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MOREIRA, Amanda Aleixo. Imobilizagao de B-glicosidase de soja em bagaco de
cana-de-agucar e alginato de sédio para conversao das isoflavonas f-
glicosidicas em agliconas. 2014. 122f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A imobilizacdo de enzimas é uma alternativa para sua reutilizacdo e reducdo de
custos na aplicagdo em processos industriais. A B-glicosidase (B-D-glicosideo
glicohidrolase, EC 3.2.1.21) hidrolisa ligagbes p-glicosidicas de di e/ou
oligossacarideos. As isoflavonas sdo substratos dessa enzima que converte as
isoflavonas [(-glicosidicas (genistina, daidzina e glicitina) e liberam as isoflavonas
agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina) que apresentam maior acado benéfica
na saude humana. O objetivo deste trabalho foi otimizar a imobilizagdo da -
glicosidase de cotilédones de soja em bagaco de cana-de-acucar e alginato de
sédio, caracterizar a morfologia e determinar parametros cinéticos da enzima livre e
imobilizada e aplica-la em extrato comercial de soja. A B-glicosidase foi extraida de
farinha de cotilédones de soja com tampédo fosfato de sédio 100 mM, pH 6,6 para
obtencéo do extrato bruto que foi fracionado com (NH4)2S0O4 de 0-40 % e 40-85 %
de saturacéo a 4 °C. A fragcdo com maior atividade de B-glicosidase foi utilizada para
imobilizacdo em bagaco de cana tratados (agua 60 °C, etanol 70 % e autoclavado a
121 °C por 15 min, NaOH e autoclavado a 121 °C por 15 min) e ativados com
glutaraldeido 2,5 % e para imobilizacdo em esferas e capsulas de alginato de sédio.
O bagaco de cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeido e as
capsulas de alginato foram selecionados para otimizagdo da imobilizagcdo de B-
glicosidase por metodologia de superficie de resposta. A regido étima das condicdes
para imobilizacdo foram: tempo de incubacédo de 6-12 h e glutaraldeido de 1-3 %,
com rendimento maximo de 99 % para bagaco de cana e pH 4,5-6 e CaCl2 de 20—
60 mM, com rendimento maximo de 96 % para as capsulas de alginato. A (-
glicosidase livre e imobilizada apresentou condi¢Bes étimas de reacdo em pH 5,5 a
50 °C. A estabilidade térmica de B-glicosidase imobilizada foi superior a livre, sendo
maior para a imobilizada em bagaco de cana que apresentou 15 % de atividade
residual apds 180 min de incubacdo a 70 °C. O Km e Vmax com substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo foram de 0,26 mM e 7,2 umol de p-NP min-1 para
enzima livre, 0,46 mM e 4,37 uymol de p-NP min-1 para imobilizada em bagaco e
0,48 mM e 1,39 pmol de p-NP min-1 para imobilizada em capsulas de alginato. A
enzima imobilizada em bagaco apresentou quinze reutilizacdes, com quatro sem
perda de atividade e a imobilizada em cépsulas de alginato apresentou duas
reutilizagdes. As analises por microscopia eletronica de varredura e espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier confirmaram a modificagdo dos
suportes pelos tratamentos e a imobilizagdo de B-glicosidase. A aplicagédo da [3-
glicosidase imobilizada no extrato comercial de soja foi eficiente na conversao de
isoflavonas B-glicosidicas em agliconas.

Palavras-chave: Imobilizacédo. B-glicosidase de soja. Bagaco de cana. Alginato de
sodio. Otimizacéo. Isoflavonas agliconas.



MOREIRA, Amanda Aleixo. Immobilization of B-glucosidase from soybean in
sugarcane bagasse and sodium alginate for the conversion of B-glucosides
isoflavones in aglycones. 2014. 122p. Dissertation (Master in Biotechnology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The immobilization of enzymes is an alternative for reuse and cost reduction in
application in industrial processes. The B-glucosidase (B-D-glucoside glicohidrolase,
EC 3.2.1.21) hydrolyzes B-glycosidic bonds of di- and/or oligosaccharides.
Isoflavones are substrates of this enzyme that converts B-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 B-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 B-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)2S0O4 and 0-40 % to 40-85 %
saturation 4 °C. The fraction with the highest activity of B-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
B-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 vyield of 96 % for alginate capsules. The B-glucosidase immobilized
and free submitted optimum reaction conditions at pH 5.5 at 50 °C. The thermal
stability of immobilized B-glucosidase was superior to free, higher for immobilized on
sugarcane bagasse showed that 15 % residual activity after 180 min incubation at 70
°C. The Km and Vmax with p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside substrate were 0.26
mM and 7.2 pymol of p-NP min-1 for free enzyme, 0.46 mM and 4.37 ymol of p-NP
min-1 to immobilized bagasse and 0.48 mM and 1.39 umol of p-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 B-glucosidase. The application of immobilized B-glucosidase on
commercial extract of soybean was efficient in the conversion of isoflavones (-
glucosides into aglycones.

Keywords: Immobilization. B-glucosidase from soybean. Sugarcane bagasse.
Sodium alginate. Optimization. Isoflavones aglycones.
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1 INTRODUCAO

As aplicacbes de enzimas em processos biotecnoldgicos apresentaram
aumento significativo nos ultimos anos, em virtude da tendéncia mundial da
substituicdo dos procedimentos fisico-quimicos pelos enzimaticos. Tal tendéncia 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 biotecnolégicos apresenta
custo mais elevado que 0s processos quimicos. Uma estratégia € a imobilizacdo de
enzimas em suportes atoxicos compativeis com a enzima e substrato, que possibilita
a retencdo de atividade catalitica podendo ser reutilizada. Devido a diversidade
estrutural das enzimas e suportes, varios métodos de imobilizacdo tém sido
propostos, sendo possivel também a combinacdo de diferentes processos. Os
meétodos de ligacdo por adsorcéo e ligacdo covalente sdo os mais utilizados, uma
vez que garantem a manutencdo das caracteristicas iniciais da enzima e elevada
estabilidade. A estabilidade da ligacdo enzima-suporte pode ser aumentada com a
utilizacdo de glutaraldeido, reticulante que promove a ativacdo do suporte por
ligacdes cruzadas reagindo rapidamente com grupos funcionais de proteinas.

Os suportes precisam ser estaveis frente as condicbes do processo,
resistentes, de baixo custo e facilidade de manuseio. O bagaco de cana-de-acUcar
pode ser utilizado como suporte, € constituido de fibras lignocelulésicas com
hidroxilas reativas acessiveis e baixo custo, por ser residuo agroindustrial. O
alginato de sodio € empregado nos processos de imobilizacdo com os ions calcio
pela capacidade de formar géis fortes e estabelecer ligacbes entre as cadeias de
alginato por interacgdes ionicas.

As [B-glicosidases (B-D-glicosidio glicohidrolase, EC 3.2.1.21) séo
importantes na industria de alimentos, uma vez que hidrolisam isoflavonas
B-glicosidicas em glicose e agliconas. As agliconas possuem fun¢des benéficas mais
acentuadas na prevencéo de doencas cronicas e degenerativas.

A soja € destague na economia brasileira, pela alta produtividade, com
perspectiva para safra de 2013/2014 de 85 milhdes de toneladas (CONAB, 2014a).
Apresenta elevado teor de proteinas e isoflavonas, também é fonte de B-glicosidase,

gue pode ser extraida para aplicacdo exdgena em produtos de soja ndo fermentados
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tendo alta especificidade, agregando valor a esses produtos pelo aumento de
isoflavonas agliconas.

Os produtos de soja fermentados como misd, natto, tempeh e shoyu séo
elaborados utilizando microrganismos capazes de produzir enzimas que podem
clivar as isoflavonas B-glicosidicas em agliconas, por isso, tais produtos, geralmente,
apresentam maior teor de isoflavonas agliconas. O teor médio de isoflavonas
agliconas no grao de soja € de 2 % e 31 % para as isoflavonas B-glicosidicas.

Assim, considerando que a aplicagao da B-glicosidase exdégena em produtos
de soja pode aumentar o teor de isoflavonas agliconas, que sao benéficas para a
saude humana; que ha poucos estudos sobre imobilizagdo de B-glicosidase de soja
e que a aplicacdo é de grande relevancia para a industria de produtos nao
fermentados de soja, o objetivo desse trabalho foi estabelecer as melhores
condicdes para a imobilizacdo da B-glicosidase de cotilédones de soja em bagaco de
cana-de-agucar e alginato de sddio e avaliar a aplicacdo da enzima imobilizada para

conversao de isoflavonas B-glicosidicas em agliconas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar as condi¢cdes de imobilizacdo da B-glicosidase de cotilédones de
soja em bagaco de cana-de-acucar e alginato de sodio, caracterizar a enzima livre e
imobilizada e aplica-la em extrato de soja para aumentar o teor de isoflavonas

agliconas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter B-glicosidase de cotilédones de soja utilizando fracionamento com
sulfato de amonio.

Otimizar as condicbes de imobilizacdo da B-glicosidase em bagaco de
cana-de-acucar e alginato de sodio.

Determinar a morfologia dos suportes sem e com a enzima imobilizada
utilizando microscopia eletrénica de varredura.

Determinar as ligacdes quimicas dos suportes sem e com a enzima
imobilizada por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier.

Determinar pH e temperatura 6timos, Km € Vmax € 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 acao

nas isoflavonas -glicosidicas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A utilizacdo de enzimas como catalisadores biologicos 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 sistematico,
principalmente quando ha necessidade de purificacdo. Além disso, sédo sensiveis a
solventes, agitacdo, temperatura, pH etc, alterando sua estabilidade (NELSON;
COX, 2011). A utilizacdo de enzima livre em um processo industrial, sem purificacéo,
acarreta a presenca do biocatalisador como parte integrante do meio. Esse fato
pode gerar alteracdo de sabor e ainda a necessidade de uma nova batelada de
biocatalisador (SANGEETHA et al., 2005).

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos insolUveis com retengéo de
sua atividade catalitica € uma estratégia para tornar essas biomoléculas mais
atrativas do ponto de vista industrial. Sua utilizagdo em processo continuo,
proporciona aumento da estabilidade, controle do sistema e reaproveitamento
(OLIVEIRA et al, 1997; CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006). A enzima
imobilizada, segundo a 12 Conferéncia em Engenharia de Enzimas realizada em
Henniker (EUA) em 1971, foi definida como biocatalisador fisicamente confinado ou
localizado em uma regido do espac¢o, com retencao de sua atividade catalitica e que
pode ser utilizada repetida ou continuamente. Este sistema consiste da enzima fisica
ou quimicamente associada a um suporte (KATCHALSKI-KATZIR; KRAEMER,
2000).

A imobilizacdo de enzimas pode resultar em alteracées das propriedades
biogquimicas da enzima livre como pH e temperatura 6tima, aumento da estabilidade
e variagcdes nos valores de Km e Vmax. Portanto, pesquisas séo desenvolvidas para a
otimizacdo de processos, visando a aplicacdo 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).

N&o existe um unico sistema de imobilizagdo, nem um suporte universal capaz
de garantir resultados adequados para todos 0s processos. Varios métodos ja foram

desenvolvidos para imobilizar enzimas e para melhor escolha s&o consideradas as
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caracteristicas peculiares da enzima e as condi¢gdes do sistema de imobilizagdo. Os
avancos cientificos na area de imobilizagdo indicam uma diversidade de suportes e
técnicas de imobilizacdo (CARVALHO; CANILHA; SILVA, 2006; JUNG et al., 2012;
KHAN et al., 2012; CHEN et al., 2012; LI et al., 2012; ZHANG et al., 2013; JADHAYV,
SINGHAL, 2014).

3.1.1 Métodos de Imobilizagcdo de Enzimas

Véarios métodos de imobilizacdo de enzimas tém sido propostos, sendo
possivel a combinacédo de diferentes processos. A adsorcdo é um dos métodos de
imobilizacdo de enzimas mais utilizados. E o método mais simples, antigo e barato.
As interacdes fisicas entre a enzima e o suporte ocorrem por forcas de van der
Waals, ligacado ibnica, ligacdo de hidrogénio e interacdo hidrofébica. Para imobilizar
uma enzima por adsorcdo, uma solucdo contendo a biomolécula é misturada ao
suporte, em condi¢cdes estabelecidas de pH, forca ibnica, temperatura e tempo,
conforme as caracteristicas da enzima. Posteriormente, o material deve ser coletado
e lavado para remover o que ndo foi adsorvido ao suporte (PAIVA et al., 2000). Este
método € vantajoso, pois causa poucos danos a enzima e ndo necessita de
modificacdes quimicas no suporte ou na enzima. Entretanto, a ligacdo enzima-
suporte é inespecifica e pode ocorrer perda da enzima durante a reacdo. Pode haver
sobrecarga do suporte e fatores como fluxo e agitacdo podem provocar a desorgéo
(BICKERSTAFF, 1997).

A ligacéo covalente é muito utilizada na imobilizacdo de enzimas, devido a
maior estabilidade da ligacdo enzima-suporte, feita por meio dos grupos funcionais
presentes na superficie dos mesmos (KIM et al., 2006). Os grupos funcionais dos
aminoacidos que podem estar envolvidos na ligacdo covalente com o0 suporte séo:
grupos amino (NHz) da lisina e arginina; NH2 terminal; grupos carboxilicos (COOH)
do acido aspartico e glutamico; hidroxilas (OH) da serina e treonina e grupos
sulfidrilicos (SH) da cisteina (MORENO et al., 1997; PEREZ et al., 2007). O grupo
amino (NH2) da lisina e NH2-terminal das proteinas sdo os mais utilizados na
imobilizacdo por ligagdo covalente, pois, encontram-se na superficie, sdo altamente
reativos com aldeidos, epoxi, ciano brometo e na maioria das vezes nao fazem parte
do sitio ativo da enzima (MATEO et al., 2005).
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A interacdo entre enzima e suporte pode ser monopontual, quando ha
somente uma ligacdo covalente enzima-suporte ou multipontual, quando a enzima
se liga ao suporte por meio de varias ligacbes covalentes, aumentando a
estabilidade pela ocorréncia de suportes altamente ativados com espacadores
curtos e envolvendo multiplos residuos de aminoécidos na superficie da enzima
(Figura 1).

Figura 1- Interacdo enzima-suporte por ligagdo covalente

OH oy OH — 1 8
p p
Imobilizagao Covalente Imobiliza¢cao Covalente
Monopontual Multipontual

Fonte: Adaptagéo de Mateo et al. (2007)

O pK dos aminoacidos deve ser considerado, pois a desprotonacdo torna os
grupos quimicos mais reativos. Dessa forma, quando o pH do processo de
imobilizagdo for neutro a interagdo enzima-suporte vai ocorrer predominantemente
do grupamento NHz-terminal (pK 6,0-8,0). Se o pH for superior a 10 a interacdo é
favorecida com o NH2 da lisina (pK 10,5-10,7). A interacdo enzima-suporte mais
estavel ocorre com o NHz da lisina, que normalmente esta na superficie da estrutura
conformacional da enzima em quantidade superior ao NHz-terminal, isso possibilita a
imobilizagcdo multipontual (MATEO et al., 2005). Essa ligacéo covalente multipontual
promove a rigidez da estrutura da enzima imobilizada e reduz as mudancas
conformacionais envolvidas na sua inativacdo (MOZHAEV et al., 1990). A
desvantagem da imobilizagcdo multipontual é o pH elevado (pH = 10), que pode
inativar as enzimas que sao sensiveis as condi¢cdes extremas de pH, temperatura e
pressdo (MATEO et al., 2005). A eficiéncia da imobilizacdo por ligacdo covalente
monopontual ou multipontual esta associada a boa fixagdo da enzima ao suporte e a

facil interacdo com o substrato. Entretanto, em alguns casos, o0 baixo rendimento de
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imobilizagdo e o0 alto custo sdo desvantagens desse tipo de imobilizagao
(GROSOVA et al., 2008).

A inclusdo ou aprisionamento € um método baseado na retencdo de
enzimas na estrutura interna dos materiais poliméricos na forma de géis, esferas,
cépsulas, fibras ou filmes (GROSOVA et al., 2008). O processo de imobilizag&o
consiste na preparacdo de solucdo contendo a enzima e o material polimérico, com
posterior secagem ou polimerizacdo (GEKAS; LOPEZLEIVA,1985). A massa
molecular da enzima, do substrato e do produto devem ser avaliadas para que
ocorra a retencdo da enzima no suporte, entrada do substrato e saida do produto
pelos poros (GROSOVA et al, 2008). O tamanho dos poros das matrizes
poliméricas depente do tipo e, principalmente, da concentracdo do polimero utilizado
na imobilizacdo. Assim, quanto maior a concentracdo, menor a porosidade
(TALEKAR; CHAVARE, 2012). Os poros podem ser classificados como macroporos,
com diametros superiores a 50 nm; mesoporos, com diametros entre 2 e 50 nm; e
microporos, com diametros inferiores a 2 nm (SUJKA; JAMROZ, 2007). Os poros de
capsulas de alginato 2 % apresentaram diametro de 100 nm (LOPEZ-CORDOBA;
DELADINO; MARTINO, 2014).

A encapsulacédo € o método de imobilizacdo que protege a enzima do meio
externo por membranas semipermeaveis. A enzima fica livre na solugcao, mas restrita
em um espaco. A principal desvantagem dessa técnica é a limitacdo difusional, uma
vez que proteinas de elevada massa molecular ndo conseguem entrar ou sair da
capsula, podendo levar a ruptura da membrana. Dessa forma, apenas substratos e
produtos de menor massa molecular podem passar livremente pela membrana
semipermeavel (LALONDE; MARGOLIN, 2002).

Outros meétodos foram estudados para aperfeicoar as técnicas de
imobilizacdo. Zhang et al. (2008) desenvolveram um método de imobilizacdo em
camadas por aprisionamento e encapsulacdo utilizando como suporte alginato
(Figura 2). A técnica consistiu no gotejamento da mistura de enzima,
carboximetilcelulose e CaClz no alginato para formacgéo das capsulas de alginato de
calcio. Estas capsulas reagiram com a proteina protamina de elevada massa
molecular, por interacéo idnica. A precipitacao de silicatos na superficie da capsula

formou uma camada rigida e porosa, prevenindo sua expansdo ou compressao.
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Figura 2- Método multi-camada de encapsulacao

Solucdo de enzimas

~ Carboximetilcelulose

—) 2o
N2
Ligacéo ibnica da protamina Silicatos precipitam sobre
a camada de alginato a protamina e formam

uma camada porosa
CacCl; + Alginato

Fonte: Adaptacdo de Zhang et al. (2008)

O método de imobilizacdo camada por camada ou layer-by-layer (Figura 3)
tem recebido atencao por ser uma técnica eficiente no preparo de supermoléculas
nanoestruturadas. Para seu desenvolvimento emprega-se nanodispositivos
bioldgicos de estruturas em camadas com espessuras e sequéncias determinadas a
partir de uma grande variedade de componentes. Mais de um tipo de enzima podem
ser imobilizadas dentro dessas estruturas, que podem ser polimeros, filmes, lipidios,
carboidratos, polieletrélitos, nanotibulos de carbono dentre outras (ARIGA,; JI; HILLI,
2010).

Figura 3- Camada por camada

¢ e

Polimero

Lipidio <
p! ERE S

Colesterol

Fonte: Adaptacao de Ariga, Ji e Hill (2010)
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3.1.2 Suportes para Imobilizag&o

7

A escolha do suporte € muito importante para se obter um sistema de
imobilizacdo de enzimas capaz de corresponder as expectativas de um estudo. Os
suportes precisam ser estaveis frente aos parametros de processo e ataque
microbiano, resistentes quanto a durabilidade e a capacidade de reutilizagéo,
compativeis com a enzima e substrato, além de possuirem funcionalidade quimica,
baixo custo e facilidade de manuseio (BICKERSTAFF, 1997; PRADELLA, 2001).

Os suportes podem ser organicos constituidos de proteinas, polimeros
naturais ou sintéticos e, inorganicos, compostos por matrizes minerais ou
manufaturadas. Os suportes inorganicos sdo mais resistentes e mais estaveis que
0S suportes organicos. No entanto, os organicos 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 nao-porosos.
Os porosos possuem maior capacidade de imobilizacdo por terem grandes
dimensdes de area de contato e peso considerado baixo. Entretanto, a maior area
disponivel € a interna, dificultando a difusdo, mas, existem suportes de poro
controlado para superar esse problema, podendo ser adequado conforme a enzima,
substrato e produto (CABRAL; KENNEDY, 1991). Os suportes nao-porosos, Sao
considerados inferiores em relagdo aos porosos por suas desvantagens, como area
superficial muito baixa que restringe a area de imobilizacdo. Para contornar essa
desvantagem utilizam-se particulas finas. Entretanto, ndo podem ser utilizadas em
sistemas continuos do tipo coluna, por ndo suportarem pressdes elevadas sem se
compactar, nem em leitos fluidizados. A vantagem desse tipo de suporte € a
inexisténcia de problemas difusionais, uma vez que a imobilizacdo da enzima é
localizada na superficie externa do suporte (CABRAL; KENNEDY, 1991).

3.1.2.1 Bagago de cana-de-agucar

A cana-de-acglicar € uma graminea pertencente ao género Saccharum. E
proveniente da Nova-Guiné e cultivada no sul da Asia para producéo de xarope. A
primeira evidéncia da utilizacdo da cana-de-acUcar como acgucar solido foi no ano

500 na Pérsia. No Brasil, em Pernambuco e Sdo Paulo, a cana-de-agucar foi trazida
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pelos portugueses, no inicio do século XVI. Ndo houve muitas mudancas em seu
cultivo até a década de 70, quando foi criado o Programa Brasileiro do Alcool
(PROALCOOL), promovendo um grande aumento da area destinada ao cultivo da
cana no Brasil. Além dos tratos culturais, programas de melhoramento genético da
cana-de-acucar foram implantados com selecdo 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 substituidas por variedades mais produtivas e resistentes
desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria e Institutos
Agrondmicos que contribuem para o aumento da produtividade dessa cultura pelos
programas de melhoramento genético (CESNIK, 2007). O Brasil € o maior produtor
mundial de cana-de-acucar (UNICA, 2014), sendo os maiores produtores da regido
Centro-Oeste, Sudeste e Parana, na regido Sul (CONAB, 2014b).

A produtividade média de cana-de-acUcar para a safra 2014/2015 foi de
73.569 kg/ha com previsdo de 671,69 milhGes de toneladas de cana moida, com
aumento de 2 % em relacdo a safra 2013/2014, que foi de 658,82 milhdes de
toneladas. Da cana sao obtidos agucar, com producdo estimada de 39,46 milh&es
de toneladas e etanol com producéo estimada em 28,37 bilhdes de litros, sendo que,
12,85 bilhdes de litros seréo de etanol anidro e 15,51 bilhdes de litros serdo de
etanol hidratado (CONAB, 2014b). A indastria sucroalcooleira produz em média 260
kg de bagaco por tonelada de cana moida (UNICA, 2011). Uma possivel utilizacéo
deste residuo agroindustrial € como suporte na imobilizacdo de enzimas (MENDES,;
CASTRO; GIORDANO, 2013). O bagaco € constituido de 40-50 % de celulose, 25—
35 % de hemicelulose, 20-22 % de lignina, 5 % de cinzas e 4 % de proteinas
(CUNHA, 2006).

