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FERREIRA, Ana Camila Vaitkevicius. Imobilizagcao de B-glicosidase de soja em
bucha vegetal (Loofa cylindrica). 2017. 56 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

A bucha vegetal foi utilizada como suporte para imobilizagdo de B-glicosidase,
propondo um sistema catalitico estavel para uso industrial. A B-glicosidase foi
extraida da soja, parcialmente purificada por precipitagdo fracionada com sulfato de
amoénio e imobilizada por ligagdo covalente em bucha vegetal lavada e ativada. A
ativagdo foi feita com os reagentes glutaraldeido e trimetafosfato de sdodio. As
condigbes de imobilizagdo foram otimizadas por metodologia da superficie de
resposta e o rendimento de imobilizacio foi avaliado. O rendimento de imobilizacao
para o glutaraldeido foi de 103% e para o trimetafosfato de sédio foi de 93%. As
condigdes oOtimas para imobilizagdo da enzima utilizando glutaraldeido 2,5% como
ativador foram 24 h de incubagdo; pH 4,0 e 2 mg/mL de proteina inicial. Com o
trimetafosfato de sédio 12%, as condi¢des 6timas foram 24 h de incubagao; pH 7,0 e
0,6 mg/mL de proteina inicial. Os dois ativadores foram eficientes na ativagdo da
bucha vegetal para a imobilizagdo da B-glicosidase da soja.

Palavras chave: B-glicosidase. Imobilizacdo de enzimas. Bucha vegetal.



FERREIRA, Ana Camila Vaitkevicius. Immobilization of B-glycosidase from
soybeans in loofa sponge (Loofa cylindrica). 2017. 56 pp. Dissertation (Master in
Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The loofa sponge was used as support for 3-glycosidase immobilization, proposing a
stable catalytic system for industrial use. B-glycosidase was extracted from
soybeans, partially purified by fractional precipitation with ammonium sulfate and
immobilized by covalent binding in washed and activated loofa sponge. The
activation was done with two different reagents: glutaraldehyde and sodium
trimetaphosphate. The immobilization conditions were optimized by response surface
methodology, and the immobilization yield was evaluated. The immobilization yield
for glutaraldehyde was 103 % and for sodium trimetaphosphate was 93 %. The
optimum conditions for glutaraldehyde were 24 h incubation; pH 4,0; 2 mg/mL initial
protein and activation with 2,5 % glutaraldehyde. For sodium trimetaphosphate the
optimal conditions were 24 h of incubation; pH 7,0; 0,6 mg/mL of initial protein and
activation with 12% sodium trimetaphosphate. Both activators were efficient for the
activation of the vegetal bush for B-glucosidase immobilization.

Key words: [(-glycosidase. Enzyme immobilization. Loofa sponge.
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1 INTRODUCAO

As B-glicosidases (B-D-glicosidio hidrolases, E.C. 3.2.1.21) sdo um grupo de
enzimas que atuam em ligacdes glicosidicas, presentes em dissacarideos,
oligossacarideos e outros glicosideos conjugados, hidrolisando-as e liberando
glicose. Essas enzimas podem ser encontradas em plantas (principalmente na soja),
em microrganismos, como fungos e bactérias, e também em animais, sendo
secretada pela microbiota do célon. As B-glicosidases apresentam diversas funcdes
nos organismos onde sdo encontradas e € essa diversidade que possibilita sua
utilizacdo em diferentes areas e processos industriais. E, apesar de haver muitas
possibilidades de aplicag&o industrial, seu uso ainda € limitado devido a instabilidade
de sua estrutura, dificuldade de separacdo da enzima do produto final e a sua
recuperacdo para aplicacfes repetidas. Uma alternativa para essa limitacdo € a
imobilizagdo da enzima.

O processo de imobilizagcédo consiste na ligagdo de uma enzima a um suporte
com o objetivo de manter a sua atividade catalitica. Esse processo pode resultar em
vantagens para a industria, como maior resisténcia das enzimas as condi¢cdes
adversas dos meios reacionais, possibilidade de reutilizacdo, reducéo dos custos e
sua auséncia no produto final, evitando possiveis alteracbes de sabor, odor e
textura. Isso faz com que enzimas imobilizadas tenham uma ampla utilizacéo
industrial.

Os métodos de imobilizacdo podem ser realizados por confinamento,
encapsulacdo, adsorcédo ou ligacdo covalente da enzima ao suporte. A escolha do
método deve ser feita analisando-se as caracteristicas dos agentes envolvidos, o
custo total do procedimento, a possivel toxicidade dos agentes utilizados, a
estabilidade operacional, as caracteristicas finais desejadas e a aplicacéo final.

A imobilizacdo da enzima por ligagdo covalente exige o tratamento do suporte
com reagente ativador, que liga a enzima ao suporte de maneira estavel. O ativador
mais comumente utilizado para esse processo € o0 glutaraldeido, com 6timos
resultados nos processos onde é utilizado. O trimetafosfato de sédio (TMP) € um
reagente que também pode ser utilizado como ativador para a imobilizacdo de

enzimas. Ele possui caracteristicas ndo toxicas e por iSso seu uso € mais amplo,



sendo utilizado na indastria de alimentos e na industria farmacéutica na liberacéo
colon-especifica de farmacos.

O suporte a ser utilizado para imobilizacdo de enzimas é um fator muito
importante neste processo e para sua escolha deve-se observar que tenha area
superficial elevada, permeabilidade, estabilidade quimica e mecéanica as condicdes
operacionais, capacidade de regeneracdo, custo baixo, natureza hidrofilica ou
hidrofébica e morfologia e composi¢céo favoraveis ao processo. Um material que se
adequa a esses requisitos € a bucha vegetal.

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) € uma planta facilmente encontrada na
Ameérica do Sul, inclusive no Brasil. Sua estrutura € formada por uma rede de fibras
finas, resistentes, elésticas e macias, constituidas de celulose, hemicelulose e
lignina. E um material altamente poroso, de volume especifico elevado,
biodegradavel, de custo baixo, proveniente de fonte renovavel e atoxico. Essas
caracteristicas a tornam uma boa opcdo como suporte para imobilizacdo de
enzimas.

Dessa forma, considerando que a imobilizagdo de [-glicosidase pode
favorecer sua aplicacdo industrial possibilitando o seu reuso e diminuicdo de custos,
e que a bucha vegetal possui as caracteristicas adequadas de um suporte, o
objetivo desse trabalho foi otimizar as condi¢cdes de imobilizacdo de B-glicosidase de

soja em bucha vegetal (Luffa cylindrica).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Imobilizar B-glicosidase de soja em bucha vegetal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obter B-glicosidase de cotilédones de soja;
e Purificar parcialmente a enzima utilizando fracionamento com sulfato de
amonio;
e Desenvolver diferentes tratamentos fisico-quimicos para a bucha vegetal,
e Otimizar as condi¢des de imobilizagdo da B-glicosidase na bucha vegetal
tratada;

e Caracterizar a enzima livre e imobilizada.



10

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DEFINICAO, CLASSIFICACAO E ESTRUTURA DAS ENZIMAS

Enzimas sdo moléculas de natureza proteica (com excecdo de um pequeno
grupo de moléculas de RNA catalitico) e que apresentam atividade catalitica. O
desempenho de sua atividade catalitica depende da integridade de sua estrutura
nativa, portanto, a manutencdo de suas estruturas primaria, secundaria, terciaria e
guaternaria essenciais para sua atividade. Isso ocorre porque as reacodes
catalisadas ocorrem no interior do sitio ativo, uma regido da estrutura enzimatica
composta por residuos de aminoacidos que se ligam ao substrato da enzima,
tornando a reacdo possivel. Caso ocorra alguma alteracdo nos residuos de
aminoacidos constituintes do sitio ativo, o substrato ndo consegue se ligar e a
reagdo néo ocorre (LEHNINGER, 2014).

Cada enzima atua sobre um substrato especifico, que pode ser uma Unica
molécula (especificidade absoluta) ou um grupo de moléculas com caracteristicas
semelhantes (especificidade relativa). De acordo com 0 seu substrato e as reagdes
que elas catalisam, as enzimas podem ser divididas em 6 grandes classes, de
acordo com a classificacdo internacional das enzimas: oxidorredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (Tabela 1). De acordo com
esse sistema internacional, a cada enzima é atribuido um numero classificatorio de 4
digitos e um nome sistematico, que permite identificar a reacdo que ela catalisa
(LEHNINGER, 2014).

Como a atividade enzimética é dependente da estrutura proteica, fatores que
sdo capazes de alterar ou desnaturar a conformacdo nativa da enzima podem
influenciar na sua atividade. Por esse motivo, cada enzima possui condi¢des ideais
de pH e temperatura para sua atuacédo, chamados de pH 6timo e temperatura 6tima,
que representam as condi¢des na qual a enzima apresenta maior formacdo do
produto. Em valores de pH e temperatura distantes do 6timo, a atividade comeca a
diminuir, sendo que para cada enzima ha valores que resultam em desnaturacéo e
completa perda de atividade (LEHNINGER, 2014).
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Tabela 1 — Classificacao internacional das enzimas.

