mM) na enzima livre e imobilizada foi 

determinado em pH 5,5 a 50 ºC por 30 min. Os resultados foram expressos em µmol 

de ρ-NP min-1 e os valores de Km e Vmax foram estimados pelo método gráfico de 

Lineweaver-Burk. 

 

2.11. Estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada 

        A estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada foi avaliada pela 

incubação da enzima a 30, 50 e 70 °C em tampão fosfato citrato 100 mM, pH 5,5 em 

diferentes intervalos de tempo (0–240 min). A atividade da β-glicosidase foi medida 

pelo ensaio da atividade residual determinada a 50 ºC por 30 min. 

 

2.12. Reutilização da β-glicosidase imobilizada 

          Para avaliação da reutilização, a β-glicosidase imobilizada em bagaço de cana 

tratado e ativado com glutaraldeído 2,5 % foi utilizada por 15 vezes consecutivas e a 

atividade residual determinada por ρ-NPG 1 mM, pH 5,5 a 50 ºC por 30 min. 

 

2.13. Aplicação de β-glicosidase imobilizada em extrato de soja 

          A β-glicosidase imobilizada foi adicionada ao extrato comercial de soja em 

tempos de contato de 30 a 120 min, em 25 e 50 °C. Como controle, foi utilizado o 

extrato de soja sem a aplicação da enzima imobilizada. Para a extração das 

isoflavonas, os extratos tratados foram liofilizados e desengordurados com hexano 

(1:10, v/v). 
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2.14. Determinação do teor de isoflavonas por cromatografia líquida de ultra 

eficiência (CLUE) 

          Para a extração das isoflavonas, foram utilizados 300 mg de extrato comercial 

de soja liofilizado e desengordurado para a adição de 6 mL de solução extratora 

(água, etanol e acetona, 1:1:1, v/v/v), agitados a cada 15 min por 1 h a 25 °C. Após, 

a mistura foi colocada em banho ultrassônico por 15 min a 25 °C (Yoshiara et al., 

2012). Em seguida, o extrato foi centrifugado (4°C, 794 x g, 15 min; Eppendorf 

centrifuge 5804R, Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante filtrado em membranas 

hidrofílicas de PVDF com 0,22 μm de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore, 

Billerica, MA, USA) e aplicado no Cromatógrafo Líquido de Ultra Eficiência (CLUE).  

          Para a separação e quantificação das isoflavonas por CLUE foi utilizado o 

cromatógrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor 

automático de amostras, bomba quaternária, forno com temperatura controlada de 

35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3. 

A eluição das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC 

BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 μm de diâmetro de partícula; Waters), com fase 

móvel constituída de um sistema gradiente binário, com fase inicial de 90 % de 

solução aquosa de ácido acético pH 3 (solvente A) e 10 % de acetonitrila (solvente 

B). A vazão da fase móvel foi de 0,70 mL min-1 e detector com arranjo de diodos 

(DAD-Waters), ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. A identificação e 

quantificação de cada forma química de isoflavona nos cromatogramas foi realizada 

por comparação dos espectros de absorção e integração das áreas dos picos com 

padronização externa (área x concentração) utilizando padrões individuais de 

isoflavonas. O teor de isoflavonas foi expresso por µg mL-1 de extrato de soja. 

 

2.15. Análises estatísticas 

          As análises estatísticas foram realizadas pelo software STATISTICA 7.0. Após 

a análise das funções resposta (Y1; Y2; Y3 e Y4) a análise de variância (ANOVA) da 

regressão, coeficientes de determinação (R²), superfície de resposta e parâmetros 

de desejabilidade foram gerados. 

          O teste de Tukey, nível de significância de 5 %, foi utilizado para comparação 

de médias (triplicata) da imobilização da β-glicosidase em bagaços tratados e 

isoflavonas. 
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3. Resultados e Discussão 

3.1. Caracterização morfológica dos bagaços de cana submetidos a diferentes 

tratamentos 

          Microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada para caracterização 

mosfológica bagaço de cana in natura, bagaços tratados com água 60 ºC, etanol     

70 % e autoclavado, NaOH e autoclavado. As amostras de bagaços de cana 

tratados apresentaram diferenças morfológicas em relação ao bagaço in natura 

(Figura 1). A morfologia do bagaço de cana in natura caracteriza-se por apresentar 

formas reticuladas com saliências e reentrâncias organizadas (Figura 1a). Estas 

características também foram relatadas por Fávaro, Ganzerli, Carvalho Neto, Silva & 

Radovanovic. (2010) e Carvalho Neto et al. (2014). A morfologia dos bagaços de 

cana tratados com água (Figura 1b) e com etanol 70 % e autoclavado (Figura 1c) 

não diferiram de forma acentuada do bagaço de cana in natura.  

          O bagaço tratado com NaOH e autoclavado apresentou modificações 

morfológicas com desestruturação da macroestrutura do bagaço e do complexo 

lignina-hemicelulose-celulose e visualização de fibras de celulose (Figura 1d). Pires, 

Reis, Carvalho, Siqueira & Bernardes (2006) relataram a desestruturação do bagaço 

tratado com NaOH e Castanón-Rodríguez, Torrestiana-Sánchez, Montero-Lagunes, 

Portilla-Arias, Ramírez de Leónc & Aguilar-Uscanga (2013) observaram essa 

desestruturação do bagaço com tratamento ácido e alcalino. 

          O bagaço tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeído 2,5 % 

(Figura 2a) não apresentou modificação aparente da fibra em relação ao bagaço 

tratado sem ativação (Figura 1d). Após o processo de imobilização da β-glicosidase 

nesse suporte tratado e ativado, observam-se aglomerados, indicando a possível 

imobilização da enzima destacados com setas pretas (Figura 2b). Chen, Lo, Liu, Yu, 

Chou & Cheng (2013) e Chen, Lo, Su, Chou & Cheng (2012) relataram a presença 

de aglomerados de β-glicosidase purificada de Aspergillus niger imobilizada em 

borra de café e microesferas de vidro. 

 

3.2. Caracterização química dos bagaços de cana  

          Os espectros de FTIR dos bagaços de cana-de-açúcar estão apresentados na 

Figura 3. Há evidências de que ocorreram mudanças nos grupamentos químicos das 

fibras de bagaço in natura e tratadas. Verifica-se a presença de bandas em 1725   

cm-1 e 1240 cm-1 nas fibras do bagaço in natura, lavado com água a 60 ºC e tratado 
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com etanol e autoclavado (Figura 3a, b, c). Estas bandas são referentes ao 

estiramento C=O e C-O-C, características de lignina e hemicelulose presente nestes 

bagaços. No espectro de FTIR do bagaço tratado com NaOH e autoclavado 

observa-se o desaparecimento destas bandas (Figura 3d). Este resultado evidencia 

a remoção parcial de lignina e hemicelulose com o tratamento alcalino e térmico 

(Tabela 1). Fávaro et al. (2010) e Carvalho Neto et al. (2014) também observaram o 

desaparecimento de bandas características de lignina e hemicelulose em bagaço de 

cana-de-açúcar tratado com NaOH.  

          No espectro de FTIR do bagaço de cana tratado com NaOH e ativado com 

glutaraldeído (Figura 3e) não se observa modificações químicas relevantes na 

estrutura, em relação ao bagaço tratado e não ativado (Figura 3d). O bagaço tratado 

contendo a β-glicosidase imobilizada resultou em um espectro (Figura 3f) com 

bandas em 1656 cm-1 e 1460 cm-1 que podem indicar a presença de amidas I e II 

associadas com o estiramento e vibração de C=O e de N-H e C-N, respectivamente. 

Segundo Serefoglou et al. (2008) e Zhou, Pan, Wei, Wang & Liu (2013) bandas no 

intervalo de 1412 cm-1 a 1660 cm-1 são atribuídas às vibrações de grupamentos 

amida de peptídios característicos de β-glicosidase. Portanto, confirma-se a 

imobilização de β-glicosidase de soja em bagaço de cana tratado com NaOH, 

autoclavado e ativado com glutaraldeído. 

 

3.3. Composição química da fibra do bagaço de cana tratado com NaOH e autoclave 

          Para confirmar da desestruturação do bagaço de cana tratado com NaOH e 

autoclave foram realizadas análises de composição química da fibra (Tabela 1). O 

tratamento do bagaço de cana com NaOH e NaOH autoclavado promoveu uma 

redução significativa (p≤0,05) no teor de lignina e hemicelulose de 3,5 vezes e 2 

vezes. A autoclavagem influenciou na redução de hemicelulose e não diferiu 

significativamente (p≥0,05) no teor de lignina. Resultados semelhantes foram 

observados por Pires et al. (2006) e Khuong et al. (2014). O teor de cinzas não 

apresentou variação significativa (p≥0,05) e o teor de celulose aumentou em 1,62 

vezes com os tratamentos.  

          A associação da celulose, lignina e hemicelulose presentes no bagaço de 

cana limita a sua utilização como suporte para imobilização de enzima, uma vez que 

reduz a área de contato devido ao elevado grau de complexidade da estrutura da 

fibra (Khuong et al., 2014). Portanto, a redução desses componentes ocorrida no 
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tratamento alcalino e térmico, possibilitou uma maior interação enzima-substrato 

resultando rendimentos de imobilização superiores (Tabela 2). 

 

3.4. Imobilização de β-glicosidase  

3.4.1. Rendimentos de imobilização de β-glicosidase em bagaços de cana tratados 

Os rendimentos de imobilização (RI) de β-glicosidase de soja em bagaços de 

cana submetidos a tratamentos químico e térmico variaram de 62 % a 98 % (Tabela 

2). O RI para o tratamento B4, foi em média 1,5 vezes superior (p≤0,05) ao 

tratamento B1. Portanto, o tratamento alcalino (NaOH) e térmico (autoclave) do 

bagaço aumentou a interação da enzima com o suporte aumentando o rendimento 

de imobilização. O menor RI foi observado no B5, em média 1,17 vezes inferior 

(p≤0,05) ao B1. Os RI para os tratamentos B2, B3 e B6 não diferiram 

significativamente entre si (p≥0,05).  