A estrutura do bagaco é de fibras lignoceluldsicas que apresentam hidroxilas
reativas acessiveis, podendo reagir com outros grupos funcionais polares, como, por
exemplo, os presentes nas resinas fendlicas (TITA et al., 2002). Pelo fato do bagaco
de cana apresentar hidroxilas livres reativas pode ser ligado a enzimas para
imobilizacdo. Essa caracteristica do bagaco também é interessante para utilizacao
de ativadores como glioxil e glutaraldeido formando um bragco entre a enzima e o
suporte (GUISAN, et al., 1997). Para aumentar a eficiéncia da imobilizacido de
enzimas em bagaco de cana alguns estudos relatam tratamentos prévios do bagaco
(Quadro 1).
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Quadro 1- Influéncia de tratamentos do bagac¢o de cana-de-aguUcar na eficiéncia de

imobilizagao de enzimas

Tratamento do Enzima Resultados Autores
Bagaco Imobilizada
Varavinit,
Oxidacsio: Rendimento de imobilizagdo: 44 %, Chaokasem e
) Gao- a-amilase Estabilidade térmica: superior a livre Shobsngob
Acido periédico Reuso: 10 vezes. (2002)
Deslignificacao: Rendimento de imobiliza¢éo: 0,64 e Rosa
1 0,
H,SO4 e NaOH Papaina 0,34 %. (2008)
Etanol 70 % e NaOH:
- Ativagao glioxil Ativagdo: amino
a0 g Invertase Eficiéncia de imobilizagao: proximo Santos
- Ativagdo amino de 100 % (2010)
o L o
- Ativaco glutaraldeido Estabilidade térmica: 85 °C
NaOH a NaBH4:
 AtianS . Ativacao: epicloridrina Mendes,
Ativagdo glutaraldeido Lipase Eficiéncia de imobilizagdo: 78 % Castro e
- Ativacgéo glicidol Giordano
- Ativagéo epicloridrina (2013)

3.1.2.2 Alginato de sodio

O alginato é um heteropolissacarideo 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 entdo tornou-se um importante produto industrial, usado em alimentos,
materiais estéticos, industria médica e farmacéutica (HAY et al., 2010). Sua estrutura
quimica consiste de cadeias lineares de residuos de acido (-D-manurdnico (M)
unidos por ligagdes tipo (1—4) e residuos de seu epimero, o acido a-L-gulurbnico
(G), em varias proporcdes. Estes residuos estdo arranjados na forma de blocos de
acidos manurénico (M) ou gulurdnico (G), que podem ser compostos por blocos de
homopolimeros (GG e MM) junto com blocos alternados (MG) na mesma molécula
(Figura 4) (DRAGET; SKJAKBR/EK; SMIDSR@D, 1994).
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Figura 4- Estrutura quimica do alginato

Hn![![:
H

(a) cadeia de residuos de &cidos manurdnicos; (b) cadeia de residuos de &cidos gulurdnicos; (c) cadeia de
residuos de acidos manurdnicos e &cidos gulurdnicos alternados.

Fonte: Adaptacio de Kawaguti e Sato (2008)

Os alginatos se diferenciam pelo conteido e sequéncia desses polimeros,
influenciando na flexibilidade da cadeia, solubilidade e estabilidade do gel formado.
Dentre as diferencas estdo os blocos alternados MG que formam cadeias mais
flexiveis e mais sollveis em pH acido. A estabilidade do gel esta relacionada ao
contetdo de blocos G, que em grande quantidade apresentam alta porosidade e
menor inchamento apds secagem. Ja os alginatos com grande quantidade de M séo
mais macios e com poros menores (ERTESVAG; VALLA, 1998).

No processo de imobilizacdo, os ions calcio sdo amplamente empregados,
pela capacidade de formar géis fortes e estabelecer ligacées entre as cadeias de
alginato por interagfes ionicas, formando uma estrutura reticulada que retém agua
proporcionando maior estabilidade ao gel. O processo de formacédo do gel de
alginato conforme o modelo egg-box de Clark e Ross-Murphy (1987), esta
relacionado com as interacfes de segmento G com ions de calcio que sao alinhados
lado a lado, originando uma cavidade. Os ions de calcio se unem as cadeias,

estabelecendo uma rede tridimencional (Figura 5).
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Figura 5- Formacéao do gel de alginato de calcio
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Ligacado entre as cadeias homopoliméricas através dos ions calcio 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 imobilizacdo de enzimas o alginato de sodio é muito utilizado por
gelificacdo ibnica, sendo Unico polissacarideo que contém, naturalmente, grupos
carboxilicos em cada constituinte residual, além de ser um método simples, nao
téxico, biodegradavel e barato (MOHAPATRA; MONDAL; PATI, 2007).

3.1.3 Glutaraldeido

O glutaraldeido € um dos reagentes mais utilizados nos processos de
imobilizacdo de enzimas. E um potente agente de reticulacdo da proteina, ativador
de suportes e agente de ligacdo cruzada entre enzima e suporte. O glutaraldeido
pode se polimerizar e reagir com a enzima em diferentes porgdes, envolvendo
grupos amino primarios das proteinas, tiois, fendis, imidazoles (BARBOSA et al.,
2014). As principais estruturas relacionadas com a ligacao cruzada de proteinas ou
enzimas ainda n&o foram totalmente elucidadas. Algumas estruturas propostas
podem ser visualizadas na Figura 6.

A diversidade de rea¢fes observadas na Figura 6b, indica que o glutaraldeido
nao € limitado a um mecanismo por apresentar um equilibrio em suas formas
conformacionais monomérica e polimérica e pela capacidade de toda estrutura
poder reagir diferente com a proteina. Em condi¢cdes acidas e neutras 0s grupos

aldeido do glutaraldeido reagem com proteinas e podem formar bases de Schiff,
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entretanto, em condicdes &cidas as bases de Schiff sdo insataveis. Quando
adicionado em solucao bésica pode ocorrer a polimerizacdo do glutaraldeido com
formacdo de bases de Schiff entre os grupos aldeidos da molécula que também
apresenta menor estabilidade que a base de Schiff em condicbes neutras, pois a

licagdo C-C apresenta perda de ressonancia (MIGNEAULT et al., 2004).

Figura 6- Interacdo Glutaraldeido-Enzima

—g— Glutaraldeido

Enzima

HyO

CH CH Enz—NH; El"lsz"" x> Enz.. = -‘-N""HJ
o o Nl
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/(j\ Enz-NHy /(j\ LEnz. /O\,.r
HO™ "0° "OH HO™ O H H (8]

- H,0

(2b)

Enz—NH; Enz. A[Jf\/l\ ],O\ Enz
HG@D@OH H ] (] W (8] H
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(a) Interacado suporte-glutaraldeido-enzima; (b) possiveis reacdes glutaraldeido-enzima em condigcdo
neutra.

Fonte: Adaptacdo de Barbosa et al. (2014)

A utilizacdo de glutaraldeido pode ser intramolecular, promovendo ligacdes
cruzadas entre os aminoacidos das proteinas. Para esta reacdo ocorrer o
glutaraldeido é adicionado apés a imobilizacdo da enzima ou na solucdo de enzima
livre (HABIBI et al., 2006). A reacdo também pode ser intermolecular com ligagfes
covalentes cruzadas entre moléculas (suporte-glutaraldeido-proteina). Nesta reacéo

0 suporte é pré-ativado com glutaraldeido promovendo uma ponte que sera ligada a
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enzima (KUMAR; KANWAR, 2011). Nas duas formas de reacbes ocorre aumento de
estabilidade da biomolécula (HABIBI et al., 2006; KUMAR; KANWAR, 2011).

3.2 B-GLICOSIDASES

As B-glicosidases (B-D-glicosidio glicohidrolase, EC 3.2.1.21) sdo enzimas que
hidrolisam ligagbes glicosidicas B-1,4 de di e/ou oligossacarideos e glicosideos
conjugados, liberando glicose (BHATIA et al., 2002). S&o 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 hidrdlise de
precursores de horménios (LEXA et al., 2003; SARRY; GUNATA, 2004), no
amadurecimento de frutos (FAURE, 2002), na germinacdo de sementes e
desenvolvimento de embrides (OPARISSI et al., 2003), além da emissdo de aromas
em flores (HAYASHI et al.,, 2004). Participam das interacdes patdgeno-planta
(HAERTER; VOEGELE, 2004) e herbivoro-planta (BHATIA et al., 2002).

As B-glicosidases catalisam reacdes de hidrolise de ligacbes B-glicosidicas,
principalmente, em glicosideos de baixa massa molecular (BHATIA et al., 2002),
sendo que a origem, a funcdo e a localizagdo da enzima refletem na afinidade pelo
substrato (WOODWARD; WISEMAN, 1982). As B-glicosidases podem atuar em
ligacdes B-glicosidicas de diferentes moléculas em condi¢Bes de alta concentracao
de substrato e baixa atividade de agua (BHATIA et al., 2002).

Essas enzimas sao divididas em trés grupos relacionados com a
especificidade ao substrato: aril B-glicosidases, que atuam em aril-glicosideos;
celobiases verdadeiras, que hidrolisam celobiose e [B-glicosidases com ampla
especificidade ao substrato que é a grande maioria das B-glicosidases (BHATIA et
al., 2002). Além disso, podem ser identificadas pela similaridade das sequéncias de
aminoacidos e nos padroes de enovelamento destas enzimas (SOUZA, 2009). O
mecanismo de acgado das B-glicosidases é baseado na hidrolise enzimatica de
ligacbes PB-glicosidicas que compreende inversdo ou retencdo do carbono
anomeérico. Essas enzimas sdo importantes pela diversidade de aplicacbes em
diferentes setores industriais que envolvem processos biotecnoldgicos (CAIRS;
ESEN, 2010).
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3.2.1 Aplicagao de B-glicosidases

Na industria de alimentos as B-glicosidases desempenham papel nos
processos biotecnolégicos como o uso em sacarificacdo e fermentacdo (HAN;
CHEN, 2008), na producdo de aromas (OPASSIRI et al., 2003; SARRY; GUNATA,
2004) em chas (SU et al, 2010), vinhos (PALMERI; SPAGNA, 2007), sucos de frutas
(MAICAS; MATEO, 2005) e celulose (BALDRIAN; VALASKOVA, 2008).

As isoflavonas sédo substratos importantes da p-glicosidase. Sao compostos
fendlicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, encontradas principalmente em
leguminosas e fabeaceas. Na soja, o teor de isoflavonas é elevado correspondendo
0,3 a 0,8 % do peso seco do grao (JUNG; MURPHY; SALA, 2008). Considerando a
massa do grdo de soja, os cotilédones representam cerca de 90 % de seu peso,
indicando que a maior parte das isoflavonas esta nos cotilédones (FERRARI;
DEMIATE, 2001; RIBEIRO et al., 2007).

A concentracao de isoflavonas totais no gréo de soja pode variar de acordo
com o ambiente, a variabilidade genética da cultivar e a interacdo desses fatores
durante o desenvolvimento da leguminosa (CARRAO-PANIZZI et al., 2003; LEE et
al., 2003; LEE et al.,, 2007). Quanto a estrutura quimica, as isoflavonas sao
distribuidas em quatro formas, as quais apresentam trés isdbmeros cada, totalizando
12 isbmeros de isoflavonas (Figura 7 e Tabela 1). As agliconas, daidzeina, gliciteina
e genisteina ndo apresentam glicose. Quando glicosiladas, tem-se os [B-glicosidios,
daidzina, glicitina e genistina. Ha também, as formas acetilglicosidicas, 6”-O-
acetildaidizina,  67-O-acetilglicitina e  6”-O-acetilgenistna e as formas
malonilglicosidicas 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 funcdes em humanos, dentre elas,
anticarcinogénica (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 imunoldgica (SAKAI; KOGISO, 2008) e anti-inflamatéria (SAKAI et
al., 2011).



Figura 7- Estrutura quimica geral das isoflavonas
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Tabela 1- Classificacdo e estrutura quimica das isoflavonas

R1 R2 R3

Genisteina H H OH
AGLICONAS Daidzeina H H H
Gliciteina H OCHs H
Genistina CsOsH11 H OH
GLICOSIDIOS Daidzina C6OsH11 H H
Glicitina C60sHu1 OCHs H
A-Genistina Ce60OsH11+ COCHs H OH
ACETIL GLICOSIDIOS  A-Daidzina CeOsH11+ COCH3 H H
A-Glicitina C60OsH11+ COCH3 OCH3 H
M-Genistina C60s5H11+ COCH2COOH H OH
. M-Daidizina C60s5H11+ COCH2COOH H H
MALONIL GLICOSIDIOS

M-Glicitina C60sH11+ COCH2COOH OCHs H

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

As isoflavonas também promoveram a diminuicdo do colesterol e
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triglicerideos sérico, com prevencdo de doencas cardiovasculares (LOVATI et al.,
2000; RIMBACH et al.,, 2008), apresentaram efeito estrogénico diminuindo o0s
sintomas tipicos 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 cansaco (LIPOVAC et al, 2011). Além disso,
Teekachunhatean et al. (2011) ressaltaram que a administracdo de isoflavonas
melhora a densidade 0ssea, prevenindo a osteoporose. Essas atividades biolégicas
das isoflavonas sdo mais acentuadas nas formas agliconas que nas B-glicosidicas
(KAO; CHIEN; CHEN, 2008).

A biodisponibilidade das isoflavonas da soja em humanos depende do
metabolismo, habitos alimentares, etnia e microbiota intestinal, sendo que esses
fatores promovem alteracbes nas [-glicosidases intestinais que clivam as
isoflavonas B-glicosidicas em agliconas (ISMAIL; HAYES, 2005). Quando sao
metabolizadas, as formas acetil e malonil sdo convertidas as B-glicosidicas no trato
gastro intestinal apds a ingestdo. Estas sdo hidrolisadas pela B-glicosidase das
bactérias intestinais liberando aglicona e glicose (SETCHELL et al., 2002). Em
adultos, a concentracdo plasméatica maxima apds a ingestdo de isoflavonas
agliconas € de 4 a 7 horas, enquanto que as B-glicosidicas sdo absorvidas em até
11 horas, devido a necessidade de hidrélise prévia para posterior absorcédo
(SETCHELL et al., 2001).

Dessa forma, considerando que a composicdo de isoflavonas na soja
corresponde a 31 % de B-glicosidios (daidzina, glicitina e genistina) e 2 % de
agliconas (daidzeina, gliciteina e genisteina) (RIBEIRO et al., 2007) e que a forma
aglicona € mais benéfica ao organismo humano (KAO; CHIEN; CHEN, 2008), a
aplicacdo de [-glicosidase exégena em produtos de soja, podera hidrolisar
B-glicosidios em agliconas. Em alimentos fermentados de soja como mis6, natto,
tempeh e shoyu, as B-glicosidases microbianas atuam nas isoflavonas 3-glicosidicas
para obtencdo de isoflavonas agliconas (LIU, 1997), as quais apresentam maior
atividade biolégica (KAO; CHIEN; CHEN, 2008).

Mase, Mori e Yokoe (2004) purificaram e aplicaram a B-glicosidase de
Aspergillus pulverulentus YM-80 no processamento do tofu. O teor de isoflavonas
agliconas aumentou de 5 mg 100 g de soja para 56,9 mg 100 g, enquanto que as
isoflavonas B-glicosidicas apresentaram decréscimo do teor de 63,5 mg 100 g para

4,7 mg 100 g, indicando eficacia na hidrélise de B-glicosidase. Entretanto, a agdo
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desta enzima nas formas malonil e acetilglicosidicas nédo foi eficiente. Sumarna
(2010) investigou a atividade de B-glicosidase em extrato de soja fermentado com
sete variedades de Lactobacillus. A fermentagcéo foi eficiente para a aumentar a
qualidade funcional do extrato de soja. As cepas utilizadas apresentaram atividade
de B-glicosidase e o teor de isoflavonas agliconas aumentou de 27,99 uyg mL? para
101,58 ug mL* ao utilizar a L. plantarums. Chen, Wei, Chi (2011) observaram que a
B-glicosidase produzida por Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium longum na
fermentacdo da farinha de soja desengordurada aumentou o teor de isoflavonas
agliconas em 52 % e 60 %.

Além das B-glicosidases microbianas, a soja é uma fonte viavel desta
enzima para aplicacdo em produtos de soja. A B-glicosidase enddgena da soja
hidrolisa as isoflavonas B-glicosidicas em agliconas. A atividade da enzima varia
com a cultivar de soja e ndo ha correlagdo com a concentracao de isoflavonas no
gréo. As condigdes ambientais influenciam a concentragdo de isoflavonas, mas néo
afetam a atividade enzimatica (CARRAO-PANIZZI; BORDINGNON, 2000).

Matsuura e Obata (1993) e Ribeiro et al. (2007) purificaram a B-glicosidase
de cotilédones de soja e as condi¢des 6timas obtidas para a enzima foram pH 5,0 a
45 °C. Hsieh e Graham (2001) observaram que a esta enzima de raiz de soja
apresentou pH 6timo de 6,0 a 30 °C.

Os principais obstaculos para a aplicacdo comercial de enzimas sdo seu
baixo rendimento, baixa estabilidade e alto custo de producéo. Assim a imobilizacéo
da B-glicosidase € uma alternativa, uma vez que este processo pode reduzir custos
pela reutilizacdo da biomolécula, possibilidade de operacédo continua e controle da
formacéo do produto com processamento simples (GARGOURI et al., 2004; SHEN;
XIA, 2004; NAGAMOTO et al., 2005).

3.2.2 Imobiliza¢&o de B-glicosidases

A imobilizacdo de B-glicosidases de diferentes fontes tem sido relatada.
Maitan (2011) imobilizou B-glicosidase de Debaryomyces hansenii UFV-1 em
alginato de sodio e observou 90 % de atividade a 50 °C por 60 min, com aumento de

3 vezes a estabilidade térmica em relacdo a enzima livre. A utilizacdo da
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B-glicosidase imobilizada na producao de etanol aumentou a eficiéncia de hidrolise

da celulose do bagaco de cana.

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

suportes solidos visando a obtencdo de um derivado ativo e estavel para uso em

reacfes de hidrélise de bagaco de cana para producdo do etanol de segunda

geragao. O melhor derivado foi a enzima imobilizada por adsor¢gdo em resina

poliacrilica funcionalizada com grupos carboxilicos que alcancou rendimento de

imobilizacdo de 71 % apods quatro horas de reacdo. Outros trabalhos podem ser

observados no Quadro 2.

Quadro 2- Imobilizagdo de B-glicosidase considerando o0s suportes, métodos
empregados e principais resultados obtidos
Fonte Suporte Métodos Resultados Autores
Imobilizagdo: maior Km e
Améndoas Particulas coloidais de Adsorcao estabilidade térmica e | Yanetal
terra ¢ menor Vmax (2010)
Aspergillus Alginato Aprisionamento | Atividade: 93,6 % e 73,3% Su et al.
niger depois de 42 dias (2010)
Poliestireno aminados
quitosana Lig. Covalente | Imobilizacdo: 24 vezes Zhang et al.
Améndoas Poliestireno aminados maior com o glutaraldeido. (2011)
quitosana-glutaraldeido
Agarose (reativos: Adsorcéo l6nica | Imobilizacdo adsor¢cdo com
Aspergillus | polietilenoimina, glioxil e amino epoxi: 80 % e 200 | Vieira et al.
niger amino epoxi) Lig. Covalente vezes maior a estabilidade (2011)
Acrilico (Eupergit® C, Imobiliza¢do Cryogel: 91% | Khan et al.
Thermotoga Eupergit® C250L, Lig. Covalente | Reuso: 10 vezes (2012)
neapolitana |  cryogel)-gluttaraldeido Estabilidade: 3 meses
Reshmi e
Améndoas Espumas Silica- Lig. Covalente | Reuso: 10 vezes Sugunan
glutaraldeido Cruzada (2013)
Aplicagéo: 63,7 % de
Aspergillus Alginato Aprisionamento | aumento da isoflavona Zhang et al.
niger genisteina (2013)
Alginato Aprisionamento
CNBr-agarose Lig. Covalente | Imobilizacéo: proximo de
Aspergillus _ 100 % em todos os Pessela et
japonicus MANAEAgarose Adsorgéo idnica | suportes al. (2014)

DEAE-cellulose

Adsorc¢ao ibnica

Reuso da DEAE: 5 vezes
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4 MATERIAL E METODOS

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, Parana, acondicionados sob refrigeracéo a 4 °C + 2 °C. Os graos de soja
foram selecionados para remocao dos danificados, manchados e de materiais
estranhos. Posteriormente, os cotilédones foram separados da casca e do gérmen
do gréo de soja, moidos em moinho analitico (IKA-All Basic) e a farinha obtida foi
tamisada em tamis de 20 mesh para extracdo e purificacdo parcial de B-glicosidase,
utilizada no processo de imobilizacdo. Foi utilizado bagaco de cana-de-acUcar
fornecido por garapeiros e alginato de sodio obtido de macroscitis pirifera, de
viscosidade meédia (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) como suportes para
imobilizacdo da enzima e os regentes utilizados nos experimentos foram de pureza

analitica ou grau HPLC.

4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 Determinacao de Atividade de B-glicosidase

Para determinacado de atividade de B-glicosidase nas diferentes etapas do
trabalho, foi utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-B-b-glucopiranosideo (p-NPG),
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) conforme Matsuura e Obata. (1993). Para
analise de atividade de B-glicosidase livre 1 mL de p-NPG 1 mM em tampéo 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 reacéo foi
interrompida pela adi¢édo de 1,25 mL de carbonato de sédio 500 mM. Dessa forma, 0
p-nitrofenol liberado na reacgédo, de coloragdo amarela, foi determinado por
espectrofotometria a 420 nm. A quantificacdo da atividade da enzima foi realizada
pela curva de calibracdo de p-nitrofenol (0,016—-0,160 pmol). Uma unidade de
atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de B-glicosidase que libera

1 umol de p-NP min~', nas condic6es de ensaio.
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Para determinacéo de atividade da enzima imobilizada em bagacgo de cana,
0 ensaio foi conduzido com adi¢cédo de 4 mL do p-NPG 1 mM (tampéo fosfato citrato
100 mM, pH 5,0) em aproximadamente 0,1 g do suporte acondicionados em banho-
Maria a 30 °C por 30 min. Posteriormente, o suporte foi filtrado a vacuo e em 1 mL
do filtrado foi adicionado 1,25 mL de carbonato de sddio 500 mM. Para analise de
atividade da enzima imobilizada em alginato de sodio foram utilizadas 4 esferas ou
capsulas e o ensaio foi conduzido nas mesmas condicbfes de determinacdo de
atividade da enzima imobilizada em bagaco de cana. Analises controle de reacédo
foram realizadas pela substituicdo do substrato por tampéo fosfato citrato 100 mM,
pH 5,0.