NUumero Classe Tipo de reacao catalisada

1 Oxidorredutases  Transferéncia de elétrons (ions hidretos ou atomos
de H)

2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos

3 Hidrolases Reacdes de hidrélise (reacbes de transferéncia de
grupos funcionais para a agua)

4 Liases Adicdo de grupos as duplas ligagbes ou formacao
de duplas ligagdes por meio de remocéo de grupos

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula
para formar isomeros

6 Ligases Formacéao de liga¢gdes do tipo C-C, C-S, C-O e C-N
por meio de reacdes de condensacdo acopladas a
guebra do ATP

Fonte: Lehninger, 62 edi¢éo, 2014.

3.2 AS B-GLICOSIDASES: CLASSIFICACAO, ACAO E APLICAGCAO

As [B-glicosidases (B-D-glicosidio glicohidrolase, EC 3.2.1.21) sdo um grupo
heterogéneo de enzimas que atuam em ligacBes glicosidicas de dissacarideos,
oligossacarideos e outros glicosideos conjugados liberando glicose (CHEN et al,
1977; BHATIA, 2002) (Figura 1). Elas apresentam maior atividade quando em meio
reacional de pH 5,0 a 6,0 e temperatura de 30 a 40 °C (MATSUURA; OBATA, 1993;
HSIEH; GRAHAM, 2001; RIBEIRO et al., 2007). Essas enzimas podem ser
encontradas em plantas, como a soja (HSIEH; GRAHAM, 2001), em
microrganismos, fungos (BELANCIC et al., 2003), bactérias (SESTELO et al., 2004),
podem também ser secretadas pela microbiota do célon de humanos (SETCHELL et
al., 2002) e por animais (PONTOH; LOW, 2002).

Figura 1 — Agao da B-glicosidase em ligagdes glicosidicas 3 (1,4)

CH20H CH20H
L|ga(;a0 p-glicosidica

Fonte: o autor.
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As B-glicosidases séo classificadas como aril-B-glicosidases, com maior
especificidade por aril-glicosideos; como celobiases verdadeiras, que hidrolisam
somente celobiose; ou como B-glicosidases com ampla especificidade ao substrato,
que hidrolisam ligacBes glicosidicas de diferentes substratos, sendo este ultimo

grupo o que engloba a maioria das enzimas conhecidas (BHATIA et al., 2002).

Esse grupo de enzimas possui uma diversidade de fungbes nos organismos
em que sdo encontradas. Nas plantas podem atuar na hidrélise de precursores
hormonais (SARRY, 2004), auxiliam no amadurecimento dos frutos (FAURE, 2002),
na germinacao de sementes (OPARISSI et al., 2003), na emissdo do aroma em
flores (HAYASHI et al.,, 2004), nas interagbes patogeno-planta (HAERTER;
VOEGELE, 2004) e também nas interagBes herbivoros-plantas (BHATIA et al.,
2002). Dessa forma, essa enzima apresenta grande potencial para ser utilizada em
diversos processos biotecnoldgicos (Tabela 2). Porém, mesmo havendo
possibilidades de aplicacdo na industria, existem limitacdes devido a instabilidade da
estrutura, dificuldade de separacao da enzima do produto e a sua recuperagao para
aplicacoes repetidas (NISHA; GOBI, 2012; SHELDON; VAN PELT, 2013).

Tabela 2 — Principais aplica¢des industriais das B-glicosidases.

Aplicacao Fonte

Hidrolise de compostos amargos durante a BHIRI, et al., 2008
extracao de sucos de frutas citricas
Liberacdo de compostos do aroma em vinhos  POGORZELSKI; ILKOWSKA,

e sucos de frutas 2007

Utilizadas nos processos de sacarificacdo e HAN; CHEN, 2008

fermentacao

Tratamento de celulose BALDRIAN; VALASKOVA, 2008

Sintese de alquil e aril-B-glicosideos a partir de  SATHISHKUMAR et al., 2008
polissacarideos e seus derivados

Producéo de isoflavonas glicosiladas em KAYA et al., 2008
produtos derivados de soja

Degradacao de biomassa de residuos SONIA et al., 2008
agricolas

Fonte: o autor.

Devido a essa variedade de aplicagbes industriais e visando otimizar o

processo de imobilizagao, a B-glicosidase tem sido objeto de véarios estudos. Nesses
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estudos séo utilizados diferentes suportes e métodos de imobilizacdo com obtencéo
de resultados satisfatérios. Mazzei et al. (2009) estudaram esta enzima obtida de
améndoas e obtiveram os mesmos parametros cinéticos da enzima livre e melhor
estabilidade operacional quando a imobilizam em membranas capilares de
polissulfona pelo método de encapsulamento. Borges (2011) estudou o uso de
diferentes suportes e métodos e concluiu que a imobilizacdo da enzima em resina
poliacrilica funcionalizada com grupos carboxilicos por adsorcdo foi mais eficiente.
Com esse experimento obteve-se um rendimento de 71% da atividade da enzima
livre e aproximadamente 97% de recuperacdo apdés quatro horas de reacdo. Além

destes, outros estudos foram realizados (Tabela 3).

Tabela 3 — Estudos sobre a imobilizagdo de B-glicosidase obtida de diferentes
fontes em suportes diversos.

Suporte Fonte da Método de Autores
enzima imobilizacéo
Particulas coloidais de Comercial Adsorgao Yan et al., 2010
terra
Alginato Comercial Confinamento Su et al., 2010
Poliestireno aminados Comercial Ligacdo Zhang et al.,
quitosana/ Poliestireno covalente 2011

aminados quitosana-
glutaraldeido

Agarose Comercial Ligagcéo ibnicae Vieiraetal., 2011
ligacdo covalente
Acrilico (Eupergit® C, Thermotoga Ligacao Khan et al., 2012
Eupergit® C250L, neapolitana covalente
cryogel)-gluttaraldeido
Espumas silica- Comercial Ligacéo Reshmi e
glutaraldeido covalente Sugunan (2013)
cruzada
Alginato Comercial Confinamento Zhang et al.,
2013
Bagaco de cana; Cotilédones de Ligacéo Moreira, 2014.
Alginato soja covalente;
adsorcao;
encapsulacéo
Quitosana Comercial Ligagao Zaluski, 2015
covalente

Fonte: o autor
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3.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A tecnologia de imobilizacdo de enzimas comecou se destacar e ter maior
investigacdo a partir de 1960, com técnicas para a utilizagio em processos
quimicos. Desde entdo, tem sido aplicada em diferentes segmentos, como na
sintese de compostos bioativos e biopolimeros, construcdo de biossensores, terapia
com enzimas e processos industriais tradicionais (MENDES et al., 2011). Como a
aplicacdo de enzimas imobilizadas tém se mostrado eficiente, ela se expandiu para

diversas areas, como a de alimentos (Tabela 4) (HOMAEI et al., 2013).

Tabela 4 — Principais aplicacbes das enzimas imobilizadas na industria de

alimentos.

Enzima E.C. Produto industrial

B-galactosidase 3.2.1.23 Leite sem lactose

Lipase 3.1.1.3 Substitutos da manteiga de cacau

Nitrilica hidratase 4.2.1.84 Nicotinamida

Aminociclase 3.5.1.14 L-aminoacidos

Raffinase 3.2.1.22 Galactose e sacarose

Invertase 3.2.1.26 Mistura de glicose e frutose

Termolisina 3.4.24.27 Aspartame

Glicoamilase 3.2.1.3 D-glicose

Papaina 3.4.22.2 Remocdo de sedimentos de Iupulo,
proteinas e residuos do malte em
cervejas

Fonte: o autor.

O processo de imobilizacdo de enzimas consiste basicamente na ligacao da
enzima de interesse a um suporte para manutencdo de sua atividade catalitica. A
imobilizacdo é considerada uma forma de protecdo da enzima contra as condicbes
adversas que podem existir no meio de reacdo (CANILHA; CARVALHO; SILVA,
2006). O processo tem recebido destague uma vez que permite que a enzima seja
utilizada em processos continuos, na presenca de diferentes solventes, pH e
temperaturas. Também diminui os riscos de contaminacdo em operagfes com altas
taxas de diluicdo e aumenta a estabilidade da enzima. Além disso, a imobilizacédo
permite o reaproveitamento da enzima, facilita a sua separacdo do produto final e
reduz o custo de operacdo (PRADELLA, 2001; CANILHA; CARVALHO; SILVA,
2006; BRADY; JORDAAN, 2009). Porém, nesse processo pode ser observadas
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mudancas de conformacédo da enzima com reducdo de atividade catalitica e perdas
durante o processo podem ocorrer. Para aplicacdes industriais, o custo total da
imobilizacdo pode ser compensado pela vida atil e o rendimento do produto final
(MATEO et al., 2007; MENDES et al., 2011).

De maneira geral, as enzimas podem ser imobilizadas de duas maneiras: por
ligagbes fisicas ou por liga¢cdes quimicas utilizando-se de diferentes métodos.
(FERNANDEZ-FERNENDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013). Na escolha do método
para a imobilizacdo considera-se parametros como atividade global do
biocatalizador, caracteristicas de regeneracdo e inativacdo, custo total do
procedimento, possivel toxicidade dos reagentes envolvidos, estabilidade
operacional, caracteristicas finais desejadas para o biocatalizador imobilizado,
aplicacdo da enzima imobilizada, caracteristicas do suporte escolhido e afinidade
suporte-enzima (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MENDES et al.,
2011).

