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RESUMO

A B-glicosidase (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) ¢ uma enzima que cliva ligagdes
B-glicosidicas de di e/ou oligossacarideos liberando aglicona e glicose, estando amplamente
distribuida na natureza. Estas enzimas hidrolisam as isoflavonas B-glicosidicas (genistina,
daidzina e glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina) que
apresentam ac¢do benéfica na salide humana. O objetivo deste trabalho foi otimizar a
imobilizacdo da [-glicosidase de cotilédones de soja em quitosana, caracteriza-la
parcialmente e aplicd-la em extrato aquoso de soja. A B-glicosidase foi extraida de farinha de
cotilédones com tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 6,6, na propor¢ao 1:10 (p/v), com
posterior acidificagdo com HCIl 0,IN até pH 5,0 para obtencdo do extrato bruto que foi
fracionado com (NH4)2SO4 de 0-40% e 40-85% de saturagdo a 4°C. Os precipitados,
ressuspensos em tampao fosfato citrato 50 mM, pH 5,0 e os sobrenadantes foram dialisados
no mesmo tampdo. A fracdo com maior atividade de [B-glicosidase foi imobilizada em
granulos de quitosana 1%. Para otimizar a imobilizagdo, foram utilizados planejamentos
fatoriais completos e metodologia de superficie de resposta. Na etapa de otimizacao de
ativacdo dos granulos de quitosana com glutaraldeido, foi encontrado como ideal o uso de
glutaraldeido 2,5%, 8 h de agitacdo e uso de tampao TRIS-acetato pH 7,5. Para a etapa de
imobilizacdo da B-glicosidase, as condi¢des 6timas foram 7 h de agitagdo num total de 20 h de
incubagao, adi¢ao de um teor de proteinas de 23,81 mg e uso de tampao fosfato-citrato pH 6,5
durante a imobilizacdo. A B-glicosidase imobilizada apresentou condi¢des 6timas de reacao
em pH 5,5 e a 50°C. A 70°C, a enzima apresentou baixa estabilidade, com reducdo de 89% da
atividade, apds 10 min de incubacdo. O K;,, ¢ Vsx da enzima imobilizada com o substrato p-
nitrofenil-B-D-glicopiranosideo foi de 0,4936 mM e 1,118 pmol p-nitrofenol/min,
respectivamente, por granulo. A enzima imobilizada apresentou boa estabilidade operacional,
com uma meia-vida de sete ciclos. A atividade de B-glicosidase imobilizada foi inibida por
Li,SO4, LiCl, CoCl,, CuSO4, CuCl,, AgNOs, HgCl,, Ni(NO3),, glucona-6-lactona e acetato de
cobre 10 mM, apresentando atividade residual de 72, 81, 83, 76, 49, 71, 36, 57, 35 e 52%,
respectivamente. O MnCl, e MnSO, aumentaram a atividade da enzima em 93 e 88%,
respectivamente. A aplicagdo da [B-glicosidase imobilizada em extrato aquoso de soja
mostrou-se eficiente na liberagdo de glicose e consequentemente na liberagdo de isoflavonas
agliconas.

Palavras chave: B-glicosidase. Imobilizacdo. Quitosana. Metodologia de superficie de
resposta. Aplicagao.
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ABSTRACT

B-glucosidase (B-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) is an enzyme that cleaves [-
glycosidic bonds of di- and/or oligosaccharides releasing aglycone and glucose and is widely
distributed in nature. These enzymes hydrolyze the B-glycosidic isoflavones (genistin, daidzin
and glycitin) and release the aglycones (genistein, daidzein and glycitein) that have a
beneficial effect on human health. The aim of this study was to optimize the immobilization
of b-glucosidase from soybean cotyledons on chitosan, characterize partially it and apply it in
an aqueous extract of soybeans. The B-glucosidase was extracted from cotyledon meal with
sodium phosphate buffer 100 mM, pH 6.6, at 1:10 (w/v) with subsequent acidification with
0.1 N HCI to pH 5.0 to obtain crude extract was fractionated with (NHy4) »SO4 of 0-40% and
40-85% saturation at 4°C. The precipitate, resuspended in 50 mM citrate phosphate buffer, pH
5.0 and supernatants were dialyzed in the same buffer. The fraction with highest activity of -
glucosidase was immobilized on chitosan beads of 1%. To optimize the immobilization, we
used complete factorial designs and response surface methodology. In the step of activation of
chitosan beads with glutaraldehyde, was found to be ideal to use 2.5% glutaraldehyde, 8 h of
stirring and the use of TRIS-acetate buffer pH 7.5. For step immobilization of B-glucosidase,
the optimum conditions were 7 h stirring a total of 20 h of incubation, addition of a protein
content of 23.81 mg and the use of citrate-phosphate buffer pH 6.5 during immobilization.
The immobilized B-glucosidase showed optimum reaction conditions at pH 5.5 and 50 ° C. At
70 ° C, the enzyme showed low stability, with 89% reduction of activity after 10 min of
incubation. The Km and Vmax of the immobilized enzyme with the substrate p-nitrophenyl-
B-D-glucopyranoside was 0.4936 mM and 1.118 mmol p-nitrofenol/min, respectively, per
bead. The immobilized enzyme showed good operational stability, with half-life of seven
cycles. The activity of immobilized B-glucosidase was inhibited by Li»SO4, LiCl, CoCl,,
CuS0s4, CuCly, AgNOs, HgCl,, Ni (NO3) », glucono-o-lactone and 10 mM copper acetate,
with residual activity of 72, 81, 83, 76, 49, 71, 36, 57, 35 and 52% respectively. The MnCl,
and MnSOy increased the enzyme activity in 93 and 88% respectively. The application of -
glucosidase immobilized in an aqueous extract of soybean was efficient in glucose release and
consequently the release of aglycones.

Keywords: B-glucosidase. Immobilization. Chitosan. Response surface methodology.
Application.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine Max (L.) Merrill] € um alimento protéico muito consumido
por humanos e animais, sendo comprovado que esta leguminosa traz varios beneficios a
saude, devido a presenca de nutrientes essenciais para uma vida saudavel, entre estes, a
proteina. As isoflavonas tem sido pesquisadas quanto a diferentes efeitos na saide humana e
estdo presentes no grao de soja, na forma glicosidica. Porém, sabe-se que as isoflavonas na
forma aglicona sdo melhor absorvidas pelo organismo e proporcionam mais beneficios a
saude, sendo desejavel maior teor desta forma nos produtos de soja.

As isoflavonas agliconas sdo obtidas através da acdo da enzima f-
glicosidase sobre as isoflavonas glicosidicas. Esta agdo ocorre naturalmente nos graos de soja,
mas hé a necessidade de buscar uma aplicagdo alternativa desta enzima em produtos de soja
que apresente bons resultados em termos de custo-beneficio. A imobilizagao de B-glicosidases
da soja em diferentes suportes ainda ndo foi investigada, mas estas enzimas, estando
imobilizadas, poderdo ser adequadas para uso na industria de alimentos, desde que o suporte
ndo seja toxico e ndo altere as caracteristicas do produto, como cor, sabor ¢ aroma.

A utilizagdo da enzima imobilizada apresenta diversas vantagens como sua
estabilizacdo e possibilidade de operagdes continuas. Isto permite a sua aplicagdo em produtos
alimentares para a obtencao de alimentos funcionais com caracteristicas definidas, como por
exemplo, a quantidade aumentada de isoflavonas agliconas. Assim, o conhecimento sobre a
imobilizacao das [B-glicosidases enddgenas da soja podera favorecer a sua aplicacio em
produtos de soja. Também serd possivel a recuperagdo da enzima ao final da aplicacio,
tornando-a mais atraente sob o ponto de vista econdmico.

A metodologia de superficie de resposta tem a vantagem de analisar as
variaveis simultaneamente, podendo-se verificar e quantificar efeitos sinérgicos e antagdnicos
entre os fatores de interesse, pois quando estes sdo analisados separadamente, a condi¢do

otimizada ndo pode ser atingida por ndo se detectar a interacdo entre eles.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVOS GERAIS

O objetivo deste trabalho foi determinar as condigdes Otimas para a
imobilizacdo da B-glicosidase de cotilédones de soja, em granulos de quitosana, aplicando a
metodologia de superficie de resposta, caracterizar a enzima imobilizada e avaliar sua

aplicacdao em extrato aquoso de soja.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Obter B-glicosidase de cotilédones de soja fracionada com sulfato de
amonio.

Determinar as condi¢des Otimas para a imobilizagdo da [-glicosidase
utilizando granulos de quitosana como suporte e aplicando a metodologia de superficie de
resposta.

Avaliar a atividade de -glicosidase no sistema imobilizado.

Determinar propriedades bioquimicas e cinéticas da enzima imobilizada.

Verificar a estabilidade operacional da enzima imobilizada.

Aplicar e avaliar a agdo da P-glicosidase imobilizada nas isoflavonas

glicosidicas de extrato aquoso de soja comercial.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A SoJA

A soja, Glycine max (L.) Merril, é uma espécie vegetal originaria da Asia e
cultivada na China desde o século XI a.C. (HYMOWITZ; SHURTLEFF, 2005). Ao longo dos
séculos foi disseminada para os outros paises do oriente e a sua introdu¢do no ocidente
ocorreu a partir do século XVIII (HYMOWITZ, 1970). Devido a sua adaptabilidade em
diferentes latitudes, solos e condigdes climaticas, o cultivo de soja se expandiu por todo
mundo, tornando-a uma das principais espécies de leguminosas cultivadas (DALLA NORA,
2007; LIU, 1997). A soja chegou ao Brasil via Estados Unidos, em 1882, e em 1900 e 1901
tém-se registro do primeiro cultivo de soja no Rio Grande do Sul (EMBRAPA SOJA, 2010).

A soja ¢ o principal grao oleaginoso produzido no mundo. Estima-se que
sua produg¢dao mundial na safra 2010/2011 sera de 254,89 milhdes de toneladas, sendo os
Estados Unidos o maior produtor mundial do grdo, com 94,8 milhdes de toneladas (COGO,
2010). Esta oleaginosa ocupa lugar de destaque no mercado de commodities brasileiro, com
aumento crescente em sua producdo. Para a safra de 2010/2011, a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2010) estima que a cultura ocupard uma area entre 23,76 ¢ 24,20
milhdes de hectares, o que representa 2,82% do territorio brasileiro, totalizando uma produgao
entre 67,64 e 68,90 milhdes de toneladas. Os maiores produtores no Brasil sdo os estados do
Mato Grosso ¢ Parana (EMBRAPA, 2010). O Brasil ¢ o principal exportador de farelo de
soja, detendo 32% do mercado mundial, o que significa uma exportacdo consideravel de
proteina (APROSOJA, 2010). A soja proporciona efeitos benéficos a saude e apresenta ampla
diversidade de usos: ¢ utilizada na alimenta¢do humana, “in natura” e em produtos como tofu
e extrato aquoso; na alimentacdo animal, compondo ragdes de alto valor energético; € como
matéria-prima industrial para produtos nao alimenticios, como tintas, resinas, 6leos industriais
e na produgdo de biodiesel, um combustivel alternativo e de matéria-prima renovavel (LIU,
1997; BORSATO et al., 2010).