A ativação dos suportes com glutaraldeído (B2, B4 e B6) aumentou 

significativamente (p≤0,05) o rendimento de imobilização em média de 1,2; 1,2 e 1,5 

em relação aos suportes não ativados (Tabela 2). Su, Xia, Gao, Dai & Zhang (2010) 

e Zhang et al. (2013) observaram aumento de 2 e 2,8 vezes na atividade de            

β-glicosidase purificada de Aspergillus niger imobilizada em alginato de sódio 

ativado com glutaraldeído.  

A concentração de proteínas no extrato de enzima utilizado para imobilização 

(0,7 mg mL-1 e 1,4 mg mL-1) não influenciou significativamente (p≥0,05) o RI em 

todos os tratamentos do bagaço de cana.  

 

3.4.2. Otimização da imobilização em bagaços de cana  tratado 

          A partir da definição das condições de tratamento do bagaço de cana (B4), as 

condições de imobilização de β-glicosidase neste suporte foram exploradas por um 

delineamento fatorial fracionado 25-1. A análise de regressão e ANOVA para a 

função resposta (Y1= RI, %) e o efeito das variáveis X1 (proteína: 0,5–1,5 mg mL-1), 

X2 (pH: 4,5–7,5), X3 (rpm: 70–150), X4 (glutaraldeído: 0,5–2,5 %) e X5 (tempo de 

incubação: 2–6 h) foram observadas. As variáveis X1 e X3 e as interações X1X3, X1X5, 

X2X5, X3X4 e X3X5 não foram significativas e o coeficiente de determinação (R²) foi 

0,76 (Tabela 3). Os resultados da análise exploratória indicaram que o teor de 

proteínas (X1) e rpm (X3) não foram significativos e que o pH (X2) apresentou efeito 
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positivo e significativo (p≤0,05), (equação 2). y1 = 1,39 + 4,86x2 + 23,73x4 + 6,90x5 + 

3,08x1x2 - 4,12x1x4 + 0,04x2x3 -1,79x2x4 - 0,84x4x5 (equação 2).  

          O RI da β-glicosidase de soja em bagaço de cana variou de 44 % a 99 %, 

sendo máximo nos pontos centrais, condições: X1= 1 mg mL-1 de proteínas, X2=     

pH 6, X3= 110 rpm, X4= glutaraldeído 1,5 % e X5= 4 horas de incubação. 

Considerando que as variáveis X1 (proteína, mg mL-1) e X3 (rpm) não apresentaram 

efeitos significativos no RI, foram fixadas em 1 mg de proteína mL-1 e 110 rpm. O pH 

foi fixado em 7 devido a maior estabilidade de tamponamento e eficiência 

observadas em testes preliminares de imobilização em bagaços tratados e em pH 

superior a 8, houve interferências nos resultados de imobilização de β-glicosidase de 

soja (dados não apresentados). Foi realizado um DCCR 2² que avaliou a influência 

das variáveis tempo de incubação, h (X1) e glutaraldeído, % (X2). A análise de 

regressão e Anova (Tabela 3) para a função resposta (Y2= RI, %) indicaram efeitos 

linear e quadrático positivos e significativos (p≤0,05), (equação 3). y2 = 17,85 + 

12,05x1 - 0,61x2 + 29,12x1² - 6,06x2² - 0,65x1x2  (Equação 3).  

          A falta de ajuste do modelo (equação 3) foi significativa, entretanto, o R² de 

0,92 indicou que 92 % dos dados experimentais foram explicados adequadamente 

ao modelo proposto e assim, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos. Foi 

realizada a construção da superfície de resposta e o perfil de desejabilidade. A 

região ótima para maior RI da β-glicosidase de soja em bagaço tratado e ativado foi 

para intervalo de 6–12 h de incubação e glutaraldeído de 1–3 % (Figura 4a), os 

parâmetros de desejabilidade, com maior RI (97 %) foram obtidos com 8 h de 

incubação e glutaraldeído de 2,5 % (Figura 4b), correspondendo ao RI obtido nos 

pontos centrais. Portanto, não houve necessidade de validação do modelo 

matemático.  

          Na Tabela 4, o RI de β-glicosidase de soja em bagaço de cana variou de 70 % 

a 99 % e foi maior nos experimentos dos pontos centrais (experimentos: 9–13) e 

também no experimento 3. A interação negativa entre tempo de incubação, h e 

glutaraldeído, % foi confirmada neste experimento 3, onde um maior tempo de 

incubação (1) e menor concentração de glutaraldeído (-1) resultou em maior RI. 

          Até o momento não foram publicados dados sobre imobilização de β-

glicosidase de cotilédones de soja em bagaço de cana-de-açúcar. Este suporte 

submetido a diferentes tratamentos foi utilizado para imobilização de α-amilase de 

Bacillus licheneformis e lipase de Thermomyces lanuginosus com rendimento de 
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imobilização que variaram de 40 % a 79 % (Varavinit, Chaokasema & Shobsngob, 

2002; Mendes, Castro & Giordano, 2013). 

 

3.5. pH e temperatura ótimos da β-glicosidase livre e imobilizada   

          A influência do pH e temperatura na atividade da β-glicosidase livre e 

imobilizada foi analisada pelo DCCR 2². A análise de regressão e ANOVA (Tabela 3) 

para função resposta (Y3 e Y4= atividade de β-glicosidase livre e imobilizada, UA) 

indicaram efeitos das variáveis X1 (pH: 3–8) e X2 (temperatura: 25–75 ºC) linear e 

quadrático, positivos e significativos (p≤0,05) e a interação X1X2 apresentou efeito 

positivo e significativo (p≤0,05) para a enzima livre (equação 4a) e imobilizada 

(equação 4b). 

y3= - 46,04 + 12,20x1 - 1,29x1² + 0,95x2 - 0,012x2² + 0,035x1x2 (equação 4a)  

y4= - 43,92 + 11,44x1 - 1,17x1² + 0,88x2 - 0,011x2² + 0,025x1x2 (equação 4b)  

           A falta de ajuste dos modelos (equações 4a, b) foi significativa. Entretanto, o 

R² foi de 0,96 (equação 4a) e 0,97 (equação 4b), indicando que 96 % e 97 % dos 

dados experimentais foram explicados adequadamente aos modelos propostos e 

assim, os modelos podem ser utilizados para fins preditivos. Foi realizada a 

construção das superfícies de resposta e perfis de desejabilidade. A região ótima 

para obtenção de maior atividade de β-glicosidase de soja livre e imobilizada foi para 

intervalo de pH 4–6 e temperatura de 30–60 ºC (Figuras 4c, e), os parâmetros de 

desejabilidade, com maior atividade da β-glicosidase livre e Imobilizada (3,69 UA   

10-3 e 4,47 UA 10-3) foram obtidos em pH 5,5 a 50 ºC (Figuras 4d, f), 

correspondendo à atividade da enzima obtida nos pontos centrais. Portanto, não 

houve necessidade de validação do modelo matemático. 

          O pH ótimo de 5,5 pode ser devido ao envolvimento de dois ácidos 

carboxílicos na atividade catalítica da β-glicosidase que deve estar desprotonada 

para exercer sua função e isto ocorre com maior facilidade quando o meio encontra-

se menos ácido (Nam, Sung & Hwang, 2010). Su et al. (2010) avaliaram a               

β-glicosidase purificada de Aspergillus niger livre e imobilizada em alginato de sódio 

e observaram temperatura ótima de 55 ºC e 45 ºC, respectivamente. O pH ótimo de 

6 foi observado para enzima livre e imobilizada.  
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3.6. Determinação de Km e Vmax  

          A velocidade de reação da β-glicosidase livre e imobilizada foi determinada 

em função da concentração do substrato sintético ρ-NPG em pH 5,5 a 50°C (Figura 

5a). Os valores das constantes cinéticas da β-glicosidase livre e imobilizada foram 

Km de 0,26 mM e 0,46 mM e Vmax de 7,2 µmol de ρ-NP min-1
 e 4,37 µmol de ρ-NP 

min-1. Estes resultados indicaram uma redução de afinidade da β-glicosidase 

imobilizada pelo substrato ρ-NPG, em relação à enzima livre. Esta diferença de 

afinidade pode estar relacionada com os microambientes gerados pela interação 

enzima-suporte, promovendo mudanças conformacionais que afetam a função 

catalítica (Simões, Mori, Faria & Castro, 2011). 

 

3.7. Estabilidade térmica e reutilizações da β-glicosidase imobilizada 

          A estabilidade térmica de β-glicosidase livre e imobilizada foi investigada após 

manutenção da enzima em diferentes tempos e temperaturas de incubação em pH 

5,5 (Figura 5b). A enzima livre e imobilizada apresentaram estabilidade térmica a    

30 ºC, com redução de 16 % e 5 % de atividade após 240 min de incubação. Em    

50 ºC a enzima livre e imobilizada apresentaram redução de 78 % e 15 % de 

atividade em 60 min de incubação e após 240 min, a enzima imobilizada manteve  

37 % da atividade inicial, enquanto a livre 6 %. Em 70 ºC, a enzima livre não 

apresentou atividade após 20 min, enquanto a enzima imobilizada manteve 15 % de 

atividade após 180 min de incubação. 

          A redução de atividade da enzima livre foi superior a da enzima imobilizada, 

indicando que a imobilização favoreceu maior estabilidade térmica em relação à 

enzima livre. Segundo Wang, Su, Qi, Zhang & He (2010) a estabilidade térmica 

elevada em sistemas imobilizados pode ser explicada pelo aumento da rigidez da 

enzima, com preservação de sua estrutura terciária e conformacional em diferentes 

ambientes. 

          A reutilização da β-glicosidase imobilizada em bagaço de cana foi analisada 

por 15 vezes, com sua aplicação sucessiva em ρ-NPG. Na Figura 5c observa-se o 

comportamento de atividade a cada reutilização. Após 4 reutilizações, a enzima 

imobilizada manteve 84 % de sua atividade. Em 15 reutilizações a enzima 

imobilizada apresentou 13 % de sua atividade inicial. 
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3.8. Aplicação da β-glicosidase imobilizada em bagaço de cana em extrato comercial 

de soja 

          As formas de isoflavonas do extrato comercial de soja foram quantificadas por 

CLUE (Tabela 5) e seu teor foi 132,1 µg mL-1 das formas β-glicosídicas, 23,8 µg mL-1 

das malonil glicosídicas e 5,6 µg mL-1 das agliconas. As formas acetil glicosídicas, 

malonil glicitina, glicitina, gliciteína e daidzeína não foram detectadas. O teor de 

isoflavonas agliconas (genisteína) aumentou 17,9 % e 25 % (p≤0,05) após a 

aplicação da β-glicosidase de soja imobilizada em bagaço de cana-de-açúcar (0,003 

UA) no extrato comercial de soja, incubados a 25 ºC e 50 ºC por 120 min. Estes 

resultados foram superiores significativamente (p≤0,05) em relação aos tempos de 

incubação de 30 e 60 min. Estes resultados de conversão de β-glicosídios em 

agliconas pode ter sido influenciado negativamente pelo pH do extrato comercial de 

soja (7,2). Considerando que o pH ótimo da enzima imobilizada em bagaço de cana 

foi 5,5. 