4.2.2 Determinacao de Proteinas Soluveis

O teor de proteinas solUveis das amostras foi quantificado pelo método de
Lowry et al. (1951) utilizando como padrdo uma solucao de albumina de soro bovino
(BSA) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) nas concentracdes de 40-400 ug
mL1). A determinagdo de proteinas nas amostras com a enzima imobilizada foi
realizada nos extratos e nos filtrados, decorrentes da lavagem apés o processo de

imobilizagéo.

4.2.3 Determinacéo de Atividade Especifica de B-glicosidase

A atividade especifica foi definida pela relacdo entre unidades de atividade

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

4.2.4 Determinagédo de Agucares Totais

A determinacdo dos acucares totais foi realizada nas aguas de lavagem do
bagaco de cana-de-acucar pelo método fenol sulfarico segundo Dubois et al. (1956),

empregando glicose (0-100 pg mL1) como padréo.
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4.2.5 Determinagdo da Composicao Quimica da Fibra do Bagaco de Cana

As analises realizadas para determinar a composi¢cédo da fibra do bagaco de
cana-de-acucar, 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 acido (FDA) segundo Van Soest, Robertson e Lewis
(1991).

4.2.6 Determinacdao de Isoflavonas por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (CLUE)

Apos a aplicagdo da B-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 agitacédo continua e rotativa, seguida por filtracdo a vacuo. Para
a extracdo das isoflavonas, 300 mg de amostra desengordurada foram adicionadas
a 6 mL de solucdo extratora (agua, 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 ultrassénico 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 hidrofilicas de PVDF
(Fluoreto de polivinilideno) com 0,22 ym de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore,
Billerica, MA, USA) e, entéo, aplicado no Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia
(CLUE).

Para a separacdo e quantificacdo das isoflavonas por CLUE foi utilizado o
cromatdgrafo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor
automatico de amostras, bomba quaternaria, forno com temperatura controlada de
35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3.
A eluicdo das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC
BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 ym de didmetro de particula; Waters), com fase
movel constituida de um sistema gradiente binario, com fase inicial de 90 % de
solucdo aquosa de &cido acético pH 3 (solvente A) e 10 % de acetonitrila (solvente

B). Em 8 min de eluicdo foi atingida uma proporcéo de 0 % do solvente A e 100 %
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do solvente B, retornando as condi¢des iniciais em 9 min. O tempo total de corrida
foi de 10 min. A vazéo da fase mével foi de 0,70 mL min e o sistema de deteccédo
foi constituido por um detector com arranjo de diodos (DAD-Waters), ajustado ao
comprimento de onda de 260 nm.

A identificacdo de cada forma quimica de isoflavona nos cromatogramas foi
realizada por comparacao dos espectros de absorcdo e tempos de retencdo dos
seus respectivos padrées. A quantificacao foi realizada por integracédo das areas dos
picos e padronizacdo externa (area x concentracdo) utilizando padrdes individuais
de isoflavonas: 6”-O-acetilglicosideos e 6”-O-malonilglicosideos (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japéao), B-glicosideos e agliconas (Sigma-Aldrich
Co.,St. Louis, MO, EUA). Para cada amostra foram realizadas trés corridas
cromatograficas. O teor de isoflavonas foi expresso por pg mL* de extrato comercial

de soja.

4.3 OBTENGAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA

4.3.1 Extracédo de B-glicosidase

A extracdo de B-glicosidase foi realizada conforme descricdo de Matsuura e
Obata (1993) com a seguinte modificacdo: centrifugacdo de 4000 x g para
10000 x g. Foram utilizados 60 g de farinha de cotilédones de soja (item 4.1) e
tampéo fosfato de sodio 100 mM, pH 6,6 (1:10, p/v), sob agitacdo por L ha 4 °Ce
centrifugacéo a 4 °C, 10000 x g por 20 min (ultracentrifuga Beckman Coulter Modelo
optima XE-100). O precipitado foi descartado e o sobrenadante acidificado com HCI
100 mM até pH 5,0 que novamente foi centrifugado nas mesmas condi¢des. O
sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto (EB), sendo utilizado como fonte

de B-glicosidase para fracionamento.

4.3.2 Fracionamento do Extrato Bruto com Sulfato de Amodnio

As proteinas do extrato bruto foram precipitadas com (NH4)2SO4 de 0 até 40 %
e de 40 até 85 %. Ao extrato bruto foi adicionado lentamente o sulfato de amonio até

atingir 40 % de saturagédo e mantido em repouso a 4 °C por 12 h para completa
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precipitagdo. O material foi centrifugado conforme item 4.3.1. Ao sobrenadante
(So-40) foi adicionado sulfato de aménio até 85 % de saturagdo, mantido a 4 °C por
12 h e centrifugado (item 4.3.1). Os precipitados (Po-40 € P40-85), ressuspensos em
tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0, e os sobrenadantes (So-40 € Sa40-85) foram
dialisados no mesmo tampé&o por 14 h a 4 °C (SANTOS et al., 2013). Os dialisados
foram analisados quanto a atividade de B-glicosidase (item 4.2.1) e teor de proteinas
soluveis (item 4.2.2). Apo6s as determinacfes, a fracdo Pa4o-s5 apresentou maior
atividade de B-glicosidase, sendo utilizada como fonte de enzima livre no processo
de imobilizacdo em bagaco de cana-de-agucar e alginato de sodio. Os
procedimentos de extracao e purificacdo parcial de B-glicosidase de cotilédones de

soja estao resumidos no fluxograma apresentado na Figura 8.

Figura 8- Fluxograma de obtengao da B-glicosidase de cotilédones de soja
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| (2:10, p/v) com agitagdo por 1 h/4°C
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4.4 IMOBILIZAGAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA EM BAGACO DE

CANA-DE-ACUCAR

4.4.1Tratamento do Bagaco de Cana-de-acucar

A polpa do bagaco de cana-de-agucar prensado foi retirada, cortada, pré-
lavada com agua a temperatura ambiente, seca a 60 °C em estufa com circulacdo e
renovacdo do ar (Marconi, MA 035) e moida para padronizacdo do tamanho da
particula por tamisacdo em diferentes malhas n° 8, 20 e 30. O bagaco retido em 30
mesh com tamanho da particula de 0,7 mm foi selecionado para imobilizacdo. Para
a retirada total dos acucares, o bagaco foi lavado 20 vezes com agua destilada a 60
°C e enxaguado exaustivamente com agua destilada a temperatura ambiente. Para
confirmacédo da retirada de acucares a Ultima agua de lavagem foi avaliada quanto a
presenca de acucares totais (item 4.2.4).

O bagaco obtido, tratado com &gua 60 °C (B1), submetido aos tratamentos:
ativacdo com glutaraldeido (B2), tratado com NaOH e autoclavado (Bs), tratado com
NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeido (B4), tratado com etanol 70 % e
autoclavado (Bs), tratado com etanol 70 %, autoclavado e ativado com glutaraldeido
(Bs), (Figura 9).

O tratamento alcalino do bagaco de cana foi realizado com NaOH 500 mM
(1 g : 40 mL) com agitagdo de 120 rpm por 24 h (incubadora shaker Cientec,
CT-712) segundo Santos et al. (2008). Para o tratamento alcodlico do bagaco foi
utilizado etanol 70 % (1 g : 40 mL) conforme Santos (2010). O tratamento térmico foi
realizado apoés o tratamento quimico em autoclave a 121 °C por 15 min (SANTOS et
al., 2008; SANTOS, 2010). A ativacdo dos bagacos de cana foi realizada com
glutaraldeido 2,5 % em tampao fosfato de sédio 200 mM, pH 7 a 25 °C por 30 min a
70 rpm.

Para a imobilizagado da B-glicosidase foram utilizados 1 g de suporte tratado
em diferentes condicdes e extratos da enzima contendo 0,7 mg mLt de proteina
com 5,72 10° UA mL? ou 1,4 mg mL* de proteinas com 11,44 103 UA mL%, com
atividade especifica de 8,17 103 UA mg™. Os extratos foram diluidos em tampéao
fosfato de sédio 200 mM, pH 7. O sistema foi mantido a 4 °C e 70 rpm em mesa

agitadora (Quimis, Q225M) por 6 h para as duas concentracoes de proteina.
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Figura 9- Tratamentos do bagaco de cana-de-acUcar para imobilizacdo da

B-glicosidase

Bagago com Casca

Pré-Lavagem (agua a temperatura
ambiente) e Moagem

Bagaco sem Casca

Tratamento bagaco de cana <+——| Padronizagéo
da particula em
0,7 mm Tamis n° 8, 20 e 30

l

Bagaco retido em
30 mesh

B3: NaOH + B5: Etanol 70%
autoclave + autoclave

Ativacéo Glutaraldeido 2,5 %

' ' '

B2 B4 B6

A atividade de B-glicosidase e o teor de proteinas foram determinados
conforme itens 4.2.1 e 4.2.2. O rendimento de imobilizacdo (RI) foi expresso como
(atividade especifica da enzima imobilizada/atividade especifica da enzima livre) x
100 (equacéo 1).

RI (%) = atividade especifica da enzima imobilizada x 100 (equacéao 1)
atividade especifica da enzima livre

Para avaliar os efeitos dos tratamentos do bagaco de cana no RI foi
realizado um planejamento experimental inteiramente casualizado com trés
repeticbes de cada tratamento, totalizando 18 experimentos realizados
aleatoriamente. Analise de variancia (ANOVA) e teste de tukey (p<0,05) foram
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utilizados para avaliacdo dos resultados pelo programa Statistica 7.0. Assim, o
tratamento do bagaco de cana com maior rendimento de imobilizagdo foi

selecionado para otimizar as condi¢des de imobilizacédo de B-glicosidase.

4.4.2 Imobilizagao de B-glicosidase em Bagaco de Cana Tratado com NaOH

Autoclavado e Ativado com Glutaraldeido

O suporte selecionado para avaliar condi¢cdes imobilizacdo foi o bagaco de

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

Figura 10- Imobilizacdo da [B-glicosidase em bagaco de cana tratato com NaOH,

autoclavado e ativado com glutaraldeido

Solugéo ENZIMA
(Proteinas - mg)

l

Ativagdo com — [
Glutaraldeido

Bagaco de Cana
NaOH e autoclave

Incubacéo
Enzima + Bagaco

A

Enzima Imobilizada Filtracao

Para avaliar a influéncia de condigbes de imobilizacdo no RI foi aplicado um
delineamento fatorial fracionado 25! para testes exploratérios. Foram realizados 16
experimentos e 3 repeticdes no ponto central com as variaveis independentes
codificadas (x1, X2, X3, X4 € X5) e as variaveis decodificadas (X1= proteinas, mg mL;
X2= pH; Xs= rpm; Xa= glutaraldeido, % e Xs= tempo de incubacao, h) e seus niveis

de variacéo (Tabela 2).
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Tabela 2- Delineamento fatorial fracionado 25 para imobilizagédo de B-glicosidase de

soja em bagaco de cana

Experimentos

Variaveis codificadas e decodificadas

X1(X1) X2(X2) x3(X3) X4(Xa) X5(Xs)
1 1(05)  -1(45)  -1(70) 11(0,5) 1(6)
2 1(15)  -1(45) -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(75)  -1(70) -1(0,5) 1(6)
5 1(0,5)  -1(45)  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(05)  -1(45)  -1(70) 1(2,5) 1(2)
10 1(15)  -1(45)  -1(70) 1(2,5) 1(6)
11 105  17.5)  -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(45)  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) 06)  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 (proteinas, mg mL2); X2 (pH); X3 (rpm); Xa (glutaraldeido, %); Xs (tempo de incubacéo, h)

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

equacao 1. As variaveis independentes e 0s niveis de variacdo foram selecionados

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

(2011). O delineamento e a férmula geral do modelo de superficie de resposta

(equacao 2) foram realizados pelo software Statistica 7.0.

y1= Bo + Bix1 + B2xz + BaX3 + Paxsa + Bsxs + Bi2X1Xz + B13X1X3 + P14X1X4 + P15X1Xs +
B23XaX3 + B2aXoXa + B2sXoXs + B3aX3Xa + B3sX3Xs + PasXaXs + € (equacao 2)

Onde:



y= Funcéo resposta experimental,
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X1, X2, X3, X4 € Xs= Niveis codificados das varidveis independentes;

= Coeficientes codificados pelo modelo de superficie de resposta;

e= Residuo (erro experimental)

4.4.3 Otimizacao da Imobilizagao de B-glicosidase em Bagago de Cana

Tratado com NaOH, Autoclavado e Ativado com Glutaraldeido

ApoOs a analise dos resultados obtidos no primeiro delineamento (item 4.4.2)

foram fixadas as condices de 1 mg mL?! de proteinas, 110 rpm e pH 7. Um

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

influéncia das varidveis independentes (Xi= tempo de incubagcdo, h e Xo=

glutaraldeido, %) com 4 pontos axiais e 5 repeticdes do ponto central, totalizando 13

experimentos (Tabela 3).

Tabela 3- DCCR 22 das variaveis independentes para imobilizagdo de (3-glicosidase

de soja em bagaco de cana

Experimentos Variaveis 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 incubacéo, h) e Xz (glutaraldeido, %)
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Para este segundo delineamento, a funcao resposta Y1 (RI, %) foi expressa
conforme equacdo 1. O delineamento e a férmula geral do modelo quadratico de
superficie de resposta (equacgédo 3) foram realizados pelo software Statistica 7.0.

y1= Bo + Bix1 + Baxz + B11x1? + B22x2? + Bi2xaxz + € (equagéo 3)

4.5 IMOBILIZAGAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA EM ALGINATO DE SODIO

4.5.1 Imobilizacédo de B-glicosidase de Soja em Esferas de Alginato de Sédio

A imobilizacdo de B-glicosidase em esferas de alginato de sodio 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
solucdo de B-glicosidase (1 mg proteinas mL? e 9,57 103 UA mL') misturada com
9,46 mL de alginato de sédio 3 %. A mistura foi gotejada em CaCl2 50 mM (tampéo
fosfato citrato 50 mM pH 5) com uma seringa para a formagcdo das esferas,
separadas da solucdo de CaClz por filtracdo. Para aumentar a estabilidade, as
esferas foram adicionadas em nova solucdo de CaCl2 50 mM por 1 h a 4 °C e
100 rpm em mesa agitadora (Quimis Q225M), mantidas em repouso por 16 h.
Posteriormente, foram filtradas, separadas e lavadas trés vezes com tampao fosfato
citrato 50 mM pH 5,0 (Figura 11).

No aprisionamento-crosslinking, apds aprisionamento direto, as esferas foram
reticuladas com glutaraldeido a 0,025 %, por 2,5 h. Em seguida, foram separadas e
lavadas trés vezes com tampao fosfato citrato 50 mM pH 5,0 e acondicionadas no
mesmo tampéao a 4 °C (Figura 11).

No crosslinking-aprisionamento foi preparada uma mistura contendo 0,54 mL
solugédo de B-glicosidase (1 mg proteinas mL* e 9,57 103 UA mL?), 9,46 mL de
alginato de sodio 3 % e 1,3 mL de glutaraldeido 2,5 %, mantida a 4 °C 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
combinagdo dos procedimentos crosslinking-aprisionamento e aprisionamento-

crosslinking (Figura 11).
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Figura 11- Imobilizagcédo da B-glicosidase de soja em esferas de alginato de sédio
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4.5.2 Imobilizacdo de B-glicosidase de Soja em Capsulas de Alginato de Sédio

A imobilizagao de B-glicosidase em capsulas de alginato de sédio foi realizada
pelas metodologias adsorcdo direta, adsor¢ao-crosslinking, crosslinking-adsorcéao e
crosslinking-adsorgao-crosslinking de Su et al. (2010) e Zhang et al. (2013)
modificados.

Para a metodologia de adsorcéo direta, 10 mL de alginato de sédio 3 % em
uma seringa foi gotejado em uma solucdo de B-glicosidase (1 mg proteinas mL? e
9,57 10 UA mL"1) diluida em CaCl2 50 mM para a formacdo das capsulas. As
capsulas foram agitadas por 1 h a 4 °C e 100 rpm em mesa agitadora (Quimis
Q225M), mantidas em repouso por 16 h, filtradas, separadas e lavadas trés vezes

com tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 (Figura 12).
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Na adsorcdo-crosslinking, apdés a adsorcdo direta, as cépsulas foram
reticuladas com glutaraldeido 0,025 % e 100 rpm por 2,5 h, separadas e lavadas trés
vezes com tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 (Figura 12).

No crosslinking-adsorcdo foi preparada uma mistura contendo 10 mL de
alginato de sodio 3 %, 1,3 mL de glutaraldeido 2,5 % mantidas a 4 °C e 100 rpm por
30 min. Apds, o procedimento foi realizado conforme adsorcao (Figura 12).

Para a metodologia crosslinking-adsorgcao-crosslinking foi realizada uma

combinacdo dos procedimentos crosslinking-adsorcdo e adsorcéo-crosslinking

(Figura 12).

Figura 12- Imobilizagdo da B-glicosidase de soja em cépsulas de alginato de sddio
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4.5.3 Otimizacdo da Imobilizac&o de B-glicosidase de Soja em Capsulas de

Alginato de Sédio

A metodologia selecionada para avaliar as condigbes de imobilizagdo foi a
crosslinking-adsor¢ao-crosslinking (cépsulas). Para avaliar a influéncia de condi¢des

no RI foi aplicado um delineamento fatorial completo 2* para testes exploratoérios.
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Foram realizados 16 experimentos e 3 repeticdes do ponto central com as variaveis
independentes codificadas (x1, X2, X3 € X4) e as variaveis decodificadas (X1= pH; Xo=
CaClz2, mM; Xz= proteinas, mg mL; X4= glutaraldeido, %) e seus niveis de variacédo
(Tabela 4).

Tabela 4- Delineamento fatorial completo 24 das varidveis independentes para

imobilizagdo de B-glicosidase de soja em capsulas de alginato de sadio

. Variaveis codificadas e decodificadas
Experimentos

x1(X1) X2(X2) x3(X3) X4(Xa)
1 “1(4) -1(30) (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(0,1)
10 1(6) -1(30) (1) 1(0,1)
11 1(4) 1(70) 1(1) 1(0,2)
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(0,2)
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 (CaClz, mM); Xs (proteinas, mg mL?) e X4 (glutaraldeido, %)

Para este delineamento, a funcédo resposta Y1 (RI, %) foi expressa conforme
equacao 1. O delineamento e a férmula geral do modelo linear de superficie de

resposta (equacao 4) foram realizados pelo software Statistica 7.0.
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y1= Bo + Bix1 + Baxz + Baxa + Paxa + BraXaxz + B13Xixs + B1aXiXa + B23Xax3 + B2axaXat

B3ax3Xa + € (equacao 4)

Apds a andlise dos resultados obtidos no delineamento fatorial completo 24
foram fixadas as condi¢Bes de 1 mg de proteina e glutaraldeido 0,075 %. Um DCCR
22 foi realizado para avaliar a influéncia das variaveis independentes (Xi1= pH e Xz2=
CaCl2, mM) com 4 pontos axiais e 5 repeticdes do ponto central, totalizando 13
experimentos (Tabela 5). Para este delineamento, a fungéo resposta Y1 (RI, %) foi
expressa conforme equacéo 1 e a formula geral do modelo quadratico de superficie

de resposta foi realizada conforme a equacéo 3.

Tabela 5- DCCR 22 das variaveis independentes para imobilizacdo de B-glicosidase

de soja em capsulas de alginato de sédio

Experimentos Variaveis 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 Xz (CaClz, mM)
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4.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS SUPORTES SEM E COM A ENZIMA IMOBILIZADA

POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A caracterizacdo morfolégica dos suportes utilizados no processo de
imobilizagdo foi realizada por microscopia eletronica de varradura (MEV). Os
bagacos de cana tratados foram secos a 60 °C em estufa com circulacdo e
renovacao do ar (Marconi moldelo MA 035). O bagaco de cana tratado com NaOH,
autoclavado e ativado com glutaraldeido com a enzima imobilizada foi liofilizado. As
esferas e cépsulas de alginato de sédio com e sem a enzima imobilizada foram
acondicionadas em tamp&o cacodilato 100 mM com 2,7 mL de &cido picrico 0,56 %,
glutaraldeido 4 % e fraturadas com nitrogénio liquido.

Posteriormente, as amostras foram montadas em fita de carbono em stub
de aluminio, recobertas com uma camada de ouro de 25 nm (Sputter Coater SDC
050 - BALTEC), observadas em microscépio eletrdnico de varredura operando em
vacuo sob feixe de elétrons com aceleracdo de 10 kV (FEI Quanta 200) e obtidas

trés imagens representativas em diferentes pontos de cada amostra analisada.

4.7 CARACTERIZAGAO QUIMICA DOS SUPORTES SEM E COM A ENZIMA IMOBILIZADA POR

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Andlises de FTIR foram realizadas a fim de caracterizar os suportes e
confirmar a ligacdo de B-glicosidase nos mesmos. Medi¢cdes FTIR foram realizadas
utilizando paltilhas de KBr (brometo de potassio) em espectrometro FTIR (IR
Prestige-21 Shimadzu, USA). Os espectros FTIR foram adquiridos com resolucao

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

4.8 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA LIVRE E

IMOBILIZADA

4.8.1 Determinac&o de pH e Temperatura Otimos

A determinacado de pH e temperatura 6timos da atividade de B-glicosidase livre
e imobilizada em suporte foi realizada pelo DCCR 22, incluindo 4 pontos axiais com 5

repeticbes do ponto central, totalizando 13 experimentos (Tabela 6).
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O pH variou de 3,0-8,0 (tampéo fosfato citrato e fosfato de sédio 100 mM) e a
temperatura de 25—-75°C com incubacgédo segundo item 4.2.1. A funcédo resposta Y2
(atividade de B-glicosidase, UA) apresentou formula geral do modelo quadratico de

superficie de resposta conforme equacéao 3.

Tabela 6- DCCR 22 das variaveis independentes do pH e temperatura 6timos para

determinacao da atividade de B-glicosidase, UA

Experimentos Variaveis 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, °C)

4.8.2 Determinacao da Estabilidade Térmica

A B-glicosidase livre, imobilizada em bagaco de cana tratado e cépsulas de
alginato foram pré-incubadas a 30, 50 e 70 °C na auséncia de substrato, em tampao
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 incubacao nos intervalos de tempo determinados e analisadas quanto a
atividade residual de B-glicosidase (%) nas condi¢cdes oOtimas de pH (5,5) e
temperatura (50 °C).
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4.8.3 Determinacao de Km € Vmax

Os valores de Km e Vmax, foram determinados pelo método de Lineweaver-
Burk conforme descricdo de Nelson e Cox (2011). Foram preparados tubos
contendo p-NPG de 0,1-20 mM com concentrag¢do constante da enzima (8,17 103
UA mL1). Posteriormente, a atividade de B-glicosidase (UA) foi determinada nas
condicoes otimas de pH (5,5) e temperatura (50 °C).