O consumo de produtos de soja contribui para a diminui¢do na incidéncia de
doencas coronarianas, aterosclerose, diabetes tipo 2, no risco de alguns tipos de cancer, como
de mama e prostata, e a melhora na satde 6ssea e alivio de sintomas da menopausa (XIAO,
2008). O FDA (U. S. Food and Drug Administration) em outubro de 1999, aprovou a
alegacdo de que a ingestdo de 25 g de proteinas de soja por dia, associada a uma dieta com

baixo teor de gordura saturada e colesterol pode reduzir o risco de doengas coronarianas. A
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divulgacdo dos beneficios a saude atribuidos ao consumo desta leguminosa tem aumentado a
procura por alimentos derivados de soja.

A soja contém cerca de 40% de proteinas de alta qualidade, 20% de lipideos
com alta concentracdo de 4acidos graxos poliinsaturados, 35% de carboidratos, teor
consideravel de vitaminas do complexo B e minerais como magnésio, fosforo, ferro e zinco
(CARRAO-PANIZZI; BORDINGNON, 2000; MORAES et al., 2006). Entre os componentes
funcionais da soja, além das proteinas, destacam-se as isoflavonas, as mais investigadas

devido aos seus efeitos benéficos para a saude humana (ISMAIL; HAYES, 2005).

3.2 AS ISOFLAVONAS

As isoflavonas, também denominadas de isoflavondides, sdo compostos
fenolicos pertencentes ao grupo dos flavondides e a classe dos fitoestrogenos, estando
amplamente distribuidos no reino vegetal (ESTEVES; MONTEIRO, 2001). As isoflavonas
apresentam uma estrutura composta por dois anéis benzeno ligados a um terceiro anel, sendo
que as isoflavonas da soja podem existir em quatro formas quimicas: aglicona (livre de
acucar); B-glicosidica (glicose ligada a hidroxila do C7 do anel benzeno) e B-glicosidicas
conjugadas com grupos acetil e com grupos malonil (Figura 1). As isoflavonas agliconas sdao
daidzeina, genisteina e gliciteina (Tabela 1); as B-glicosidicas ndo-conjugadas sdo daidzina,
genistina e glicitina; as formas B-glicosidicas conjugadas com acetil sdo 6”O-acetil-daidzina,
6”0-acetil-genistina e 6”0-acetil-glicitina; e as formas conjugadas com malonil sdo 6”O-

malonil-daidzina, 6”O-malonil-genistina e 6’O-malonil-glicitina (Tabela 2).
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Figura 1 — Estrutura quimica geral das isoflavonas (Adaptado de: FARAJ, VASANTHAN,
2004).

HO—C——CH2—C

«——— Aglicona »
< B-glicosideo >
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Tabela 1 — Estrutura quimica das isoflavonas agliconas presentes na soja.

Isoflavona R R1
Daidzeina (4,7-dihidroxiisoflavona) -H -H
Genisteina (4,5,7-trihidroxiisoflavona) -H -OH
Gliciteina (4,7-dihidroxi-6-metoxiisoflavona) -OCHj; -H

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

ISOFLAVONAS R R1

B-glicosidicas nao conjugadas

Daidzina -H -H
Genistina -H -OH
Glicitina - OCH; -H
B-glicosidicas conjugadas com acetil

670-Acetil-daidzina -H -H
670-Acetil-genistina -H -OH
670-Acetil-glicitina - OCH; -H
B-glicosidicas conjugadas com malonil

6”0-Malonil-daidzina -H -H
6”0-Malonil-genistina -H -OH
6”0-Malonil-glicitina - OCH; -H

Em contraste com a ampla distribuicdo de flavondides no reino vegetal, a
maior parte dos isoflavondides estd presente nas leguminosas, possivelmente devido a
presencga de isoflavona sintase (IFS) nestas espécies vegetais. Esta enzima catalisa uma etapa
envolvida na sintese de isoflavonas, sendo uma reacdo combinada de migracdo de aril,
catalisada pela 2-hidroxiisoflavanona sintase (2-HIS), e a rea¢do subsequente de desidratagao,
catalisada pela enzima 2-hidroxiisoflavanona desidratase (2-HID) (TIAN; PANG; DIXON,
2008).

Os isoflavonoides sdo produzidos pela via de biossintese de flavondides
(Figura 2), iniciando com a conversdo do aminoécido fenilalanina em acido cinamico pela
fenilalanina amoénia liase. Na seqiliéncia, reacdes sdo catalisadas pelo acido cinamico 4-

hidrolase, formando o 4cido 4-hidroxil cinamico (4cido p-cumadrico), que pela agdo do acido
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p-cumarico CoA ligase libera o p-cumariol CoA. Trés moléculas de malonil CoA reagem
com uma molécula de p-cumariol CoA formando a chalcona, que pode ser isomerizada pela
chalcona isomerase, originando as flavononas. A formagdo das isoflavonas estd associada a
acdo da isoflavona sintase, que transforma as flavononas naringenina e liquiritigenina em

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

Figura 2 — Biossintese de isoflavonas daidzeina e genisteina (Adaptado de SIMOES, 2004).
PAL, fenilalanina amdnia liase; CA4H, acido cindmico 4-hidrolase; 4CL, acido p-
cumarico CoA ligase; CHS, chalcona sintase; CHR, chalcona redutase; CHI,
chalcona isomerase; IFS, isoflavona sintase.
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As isoflavonas sdo armazenadas inicialmente como glicosil conjugados nas
sementes das leguminosas. Quando estas germinam, as isoflavonas conjugadas sdo

hidrolisadas por [-glicosidases a agliconas e ocorre também uma nova sintese destes
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compostos (KAUFMAN et al., 1997). Os B-glicosideos e agliconas representam em média 31
e 2% do total de isoflavonas em graos de soja (RIBEIRO et al., 2006). Os alimentos derivados
de soja contém concentracdes mais elevadas de genistina e daidzina, em relagcdo a outras
leguminosas e vegetais. Também foram detectadas daidzeina e genisteina em frutas,
améndoas e uva passas (LIGGINS et al., 2000).

As isoflavonas tém sido descritas devido as suas atividades biologicas.
Segundo Brouns (2002), muitas pesquisas demonstraram melhores condigdes
cardiovasculares e dsseas em mulheres asidticas, quando comparadas as ocidentais. Os
epidemiologistas em nutri¢do atribuiram estes resultados, em parte, a uma dieta rica em soja,
que ¢ consumida ha mais de 5.000 anos pelos orientais, em contraste com os povos ocidentais,
sendo que a soja ¢ rica em isoflavonas. Assim, evidéncias indicaram que as isoflavonas da
soja podem ter contribuido com estes resultados benéficos.

Entre os possiveis efeitos das isoflavonas, destacam-se a possibilidade de
atividade estrogénica (LIGGINS et al., 2000; LIU; KANJO; MIZUTANI, 2010; MESSINA,
2000; MOLTENI; BRIZIO-MOLTENI; PERSKY, 1995); manutengdo da densidade Ossea
(KURZER; XU, 1997; LEVIS et al., 2010; LIGGINS et al., 2000; POTTER et al., 1998;
WILLIAMS et al., 1998); diminui¢do do colesterol sérico e triglicérides (LOVATI et al.,
2000; MENG et al., 1999; POTTER et al., 1998); preven¢ao de doengas cardiovasculares
(KURZER; XU, 1997; LIGGINS et al.,, 2000; RIMBACH et al., 2008); atividade
antioxidante (MA et al., 2010; HUANG et al., 2008; PARK et al., 2001); reducao dos
sintomas indesejaveis da menopausa (LEVIS et al., 2010; SOUSA-MUNOZ; FILIZOLA,
2009; VIEIRA et al., 2007); reducdo da dependéncia de alcool (KEUNG, 2003); melhora da
memoéria (LEPHART et al, 2002); atividade antiviral (ANDRES; DONOVAN;
LUHLENSCHMIDT, 2009); e anti-carcinogénica, diminuindo o risco de cancer de prostata,
colon e de mama (ADLERCREUTZ, 1998; LI et al., 1999; LIGGINS et al., 2000). Estas
atividades biologicas sdo mais acentuadas nas formas agliconas que glicosiladas, pois as
agliconas apresentam maior absor¢do, ou seja, necessitam de menor tempo para atingir sua
concentragdo plasmatica maxima (IZUMI et al., 2000). Além disso, foi relatado que a
atividade antioxidante de isoflavonas agliconas foi superior a glicosilada (AGUIAR, 2002),
uma vez que a capacidade antioxidante das isoflavonas foi relacionada ao nimero de grupos
hidroxila presente na sua estrutura quimica (BARBOSA et al., 2006). A conversdo de f3-
glicosil em isoflavonas agliconas resulta em quantidades maiores de compostos benéficos a

saude humana (PARK et al., 2001).
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O consumo de alimentos com maior teor de agliconas ¢ desejavel,
entretanto, as agliconas estdo presentes em pequenas quantidades nos griaos de soja e
considerando que estas sdo formadas a partir da clivagem de seus conjugados B-glicosideos
pela acdo de B-glicosidases enddgenas da soja, estudos tém sido realizados para aumentar o
teor de agliconas. O tratamento hidrotérmico foi eficaz no aumento de agliconas
(MATSUURA; OBATA; FUKUSHIMA, 1989; GOES-FAVONI, 2002; CARRAO-
PANIZZI; SIMAO; KIKUCHI, 2003). Gées-Favoni (2002) relatou que apés hidratacio de
graos de soja a 50°C por 24 horas, o teor de genisteina aumentou de 20,4 a 48,7 vezes. Ribeiro
et al. (2006) observaram que a germinacdo afetou a atividade de B-glicosidase, o teor de
isoflavonas totais e suas formas isoméricas. Durante a germinacdo, a atividade de [3-
glicosidase aumentou em radiculas e cotilédones, enquanto o teor de isoflavonas totais
aumentou nos cotilédones e diminuiu nas radiculas. Daidzeina apresentou pequena variagao
em seu teor e genisteina foi detectada em baixas concentragdes em alguns tempos de
germinagao.