          A taxa de conversão de isoflavonas obtida neste trabalho diferiu dos 

resultados apresentados na literatura. Handa, Couto, Vicensoti, Georgetti & Ida 

(2014) obtiveram um aumento de 2,6 a 3,5 vezes no teor de agliconas em extratos 

de isoflavonas tratados com extratos de β-glicosidase de Monascus purpureus (0,4 

UA) e Aspergillus oryzae (0,4 UA). Chen et al. (2013) e Chen et al. (2012) aplicaram 

a β-glicosidase purificada de Aspergillus niger imobilizada em borra de café (0,62 

UA) e microesferas de vidro (0,74 UA) no extrato de soja preta e observaram um 

aumento de 4 vezes no teor de agliconas. Yang et al. (2009) obtiveram um aumento 

de 10 vezes e 4,9 vezes no teor de agliconas quando aplicaram a β-glicosidase 

purificada de Paecilomyces thermophila (0,02 U) e amêndoas (0,02 U) no extrato de 

soja. 

          Porém, as diferenças observadas entre os trabalhos podem ser atribuídas às 

fontes da enzima, microbiana ou vegetal e às condições de purificação e 

imobilização. A atividade da enzima livre ou imobilizada é um fator importante na 

eficiência de conversão das isoflavonas glicosídicas em agliconas. Assim, a 

aplicação da β-glicosidase imobilizada em bagaço de cana no extrato comercial de 

soja foi eficiente e superior na conversão de isoflavonas em relação aos dados 

observados na literatura. 
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4. Conclusão 

           A otimização da imobilização da β-glicosidase de cotilédones de soja em 

bagaço de cana-de-açúcar tratado com NaOH, autoclavado e ativado com 

glutaraldeído foi eficiente e confirmada por MSR. As condições de imobilização para 

maior rendimento foram 1 mg de proteína mL-1, pH 7, 110 rpm em 8 h de incubação 

e glutaraldeído de 2,5 %. A estabilidade térmica da enzima imobilizada foi superior a 

enzima livre, sendo possível reutilizá-la 4 vezes sem perda drástica de atividade e 

ocorreu redução de afinidade da enzima imobilizada pelo substrato ρ-NPG. A 

utilização de bagaço de cana-de-açúcar, um resíduo da agroindústria, como suporte 

de imobilização de enzima foi eficiente e fornece um sistema econômico e seguro 

para aplicação na indústria de alimentos. 
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Figura 1- Micrografias dos bagaços de cana-de-açúcar in natura (a), tratados com 

água 60 ºC (b), etanol 70% e autoclavado (c) e NaOH 500 mM e autoclavado (d).  

 

  

Figura 2- Micrografias do bagaço de cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado 

com glutaraldeído 2,5 % (a) e com a β-glicosidase imobilizada (b). 
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Figura 3-  Espectros de FTIR dos bagaços de cana in natura (a), tratados com água 

a 60 ºC (b), etanol 70 % e autoclavado (c), NaOH 500 mM e autoclavado (d), NaOH 

500 mM, autoclavado e ativado com glutaraldeído 2,5 % (e), NaOH 500 mM, 

autoclavado, ativado com glutaraldeído 2,5 % e com a β-glicosidase imobilizada (f). 

 

Tabela 1- Composição química da fibra do bagaço de cana  

Tratamentos 

 

Celulose 

(%) 

Lignina  

(%) 

Hemicelulose 

(%) 

Cinzas  

(%) 

Bagaço lavado 45,6 C 5,6 A 42,6 A 0,79 A 

Bagaço NaOH 59,5 B 1,9 B 34,5 B 0,66 A 

Bagaço NaOH + autoclave 74,0 A 1,6 B 21,6 C 0,61 A 

Teste de Tukey 5 % com CV= 1,6 %. Média das triplicatas seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem 
significativamente entre si. 
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Tabela 2- Rendimento de imobilização de β-glicosidase de soja em bagaços de cana 

submetidos a tratamentos químico e térmico 

Tratamentos 

 

Proteínas 

(0,7 mg mL-1) 

Proteínas 

(1,4 mg mL-1) 

RI  

(%) 

RI 

(%) 

B1 Água 60ºC 66 Ac 62 Ac 

B2 Água 60ºC+Glutaraldeído 2,5 % 77 Ab 80 Ab 

B3 NaOH 500 mM+ autoclave 79 Ab 81 Ab 

B4 NaOH 500 mM+autoclave+Glutaraldeído 2,5 % 98 Aa 97 Aa 

B5 Etanol 70 %+autoclave  56 Ad 53 Ad 

B6 Etanol 70 %+autoclave+Glutaraldeído 2,5 % 82 Ab 83 Ab 

B: 1 g de bagaço de cana; condições de autoclave 121 ºC por 15 min; Teste de Tukey 5 % com CV= 6,14 %; RI= 
Rendimento de Imobilização (Atividade específica da enzima imobilizada/Atividade específica da enzima livre × 
100); Média de RI, seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem significativamente entre si na mesma linha 
(p≥0,05); Média de RI, seguidas de letras minúsculas iguais não diferem significativamente entre si na mesma 
coluna (p≥0,05). 
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Tabela 3- ANOVA para rendimento de imobilização e atividade de β-glicosidase livre 

e imobilizada em bagaço de cana 

Fontes de Variação SQ GL QM F-valor p-valor 

Delineamento 25-1 (Y1= rendimento de imobilização - RI, %) 

X2 pH 3277,562 1 3277,562 3277,562 0,000305 

X4 Glutaraldeído 248,062 1 248,062 248,062 0,004007 

X5 Tempo 1242,562 1 1242,562 1242,562 0,000804 

X1X2 (Proteína+pH) 85,562 1 85,562 85,562 0,011486 

X1X4(Proteína+Glutaraldeído) 68,063 1 68,063 68,063 0,014376 

X2X3(pH+rpm) 105,062 1 105,062 105,062 0,009384 

X2X4(pH+Glutaraldeído) 115,563 1 115,563 115,563 0,008543 

X4X5(Glutaraldeído+tempo) 45,563 1 45,563 45,563 0,021251 

Lack of fit 1683,247 1 1683,247 1683,247 0,000594 

Erro puro 2,000 2    

Total SQ 6909 18    

R²= 0,76      

DCCR 22 (Y2= rendimento de imobilização - RI, %) 

X1 Tempo (L) 56,941 1 56,941 56,941 0,001652 

X1 Tempo (Q) 801,808 1 801,808 801,808 0,000009 

X2 Glutaraldeído (L) 324,265 1 324,265 324,265 0,000056 

X2 Glutaraldeído (Q) 304,257 1 304,257 304,257 0,000063 

X1X2 (Tempo+Glutaraldeído)  25,000 1 25,000 25,000 0,007490 

Lack of fit 120,585 3 40,195 40,195 0,01912 

Erro puro 4,000 4    

Total SQ 1488,923 12    

R²= 0,92      

DCCR 22 (Y3= atividade β-glicosidase livre, UA)  

X1 pH (L) 0,79 1 0,79 163,40 0,0002 

X1 pH (Q) 97,76 1 97,76 20282,32 0,0000 

X2 Temperatura (L) 9,30 1 9,30 1929,36 0,0000 
X2 Temperatura (Q) 85,64 1 85,64 17766,96 0,0000 
X1X2 (pH+ Temperatura)  2,50 1 2,50 517,93 0,0001 
Lack of fit 5,78 3 1,93 399,63 0,0002 
Erro puro 0,019 4 0,005   
Total SQ 165,95 12    
R²= 0,96      
DCCR 22 (Y4= atividade de β-glicosidase imobilizada, UA) 
X1 pH (L) 0,77 1 0,77 189,30 0,0002 
X1 pH (Q) 80,96 1 80,96 19989,69 0,0000 
X2 Temperatura (L) 6,22 1 6,22 1536,02 0,0000 
X2 Temperatura (Q) 68,12 1 68,12 16820,22 0,0000 
X1x2 (pH+ Temperatura)  1,25 1 1,25 309,73 0,0001 
Lack of fit 3,74 3 1,25 307,56 0,0001 
Erro puro 0,016 4 0,004   
Total SQ 132,0 12    
R²= 0,97      
Parâmetros significativos (p≤0,05). 
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Figura 4-  Superfícies de resposta e parâmetros de desejabilidade em função do 

tempo (h) e glutaraldeído (%) para RI (a), (b) e em função da temperatura e pH para 

determinação da atividade de β-glicosidase livre (c), (d) e imobilizada em bagaço de 

cana tratado e ativado (e), (f). 
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Tabela 4- DCCR 2² para imobilização de β-glicosidase de soja em bagaço de cana e 

função resposta Y2 (RI, %) 

X1 (tempo de incubação, h); X2 (glutaraldeído, %) e Y2 (rendimento de imobilização – RI, %) = Atividade 
específica da enzima imobilizada/Atividade específica da enzima livre × 100). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Experimentos 

Variáveis codificadas e decodificadas  Função resposta 

x1 (X1) x2 (X2)  Y2 

1 -1(4) -1(1,5)  86 

2 -1(4) 1(3,5)  76 

3 1(12) -1(1,5)  99 

4 1(12) 1(3,5)  79 

5 -1,41(2) 0(2,5)  70 

6 1,41(14) 0(2,5)  74 

7 0(8) -1,41(1)  88 

8 0(8) 1,41(4)  73 

9 0(8) 0(2,5)  96 

10 0(8) 0(2,5)  98 

11 0(8) 0(2,5)  96 

12 0(8) 0(2,5)  97 

13 0(8) 0(2,5)  98 
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Figura 5- Efeito do ρ-NPG na atividade da enzima livre e imobilizada em bagaço de 

cana (a). Estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada em pH 5,5 (b) e 

reutilização da enzima imobilizada utilizando como substrato o ρ-NPG em pH 5,5,   

50 ºC por 30 min  

(a) 