4.8.4 Determinacao da Estabilidade Operacional

Para determinar a estabilidade operacional da B-glicosidase imobilizada, 0,1 g
de bagaco de cana e quatro cdpsulas de alginato de sodio foram incubados com
4 mL de p-NPG 1 mM consecutivamente e analisados quanto a atividade residual de

B-glicosidase (%) nas condi¢des 6timas de pH (5,5) e temperatura (50 °C).

4.9 APLICACAO DE B-GLICOSIDASE IMOBILIZADA EM BAGACO DE CANA OU CAPSULAS DE

ALGINATO NO EXTRATO DE SOJA

A aplicacdo de B-glicosidase imobilizada em extrato comercial de soja foi
realizada com 0,4 g de bagaco de cana ou 10 capsulas de alginato de sédio. 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 °C e 50 °C. O extrato comercial de
soja sem a [-glicosidase imobilizada foi utilizado como controle. Apds os
experimentos, as amostras foram filtradas para a separacdo da enzima-suporte,

liofilizadas e submetidas a andlise de isoflavonas por CLUE (ltem 4.2.5).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo redigidos na forma de artigo cientifico e de
trabalhos apresentados em eventos cientificos.

5.1 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo “Otimizacdo das condi¢cOes de imobilizacdo de B-glicosidase de soja
em bagaco de cana-de-acUcar para conversdo das isoflavonas B-glicosidicas em

agliconas” seré submetido a revista Food Chemistry.
5.2 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo “Imobilizacdo de B-glicosidase de soja em esferas e capsulas de

alginato de sodio” sera submetido a revista Carbohydrate Polymers.

5.3 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS
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Resumo

O bagaco de cana-de-acucar, residuo agroindustrial, foi utilizado como suporte para
imobilizacdo de [-glicosidase, propondo um sistema catalitico econémico. A
B-glicosidase de cotilédones de soja foi obtida por precipitacdo fracionada com
sulfato de amoénio e imobilizada por ligacdo covalente em bagaco de cana tratado
com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeido. As condi¢cdes de imobilizacao
foram otimizadas por metodologia de superficie de resposta e sua aplicacdo em
extrato comercial de soja foi avaliada pela determinacdo de isoflavonas por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia. O rendimento de imobilizacéo foi de 99 %.
O pH e temperatura 6timos para atividade de B-glicosidase livre e imobilizada foram
5,5 a 50 °C utilizando p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo como substrato. O Km € Vmax
foram de 0,26 mM e 7,2 pmol min! para a B-glicosidase livre e 0,46 mM e 4,37 pmol
min? para imobilizada. O sistema imobilizado foi reutilizado 15 vezes e a
estabilidade térmica apresentou atividade residual de 15 % em 70 °C apd6s 180 min.
O teor total de agliconas em extrato de soja tratado com a B-glicosidase imobilizada
aumentou 25 % apds incubacéo de 120 min a 50 °C.

Palavras chave:

Bagaco de cana-de-agucar
Imobilizacao

B-glicosidase de soja
Isoflavonas

1. Introducéo

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar para obtencdo de
acucar e etanol (UNICA, 2014). A produtividade média de cana-de-acuUcar para a
safra 2014/2015 foi 73.569 kg/ha com previséo de 671,69 milhdes de toneladas de
cana moida (CONAB, 2014). Essa atividade sucroalcooleira gera subprodutos como
o bagaco com producdo média de 260 kg por tonelada de cana moida (UNICA,
2011). Apesar da industria utilizar este residuo como fonte de energia, o excedente
de bagaco atinge 20 % do total gerado, causando problemas ambientais (Teixeira,
Pires & Nascimento, 2007).

Pesquisas sdo desenvolvidas para utilizacdo desse residuo como racéo
animal (Teixeira, Pires & Nascimento, 2007), suplementacdo em meio de cultura de
microrganismos (Rajagopalan, He & Yang, 2014), producdo de ceramica (Teixeira,
Magalhédes, Arenales, Souza, Romero & Rincén, 2014), adsorvente (Pehlivan, Tran,
Ouédraogo, Schmidt, Zachmann & Bahadir, 2013), compdédsitos poliméricos
(Carvalho Neto et al., 2014) e imobilizacdo de células (Shaharuddin, Muhamad,
Seng, Zahan & Khairuddin, 2014) e enzimas (Mendes, Castro & Giordano, 2013).

Além disso, o bagaco de cana-de-agclUcar € uma fonte de energia verde com
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pesquisas e investimentos para producdo de etanol de segunda geracdo (Khuong,
Kondo, Leon, Anh, Shimizu, & Kamei, 2014).

As Isoflavonas sdo compostos fendlicos, pertencentes ao grupo dos
flavondides, encontradas principalmente na soja e derivados. Apresentam quatro
formas distintas, agliconas, [-glicosidicas, acetilglicosidicas e as formas
malonilglicosidicas (Kao, Chien & Chen, 2008).

Estudos sobre isoflavonas tem atraido atencdo devido aos seus potenciais
beneficios que melhoram a saudde, incluindo atividade anticarcinogénica (Hillman et
al., 2011), diminuicdo do colesterol e triglicerideos sérico, com prevencdo de
doencas cardiovasculares (Rimbach et al., 2008) e efeito estrogénico diminuindo os
sintomas tipicos da menopausa (Piovesan, Simfes, Mosquete, Simdes, Junior &
Baracat, 2004). Essas atividades biolégicas das isoflavonas sdo mais acentuadas
nas formas agliconas que nas B-glicosidicas (Kao, Chien & Chen, 2008), sao
metabolicamente mais ativas e podem ser absorvidas mais rapidamente e em
maiores quantidades (Kawakami, Tsurugasaki, Nakamura & Osada, 2005). Estes
resultados sugeriram que a ingestdo de alimentos ricos em agliconas podem ser
mais eficazes na manutencdo da saude. 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 sdo cada vez mais
empregadas.

As [B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) podem ser
utilizadas para hidrolisar as isoflavonas glicosidicas em agliconas, estudos de
purificacdo e aplicacdo em produtos de soja dessas enzimas de fungos (Yang,
Wang, Yan, Jiang, & Li, 2009) e bactérias (Li, Jiang, Fan & Liu, 2012) tém sido
relatados. Além disso, a B-glicosidase extraida de cotilédones de soja foi purificada e
caracterizada por Santos et al. (2013) para hidrolise das isoflavonas B-glicosidicas
em agliconas. Entretanto, como a utilizacdo da enzima livre é limitada por fatores
econdmicos, a imobilizagdo apresenta uma alternativa viavel na industria de
alimentos, principalmente, pela possibilidade de reutilizagdo da enzima (Carvalho,
Canilha & Silva, 2006).

Como ndo existe um unico sistema de imobilizagdo, nem um suporte universal
capaz de garantir resultados adequados para todos 0s processos, uma vez que ha
diversas variaveis envolvidas que devem ser controladas (Carvalho, Canilha & Silva,

2006), a metodologia de superficie de resposta (MSR) pode ser adotada para
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otimizacdo dos parametros nos processos de imobilizacdo. A MSR utiliza
ferramentas estatisticas e mateméticas para eficiéncia e economia do processo,
Uteis para o desenvolvimento, melhoria e otimizacdo da resposta de interesse que &
influenciada por mdultiplas variaveis (Calado & Montgomery, 2003).

Este estudo teve como objetivo otimizar as condigcbes de imobilizacdo de
B-glicosidase de soja em bagaco de cana tratado utiizando MSR, realizar a
caracterizacdo quimica e morfologica do suporte com e sem enzima imobilizada e
aplica-la em extrato aquoso de soja, para obtencdo de um produto com maior teor

de isoflavonas agliconas.

2. Material e Métodos
2.1. Material

O bagaco de cana-de-agucar foi obtido de garapeiros. A soja [Glycine max (L.)
Merrill], BRS 213 safra 2010/2011, fornecida pela Embrapa Soja, Londrina, Parana,
Brasil, mantida a 4 °C = 2 °C, foi utilizada para obtencédo de B-glicosidase. Para
determinacdo da atividade de B-glicosidase foi utilizado o p-nitrophenyl-B-D-
glucopyranoside (p-NPG) e para determinagcdo de proteinas sollveis, albumina de
soro bovino (BSA), (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Foi utilizado extrato
comercial de soja. Para a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) foram
utilizados padrdes de isoflavonas malonil e acetil conjugados (Wako Puré Chemical
Industries, Osaka, Japao) e isoflavonas B-glicosidicas e agliconas (Sigma-Aldrich

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

2.2. Determinagéo de Atividade de (-glicosidase

A atividade de B-glicosidase livre (1 mL) e imobilizada (0,1 g) foi determinada
utilizando p-NPG 1mM como substrato em tampéao fosfato citrato 100 mM, pH 5. A
reacao foi incubada a 30 °C por 30 min e interrompida com Na2COz 500 mM. O
p-nitrofenol liberado na reacéo foi determinado por espectrofotometria a 420 nm
utilizando uma curva de calibragédo de p-NP (0,016-0,160 pmol), (Matsuura & Obata,
1993). Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de

B-glicosidase que libera 1 ymol de p-NP min~", nas condicdes de ensaio.
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2.3. Determinacao de proteinas sollveis e atividade especifica

O teor de proteinas soluveis dos extratos e filtrados foi quantificado pelo
meétodo de Lowry, Rosebrough, Farr & Randall (1951).

A atividade especifica da B-glicosidase livre e imobilizada foi definida pela
relacdo entre unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteinas (UA mg* de
proteinas).

2.4. Tratamento do bagaco de cana

A polpa do bagaco de cana in natura foi retirada, cortada, lavada com agua
destilada e seca em estufa (Marconi, MA 035) a 60 °C. Posteriormente, foi moida e
sua particula padronizada em 0,7 mm por tamizacdo. Apés, foi lavada com agua
destilada a 60 °C para retirada de aclUcares, acompanhado da determinacdo de
acuUcares totais na agua de lavagem (Dubois Gilles, Hamilton, Rebers & Smith,
1956). O bagaco obtido foi denominado de B1 (tratado com agua 60 °C) e este foi
submetido aos tratamentos: ativacdo com glutaraldeido (Bz), NaOH 500 mM por 24 h
e autoclavado (Bs), NaOH 500 mM por 24 h, autoclavado e ativado com
glutaraldeido (Bs), etanol 70 % e autoclavado (Bs), etanol 70 %, autoclavado e
ativado com glutaraldeido (Be). A autoclavavem foi realizada a 121 °C por 15 min e a
ativagdo realizada com glutaraldeido 2,5 %, pH 7 e 70 rpm por 30 min.

2.5. Obtencéo da B-glicosidase de soja

A B-glicosidase foi extraida da farinha de cotilédones de soja com tampéao
fosfato de sodio 100 mM, pH 6,6 (1:10 p/v) para obtencéo do extrato bruto (Matsuura
& Obata, 1993) que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0-40 % e 40-85 % de
saturacao a 4 °C (Santos et al., 2013). Apoés dialise das fracGes, foram determinados
a atividade de B-glicosidase e teor de proteinas soluveis. A fracdo denominada de
Pao-ss com maior atividade de B-glicosidase foi utilizada como fonte de enzima livre

para imobilizagdo em bagacgo de cana.

2.6. Caracterizacdo morfolégica do bagaco de cana

Amostras de bagagos de cana in natura, submetidos a diferentes
tratamentos foram secos e fixados em fita de carbono em stub de aluminio,
recobertas com uma camada de ouro de 25 nm (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC)

e observadas em microscopio eletrénico de varredura operando em vacuo sob feixe
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de elétrons com aceleracdo de 10 kV (FEI, modelo Quanta 200). Foram obtidas trés
imagens representativas de cada amostra em diferentes pontos.

2.7. Caracterizacdo quimica do bagaco de cana

Para caracterizar os suportes foram realizadas andlises por FTIR utilizando
paltihas de KBr (brometo de potassio) em espectrobmetro FTIR (IR Prestige-21
Shimadzu, USA). Os espectros FTIR foram obtidos com resolucéo espectral de 100

scans de 2 cm™ registrados pelo Software IRSolution 1.60SU2.

2.8. Composicao quimica da fibra de bagaco de cana

Para determinar a composicdo quimica da fibra de bagaco de cana apds
tratamento alcalino e térmico foram realizadas andlises de cinzas (Association of
Oficial Analytical Chemists - AOAC, 2006); celulose, lignina e hemicelulose
determinada por fibra de detergente neutro (FDN) e fibra de detergente acido (FDA)
(Van Soest, Robertson & Lewis, 1991).

2.9. Imobilizacdo em bagaco de cana

Para a imobilizacdo da B-glicosidase, 1 g de bagaco de cana tratado (B1, Bz,
Bs, B4, Bs, Be) foi incubado com a enzima livre diluida em tampéao fosfato de sédio
200 mM, pH 7, com atividade especifica de 8,17 10 UA mg™. O sistema foi mantido
a 70 rpm, 4 °C por 6 h. O rendimento de imobilizacdo (RI) foi expresso como
(atividade especifica da enzima imobilizada/atividade especifica da enzima livre) x
100.

2.9.1 Delineamentos experimentais

O bagaco de cana tratado (item 2.4.) que apresentou maior rendimento de
imobilizagdo foi utilizado para analises exploratérias por delineamento fatorial
fracionado 251, Foi avaliada a influéncia das variaveis independentes proteinas (0,5—
1,5 mg mL?), pH (4,5-7,5), rpm (70-150), glutaraldeido (0,5-2,5 %) e tempo de
incubacédo (2—6 h) e suas interagcdes na funcao resposta Y1 (RI, %). Apos a analise
dos resultados obtidos nesse delineamento, as variaveis proteina, pH e rpm foram
fixadas em 1 mg mL?, 7 e 110. Para otimizar a imobilizacdo da B-glicosidase foi
utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 para avaliar a

influéncia e interacdo das variaveis independentes tempo de incubacéo (2-14 h) e
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glutaraldeido (1-4 %). As fun¢des resposta Y1 e Y2 (RI, %) foi avaliada pelo modelo
matematico y= Bo+ 2Bixi + ZBiixi2 + 2Bixixj + € (equacdo 1), onde y (funcio resposta),
xiXj (variaveis codificadas), B (coeficientes estimados para cada termo do modelo de

superficie de resposta) e € (erro experimental).

2.10. Efeitos do pH, temperatura e concentracdo de p-NPG na atividade de
B-glicosidase

Para determinacao do pH (3-8) e temperatura (25-75 °C) 6timos foi utilizado
um DCCR 22, com funcdes resposta Ys e Ys (atividade de B-glicosidase livre e
imobilizada, UA), avaliada conforme modelo mateméatico expresso na equacéo 1. O
efeito da concentracédo de p-NPG (0,1 a 20 mM) na enzima livre e imobilizada foi
determinado em pH 5,5 a 50 °C por 30 min. Os resultados foram expressos em pmol
de p-NP min e os valores de Km e Vmax foram estimados pelo método grafico de

Lineweaver-Burk.

2.11. Estabilidade térmica da B-glicosidase livre e imobilizada

A estabilidade térmica da B-glicosidase livre e imobilizada foi avaliada pela
incubacédo da enzima a 30, 50 e 70 °C em tampao fosfato citrato 100 mM, pH 5,5 em
diferentes intervalos de tempo (0—240 min). A atividade da B-glicosidase foi medida
pelo ensaio da atividade residual determinada a 50 °C por 30 min.

2.12. Reutilizagdo da B-glicosidase imobilizada
Para avaliacao da reutilizacédo, a B-glicosidase imobilizada em bagaco de cana
tratado e ativado com glutaraldeido 2,5 % foi utilizada por 15 vezes consecutivas e a

atividade residual determinada por p-NPG 1 mM, pH 5,5 a 50 °C por 30 min.

2.13. Aplicacéo de B-glicosidase imobilizada em extrato de soja

A B-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 aplicagdo da enzima imobilizada. Para a extragcdo das
isoflavonas, os extratos tratados foram liofilizados e desengordurados com hexano
(1:10, viv).
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2.14. Determinacdo do teor de isoflavonas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLUE)

Para a extracao das isoflavonas, foram utilizados 300 mg de extrato comercial
de soja liofilizado e desengordurado para a adicdo de 6 mL de solucdo extratora
(agua, etanol e acetona, 1:1:1, v/vlv), agitados a cada 15 min por 1 h a 25 °C. Apés,
a mistura foi colocada em banho ultrassénico 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
hidrofilicas de PVDF com 0,22 ym de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore,
Billerica, MA, USA) e aplicado no Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE).

Para a separacdo e quantificacdo das isoflavonas por CLUE foi utilizado o
cromatografo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor
automéatico de amostras, bomba quaternéaria, forno com temperatura controlada de
35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3.
A eluicdo das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC
BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 um de diametro de particula; Waters), com fase
movel constituida de um sistema gradiente binario, com fase inicial de 90 % de
solucdo aquosa de acido acético pH 3 (solvente A) e 10 % de acetonitrila (solvente
B). A vazdo da fase moével foi de 0,70 mL mint e detector com arranjo de diodos
(DAD-Waters), ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. A identificacdo e
guantificacdo de cada forma quimica de isoflavona nos cromatogramas foi realizada
por comparacdo dos espectros de absorcao e integracdo das areas dos picos com
padronizacdo externa (area x concentracdo) utilizando padrdes individuais de

isoflavonas. O teor de isoflavonas foi expresso por pg mL* de extrato de soja.

2.15. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo software STATISTICA 7.0. Apés
a analise das fungdes resposta (Y1; Yz2; Y3 e Y4) a andlise de variancia (ANOVA) da
regressao, coeficientes de determinacdo (R?2), superficie de resposta e parametros
de desejabilidade foram gerados.

O teste de Tukey, nivel de significancia de 5 %, foi utilizado para comparacao
de médias (triplicata) da imobilizacdo da B-glicosidase em bagacos tratados e

isoflavonas.
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3. Resultados e Discusséo
3.1. Caracterizacdo morfoldgica dos bagacos de cana submetidos a diferentes
tratamentos

Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para caracterizacao
mosfologica bagaco de cana in natura, bagacos tratados com agua 60 °C, etanol
70 % e autoclavado, NaOH e autoclavado. As amostras de bagacos de cana
tratados apresentaram diferengas morfolégicas em relagdo ao bagaco in natura
(Figura 1). A morfologia do bagaco de cana in natura caracteriza-se por apresentar
formas reticuladas com saliéncias e reentrancias organizadas (Figura la). Estas
caracteristicas também foram relatadas por Favaro, Ganzerli, Carvalho Neto, Silva &
Radovanovic. (2010) e Carvalho Neto et al. (2014). A morfologia dos bagacos de
cana tratados com agua (Figura 1b) e com etanol 70 % e autoclavado (Figura 1c)
nao diferiram de forma acentuada do bagaco de cana in natura.

O bagaco tratado com NaOH e autoclavado apresentou modificacbes
morfolégicas com desestruturacdo da macroestrutura do bagaco e do complexo
lignina-hemicelulose-celulose e visualizacéo de fibras de celulose (Figura 1d). Pires,
Reis, Carvalho, Siqueira & Bernardes (2006) relataram a desestruturacdo do bagaco
tratado com NaOH e Castanon-Rodriguez, Torrestiana-Sanchez, Montero-Lagunes,
Portilla-Arias, Ramirez de Lednc & Aguilar-Uscanga (2013) observaram essa
desestruturacdo do bagaco com tratamento acido e alcalino.

O bagaco tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeido 2,5 %
(Figura 2a) ndo apresentou modificacdo aparente da fibra em relagcdo ao bagaco
tratado sem ativacao (Figura 1d). ApGs o processo de imobilizacdo da B-glicosidase
nesse suporte tratado e ativado, observam-se aglomerados, indicando a possivel
imobilizacdo da enzima destacados com setas pretas (Figura 2b). Chen, Lo, Liu, Yu,
Chou & Cheng (2013) e Chen, Lo, Su, Chou & Cheng (2012) relataram a presenca
de aglomerados de B-glicosidase purificada de Aspergillus niger imobilizada em

borra de café e microesferas de vidro.

3.2. Caracterizacdo quimica dos bagacos de cana

Os espectros de FTIR dos bagacos de cana-de-acucar estdo apresentados na
Figura 3. H& evidéncias de que ocorreram mudancgas nos grupamentos quimicos das
fibras de bagaco in natura e tratadas. Verifica-se a presen¢a de bandas em 1725

cm™ e 1240 cm™ nas fibras do bagaco in natura, lavado com agua a 60 °C e tratado
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com etanol e autoclavado (Figura 3a, b, c). Estas bandas sao referentes ao
estiramento C=0 e C-O-C, caracteristicas de lignina e hemicelulose presente nestes
bagacos. No espectro de FTIR do bagaco tratado com NaOH e autoclavado
observa-se o desaparecimento destas bandas (Figura 3d). Este resultado evidencia
a remocao parcial de lignina e hemicelulose com o tratamento alcalino e térmico
(Tabela 1). Favaro et al. (2010) e Carvalho Neto et al. (2014) também observaram o
desaparecimento de bandas caracteristicas de lignina e hemicelulose em bagaco de
cana-de-acucar tratado com NaOH.

No espectro de FTIR do bagaco de cana tratado com NaOH e ativado com
glutaraldeido (Figura 3e) ndo se observa modificacbes quimicas relevantes na
estrutura, em relacédo ao bagaco tratado e ndo ativado (Figura 3d). O bagaco tratado
contendo a B-glicosidase imobilizada resultou em um espectro (Figura 3f) com
bandas em 1656 cm™* e 1460 cm™ que podem indicar a presenca de amidas | e I
associadas com o estiramento e vibragdo de C=0 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™ a 1660 cm sdo atribuidas as vibracdes de grupamentos
amida de peptidios caracteristicos de [-glicosidase. Portanto, confirma-se a
imobilizacdo de B-glicosidase de soja em bagaco de cana tratado com NaOH,
autoclavado e ativado com glutaraldeido.

3.3. Composicédo quimica da fibra do bagaco de cana tratado com NaOH e autoclave

Para confirmar da desestruturacdo do bagaco de cana tratado com NaOH e
autoclave foram realizadas analises de composicao quimica da fibra (Tabela 1). O
tratamento do bagaco de cana com NaOH e NaOH autoclavado promoveu uma
reducao significativa (p<0,05) no teor de lignina e hemicelulose de 3,5 vezes e 2
vezes. A autoclavagem influenciou na reducdo de hemicelulose e né&o 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 nao
apresentou variagao significativa (p=0,05) e o teor de celulose aumentou em 1,62
vezes com 0s tratamentos.