Quando consumidos, os B-glicosideos podem ser hidrolizados a agliconas
pela acdo de enzimas com atividade de PB-glicosidases produzidas pela microflora intestinal
(SETCHELL, 1998). Uma vez absorvidas, as agliconas sofrem glucuronida¢do hepatica e
tornam-se substratos para sulfotransferases (SARACINO; RAGGI, 2010). Porém, a
disponibilidade da B-glicosidase no intestino ¢ limitada e o metabolismo das isoflavonas pode
variar entre populagdes e em funcdo da dieta, ingestdio de medicamentos e tempo de
permanéncia do alimento no intestino (ISMAIL; HAYES, 2005). Ap6s a ingestdo, as formas
conjugadas das isoflavonas sdo hidrolisadas pelas B-glicosidases de bactérias intestinais,
liberando as principais agliconas, daidzeina e genisteina (AGUIAR et al., 2007, SETCHELL,
1998). A daidzeina e a genisteina podem ser absorvidas ou metabolizadas por bactérias
intestinais e produzir metabdlitos especificos, tais como equol ou O-desmetilangolensina
(ODMA) a partir da daidzeina e p-etilfenol a partir da genisteina (SETCHELL, 2000). A
atividade bioldgica das isoflavonas pode ser afetada por seu metabolismo, que pode gerar
metabolitos inativos como o p-etilfenol (MESSINA, 1997) e ativos como equol e O-

desmetilangolensina (Figura 3) (MENDEL; SUYENAGA, 2010).
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Figura 3 — Transformagdes ocorridas com isoflavonas em humanos e animais domésticos
(Fonte: AGUIAR et al., 2007).
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Na Figura 4 observa-se uma possivel via metabodlica para a daidzeina,

flavondide muito consumido na dieta oriental (AGUIAR et al., 2007).

Figura 4 — Via metabolica para a daidzeina (Fonte: AGUIAR et al., 2007).
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E desejavel a presenca de isoflavonas agliconas em teor elevado nos
produtos de soja, pois esta ¢ a forma melhor absorvida pelo organismo. O consumo desta
leguminosa estd crescendo devido as propriedades benéficas ao organismo humano, sendo

que as agliconas podem ser utilizadas na industria farmacéutica, uma vez que elas minimizam
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os sintomas da menopausa (LEVIS et al., 2010; SOUSA-MUNOZ; FILIZOLA, 2009;
VIEIRA et al., 2007), além dos outros efeitos benéficos.

3.3 P —GLICOSIDASES

Estudos sobre as [-glicosidases tém aumentado devido ao seu papel
importante em processos bioldgicos e biotecnologicos (CZJZEK et al., 2001; MORANT et
al., 2008), como o uso em sacarificacdo e fermentacio (HAN; CHEN, 2008), na producao de
aromas (CZJZEK et al., 2001; OPASSIRI et al., 2003) em chas, vinhos e sucos de frutas
(MIZUTANI et al., 2002; SU et al, 2010; MAICAS; MATEO, 2005; FIA; GIOVANI; ROSI,
2005), em engenharia de microrganismos para uso na conversdo de biomassa como
constituintes de B-glicosidase em parte importante do complexo de celulase (HAAN et al.,
2007) e na produ¢do de alimentos fermentados de soja, como misd, natto, tempeh e shoyu,
contendo principalmente isoflavonas agliconas obtidas pela acdo das p-glicosidases
microbianas nas isoflavonas glicosidicas (LIU, 1997).

Alguns autores relataram a transformacdo de isoflavonas em produtos de
soja ndo fermentados pela agdo de [-glicosidases, tratamentos hidrotérmico e 4cido ou
maceragdo e trituragdo durante a produgdo do extrato aquoso de soja (CHANG, 2002; GOES-
FAVONI; CARRAO-PANIZZI; BELEIA, 2010; WILKENS; HACKLER, 1969; ISHIHARA
et al., 2007). As B-glicosidases atuam especificamente sobre as isoflavonas -glicosidicas da
soja, as quais sdo encontradas em maior propor¢cdo em produtos de soja ndo fermentados
(CARRAO-PANIZZI; GOES-FAVONI; KIKUCHI, 2004), produzindo isoflavonas agliconas.

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21), também
denominadas gentiobiase e celobiase (PONTOH; LOW, 2002), formam um grupo
heterogéneo de enzimas que hidrolisam a ligacdo B-glicosidica de oligossacarideos e outros
conjugados glicosidicos, liberando uma aglicona e glicose. Estas enzimas, cuja estrutura pode
ser observada na Figura 5, podem catalisar também a hidrdlise entre dois residuos de glicose,
como na celobiose (ESEN, 2003) e sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser

sintetizadas por plantas, microrganismos e animais (HSIEH; GRAHAM, 2001).
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3.3.1 Classificacao e Mecanismo de Ag¢ao

As B-glicosidases foram subdivididas por Pontoh ¢ Low (2002) em trés
classes com base na sua especificidade pelo substrato. A classe 1 inclui enzimas com
atividade glicosil B-glicosidase e aril B-glicosidase; com a capacidade de hidrolisar celobiose,
lactose, B-p-nitrofenilglicosideo (B-pNPG), B-p-nitrofenilgalactosideo (B-pNPGal), B-p-
nitrofenilfrutosideo (B-pNPFru) e outros substratos semelhantes. Na classe 2 encontram-se as
enzimas com atividade glicosil B-glicosidase; podendo hidrolisar substratos como celobiose e
lactose. A classe 3 inclui enzimas apenas com atividade aril (ou alquil) B-glicosidase; com

atividade significativa em B-p-nitrofenilglicosideos (p-NPG) e substratos semelhantes.

Figura 5 — Estrutura da B-glicosidase. (A) Estrutura geral da B-glicosidase representada no
modelo em fita. Os bolsdes para a ligacdo do substrato estdo coloridos em rosa.
(B) Modelo de superficie molecular.(Fonte: NAM; SUNG; HWANG, 2010)

e Nterm C-term

No sitio ativo da B-glicosidase ha dois residuos de aminodcidos é4cidos
envolvidos na catalise (Figura 5). Um residuo de acido glutamico (E387) atua como
nucleodfilo atacando o carbono anomérico do substrato, com formag¢dao do intermediario
covalente enzima a-D-glicosil. O grupo carboxilico do outro acido glutamico (E203) age
como catalisador acido/base protonando o oxigénio glicosidico formado na primeira etapa

(NAM; SUNG; HWANG, 2010).
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3.3.2 Caracterizacdo Bioquimica

Viérias B-glicosidases vegetais ja foram purificadas e caracterizadas, tais
como a de cereja (GERARDI et al., 2001), semente de maga (YU et al., 2007), sementes de
centeio germinadas (SUE; ISHIHARA; IWAMURA, 2000), forragem de milho (HAN;
CHEN, 2008), bagaco de laranja (CAMERON et al., 2001) e arroz germinado (AKIYAMA;
KAKU; SHIBUYA, 1998), apresentando pequenas diferengas entre si quanto aos valores de
pH isoelétrico, temperatura e pH Otimos e massa molecular. Alguns destes valores sao
apresentados na Tabela 3.

Em relacdo a [-glicosidase da soja, ha poucos trabalhos relatados na
literatura. Matsuura e Obata (1993) isolaram, purificaram e caracterizaram trés isoformas de
B-glicosidase de cotilédones de soja. Duas destas [-glicosidases tiveram uma massa
molecular estimada em 52 kDa, por filtragdo em gel em Sephadex G-150. Apresentaram
atividade maxima em 45°C, pH 6timo de 5,5, com atividade de 4,3—7,0. Posteriormente a
terceira isoforma de B-glicosidase foi caracterizada, apresentando uma atividade 6tima em pH
4,5 a 45°C, estavel a pH 4,0-6,0 a 5°C e pl estimado em 6,68. A massa molecular foi
estimada em 81 kDa por filtragdo em gel em HPLC e 36 kDa por eletroforese desnaturante
(MATSUURA; SASAKI; MURAO, 1995).

Hsieh e Graham (2001) purificaram e caracterizaram a -glicosidase da raiz
da soja. O processo de purificacdo da enzima envolveu precipitagdo com sulfato de amodnio e
cromatografia de troca ionica com resina anidnica DEAE Sephadex A-50 e catiénica CM-
Sephadex C-50. A enzima foi estavel a 50°C, mantendo 87% de atividade apos 45 minutos. O

pH e temperatura 6timos foram 6,0 e 30°C, respectivamente.
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Tabela 3 - Caracterizagao bioquimica de B-glicosidases vegetais.

Planta Massa molecular Temperatura e Referéncias
pH o6timos
Arroz (germinado) 56 kDa (SDS-PAGE) 4,5 e 50°C Akiyama, Kaku
e Shibuya, 1998
Centeio (semente) 300 kDa (filtragdo em 5,5 e 25-30°C Sue, Ishihara e
gel) e 60 kDa (SDS- Iwamura, 2000
PAGE)
Cereja 70 kDa (filtragdo em - - Gerardi et al.,
gel) e 68 kDa (SDS- 2001
PAGE)
Laranja (bagago) 55 kDa (filtragdao em 5,0 e 40°C Cameron et al.,
gel) e 64 kDa (SDS- 2001
PAGE)
Maga (semente) 120 kDa (filtragdo em 6,0 e 70°C Yu et al., 2007
gel) e 60 kDa (SDS-
PAGE)
Milho (forragem) 62,4 kDa (SDS-PAGE) 4,8 e37°C Han e Chen,
2008

Ribeiro (2006) purificou e caracterizou parcialmente a [B-glicosidase de
cotilédones de soja da cultivar BRS 213. A enzima foi purificada utilizando precipitacdo com
sulfato de amonio, cromatografia de troca-idnica com CM-Sephadex C-50 e filtragdo em gel
com Sephadex G-100 para posterior caracterizagdo. O pH e temperatura 6timos da enzima
foram 5,0 e 45 °C, sendo que a 25 °C a enzima foi estavel até 4 dias e apds 10 dias ocorreu

reducdo de apenas 35% da atividade.

3.3.3 Aplicagdo de B-glicosidase em Produtos de Soja

Hé poucos estudos relatando a aplicagdo de B-glicosidase em produtos de
soja para obtenc¢do de maior teor de isoflavonas agliconas.

Kao, Chien e Chen (2008) estudaram a conversdo de isoflavonas
glicosidicas de torta de soja em agliconas utilizando B-glicosidase de améndoas, apresentando

um aumento de aproximadamente 7,5 vezes no teor de agliconas. Pyo, Lee e Lee (2005)
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pesquisaram a fermentagdo de bactérias lacticas produtoras de B-glicosidases em leite de soja
para obten¢ao das isoflavonas agliconas bioativas, daidzeina e genisteina e observaram um
aumento de 7,1 vezes no teor de agliconas.

Santos (2010) aplicou a B-glicosidase em farinha de soja integral (FSI)
tratada sob diferentes condigdes: autoclavada (121°C/30min), mantida em banho fervente
(100°C/1h) e sem tratamento (condicdo ambiente — 25°C) e observou que a enzima foi
eficiente na liberacdo de glicose, sendo os melhores resultados obtidos com a FSI mantida em
banho fervente. Esta liberacdo de glicose estd diretamente relacionada com a liberagdo

simultanea de isoflavonas agliconas.

34 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A utilizagdo de enzimas imobilizadas ¢ uma estratégia promissora para a
conducdo de bioprocessos continuos. Quando estd associada a engenharia, bioquimica,
microbiologia e genética, esta tecnologia pode ser utilizada como ferramenta para melhorar a
eficiéncia de processos biotecnoldgicos, reduzindo os custos de producao.