3.3.1 Suportes para imobilizacao

Na literatura sdo relatados diferentes tipos de suportes para a imobilizacdo de
enzimas, diferindo nas estruturas fisicas que podem ser geliformes, como alginato e
carragena e sélidas, como vidros porosos e Eupergit C®. Os diferentes suportes
podem ser divididos em duas grandes classes: os que confinam fisicamente a
enzima e aqueles em que as enzimas se aderem a superficie (CANILHA,;
CARVALHO; SILVA, 2006). Quanto a sua origem, também s&o caracterizados como

orgéanico ou inorganico (MENDES et al., 2011).

Os suportes porosos apresentam vantagens sobre o0s outros tipos, devido a
sua elevada area de superficie interna que esta disponivel para a ligacdo com a
enzima (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Os poros tambéem
conferem protecdo a enzima imobilizada dentro dessa estrutura (MATEO et al.,
2007). Porém, o tamanho dos poros pode acarretar uma limitacdo difusional das
moléculas em sua estrutura, uma vez que a enzima e o substrato devem ser

capazes de passar por eles (MENDES et al., 2011).
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Os suportes ndo porosos sdo capazes de imobilizar enzimas em sua
superficie, promovendo maior interacdo do catalisador com o seu substrato. Porém,
a superficie externa do suporte € pequena para a ligacdo das biomoléculas
imobilizando uma menor quantidade de enzimas (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; MATEO et al., 2007; MENDES et al., 2011).

A escolha do suporte adequado contribui para o bom desempenho da enzima
imobilizada. Portanto, as caracteristicas do suporte, da enzima e as condi¢des de
utilizacado do complexo enzima-suporte deverao ser avaliadas (MILETIC et al., 2009).
Considerando o grande numero de enzimas conhecidas, suas diferentes
caracteristicas fisicas e quimicas e possiveis aplicacbes, ndo existe um suporte
universal. Dessa forma, um estudo deve ser feito para determinar o melhor suporte
para a enzima que se deseja imobilizar e sua aplicagcdo (CANILHA; CARVALHO;
SILVA, 2006). Um suporte adequado tem como requisitos basicos area superficial
elevada, permeabilidade, estabilidade quimica e mecanica em condi¢cdes
operacionais, possibilidade de regeneracao, custo baixo, resisténcia a contaminacao
por microrganismos, morfologia e composi¢do favoraveis entre outros (TALBERT,
2012).

3.3.2 Métodos fisicos para imobilizacdo de enzimas

Os métodos fisicos de imobilizagdo consistem no aprisionamento da enzima
pelo suporte com formacdo de uma matriz tridimensional (confinamento) ou por

encapsulacao (Figura 2).

A imobilizacdo por confinamento ou por encapsulacado consiste na retengcao
da enzima alvo em uma matriz porosa, que pode ser formada por poliacrilamida,
alginato, entre outros. Nesse processo, a enzima € parte da mistura que resultara na
matriz porosa. Conforme a matriz vai se formando em torno da enzima ocorre o seu
aprisionamento, por confinamento (Figura 3) ou por formacdo de capsulas (Figura
4). O processo sol-gel é a melhor alternativa para realizar estes métodos de
imobilizagéo, pois ocorre em meio aquoso e a atividade catalitica da enzima pode
ser mantida (KATO, et al., 2002; HODGSON et al., 2004; HAGE, 2005).
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Figura 2 — Imobilizacdo de enzimas por ligacfes fisicas: métodos de confinamento
e encapsulacéo.

a) Confinamento b) Encapsulacao

Fonte: adaptado de FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013.

Figura 3 — Etapas do processo de imobilizacdo de enzimas por confinamento.

« particula na forma sol para polimerizagdo

ﬁ enzima para imobilizagdo

Fonte: Adaptado de MALLIK; HAGE, 2006.

Figura 4 — Etapas do processo de imobilizacdo de enzimas por encapsulacéo

a)formacéo de particulas sol b) adi¢do da enzima alvo  c) producéo das capsulas
- L] - - - . ... -
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%.2 particula na forma sol para polimerizacédo
enzima para imobilizacdo

Fonte: o autor.
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A principal vantagem dos métodos por confinamento ou encapsulacdo € a
protecdo da enzima do contato direto com o meio de reacao, devido a sua retencao
no interior da matriz porosa. Dessa forma, os efeitos dos solventes e condi¢gbes do
meio sdo minimizados. Além disso, esses sao métodos de facil procedimento e
aplicavel a uma ampla variedade de enzimas (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; SHELDON, 2007; BRADY, JORDAAN, 2009).

As desvantagens relacionadas ao confinamento ou encapsulacdo das
enzimas estao relacionadas com a dificuldade em se controlar o tamanho dos poros
formados na matriz. Poros muito grandes ndo retém a enzima e poros muito
pequenos impedem o contato da enzima com o0 seu substrato. Pode ocorrer o
encolhimento do gel durante o processo de secagem com possibilidade de
desnaturacdo da enzima (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004;
HODGSON et al, 2004; BRADY; JORDAN, 2009; HANEFELD, GARDOSSI;
MAGNER, 2009; FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013).
Assim, a escolha dos reagentes da mistura sol-gel deve ser cuidadosa, pois a
producdo de subprodutos alcodlicos durante o processo pode desnaturar a enzima
(HODGSON, 2004).

3.3.3 Métodos quimicos para imobilizacdo de enzimas

Os métodos quimicos para imobilizacdo consistem na ligacdo da enzima ao
suporte por meio de ligacbes quimicas, sejam elas fortes ou fracas, por métodos
conhecidos como adsor¢do e ligacdo covalente (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2012; ZHENG et al., 2012; ZHOU, Z. et al., 2013) (Figura
5).

A adsorcdo é um dos métodos mais simples e utilizado para a imobilizacéo e
consiste na ligacdo da enzima em suportes pré-selecionados por meio de ligacdes
de baixa energia, como interacbes hidrofobicas, de van der Waals, ligacbes de
hidrogénio e ibnicas (Figura 5a) (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN:;
MOLDES, 2013; ZHENG et al., 2012; ZHOU, Z. et al., 2012). A eficiéncia do método
depende do tamanho da enzima, da area superficial do suporte, da sua porosidade e

da presenca de grupos reativos (MENDES et al., 2011).
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A imobilizacdo por adsor¢cdo tem como vantagens o custo baixo, execucao
facil e pouca alteracdo de conformacdo da enzima (ZHOU et al.,, 2012). Como
desvantagens tem-se a possibilidade de separagcédo da enzima do suporte devido a
variacbes de temperatura, pH, forca idnica no meio reacional e a formacgédo de
ligacdes fracas (GUIDINI et al., 2010; MENDES et al., 2011).

Figura 5 — Imobilizacdo de enzimas por ligagdes quimicas: adsorcdo e ligacao
covalente
a) Adsorcéao b) ligacdo covalente

"~ Grupo reativo

Grupo nucledfilo

L 2K 2 0 N O O 2

Fonte: adaptado de FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013.

A imobilizacdo de enzimas ao suporte por ligacdes covalentes é muito
utilizada devido a maior estabilidade da ligacdo enzima-suporte entre 0S grupos
funcionais presentes na superficie dos mesmos (KIM et al.,, 2006). As ligacdes
covalentes conferem rigidez na estrutura da enzima, aumentando a resisténcia e a
estabilidade na presenca de agentes desnaturantes como pH extremo e calor
(MACARIO et al., 2009). Os grupos funcionais dos aminoacidos (grupamentos amino
da lisina e da arginina, amino terminal, carboxilicos dos acidos aspéartico e glutamico,
hidroxilas da serina e da treonina e os sulfidricos da cisteina) podem ser envolvidos
nas ligacdes covalentes formadas (PEREZ et al., 2007 apud MOREIRA, 2014).

Para a imobilizagdo, o suporte escolhido deve ser ativado para que possa

interagir com os grupos funcionais da enzima (MENDES et al., 2011). No processo
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de ativacdo, os grupos funcionais do suporte sdo modificados a intermediarios
reativos que poderdo se ligar a enzima alvo (FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2012). Os principais agentes ativadores de suporte s&o
glutaraldeido, glicidol e epicloridrina, sendo a eficiéncia da ativacao variavel
conforme as caracteristicas do suporte e da enzima a ser imobilizada (MENDES;
CASTRO; GIORDANO, 2013).

O glutaraldeido, principal agente ativador conhecido, € um produto quimico
gue pode ser utilizado em varias aplicacdes industriais, como biocida no tratamento
de agua, fabricacdo de papel, celulose e 6leo, na fabricacdo de filmes de raios-X e
também na imobilizacdo de enzimas (LEUNG, 2001). Em seu estado natural, o
glutaraldeido pode ser encontrado na forma de um liquido espesso oleoso ou de
cristais incolores e possui um cheiro caracteristico de aldeidos (SANTANA et al.,
2009 apud NOGUEIRA, 2012). Sua utilizacdo como ativador se deve a presenca de
dois grupamentos aldeido em sua estrutura (Figura 6a), que favorecem a interacao
com grupos amino. Sua atuacdo, ligando o suporte e a enzima, ocorre com a
formacdo de uma base de Schiff (C=N) com grupos aldeido do glutaraldeido
enquanto o outro grupamento permanece livre para ser ligado a enzima
(MONTEIRO JR, 1999, apud COSTA JUNIOR, 2008).

O trimetafosfato de sédio (TMP) também é um agente ativador utilizado na
imobilizacdo de enzimas e que, ao contrario do glutaraldeido, possui caracteristicas
nao toxicas (PAULINO, 2008). Devido a sua nao toxicidade ele tem sido utilizado na
industria de alimentos para reticular amido e também na producao de sistemas de

liberacao célon-especifica de farmacos (MAIRE et al., 2005).