A associacdo da celulose, lignina e hemicelulose presentes no bagaco de
cana limita a sua utilizacdo como suporte para imobilizagdo de enzima, uma vez que
reduz a area de contato devido ao elevado grau de complexidade da estrutura da

fibra (Khuong et al., 2014). Portanto, a redugcdo desses componentes ocorrida no
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tratamento alcalino e térmico, possibilitou uma maior interagdo enzima-substrato

resultando rendimentos de imobilizag&o superiores (Tabela 2).

3.4. Imobilizagdo de B-glicosidase
3.4.1. Rendimentos de imobilizacdo de B-glicosidase em bagacos de cana tratados

Os rendimentos de imobilizacdo (RI) de B-glicosidase de soja em bagacos de
cana submetidos a tratamentos quimico e térmico variaram de 62 % a 98 % (Tabela
2). O RI para o tratamento Bas, foi em média 1,5 vezes superior (p<0,05) ao
tratamento Bi1. Portanto, o tratamento alcalino (NaOH) e térmico (autoclave) do
bagaco aumentou a interacdo da enzima com o suporte aumentando o rendimento
de imobilizacdo. O menor RI foi observado no Bs, em média 1,17 vezes inferior
(p<0,05) ao Bi. Os RI para os tratamentos B2, B3z e Bs nao diferiram
significativamente entre si (p=0,05).

A ativacdo dos suportes com glutaraldeido (B2, B4 e Bs) aumentou
significativamente (p<0,05) o rendimento de imobilizagdo em médiade 1,2;1,2e 1,5
em relacdo aos suportes ndo 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
B-glicosidase purificada de Aspergillus niger imobilizada em alginato de sdodio
ativado com glutaraldeido.

A concentracdo de proteinas no extrato de enzima utilizado para imobilizacao
(0,7 mg mL? e 1,4 mg mL1) ndo influenciou significativamente (p=0,05) o RI em

todos os tratamentos do bagaco de cana.

3.4.2. Otimizagao da imobilizagdo em bagacos de cana tratado

A partir da definicdo das condicdes de tratamento do bagaco de cana (Ba), as
condi¢gbes de imobilizagado de B-glicosidase neste suporte foram exploradas por um
delineamento fatorial fracionado 2°!. A andlise de regressdo e ANOVA para a
funcdo resposta (Y1= RI, %) e o efeito das variaveis X1 (proteina: 0,5-1,5 mg mL™%),
X2 (pH: 4,5-7,5), X3 (rpm: 70-150), X4 (glutaraldeido: 0,5-2,5 %) e Xs (tempo de
incubacédo: 2—6 h) foram observadas. As variaveis X1 e Xse as interacées X1Xs, X1Xs,
X2Xs, X3Xs4 e X3Xs ndo foram significativas e o coeficiente de determinacéo (R?) foi
0,76 (Tabela 3). Os resultados da analise exploratdria indicaram que o teor de

proteinas (X1) e rpm (X3) ndo foram significativos e que o pH (X2) apresentou efeito
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positivo e significativo (p<0,05), (equagao 2). y1 = 1,39 + 4,86x2 + 23,73x4 + 6,90xs5 +
3,08x1x2 - 4,12x1X4 + 0,04%2x3 -1,79%2x4 - 0,84%4xs (equacao 2).

O RI da B-glicosidase de soja em bagaco de cana variou de 44 % a 99 %,
sendo maximo nos pontos centrais, condicdes: X1= 1 mg mL?! de proteinas, X2=
pH 6, Xs= 110 rpm, Xas= glutaraldeido 1,5 % e X5= 4 horas de incubacao.
Considerando que as variaveis X1 (proteina, mg mL') e X3 (rpm) ndo apresentaram
efeitos significativos no RI, foram fixadas em 1 mg de proteina mL* e 110 rpm. O pH
foi fixado em 7 devido a maior estabilidade de tamponamento e eficiéncia
observadas em testes preliminares de imobilizagdo em bagagos tratados e em pH
superior a 8, houve interferéncias nos resultados de imobilizagdo de B-glicosidase de
soja (dados ndo apresentados). Foi realizado um DCCR 22 que avaliou a influéncia
das variaveis tempo de incubagéo, h (X1) e glutaraldeido, % (X2). A analise de
regressao e Anova (Tabela 3) para a funcao resposta (Y2= RI, %) indicaram efeitos
linear e quadratico positivos e significativos (p<0,05), (equacdo 3). y2 = 17,85 +
12,05x1 - 0,61x2 + 29,12x12 - 6,06x22 - 0,65x1X2 (Equagéo 3).

A falta de ajuste do modelo (equacédo 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 constru¢do da superficie de resposta e o perfil de desejabilidade. A
regido 6tima para maior Rl da B-glicosidase de soja em bagaco tratado e ativado foi
para intervalo de 6-12 h de incubacéo e glutaraldeido de 1-3 % (Figura 4a), os
parametros de desejabilidade, com maior RI (97 %) foram obtidos com 8 h de
incubacéo e glutaraldeido de 2,5 % (Figura 4b), correspondendo ao RI obtido nos
pontos centrais. Portanto, ndo houve necessidade de validacdo do modelo
matematico.

Na Tabela 4, o Rl de B-glicosidase de soja em bagaco de cana variou de 70 %
a 99 % e foi maior nos experimentos dos pontos centrais (experimentos: 9-13) e
também no experimento 3. A interacdo negativa entre tempo de incubagéo, h e
glutaraldeido, % foi confirmada neste experimento 3, onde um maior tempo de
incubacédo (1) e menor concentracéo de glutaraldeido (-1) resultou em maior RI.

Até o momento ndo foram publicados dados sobre imobilizacdo de [-
glicosidase de cotilédones de soja em bagaco de cana-de-agUcar. Este suporte
submetido a diferentes tratamentos foi utilizado para imobilizagdo de a-amilase de

Bacillus licheneformis e lipase de Thermomyces lanuginosus com rendimento de
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imobilizagdo que variaram de 40 % a 79 % (Varavinit, Chaokasema & Shobsngob,
2002; Mendes, Castro & Giordano, 2013).

3.5. pH e temperatura 6timos da B-glicosidase livre e imobilizada

A influéncia do pH e temperatura na atividade da B-glicosidase livre e
imobilizada foi analisada pelo DCCR 22, A analise de regressao e ANOVA (Tabela 3)
para funcdo resposta (Ys e Y4= atividade de B-glicosidase livre e imobilizada, UA)
indicaram efeitos das variaveis X1 (pH: 3-8) e Xz (temperatura: 25-75 °C) linear e
quadratico, positivos e significativos (p<0,05) e a interacdo X1X2 apresentou efeito
positivo e significativo (p<0,05) para a enzima livre (equacdo 4a) e imobilizada
(equacao 4b).
y3= - 46,04 + 12,20x1 - 1,29x12 + 0,95%2 - 0,012x22 + 0,035x1x2 (equagédo 4a)
ya=-43,92 + 11,44x1 - 1,17x12+ 0,88x2- 0,011x22 + 0,025x1x2 (equacao 4b)

A falta de ajuste dos modelos (equacdes 4a, b) foi significativa. Entretanto, o
R2 foi de 0,96 (equacao 4a) e 0,97 (equacédo 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
construcdo das superficies de resposta e perfis de desejabilidade. A regido 6tima
para obtencédo de maior atividade de B-glicosidase de soja livre e imobilizada foi para
intervalo de pH 4-6 e temperatura de 30-60 °C (Figuras 4c, €), os parametros de
desejabilidade, com maior atividade da B-glicosidase livre e Imobilizada (3,69 UA
10° e 4,47 UA 1079 foram obtidos em pH 55 a 50 °C (Figuras 4d, f),
correspondendo a atividade da enzima obtida nos pontos centrais. Portanto, ndo
houve necessidade de validacdo do modelo matematico.

O pH o6timo de 5,5 pode ser devido ao envolvimento de dois &cidos
carboxilicos na atividade catalitica da B-glicosidase que deve estar desprotonada
para exercer sua funcdo e isto ocorre com maior facilidade quando o meio encontra-
se menos &cido (Nam, Sung & Hwang, 2010). Su et al. (2010) avaliaram a
B-glicosidase purificada de Aspergillus niger livre e imobilizada em alginato de sodio
e observaram temperatura otima de 55 °C e 45 °C, respectivamente. O pH 6timo de

6 foi observado para enzima livre e imobilizada.
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3.6. Determinacao de Km € Vmax

A velocidade de reagédo da [(-glicosidase livre e imobilizada foi determinada
em fungdo da concentragcédo do substrato sintético p-NPG em pH 5,5 a 50°C (Figura
5a). Os valores das constantes cinéticas da B-glicosidase livre e imobilizada foram
Km de 0,26 mM e 0,46 mM e Vmax de 7,2 pmol de p-NP min? e 4,37 umol de p-NP
minl. Estes resultados indicaram uma redugdo de afinidade da PB-glicosidase
imobilizada pelo substrato p-NPG, em relacdo a enzima livre. Esta diferenca de
afinidade pode estar relacionada com os microambientes gerados pela interacéo
enzima-suporte, promovendo mudancas conformacionais que afetam a funcéo

catalitica (Simdes, Mori, Faria & Castro, 2011).

3.7. Estabilidade térmica e reutilizac6es da B-glicosidase imobilizada

A estabilidade térmica de B-glicosidase livre e imobilizada foi investigada apoés
manutencdo da enzima em diferentes tempos e temperaturas de incubacdo em pH
5,5 (Figura 5b). A enzima livre e imobilizada apresentaram estabilidade térmica a
30 °C, com reducdo de 16 % e 5 % de atividade apds 240 min de incubacéo. Em
50 °C a enzima livre e imobilizada apresentaram reducédo de 78 % e 15 % de
atividade em 60 min de incubacdo e ap6s 240 min, a enzima imobilizada manteve
37 % da atividade inicial, enquanto a livre 6 %. Em 70 °C, a enzima livre néo
apresentou atividade apos 20 min, enquanto a enzima imobilizada manteve 15 % de
atividade apds 180 min de incubacao.

A reducgéo de atividade da enzima livre foi superior a da enzima imobilizada,
indicando que a imobilizacdo favoreceu maior estabilidade térmica em relacdo a
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 preservacao de sua estrutura terciaria e conformacional em diferentes
ambientes.

A reutilizagdo da B-glicosidase imobilizada em bagaco de cana foi analisada
por 15 vezes, com sua aplicagao sucessiva em p-NPG. Na Figura 5c observa-se o
comportamento de atividade a cada reutilizagdo. Apos 4 reutilizacdes, a enzima
imobilizada manteve 84 % de sua atividade. Em 15 reutilizagbes a enzima

imobilizada apresentou 13 % de sua atividade inicial.
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3.8. Aplicagéo da B-glicosidase imobilizada em bagaco 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 ug mL* das formas B-glicosidicas, 23,8 ug mL*
das malonil glicosidicas e 5,6 ug mL* das agliconas. As formas acetil glicosidicas,
malonil glicitina, glicitina, gliciteina e daidzeina ndo foram detectadas. O teor de
isoflavonas agliconas (genisteina) aumentou 17,9 % e 25 % (p<0,05) apds a
aplicacao da B-glicosidase de soja imobilizada em bagaco de cana-de-agucar (0,003
UA) no extrato comercial de soja, incubados a 25 °C e 50 °C por 120 min. Estes
resultados foram superiores significativamente (p<0,05) em relagcdo aos tempos de
incubacdo de 30 e 60 min. Estes resultados de conversao de B-glicosidios em
agliconas pode ter sido influenciado negativamente pelo pH do extrato comercial de
soja (7,2). Considerando que o pH étimo da enzima imobilizada em bagaco de cana
foi 5,5.

A taxa de conversdo 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 B-glicosidase de Monascus purpureus (0,4
UA) e Aspergillus oryzae (0,4 UA). Chen et al. (2013) e Chen et al. (2012) aplicaram
a p-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 [B-glicosidase
purificada de Paecilomyces thermophila (0,02 U) e améndoas (0,02 U) no extrato de
soja.

Porém, as diferencas observadas entre os trabalhos podem ser atribuidas as
fontes da enzima, microbiana ou vegetal e as condicbes de purificacdo e
imobilizacdo. A atividade da enzima livre ou imobilizada € um fator importante na
eficiéncia de conversdo das isoflavonas glicosidicas em agliconas. Assim, a
aplicacao da B-glicosidase imobilizada em bagaco de cana no extrato comercial de
soja foi eficiente e superior na conversao de isoflavonas em relacdo aos dados

observados na literatura.
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4. Concluséo

A otimizacdo da imobilizagdo da B-glicosidase de cotilédones de soja em
bagaco de cana-de-acucar tratado com NaOH, autoclavado e ativado com
glutaraldeido foi eficiente e confirmada por MSR. As condi¢cdes de imobilizacdo para
maior rendimento foram 1 mg de proteina mL, pH 7, 110 rpm em 8 h de incubacéo
e glutaraldeido de 2,5 %. A estabilidade térmica da enzima imobilizada foi superior a
enzima livre, sendo possivel reutiliza-la 4 vezes sem perda drastica de atividade e
ocorreu reducdo de afinidade da enzima imobilizada pelo substrato p-NPG. A
utilizacdo de bagaco de cana-de-acucar, um residuo da agroindustria, como suporte
de imobilizagdo de enzima foi eficiente e fornece um sistema econdémico e seguro

para aplicacdo na industria de alimentos.
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Figura 1- Micrografias dos bagacos de cana-de-acUcar in natura (a), tratados com
agua 60 °C (b), etanol 70% e autoclavado (c) e NaOH 500 mM e autoclavado (d).

Figura 2- Micrografias do bagaco de cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado
com glutaraldeido 2,5 % (a) e com a B-glicosidase imobilizada (b).
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Figura 3- Espectros de FTIR dos bagacos de cana in natura (a), tratados com agua
a 60 °C (b), etanol 70 % e autoclavado (c), NaOH 500 mM e autoclavado (d), NaOH
500 mM, autoclavado e ativado com glutaraldeido 2,5 % (e), NaOH 500 mM,

autoclavado, ativado com glutaraldeido 2,5 % e com a (3-glicosidase imobilizada (f).

Tabela 1- Composicao quimica da fibra do bagaco de cana

Tratamentos Celulose Lignina Hemicelulose Cinzas
(%) (%) (%) (%)
Bagaco lavado 456 C 56A 42,6 A 0,79 A
Bagacgo NaoH 595B 19B 345B 0,66 A
Bagago NaoH +autoclave 74,0 A 16B 216 C 0,61 A

Teste de Tukey 5 % com CV= 1,6 %. Média das triplicatas seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem
significativamente entre si.
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Tabela 2- Rendimento de imobilizag&o de 3-glicosidase de soja em bagagos de cana

submetidos a tratamentos quimico e térmico

Proteinas Proteinas
Tratamentos (0,7 mg mL) (1,4 mg mL?)
RI RI
(%) (%)
B1 Agua so°c 66 Ac 62 Ac
B2 Agua 60°C+Glutaraldeido 2,5 % 77 Ab 80 Ab
B3 NaoH 500 mM+ autoclave 79 Ab 81 Ab
B4 NaoH 500 mM+autociave+Glutaraldeido 2,5 % 98 Aa 97 Aa
Bs Etanol 70 %+autociave 56 Ad 53 Ad
Bé Etanol 70 %+autoclave+Glutaraldeido 2,5 % 82 Ab 83 Ab

B: 1 g de bagaco de cana; condi¢bes de autoclave 121 °C por 15 min; Teste de Tukey 5 % com CV= 6,14 %; RI=
Rendimento de Imobilizagdo (Atividade especifica da enzima imobilizada/Atividade especifica da enzima livre x
100); Média de RI, seguidas de letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente entre si na mesma linha
(p=0,05); Média de RI, seguidas de letras mindsculas iguais ndo diferem significativamente entre si ha mesma
coluna (p=0,05).



84

Tabela 3- ANOVA para rendimento de imobilizac&o e atividade de B-glicosidase livre
e imobilizada em bagaco de cana

Fontes de Varia¢&o SQ GL QM F-valor p-valor
Delineamento 2°1 (Y- rendimento de imobilizacdo - RI, %)
X2 pH 3277,562 1 3277,562 3277,562 0,000305
X4 Glutaraldeido 248,062 1 248,062 248,062 0,004007
X5 Tempo 1242,562 1 1242,562 1242,562 0,000804
X1X2 (Proteina+pH) 85,562 1 85,562 85,562 0,011486
X1X4(Proteina+GIutaraldeido) 68,063 1 68,063 68,063 0,014376
X2X3(pH+rpm) 105,062 1 105,062 105,062 0,009384
X2Xa(pH+Glutaraldeido) 115,563 1 115,563 115,563 0,008543
XaXs(Glutaraldeido+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 (Y- rendimento de imobilizagéo - 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 Glutaraldeido (L) 324,265 1 324,265 324,265 0,000056
X2 Glutaraldeido (Q) 304,257 1 304,257 304,257 0,000063
X1X2 (Tempo+Glutaraldeido) 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 B-glicosidase livre, UA)
X1 pH () 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
XXz (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 B-glicosidase imobilizada, UA)
X1 pH () 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

Parametros significativos (p<0,05).
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Figura 4- Superficies de resposta e parametros de desejabilidade em funcéo do

tempo (h) e glutaraldeido (%) para RI (a), (b) e em funcdo da temperatura e pH para

determinacgao da atividade de B-glicosidase livre (c), (d) e imobilizada em bagaco de

cana tratado e ativado (e), (f).
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Tabela 4- DCCR 22 para imobilizagao de B-glicosidase de soja em bagaco de cana e
funcao resposta Y2 (RI, %)

Variaveis codificadas e decodificadas Funcéo resposta
Experimentos 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

X1 (tempo de incubacéo, h); Xz (glutaraldeido, %) e Y2 (rendimento de imobilizagdo — RI, %) = Atividade
especifica da enzima imobilizada/Atividade especifica da enzima livre x 100).
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Figura 5- Efeito do p-NPG na atividade da enzima livre e imobilizada em bagaco de

cana (a). Estabilidade térmica da B-glicosidase livre e imobilizada em pH 5,5 (b) e

reutilizagcdo da enzima imobilizada utilizando como substrato o p-NPG em pH 5,5,

50 °C por 30 min
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Tabela 5- Teor de isoflavonas (ug mL™t) em extrato de soja comercial sem e com B-

glicosidase imobilizada em bagaco de cana ativada com glutaraldeido 2,5 %

Tratamentos

Isoflavonas pg mL*  Controle min/25 °C min/50 °C

30 60 120 30 60 120
Daidzina 52,73 A 48,46B 48,00B 48,17 B 4845B 4794B 48,21 B
Genistina 79,42A 67,70B 66,64B 66,31B 67,23B 66,76B 66,69 B
Malonil daidzina 12,75B 12,74B 12,79 B 13,03 A 13,00A 1297A 13,05A
Malonil genistina 11,04 A 9,53B 9,50 B 9,00 C 9,55B 9,52B 8,98 C
Genisteina 5,60 D 6,09C 6,16 C 6,60 B 6,28BC 6,62B 7,00 A
Total agliconas 5,60 6,09 6,16 6,60 6,28 6,62 7,00
Total 161,84 A 14452B 143,09B 143,11 B 14451 B 143,81 B 143,93 B

Teste de Tukey 5 % com CV= 1,9 %. Média das triplicatas seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem
significativamente entre si na mesma linha (p=0,05).
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Resumo

A B-glicosidase de cotilédones de soja foi obtida por precipitacdo fracionada com
sulfato de aménio e imobilizada em esferas e capsulas de alginato de sodio. A
imobilizacdo da enzima em capsulas apresentou maior rendimento de imobilizac&o.
As condicfes para imobilizacdo da enzima em capsulas de alginato de sédio pelo
meétodo crosslinking-adsorcao-crosslinking foram otimizadas por metodologia de
superficie de resposta e sua aplicagdo em extrato comercial de soja foi avaliada pela
determinacdo de isoflavonas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia. O
rendimento de imobilizacdo foi de 96 %. As condi¢des 6timas para atividade de [3-
glicosidase livre e imobilizada foram pH 5,5 a 50 °C utilizando p-nitrophenyl-3-D-
glucopyranoside como um substrato. O Km € Vmax foram de 0,26 mM e 7,2 pmol mint
para B-glicosidase livre e 0,48 mM e 1,39 pumol min! para a imobilizada. O sistema
foi reutilizado 3 vezes e a estabilidade térmica da enzima imobilizada foi superior a
da enzima livre. A aplicagao da B-glicosidase imobilizada em extrato comercial de
soja a 50 °C por 120 min aumentou o teor de agliconas totais em 37,5 %.

Palavras chave:
Imobilizacao
B-glicosidase de soja
Alginato de sédio
Isoflavonas

1. Introducéo

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) formam um
grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam a ligacdo [-glicosidica de
oligossacarideos e outros conjugados glicosidicos. Sdo um grupo relevante de
enzimas devido a diversidade de papéis bioldgicos em que estdo envolvidas e suas
generalizadas ocorréncias em todos os tipos de organismos vivos (Bhatia, Mishra, &
Bisaria, 2002). As B-glicosidases tem recebido atencdo devido as suas potenciais
aplicacdes em diversas areas industriais, tais como industrias de alimentos, ra¢des,
téxteis, detergentes, produtos farmacéuticos e bioetanol (Bhatia et al., 2002; Zhou et
al., 2012).

As isoflavonas sdo compostos fendlicos, pertencentes ao grupo dos
flavondides, encontradas principalmente em soja, sdo substratos importantes da
B-glicosidase, realiza hidrolise das isoflavonas B-glicosidicas (genistina, daidzina e
glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina)
consideradas mais benéficas para a saude humana (Kao, Chien & Chen, 2008),
pois, sdo metabolicamente mais ativas e podem ser absorvidas mais rapidamente
em maiores quantidades (Kawakami, Tsurugasaki, Nakamura & Osada, 2005).

Dentre as atividades biologicas das isoflavonas destacam-se a¢ao anticarcinogénica
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(Hillman et al., 2011), reducéo dos niveis de colesterol e triaciglicerdis séricos, com
prevencao de doencgas cardiovasculares (Rimbach et al., 2008), efeito estrogénico
diminuindo os sintomas tipicos da menopausa (Piovesan, Simdes, Mosquete,
Simdes, Junior & Baracat, 2004) e melhora no cabelo, estado da pele, humor, libido,
sono e cansago (Lipovac et al., 2011).

Considerando o teor de agliconas na soja de aproximadamente 2 % (Ribeiro et
al., 2007), a aplicagao da B-glicosidase em produtos de soja pode ser empregada
para aumentar o teor das mesmas, entretanto, para a industria a utilizacdo de
enzima livre apresenta alto custo. Dessa forma, a imobilizacdo de enzimas é uma
alternativa para viabilizar a sua utilizagdo, melhorando a eficiéncia de processos
biotecnoldgicos, reduzindo os custos de producdo (Canilha, Carvalho, Almeida &
Silva, 2006) por aumentar a estabilidade e facilitar a separacdo do produto de
reacao (Su, Xia, Gao, Dai & Zhang, 2010).