Imobilizar uma enzima significa confina-la ou localiza-la em uma porg¢ao do
espago utilizando métodos quimicos ou fisicos, mantendo sua atividade catalitica. Portanto,
entende-se por enzima imobilizada, aquela fisica ou quimicamente associada a um suporte ou
matriz, usualmente so6lida, insolivel em agua e inerte, que ndo seja essencial a sua atividade.
O objetivo principal da imobilizagdo ¢ reutilizar a enzima e também aumentar a sua
estabilidade (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008). Nelson e Griffin (1916) foram os
primeiros pesquisadores a imobilizar enzimas, com a adsor¢do da invertase em carvao ativo e
alumina.

A dificuldade em se recuperar a enzima livre do meio reacional ao final da
catalise, aliada a instabilidade e inadequagdo para uso em determinados solventes ou
condigdes de pH, temperatura e exposicao a agentes desnaturantes, podem ser superadas por
meio da imobilizacdo (CANILHA; CARVALHO; ALMEIDA E SILVA, 2006). A partir da
metade do século passado, muitos esfor¢os foram dedicados ao desenvolvimento de enzimas
imobilizadas insoluveis para diversas aplicagdes. Essas aplicacdes podem beneficiar-se do uso
das enzimas imobilizadas. Como exemplo, biocatalisadores heterogéneos reutilizaveis, com
objetivo de reduzir os custos de produgdo por meio da reciclagem eficiente e controle do
processo, dispositivos estdveis e reutilizdveis para aplicagdes médicas e analiticas,

adsorventes seletivos para purificagdo de proteinas e enzimas, instrumentos fundamentais para
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quimica de proteina de fase solida e microdispositivos eficazes para liberagdo controlada de
medicamentos proteicos (CAQO, 2005).

Outras vantagens economicas da imobiliza¢do de enzimas sdo o aumento da
estabilidade, operacdes continuas e facilidade de separagdo do produto de reacdo (CHANG et
al., 2007; SU et al., 2010). As enzimas imobilizadas oferecem consideravel vantagem
operacional sobre enzimas livres, podendo apresentar propriedades fisicas ou quimicas
alteradas seletivamente e servir como sistemas modelos para enzimas naturais, in vivo, ligadas
a membrana (ZABORSKY, 1974).

Qualquer enzima imobilizada, por defini¢do, deve apresentar duas fungdes
essenciais, que sao as fung¢des ndo-cataliticas (FNC), projetadas para ajudar na separagao,
isolamento de catalisadores do ambiente de aplicacdo, reutilizacdo dos catalisadores e o
controle do processo; e as funcdes cataliticas (FC) que sdo projetadas para converter os
substratos dentro do tempo e espacgo desejados (CAO, 2005).

Na pratica, as fungdes cataliticas sao projetadas conforme a atividade
desejada, seletividade, especificidade de substrato, produtividade e rendimento espago-tempo,
alta tolerancia da variacdo estrutural dos substratos, alta produtividade, alto rendimento de
espaco-tempo e alta durabilidade do catalisador. Por outro lado, os critérios de sele¢do de
fungdes nao-cataliticas, especialmente propriedades geométricas, sdo basicamente
dependentes do tipo de reator (lote, tanque de movimento, coluna e fluxo de tomada), os tipos
de meio de reacdo (aquoso, solvente organico ou sistema bifasico), os sistemas de reagdo
(pasta fluida, liquido-liquido, liquido-sélido ou s6lido-sélido) e as condi¢des de processo (pH,

temperatura, pressao) (CAO, 2005).

3.4.1 Suportes Para Imobiliza¢do de Enzimas

Mesmo com o grande nimero de trabalhos publicados na area, a aplicagcdo
industrial da tecnologia de imobiliza¢do enzimatica em escala industrial ¢ pouco empregada
(KNEZEVIC; SILER-MARINKOVIC; MOJOVIC, 2004).

A sele¢do de um suporte ¢ uma etapa essencial para implementar um
sistema reacional utilizando enzimas imobilizadas. Preferencialmente, a etapa de selecdao da
matriz de imobiliza¢dao deve considerar os dados existentes relativos a estrutura e atividade da
enzima, a0 método de imobilizacdo escolhido e as condi¢des de processamento (AIRES-
BARROS; FERNANDES, 2003). Dessa forma, ndo existe um método geral de imobilizacao

ou um suporte universal adequado para qualquer tipo de processo.
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Alguns critérios sdo importantes na avaliacdo de um sistema enzima-
suporte, dentre estes: estabilidade de fixacdo, estabilidade enzimatica, resisténcia mecanica e
capacidade de carga (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

Os suportes sdo classificados conforme a sua composicdo quimica, em
organicos (quitosana, polissacarideos, proteinas, poliestireno, polipropileno, poliacrilatos,
poliamidas etc.) e inorganicos (areia, terra de diatomdceas, vidro, carvao ativado, metais,
oxidos metalicos etc). No entanto, esta classificacdo ndo ¢ adequada para a caracterizacao
completa dos pardmetros do suporte, uma vez que ndo se considera a area disponivel para a
ligacdo do catalisador ao suporte, que determina a quantidade de enzima que consegue se ligar
ao suporte. Assim, os suportes podem também ser classificados segundo a sua morfologia, em
porosos (quitosana, poliacrilamida, alumina, silica, triacetato de celulose etc.) e ndo porosos
(vidro, silica, ago) (AIRES-BARROS; FERNANDES, 2003). Os suportes ndo porosos
possuem a desvantagem da pequena area para imobilizacdo, sendo que a enzima se fixa na
superficie, onde ha formacao de varias camadas de enzimas com forcas de interagdo cada vez
menores (MATEO et al., 2007).

Considerando o catalisador imobilizado no processo de produgdo, as
matrizes de imobilizagdo com caracteristicas mais flexiveis sdo selecionadas
preferencialmente. Os suportes inorganicos t€ém a vantagem de ser quimicamente inertes,
apresentar boa estabilidade mecanica e térmica em relagdo aos suportes organicos (AIRES-
BARROS; FERNANDES, 2003); durabilidade, densidade, estabilidade e controle de
porosidade mais apropriados (NAGASHIMA, 1984); além da facilidade de esterilizagdo e
limpeza (MOUEDDEB et al.,1996).

Os materiais utilizados como suportes devem, preferencialmente, ser
encontrados com facilidade e abundancia, ter baixo custo, resultar em baixo custo de
imobilizacao, facilidade de operacdo em grande escala, apresentar alta capacidade de retengao
e ter resisténcia mecanica para uma longa vida operacional (NAGASHIMA, 1984;
CANILHA; CARVALHO; ALMEIDA E SILVA, 2006). A quitosana tem sido muito
utilizada para imobiliza¢do de diversas enzimas, apresentando 6timos resultados (Tabela 3),

principalmente quando ativado pelo reagente bifuncional glutaraldeido.
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3.4.2 M¢étodos de Imobilizacao de Enzimas

Varios métodos de imobilizacdo tém sido descritos na literatura para
melhorar a estabilidade e otimizar o emprego de enzimas em processos industriais, pois seu
uso na forma livre, e o posterior descarte representam um processo dispendioso e caro
(DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO E SOLDI, 2004). A imobilizacdio de enzimas
homogeéneas pode ocorrer por reticulagdo com reagentes multifuncionais (AIRES-BARROS;
FERNANDES, 2003) ou basear-se no tipo de interagdo entre a enzima e o suporte solido
como adsor¢do, encapsulacdo, ligagdo covalente e ligagdo ionica (Figura 6) (ZHAO et al.,
2006).

O método de ligacdo covalente em quitosana pode ser utilizado juntamente
com os reagentes multifuncionais, como o glutaraldeido. Segundo Betancor et al. (2006), a
ativacao de suportes com glutaraldeido ¢ uma metodologia simples e eficiente que permite
melhorar a estabilidade enzimatica devido as ligacdes multipontuais ou ligagdes entre as
subunidades da enzima na imobiliza¢do. A eficiéncia das reticulagcdes do suporte depende da
concentracdo do agente de reticulacdo, do pH do meio reacional, da temperatura, tempo de
reacdo e do grau de desacetilagdo da quitosana (BERGER et al., 2004). Um periodo longo de
tempo e uma alta concentracdo de agente reticulante geram muitas reticulagdes. Os
grupamentos reativos do glutaraldeido reagem facilmente com os grupos amino da enzima e

do suporte (ZABORSKI, 1974).

Figura 6 - Esquema ilustrativo dos quatro tipos basicos de métodos de imobilizagao
enzimaticos: a) adsorcdo; b) encapsulagdo; c) ligacdo covalente; d) ligagdo
cruzada. Enzimas s3o representadas por circulos (Adaptado de: BRADY;
JORDAAN, 2009).
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3.4.3 Quitosana

A quitosana (Figura 7) foi descoberta em 1859, pelo professor C. Rouget,
quando este pesquisador colocou em ebulicdo uma solucdo de hidroxido de potdssio com
quitina, um polimero de N-acetil glicosamina. Portanto, a quitosana ¢ obtida por reacdo de
hidrolise alcalina da quitina, resultando no biopolimero constituido predominantemente das
unidades de p-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, apresentando em sua cadeia
aproximadamente 70-90% de grau de desacetilacdo (VILLELA, 2006). A transformacdo da
quitina em quitosana modifica suas propriedades, de modo que a quitina insoluvel em agua,
torna-se soluvel na maioria dos acidos organicos, como acido acético, acido férmico e acidos
inorgénicos, como o 4acido cloridrico. A produg@o comercial ocorre essencialmente a partir de

fonte marinha, utilizando exoesqueletos de crustaceos (Figura 8).

Figura 7 - Representacao da estrutura quimica da quitina e quitosana (fonte: DUTTA et al.,

2009).
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Devido a presenca de grupos amino livres na quitosana ¢ sua conseqiiente
solubilidade em solugdes aquosas de certos acidos, seu cardter de polieletrolito e suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, tornam este polimero mais versatil quimicamente
quando comparado com seu andlogo, a quitina. Assim, a quitosana torna-se uma alternativa
atraente para muitas aplicagdes (VILLELA, 2006). Como a quitosana possui grupos amino (—
NH;) e hidroxilas (~OH), ela se liga facilmente as enzimas e pode fazer ligagdo cruzada com

o agente bifuncional glutaraldeido (Figura 9) (CHANG; JUANG, 2007).
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A quitosana apresenta insolubilidade em pH superior a 6,5, insolubilidade
em H,SO4, baixa solubilidade em H;PO,, insolubilidade em solventes organicos e grupos
aminicos protonados (-NH3"), capacidade de formar solugdes viscosas com formacio de
geleificagdo com polidnions e de se solubilizar em misturas de 4gua e alcool (DAMIAN et al.,
2005).

A quitosana ¢ considerada um suporte adequado para imobilizagdo de
enzimas por ser biocompativel, disponivel de diversas formas (gel, membrana, fibra e filme),
atoxico, resistente a modificacdes quimicas e biodegradavel (YI; NOH; LEE, 2009;
GOMATHI et al., 2010). Devido a estas caracteristicas, a quitosana apresenta um potencial

para aplicacdo como biomaterial (ARNAUD; BARROS NETO; DINIZ, 2010).