O TMP é um trifosfato ciclico (Figura 6b) (BEJENARIU et al., 2009) que néo
reage com grupos carboxilicos, sendo que sua utilizagdo como ativador se deve a
reacao por ligacdes tipo éster formadas entre os grupos hidroxila de sua estrutura
(AUTISSIER et al., 2010).

A interagcdo formada entre a enzima e o suporte pode ser monopontual,
quando somente uma ligacdo covalente se forma, ou multipontual, quando vérias
ligagBes covalentes sdo formadas (Figura 7). Este ultimo tipo proporciona uma maior

estabilidade, por envolver varios residuos de aminoacidos nas ligagdes, e rigidez da
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estrutura, reduzindo as mudancas conformacionais que poderiam ocasionar a
inativacdo da enzima (MATEO et al., 2007).

Figura 6 — Estruturas moleculares do glutaraldeido e do trimetafosfato de sodio.

a) Glutaraldeido b) Trimetafosfato de sédio
O ONa
0w H W
C Ca N
7 e P
NaO ——_ p 5 ==C
4 >0\
9] ONa

Fonte: o autor.

Figura 7 — Interagcédo enzima-suporte por ligacao covalente.

a) Ligac&o monopontual b) Ligac&o multipontual
ligacéo covalente )
/ ligactes covalentes
I/M enzima enzima
suporte suporte

Fonte: o autor.

3.4 BUCHA VEGETAL (Luffa cylindrica): CARACTERISTICAS E UTILIZAGAO COMO SUPORTE

PARA IMOBILIZACAO

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) € uma planta pertencente a familia das

Cucurbitaceas e ao género Luffa, que engloba sete diferentes espécies. A espécie
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cylindrica € uma trepadeira herbacea, caracterizada por possuir folhas grandes,
flores amarelas e fruto verde, cilindrico e com um comprimento que pode variar de
15 a 30 cm e didmetro de 8 a 10 cm (Figura 8a) (OBOH; ALUYOR, 2009). Essa
espécie € subtropical e é facilmente encontrada na Asia, na América Central e na
Ameérica do Sul, inclusive no Brasil (TANOBE et al., 2005; DEMIR et al., 2006).

A estrutura popularmente conhecida como bucha vegetal é obtida do fruto
maduro, seco e descascado da Luffa cylindrica (Figura 8b). Ela é formada por uma
rede de fibras finas, resistentes, elasticas e macias, constituidas de celulose (60%),
hemicelulose (30%) e lignina (10%) (OBOH; ALUYOR, 2009). A celulose é o
principal componente da parede celular da fibra, a hemicelulose facilita a absorcéo
de umidade e a lignina confere firmeza e rigidez a estrutura (COELHO, 2007).

As fibras lignocelulésicas presentes na bucha apresentam grupos hidroxila
reativos livres, que podem reagir com outros grupos polares, como 0s presentes em
possiveis ativadores do suporte, como o glutaraldeido, e na enzima (TITA, 2002
apud MOREIRA, 2014).

Figura 8 — Plantacéo de bucha vegetal (Luffa cylindrica) e a estrutura do fruto

Fonte: Figura “a” retirada do site: http://www.pensamentoverde.com.br/dicas/aprenda-
plantar-bucha-vegetal-saiba-sao-beneficios/ Acessado em 27/01/2017.

Figura “b” retirada do site: http://www.mulher.com.br/9955/bucha-vegetal-pode-ser-
criadouro-de-bacterias-sabia-como-evitar Acessado em 27/01/2017.

A bucha vegetal € altamente porosa, possui elevado volume especifico, € de

baixo custo, € biodegradavel, sua fonte € renovavel e ela é atdxica, caracteristicas
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gue fazem com que ela apresente uma grande variedade de aplicacdes industriais
(OBOH; ALUYOR, 2009). Sua aplicacdo mais conhecida € como bucha de banho,
porém ela é utilizada atualmente para varios outros fins, como para a fabricacdo de
peneiras, matéria prima para artesanatos, componente na fabricacdo de
amortecedores, revestimentos a prova de sons, filtros de chaminés de fabricas, para
a fabricacdo de partes de sola de sapatos (OBOH; ALUYOR, 2009), como reforgo
fibroso para materiais compdsitos com matriz de poliéster (BOYNAARD et al., 2003)
e propileno (DEMIR et al.,, 2006), material absorvente de contaminantes no
derramamento de Oleos (ANNUNCIADO et al.,, 2005) e € também utilizada na
construcéo civil como fibras de refrigeracéo interno (AL-SULAIMAN, 2002). Seu uso
mundial engloba véarias areas como agricultura, medicina, engenharia e
biotecnologia ambiental, incluindo fins industriais e também alimentos (SILVA,
RANIL, FONSECA, 2012).

Mais estudos tém sido realizados para a utilizacdo da bucha vegetal como
adsorvente considerando seu teor de celulose que pode ser modificada por
processos quimicos relativamente simples e de baixo custo (FILHO et al., 2008). As
caracteristicas desse material ainda conferem a ele um alto potencial de uso como
suporte para imobilizacdo (OGBONNA; TOMIYAMA; TANAKA, 1996). Vérios
estudos ja utilizam a bucha vegetal para a imobilizacdo de células (Tabela 5), porém

ha poucos estudos em que é feita a imobilizacdo de enzimas nesse suporte.

Tabela 5 — Estudos sobre imobilizacdo de células em bucha vegetal

Célulaimobilizada Agente ativador Fonte
Candida guilliermondii FTI Polietilenoimina, hidréxido Coelho, 2007
20037 de sodio
Botryosphaeria rhodina N&o utilizado Covizzi, 2007
Bacillus firmus cepa 37 Né&o utilizado Ferreira et al., 2010
Rhizomucor pusillus N&o utilizado Vendramini et al., 2012

Fonte: o autor.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

4.1.1. Matéria prima
Foram utilizados gréos de soja do cultivar BRS 213, fornecidos pela Dra.
Mercedes C. Carrdo-Panizzi, da Embrapa Trigo, Passo Fundo - RS. Os graos foram

selecionados para o0 uso.

4.1.2. Reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico.
4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 DETERMINAGAO DE ATIVIDADE DE B-GLICOSIDASE

Para determinacao de atividade de B-glicosidase livre, foi utilizado o substrato
sintético p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-NPG) conforme metodologia descrita
por Matsuura e Obata (1993).

Para o ensaio, 1 mL de p-NPG 1 mM em tampado fosfato citrato 100 mM, pH
5,0 foi colocado em banho-Maria a 30°C por 10 min. Apds esse periodo, 0,25 mL de
amostra foram adicionados e mantidos novamente em banho-maria a 30°C por 30
min. Decorrido esse tempo, foram adicionados 1,25 mL de carbonato de s6dio 500
mM, interrompendo a reacao. O p-nitrofenol (p-NP) liberado, de cor amarelada, foi
quantificado por espectrofotometria a 420 nm, utilizando uma curva padrao (p-NP:
0,016 a 0,160 pmol).

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

B-glicosidase que libera 1 ymol de p-NP min, nas condi¢bes de ensaio.

Andlises controle de reacédo foram realizadas para o substrato e amostras.

Dessa forma, a absorvancia (ABS) liquida foi definida como:
ABSliquida = ABS teste — (ABS controle do substrato + ABS controle da amostra)
Onde,

ABSliquida: absorvancia final;
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ABSteste: absorvancia referente as amostras;
ABScontrole do substrato: absorvancia referente aos controles de p-NPG;

ABScontrole da amostra: absorvancia referente aos controle das amostras.

4.2.2 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA [3-GLICOSIDASE

O teor de proteinas solluveis das amostras foi quantificado pelo método de
Lowry et al. (1951). Foi utilizada uma curva de calibracdo de albumina de soro
bovino (ASB) com concentracdes de 40 a 400 pg/mL.

A atividade especifica da enzima foi definida como unidade de atividade da
enzima por mg de proteinas (UA/mg).

4.2.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DA IMOBILIZAGAO

Os rendimentos de imobilizacdo (RI) dos experimentos foram expressos

como.

Atividade especifica da enzima inicial—Atividade especifica no SO ~
RI = pecif peclf x 100 (Equacdo 1)

Atividade especifica inicial da enzima

Onde,
RI = Rendimento de imobilizagédo (%)

S0 = Solucao de enzima apds o processo de imobilizacéo e retirada dos pedacos de

bucha

A atividade de B-glicosidase e o teor de proteinas foram determinados

conforme itens 4.3 e 4.4, respectivamente.

4.3 PROCEDIMENTOS

4.3.1 Obtencgéo de B-glicosidase da soja
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4.3.1.1 Extragdo de B-glicosidase

A extracdo de B-glicosidase foi realizada conforme Matsuura e Obata (1993).
Os graos de soja selecionados foram moidos até se tornarem uma farinha fina, na
qual foi adicionado tampé&o fosfato de sédio 100 mM, pH 6,6, na proporgdo de 1:10
(peso/volume). A solucéo foi deixada sob agitacdo constante durante 1 h a 4°C e
posteriormente foi centrifugada a 4 °C, 4000 rpm por 20 min. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante acidificado com HCI 100 mM até atingir pH 5,0 e
novamente centrifugado sob as mesmas condi¢cdes. O sobrenadante obtido foi

denominado extrato bruto (EB).