(b) 

(c) 
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Tabela 5- Teor de isoflavonas (µg mL-1) em extrato de soja comercial sem e com β-

glicosidase imobilizada em bagaço de cana ativada com glutaraldeído 2,5 % 

Isoflavonas µg mL-1 Controle 

 Tratamentos 

min/25 ºC  min/50 ºC 

30 60 120  30 60 120 

Daidzina 52,73 A 48,46B 48,00 B 48,17 B  48,45 B 47,94 B 48,21 B 

Genistina 79,42 A 67,70B 66,64 B 66,31 B  67,23 B 66,76 B 66,69 B 

Malonil daidzina 12,75 B 12,74B 12,79 B 13,03 A  13,00 A 12,97 A 13,05 A 

Malonil genistina 11,04 A 9,53B 9,50 B 9,00 C  9,55 B 9,52 B 8,98 C 

Genisteína 5,60 D 6,09C 6,16 C 6,60 B  6,28 BC 6,62 B 7,00 A 

Total agliconas 5,60 6,09 6,16 6,60  6,28 6,62 7,00 

Total 161,84 A 144,52 B 143,09 B 143,11 B  144,51 B 143,81 B 143,93 B 

Teste de Tukey 5 % com CV= 1,9 %. Média das triplicatas seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem 
significativamente entre si na mesma linha (p≥0,05). 
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5.2 ARTIGO CIENTÍFICO  

 

 

          O artigo “Imobilização de β-glicosidase de soja em esferas e cápsulas de 

alginato de sódio” será submetido à revista Carbohydrate Polymers.  
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Resumo 

A β-glicosidase de cotilédones de soja foi obtida por precipitação fracionada com 
sulfato de amônio e imobilizada em esferas e cápsulas de alginato de sódio. A 
imobilização da enzima em cápsulas apresentou maior rendimento de imobilização. 
As condições para imobilização da enzima em cápsulas de alginato de sódio pelo 
método crosslinking-adsorção-crosslinking foram otimizadas por metodologia de 
superfície de resposta e sua aplicação em extrato comercial de soja foi avaliada pela 
determinação de isoflavonas por cromatografia líquida de ultra eficiência. O 
rendimento de imobilização foi de 96 %. As condições ótimas para atividade de β-
glicosidase livre e imobilizada foram pH 5,5 a 50 ºC utilizando ρ-nitrophenyl-β-D-
glucopyranoside como um substrato. O Km e Vmax foram de 0,26 mM e 7,2 µmol min-1 
para β-glicosidase livre e 0,48 mM e 1,39 µmol min-1 para a imobilizada. O sistema 
foi reutilizado 3 vezes e a estabilidade térmica da enzima imobilizada foi superior a 
da enzima livre. A aplicação da β-glicosidase imobilizada em extrato comercial de 
soja a 50 ºC por 120 min aumentou o teor de agliconas totais em 37,5 %. 
 

Palavras chave:  
Imobilização 
β-glicosidase de soja 
Alginato de sódio 
Isoflavonas 
 

1. Introdução 

          As β-glicosidases (β-D-glicosídeo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) formam um 

grupo heterogêneo de enzimas que hidrolisam a ligação β-glicosídica de 

oligossacarídeos e outros conjugados glicosídicos. São um grupo relevante de 

enzimas devido a diversidade de papéis biológicos em que estão envolvidas e suas 

generalizadas ocorrências em todos os tipos de organismos vivos (Bhatia, Mishra, & 

Bisaria, 2002). As β-glicosidases tem recebido atenção devido às suas potenciais 

aplicações em diversas áreas industriais, tais como indústrias de alimentos, rações, 

têxteis, detergentes, produtos farmacêuticos e bioetanol (Bhatia et al., 2002; Zhou et 

al., 2012). 

          As isoflavonas são compostos fenólicos, pertencentes ao grupo dos 

flavonóides, encontradas principalmente em soja, são substratos importantes da      

β-glicosidase, realiza hidrolise das isoflavonas β-glicosídicas (genistina, daidzina e 

glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteína, daidzeína e gliciteína) 

consideradas mais benéficas para a saúde humana (Kao, Chien & Chen, 2008), 

pois, são metabolicamente mais ativas e podem ser absorvidas mais rapidamente 

em maiores quantidades (Kawakami, Tsurugasaki, Nakamura & Osada, 2005). 

Dentre as atividades biológicas das isoflavonas destacam-se ação anticarcinogênica 
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(Hillman et al., 2011), redução dos níveis de colesterol e triacigliceróis séricos, com 

prevenção de doenças cardiovasculares (Rimbach et al., 2008), efeito estrogênico 

diminuindo os sintomas típicos da menopausa (Piovesan, Simões, Mosquete, 

Simões, Júnior & Baracat, 2004) e melhora no cabelo, estado da pele, humor, libido, 

sono e cansaço (Lipovac et al., 2011).   

          Considerando o teor de agliconas na soja de aproximadamente 2 % (Ribeiro et 

al., 2007), a aplicação da β-glicosidase em produtos de soja pode ser empregada 

para aumentar o teor das mesmas, entretanto, para a indústria a utilização de 

enzima livre apresenta alto custo. Dessa forma, a imobilização de enzimas é uma 

alternativa para viabilizar a sua utilização, melhorando a eficiência de processos 

biotecnológicos, reduzindo os custos de produção (Canilha, Carvalho, Almeida & 

Silva, 2006) por aumentar a estabilidade e facilitar a separação do produto de 

reação (Su, Xia, Gao, Dai & Zhang, 2010). 

          O alginato é um biopolímero aniônico contendo resíduos de ácido                  

β-D-manurônico (M) unidos por ligações tipo (1→4) e resíduos de seu epímero, ácido 

α-L-gulurônico (G), em várias proporções. É uma das matrizes biopoliméricas mais 

utilizadas nos processos de imobilização, devido sua biodegradabilidade, 

biocompatibilidade, simplicidade estrutural e capacidade para formar géis de três 

dimensões na presença de cálcio em soluções aquosas (Alipour, Montaseri & 

Tafaghod, 2010; Chan et al., 2011). Apesar da imobilização em alginato ser uma 

técnica simples, apresenta baixo rendimento de imobilização pelo desprendimento 

de enzimas do suporte, sendo economicamente inadequado para aplicações. Por 

isso, existe a necessidade de desenvolver uma metodologia eficiente (Tanriseven & 

Dogan, 2001). 

           A utilização da metodologia de superfície de resposta (MSR) pode ser uma 

ferramenta adequada para otimização das condições de imobilização. MSR é uma 

técnica que permite eficiência e economia do processo com o uso de ferramentas 

estatísticas para investigar as influências das variáveis experimentais de interesse e 

os efeitos de interação nas respostas para a otimização da resposta experimental 

(Calado & Montgomery, 2003). 

          Tendo em vista a importância da imobilização de enzimas e a obtenção de 

produtos de soja com elevado teor de isoflavonas agliconas, o objetivo desse 

trabalho foi avaliar metodologias de imobilização de β-glicosidase em esferas e 

cápsulas de alginato de sódio, otimizar as condições de imobilização da enzima em 
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cápsulas de alginato de sódio utilizando MSR, caracterizar química e 

morfologicamente o suporte com e sem enzima imobilizada e aplicá-la em extrato 

comercial de soja, para obtenção de um produto com maior teor de isoflavonas 

agliconas. 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Material  

          Foi utilizado alginato de sódio obtido de Macroscitis pirifera de viscosidade 

média (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). A soja [Glycine max (L.) Merrill], 

BRS 213, safra 2010/2011, fornecida pela Embrapa Soja, Londrina, Paraná, Brasil, 

mantida a 4 ºC ± 2 ºC, foi utilizada para obtenção de β-glicosidase. Para 

determinação da atividade de β-glicosidase foi utilizado ρ-nitrophenyl-β-D-

glucopyranoside (ρ-NPG) e para determinação de proteínas, albumina de soro 

bovino (BSA), (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Foi utilizado extrato 

comercial de soja. Para a cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE) foram 

utilizados padrões de isoflavonas malonil e acetil conjugados (Wako Puré Chemical 

Industries, Osaka, Japão) e isoflavonas β-glicosídeos e agliconas (Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA). Outros reagentes foram de grau analítico ou HPLC. 

 

2.2. Determinação de Atividade de β-glicosidase 

          A atividade de β-glicosidase livre (1 mL) e imobilizada (4 esferas ou cápsulas) 

foi determinada utilizando ρ-NPG 1mM como substrato em tampão fosfato citrato 

100 mM, pH 5. A reação foi incubada a 30 ºC por 30 min e interrompida com Na2CO3 

500 mM. O ρ-nitrofenol liberado na reação foi determinado por espectrofotometria a 

420 nm tilizando uma curva de calibração de ρ-NP (0,016 a 0,160 µmol), (Matsuura 

& Obata, 1993). Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a 

quantidade de β-glicosidase que libera 1 µmol de ρ-NP min−1, nas condições de 

ensaio. 

  

2.3. Determinação de proteínas solúveis e atividade específica 

          O teor de proteínas solúveis dos extratos de enzima livre e filtrados obtidos da 

enzima imobilizada foi quantificado pelo método de Lowry, Rosebrough, Farr & 

Randall (1951).  
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          A atividade específica da β-glicosidase livre e imobilizada foi definida pela 

relação entre unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteínas (UA mg-1 de 

proteínas). 

 

2.4. Obtenção da β-glicosidase de soja 

          A β-glicosidase foi extraída da farinha de cotilédones de soja com tampão 

fosfato de sódio 100 mM, pH 6,6 (1:10 p/v) para obtenção do extrato bruto (Matsuura 

& Obata, 1993) que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0–40 % e 40–85 % de 

saturação a 4 °C (Santos et al., 2013). Após diálise das frações, foram determinados 

a atividade de β-glicosidase e teor de proteínas solúveis. A fração P40-85, com maior 

atividade de β-glicosidase, foi utilizada como fonte de enzima livre para imobilização 

em alginato de sódio. 