Figura 8 - Esquema simplificado dos processos de fabricagdo industrial de quitosana (Fonte:
VILLELA, 2006).
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Esquema da reagdo entre quitosana (QTS), glutaraldeido e [-glicosidase
(Adaptado de OLIVEIRA; VIEIRA, 2006).
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A quitosana vem sendo utilizada como suporte para imobilizacdo de

microrganismos e enzimas, devido as suas propriedades, e, principalmente, em fun¢do de sua

matéria prima (quitina) ser de baixo custo, obtida, principalmente, de residuos da industria

pesqueira (AMORIM et al., 2003). Além disso, a quitosana em granulos possui vantagens
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como elevada porosidade e grande area de adesdo (AZEVEDO et al., 2007; CHANG;
JUANG, 2007). Na maioria dos estudos, a quitosana ¢ ligada a um agente bifuncional, como o
glutaraldeido, para o estabelecimento de ligacdes covalentes e cruzadas.

Bissett e Sternberg (1978) imobilizaram B-glicosidase de Aspergillus
phoenicis QM 329 em quitosana utilizando glutaraldeido ¢ observaram aumento na atividade
da enzima na reacdo e a possibilidade de seu uso repetido. Chang e Juang (2007)
imobilizaram B-glicosidase de améndoas em granulos compdsitos de quitosana e argila secos
(liofilizados) e umidos ativados com glutaraldeido e verificaram que a estabilidade
operacional da enzima imobilizada foi maior que a da enzima livre e que a enzima
imobilizada em granulo compdsito iumido pode ser mais adequada para aplicacdao industrial,
uma vez que apresentou boa estabilidade de armazenamento.

Su e col. (2010) imobilizaram B-glicosidase (Fluka) em quitosana e
observou que as propriedades da enzima imobilizada apresentaram algumas diferencas
quando comparadas a enzima livre, tais como diminui¢dao da temperatura 6tima, estabilidades
em pH e térmica aumentadas, maior afinidade pelo substrato e melhor estabilidade.

Na Tabela 4 observam-se os resultados obtidos em estudos realizados com
diferentes técnicas de imobilizagdo de enzimas. Ressalta-se que a quitosana foi um suporte
que apresentou uma excelente taxa de imobilizagdo para algumas enzimas.

A imobilizacdo de B-glicosidase de soja e sua aplicagdo ainda nao foi
descrita na literatura. Assim, considerando a importancia das isoflavonas agliconas para a
saude humana e que sua obtencdo esta relacionada com a B-glicosidase, a sua imobilizagao
em quitosana foi investigada. A aplicacdo desta enzima imobilizada poderda melhorar o

aspecto nutricional e agregar valor aos produtos de soja.



Tabela 4 - Taxas de imobiliza¢ao obtidas com diferentes suportes e enzimas.

Enzima

Suporte Taxa de Referéncia
imobilizada imobilizacao (%)
B-glicosidase a-alumina 15%
y-alumina 15% Martino et al.,
Celulose 18% 1996
Eupergit C 30% Tu et al., 2006
Quitosana 25,1% Suetal., 2010
Alginato de 31,4%
sodio
[-galactosidase Quitosana 67,12% Dwevedi;
Kayastha, 2009
Ciclodextrina-
glicosil-transferase Quitosana 88,6% Rodrigues et
al., 2002
Glucanase Quitina 15%
Nylon 8,1% Vaillant et al.,
Pectinaliase Quitina 25,6% 2000
Nylon 21,4%
Invertase Bucha vegetal 0,428% Pogas et al.,
2004
Lipase Fibra de coco 63% Pinheiro;
verde Brigida;
Gongalves,
2005
Peroxidase Quitosana 98,4% Monier et al.,
2010
Urease Alginato 54,04% Kumar;
Quitosana 77% Dwevedi;

Kayastha, 2009

36
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3.5  Planejamento Experimental

Segundo Rodrigues e lemma (2009), a necessidade crescente da otimizagao
de produtos e processos, minimizando custos e tempos, maximizando rendimento,
produtividade e qualidade de produtos, dentre outros objetivos, tem levado profissionais de
diferentes formagdes a buscarem técnicas sistematicas de planejamento de experimentos.

O planejamento experimental ¢ uma técnica que vem sendo usada em
grande escala, com o objetivo de obter um modelo matematico apropriado para descrever um
certo fenomeno, utilizando o minimo possivel de experimentos. O planejamento experimental
permite eficiéncia e economia no processo experimental e o uso de métodos estatisticos na
analise dos dados obtidos resulta em objetividade cientifica nas conclusdes (CALADO;
MONTGOMERY, 2003).

Segundo Calado ¢ Montgomery (2003) os métodos basicos usados para
realizar um eficiente planejamento experimental t€ém como objetivos a sele¢do do melhor
modelo entre uma série de modelos plausiveis e a estimativa eficiente de parametros do
modelo selecionado. Todo planejamento experimental comega com uma série inicial de
experimentos, com o objetivo de definir as varidveis e os niveis importantes. Podem-se ter
variaveis qualitativas (tipo de catalisador, tipo de equipamento, operador etc.) e quantitativas
(temperatura, pressao, concentracdo, pH do meio etc.). Os resultados devem ser analisados e
modifica¢des pertinentes devem ser feitas no planejamento experimental. Antes de iniciar os
experimentos, os objetivos e critérios devem estar bem claros, de modo a dar subsidios para a
escolha das varidveis envolvidas nos experimentos, da faixa de variacdo das varidveis
selecionadas, dos niveis escolhidos para essas varidveis, da varidvel de resposta e do
planejamento experimental.

Quando inicia-se um trabalho com um numero de variaveis superior a
quatro, deve-se estabelecer uma estratégia sequencial dos experimentos (RODRIGUES;
IEMMA, 2009). No planejamento experimental deve-se considerar o tamanho da amostra
(nmimero de repeti¢des), a selegdo de uma ordem de realizagdo dos experimentos ¢ dos
métodos de analise dos resultados dos experimentos. Os métodos estatisticos sao usados para
guiar uma tomada de decisdo objetiva (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Segundo Rodrigues e Iemma (2009) ha vantagens na utilizacdo do
planejamento experimental, destacando-se a reducdo do numero de experimentos ou

repeticdes com melhoria da qualidade da informagao obtida; a analise simultanea dos fatores;



38

a otimizagcdo de mais de uma resposta ao mesmo tempo e o calculo e avaliagdo do erro
experimental.
O planejamento experimental deve ser realizado conforme os objetivos do

trabalho a ser executado (Tabela 5).

Tabela 5 — Técnicas de planejamentos experimentais e respectivos objetivos.

Objetivo Técnica

Triagem das variaveis Planejamentos fracionarios

Avaliacdo da influéncia de varidveis Planejamentos fatoriais completos
Construgao de modelos empiricos Modelagem por minimos quadrados
Otimizagao Metodologia de superficie de resposta

(MSR), simplex

Adaptado de: Barros Neto, Scarminio e Bruns (2002)

Neste trabalho, para imobilizar a B-glicosidase, foram utilizadas as técnicas
de planejamento fatoriais completos (delineamento composto central rotacional) ¢ a MRS,
estabelecendo a relagdo entre a resposta em taxa de imobilizagdo e um conjunto de variaveis,
como concentragdo de glutaraldeido, tempo de agitagdo, pH e teor de proteinas, com o
objetivo de determinar as condi¢gdes Otimas de imobilizagdo de B-glicosidase de soja em

quitosana.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Matéria-Prima

Foram utilizados cotilédones da cultivar de soja BRS 213 desenvolvida na

Fazenda Experimental da Embrapa Soja, Londrina, Parana.

4.1.1.1 Preparo da matéria-prima

Os graos de soja foram submetidos a sele¢do prévia e separacdo mecanica
das cascas, eixos embrionarios e cotilédones. Os cotilédones foram moidos para obtengdo de

sua farinha.

4.1.2 Reagentes

Foi utilizada quitosana de alta massa molecular em pd, com grau de
desacetilacao igual ou maior que 75%, da Sigma-Aldrich.
Os reagentes utilizados para a execucdo dos experimentos foram de pureza

analitica de diferentes procedéncias comerciais.

4.2 METODOS

4.2.1 Determinacao de Atividade de B-glicosidase

Para determinar a atividade de B-glicosidase das amostras obtidas nas
diferentes etapas do trabalho foi utilizado o substrato sintético p-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo (p-NPG), conforme procedimento descrito por Matsuura e Obata (1993).
Amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi analisado para atividade enzimatica por
transferéncia de 2 mL de p-NPG 1mM em tampao fosfato-citrato 0,1M, pH 5,0 para os tubos
de ensaio, que permaneceram em banho-maria a 30°C por 10 min. Apos este tempo, 0,5 mL
do sobrenadante das amostras foram adicionados e colocados em banho-maria a 30°C por 30

min. A reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 2,5 mL de carbonato de sédio 0,5 M. O p-
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nitrofenol (p-NP) liberado na reacdo foi determinado pela coloragdo amarela, lida em
espectrofotometro a 420 nm. Uma curva de calibragdo de p-nitrofenol (20 - 160 mM) foi
preparada previamente para determinar a atividade enzimatica. Uma unidade de atividade
enzimdtica foi definida como a quantidade de B-glicosidases que liberou 1 uM p-nitrofenol

. -] -~ . .
min— sob as COHdeOCS experimentais.

4.2.2 Determinagao de Proteinas Soluveis

O teor de proteinas soluveis dos extratos foi quantificado pelo método de

Lowry et al. (1951) utilizando solugdo padrao de albumina de soro bovino (BSA).

4.2.3 Determinacao de Atividade Especifica de B-glicosidase

A atividade especifica foi definida como relagao entre unidades de atividade

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

4.3 OBTENCAO DE B-GLICOSIDASE

4.3.1 Extracao

A extragdo da enzima foi realizada com farinha de cotilédones de soja e
tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,6, na proporcao de 1:10 (peso : volume), com agitacio
lenta por 1h a 4°C e posterior centrifugagdo a 4000 x g por 15 min, conforme Matsuura e
Obata (1993). O sobrenadante obtido foi acidificado com HCI 0,1 M até pH 5,0 e novamente
centrifugado nas mesmas condi¢des. O sobrenadante ou extrato bruto (EB) foi utilizado como

fonte de enzima para fracionamento com sulfato de amonio.

4.3.2 Precipitacao Fracionada de B-glicosidase de Cotilédones de Soja com Sulfato de

Amonio

O extrato bruto foi precipitado com sulfato de amoénio a 4°C de 0 até 40% e
de 40 a 85%, conforme Ribeiro (2006). Ao extrato bruto foi adicionado lentamente sulfato de
amonio até atingir 40% de saturagdo e mantido em repouso a 4°C até completa precipitagao.