O alginato é um biopolimero aniénico contendo residuos de &cido
B-D-manurénico (M) unidos por ligacdes tipo (1—4) e residuos de seu epimero, acido
a-L-gulurdnico (G), em vérias proporcdes. E uma das matrizes biopoliméricas mais
utilizadas nos processos de imobilizacdo, devido sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade, simplicidade estrutural e capacidade para formar géis de trés
dimensbBes na presenca de calcio em solugbes aquosas (Alipour, Montaseri &
Tafaghod, 2010; Chan et al., 2011). Apesar da imobilizacdo em alginato ser uma
técnica simples, apresenta baixo rendimento de imobilizacdo pelo desprendimento
de enzimas do suporte, sendo economicamente inadequado para aplicacbes. Por
ISS0, existe a necessidade de desenvolver uma metodologia eficiente (Tanriseven &
Dogan, 2001).

A utilizacdo da metodologia de superficie de resposta (MSR) pode ser uma
ferramenta adequada para otimizacdo das condi¢cdes de imobilizagdo. MSR é uma
técnica que permite eficiéncia e economia do processo com o uso de ferramentas
estatisticas para investigar as influéncias das variaveis experimentais de interesse e
os efeitos de interacdo nas respostas para a otimizacado da resposta experimental
(Calado & Montgomery, 2003).

Tendo em vista a importancia da imobilizacdo de enzimas e a obtencdo de
produtos de soja com elevado teor de isoflavonas agliconas, o objetivo desse
trabalho foi avaliar metodologias de imobilizagdo de B-glicosidase em esferas e

capsulas de alginato de sédio, otimizar as condicfes de imobilizacdo da enzima em
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capsulas de alginato de sodio utilizando MSR, caracterizar quimica e
morfologicamente o suporte com e sem enzima imobilizada e aplicid-la em extrato
comercial de soja, para obtencdo de um produto com maior teor de isoflavonas

agliconas.

2. Material e Métodos
2.1. Material

Foi utilizado alginato de sédio 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, Parand, Brasil,
mantida a 4 °C £ 2 °C, foi utilizada para obtencdo de [-glicosidase. Para
determinacdo da atividade de p-glicosidase foi utilizado p-nitrophenyl-B-bD-
glucopyranoside (p-NPG) e para determinagdo de proteinas, albumina de soro
bovino (BSA), (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Foi utilizado extrato
comercial de soja. Para a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) foram
utilizados padrbes de isoflavonas malonil e acetil conjugados (Wako Puré Chemical
Industries, Osaka, Japédo) e isoflavonas (-glicosideos e agliconas (Sigma-Aldrich

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

2.2. Determinacao de Atividade de -glicosidase

A atividade de B-glicosidase livre (1 mL) e imobilizada (4 esferas ou capsulas)
foi determinada utilizando p-NPG 1mM como substrato em tampao fosfato citrato
100 mM, pH 5. A reacao foi incubada a 30 °C por 30 min e interrompida com Na2CO3
500 mM. O p-nitrofenol liberado na reacao foi determinado por espectrofotometria a
420 nm tilizando uma curva de calibragdo de p-NP (0,016 a 0,160 umol), (Matsuura
& Obata, 1993). Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a
quantidade de B-glicosidase que libera 1 pmol de p-NP min™', nas condicdes de

ensaio.

2.3. Determinagédo de proteinas soluveis e atividade especifica

O teor de proteinas sollUveis 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 especifica da [(-glicosidase livre e imobilizada foi definida pela
relacdo entre unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteinas (UA mg* de

proteinas).

2.4. Obtengéo da [B-glicosidase de soja

A B-glicosidase foi extraida da farinha de cotilédones de soja com tampéo
fosfato de sodio 100 mM, pH 6,6 (1:10 p/v) para obtencéo do extrato bruto (Matsuura
& Obata, 1993) que foi fracionado com (NH4)2SO4 de 0-40 % e 40-85 % de
saturacdo a 4 °C (Santos et al., 2013). Apos didlise das fracdes, foram determinados
a atividade de B-glicosidase e teor de proteinas soluveis. A fracdo Pao-s5, com maior
atividade de B-glicosidase, foi utilizada como fonte de enzima livre para imobilizacao

em alginato de sodio.

2.5. Imobilizagao de B-glicosidase em alginato de sodio

A imobilizacao de B-glicosidase em alginato de sddio foi realizada por métodos
de aprisionamento para obtencdo de esferas e métodos de adsorcao para obtencéo
de cdpsulas (Su et al., 2011; Zhang et al., 2013). Metodologias para obtencéo de
esferas e cépsulas foram testadas. O rendimento de imobilizacdo (RI) foi expresso
como (atividade especifica da enzima imobilizada/atividade especifica da enzima
livre) x 100.

2.5.1. Imobilizacéo de B-glicosidase em esferas de alginato de sodio

Para a metodologia de aprisionamento direto foram utilizados 0,54 mL de
solucdo de B-glicosidase (atividade especifica de 9,57 10-° UA mg), misturada com
9,46 mL de alginato de sdédio 3 %. A mistura foi gotejada em CaCl2 50 mM (tampé&o
fosfato citrato 50 mM, pH 5) com uma seringa para a formacdo das esferas,
separadas posteriormente por filtracdo e adicionadas em nova solucdo de CaClz
50 mM por 1 ha4°C e 100 rpm em mesa agitadora (Quimis Q225M), mantidas em
repouso por 16 h. Posteriormente, foram filtradas, separadas e lavadas trés vezes
com tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0.

No aprisionamento-crosslinking, apos aprisionamento direto, as esferas foram
reticuladas com glutaraldeido a 0,025 % por 2,5 h. Em seguida, foram separadas e
lavadas trés vezes com tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 e acondicionadas no

mesmo tampéao a 4 °C.
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No crosslinking-aprisionamento foi preparada uma mistura contendo 0,54 mL
solugédo de B-glicosidase (atividade especifica de 9,57 10° UA mg?), 9,46 mL de
alginato de sédio 3 % e 1,3 mL de 2,5 % de glutaraldeido, mantida a 4 °C 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 combinacédo dos procedimentos crosslinking-aprisionamento e aprisionamento-

crosslinking.

2.5.2. Imobilizacédo de B-glicosidase em capsulas de alginato de sédio

A imobilizacdo da B-glicosidase de soja por adsorcéo direta foi realizada com
10 mL de alginato de sédio 3 % em uma seringa gotejado em uma solucdo de
B-glicosidase (atividade especifica de 9,57 102 UA mg?), diluida em CaCl2 50 mM
para a formacédo das capsulas. As capsulas foram agitadas por 1 h a 4 °C e 100 rpm
em mesa agitadora (Quimis Q225M), mantidas em repouso por 16 h, filtradas,
separadas e lavadas trés vezes com tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0.

Na adsorcdo-crosslinking, apés a adsorcdo direta, as capsulas foram
reticuladas com glutaraldeido a 0,025 % por 2,5 h, separadas e lavadas trés vezes
com tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0.

No crosslinking-adsorcdo foi preparada uma mistura contendo 1,3 mL de
2,5 % de glutaraldeido e 10 mL de alginato de sédio 3 %, mantida a 4 °C e 100 rpm
por 30 min. Apés, o procedimento foi realizado conforme adsorcao.

Para a metodologia crosslinking-adsorgéao-crosslinking foi realizada uma

combinacéo dos procedimentos crosslinking-adsorcdo mais adsorcéo-crosslinking.

2.5.3. Delineamentos experimentais

O método de imobilizacdo da enzima em cépsulas por crosslinking-adsorgéo-
crosslinking, que apresentou maior rendimento de imobilizagéo, foi utilizado para
analises exploratérias por delineamento fatorial completo 24. Foi avaliada a influéncia
das variaveis pH (4 a 6), CaCl2 (30 a 70 mM), proteinas (1 a 2 mg mL?) e
glutaraldeido (0,05 a 0,1 %) e suas interacdes na funcao resposta Y1 (RI, %). Apos a
analise dos resultados obtidos nesse delineamento, as variaveis proteinas e
glutaraldeido foram fixadas em 1 mg mL* e 0,075 %. Para otimizar a imobilizacédo de

B-glicosidase em capsulas de alginato foi utilizado um Delineamento Composto
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Central Rotacional (DCCR) 22 para avaliar a influéncia das variaveis independentes
pH (3,5-6,5) e CaCl2 (20-80 mM) e suas interacdes. As funcdes resposta Yi e Y2

(RI, %) foram avaliadas conforme o modelo matematico y= Bo + 2Bixi + 2Rixi +
2 Bixix; + € (equagdo 1), onde xix; (variaveis codificadas), B (coeficientes estimados

para cada termo do modelo de superficie de resposta) e € (erro experimental).

2.6. Caracterizacdo morfolégica do alginato de sédio

Amostras de capsulas e esferas de alginato de sédio sem e com a [-
glicosidase imobilizada foram mantidas em tampéao cacodilato 100 mM com 2,7 mL
de &cido picrico 0,56 % e 4 % de glutaraldeido, fraturadas com nitrogénio liquido e
fixadas em fita de carbono e stub de aluminio, recobertas com uma camada de ouro
de 25 nm (Sputter Coater SDC 050 - BALTEC) e observadas em microscépio
eletrdnico de varredura operando em vacuo sob feixe de elétrons com aceleracdo de
10 kV (FEI, modelo Quanta 200). Foram obtidas trés imagens representativas de
cada amostra em diferentes pontos.

2.7. Caracterizacdo quimica do alginato de sodio

Para caracterizar o suporte foram realizadas andlises de FTIR utilizando
pastilhas de KBr (brometo de potassio) em espectrometro FTIR (IR Prestige-21
Shimadzu, USA). Os espectros FTIR foram obtidos com resolucéo espectral de 100

scans de 2 cm™ registrados pelo Software IRSolution 1.60SU2.

2.8. Efeitos do pH, temperatura e concentracdo de p-NPG na atividade da
B-glicosidase livre e imobilizada

Para determinacéo do pH (3—-8) e temperatura (25-75 °C) 6timos foi utilizado
um DCCR 22, com fungéo resposta Ys e Ya (atividade de [-glicosidase livre e
imobilizada, UA), avaliada conforme modelo mateméatico expresso na equacéo 1. O
efeito da concentragdo de p-NPG (0,1 a 20 mM) na enzima livre e imobilizada foi
determinado em pH 5,5 a 50 °C por 30 min. Os resultados foram expressos em pumol
de p-NP min' e os valores de Km e Vmax foram estimados pelo método gréafico de

Lineweaver-Burk.
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2.9. Estabilidade térmica da (-glicosidase livre e imobilizada

A estabilidade térmica da B-glicosidase livre e imobilizada foi avaliada pela
incubacédo da enzima a 30, 50 e 70 °C em tampao fosfato citrato 100 mM, pH 5,5 em
diferentes intervalos de tempo (0 a 240 min). A atividade da B-glicosidase foi medida

pelo ensaio da atividade residual determinada a 50 °C por 30 min.

2.10. Reutilizagdo da B-glicosidase imobilizada

Para avaliacdo da reutilizacdo, a B-glicosidase imobilizada em capsulas de
alginato de soédio foi utilizada por 3 vezes consecutivas e a atividade residual
determinada por p-NPG 1 mM, pH 5,5 a 50 °C por 30 min.

2.11. Aplicacéo de B-glicosidase imobilizada em extrato de soja

A B-glicosidase imobilizada foi adicionada ao extrato comercial de soja em
tempos de contato de 30 a 120 min, em 25 °C e 50 °C. Como controle, foi utilizado o
extrato de soja sem a aplicacdo da enzima imobilizada. Para a extracdo das
isoflavonas, os extratos tratados foram liofilizados e desengordurados com hexano
(1:10, viv).

2.12. Determinacdo do teor de isoflavonas por cromatografia de ultra eficiéncia
(CLUE)

Para a extracao das isoflavonas, foram utilizados 300 mg de extrato comercial
de soja liofilizado e desengordurado adicionado em 6 mL de solucdo extratora (agua,
etanol e acetona, 1:1:1, v/v/v) e agitados a cada 15 min por 1 h a 25 °C. Apos, a
mistura foi colocada em banho ultrassénico 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
hidrofilicas de PVDF com 0,22 uym de tamanho de poro (Millex-GV, Millepore,
Billerica, MA, USA) e aplicado no Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE).

Para a separagcao e quantificacdo das isoflavonas por CLUE foi utilizado o
cromatografo UPLC® (Acquity UPLC® System, Waters, EUA), equipado com injetor
automatico de amostras, bomba quaternaria, forno com temperatura controlada de
35 °C e detector com arranjo de diodos (DAD), controlado pelo software Empower 3.
A eluicao das amostras foi conduzida em coluna de fase reversa Acquity™ UPLC
BEH 18 (50 mm x 2,1 mm d.i.; 1,7 um de didmetro de particula; Waters), com fase
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moével constituida de um sistema gradiente binario, com fase inicial de 90% de
solucdo aquosa de &cido acético pH 3 (solvente A) e 10% de acetonitrila (solvente
B). A vazdo da fase moével foi de 0,70 mL min! e detector com arranjo de diodos
(DAD-Waters), ajustado ao comprimento de onda de 260 nm. A identificacdo e
quantificacdo de cada forma quimica de isoflavona nos cromatogramas foi realizada
por comparacdo dos espectros de absorcao e integracdo das areas dos picos com
padronizacdo externa (area x concentracdo) utilizando padrdes individuais de

isoflavonas. O teor de isoflavonas foi expresso por pg mL* de extrato de soja.

2.13. Anédlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software STATISTICA 7.0
(StatSoft Inc., 2007). Apos a analise das funcdes resposta (Y1; Y2; Yz e Ys) a andlise
de variancia (ANOVA) da regressao, coeficientes de determinacédo (R?), superficie de
resposta e parametros de desejabilidade foram gerados.

O teste de Tukey, nivel de significancia de 5 %, foi utilizado para comparacéo
de médias (triplicata) dos Rl da B-glicosidase em esferas e capsulas de alginato de

sédio obtidas por diferentes metodologias e para o teor de isoflavonas.

3. Resultado e Discusséo
3.1. Rendimento de imobilizagao de B-glicosidase em esferas e capsulas de alginato
de sddio por diferentes metodologias

Foram avaliados os rendimentos de imobilizacédo (RI) de B-glicosidase em
alginato de sodio por oito metodologias (Tabela 1). O RI do métodos utilizados para
producao de esferas de alginato de sédio variou de 40 % a 70 %, enquanto que para
as capsulas, de 70 % a 88 %. O RI de B-glicosidase em capsulas (crosslinking-
adsorcao-crosslinking) foi 2,2 vezes superior ao obtido por esferas (aprisionamento
direto). O glutaraldeido desempenhou um papel importante na reacdo de ligacao
cruzada entre enzimas. ApoOs sua adicdo ao alginato promoveu a ativagdo do
suporte promovendo possivel ligagdo covalente cruzada com a B-glicosidase durante
0 processo de imobilizac&o, a adicdo do glutaraldeido apds a formacao das esferas
e capsulas contendo a enzima imobilizada possibilitou possivel interacao
intramolecular das estruturas proteicas aumentando a estabilidade do sistema
imobilizado, promovendo maior rendimento de imobilizacdo (Kumar & Kanwar,
2011). Su et al. (2010) e Zhang et al. (2013) observaram que a adicdo de
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glutaraldeido (2,5 % e 0,075 %) e (2,5 % e 0,025 %) no processo de imobilizacdo de
B-glicosidase purificada de Aspergillus niger em alginato de sédio aumentou em 3,2

e 2,8 vezes a atividade recuperada da enzima imobilizada, respectivamente.

3.2. Caracterizacdo morfologica do alginato de sodio

A caracterizacdo morfolégica das esferas e cdpsulas de alginato de sddio foi
realizada por analises macro e microscopicas. As esferas (Figura la) e capsulas
(Figura 1b) de alginato de soédio produzidas por diferentes metodologias de
imobilizagdo de B-glicosidase apresentaram formato esférico com 0,5 mm a 0,6 mm
de diametro, com elevada homogeneidade e uniformidade de tamanho.

A caracterizacdo microscopica do alginato, alginato reticulado com
glutaraldeido 2,5 %, esferas e capsulas de alginato foi realizada por MEV (Figura 2).
O alginato de sédio apresentou forma esponjosa (Figura 2a) e essa caracteristica
também foi relatada por Abd El-Ghaffar & Hashem (2013) que observaram a
facilidade da entrada do substrato e saida do produto devido a essas estruturas. A
incorporacdo de glutaraldeido ao alginato de sodio (Figura 2b) proporcionou uma
modificacdo estrutural observada pela formacdo de pequenos aglomerados (setas
tracejadas) em relacdo ao alginato (Figura 2a). O glutaraldeido é constituido por
cinco moléculas de carbono, oito de hidrogénio e duas de oxigénio (CsHsO2), realiza
ligacbes cruzadas e pode se polimerizar. Com a adicdo desse composto ao alginato
provavelmente ocorreu uma sobreposicado de particulas (Barbosa, Ortiz, Berenguer-
Murcia, Torres, Rodrigues & Fernandez-Lafuente, 2014).

A morfologia das esferas (Figura 2c) e capsulas (Figura 2d) com B-glicosidase
imobilizada apresentaram diferencas entre si, possivelmente, devido as diferentes
etapas dos processos de imobilizacdo. Nas esferas (Figura 2c) produzidas por
crosslinking-aprisionamento-crosslinking e cépsulas de alginato (Figura 2d)
produzidas para imobilizagao de B-glicosidase por crosslinking-adsorgéo-crosslinking
sdo observados aglomerados (setas pretas) indicando a possivel imobilizacdo da
enzima. Chen, Lo, Liu, Yu, Chou & Cheng (2013) e Chen, Lo, Su, Chou & Cheng
(2012) também relataram a presenca de aglomerados de B-glicosidase purificada de
Aspergillus niger imobilizada em borra de café e microesferas de vidro. Abd El-
Ghaffar & Hashem (2013) verificaram aglomerados de a-quimotripsina imobilizada

em alginato de sodio.


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. Caracterizacdo quimica do alginato de sédio
Os espectros de FTIR do alginato e alginato reticulado com glutaraldeido 2,5 %
apresentaram diferencas em relacdo aos espectros das esferas produzidas por
crosslinking-aprisionamento-crosslinking e capsulas de alginato com a B-glicosidase
imobilizada produzidas por crosslinking-adsorcao-crosslinking (Figura 3). Ha
evidéncias de que ocorreram mudangas nos grupamentos quimicos. Verifica-se a
presenca de bandas em 1725 cm?, 1250 cm™ e 3400 cm™ no alginato (Figura 3a) e
alginato reticulado com glutaraldeido 2,5 % (Figura 3b). Essas bandas séo
caracteristicas de acidos carboxilicos referentes a vibragdo e estiramento de C=0,
estiramento C-O e presenca de grupos OH, presentes na cadeia polimérica. As
bandas no intervalo de 1550 cm™* e 1650 cm™ sédo referentes a ligacdo C-O,
atribuida ao alginato de sodio salificado, caracteristica de ion carboxilato. Segato &
Cavalheiro (2007) e Quiroga, lllanes, Ochoa & Barberis (2011) observaram a
presenca de bandas semelhantes nos espectros de alginato de sodio. Morais et al.
(2013) relatou bandas de grupos de sal de carboxilato em alginato de célcio. As
bandas no intervalo de 1550 cm e 1650 cm™ observadas no alginato reticulado com
glutaraldeido 2,5 % (Figura 3b) apresentaram pequenas modificacdes em relacdo ao
alginato (Figura 3a), possivelmente pela adi¢do de glutaradeido ao alginato de sadio.
No espectro FTIR das esferas (Figura 3c) e capsulas (Figura 3d) contendo a
B-glicosidase imobilizada, as bandas 1620 cm™' e 1420 cm™ podem indicar a
presenca de amidas | e Ill associadas com o estiramento e vibracdo de C=0 e de N-
H e C-N com ligacdo N-H, respectivamente. Segundo Serefoglou et al. (2008) e
Zhou, Pan, Wei, Wang & Liu (2013) bandas no intervalo de 1412 cm™ a 1660 cm™
sdo atribuidas as vibracbdes de grupamentos amida de peptidios caracteristicos de [3-
glicosidase. Portanto, a imobilizacdo de B-glicosidase de soja em esferas e capsulas

reticuladas com glutaraldeido foi confirmada.

3.3.2.0timizac&o da imobilizagdo de B-glicosidase em capsulas de alginato de sédio
A imobilizacdo de B-glicosidase em cépsulas de alginato de sédio obtidas por
crosslinking-adsorcéo-crosslinking foi mais eficiente. Assim, foi utilizado um
delineamento fatorial completo 24 para avaliar as condicées de imobilizacdo da
enzima. A analise de regressdo e ANOVA (Tabela 2) para a funcéo resposta (Y1=
RI, %) e o efeito das variaveis X1 (pH: 4 a 6), X2 (CaClz: 30 a 70 mM), X3 (proteinas:1
a 2 mg mL?1) e X4 (glutaraldeido: 0,05 a 0,1 %) foram observadas. As variaveis X3 e
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X4 e as interagcbes XiXs, XiXs, X2Xs3, Xo2Xsa, X3Xs4 néo foram significativas e o
coeficiente de determinacdo R? foi 0,78. Os resultados da analise exploratoria
indicaram que o teor de proteinas (Xs) e glutaraldeido (X4) ndo foram significativos e
gue o pH e CaCl: apresentaram efeito positivo e significativo (p<0,05) (equacgao 2).
y1=-120,178 + 42x1 + 0,812x2 - 0,325x1x2 (equacao 2)

O RI de B-glicosidase em cépsulas de alginato de sddio variou de 8 % a 92 %,
sendo maximo nos pontos centrais, condi¢cdes de Xi1= pH 5, X2= CaCl2 50mM, Xs=
1,5 mg mL* de proteinas e X4= 0,075 % de glutaraldeido e o RI também foi maximo
no experimento com as condicdes de Xi= pH 6, X2= CaCl2 30mM, X3= 1 mg mL* de
proteinas e X4= 0,05 % de glutaraldeido. Portanto, os parametros foram fixados em
1 mg mL* de proteinas e 0,075 % de glutaraldeido. Foi utilizado um DCCR 22 para
avaliar a influéncia das variaveis pH (X1) e CaClz, mM (Xz2). A anélise de regressao e
ANOVA (Tabela 2) para a funcédo resposta (Y2 = RI, %) indicaram efeitos linear e
quadraticos positivos e significativo (p<0,05). A interacdo XiX2 foi negativa e
significativa (p<0,05) e o modelo matematico proposto foi y2=- 917,06 + 366,85x1 -
34,43x12 + 5,27x2 - 0,053x22 - 0,213x1x2 (equacéo 3).