 

2.5. Imobilização de β-glicosidase em alginato de sódio  

          A imobilização de β-glicosidase em alginato de sódio foi realizada por métodos 

de aprisionamento para obtenção de esferas e métodos de adsorção para obtenção 

de cápsulas (Su et al., 2011; Zhang et al., 2013). Metodologias para obtenção de 

esferas e cápsulas foram testadas. O rendimento de imobilização (RI) foi expresso 

como (atividade específica da enzima imobilizada/atividade específica da enzima 

livre) × 100. 

 

2.5.1. Imobilização de β-glicosidase em esferas de alginato de sódio  

          Para a metodologia de aprisionamento direto foram utilizados 0,54 mL de 

solução de β-glicosidase (atividade específica de 9,57 10-3 UA mg-1), misturada com 

9,46 mL de alginato de sódio 3 %. A mistura foi gotejada em CaCl2 50 mM (tampão 

fosfato citrato 50 mM, pH 5) com uma seringa para a formação das esferas, 

separadas posteriormente por filtração e adicionadas em nova solução de CaCl2    

50 mM por 1 h a 4 ºC e 100 rpm em mesa agitadora (Quimis Q225M), mantidas em 

repouso por 16 h. Posteriormente, foram filtradas, separadas e lavadas três vezes 

com tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0.  

          No aprisionamento-crosslinking, após aprisionamento direto, as esferas foram 

reticuladas com glutaraldeído a 0,025 % por 2,5 h. Em seguida, foram separadas e 

lavadas três vezes com tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 e acondicionadas no 

mesmo tampão a 4 ºC.   
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          No crosslinking-aprisionamento foi preparada uma mistura contendo 0,54 mL 

solução de β-glicosidase (atividade específica de 9,57 10-3 UA mg-1), 9,46 mL de 

alginato de sódio 3 % e 1,3 mL de 2,5 % de glutaraldeído, mantida a 4 ºC e 100 rpm 

por 30 min. A mistura final foi usada para aprisionamento conforme aprisionamento 

direto.  

          Para a metodologia de crosslinking-aprisionamento-crosslinking foi realizada 

uma combinação dos procedimentos crosslinking-aprisionamento e aprisionamento-

crosslinking. 

 

2.5.2. Imobilização de β-glicosidase em cápsulas de alginato de sódio  

          A imobilização da β-glicosidase de soja por adsorção direta foi realizada com 

10 mL de alginato de sódio 3 % em uma seringa gotejado em uma solução de         

β-glicosidase (atividade específica de 9,57 10-3 UA mg-1), diluída em CaCl2 50 mM 

para a formação das cápsulas. As cápsulas foram agitadas por 1 h a 4 ºC e 100 rpm 

em mesa agitadora (Quimis Q225M), mantidas em repouso por 16 h, filtradas, 

separadas e lavadas três vezes com tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0. 

          Na adsorção-crosslinking, após a adsorção direta, as cápsulas foram 

reticuladas com glutaraldeído a 0,025 % por 2,5 h, separadas e lavadas três vezes 

com tampão fosfato citrato 50 mM, pH 5,0. 

          No crosslinking-adsorção foi preparada uma mistura contendo 1,3 mL de      

2,5 % de glutaraldeído e 10 mL de alginato de sódio 3 %, mantida a 4 ºC e 100 rpm 

por 30 min. Após, o procedimento foi realizado conforme adsorção. 

          Para a metodologia crosslinking-adsorção-crosslinking foi realizada uma 

combinação dos procedimentos crosslinking-adsorção mais adsorção-crosslinking. 

 

2.5.3. Delineamentos experimentais 

          O método de imobilização da enzima em cápsulas por crosslinking-adsorção-

crosslinking, que apresentou maior rendimento de imobilização, foi utilizado para 

análises exploratórias por delineamento fatorial completo 24. Foi avaliada a influência 

das variáveis pH (4 a 6), CaCl2 (30 a 70 mM), proteínas (1 a 2 mg mL-1) e 

glutaraldeído (0,05 a 0,1 %) e suas interações na função resposta Y1 (RI, %). Após a 

análise dos resultados obtidos nesse delineamento, as variáveis proteínas e 

glutaraldeído foram fixadas em 1 mg mL-1 e 0,075 %. Para otimizar a imobilização de 

β-glicosidase em cápsulas de alginato foi utilizado um Delineamento Composto 
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Central Rotacional (DCCR) 2² para avaliar a influência das variáveis independentes 

pH (3,5–6,5) e CaCl2 (20–80 mM) e suas interações. As funções resposta Y1 e Y2 

(RI, %) foram avaliadas conforme o modelo matemático y= β0 + Ʃβixi + Ʃβiixi² + 

Ʃβiixixj + ɛ (equação 1), onde xixj (variáveis codificadas), β (coeficientes estimados 

para cada termo do modelo de superfície de resposta) e ɛ (erro experimental). 

 

2.6. Caracterização morfológica do alginato de sódio 

Amostras de cápsulas e esferas de alginato de sódio sem e com a β-

glicosidase imobilizada foram mantidas em tampão cacodilato 100 mM com 2,7 mL 

de ácido pícrico 0,56 % e 4 % de glutaraldeído, fraturadas com nitrogênio líquido e 

fixadas em fita de carbono e stub de alumínio, recobertas com uma camada de ouro 

de 25 nm (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC) e observadas em microscópio 

eletrônico de varredura operando em vácuo sob feixe de elétrons com aceleração de 

10 kV (FEI, modelo Quanta 200). Foram obtidas três imagens representativas de 

cada amostra em diferentes pontos. 

 

2.7. Caracterização química do alginato de sódio 

          Para caracterizar o suporte foram realizadas análises de FTIR utilizando 

pastilhas de KBr (brometo de potássio) em espectrômetro FTIR (IR Prestige-21 

Shimadzu, USA). Os espectros FTIR foram obtidos com resolução espectral de 100 

scans de 2 cm-1 registrados pelo Software IRSolution 1.60SU2.  

 

2.8. Efeitos do pH, temperatura e concentração de ρ-NPG na atividade da               

β-glicosidase livre e imobilizada 

          Para determinação do pH (3–8) e temperatura (25–75 ºC) ótimos foi utilizado 

um DCCR 2², com função resposta Y3 e Y4 (atividade de β-glicosidase livre e 

imobilizada, UA), avaliada conforme modelo matemático expresso na equação 1. O 

efeito da concentração de ρ-NPG (0,1 a 20 mM) na enzima livre e imobilizada foi 

determinado em pH 5,5 a 50 ºC por 30 min. Os resultados foram expressos em µmol 

de ρ-NP min-1 e os valores de Km e Vmax foram estimados pelo método gráfico de 

Lineweaver-Burk. 
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2.9. Estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada 

        A estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada foi avaliada pela 

incubação da enzima a 30, 50 e 70 °C em tampão fosfato citrato 100 mM, pH 5,5 em 

diferentes intervalos de tempo (0 a 240 min). A atividade da β-glicosidase foi medida 

pelo ensaio da atividade residual determinada a 50 ºC por 30 min. 

 

2.10. Reutilização da β-glicosidase imobilizada 

          Para avaliação da reutilização, a β-glicosidase imobilizada em cápsulas de 

alginato de sódio foi utilizada por 3 vezes consecutivas e a atividade residual 

determinada por ρ-NPG 1 mM, pH 5,5 a 50 ºC por 30 min. 

 

2.11. Aplicação de β-glicosidase imobilizada em extrato de soja 

          A β-glicosidase imobilizada foi adicionada ao extrato comercial de soja em 

tempos de contato de 30 a 120 min, em 25 ºC e 50 °C. Como controle, foi utilizado o 

extrato de soja sem a aplicação da enzima imobilizada. Para a extração das 

isoflavonas, os extratos tratados foram liofilizados e desengordurados com hexano 

(1:10, v/v). 

 

2.12. Determinação do teor de isoflavonas por cromatografia de ultra eficiência 

(CLUE) 

          Para a extração das isoflavonas, foram utilizados 300 mg de extrato comercial 

de soja liofilizado e desengordurado adicionado em 6 mL de solução extratora (água, 

etanol e acetona, 1:1:1, v/v/v) e agitados a cada 15 min por 1 h a 25 °C. Após, a 

mistura foi colocada em banho ultrassônico por 15 min a 25 °C (Yoshiara et al., 

2012). Em seguida, o extrato foi centrifugado (4°C, 794 x g, 15 min; Eppendorf 

centrifuge 5804R, Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante filtrado em membranas 

hidrofílicas de PVDF com 0,22 μm de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore, 

Billerica, MA, USA) e aplicado no Cromatógrafo Líquido de Ultra Eficiência (CLUE).  

          Para a separação e quantificação das isoflavonas por CLUE foi utilizado o 

cromatógrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor 

automático de amostras, bomba quaternária, forno com temperatura controlada de 

35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3. 

A eluição das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC 

BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 μm de diâmetro de partícula; Waters), com fase 
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móvel constituída de um sistema gradiente binário, com fase inicial de 90% de 

solução aquosa de ácido acético pH 3 (solvente A) e 10% de acetonitrila (solvente 

B). A vazão da fase móvel foi de 0,70 mL min-1 e detector com arranjo de diodos 

(DAD-Waters), ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. A identificação e 

quantificação de cada forma química de isoflavona nos cromatogramas foi realizada 

por comparação dos espectros de absorção e integração das áreas dos picos com 

padronização externa (área x concentração) utilizando padrões individuais de 

isoflavonas. O teor de isoflavonas foi expresso por µg mL-1 de extrato de soja. 

 

2.13. Análises estatísticas 

          As análises estatísticas foram realizadas pelo software STATISTICA 7.0 

(StatSoft Inc., 2007). Após a análise das funções resposta (Y1; Y2; Y3 e Y4) a análise 

de variância (ANOVA) da regressão, coeficientes de determinação (R²), superfície de 

resposta e parâmetros de desejabilidade foram gerados. 

          O teste de Tukey, nível de significância de 5 %, foi utilizado para comparação 

de médias (triplicata) dos RI da β-glicosidase em esferas e cápsulas de alginato de 

sódio obtidas por diferentes metodologias e para o teor de isoflavonas. 