O material foi centrifugado a 4000 x g por 15 min a 4°C. Ao sobrenadante (S¢.49) foi
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adicionado lentamente o sulfato de amonio até atingir 85% de saturagdo mantido a 4°C. Apos
completa precipitagdo, o material foi centrifugado novamente nas mesmas condi¢des. O
precipitado obtido P4ygs foi ressuspenso com tampado fosfato-citrato 50 mM pH 5,0 e
dialisado contra o mesmo tampao. Aliquotas das fragdes obtidas, previamente dialisadas,
foram utilizadas para determinag@o da atividade da enzima, do teor de proteina solavel e suas
atividades especificas, conforme descrito nos itens 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3. A fragdo com maior

atividade especifica de B-glicosidase foi imobilizada em quitosana.

4.4 IMOBILIZACAO DE B-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA EM QUITOSANA

A B-glicosidase foi imobilizada em quitosana pelo método de ligacdo
covalente cruzada utilizando glutaraldeido como agente bifuncional. Tanto as condi¢des para
ativacao da quitosana com glutaraldeido como para imobilizagdo da enzima foram analisadas

e otimizadas com planejamentos fatoriais e metodologia de superficie de resposta.

4.4.1 Preparo de Granulos de Quitosana e sua Ativagdo com Glutaraldeido

Ensaios preliminares para obtencdo dos granulos de quitosana foram
realizados utilizando solugdes de 2 e 3%. Porém estes apresentaram-se instaveis, de facil
dissolu¢do em agua, sendo descartados para estudos posteriores.

Assim, uma solugdo de quitosana (1% p/v) foi preparada em agua MilliQ
com 4cido acético 1,5% e aquecida em banho-maria a 60°C. Uma seringa, com extremidade
envolvida em parafilme, foi preenchida com solu¢do de KOH 1M a 37°C. Esta solugdo passou
por um poro de Imm de didmetro no parafilme, sendo adicionada gota a gota sobre a solugdo
de quitosana. Os granulos obtidos, de aspecto branco opalescente e aproximadamente Smm
de diametro, foram imediatamente lavados e armazenados com agua MilliQ a 4°C, até a etapa
de ativacdo com glutaraldeido (KUMAR; DWEVEDI; KAYASTHA, 2009).

Os granulos de quitosana foram ativados por incubacdo e agitagdo com
glutaraldeido a 37°C. Estes foram armazenados em tampao TRIS-acetato 0,1M até serem
utilizados. A influéncia da concentracdo de glutaraldeido (0 a 5%), do tempo de
agitacdo/repouso durante as 8 h de incubacdo e do pH de lavagem (5 a 8) na taxa de
imobilizacdo da B-glicosidase foram avaliados por DCCR e metodologia de superficie de

resposta.
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442 Condigdes Otimas para Ativac¢io da Quitosana com Glutaraldeido

Para otimizar as condi¢cdes de ativagdo dos granulos de quitosana com
glutaraldeido foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23,
incluindo 6 pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando 17 experimentos (Tabela 6).
As variaveis independentes, X; (concentragao de glutaraldeido), X, (pH) e X5 (tempo de
agitacdo/repouso) e seus niveis de variagdo estdo apresentados na Tabela 6.

Para este planejamento, a variavel dependente ou Y (resposta experimental)
e Y (resposta estimada) foram expressas em taxa de imobiliza¢io (%), que foi determinada
pela relacao entre a atividade especifica da enzima imobilizada e a atividade especifica da
enzima soltivel multiplicada por 100. A atividade especifica da enzima imobilizada foi
determinada subtraindo a atividade especifica durante a lavagem (enzima nao-imobilizada) da
atividade especifica da enzima soliivel. As varidveis independentes e os niveis de variagdo
foram selecionados em fungdo de estudos preliminares e dados de literatura conforme Kumar,

Dwevedi e Kayastha (2009).

% de imobilizacao = atividade especifica da enzima imobilizada x 100
atividade especifica da enzima livre

Para andlise de regressdo e varidncia e superficie de resposta dos
planejamentos foi utilizado o software Statistica 7.0 (Stat Soft, Inc.). As formulas gerais dos
modelos de superficie de resposta foram expressas conforme a Equagao 1.

Y = Bo + BiXi + BoXo + BsXs + BuuXi T+ BuXe T+ PisXs® + PuaXi Xo +
B13X1 X3 + BasXoXs + € (Equagéo 1)

Onde:

Y = fungdo-resposta estimada;
X1, X3 e X3 =niveis codificados das variaveis independentes;
’s = coeficientes codificados pelo modelo de superficie de resposta;

¢ = residuo (erro experimental).
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Tabela 6 — Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) para as
variaveis independentes, com triplicata no ponto central.

Codificado (real)
Experimentos Glutaraldeido pH Tempo (h)
(%)

X1 (X1) X, (X2) X3 (X3)
1 -1(1,7) -1(5,9) -1 (2/6)
2 +1(4,2) -1(5,9) -1 (2/6)
3 -1(1,7) +1(7,5) -1 (2/6)
4 +1(4,2) +1(7,5) -1 (2/6)
5 -1(1,7) -1(5,9) +1 (6/2)
6 +1(4,2) -1(5,5) +1 (6/2)
7 -1(1,7) +1(7,5) +1 (6/2)
8 +1(4,2) +1(7,5) +1 (6/2)
9 -1,68 (0) 0 (6,5) 0 (4/4)
10 +1,68 (5) 0(6,5) 0 (4/4)
11 0(2,5) -1,68 (5,0) 0 (4/4)
12 0(2,5) +1,68 (8,0) 0(4/4)

13 0(2,9 0 (6,5) -1,68 (0/8)

14 0(2,5) 0 (6,5) +1,68 (8/0)
15 0(2,9) 0 (6,5) 0 (4/4)
16 0(2,9) 0 (6,5) 0 (4/4)
17 02,9 0 (6,5) 0 (4/4)

*Tempo (h): tempo de agitagdo/tempo de repouso durante a ativagao dos granulos.

4.4.3 Imobilizagdo de B-glicosidase nos Granulos de Quitosana Ativados por Meio de

Ligacdo Cruzada com Glutaraldeido

Para a imobilizagdo da B-glicosidase em quitosana, os granulos ativados
foram incubados com 1 mL de solu¢do enzimatica (181,62 UA / mL) a 4°C sob leve agitagao
em agitador de plataforma basculante. Posteriormente, foram lavados com tampao TRIS-
acetato 0,1M para remover a enzima ndo-imobilizada. Foram feitas determinacdes de
atividade e teor de proteinas nos tampdes de lavagem para posterior cdlculo da taxa de

imobilizacdo (KUMAR; DWEVEDI; KAYASTHA, 2009).
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A influéncia da relagdo entre o teor de proteinas e quantidade de suporte, do
pH do tampao de lavagem e tempo de agitacdo por 20 h de incubagdo sobre a taxa de

imobilizagao foi avaliada pela MSR.

4.4.4 Condigdes Otimas para Imobilizagdo de B-glicosidase

Para otimizar as condi¢cdes de imobilizacdo da B-glicosidase foi utilizado
como planejamento experimental o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23,
conforme descrito para o planejamento 1 no item 4.4.2. As 3 variaveis independentes, X; (teor
de proteina/suporte), X, (pH) e X3 (tempo de agitacao/tempo de repouso) e os niveis de
variagdo estdo apresentados na Tabela 7. A varidvel dependente ou fun¢do resposta (Y) foi
expressa como % de imobiliza¢do. Os dados deste delineamento foram analisados da mesma
forma que o delineamento (1).

Apos a andlise dos resultados, experimentos em triplicata nas condi¢des

otimas foram realizados para valida¢do do modelo proposto.

Tabela 7- Valores codificados e reais para as varidveis independentes do planejamento
experimental 2° da etapa de otimizagdo da imobilizacdo da B-glicosidase de
cotilédones de soja.

Niveis
Variaveis Codigo -1,68 -1 0 +1 + 1,68
mg proteina / 4 granulos X 5,95 9,52 14,88 20,24 23,81
pH X2 5 5,5 6,5 7,5 8
Tempo (h) X3 0/20 7/13 10/10 13/7 20/0

*Tempo (h): tempo de agitagdo/tempo de repouso durante a imobilizagdo da enzima.

4.5 PROPRIEDADES BIOQUIMICAS DA f3 - GLICOSIDASE IMOBILIZADA

Foram determinados os valores de temperatura e pH Otimos,

termoestabilidade, K, ¢ Vs da B-glicosidase imobilizada.

4.5.1 Determinacio de Temperatura e pH Otimos

Para a determinacao de temperatura e pH oOtimos foi utilizado como
planejamento experimental o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22

incluindo 4 pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando 11 experimentos (Tabela 8).
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A temperatura variou de 25 a 75°C e o pH de 3,0 a 8,0. Foi incubado 800
uL de p-NPG em tampao fosfato-citrato 0,1 M por 30 min com a B-glicosidase imobilizada.
Os resultados foram expressos em percentagem de atividade de [B-glicosidase (atividade

relativa) em fun¢do da temperatura e pH.

Tabela 8 - Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
variaveis independentes e resposta experimental e estimada para os efeitos de pH
e temperatura na taxa de imobilizagdo (%).

Codificado (real)
Experimentos pH T (°0O)
X1 (X1) x; (X2)
1 -1 (4,0) -1 (35)
2 -1 (4,0) +1 (65)
3 +1 (7,0) -1 (35)
4 +1 (7,0) +1 (65)
5 -1,41 (3,0) 0(50)
6 +1,41 (8,0) 0 (50)
7 0(5,9) -1,41 (25)
8 0(5,5) +1,41 (75)
9 0(5,9) 0 (50)
10 0(5,9) 0 (50)
11 0(5,5) 0 (50)

4.5.2 Determinagdo da Termoestabilidade

Granulos de quitosana com B-glicosidase imobilizada foram pré-incubados a
30, 50 e 70°C em tampao no pH 6timo durante 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180,
210 e 240 minutos. Os granulos foram retirados do meio de incubagdo nos intervalos de
tempo determinados e analisados quanto a atividade de B-glicosidase residual, utilizando o
tampao no pH 6timo. A determinacdo de atividade foi realizada conforme item 4.2.1.

A termoestabilidade foi determinada plotando-se os valores da atividade f-

glicosidica relativa versus o tempo de incubacgao.

4.5.3 Determinagao de K, € Viax

Os valores de K, € Vi foram determinados pelo método de Lineweaver-
Burk conforme descrito por Lehninger, Nelson e Cox (1995), em condigdes oOtimas de
temperatura ¢ pH. Foram preparados tubos contendo p-NPG de 0,1 a 20 mM com
concentragdo constante da enzima, ou seja, mesmo nimero de granulos, e posteriormente foi
medida a atividade de B-glicosidase expressa em uM p-NP/min conforme item 4.2.1, para

determinar Vy. Tomando-se os valores de concentracdo e V,, foi construido o grafico de
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Michaelis-Mentem. Os resultados foram transformados conforme Lineweaver-Burk, com os

inversos dos valores das concentracdes de substrato e V.