A falta de ajuste do modelo (Equacgédo 3) foi significativa. Entretanto, o
coeficiente de determinacdo (R?) 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 construcdo da
superficie de resposta e o perfil de desejabilidade. A regido 6tima para obtencéo de
maior Rl da B-glicosidase em cépsulas de alginato de sédio foi para intervalo de
pH 4,5-6 e CaClz de 20-60 mM (Figura 4a) e os parametros 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, ndo houve necessidade de
validagdo do modelo matematico. O Rl de B-glicosidase em capsulas de alginato
variou de 9 % a 96 %, sendo maximo nos pontos centrais (Tabela 3).

A estabilidade das capsulas foi observada e apos 14 dias acondicionadas em
tampdo pH 4 (X1= -1) a 4 °C verificou-se a dissolugdo completa. As céapsulas
produzidas em pH 5 (X1= 0) apresentaram maior estabilidade, porém, em
concentracdes 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, Igbal & Azhar (2009), Talekar & Chavare (2012) e Jadhav & Singhal (2014)
gue observaram reducdo de 2; 8,9 e 1,3 vezes na imobilizacdo de proteases de
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Bacillus subtilis KIBGE-HAS, de a-amilase (Diastase) e a-amilase de Bacillus
licheniformis em alginato de sédio quando utilizaram elevadas concentracdes de
CaCla.

Até o momento ndo foram publicados dados sobre a imobilizagdo de [-
glicosidase de cotilédones de soja em capsulas de alginato de sodio. Su et al. (2010)
e Zhang et al. (2013) imobilizaram B-glicosidase purificada de Aspergillus niger em
esferas de alginato de sédio com rendimento de imobilizacdo de 15 % a 72 %.
Nosworthy, Kondyurin, Bilek & McKenzie (2014) imobilizaram a B-glucosidase de
Caldicellulosiruptor saccharolyticus em granulos de polietleno e obtiveram

rendimento de imobilizacéo de 66 %.

3.4. pH e temperatura 6timos da B-glicosidase livre e imobilizada

A influéncia do pH e temperatura na atividade da B-glicosidase livre e
imobilizada foi analisada pelo DCCR 22. A analise de regressdo e ANOVA (Tabela 2)
para funcdo resposta (Ys e Ys4 = atividade de B-glicosidase da enzima livre e
imobilizada, UA) indicaram efeitos das variaveis X1 (pH: 3-8) e X2 (temperatura:
25— 75 °C) linear e quadrético, positivos e significativos (p<0,05) para a enzima livre
e imobilizada. A interagcdo XiXz2 apresentou efeito positivo e significativo (p<0,05)
para a enzima livre (equacdo 4a) e negativo e significativo (p<0,05) para a
imobilizada (equacéao 4b).
y3=-46,04 +12,2x1 - 1,29x12 + 0,95x2 - 0,012x22 + 0,035x1x2 (equagéo 4a)
ya=-20,82 + 5,04x1 - 0,38x12+ 0,41x2- 0,004x22 - 0,0096x1x2 (equacéao 4b)

A falta de ajuste dos modelos (equacdes 4a, b) foi significativa. Entretanto, o
R2 foi de 0,96 (equacéo 4a) e 0,90 (equacao 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
construcdo das superficies de resposta e perfis de desejabilidade. A regido otima
para obtencdo de maior atividade de B-glicosidase de soja livre foi para o intervalo
de pH 4-6 e pH 5-7 para imobilizada e temperatura de 30—60 °C para enzima livre e
imobilizada (Figuras 4c, e), os parametros de desejabilidade, com maior atividade da
B-glicosidase livre e Imobilizada (3,69 10 UA e 3,78 10UA) foram obtidos em pH
5,5 a 50 °C (Figura 4d, f), correspondendo a atividade da enzima obtida nos pontos

centrais. Portanto, ndo houve necessidade de validacdo do modelo matemaético.
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O pH 6timo de 5,5 pode ser devido ao envolvimento de dois acidos
carboxilicos na atividade catalitica da B-glicosidase que deve estar desprotonada
para exercer sua funcdo e isto ocorre com maior facilidade quando o meio encontra-
se menos acido (Nam, Sung & Hwang, 2010). Su et al. (2010) avaliaram a [3-
glicosidase purificada de Aspergillus niger livre e imobilizada em alginato de sodio e
observaram temperatura 6tima de 55 °C e 45 °C, respectivamente. O pH 6timo de 6

foi observado para enzima livre e imobilizada.

3.5. Determinacao de Km € Vmax

A velocidade de reagédo da [(-glicosidase livre e imobilizada foi determinada
em fungdo da concentragcédo do substrato sintético p-NPG em pH 5,5 a 50°C (Figura
5a). Os valores das constantes cinéticas da B-glicosidase livre e imobilizada foram
Km de 0,26 mM e 0,48 mM e Vmax de 7,2 umol de p-NP min?te 1,39 ymol de p-NP
min. Estes resultados indicaram uma reducdo de afinidade da B-glicosidase
imobilizada pelo substrato p-NPG, em relacdo a enzima livre. Esta diferenca de
afinidade pode estar relacionada com os microambientes gerados pela interacao
enzima-suporte, promovendo mudancas conformacionais que afetam a funcao

catalitica (Simdes, Mori, Faria & Castro, 2011).

3.6. Estabilidade térmica e reutilizagbes da (-glicosidase imobilizada

A estabilidade térmica de B-glicosidase livre e imobilizada foi investigada apos
manutencao da enzima em diferentes tempos e temperaturas de incubacdo em pH
5,5 (Figura 5b). A enzima livre e imobilizada apresentaram estabilidade térmica a
30 °C, com reducdo de 16 % e 8 % de atividade apos 240 min de incubacdo. Em
50 °C a enzima livre e imobilizada apresentaram reducdo de 78 % e 64 % de
atividade em 60 min de incubacdo e apos 240 min, a enzima imobilizada manteve
12 % da atividade inicial, enquanto a livre, 6 %. Em 70 °C, a enzima livre néo
apresentou atividade ap6s 20 min, enquanto a enzima imobilizada manteve 12 % de
atividade ap6s 60 min de incubacéao.

A reducéo de atividade da enzima livre foi superior a da enzima imobilizada,
indicando que a imobilizacdo favoreceu maior estabilidade térmica em relacdo a
enzima livre. Segundo Wang et al. (2010) a estabilidade térmica elevada em
sistemas imobilizados pode ser explicada pelo aumento da rigidez da enzima, com

preservacao de sua conformacional em diferentes ambientes.
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A B-glicosidase imobilizada em cépsulas de alginato foi utilizada por trés
vezes, com aplicagdo sucessiva em p-NPG em pH 5,5 a 50 °C. Na Figura 5c
observa-se 0 comportamento de atividade a cada reutlizacdo. Apds duas
reutilizacdes, a enzima imobilizada manteve 85 % de sua atividade. Em 3

reutilizacdes a enzima imobilizada apresentou 17 % de sua atividade inicial.

3.7. Aplicagdo da B-glicosidase imobilizada em capsulas de alginato de sédio no
extrato comercial de soja

O alginato de sodio pode ser utilizado pela industria de alimentos para
aumentar viscosidade e como emulsionante, sendo seguro para aplicacdo em
alimentos (Su et al., 2010; Zhang et al., 2013). Assim, a B-glucosidase de soja
imobilizada em cépsulas alginato de sodio 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 ug mL?! das formas B-glicosidicas, 23,8 ug mL?! das
malonil glicosidicas e 5,6 ug mL? das agliconas. As formas acetil glicosidicas,
malonil glicitina, glicitina, gliciteina e daidzeina ndo foram detectadas. O teor de
genisteina no extrato comercial de soja incubado com a enzima imobilizada (0,0025
UA) a 25 °C e 50 °C por 120 min aumentou 23,2 % e 37,5 % (p<0,05). Estes
resultados foram superiores (p<0,05) em relacdo aos tempos de incubacao de 30 e
60 min. Entretanto, estes resultados poderiam ser superiores. Considerando que o
pH 6timo da enzima imobilizada em capsulas de alginato de sddio foi 5,5 e o pH do
extrato comercial de soja foi de 7,2, a conversao de B-glicosidios em agliconas pode
ter sido influenciada negativamente, com reducdo na taxa de conversdo das
isoflavonas.

A taxa de conversdo de isoflavonas glicosidicas 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 apos
aplicacao de B-glicosidase purificada de Aspergillus niger (0,3 U) imobilizada em
esferas de alginato de sodio. Esta diferenca observada pode ser atribuida as fontes
da enzima, microbiana ou vegetal, as condicbes de purificacdo e as caracteristicas
gue compde o substrato. A atividade da enzima utilizada € um fator importante na

eficiéncia de conversdo das isoflavonas glicosidicas em agliconas. Assim, a
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aplicagéao da B-glicosidase imobilizada em capsulas de alginato de sédio no extrato
comercial de soja foi eficiente.

4. Concluséo

Na imobilizacdo da B-glicosidase de cotilédones de soja em alginato de sédio,
as capsulas produzidas apresentaram rendimentos de imobilizacdo superiores as
esferas. A otimizacdo da imobilizacdo das cépsulas foi eficiente e confirmada por
MSR. As melhores condi¢cdes de imobilizacdo foram 1 mg mL?' de proteinas e
0,075 % de glutaraldeido em pH 5 e CaCl2 50 mM. A estabilidade térmica da enzima
imobilizada foi superior a enzima livre, sendo possivel reutiliza-la 2 vezes sem perda
elevada de atividade e ocorreu reducdo da afinidade da enzima pelo substrato
(p-NPG). A utilizac&o de alginato de sédio como suporte de imobilizacdo de enzima
foi eficiente e pode ser aplicado na conversao de isoflavonas B-glicosidicas em
agliconas.
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Tabela 1- Rendimento de imobilizagéo da B-glicosidase de soja em alginato de sodio

SUPORTE Métodos de imobilizagéo RI (%)
Aprisionamento direto 40e
Alginato de Aprisionamento-crosslinking 42e
sédio em Crosslinking-aprisionamento 48p
esferas Crosslinking-aprisionamento-crosslinking 70c
Adsorcéo direta 70c
Alginato de Adsorgéao-crosslinking 788
sédio em Crosslinking-adsor¢ao 808
capsulas Crosslinking-adsorcgéo-crosslinking 88a

RI= Rendimento de Imobilizacdo (Atividade especifica da enzima imobilizada/Atividade especifica da enzima livre
x 100); os dados foram expressos como média de trés ensaios independentes; CV: 2,55 %; Teste de tukey 5 %;
Média de RI, seguidas de letras iguais néo diferem significativamente entre si na mesma coluna (p=0,05).

Figura 1- Imagens das esferas (a) e capsulas (b) produzidas para imobilizagdo em

alginato de sodio
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Figura 2- Micrografias do alginato de sodio (a), alginato de sédio reticulado com
glutaraldeido 2,5 %, setas tracejadas - pequenos aglomerados de glutaraldeido (b),
esferas (c) e capsulas (d) de alginato de sodio, setas pretas - grandes aglomerados

de enzimas.
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Tabela 2- ANOVA para rendimento de imobilizac&o e atividade de (B-glicosidase livre

e imobilizada em alginato de sodio

Fontes de Varia¢&o SQ GL QM F-valor p-valor
Delineamento 2* (Y- rendimento de imobilizacéo - RI, %)
X1 pH 10302,25 1 10302,25 30906,75 0,000032
X2 caclz 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 imobilizagéo - 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 caclz (Q) 3686,29 1 3686,29 12287,63 0,000000
X1X2 (pH+ CaClz) 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 B-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
XXz (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 (Y,4= atividade de B-glicosidase imobilizada, UA)
X1 pH ) 3,18 1 3,18 224,49 0,0001
X1 pH (@ 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

Parémetros significativos (p<0,05).
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Tabela 3- DCCR 22 para imobilizagdo de B-glicosidase de soja em capsulas de

alginato de sédio para fungéo resposta Y2 (RI1,%)

_ Variaveis codificadas e decodificadas Funcéo resposta
Experimentos

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 (CaClz, mM) e Y2 (Rendimento de Imobilizagdo — RI, %)= Atividade especifica da enzima
imobilizada/Atividade especifica da enzima livre x 100).
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—O— Enzima livre 30 «C
—O— Enzima livre 50 «C
—A— Enzima livre 70 ¢C
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—A— Enzima imobilizada 70 «C
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Figura 5- Efeito do p-NPG na atividade da enzima livre e imobilizada em capsulas
de alginato (a). Estabilidade térmica da B-glicosidase livre e imobilizada em pH 5,5
(b) e reutilizagdo da enzima imobilizada utilizando como substrato o p-NPG em pH
5,5, 50 °C por 30 min



Tabela 4- Teor de isoflavonas (ug mL™*) em extrato de soja comercial sem

glicosidase imobilizada em cépsulas de alginato de sodio

114

e com [3-

Tratamentos

Isoflavonas pg mL*  Controle min/25 °C min/50 °C

30 60 120 30 60 120
Daidzina 52,73» 50,888 51,135 49,48s 52,07 49,058 48,508
Genistina 79,42,  76,81s 76,648 74,31c 77,238 76,768 73,69¢
Malonil daidzina 12,75¢  12,63¢c 13,098 14,03a 13,208 14,07a 14,054
Malonil genistina 11,04 10,138 10,108  9,99sc 10,158 9,95¢ 9,81c
Genisteina 5,60p 6,13c 6,37c 6,858 6,37c 7,50a 7,704
Total agliconas 5,60 6,13 6,37 6,85 6,37 7,50 7,70
Total 161,84a 156,588 157,338 154,66¢ 159,02» 157,338  153,75c

Teste de Tukey 5 % com CV= 2,1 %. Média das triplicatas seguidas de letras mailsculas iguais ndo 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 bagaco de cana-de-acucar para
imobilizacdo de beta-glicosidase de cotiléedones de soja”’ e “Interferéncia de lipidios
na determinacao de atividade de beta-glicosidase de soja obtida por ultrafiltragdo” foi
apresentado no Il Simpdsio de Bioquimica e Biotecnologia - Londrina/PR em agosto
de 2013.

O trabalho intitulado “Eficiéncia da ultrafiltracéo e precipitacéo fracionada para
obtencdo de B-glicosidase de soja parcialmente purificada” foi apresentado no 3°
CPCB - Congresso Paranaense de Ciéncias Biomédicas — Londrina-PR em
setembro de 2013.

O trabalho intitulado “Immobilized soybean [B-glucosidase application in
commercial soy drink” foi apresentado no ICSU - AMERICAS: International
Conference on Soybean Utilization — Bento Gongalves-RS em outubro de 2013.

O trabalho intitulado “Immobilization efficiency of soybean B-glucosidase on
activated chitosan with 2.5 % glutaraldehyde” e Thermal stability and operational of
immobilized soybean [(-glucosidase on activated chitosan with glutaraldehyde” foi
apresentado no 10° SLACA - Simpdsio Latino Americano de Ciéncia 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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beta-glicosidase de Cotilédones de Soja

Amanda Aleixo Moreira', Maria Fernanda Ferreira Lima de Mauro', Ana Camila Vaitkevicius Ferreiral, Ellen Cristine Duarte Garcia’', Geni
da Silva Varéa?, Mara Lucia Luiz Ribeiro!
'Departamento de Bioquimica e Biotecnologia/CCE/UEL, Londrina — PR, email: maraluciaribeiro@uel.br

Imobilizagao de Beta-glicosidase

2

Sistema mantido
4°Ce70rpm
durante 6 h

A beta-glicosidase (beta-D-glicosideo-glicohidrolase, EC 3.2.1.21) pertence a .
2,8 mg mL- de proteina e
:> 4,35 UA x10°*mL"! de enzima

um grupo de hidrolases capazes de clivar as ligagdes beta-glicosidicas de di e/ou

Tampéo fosfato de sédio

oligossacarideos, ou outros conjugados glicosidicos. Esta enzima, amplamente oo
), P

distribuida na natureza, tem papel fundamental em muitos processos bioldgicos

como a degradagdo de biomassa celul6sica, hidrélise de glicolipideos e

modificacdo de metabdlitos secundarios, como as isoflavonas. Entretanto,

" _ . X Fitragdo e
apresenta alto custo e dificuldade de recuperacéo da forma soluvel. Por isso, a Lavagem do 3 J
. . = Bagago com

imobilizagcdo de enzimas & uma alternativa para sua reutilizagdo e redugdo de Tampao

custos em processos industriais. O bagaco de cana-de-aglcar pode ser utilizado

como suporte por ser atoxico, além disso, € um importante recurso, devido
P P P Rendimento de imobilizagao% = atividade da enzima imobilizada x 100

preocupacdo com as questdes ambientais e por apresentar redugdo de custos do atividade da enzima livre

processo.

e Estat

A analise de variancia (ANOVA) e teste de tukey (p<0,05) dos resultados

Avaliar o bagago de cana submetido a tratamentos quimicos e térmico para foram avaliados no programa Statistica 7.0

imobilizag&o de beta-glicosidase de cotilédones de soja.

Tratamento Bagago de Cana-de-aglicar Os rendimentos de imobilizagéo de beta-glicosidase de cotilédones de soja
em bagacos de cana submetidos a tratamentos quimicos e térmico variaram
Pré-lavagem
|:> |:> Tamis n° 8, 20
e30 Tabela 1- Rendimento de imobilizacdo de beta-glicosidase de cotilédones de
soja em bagagos de cana submetidos a tratamentos quimicos e térmico.

de 48,5% a 76,1% (Tabela 1).
Bagago com casca \ \Baga;o sem casca \ Moagem e padronizacéo ) = -
da particula em 0,70 mm Proteina UA AE Rendimento

Tratamentos’ Imobilizada Imobilizada (x103) Imobilizagdo
X1- Lavado com agua a 60 °C (mg) (x103) (%)
Tratamentos ' X3- NaOH 0,5 M, 120 rpm por 24 h + Autoclave* “Autoclave X1 0,87 2,11, 2,43 48,5
- 9 + * 121 °C por 15 min
X5- Etanol 70% + Autoclave X2 1,44, 2,97, 2,06 68,3
X3 0,93, 2,605 2,80 59,8
X4 1,244 3,31, 2,66 76,1
X5 0,97 2,14, 2,20 49,2
X6 1,134 2,53, 2,23 58,2
X1 X5 Extrato contendo Enzima Livre: 2,8 mg mL-' proteina; 4,35 x10-°UA mL-' e 1,55 X102 AE
CV= 6,14% e teste de Tukey 5% com média de proteina imobilizada e UA imobilizada, seguidas de letras maitisculas iguais
- - - nao diferem significativamente entre si na mesma coluna (pz0,05).
|Atlvad°5 com Glutaraldeido 2,5% por 30 min a 25°C ‘ “X1: bagago de cana, (X2): bagago de cana ativado com glutaraldeido, (X3): bagagoe de cana tratado com NaOH e
autoclavado, (X4): bagago de cana tratado com NaOH, e ativado com (X5), bagago de cana
tratado com etanol 70% e autoclavado (X6) bagago de cana tratado com etano 70%, autoclavado e ativado com
ﬂ ﬂ ﬂ trés G 15 min a 121°C
"UA = pmol de p-nitrofenol liberado por minuto de reagé@io nas condigdes do ensaio
X2 X4 X6 ""AE = Atividade Especffica (UA/mg de proteinas).

Obtencao de Beta-glicosidase w
[
G Tampio Fosfato de Extrato
:> Sé6dio 0,1 M pH 6,6 I::) Bruto 'ﬁ] Os tratamentos do bagago de cana-de-aglcar que resultaram em maior

C Mtodologiade rendimento de imobilizagdo de beta-glicosidase de soja foram o alcalino
Matsuura e Obata (1993) associado ao térmico, seguido de ativacdo do suporte tratado com
glutaraldeido. O tratamento alcodlico do bagago de cana néo foi efetivo para
aumento de rendimento de imobilizagao da enzima.
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Parcialmente Purificada

Ultrafiltragao
Sistema Amicon
Pressdo de 75 psi
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Interferéncia de Lipidios na Determinacéo de Atividade de beta-glicosidase de Soja
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Garcia', Mara Licia Luiz Ribeiro?

'Departamento de Bioguimica e Biotecnologia/CCE/UEL, Londrina — PR, email: maraluciaribeiro@uel.br

As beta-glicosidases hidrolisam as isoflavonas beta-glicosidicas presentes na
soja (genistina, daidzina e glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina,
daidzeina e dgliciteina) que apresentam maior atividade bioldgica e efeitos
benéficos a saude humana. Considerando que a soja apresenta 2% de agliconas,
é relevante sua aplicagdo em produtos de soja para obtengdo de alimentos
derivados com elevado teor de agliconas. Técnicas para separagio de proteinas
em meio aquoso como a ultrafiltragdo, que utiliza membranas com porosidade
controlada, e precipitagéo fracionada com adigéo de sulfato de aménio podem ser

utilizadas no processo de purificagdo destas enzimas.

%

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da ultrafiltragdo e precipitagao

fracionada com sulfato de aménio na obtengao de beta-glicosidase de cotilédones
de soja parcialmente purificada.

MATERIA PRIMA

Graos da cultivar de soja BRS 213 fornecidos pela EMBRAPA/Soja.

Extracdo B-glicosidase de Cotilédones de Soja

1 hem hexano a 180 rpm

Farinha Integral Extragao Farinha

de Cotilédones - Lipidica - Desengordurada
de Soja (FICS) de Cotilédones
de Soja (FDCS)

(1] [4]

Extratos
Brutos I e IT

Metodologia descrita
Matsuura e Obata (1993)

Purificagdo Parcial de beta-glicosidase por Ultrafiltracdo

100 kDa

lF1

‘ Membrana celulose ‘

[R1]
[F1 ]
[F2 ]
10 kDa

Membrana celulose
—
Extratos
Brutos
lell

Ultrafiltragéao
Sistema Amicon
Pressdo de 75 psi

B-GLICOSIDASE
Parcialmente Purificada

FRACOES: Determinagao de atividade de beta-glicosidase com p-NPG
(MATSUURA e OBATA 1993) e teor de proteinas soltiveis (LOWRY et al., 1951)

Padronizagao do Tempo de Extracao Lipidica

6 tempos de extragdo
com 3 repetigd:

Delineamento Experimental _ .
‘ Inteiramente Casualizado ‘ - 1,2,4,8,10e 12 h| =18 experimentos

%

As atividades de beta-glicosidase e teor de proteinas das fragdes obtidas na
ultrafiltragéo de extratos de FICS e FDCS podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1- Atividade de beta-glicosidase e teor de proteinas das fragoes
obtidas na ultrafiltragéo de extratos de farinha integral de cotilédones de soja
(FICS) e farinha desengordurada de cotilédones de soja (FDCS) em
membranas de celulose de 100 kDa e 10 kDa.

Proteina B-glicosidase
Amostra Fragoes
Mg  Atividade® AE” Grau de
(UA) (x 10-) Purificagao™

EB 879,0, 0,54, 0,61, 1,00
FICS R, 101,5, 0,02, 0,20, 0,33

EB 875,8, 0,50, 0,57, 1,00
FDCS R, 237,3, 0,15, 0,63, 1,1

CV=5,04 e teste de Tukey 5%
Meédias dos EB (extrato Bruto) com letras mailsculas iguais nao diferem significativamente entre si na mesma
coluna (p20,05).
Médias dos R2 (massa molar entre 10 kDa e 100 kDa) com letras minlsculas iguais ndo diferem
significativamente entre si na mesma coluna (p20,05).