4.3.1.2 Fracionamento do Extrato Bruto com Sulfato de Amonio

As proteinas do EB foram precipitadas com (NH4)2SO4 de 40 até 85 %. Para
isso, ao extrato bruto foi adicionado lentamente o sulfato de aménio até atingir 85 %
de saturacdo em duas etapas. Na primeira etapa foi feita a saturacdo de 0 — 40 %,
com agitacdo constante em banho de gelo. ApGs a adi¢do de todo o sal, a solucdo
foi mantida em repouso a 4°C, por 24 h, para completa precipitagdo. O material foi
centrifugado a 10000 rpm, 4 °C, durante 20 min. O sobrenadante foi utilizado na
etapa subsequente, onde foi feita a saturacdo de 40- 85 %, seguindo as mesmas
etapas e condi¢bes. O precipitado (P4o-s5%) foi ressuspenso em tampéo fosfato-
citrato 50 mM, pH 5,0, e dialisado por 24 h a 4 °C. Durante a dialise, o tampé&o foi
trocado trés vezes, sendo que nas duas primeiras vezes foi utilizado tampéao fosfato-
citrato 50 mM, pH 5,0 e na ultima troca foi adicionado tampé&o fosfato-citrato 100
mM, pH 5,0 permanecendo assim por 16 h. (SANTOS et al., 2013). Essa fracao
parcialmente purificada foi utilizada como fonte de enzima para a aplicacdo na bucha

vegetal.

4.3.2 TRATAMENTO DA BUCHA VEGETAL

A bucha vegetal foi cortada em pedacos de 2 cm®, mantidos em agua fervente
por 30 min, lavados abundantemente em agua corrente e entdo deixados por 24 h
em agua destilada (trocada trés vezes durante esse periodo). Posteriormente, o
material foi seco em estufa a 70 °C e armazenado a temperatura ambiente até o uso
(IQBAL, et al., 2005).
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Os pedacos de bucha lavados foram submetidos a seis diferentes tratamentos
para testes de imobilizacdo, sendo que o tratamento com melhores resultados foi

escolhido para as etapas seguintes.

4.3.2.1 Tratamento A

A bucha foi lavada com agua conforme descrito no item 4.5.

4.3.2.2 Tratamento B
A bucha lavada com agua foi ativada com glutaraldeido 2,5 % por 30 min a 25

°C e agitagéo de 120 rpm.

4.3.2.3 Tratamento C

A bucha lavada foi tratada com hidroxido de sddio 0,5 M na proporcédo 1:100
(g/ mL). A mistura foi mantida em shaker, com agitacdo de 120 rpm a 25 °C por 24 h
e posteriormente autoclavada a 121 °C por 20 min. A bucha foi entdo lavada com

agua destilada até atingir pH neutro e secada na estufa a 60 °C, até peso constante.

4.3.2.4 Tratamento D
Os pedacos de bucha lavados e tratados conforme tratamento C foram
ativados com glutaraldeido 2,5 % por 30 min a 25 °C e com agitagdo de 120 rpm.

4.3.2.5 Tratamento E

A bucha lavada foi tratada com alcool 70 % na propor¢cao 1:100 (g/ mL) e a
mistura foi mantida em shaker, com agitacdo de 120 rpm, 25 °C por 24 h. Decorrido
o tempo, a solucédo foi autoclavada por 20 min a 121 °C. A bucha foi entdo lavada
trés vezes com agua destilada e seca na estufa a 60 °C, até peso constante.

4.3.2.6 Tratamento F
Os pedacos de bucha lavados e tratados, conforme o tratamento D, foram

ativados com glutaraldeido 2,5 % por 30 min, a 25 °C e agitacdo de 120 rpm.

4.4 AVALIAGAO DO EFEITO DOS TRATAMENTOS DA BUCHA NO RENDIMENTO DA IMOBILIZAGAO

Para avaliar os efeitos dos tratamentos da bucha vegetal no rendimento de
imobilizagdo (Equacao 1) foi realizado um planejamento experimental inteiramente
casualizado com triplicata de cada tratamento, totalizando 18 experimentos

realizados aleatoriamente. Andlise de variancia e teste de Tukey (p < 0,05) foram
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utilizados para avaliacdo dos resultados. Dessa forma, o tratamento com maior
rendimento de imobilizacéo foi selecionado para ser utilizado na etapa de otimizacao

das condi¢Oes de imobilizagéo.

A atividade de B-glicosidase e o teor de proteinas foram determinados
conforme itens 4.3 e 4.4, respectivamente. O rendimento de imobilizacdo foi

expresso como

4.5 ATIVAGAO DO SUPORTE E IMOBILIZAGAO DA ENZIMA UTILIZANDO DELINEAMENTO

FATORIAL E ANALISE DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

4.5.1 Ativacdo do suporte

Os procedimentos da ativacdo da bucha vegetal com o glutaraldeido ou com
o trimetafosfato de sodio foram realizados da mesma forma, variando as
concentracfes destes agentes conforme planejamento (Tabela 6). Ao suporte
tratado foi adicionada a solucdo do agente reticulante (50 mL de solu¢cédo para cada
4 pedacos de bucha) e mantidos sob agitacéo lenta e constante (120 rpm), a 25 °C
por 30 min. Decorrido o tempo, a solugdo do agente reticulante foi descartada e o
suporte foi lavado trés vezes. Na sequéncia foi realizado o procedimento de

imobilizacao.

4.5.2 Imobilizagdo da enzima em bucha vegetal tratada

Para a imobilizacdo da enzima foram utilizados quatro pedacos de 2 cm? de
bucha vegetal tratada adicionados de 50 mL de solucédo de enzima. Os fatores pH
(X1), tempo de incubagdo da enzima (Xz), concentracdo de proteinas da solugéo
inicial de enzima (X3) e concentracdo do agente espacador (Xs) foram testados
utilizando delineamento Box, Hunter e Hunter completo 2% para os agentes
ativadores glutaraldeido e trimetafosfato de sddio (Tabela 6). Foram realizadas cinco
repeticbes do ponto central para cada um dos delineamentos e a funcdo resposta foi

calculada conforme modelo matemético proposto (Equacao 2).

As funcdes resposta Y1 (glutaraldeido) e Y2 (trimetafosfato de sédio) (RI, %)
foram avaliadas pelo modelo matematico Y= Bo + B1X1 + Ba2x2 + BsXxz + Baxs + Pi2Xixe
+ Basxaxs + PiaXaxa + PBasxexs + P2axexa + Baaxsxa + € (equagao 2), onde Y (funcéo
resposta), X1, X2, X3 € X4 (variaveis codificadas); B (coeficientes estimados para cada

termo do modelo de superficie de resposta) e € (erro experimental).
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Tabela 6 — Variaveis independentes e niveis do planejamento Box Hunter and

Hunter completo 24,

Variaveis independentes Niveis do planejamento

-1 0 1
X1:pH 4,0 55 7,0
X2 : Incubagéo da enzima (h) 16 24 32
X3: Proteinas da solucdo de enzima (mg/mL) 0,5 1,0 1,5

X4 :Agente ativador (%)
Glutaraldeido 0,5 1,5 2,5
Trimetafosfato de sédio 10 20 30

Fonte: o autor.

Apés a andlise dos resultados obtidos nesse delineamento (Tabela 6), as
variaveis pH e tempo de incubacéo foram fixadas em pH 4,0 para glutaraldeido e pH

7,0 para trimetafosfato de sédio e 24 h de incubacédo para ambos.

Para otimizar a imobilizacdo da B-glicosidase foi realizado um delineamento
composto central rotacional 22 para avaliar a influéncia das variaveis independentes
concentracdo do ativador (x1) e concentracdo inicial de proteinas (x2) (Tabela 7).

Foram feitos cinco pontos centrais para cada um dos delineamentos.

Tabela 7 — Variaveis independentes e niveis do delineamento composto central

rotacional, com 2 variaveis

Variaveis independentes Niveis do planejamento
-1,41 -1 0 1 1,41

X1: Agente ativador (%)

Glutaraldeido 1,1 15 2,5 35 39

Trimetafosfato de sodio 1 4 12 20 23
X2: Proteinas inicial (mg/mL)

Glutaraldeido 0,6 1 2 3 3,4

Trimetafosfato de sodio 0,04 0,2 0,6 1 1,16

Fonte: o autor.
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As funcdes resposta Y1 (glutaraldeido) e Y2 (trimetafosfato de sodio) (RI, %)
foram avaliadas pelo modelo matematico Y= o + BiX1 + B2X2 + B2X1X2 + €
(equacdo 3), onde Y (funcdo resposta), X1 e Xz (variaveis codificadas); B
(coeficientes estimados para cada termo do modelo de superficie de resposta) e €
(erro experimental).