4.5.4 Determinagdo da Estabilidade Operacional

Para determinar a estabilidade operacional da [-glicosidase imobilizada,
dois granulos foram incubados com 800 puL de p-NPG 1 mM e analisados quanto a atividade
residual nas condicdes 6timas de pH e temperatura, por usos consecutivos dos mesmos
granulos. Foi analisada a redugdo da atividade residual até o 13° ciclo plotando-se os valores

da atividade de B-glicosidase relativa versus o nimero de ciclos utilizados nos ensaios.

4.5.5 Efeito de fons e Compostos Organicos

O efeito de ions e compostos organicos sobre a atividade da B-glicosidase
imobilizada foi determinado pré-incubando dois granulos com 0,20 mL de KCl, MgSOs,
Na,S04, MnSO,, CaCly, ZnSO4, MnCl,, LiCl, LiSO4, CuCly, CoCI2, Ni(NO3)2, CuSO4,
AgNO3, sacarose, maltose, acetato de sodio, acetato de cobre II, glucona-d-lactona, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), tween 80, triton X-100, acido tricloroacético, na
concentragdo de 10 mM, exceto HgCl,, para o qual testou-se as concentragdes de 1, 5 e 10
mM, e glicose, de 1, 10, 50, 100 e 150 mM, a 50°C durante 30 minutos. O ensaio de atividade
de B-glicosidase sem adicdo dessas substancias foi considerado o controle e sua atividade
definida como 100%. A determinagdo da atividade de B-glicosidase foi realizada conforme

item 4.2.1 nas condic¢des 6timas de pH e temperatura.

4.6 APLICACAO DE B-GLICOSIDAS E IMOBILIZADA EM EXTRATO AQUOSO DE SOJA

Os experimentos de aplicagdo de P-glicosidase imobilizada em extrato
aquoso de soja (EAS) foram realizados com dois granulos de quitosana com a enzima e 1 mL
de EAS comercial diluido 1:2, em tempos de contato de 2 a 120 min, pH 5,5 ¢ 50°C. Como
controle, foi utilizado o extrato aquoso de soja sem adi¢ao dos granulos.

A concentragdo de glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase
(Glicose-PP Analisa). Neste procedimento, a glicose liberada pela hidrdlise de isoflavonas
glicosidicas foi quantificada por espectrofotometria a 500 nm e o resultado expresso como

aumento da taxa de glicose (%)/mL de EAS.
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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 “Imobilizagdo de P-glicosidase de soja em quitosana,

caracteriza¢do bioquimica e aplicagdo” sera submetido a revista Quimica Nova.

5.2 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS
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5.3 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo “Imobilizagdo de [-glicosidase de soja em quitosana,
caracterizagdo bioquimica e aplica¢do” serd submetido a revista Quimica Nova. As normas

para publicacdo estdo anexadas apds o artigo.

IMOBILIZACAO DE B-GLICOSIDASE DE SOJA EM QUITOSANA,

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E APLICACAO

Luciana Carvalho Grade', Caio Ferreira de Oliveira!, Virginia Prezzi Santos', Amanda

Medeiros Orcioli!, Mara Lucia Luiz Ribeiro'*

Immobilization of B-glucosidase from soybean on chitosan, biochemical characterization

and application

ABSTRACT

B-glucosidase from soybean was immobilized on chitosan actived by glutaraldehyde.
Immobilized B-glucosidase was studied in terms of pH, temperature, kinetic parameters and
thermal stability with the substrate p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside. The optimum pH and
temperature for activity was 5.5 and 50 °C. The Ky value indicated that immobilization
process reduced the enzyme-substrate affinity; immobilized B-glucosidase showed good
operational stability, was activated by MnCl, and MnSO, and applied in aqueous extract of
soybean to obtain a product with higher content of isoflavone aglycones. After 120 min of
incubation, the glucose content showed an increase of 48%, directly proportional to the
release of aglycones.

Keywords: B-glucosidase. Immobilization. Chitosan.
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Estadual de Londrina. Caixa Postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina-PR-Brasil

* Autor para correspondéncia: Tel/fax: 55 (43) 3371-4270
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INTRODUCAO

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) formam um
grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam a ligagdo B-glicosidica de oligossacarideos e
outros conjugados glicosidicos, liberando uma aglicona e glicose. Sdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo ser sintetizadas por plantas, microrganismos e animais.
Estas enzimas hidrolisam as isoflavonas B-glicosidicas presentes na soja (genistina, daidzina e
glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e gliciteina) os quais sao
descritos devido a possiveis agdes benéfica na saude humana como anti-carcinogénica,
reducdo do risco de cancer de prostata, colon e mama,' melhora da memoria,’ diminuigdo do
colesterol sérico e triglicérides,” reducdo da dependéncia de alcool,* prevencio de doengas
cardiovasculares,” atividade antiviral,’ atividade estrogénica,7 manutencdo da densidade
ossea,”® atividade antioxidante ° e redugdo dos sintomas indesejaveis da menopausa.®

Considerando que o teor de isoflavonas agliconas na soja ¢ de 2%, a
aplicacao de B-glicosidase em produtos de soja pode ser vidvel para aumentar o teor destas
isoflavonas. Entretanto, a utilizagdo de enzima livre em um processo ¢ dispendioso, sem a
recuperacdo desta. A utilizagdo de enzimas imobilizadas ¢ uma estratégia promissora para a
conducdo de bioprocessos continuos, pois pode melhorar a eficiéncia de processos
biotecnolégicos, reduzindo os custos de produgdo'’ por aumentar a estabilidade e facilitar a
separacio do produto de reagio.'>"?

Os materiais utilizados como suportes na imobilizacdio devem,
preferencialmente, ser encontrados com facilidade e abundancia, ter baixo custo, facilidade de
operacdo em grande escala, capacidade de retencdo e resisténcia mecanica para uma longa
vida operacional.'*'" A quitosana é considerada um suporte adequado para imobilizagdo de
enzimas por ser biocompativel, disponivel de diversas formas (gel, membrana, fibra e filme),

o . . ~ , . . , 15.16 , . .
atoxico, resistente a modificagdes quimicas e biodegradavel. > Além disso, a quitosana tem
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sido utilizada para imobilizacdo de diversas enzimas, apresentando Otimos resultados,
principalmente quando ativada pelo reagente bifuncional glutaraldeido.'”-'®!*!?

Entretanto, existem algumas dificuldades relacionadas a imobilizagdo de
enzimas, uma vez que ha diversas varidveis envolvidas e devem ser controladas, como
concentragdo, tempo, pH, entre outras, o que implica na necessidade de grande nimero de
experimentos e prolongado tempo de otimizagdo. Neste contexto, o planejamento
experimental é uma técnica que permite eficiéncia e economia do processo com o uso de
ferramentas estatisticas para explorar e entender uma gama crescente de dados e informagdes
originadas de um sistema. A utilizagdo do planejamento fatorial completo tem sido uma
alternativa para esta questdo. Em um planejamento fatorial sdo investigadas simultaneamente
as influéncias de todas as variaveis experimentais de interesse e os efeitos de interacdo nas
respostas resultando em objetividade cientifica nas conclusdes.

Assim, considerando a importancia da aplicagdo de p-glicosidase no
aumento do teor de isoflavonas agliconas, o objetivo deste trabalho foi determinar as
melhores condigdes para a imobilizacao de B-glicosidase de soja em quitosana, caracterizar a

enzima imobilizada e aplicé-la em extrato aquoso de soja, para obten¢ao de um produto com

teor elevado de isoflavonas agliconas.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Foram utilizados cotilédones da cultivar de soja BRS 213 desenvolvida pela

Embrapa Soja, Londrina, Parand; quitosana de alta massa molecular em pd, com grau de
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desacetilacdo igual ou maior que 75%, adquirida da Sigma-Aldrich e reagentes de pureza

analitica de diferentes procedéncias comerciais.

Métodos

Determinagdo de Atividade de p-glicosidase e de Proteinas Soluveis

A atividade de B-glicosidase foi determinada utilizando o substrato sintético
p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (p-NPG), conforme descrito por Matsuura e Obata.”’ Uma
unidade de atividade de B-glicosidase foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1
uM p-NP min™', nas condigdes experimentais.

1'22

O teor de proteinas soluveis foi quantificado pelo método de Lowry et a

utilizando solugdo padrido de albumina de soro bovino (BSA) (40-400 pg/mL).

Determinagdo de Atividade Especifica de p-glicosidase

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

unidades de atividade da enzima (UA) e mg de proteinas, ou seja, UA mg™' de proteinas.

Extragdo e Fracionamento de [-glicosidase

A extragdo da enzima foi realizada conforme metodologia descrita por

Matsuura e Obata.”!

O extrato bruto (EB) foi utilizado como fonte de enzima para
fracionamento com sulfato de amoénio de 0 a 40% e de 40 a 85% de saturagdo, conforme

Ribeiro.” Apos dialise das fragdes, foram determinados a atividade de B-glicosidase e o teor
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de proteinas soluveis. A fragdo denominada de P4o.3s com elevada atividade de B-glicosidase

foi utilizada para imobilizacdo em quitosana.

Preparo de Granulos de Quitosana

O preparo dos granulos de quitosana foi realizado segundo Kumar, Dwevedi

e Kayastha.*

Ativagdo de Quitosana com Glutaraldeido

Os granulos de quitosana foram ativados por incubag¢dao com glutaraldeido a
37°C sob agitacdo, durante 8 horas, sendo lavados e armazenados em tampao TRIS-acetato

0,1M até serem utilizados.

Otimiza¢do da Ativagdo da Quitosana com Glutaraldeido

Para determinar as melhores condi¢cdoes de ativacdo dos granulos de
quitosana com glutaraldeido foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) 2% com trés variaveis independentes, seis pontos axiais e triplicata no ponto central,
totalizando 17 experimentos, com posterior avaliacdo por metodologia de superficie de
resposta (MSR).

Os niveis das variaveis independentes, X; (concentracao de glutaraldeido),
X2 (pH) e X5 (tempo de agitagdo/tempo de repouso) foram selecionados com base na

24,25,26,27,13

literatura e os ensaios foram realizados aleatoriamente e em triplicata.
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A variavel dependente ou fungdo resposta (Y) foi expressa em taxa de

imobilizacdo (%) da PB-glicosidase, que foi determinada pela relacdo entre a atividade
especifica da enzima imobilizada e a atividade especifica da enzima soltivel multiplicada por
100. A atividade especifica da enzima imobilizada foi determinada subtraindo a atividade
especifica durante a lavagem (enzima nao-imobilizada) da atividade especifica da enzima

soluvel. O modelo proposto foi expresso conforme a Equagao 1.