 

3. Resultado e Discussão 

3.1. Rendimento de imobilização de β-glicosidase em esferas e cápsulas de alginato 

de sódio por diferentes metodologias 

         Foram avaliados os rendimentos de imobilização (RI) de β-glicosidase em 

alginato de sódio por oito metodologias (Tabela 1). O RI do métodos utilizados para 

produção de esferas de alginato de sódio variou de 40 % a 70 %, enquanto que para 

as cápsulas, de 70 % a 88 %. O RI de β-glicosidase em cápsulas (crosslinking-

adsorção-crosslinking) foi 2,2 vezes superior ao obtido por esferas (aprisionamento 

direto). O glutaraldeído desempenhou um papel importante na reação de ligação 

cruzada entre enzimas. Após sua adição ao alginato promoveu a ativação do 

suporte promovendo possível ligação covalente cruzada com a β-glicosidase durante 

o processo de imobilização, a adição do glutaraldeído após a formação das esferas 

e cápsulas contendo a enzima imobilizada possibilitou possível interação 

intramolecular das estruturas proteicas aumentando a estabilidade do sistema 

imobilizado, promovendo maior rendimento de imobilização (Kumar & Kanwar, 

2011). Su et al. (2010) e Zhang et al. (2013) observaram que a adição de 
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glutaraldeído (2,5 % e 0,075 %) e (2,5 % e 0,025 %) no processo de imobilização de 

β-glicosidase purificada de Aspergillus niger em alginato de sódio aumentou em 3,2 

e 2,8 vezes a atividade recuperada da enzima imobilizada, respectivamente.  

 

3.2. Caracterização morfológica do alginato de sódio 

         A caracterização morfológica das esferas e cápsulas de alginato de sódio foi 

realizada por análises macro e microscópicas.  As esferas (Figura 1a) e cápsulas 

(Figura 1b) de alginato de sódio produzidas por diferentes metodologias de 

imobilização de β-glicosidase apresentaram formato esférico com 0,5 mm a 0,6 mm 

de diâmetro, com elevada homogeneidade e uniformidade de tamanho.  

           A caracterização microscópica do alginato, alginato reticulado com 

glutaraldeído 2,5 %, esferas e cápsulas de alginato foi realizada por MEV (Figura 2). 

O alginato de sódio apresentou forma esponjosa (Figura 2a) e essa característica 

também foi relatada por Abd El-Ghaffar & Hashem (2013) que observaram a 

facilidade da entrada do substrato e saída do produto devido a essas estruturas. A 

incorporação de glutaraldeído ao alginato de sódio (Figura 2b) proporcionou uma 

modificação estrutural observada pela formação de pequenos aglomerados (setas 

tracejadas) em relação ao alginato (Figura 2a). O glutaraldeído é constituído por 

cinco moléculas de carbono, oito de hidrogênio e duas de oxigênio (C5H8O2), realiza 

ligações cruzadas e pode se polimerizar. Com a adição desse composto ao alginato 

provavelmente ocorreu uma sobreposição de partículas (Barbosa, Ortiz, Berenguer-

Murcia, Torres, Rodrigues & Fernandez-Lafuente, 2014).  

          A morfologia das esferas (Figura 2c) e cápsulas (Figura 2d) com β-glicosidase 

imobilizada apresentaram diferenças entre si, possivelmente, devido às diferentes 

etapas dos processos de imobilização. Nas esferas (Figura 2c) produzidas por 

crosslinking-aprisionamento-crosslinking e cápsulas de alginato (Figura 2d) 

produzidas para imobilização de β-glicosidase por crosslinking-adsorção-crosslinking 

são observados aglomerados (setas pretas) indicando a possível imobilização da 

enzima. Chen, Lo, Liu, Yu, Chou & Cheng (2013) e Chen, Lo, Su, Chou & Cheng 

(2012) também relataram a presença de aglomerados de β-glicosidase purificada de 

Aspergillus niger imobilizada em borra de café e microesferas de vidro. Abd El-

Ghaffar & Hashem (2013) verificaram aglomerados de α-quimotripsina imobilizada 

em alginato de sódio.  

  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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3.2. Caracterização química do alginato de sódio 

        Os espectros de FTIR do alginato e alginato reticulado com glutaraldeído 2,5 % 

apresentaram diferenças em relação aos espectros das esferas produzidas por 

crosslinking-aprisionamento-crosslinking e cápsulas de alginato com a β-glicosidase 

imobilizada produzidas por crosslinking-adsorção-crosslinking (Figura 3). Há 

evidências de que ocorreram mudanças nos grupamentos químicos. Verifica-se a 

presença de bandas em 1725 cm-1, 1250 cm-1 e 3400 cm-1 no alginato (Figura 3a) e 

alginato reticulado com glutaraldeído 2,5 % (Figura 3b). Essas bandas são 

características de ácidos carboxílicos referentes à vibração e estiramento de C=O, 

estiramento C-O e presença de grupos OH, presentes na cadeia polimérica. As 

bandas no intervalo de 1550 cm-1 e 1650 cm-1 são referentes à ligação C-O, 

atribuída ao alginato de sódio salificado, característica de íon carboxilato. Segato & 

Cavalheiro (2007) e Quiroga, Illanes, Ochoa & Barberis (2011) observaram a 

presença de bandas semelhantes nos espectros de alginato de sódio. Morais et al. 

(2013) relatou bandas de grupos de sal de carboxilato em alginato de cálcio. As 

bandas no intervalo de 1550 cm-1 e 1650 cm-1 observadas no alginato reticulado com 

glutaraldeído 2,5 % (Figura 3b) apresentaram pequenas modificações em relação ao 

alginato (Figura 3a), possivelmente pela adição de glutaradeído ao alginato de sódio. 

          No espectro FTIR das esferas (Figura 3c) e cápsulas (Figura 3d) contendo a 

β-glicosidase imobilizada, as bandas 1620 cm-1 e 1420 cm-1 podem indicar a 

presença de amidas I e III associadas com o estiramento e vibração de C=O e de N-

H e C-N com ligação N-H, respectivamente. Segundo Serefoglou et al. (2008) e 

Zhou, Pan, Wei, Wang & Liu (2013) bandas no intervalo de 1412 cm-1 a 1660 cm-1 

são atribuídas às vibrações de grupamentos amida de peptídios característicos de β-

glicosidase. Portanto, a imobilização de β-glicosidase de soja em esferas e cápsulas 

reticuladas com glutaraldeído foi confirmada.       

 

3.3.2.Otimização da imobilização de β-glicosidase em cápsulas de alginato de sódio 

          A imobilização de β-glicosidase em cápsulas de alginato de sódio obtidas por 

crosslinking-adsorção-crosslinking foi mais eficiente. Assim, foi utilizado um 

delineamento fatorial completo 24  para avaliar as condições de imobilização da 

enzima. A análise de regressão e ANOVA (Tabela 2) para  a função resposta  (Y1= 

RI, %) e o efeito das variáveis X1 (pH: 4 a 6), X2 (CaCl2: 30 a 70 mM), X3 (proteínas:1 

a 2 mg mL-1) e X4 (glutaraldeído: 0,05 a 0,1 %) foram observadas. As variáveis X3 e 
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X4 e as interações X1X3, X1X4, X2X3, X2X4, X3X4 não foram significativas e o 

coeficiente de determinação R² foi 0,78. Os resultados da análise exploratória  

indicaram que o teor de proteínas (X3) e glutaraldeído (X4) não foram significativos e 

que o pH e CaCl2 apresentaram efeito positivo e significativo (p≤0,05) (equação 2).  

y1= -120,178 + 42x1 + 0,812x2 - 0,325x1x2 (equação 2)  

          O RI de β-glicosidase em cápsulas de alginato de sódio variou de 8 % a 92 %, 

sendo máximo nos pontos centrais, condições de X1= pH 5, X2= CaCl2 50mM, X3= 

1,5 mg mL-1 de proteínas e X4= 0,075 % de glutaraldeído e o RI também foi máximo 

no experimento com as condições de X1= pH 6, X2= CaCl2 30mM, X3= 1 mg mL-1 de 

proteínas e X4= 0,05 % de glutaraldeído. Portanto, os parâmetros foram fixados em 

1 mg mL-1 de proteínas e 0,075 % de glutaraldeído. Foi utilizado um DCCR 2² para 

avaliar a influência das variáveis pH (X1) e CaCl2, mM (X2). A análise de regressão e 

ANOVA (Tabela 2) para  a função resposta  (Y2 = RI, %) indicaram efeitos linear e 

quadráticos positivos e significativo (p≤0,05). A interação X1X2 foi negativa e 

significativa (p≤0,05) e o modelo matemático proposto foi  y2 = - 917,06 + 366,85x1 - 

34,43x1² + 5,27x2 - 0,053x2² - 0,213x1x2  (equação 3). 

          A falta de ajuste do modelo (Equação 3) foi significativa. Entretanto, o 

coeficiente de determinação (R²) foi de 0,96, indicando que 96 % dos dados 

experimentais foram ajustados adequadamente ao modelo proposto e assim o 

modelo pode ser utilizado para fins preditivos. Foi realizada a construção da 

superfície de resposta e o perfil de desejabilidade. A região ótima para obtenção de 

maior RI da β-glicosidase em cápsulas de alginato de sódio foi para intervalo de     

pH 4,5–6 e CaCl2 de 20–60 mM (Figura 4a) e os parâmetros de desejabilidade, com 

maior RI (96 %) foram obtidos com pH 5 e CaCl2 50 mM (Figura 4b), correspondendo 

ao RI localizados nos pontos centrais. Portanto, não houve necessidade de 

validação do modelo matemático. O RI de β-glicosidase em cápsulas de alginato 

variou de 9 % a 96 %, sendo máximo nos pontos centrais (Tabela 3). 

          A estabilidade das cápsulas foi observada e após 14 dias acondicionadas em 

tampão pH 4 (X1= -1) a 4 ºC verificou-se a dissolução completa. As cápsulas 

produzidas em pH 5 (X1= 0) apresentaram maior estabilidade, porém, em 

concentrações elevadas de CaCl2 70 mM e 80 mM (X2= 1 e 1,41) o RI foi reduzido 

para 9 % (Tabela 3). Resultados semelhantes foram relatados por Anwar, Qader, 

Raiz, Iqbal & Azhar (2009), Talekar & Chavare (2012) e Jadhav & Singhal (2014) 

que observaram redução de 2; 8,9 e 1,3 vezes na imobilização de proteases de 
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Bacillus subtilis KIBGE-HAS, de α-amilase (Diastase) e α-amilase de Bacillus 

licheniformis em alginato de sódio quando utilizaram elevadas concentrações de 

CaCl2. 