4.6 Andlises estatisticas

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Statistica 7.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados na forma de artigo cientifico
intitulado “Imobilizacdo de B-glicosidase em bucha vegetal (Luffa cylindrica)” que

serd submetido a revista Quimica Nova.
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IMMOBILIZATION OF SOYBEAN B-GLYCOSIDASE IN LOOFA SPONGES (Luffa

cylindrica)

The loofa sponge was used as support for B-glycosidase immobilization, proposing a stable
catalytic system for industrial use. B-glycosidase was extracted from soybeans, partially
purified by fractional precipitation with ammonium sulfate and immobilized by covalent
binding in washed and activated loofa sponge. The activation was done with two different
reagents: glutaraldehyde and sodium trimetaphosphate. The immobilization conditions were
optimized by response surface methodology, and the immobilization yield was evaluated. The
immobilization yield for glutaraldehyde was 103 % and for sodium trimetaphosphate was 93
%. The optimum conditions for glutaraldehyde were 24 h incubation, pH 4,0 , 2 mg/mL initial
protein and activation with 2,5 % glutaraldehyde. For sodium trimetaphosphate the optimal
conditions were 24 h of incubation, pH 7,0, 0,6 mg / mL of initial protein and activation with
12% sodium trimetaphosphate. Both activators were efficient for the activation of the vegetal

bush for B-glucosidase immobilization.

Keywords: loofa sponge, betaglucosidase, immobilization
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INTRODUCAO

As B-glicosidases (B-D-glicosidio hidrolases, E.C. 3.2.1.21) sdo um grupo de enzimas que
atuam em ligacdes glicosidicas, presentes em dissacarideos, oligossacarideos e outros
glicosideos conjugados, hidrolisando-as e liberando glicose (BHATIA, 2002). Nos Varios
organismos onde sdo encontradas, as fB-glicosidases apresentam diversas fungdes, e é essa
diversidade que possibilita sua utilizacdo em diferentes areas e processos industriais. Porém,
seu uso ainda é limitado devido a instabilidade de sua estrutura, dificuldade de separacdo da
enzima do produto final e a impossibilidade de sua recuperacdo para aplicacGes repetidas
(NISHA; GOBI, 2012; SHELDON; VAN PELT, 2013). Uma alternativa para a recuperacao
da enzima seria a sua imobilizacao.

A imobilizacdo de enzimas é um processo que consiste basicamente na ligacdo de uma
enzima a um suporte, com 0 objetivo de manter a sua atividade catalitica (CANILHA,
CARVALHO; SILVA, 2006). Esse processo pode trazer vantagens para a industria, como por
exemplo a maior resisténcia das enzimas as condi¢cdes adversas dos meios reacionais, a
possibilidade de reutilizacdo, a redugdo dos custos, e a sua auséncia no produto final, evitando
possiveis alteracGes de sabor, odor e textura (PRADELLA, 2001; BRADY; JORDAAN,
2009).

O processo de imobilizacdo pode ser feito por quatro diferentes métodos: imobilizacdo por
confinamento, por encapsulacdo, por adsor¢do ou por ligacdo covalente (FERNANDEZ-
FERNENDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013). A escolha deve ser feita analisando as
caracteristicas dos agentes envolvidos — enzima e suporte — além do custo total do
procedimento, a possivel toxicidade dos agentes envolvidos, a estabilidade operacional, as
caracteristicas finais e a aplicacdo desejada (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004; MENDES et al., 2011).

O método de imobilizacdo por ligagdo covalente exige o tratamento do suporte com reagente
ativador, que vai ligar a enzima ao suporte de maneira estavel (MENDES et al., 2011), como
o glutaraldeido, reagente mais utilizado para esse processo (LEUNG, 2001). Além dele, o
trimetafosfato de sédio (TMP) é um reagente que também pode ser utilizado como ativador
para a imobilizacdo de enzimas. Ele possui caracteristicas ndo toxicas e por iSso seu uso &
mais amplo, tendo sido utilizado na industria de alimentos e na industria farmacéutica na
liberacdo colon-especifica de farmacos (MAIRE et al., 2005).

Outro fator muito importante no processo de imobilizacdo de enzimas € a escolha adequada

do suporte. O suporte deve ter elevada area superficial, ser permeavel, estavel quimica e
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mecanicamente as condi¢des operacionais, regeneravel, ter baixo custo e ter uma morfologia e
composicdo favoraveis ao processo (TALBERT, 2012). A bucha vegetal é um material que se
adequa a esses requisitos.

A bucha vegetal (Luffa cylindrica), facilmente encontrada no Brasil (DEMIR et al., 2006), é
formada por uma rede de fibras finas, resistentes, elasticas e macias, constituidas de celulose,
hemicelulose e lignina. E um material altamente poroso, de elevado volume especifico,
biodegradavel, de baixo custo, proveniente de fonte renovavel e atoxico, caracteristicas que a
tornam uma boa op¢do como suporte para imobilizacdo de enzimas (OBOH; ALUYOR,
2009).

Dessa forma, considerando que a imobilizagdo de B-glicosidase pode favorecer sua aplicagéo
industrial, possibilitando o seu reuso e diminuindo custos, e que a bucha vegetal possui as
caracteristicas adequadas de um suporte, o objetivo desse trabalho foi a imobiliza¢do de -

glicosidase de soja em bucha vegetal (Luffa cylindrica).

PARTE EXPERIMENTAL

1. Materiais

Como matéria prima para a obtencdo de B-glicosidase foram utilizados grdos de soja do
cultivar BRS 213, fornecidos pela Dra. Mercedes C. Carrdo-Panizzi, da Embrapa Trigo, Passo
Fundo - RS. Os grdos danificados, manchados e materiais estranhos foram removidos. Os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2. Obtencéo da B-glicosidase

A extragdo de P-glicosidase dos grédos de soja foi realizada conforme Matsuura e Obata
(1993). Os grdos foram moidos até se tornarem uma farinha fina. A farinha de soja foi
adicionado tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 6,6, na proporc¢éo de 1:10 (peso/volume). A
solugdo foi deixada sob agitagdo constante durante 1 h a 4°C e posteriormente foi
centrifugada a 4 °C, 10000 x g por 20 min. O precipitado foi descartado e o sobrenadante
acidificado com HCI 100 mM até atingir pH 5,0 e novamente centrifugado sob as mesmas
condigdes. O sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto (EB).

Para purificacdo parcial da enzima foi feita precipitacao fracionada com sulfato de aménio até

85%. Para isso, ao extrato bruto foi adicionado o sulfato de amonio até atingir 85 % de
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saturacdo em duas etapas, 0 — 40 % e 40 — 85%. O precipitado da tGltima etapa (P40—85%), foi
ressuspenso em tampdo fosfato-citrato 50 mM, pH 5,0 e submetido a dialise por 24 h a 4 °C
(SANTOS et al., 2013). Essa fracdo parcialmente purificada foi denominada de extrato de

enzima (EE) e utilizada para imobilizagio de B-glicosidase em bucha vegetal.

3. Determinacdo de atividade da B-glicosidase e sua atividade especifica

Para determinacao de atividade de B-glicosidase livre, foi utilizado o substrato sintético p-
nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-NPG) conforme metodologia descrita por Matsuura e
Obata (1993).

Para analise de atividade de B-glicosidase, 1 mL de p-NPG 1 mM em tampéo fosfato citrato
100 mM, pH 5,0 foi colocado em banho-Maria a 30°C por 10 min. Apds esse periodo, 0,25
mL de EE foram adicionados e mantidos novamente em banho-maria a 30°C por 30 min.
Decorrido esse tempo, foram adicionados 1,25 mL de carbonato de sédio 500 mM. O p-
nitrofenol (p-NP) liberado foi quantificado por espectrofotometria a 420 nm, utilizando uma
curva padréo de 0,016 - 0,160 pumol.

Uma unidade de atividade da enzima (UA) foi definida como a quantidade de B-glicosidase
que libera 1 pmol de p-NP min~2,sob as condigGes de ensaio.

Para determinacdo da atividade especifica da enzima o teor de proteinas foi determinado pelo
método de Lowry et al. (1951). Foi utilizada uma curva de calibragdo com albumina de soro
bovino (ASB) com concentracfes de 40 a 400 pg/mL. A atividade especifica da enzima foi

definida como unidade de atividade da enzima por mg de proteinas (UA/mg).

4. Tratamentos da bucha vegetal

A bucha vegetal foi cortada em pedacos de 2 cm®, mantidos em agua fervente por 30 min,
lavados abundantemente em agua corrente e entdo deixados por 24 h em agua destilada
(trocada 3 vezes durante esse periodo). Posteriormente, o material foi seco em estufa a 70 °C e
armazenado até o uso (IQBAL, et al., 2005).

A bucha lavada foi submetidos a seis diferentes tratamentos para testes de imobilizacdo
(Tabela 1), sendo que o tratamento com melhores resultados foi escolhido para as etapas

seguintes.
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Tabela 1: condicdes utilizadas para os diferentes tratamentos da bucha vegetal para testes de

imobilizacéo
Identificacéo Tratamento Uso de ativador
do tratamento (glutaraldeido 2,5%0)
A Sem tratamento Né&o
B Sem tratamento Sim
C Tratamento alcalino* + autoclave*** Né&o
D Tratamento alcalino* + autoclave*** Sim
E Tratamento alcodlico** + autoclave*** Né&o
F Tratamento alcodlico** + autoclave*** Sim

Fonte: o autor.

*Para o tratamento alcalino ao suporte foi adicionado hidroxido de sodio 0,5 M e **para o
tratamento alcdolico foi adicionado &lcool 70 %, ambos na propor¢do 1:100 (g/mL) sendo
mantidos com agitacdo constante de 120 rpm, 25 °C, por 24 h. ***Q suporte tratado foi

autoclavado por 20 min a 121 °C.