‘UA= pmol de p-nitrofenal liberado por mlnulo de reacdo nas condicdes do ensaio

"AE= Ativid ifica (UA/mg de p

“"Grau de purificagdo= (AE do R2/AE dc EB)

Como a atividade especifica de beta-glicosidase foi superior para o extrato
de FDCS, foi pesquisado o melhor tempo de extragdo a frio de lipidios
utilizando um delineamento experimental inteiramente casualizado (Tabela 2).

Tabela 2- Atividade de beta-glicosidase e teor de proteinas em farinha
desengordurada de cotilédones de soja (FDCS) em diferentes tempos de
extragdo a frio de lipidios.

EXt,ra,cs_o de Atividade! Proteina Atividade Especifica
Lipidios

") UAmL? (x 103) (mg mL?) (x1073)

0 1,14c 181a 0,63

1 1,38b 2,10a 0,66

2 1,42b 1,93a 0,74

4 1,57a 231a 0,68

8 1,62a 2,05a 0,79

10 1,42b 2,29a 0,62

12 1,10¢ 2,23a 0,49

Na figura 1 pode ser observada a coloragdo do hexano apds a extragdo
lipidica.

Figura 1- Hexano apés a extragao lipidica de cada tempo.
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A andlise de variancia (ANOVA) e teste de tukey (p<0,05) dos resultados foram
avaliados no programa Statistica 7.0.
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EFICIENCIA DA ULTRAFILTRAGAO E PRECIPITAGAO FRACIONADA PARA OBTENGAO
DE B-GLICOSIDASE DE SOJA PARCIALMENTE PURIFICADA

Amanda Aleixo Moreira',Maria Fernanda Ferreira Lima de Mauro', Ana Camila Vaitkevicius Ferreira', Ellen Cristine Duarte Garcia', Mara Lucia Luiz Ribeiro’
'Departamento de Bioquimica e Biotecnologia/CCE/UEL, Londrina — PR, email: maraluciaribeiro@uel.br

As B-glicosidases hidrolisam as isoflavonas B-glicosidicas presentes na soja
(genistina, daidzina e dlicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina,
daidzeina e gliciteina) que apresentam maior atividade biolégica e efeitos
benéficos a salide humana. Considerando que a soja apresenta 2% de agliconas,
é relevante sua aplicacdo em produtos de soja para obtengdo de alimentos
derivados com elevado teor de agliconas. Técnicas para separagao de proteinas
em meio aquoso como a ultrafiltragdo, que utiliza membranas com porosidade
controlada, e precipitagdo fracionada com adigdo de sulfato de amonio podem ser
utilizadas no processo de purificagdo destas enzimas.

... ooBETNVO.

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da ultrafiltragdo e precipitagdo

fracionada com sulfato de aménio na obtengdo de B-glicosidase de cotilédones de

soja parcialmente purificada.
MATERIA PRIMA
Graos da cultivar de soja BRS 213 fornecidos pela EMBRAPA/Soja.

Extracao B-glicosidase de Cotilédones de Soja

Tampéo fosfato de sédio
100 mM (pH 6,6)*

—

r .y
B A ‘ Farinha Integral

de Cotilédones

de Soja (FICS)
HCI 100 mM
(PH5,0) |
Extrato Bruto =
(EB) _ _ 4000 xg por 15 min

*Matsuura e Obata (1993)
Purificagao Parcial de B-glicosidase por Ultrafiltragao

‘ Membrana celulose

100 kDa

l F1
Membrana celulose
10 kDa

‘

‘

Ultrafiltragdo
Sistema Amicon
Presséao de 75 psi

CEREE

(O

B-GLICOSIDASE
Parcialmente Purificada
Purificagao Parcial de B-glicosidase por Precipitagio

~

-ﬂ /H\
-
e

(NH,),S0,

0-40% de saturagéo -

4000 xg por 15 min

!

DiALsE [i] (NH).SO, | qum
-859 a
Fracses _ 40-85% de saturagdo

GLICOSIDASE
mente Purificada

Métodos Analiticos

Segundo Matsuura e Obata (1993)
utilizando substrato sintético p-NPG

| Atividade de B-glicosidase | )

Segundo Lowry et al. (1951)
Utilizando padrao de BSA

=)

\ Proteinas soltiveis

Anidlise Estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) e teste de tukey (p<0,05) dos resultados
foram avaliados no programa Statistica 7.0. Todas as etapas dos procedimentos

foram realizadas em triplicata.

%

A eficiéncia da ultrafiltragdo e precipitacdo fracionada com sulfato de

aménio na obtencdo de B-glicosidase de cotilédones de soja parcialmente

purificada podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1- Eficiéncia da ultrafilragao e precipitagao fracionada com sulfato de amoénio na
obtencdo de B-glicosidase de cotilédones de soja parcialmente purificada.

Proteina B-glicosidase
Métodos  Fragdes
mg Atividade® AE” Eficiéncia™
(UA) (x 109) (%)
Ultrafiltragéo EB 1489,5, 2,88, 1,93,
R, 6155, 0,69, 1,12, 24
Precipitagdo  EB 1500,4, 3,04, 2,03,
Piogsw  263,0, 2,34, 8,90, 77

CV= 8,50 e teste de Tukey 5%

Médias dos EB (extrate Bruto) com letras mailsculas iguais ndo diferem significativamente entre si na mesma
coluna (pz0,08).

Médias do Ry e Pypgse com letras minusculas iguais ndo diferem significativamente entre si na mesma coluna
(p20,05).

R,= Massa molar entre 10 kDa e 100 kDa

Pag.s54,= Saturagao de 85% das proteinas

"UA= pmol de p-nitrofenol liberado per minuto de reag#@o nas condigoes do ensaio

“AE= Ativi ifica (UA/mg de p )

"Eficiéncia= (UA final/UA inicial EB x 100))

A precipitagao fracionada com sulfato de amoénio foi o método mais
eficiente para obtencéo de B-glicosidase de soja parcialmente purificada.
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LOWRY, O. H.: ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L.: RANDALL, R. J. Protein measurement with the folin phenol

reagent. Journal of Biology Chemistry, v. 193, p. 265-275,1951.

MATSUURA, M.; OBATA, A. B-glucosidases fram soybeans hydrolyze daidzin and genistin. Journal of Food

Science, v. 58, n. 1, p. 144-147, 1993,

PALMERI, R.; SPAGNA, G. Beta-Glucosidase in cellular and acellular form for winemaking application. Enzyme

and Microbial Technology, v. 40, p, 382-389, 2007

RIBEIRO, M. L. L. Teor de isoflavonas e atividade de B-glicosidase em graos de soja germinada e de
grupos de e i parcial da . 2006

115f. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2006.

SHKINEV, V. M.; DZHERAYAN, T. G.; KARANDASHEV, V. K.; ARAKCHAA, K. D.; SPIVAKQV, B. Y. Membrane

Filtration for the Continuous Fractionation of Species and Macromolecules: Component Distribution in the Arzhaan

Spring Water. Journal of Analytical Chemisto, v. 55, n. 2, p. 135-141, 2000,

Engpe

Soja

Agradecimentos:

CAPES



M

ﬁ.\ Mestrado em
=" | biotecnologia

Immobilized soybean B-glucosidase application
in commercial soy drink

Luciana C. Grade Amanda A. Morelra Gem S. Varea José Marcos G. Mandarlno,
Josemeyre B. Silva® Elza l. Ida Mara Licia L. Ribeiro"

‘Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Campus Universitario, Caixa Postal 10.011, CEP 86057-
970, Londrina, Parana, Brasil. 1Embrapa Soja, Rodovia Carlos Jodo Strass, Acesso Orlando Amaral, Distrito de Warta, Caixa Postal 231, CEP

119

ICSU 2013

86001-970, Londrina, Parand, Brasil. “Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campus
Universitario, Caixa Postal 10.011, CEP 86057-970, Londrina, Parand, Brasil. *Correspondent author Email: maraluciaribeiro@uel.br

Abstract

The objective of this study was to apply B-glucosidase immobilized on commercial
soy drink to evaluate the bioconversion of B-glycosidic isoflavones in aglycones.
The B-glucosidase was obtained from soybean cultivar BRS 213 and immobilized
in chitosan beads activated with 2.5% glutaraldehyde.Two chitosan beads
containing immobilized B-glucosidase were incubated with 1 mL of commercial soy
drink from 0 to 60 min, pH 5.5 and at 50°C. The isoflavones content were
quantified by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The initial content
of aglycones in commercial soy drink was 32.20 pg.mL". After 60 min of
immobilized enzyme application in the beverage it was observed an increase of
24% in the aglycones content probably due to the action of B-glucosidase which
convert B-glycosides into aglycones. Therefore, application of B-glucosidase
immabilized on chitosan in commercial soy drink was advantageous because the
enzyme acted effectively in the bioconversion of isoflavones increasing the content
of aglycones.

Introduction

B-glucosidases (B-D-glucopyranoside glucohydrolases, E.C. 3.2.1.21) are enzymes
that hydrolyzes B-glycosidic bonds to release glucose and hydrolyzes isoflavones to
release aglycones. Soy isoflavones have biological properties associated with risk
reduction or prevention of various chronic diseases. Aglycones forms exhibit higher
biological activity and greater absorption properties than -glycosides (lzumi et al.,
2000). However, soy contains 2% of the aglycones in relation of the total
isoflavones. Thus, application of endogenous B-glucosidase immabilized can be an
alternative to promote the bioconversion of the B-glycosidic isoflavones to produce
soy products with higher aglycones content. The immobilization of soybean B-
glucosidase and its application has not been described.

Lately, immobilized enzymes have been developed in food industry for multiple
utilization of enzymes to reduce operational costs (Chen et al., 2013). Chitosan is a
suitable matrix for the enzymes immobilization because is biocompatible, available
in various forms (gel, membrane, fiber and film), nontoxic, biodegradable, and
resistant to chemical modifications (Gomathi et al., 2010; Yi et al., 2009). Therefore,
chitosan has potential for application as biomaterial (Armaud et al., 2010).

The objective of this study was to apply B-glucosidase immobilized in chitosan on
commercial drink soy to evaluate the bioconversion of B-glycosidic isoflavones in
aglycones.

Material and Methods

Extraction and Fractionation of B-glucosidase

Sodlurzpfl'\:sphale 4000 % g, 4°C Cl 100mM
uffer 15 min topH 5.0
100 MM pH 6.6

_(1:10p/v) 1hj/ac : —
”‘3" ; —5%: faant
- % - \-5 ot
l centrifuged
ENZYME (P 555 in 500 mM (NH,);S04

citrate phosphate, pH 5.0) 0-40% and e Crude Extract
40-85%

Immobilization of B-glucosidase

Activation with
—_— 2.5%
- — glutaraldehyde \
Chitosan 1% *° - PHT537°C Bh
_ mm in diameter /

— 4 chitosan

Filtration and 1 = T beads at
washing of the — = — mobi 4C
beads \nﬁth tris- { 2] of soybean - —

ads wi B-glucosidase 24 mg protein;
acetate pH 7.6 Beads with 162 UA- pH 6.5:
immobilized enzyme

20 ht incubation

B-glucosidase activity and Isoflavones content determination

B-glucosidase activity was determined using p-NPG substrate according to the
procedures described by Matsuura and Obata (1993). The isoflavones were
extracted according to Carrdo-Panizzi et al. (2002) and quantified by the method of
Berhow (2002) using a liquid chromatograph (HPLC).

Application of immobilized B-glucosidase in commercial soy drink

R - 0 to 60 min
@ ) — Isoflavones
iSie content
—_— pH 5.5 and 50°C

“1mL of
commercial soy
beverage

Results and Discussion

B-glucosidase immobilized on chitosan beads activated with 2.5 %
glutaraldehyde was added to commercial soy drink and the isoflavones
content were quantified (Table 1).

Table 1. Isoflavones content (ug.mL') in commercial soy drink with the
application of soybean [-glucosidase immobilized on chitosan beads
activated with 2.5% glutaraldehyde*.

Incubation time B-Glycosides Malonyl- Aglycones
(min) glycosides
0 109.30a 27.90bc 32.20d
15 100.20¢c 27.50c 31.70d
30 102.40b 29.30° 35.30bc
45 98.20d 29.20° 36.10b
60 88.70g 26.10d 40.00a

*values obtained are an average of two repeats. Means followed by equal letters in the same column do
not differ by Tukey's test at 5 % probability.

After 60 min incubation with B-glucosidase, it was observed an increase of 24 %
in the aglycones content probably due the B-glucoside activity that bioconverted
the B-glucosides forms in aglycones. The B-glucosides and malonyl-glucosides
contents decreased 18.8 % and 6.4% respectively. Thus, addition of
immobilized B-glucosidase to commercial soy drink was efficient to increase the
aglycones content.

No reports about soybean B-glucosidase immobilization on chitosan beads and
its addition to soy drinks were found.

Conclusion

Application of soybean -glucosidase immabilized on chitosan beads activated
with 2.5% glutaraldehyde and incubated for 60 min was effective for
isoflavones bioconversion in commercial soy drink increasing the aglycones
content.
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INTRODUCTION

Immobilization of enzymes enable the industrial application, and the matrix used have be renewable and non toxic as the chitosan. B-

glucosidases hydrolyze (3-glucosides isoflavones (genistein, daidzein and glycitin) and release aglycones (genistein, daidzein and glycitein)

that have beneficial effects on human health. The immobilized soybean B-glucosides can be applied in non fermented soy products

producing functional foods with high content of aglycones.

OBJECTIVE

The aim of this study was evaluate the immobilization efficiency of soybean B-glucosidase on activated chitosan with 2.5 %

glutaraldehyde.
MATERIALS AND METHODS

Central Composite Rotational
Design (RCCD) 23

Table 1- Experimantal matrix forthe cantral Gomposite Rotational Design (RCCD) 27

Run Time  pH  Protein Time  pH  Protein
np img) ny (mg)
1 El El - i 85 952
2 El El 1 M3 85 2024
3 A 1 A My 15 952
4 B 1 1 M3 75 2024
3 1 -1 - 137 55 952
5 1 -1 1 137 55 2024
7 1 1 Bl 137 75 552
8 1 1 1 LE - -]
o 88 0 o w20 &5 t4se
10 188 0 o 200 &5 1488
il o e 0 1010 5 1488
12 0 1es 0 1010 8 1488
13 ] 0 185 1010 65 535
14 o 0 188 1010 65 2381
15 o a 0 1010 85 1488
16 o a o 1010 65 1488
17 o a o 1010 65 1488

“Time (b} shaking time ! resttime duing immbilization ofthe enzyme

RESULTS AND DISCUSSION

Table 2- B-glucosidaseimmobilized on the chitosan beads fowr RCCD 2!

Run Time pH Protein Immabilization(%)
n ima) oy ¥
1 713 85 9.52 10,59 882
2 7M3 85 2024 2270 2486
3 T T8 9.52 3285 3042
4 M3 75 2024 3910 078
5 137 55 9.52 1218 1100
5 147 &5 2024 9256 1904
7 147 7E  pEz 4155 3480
8 137 75 2024 2 M
9 020 B5 1488 362 951
0 200 65 14ms 2330 297
11 1040 5 14.88 1188 1308
12 1040 8 1ags 164 3788
13 1010 85 585 2803 2873
14 1010 B85 2381 389 WIS
16 1040 65 1488 2482 2548
186 1010 65 14,88 26,06 2548
17 1010 65 1488 2878 2548
h and ¥ RCCD
CONCLUSIONS

Activation of chitosan with 2.5 % glutaraldehyde for immobilization of

f i’}

Filtrationand
washing of the
beads with tris-

acetate

Chitosan 1%| %

soybean B-glucosidase

Activation with

25%
E -—) glutaraldehyde \ B-glucosidase activity
(-, 4| 5 mm in diametsr 37°C.8h was determined with
p-NPG substrate
4 chitosan (MATSUURA,
Immobilization beads at CERESESS,
0
= | of soybean 4c
e B-glucosidase ReCO® Determining soluble
Beads with 20- 24 mg protein
‘ immobilized enzyme pH7.5-8.5 proteins

7 -13 h agitation
(LOWRY et al., 1951)

Immobilization (%) = specific activity of immobilized x 100

efficiency

Flgure 1- Contour curves for the effect of pH,
protein content and time of agitation on the
rate of immobilization of B-glucosidase on
chitosan

A

n

specific activity of free enzyme

According to regression parameters and analysis of variance, the variables
evaluated showed a significant linear positive effect at a 5 % significance
level on the immobilization efficiency.

The highest immobilization efficiency (%) of soybean B-glucosidase on
chitosan beads activated with 2.5% glutaraldehyde was obtained with 20- 24
mg protein per 4 chitosan beads at pH 7.5 - 8.5 and coupling time of

enzyme-matrix of 7 h agitation and 13 h time out at 4 °C.

|\" =54,62 + 9,34 x1-3,71 x12+8,01 x2 — 11,02 x2* - 10,32 x3 ‘

R*=0.77316

The immobilization efficiency was 20 times higher when compared with the enzyme on no acitvated chitosan with glutaraldehyde.

CHANG, M.; JUANG, R, Use of chitosan-clay support for imp activity and stability of p- Journal, v.35, p,93-98, 2007, _
ESEN, A. B-glucosidase. In: Whitaker, J. R.; Voragen, A. G J.; Wong, D. W. S. Handbook of Food Enzymology. New York: Marcel Dekker, 2003. 1108p. FUNDACAO
FARAJ, A, VASANTHAN, T. Soybean isoflavones: effects of processing and health benefits. Food Reviews International, v.20, n.1, pp.51-75, 2004. ARAUC RM

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J., FARR, A. L, RANDALL, R. J. Protein measurement with the folin phenol reagent. Journal of Biology Chemistry, v. 193, p. 265-275,1951.

MATSUURA, M ; OBATA, A. B-glucosidases from soybeans hydrolyze daidzin and genistin. Journal of Food Science, v. 58, n. 1, p. 144-147, 1993,

o R R
© feenelagice da Far cC APES



121

Code

9836 Thermal stability and operational of immobilized soybean

B-glucosidase on activated chitosan with glutaraldehyde

Luciana Carvalho Grade'!, Amanda Aleixo Moreira', Geni da Silva Varéa', Josemeyre Bonifacio da Silva?,

Elza louko Ida?, Mara Lucia Luiz Ribeiro!
0 Biochemistry and Biotechnology Department/CCE/UEL, Londrina — PR, email: maraluciaribeiro@uel.br
2Food Science and Technology Department /CCA/UEL, Londrina - PR

INTRODUCTION

Studies on thermal stability and operational immobilized enzymes are essential for its application in food industry, considering the
processing conditions. The application of immobilized in non fermented soy products is promising. The B-glucosidase hydrolyzes (-

glucosides isoflavones in aglycones, increasing its level. Aglycones are associated with beneficial actions on human health.

OBJECTIVE

The objective of this study was to evaluate the thermal stability and operational immobilized B-glucosidase on activated chitosan with
2.5% glutaraldehyde.
MATERIALS AND METHODS

Thermal Stability of immobilized B-glucosidase E Operational Stability of immobilized B-glucosidase
In phosphate-citrate Substrate p-NPG 13 consecutive
— buffer 0.1 M, pH 5.5 mm) | inpHS5.5,50°C —-— uses of the
to 240 min and 30 min immobilized
enzyme

30, 50 and 70°C Chitosan beads with the

Immobilized B-glucosidase immobilized B-glucosidase

on activated chitosan with

0,
2.5% glutaraldehyde [ Analytical Methods

B-glucosidase activity with p-NPG substrate (MATSUURA, OBATA,1993)

Determining soluble proteins (LOWRY et al., 1951)

RESULTS AND DISCUSSION

e oy Lusce s tnnercelma) ofHand The immobilized B-glucosidase presented a half-life of 1 h at 50°C and 3 h at 30°C. At 70°C,

120

the immobilized enzyme showed a reduction of 77% of activity after 5 min of incubation
(Figure 1). Reduction in activity of the immobilized enzyme were lower than for the free

enzyme. At 50°C, B-glucosidase free lost 91% of activity after 20 min incubation while

——30C

Rasdia sceety (%

= immobilized lost 87% after 4 h of incubation.
Figure 2- Operational stability in the activity of B-glucosidase immobilized
120
‘0 ) ;’)’hittd : 1;3 = 200 ‘!5(‘ 300 w
Tume (min)
’ 80
' 60
After 13 cycles of reuse of the immobilized enzyme was observed 75% of reduction of |
activity and half-life was approximately 7 cycles (Figure 2). 0

CONCLUSIONS
L ——————

The reuse of the free enzyme is not possible and these results show that the immobilization process resulted thermal stability and
operational to the B-glucosidase.
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6 CONCLUSOES

A imobilizacdo de B-glicosidase de cotilédones de soja em bagaco de
cana-de-acgUcar tratado apresentou efeitos lineares e quadraticos significativos,
indicando que o maximo rendimento de imobilizacdo foi obtido com 1 mg de proteina
mL1, pH 7, 110 rpm em 8 horas de incubacdo com glutaraldeido 2,5 %. A regido
Otima para o rendimento de imobilizacéo foi estimada em tempo de incubacao de 6 a
12 h e concentracao de glutaraldeido de 1 a 3 %.

Na imobilizacdo em alginato de sddio as capsulas produzidas apresentaram
rendimentos de imobilizacdo superiores as esferas, sendo estes 6timizados com
1 mg de proteina mL*?, glutaraldeido 0,075 % em pH 5 e CaCl2 50 mM por
delineamentos estatisticos apresentando efeitos lineares e quadréticos significativos,
com regido oOtima de rendimento de imobilizacdo de B-glicosidase em capsulas de
alginato de sodio em pH 4,5 a 6 e concentracdo de CaCl2de 20 a 60 mM.

Os rendimentos de imobilizacdo observados nos dois suportes foram elevados
e as analises de MEV e FTIR apresentaram modificacdo da estrutura dos suportes
pelos tratamentos e confirmaram a imobilizacdo de B-glicosidase. O pH 6timo de 5,5
e temperatura 6tima de 50 °C para atividade de B-glicosidase foram os mesmos da
enzima livre. A estabilidade térmica de B-glicosidase imobilizada foi superior a livre,
sendo maior para a imobilizada em bagaco de cana e a imobilizagdo reduziu a
afinidade da enzima pelo substrato (p-NPG). A B-glicosidase imobilizada em bagaco
de cana apresentou 4 reutilizacdes, sem perda drastica de atividade e a imobilizada
em capsulas de alginato de sodio apresentou 2 reutilizacfes. A aplicacdo da enzima
de soja imobilizada em bagaco de cana e capsulas de alginato no extrato comercial

de soja foi eficiente para aumentar as isoflavonas agliconas.