           Até o momento não foram publicados dados sobre a imobilização de β-

glicosidase de cotilédones de soja em cápsulas de alginato de sódio. Su et al. (2010) 

e Zhang et al. (2013) imobilizaram β-glicosidase purificada de Aspergillus niger em 

esferas de alginato de sódio com rendimento de imobilização de 15 % a   72 %. 

Nosworthy, Kondyurin, Bilek & McKenzie (2014) imobilizaram a β-glucosidase de 

Caldicellulosiruptor saccharolyticus em grânulos de polietileno e obtiveram 

rendimento de imobilização de 66 %.  

 

3.4. pH e temperatura ótimos da β-glicosidase livre e imobilizada   

          A influência do pH e temperatura na atividade da β-glicosidase livre e 

imobilizada foi analisada pelo DCCR 2². A análise de regressão e ANOVA (Tabela 2) 

para função resposta (Y3 e Y4 = atividade de β-glicosidase da enzima livre e 

imobilizada, UA) indicaram efeitos das variáveis X1 (pH: 3–8) e X2 (temperatura:    

25– 75 ºC) linear e quadrático, positivos e significativos (p≤0,05) para a enzima livre 

e imobilizada. A interação X1X2 apresentou efeito positivo e significativo (p≤0,05) 

para a enzima livre (equação 4a) e negativo e significativo (p≤0,05)  para a  

imobilizada (equação 4b). 

y3 = - 46,04 + 12,2x1 - 1,29x1² + 0,95x2 - 0,012x2² + 0,035x1x2 (equação 4a)  

y4 = - 20,82 + 5,04x1 - 0,38x1² + 0,41x2 - 0,004x2²  - 0,0096x1x2 (equação 4b)  

           A falta de ajuste dos modelos (equações 4a, b) foi significativa. Entretanto, o 

R² foi de 0,96 (equação 4a) e 0,90 (equação 4b), indicando que 96 % e 90 % dos 

dados experimentais foram ajustados adequadamente aos modelos propostos e 

assim, os modelos podem ser utilizados para fins preditivos. Foi realizada a 

construção das superfícies de resposta e perfis de desejabilidade. A região ótima 

para obtenção de maior atividade de β-glicosidase de soja livre foi para o intervalo 

de pH 4–6 e pH 5–7 para imobilizada e temperatura de 30–60 ºC para enzima livre e 

imobilizada (Figuras 4c, e), os parâmetros de desejabilidade, com maior atividade da 

β-glicosidase livre e Imobilizada (3,69 10-3 UA e 3,78 10-3UA) foram obtidos em pH 

5,5 a 50 ºC (Figura 4d, f), correspondendo à atividade da enzima obtida nos pontos 

centrais. Portanto, não houve necessidade de validação do modelo matemático. 
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          O pH ótimo de 5,5 pode ser devido ao envolvimento de dois ácidos 

carboxílicos na atividade catalítica da β-glicosidase que deve estar desprotonada 

para exercer sua função e isto ocorre com maior facilidade quando o meio encontra-

se menos ácido (Nam, Sung & Hwang, 2010). Su et al. (2010) avaliaram a β-

glicosidase purificada de Aspergillus niger livre e imobilizada em alginato de sódio e 

observaram temperatura ótima de 55 ºC e 45 ºC, respectivamente. O pH ótimo de 6 

foi observado para enzima livre e imobilizada. 

  

3.5. Determinação de Km e Vmax  

          A velocidade de reação da β-glicosidase livre e imobilizada foi determinada 

em função da concentração do substrato sintético ρ-NPG em pH 5,5 a 50°C (Figura 

5a). Os valores das constantes cinéticas da β-glicosidase livre e imobilizada foram 

Km de 0,26 mM e 0,48 mM e Vmax de 7,2 µmol de ρ-NP min-1
 e 1,39 µmol de ρ-NP 

min-1. Estes resultados indicaram uma redução de afinidade da β-glicosidase 

imobilizada pelo substrato ρ-NPG, em relação à enzima livre. Esta diferença de 

afinidade pode estar relacionada com os microambientes gerados pela interação 

enzima-suporte, promovendo mudanças conformacionais que afetam a função 

catalítica (Simões, Mori, Faria & Castro, 2011). 

 

3.6. Estabilidade térmica e reutilizações da β-glicosidase imobilizada 

          A estabilidade térmica de β-glicosidase livre e imobilizada foi investigada após 

manutenção da enzima em diferentes tempos e temperaturas de incubação em pH 

5,5 (Figura 5b). A enzima livre e imobilizada apresentaram estabilidade térmica a   

30 ºC, com redução de 16 % e 8 % de atividade após 240 min de incubação. Em    

50 ºC a enzima livre e imobilizada apresentaram redução de 78 % e 64 % de 

atividade em 60 min de incubação e após 240 min, a enzima imobilizada manteve  

12 % da atividade inicial, enquanto a livre, 6 %. Em 70 ºC, a enzima livre não 

apresentou atividade após 20 min, enquanto a enzima imobilizada manteve 12 % de 

atividade após 60 min de incubação. 

          A redução de atividade da enzima livre foi superior a da enzima imobilizada, 

indicando que a imobilização favoreceu maior estabilidade térmica em relação à 

enzima livre. Segundo Wang et al. (2010) a estabilidade térmica elevada em 

sistemas imobilizados pode ser explicada pelo aumento da rigidez da enzima, com 

preservação de sua conformacional em diferentes ambientes. 
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          A β-glicosidase imobilizada em cápsulas de alginato  foi utilizada por três 

vezes, com aplicação sucessiva em ρ-NPG em pH 5,5 a 50 ºC. Na Figura 5c 

observa-se o comportamento de atividade a cada reutilização. Após duas 

reutilizações, a enzima imobilizada manteve 85 % de sua atividade. Em 3 

reutilizações a enzima imobilizada apresentou 17 % de sua atividade inicial. 

 

3.7. Aplicação da β-glicosidase imobilizada em cápsulas de alginato de sódio no 

extrato comercial de soja 

          O alginato de sódio pode ser utilizado pela indústria de alimentos para 

aumentar viscosidade e como emulsionante, sendo seguro para aplicação em 

alimentos (Su et al., 2010; Zhang et al., 2013). Assim, a β-glucosidase de soja 

imobilizada em cápsulas alginato de sódio pode ser aplicada em extrato comercial 

de soja para obter um produto com elevado teor de agliconas.           

          Os teores de isoflavonas do extrato comercial de soja quantificados por CLUE 

(Tabela 4) foram de 132,1 µg mL-1 das formas β-glicosídicas, 23,8 µg mL-1 das 

malonil glicosídicas e 5,6 µg mL-1 das agliconas. As formas acetil glicosídicas, 

malonil glicitina, glicitina, gliciteína e daidzeína não foram detectadas. O teor de 

genisteína no extrato comercial de soja incubado com a enzima imobilizada (0,0025 

UA) a 25 ºC e 50 ºC por 120 min aumentou 23,2 % e 37,5 % (p≤0,05). Estes 

resultados foram superiores (p≤0,05) em relação aos tempos de incubação de 30 e 

60 min. Entretanto, estes resultados poderiam ser superiores. Considerando que o 

pH ótimo da enzima imobilizada em cápsulas de alginato de sódio foi 5,5 e o pH do 

extrato comercial de soja foi de 7,2, a conversão de β-glicosídios em agliconas pode 

ter sido influenciada negativamente, com redução na taxa de conversão das 

isoflavonas.  

            A taxa de conversão de isoflavonas glicosídicas em agliconas, observada 

neste trabalho, diferiu da relatada por Zhang et al. (2013) que obtiveram um 

aumento de 63,7 % no teor de agliconas no extrato de raiz de guandu após 

aplicação de β-glicosidase purificada de Aspergillus niger (0,3 U) imobilizada em 

esferas de alginato de sódio. Esta diferença observada pode ser atribuída às fontes 

da enzima, microbiana ou vegetal, às condições de purificação e as características 

que compõe o substrato. A atividade da enzima utilizada é um fator importante na 

eficiência de conversão das isoflavonas glicosídicas em agliconas. Assim, a 
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aplicação da β-glicosidase imobilizada em cápsulas de alginato de sódio no extrato 

comercial de soja foi eficiente. 

 

4. Conclusão 

           Na imobilização da β-glicosidase de cotilédones de soja em alginato de sódio, 

as cápsulas produzidas apresentaram rendimentos de imobilização superiores às 

esferas. A otimização da imobilização das cápsulas foi eficiente e confirmada por 

MSR. As melhores condições de imobilização foram 1 mg mL-1 de proteínas e    

0,075 % de glutaraldeído em pH 5 e CaCl2 50 mM. A estabilidade térmica da enzima 

imobilizada foi superior a enzima livre, sendo possível reutilizá-la 2 vezes sem perda 

elevada de atividade e ocorreu redução da afinidade da enzima pelo substrato       

(ρ-NPG). A utilização de alginato de sódio como suporte de imobilização de enzima 

foi eficiente e pode ser aplicado na conversão de isoflavonas β-glicosídicas em 

agliconas. 
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Tabela 1- Rendimento de imobilização da β-glicosidase de soja em alginato de sódio 

SUPORTE Métodos de imobilização RI (%) 

 

Alginato de 

sódio em 

esferas 

Aprisionamento direto 40E 

Aprisionamento-crosslinking 42E 

Crosslinking-aprisionamento 48D 

Crosslinking-aprisionamento-crosslinking 70C 

 

Alginato de 

sódio em 

cápsulas 

 

Adsorção direta 70C 

Adsorção-crosslinking 78B 

Crosslinking-adsorção 80B 

Crosslinking-adsorção-crosslinking 88A 

RI= Rendimento de Imobilização (Atividade específica da enzima imobilizada/Atividade específica da enzima livre 
× 100); os dados foram expressos como média de três ensaios independentes; CV: 2,55 %; Teste de tukey 5 %; 
Média de RI, seguidas de letras iguais não diferem significativamente entre si na mesma coluna (p≥0,05). 
 