5. Delineamentos experimentais e avaliacao do rendimento de imobilizacéo

A bucha vegetal tratada que apresentou maior rendimento de imobilizacdo de B-glicosidase
foi utilizada para anélises exploratorias por delineamento Box Hunter & Hunter completo. Foi
avaliada a influéncia das variaveis independentes pH (X1), tempo de incubagdo enzima-
suporte (X2), concentracdo inicial de proteinas (X3) e concentracdo do agente ativador
(glutaraldeido ou trimetafosfato de sodio) (X4) (Tabela 2).

Apos a analise dos resultados obtidos nesse delineamento, as variaveis pH e tempo de
incubacdo foram fixadas em pH 4,0 para glutaraldeido e 7,0 para trimetafosfato de sédio e 24
h de incubagdo. Para otimizar a imobilizagdo da B-glicosidase foi utilizado um delineamento
composto central rotacional 22 para avaliar a influéncia das variaveis independentes

concentragdo do ativador (x1) e concentragéo inicial de proteinas (x2) (Tabela 3).
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Tabela 2: Varidveis independentes e niveis do planejamento Box Hunter and Hunter

completo 2* para imobilizacio de p-glicosidase.

Variaveis independentes Niveis do planejamento
-1 0 1
X1 pH 4,0 55 7,0
X2 tempo de incubacdo da enzima (h) 16 24 32
X3 concentragdo de proteinas da solucdo de enzima (mg/mL) 0,5 1,0 15

X4 concentracdo do agente ativador (%)
Glutaraldeido 0,5 1,5 2,5
Trimetafosfato de sddio 10 20 30

Fonte: o autor.

Tabela 3: Variaveis independentes e niveis do DCCR com 2 varidveis para otimizacdo da

imobilizagdo de B-glicosidase

Variaveis independentes Niveis do planejamento
-141 -1 0 1 1,41

X1 concentracédo do ativador (%)

Glutaraldeido 1,1 1,5 2,5 3,5 3,9

Trimetafosfato de sodio 1 4 12 20 23
X2 concentragdo de proteinas inicial (mg/mL)

Delineamento do glutaraldeido 0,6 1 2 3 34

Delineamento do Trimetafosfato de sddio 0,04 0.2 0,6 1 1,16

Fonte: o autor.

As funcdes resposta (Rendimento de imobilizagdo) foram avaliadas pelo modelo matemético
y= Bo + ZPixi% + ZPiixiXj + & (equagdol), onde y (fungdo resposta), xixj (variaveis codificadas),
B (coeficientes estimados para cada termo do modelo matematico de superficie de resposta) e
€ (erro experimental).

O rendimento de imobilizacao foi determinado pela equagéo

Atividade especifica da enzima inicial—Atividade especifica no S0 ~
RI = pecif pecif x 100 (equacdo 2)

Atividade especifica inicial da enzima

onde RI (rendimento de imobilizacdo) e SO (Solucdo de enzima apGs 0 processo de

imobilizacéo e retirada dos pedagos de bucha).
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6. Ativacdo do suporte e imobilizagdo da enzima

O suporte tratado foi colocado em contato com solucdo do agente reticulante (50 mL de
solucgéo para cada 4 pedagos de bucha) e deixados sob agitacdo lenta (120 rpm) e constante, a
25 °C, por 30 min.

Para a imobilizacdo da enzima foram utilizados 4 pedacos de 2 cm® de bucha vegetal tratada
com o tratamento escolhido. Aos pedagos de bucha vegetal foram adicionados 50 mL de

solucgéo de enzima.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Rendimentos de imobiliza¢iao de B-glicosidase imobilizada em bucha vegetal tratada

Apos a realizacdo dos tratamentos da bucha vegetal, o rendimento da imobilizacdo foi
determinado e os dados foram analisados pelo teste de Tukey, no programa Statistica 7.0
(Tabela 4).

Tabela 4: Rendimento de imobilizagdo (RI) de B-glicosidase de soja em bucha vegetal

modificada com tratamentos quimico e térmico

Bucha vegetal RI (%)

A (Agua 100°C) 77,2 (+4,6) a*
B (Agua 100 °C + glutaraldeido 2,5% ) 82,8 (+12)a
C (NaOH 2% + autoclave ) 1,70 (x1,5)c
D (NaOH 2% + autoclave + glutaraldeido 2,5% ) 30,9 (+9,8) b
E (Etanol 70% + autoclave ) 70,4 (x0,9) a
F (Etanol 70% + autoclave + glutaraldeido 2,5% ) 65,8 (x12)a

Condic¢oes autoclave= 121 °C por 15 min.
*Média de RI seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si — Tukey 5%.
Fonte: o autor.

Os rendimentos de imobilizacdo (RI) variaram de 1,7 a 82,8 %. Pode-se observar que 0s
tratamentos C e D apresentaram os resultados inferiores (1,7 e 30,9 %) e apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados entre si € com 0S outros tratamentos.
Assim, pode-se observar que o tratamento alcalino da bucha vegetal dificultou a imobilizagédo

da enzima.
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Os tratamentos A e B, que consistiram da bucha lavada com agua a 100 °C apresentaram 0s
melhores resultados (77,2 e 82,8%). Indicando que a estrutura nativa da bucha vegetal ja é
adequada para a interacdo enzima-suporte. O tratamento B foi selecionado para as etapas

seguintes do trabalho.

2. Rendimento de imobilizagio de B-glicosidase em bucha vegetal tratada: andlise

exploratéria

2.1 Imobilizacdo de [-glicosidase em bucha vegetal tratada e ativada com glutaraldeido

A anélise de variancia dos resultados indicou que a varidvel X> (tempo) e a interacdo das
variaveis X1 e Xz (pH e tempo) ndo foram significativas (p > 0,05). Todas as outras variaveis
e interagdes foram significativas (p < 0,05) (Tabela 5). A varidvel concentragdo de proteinas
se mostrou significativa e positiva, quanto maior a quantidade de proteinas na solucao inicial
de imobilizag&o, maior foi o rendimento de imobilizacdo. O mesmo pode ser observado para a
concentracdo de glutaraldeido, enquanto o pH apresentou-se significativo porém negativo. O
coeficiente de determinacido (R?) foi de 0,81, ou seja, 81 % dos dados experimentais se
ajustam adequadamente ao modelo proposto (equacdo 3), dessa forma, 0 modelo pode ser
utilizado para fins preditivos.

Y1 = 77,48 — 47,94x1 + 47,58x3 + 9,16X4 — 50,68x1X3 - 32,73X1Xs - 2,51XoX3 — 4,02XoX4 +
29,53x3X4 (equagéo 3)

O rendimento de imobilizacdo no experimento variou entre 18 e 355 %, sendo que 0s
resultados maiores que 100 % indicam que houve uma grande imobilizacdo de proteinas,
provavelmente com ligacdes cruzadas entre elas. Os dois melhores resultados foram
encontrados nas mesmas condic¢des: pH 4,0, concentracdo inicial de proteinas de 1,5 mg/mL e
ativacdo feita com glutaraldeido 2,5 %, a diferenca entre eles foi o tempo de incubacéo,
porém n&o foi significativo.

Os melhores resultados para o rendimento de imobilizacdo da B-glicosidase de soja na bucha
vegetal foram obtidos para 1,5 mg de proteinas, pH 4,0 (Figura 1a), 2,5 % de glutaraldeido
(Figura 1b).
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Tabela 5: ANOVA do Delineamento Box, Hunter e Hunter completo 2* para ativacdo de
bucha vegetal com glutaraldeido para imobilizac¢ao de B-glicosidase de soja

Fontes de Variacéao SQ GL QM F-value p-value
X1 Ph 36778,8 1 36778,8 3626,53  0,000000
X2 Tempo 24,4 1 24,0 2,36 0,199159
X3 Proteina 36223,8 1 36223,8 3571,81  0,000000
X4 Glutaraldeido 1342,6 1 1342,6 132,39 0,000326
X1X2 (pH-+tempo) 10,9 1 10,9 1,75 0,358427
X1X3 (pH+Proteina) 41097,0 1 41097,0 4052,33  0,000000
X1X4 (pH+Glutaraldeido) 171424 1 17142,4 1690,31  0,000002
X2X3 (Tempo+Proteina) 100,9 1 100,9 9,95 0,034363
X2X4 (Tempo+Glutaraldeido) 258,0 1 258,0 25,44 0,007262
X3X4 (Proteina+Glutaraldeido) 13786,2 1 13786,2 1359,37 0,000003
Erro puro 40,6 4 10,14
Total SQ 181200,5 20
R?=0,81
*Parametros significativos p < 0,05.
Fonte: O autor.
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Figura 1: Superficie de resposta em funcdo da pH/proteina (a), pH/glutaraldeido (b),

tempo/proteina (c), tempo/glutaraldeido (d) e proteina/glutaraldeido (e) para o Rl (%) da
ativagdo com glutaraldeido
Fonte: o autor.