 

              

Figura 1-  Imagens das esferas (a) e cápsulas (b) produzidas para imobilização em 

alginato de sódio   

 

(b) (a) 
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Figura 2- Micrografias do alginato de sódio (a), alginato de sódio reticulado com 

glutaraldeído 2,5 %, setas tracejadas - pequenos aglomerados de glutaraldeído (b), 

esferas (c) e cápsulas (d) de alginato de sódio, setas pretas - grandes aglomerados 

de enzimas. 

 

 

 

10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Figura 3- Espectros de FTIR do alginato controle (a), alginato controle e 

glutaraldeído (b), esferas de alginato de sódio (c), cápsulas de alginato de sódio (d)  
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Tabela 2- ANOVA para rendimento de imobilização e atividade de β-glicosidase livre 

e imobilizada em alginato de sódio 

Fontes de Variação SQ GL QM F-valor p-valor 

Delineamento 24 (Y1= rendimento de imobilização - RI, %) 

X1 pH 10302,25 1 10302,25 30906,75 0,000032 

X2 CaCl2 4032,25 1 4032,25 12096,75 0,000083 

X1X2 (pH+CaCl2)  676,00 1 676,00 2028,00 0,000493 

Lack of fit 4214,78 6 702,46 2107,30 0,000474 

Erro puro 0,67 2 0,33   

Total SQ 19226,95 18    
R²= 0,78      

DCCR 22 (Y2= rendimento de imobilização - RI, %) 

X1 pH (L) 1212,03 1 1212,03 4040,10 0,000000 

X1 pH (Q) 9819,02 1 9819,02 32730,06 0,000000 

X2 CaCl2 (L) 3832,97 1 3832,97 12776,57 0,000000 

X2 CaCl2 (Q) 3686,29 1 3686,29 12287,63 0,000000 

X1X2 (pH+ CaCl2)  72,25 1 72,25 240,83 0,000101 

Lack of fit 645,98 3 215,327 717,76 0,000006 

Erro puro 1,20 4 0,300   

Total SQ 17468,92 12    
R²= 0,96      

DCCR 22 (Y3= atividade β-glicosidase livre, UA)  

X1 pH (L) 0,79 1 0,79 163,40 0,0002 

X1 pH (Q) 97,76 1 97,76 20282,32 0,0000 

X2 Temperatura (L) 9,30 1 9,30 1929,36 0,0000 
X2 Temperatura (Q) 85,64 1 85,64 17766,96 0,0000 
X1X2 (pH+ Temperatura)  2,50 1 2,50 517,93 0,0001 
Lack of fit 5,78 3 1,93 399,63 0,0002 
Erro puro 0,019 4 0,005   
Total SQ 165,95 12    
R²= 0,96      

DCCR 22 (Y4= atividade de β-glicosidase imobilizada, UA)  
X1 pH (L) 3,18 1 3,18 224,49 0,0001 
X1 pH (Q) 8,53 1 8,53 601, 66 0,0000 
X2 Temperatura (L) 1,82 1 1,82 128,63 0,0003 
X2 Temperatura (Q) 8,74 1 8,74 616,96 0,0000 
X1X2 (pH+ Temperatura)  0,18 1 0,18 13,05 0,0225 
Lack of fit 2,15 3 0,72 50,64 0,0012 
Erro puro 0,057 4 0,014   
Total SQ 21,28 12    
R²= 0,90      
Parâmetros significativos (p≤0,05). 
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Tabela 3- DCCR 2² para imobilização de β-glicosidase de soja em cápsulas de 

alginato de sódio para função resposta Y2 (RI,%) 

Experimentos 
Variáveis codificadas e decodificadas  Função resposta 

x1(X1) x2(X2)  Y2 

1 -1(4) -1(30)  30 

2 -1(4) 1(70)  9 

3 1(6) -1(30)  75 

4 1(6) 1(70)  37 

5 -1,41(3,5) 0(50)  10 

6 1,41(6,5) 0(50)  29 

7 0(5) -1,41(20)  90 

8 0(5) 1,41(80)  9 

9 0(5) 0(50)  95 

10 0(5) 0(50)  96 

11 0(5) 0(50)  96 

12 0(5) 0(50)  95 

13 0(5) 0(50)  95 

X1 (pH); X2 (CaCl2, mM) e Y2 (Rendimento de Imobilização – RI, %)= Atividade específica da enzima 
imobilizada/Atividade específica da enzima livre x 100). 
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Figura 4-  Superfícies de resposta e perfis para os valores previstos e desejabilidade 

em função do pH e concentração CaCl2 para rendimento de imobilização (a), (b) e 

em função da temperatura e pH para determinação da atividade de β-glicosidase 

livre (c), (d) e imobilizada (e), (f). 

 

 

(d) 

(b) 

(c) 
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Figura 5- Efeito do ρ-NPG na atividade da enzima livre e imobilizada em cápsulas 

de alginato (a). Estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada em pH 5,5 

(b) e reutilização da enzima imobilizada utilizando como substrato o ρ-NPG em pH 

5,5, 50 ºC por 30 min  

(c) 

(a) 

(b) 
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Tabela 4- Teor de isoflavonas (µg mL-1) em extrato de soja comercial sem e com β-

glicosidase imobilizada em cápsulas de alginato de sódio 

Isoflavonas µg mL-1 Controle 

 Tratamentos 

min/25 ºC  min/50 ºC 

30 60 120  30 60 120 

Daidzina 52,73A 50,88B 51,13B 49,48B  52,07A 49,05B 48,50B 

Genistina 79,42A 76,81B 76,64B 74,31C  77,23B 76,76B 73,69C 

Malonil daidzina 12,75C 12,63C 13,09B 14,03A  13,20B 14,07A 14,05A 

Malonil genistina 11,04A 10,13B 10,10B 9,99BC  10,15B 9,95C 9,81C 

Genisteína 5,60D 6,13C 6,37C 6,85B  6,37C 7,50A 7,70A 

Total agliconas 5,60 6,13 6,37 6,85  6,37 7,50 7,70 

Total 161,84A 156,58B 157,33B 154,66C  159,02A 157,33B 153,75C 

Teste de Tukey 5 % com CV= 2,1 %. Média das triplicatas seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem 
significativamente entre si na mesma linha (p≥0,05). 
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5.3 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS 

 

          O trabalho intitulado “Testes preliminares com bagaço de cana-de-açúcar para 

imobilização de beta-glicosidase de cotilédones de soja” e “Interferência de lipídios 

na determinação de atividade de beta-glicosidase de soja obtida por ultrafiltração” foi 

apresentado no III Simpósio de Bioquímica e Biotecnologia - Londrina/PR em agosto 

de 2013. 

 

          O trabalho intitulado “Eficiência da ultrafiltração e precipitação fracionada para 

obtenção de -glicosidase de soja parcialmente purificada” foi apresentado no 3º 

CPCB – Congresso Paranaense de Ciências Biomédicas – Londrina-PR em 

setembro de 2013. 

 

          O trabalho intitulado “Immobilized soybean β-glucosidase application in 

commercial soy drink” foi apresentado no ICSU - AMERICAS: International 

Conference on Soybean Utilization – Bento Gonçalves-RS em outubro de 2013. 

 

          O trabalho intitulado “Immobilization efficiency of soybean β-glucosidase on 

activated chitosan with 2.5 % glutaraldehyde” e Thermal stability and operational of 

immobilized soybean β-glucosidase on activated chitosan with glutaraldehyde” foi 

apresentado no 10° SLACA - Simpósio Latino Americano de Ciência de Alimentos - 

Campinas/SP em novembro de 2013. 

 

           

           

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CD0QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.icsu2013.com.br%2Fpt%2Fcomponent%2Fcontent%2F%3Fview%3Dfeatured&ei=xdpLU9qAK4nn0QG33YDICw&usg=AFQjCNHyv2S1gcgo5VKBZ4Ghp1pzw8gL3Q
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&ved=0CD0QFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.icsu2013.com.br%2Fpt%2Fcomponent%2Fcontent%2F%3Fview%3Dfeatured&ei=xdpLU9qAK4nn0QG33YDICw&usg=AFQjCNHyv2S1gcgo5VKBZ4Ghp1pzw8gL3Q
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6 CONCLUSÕES 

 

          A imobilização de β-glicosidase de cotilédones de soja em bagaço de        

cana-de-açúcar tratado apresentou efeitos lineares e quadráticos significativos, 

indicando que o máximo rendimento de imobilização foi obtido com 1 mg de proteína 

mL-1, pH 7, 110 rpm em 8 horas de incubação com glutaraldeído 2,5 %. A região 

ótima para o rendimento de imobilização foi estimada em tempo de incubação de 6 a 

12 h e concentração de glutaraldeído de 1 a 3 %. 

          Na imobilização em alginato de sódio as cápsulas produzidas apresentaram 

rendimentos de imobilização superiores às esferas, sendo estes ótimizados com      

1 mg de proteína mL-1, glutaraldeído 0,075 % em pH 5 e CaCl2 50 mM por 

delineamentos estatísticos apresentando efeitos lineares e quadráticos significativos, 

com região ótima de rendimento de imobilização de β-glicosidase em cápsulas de 

alginato de sódio em pH 4,5 a 6 e concentração de CaCl2 de 20 a 60 mM. 

          Os rendimentos de imobilização observados nos dois suportes foram elevados 

e as análises de MEV e FTIR apresentaram modificação da estrutura dos suportes 

pelos tratamentos e confirmaram a imobilização de  β-glicosidase. O pH ótimo de 5,5 

e temperatura ótima de 50 ºC para atividade de β-glicosidase foram os mesmos da 

enzima livre. A estabilidade térmica de β-glicosidase imobilizada foi superior à livre, 

sendo maior para a imobilizada em bagaço de cana e a imobilização reduziu a 

afinidade da enzima pelo substrato (ρ-NPG).  A β-glicosidase imobilizada em bagaço 

de cana apresentou 4 reutilizações, sem perda drástica de atividade e a imobilizada 

em cápsulas de alginato de sódio apresentou 2 reutilizações. A aplicação da enzima 

de soja imobilizada em bagaço de cana e cápsulas de alginato no extrato comercial 

de soja foi eficiente para aumentar as isoflavonas agliconas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