2.2 Imobiliza¢do de B-glicosidase em bucha vegetal tratada e ativada com trimetafosfato de
sodio

A partir da andlise dos resultados pode-se observar que todas as variaveis foram significativas
(p < 0,05), porém, a interag@o entre as variaveis X1Xz, X2X3 e X2X4 ndo foram significativas
(p > 0,05) (Tabela 6). A variavel pH foi significativa e positiva, experimentos com um pH
mais neutro (7,0), apresentaram maior rendimento de imobilizacdo. O contrério pode ser
observado para a concentracdo de trimetafosfato, experimentos onde foi feita a ativacdo do
suporte com uma menor concentracdo do agente reticulante apresentaram maior rendimento,
para o tempo e para a concentracdo de proteinas. O coeficiente de determinacéo (R?) foi de
0,83, ou seja, 83 % dos dados experimentais se ajustam adequadamente ao modelo proposto
(equacdo 4), dessa forma, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

Y2 = 77,64 + 55,33x1 — 9,24x> — 30,28x3 — 23,98x4 — 26,55x1X3 — 22,84X1Xs +12,66X3X4
(equacéo 4)

O rendimento de imobilizacdo no experimento variou entre 9 e 287 %, sendo que 0s
resultados maiores que 100 % indicam que houve uma grande imobilizacdo de proteinas,
provavelmente muitas ligagdes cruzadas entre elas. Os dois melhores resultados foram
encontrados nas mesmas condi¢des: pH 7,0, concentracdo inicial de proteinas de 0,5 mg e
ativacdo feita com Trimetafosfato 10 %, a Unica diferenca entre eles foi o tempo de
incubacéo.
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A regido Otima para maior RI da B-glicosidase de soja na bucha vegetal foi para 1,5 mg de
proteinas, pH 4,0 (Figura 2a), 10 % de trimetafosfato de sodio (Figura 2b).

Tabela 6: ANOVA do Delineamento Box, Hunter e Hunter completo 2* para ativagdo com

trimetafosfato de sodio

Fontes de Variagao SQ

GL

QM F-value p-value
X1Ph 48995,5 1 48995,5 735,99 0,000011
X2 Tempo 1364,9 1 1364,9 20,50 0,010594
X3 Proteina 14670,2 1 14670,2 220,37 0,000120
X4 Trimetafosfato de sédio 9199,3 1 9199,3 138,19 0,000300
X1X2 (pH+tempo) 174,2 1 174,2 2,62 0,181002
X1X3 (pH+Proteina) 11276,1 1 11276,1 169,39 0,000201
X1X4 (pH+Trimetafosfato de sédio) 8352,5 1 8352,5 125,47 0,000362
X2X3 (Tempo+Proteina) 102,2 1 102,2 1,54 0,283033
X2X4 (Tempo+TMP) 11,2 1 11,2 0,17 0,702771
X3X4 (Proteina+TMP) 2562,9 1 2562,9 38,50 0,003432
Erro puro 266,3 4 66,57
Total SQ 116078,7 20
R2=0,83
*Parametros significativos p < 0,05.
Fonte: O autor.
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Figura 2: Superficie de resposta em funcdo da pH/proteina (a), pH/trimetafosfato de sodio

(b) e proteina/trimetafosfato de sddio (c) para o Rl (%) da ativagdo com trimetafosfato de
sodio
Fonte: o autor.

3. Rendimento de imobilizacao de B-glicosidase em bucha vegetal tratada: Otimizagao
3.1 Imobilizacdo de [-glicosidase em bucha vegetal tratada e ativada com glutaraldeido

A partir da andlise dos resultados pode-se observar que as duas variaveis analisadas
apresentaram influéncia significativa sobre o RI (p < 0,05), porém, a interacdo entre elas ndo
se apresentou significativa (p > 0,05) (Tabela 7). O coeficiente de determinacio (R?) foi de
0,91, ou seja, 91 % dos dados experimentais se ajustam adequadamente ao modelo proposto
(equacdo 5), dessa forma, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

Y =99,6 —44,03x1 — 48,61x (equagéo 5)

Tabela 7: ANOVA do Delineamento Composto Central 22 para ativagio com glutaraldeido

Fontes de variagéo SQ GL QM F-value p-value
X]_ concentracéo de glutaraldeido (%) 3370,975 1 3370,975 30,86975 0,000854*
X2 concentracéo inicial de proteinas (mg/mL) 4108,813 1 4108,813 37,62651 0,000475*
X1 X2 (glutaraldeido+proteina) 20,748 1 20,748 0,19000 0,676042
Erro puro 764,400 7 109,200

Total SQ 8321,022 12

R2=10,91

*Parametros significativos p < 0,05.
Fonte: O autor.
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O rendimento de imobilizagdo no experimento variou entre 32,96 e 103 %. Os melhores
resultados foram encontrados na repeticdo do ponto central, condicdo que valida o

experimento.

3.2 Imobilizacdo de p-glicosidase em bucha vegetal tratada e ativada com trimetafosfato de
sodio

A partir da analise dos resultados pode-se observar que somente a variavel concentracdo de
TMP apresentou influéncia significativa sobre o RI (p < 0,05), assim como a interagdo entre
ambas as variaveis (Tabela 8). O coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,89, ou seja, 89 %
dos dados experimentais se ajustam adequadamente ao modelo proposto (equacdo 6), dessa
forma, 0 modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

Y =91,6 -72,5887x1 - 62,1550x1X2 (equagéo 6)

Tabela 8: ANOVA do Delineamento Composto Central 22 para ativacdo com TMP

Fontes de variacao SQ GL QM F-value p-value
X1 concentragio de TMP (%) 9163,70 1  9163,698 31,49002  0,000806*
X2 concentragao inicial de proteinas (mg/mL) 1130,22 1 1130,222  3,88388 0,089392
X1 X2 (TMP+proteina) 3863,24 1  3863,244 13,27560  0,008248*
Erro puro 2037,02 7 291,003

Total SQ 18846,46 12

R?=0,89

*Parametros significativos p < 0,05.
Fonte: o autor.

O rendimento de imobilizacdo no experimento variou entre 0 e 93 %. Os melhores resultados
foram encontrados na repeticdo do ponto central, condi¢do que valida o experimento. A regido
Otima para imobilizagdo da B-glicosidase nesse experimento foi com 0,6 mg/mL de proteina e
ativagdo com TMP 12% (Figura 3).
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Figura 3: Superficie de resposta em funcéo da concentracdo de proteina/ativador para o RI
(%) da ativagdo com trimetafosfato de sodio
Fonte: o autor.

CONCLUSAO

O tratamento alcalino néo foi eficiente para a imobilizag¢do da B-glicosidase em bucha vegetal,
sendo que a bucha vegetal somente lavada apresentou os melhores resultados. O glutaraldeido
e o trimetafosfato de s6dio se mostraram eficientes para ativacdo da bucha vegetal para

imobilizacéo, sendo o TMP uma boa alternativa para a industria devido a sua ndo toxicidade.

REFERENCIAS

1. Bhatia, Y.; Mishra, S.; Bisaria; Crit. Rev. Biotechnol., 2002, 22, 375.

2. Brady, D.; Jordaan, J.; Biotechnol. Lett., 2009, 31 (11), 1639.

3. Canilha, L.; Carvalho, W. de; Silva, J. B. A.; Biotecnologia Ciéncia e Desenvolvimento,
2006, 9 (36), 48.

4. Dalla-Vecchia, R.; Nascimento, M. D. G.; Soldi, V.; Quim. Nova, 2004, 27, 623.



55

5. Fernandez-Fernandez, M.; Sanroman, M. A.; Moldes, D.; Biotechnol. Adv., 2012, 31(8),
1808.

6. Igbal, M.; Saeed, A.; Edyvan, R. G. J.; O’Sullivan, B.; Styring, P.; Biotechnol. Lett., 2005,
v. 27, p. 1319.

7. Leung, H. W.; Ecotoxicol. Environ. Saf., 2001, 49, 26.

8. Lowry, O. H.; Rosenbroughn, N. J.; Farr, A. L.; Randall, R. J.; J. Biol. Chem., 1951, 193,
265.

9. Maire, M.; Logeart-Avramoglou, D.; Degat, M C.; Biomaterials,2005, 26(14), 1771.

10. Matsuura, M.; Obata, A.; J. Food Sci., 1993, 58(1), 144.

11. Mendes, A. A.; Oliveira, P. C. D.; Castro, H. F. D.; Giordano, R. D. L. C.; Quim. Nova,
34, 831.

12. Nelson, D. L.; COX, M. M. Principios de bioquimica de Lehninger. Porto Alegre:
Artmed, 2014. 6. ed. Porto Alegre: Artmed, 2014.

13. Nisha, S., Gobi, N.; Chem. Sci. Rev. Lett., 2012, 1(3), 148.

14. Oboh, I. O.; Aluyor, E. O.; Afr. J. Agric. Res., 2009, 4(8), 684.

15. Pradella J. G. C.; Biotecnologia Industrial, Sdo Paulo: ed. Edgard Blucher, cap. 16, 355,
2001.

16. Santos, R. F.; Oliveira, C. F.; Varea, G. S.; Orradi da Silva, M. L. C.; Ida, E. |;
Mandarino, J. M. G.; Carréo-Panizzi, M. C.; Ribeiro, M. L. L.; J. Food Biochem., 2013, 37,
302.

17. Sheldon, R. A.; van Pelt, S.; Chem. Soc. Rev., 2013, 42(15), 6223.

18. Talbert, J. N.; Goddard, J. M.; Colloids Surf., B, 2012, 93(0), 8.



56

6 CONCLUSAO

O tratamento alcalino ndo foi eficiente para a imobilizagdo da B-glicosidase em
bucha vegetal, sendo que a bucha vegetal somente lavada apresentou os melhores
resultados. O glutaraldeido e o trimetafosfato de sodio se mostraram eficientes para
ativacdo da bucha vegetal para imobilizacdo, sendo o trimetafosfato uma boa

alternativa para a industria devido a sua nao toxicidade.