. 2 2 2
Y = Bo + Brx1 + Baxa + Baxz + Prixt T+ Poaxa T+ Pazxs” + Piaxy X+ Pizxy X3+ PazxaXxs3

+¢€ (Equagao 1)

Onde:
Y = fungdo-resposta estimada;
X1, X5 € X3 =niveis codificados das variaveis independentes;

’s = coeficientes codificados pelo modelo de superficie de resposta;

¢ = residuo (erro experimental).

A Tabela 1 apresenta a matriz do DCCR com seus niveis de variagdo,
respostas experimentais (Y) e estimada (Y), expressas como taxa de imobilizagdo de B-

glicosidase (%).

Imobilizacdo de p-glicosidase nos Granulos de Quitosana Ativados com Glutaraldeido

Para a imobilizacdo da B-glicosidase, os granulos de quitosana ativados
foram incubados com 1 mL de solu¢do enzimatica (181,62 UA / mL) por 20 horas a 4°C, sob
leve agitacdo em agitador de plataforma basculante. Posteriormente, estes foram lavados com

tampdo TRIS-acetato 0,1M para remover a enzima néo-imobilizada.** A influéncia da relagdo
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entre o teor de proteinas e a quantidade de suporte, do pH do tampao de lavagem e do tempo

de agitagcdo/tempo de repouso por 20 h de incubagdo sobre a taxa de imobilizagao foi avaliada

pela MSR.

Otimiza¢do da Imobiliza¢do de p-glicosidase

Para determinar as condi¢des 6timas de imobilizacdo da B-glicosidase foi
utilizado o DCCR 23 com trés variaveis independentes, seis pontos axiais e triplicata no ponto
central, totalizando 17 experimentos. Os niveis das variaveis independentes, X; (teor de
proteina/suporte), X, (pH) e X3 (tempo de agitagdo/tempo de repouso) foram selecionados
com base na literatura.”>***™'3 A funcfo resposta (Y) foi expressa em taxa de imobilizagio
(%) e o modelo proposto foi expresso conforme a equagao 1.

A Tabela 2 apresenta a matriz do DCCR com seus niveis de variagdo,
respostas experimentais (Y) e estimada (Y), expressas como taxa de imobilizagdo de p-

glicosidase (%).

Analises estatisticas

Para andlise de regressdo e varidncia (ANOVA), curvas de contorno e
mapas de superficie de resposta foi utilizado o software Statistica 7.0 (Stat Soft, Inc.). Os
resultados foram expressos como média com nivel de confianga de 95%.

Caracterizac¢do da f - glicosidase Imobilizada

Foram determinados os valores de temperatura e pH Otimos,
termoestabilidade, K;, € Vmix da B-glicosidase imobilizada para verificar a influéncia da

imobilizacao na atividade catalitica da enzima.
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Determinagdo de Temperatura e pH Otimos

Para a determinagdo de temperatura e pH 6timos, foi utilizado o DCCR 22
com duas varidveis independentes, quatro pontos axiais e triplicata no ponto central,
totalizando 11 experimentos (Tabela 3). Os niveis das variaveis independentes X; (pH) e X»
(temperatura) foram selecionados com base na literatura® e os ensaios foram realizados
aleatoriamente e em triplicata. Foram incubados 800 puL de p-NPG em tampao fosfato-citrato
0,1 M por 30 min com a B-glicosidase imobilizada. A atividade de B-glicosidase foi estimada
conforme Matsuura ¢ Obata®' e os resultados expressos em porcentagem de atividade em
relacdo ao controle.

Determinacdo da Termoestabilidade

A B-glicosidase imobilizada foi pré-incubada a 30, 50 ¢ 70°C em tampao no
pH otimo até 240 min e os granulos foram retirados do meio de incubagdo em diferentes
intervalos de tempo. Os resultados de atividade de B-glicosidase foram expressos em

porcentagem de atividade em relagdo ao controle.

Determinagdo dos parametros cinéticos

Os valores de K, ¢ Vyux foram determinados pelo método de Lineweaver-Burk
conforme descrito por Lehninger, Nelson e Cox,”® em condi¢des 6timas de temperatura e pH.
Foi utilizado p-NPG de 0,1 a 20 mM incubado com concentragdo constante da enzima (dois
granulos de quitosana com enzima imobilizada) e a atividade de -glicosidase foi expressa em

uM p-NP/min.
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Determinagdo da Estabilidade Operacional

Os granulos de quitosana com enzima imobilizada foram analisados quanto a atividade
de B-glicosidase residual, utilizando o tampao fosfato-citrato 0,1 M pH 5,5, a 50°C por 30

min, por 13 usos consecutivos da enzima imobilizada.

Efeito de fons e Compostos Orgdnicos

O efeito de ions e compostos organicos na atividade da [-glicosidase
imobilizada foi determinado nas condi¢des otimas de pH e temperatura. A [B-glicosidase
imobilizada foi incubada por 30 min em tampao fosfato citrato 0,1 M pH 5,5, com adi¢ao dos
sais acetato de sodio, acetato de cobre II, KCI, MgSOy4, Na,SO4, MnSO4, CaCl,, ZnSOy,
MnCl,, LiCl, LiSO4, CuCl,, CoCl,, Ni(NO3),, CuSO4, AgNOs na concentragdo de 10 mM,
exceto HgCl,, que foi testado nas concentragdes de 1, 5 e 10 mM. Os compostos organicos
sacarose, maltose, glucona-d-lactona, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), tween 80,
triton X-100 e acido tricloroacético foram adicionados na concentragao de 10 mM. A glicose
foi testada nas concentragdes de 1, 10, 50, 100 e 150 mM. O ensaio de atividade de f-
glicosidase sem adi¢do dessas substancias foi considerado o controle e sua atividade definida

como 100%.

Aplicagao de B-glicosidase Imobilizada em Extrato Aquoso de Soja

Os experimentos de aplicagdo de P-glicosidase imobilizada em extrato

aquoso de soja foram realizados incubando-se dois granulos de quitosana com enzima
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imobilizada com 1 mL de EAS comercial diluido 1:2 em frascos com capacidade para 7 mL
em banho-maria a 50°C. O contato da enzima imobilizada com o EAS foi interrompido nos
tempos de 2 a 120 min e posteriormente foi determinado o teor de glicose, sendo os ensaios

realizados em triplicata.

Determinagdo Quantitativa de Glicose

A glicose liberada apds aplicagdo da enzima imobilizada em EAS foi
determinada pelo método da glicose oxidase.”” Neste procedimento, a glicose liberada pela
hidrélise de isoflavonas glicosidicas foi quantificada por espectrofotometria a 500 nm e o
resultado expresso como aumento da taxa de glicose (%)/mL de EAS em relacdo ao tempo

Z€10.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparo dos Granulos de Quitosana

Granulos de quitosana 1% foram utilizados nos experimentos, uma vez que
testes preliminares realizados utilizando quitosana 2 e 3% ndo apresentaram bons resultados.
Os granulos obtidos apresentavam aspecto branco opalescente e aproximadamente 5 mm de

diametro.

Otimizag¢do da Ativagdo da Quitosana (DCCR 2°)
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Na Tabela 1 observa-se as respostas experimentais (Y) e estimadas (Y) pelo
modelo de avaliagdo da concentracdo de glutaraldeido, pH e tempo de agitacdo durante a
ativacao na taxa de imobilizag¢ao de B-glicosidase.

O melhor resultado obtido para taxa de imobilizagdo de B-glicosidase foi
igual a 41,55%, nas seguintes condi¢des: glutaraldeido 1,7% (X; =-1), pHde 7,5 (X, =+1) e
agitacio de 6h, com 2h de repouso (X3 = +1). Kumar e col.** obtiveram uma taxa de
imobilizacdo de urease de aproximadamente 65%, utilizando glutaraldeido 1%. Chang e
Juang®’ imobilizaram 48.,2% de B-glicosidase de améndoas com glutaraldeido 0,5%, enquanto
Dwevedi e col.'® observaram uma eficiéncia maxima de imobiliza¢io de p-galactosidase de
67,12% com glutaraldeido 1%, utilizando processo de otimizag¢dao. Ocorre diferenca nessas
taxas porque a imobiliza¢cdo depende da enzima empregada e do tipo de interagdo estabelecido
entre o suporte e a enzima.

A concentragdo de glutaraldeido (X;), o pH (X;) e o tempo de
agitacao/tempo de repouso (X3) apresentaram efeitos lineares significativos, ou seja, valor
P<0,05. A interagdo entre pH e concentracdo de glutaraldeido também foi significativa.
Quanto a concentragdo de glutaraldeido, quando esta aumenta, a quantidade de grupos
aldeidos livres na superficie do suporte também aumenta. No entanto, quando esta
concentragdo ¢ muito aumentada, o excesso de ligagdes cruzadas podem causar agregagao,
precipitacdo, distor¢do na estrutura tridimensional da enzima e causar diminui¢do da
atividade.”

O pH pode variar a quantidade de grupos amino na superficie da quitosana,
nos quais o glutaraldeido se liga, sendo importante durante a imobilizagdo.'®

A agitagdo foi significativa (p<0,05) e ¢ importante no processo de ativagao
do suporte, pois proporciona o seu movimento, favorecendo o contato do glutaraldeido com o

granulo de quitosana. Esta variavel foi padronizada em 8h de agitacdo para ativacdo da
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quitosana ap6s analise da superficie de resposta (Figura 1). Os valores positivos dos
coeficientes dos efeitos lineares de pH (7,38), glutaraldeido (4,61) e tempo de agitacdo (2,09)
indicam que o processo de imobilizagdo de B-glicosidase foi favorecido por estas varidveis
nesta etapa.

O modelo apresentou regressao significativa em nivel de 95% de confianga,
pois Fealculado da interagdo (177,38) e das variaveis significativas (X;, 329,06; X,, 845,35; X,
67,98) foram superiores ao Fiaperado (12,71), com R? igual a 0,86, evidenciando que o modelo
explicou 85% da variacdo dos dados experimentais. Assim, um modelo matematico foi
desenvolvido usando as variaveis preditivas codificadas para as respostas significativas X;, X,
e X3. O modelo que melhor representa a taxa de imobilizagdo contém somente as variaveis

codificadas significativas e intera¢des significativas (Equacao 2).

T =2548+4,61 x; —2,92 x>+ 7,38 x5 + 2,75 x> + 2,09 x3 — 4,42 x;%, (Equagio 2)

Na Figura 1 observa-se o efeito do pH, da concentragdo de glutaraldeido e
do tempo de agitagdo/tempo de repouso na ativagdo da quitosana com o glutaraldeido, o que
reflete na taxa de imobilizagdo da enzima. Observa-se que ha uma regido 6tima para taxa de
imobilizacdo quando ocorre a interagdo entre estas varidveis, sendo esta preferencial em
relagdo a um resultado pontual.’!

Para as combinagdes de pH e concentragdo de glutaraldeido os intervalos
foram de 7,5 — 8,5 e 1,7 — 4% (Figura 1A). Em relacdo a glutaraldeido e tempo de agitacao,
estes foram de 1,7 — 4% e 7 — 8 h. Quando a variavel glutaraldeido foi empregada em
condi¢des minimas (Tabela 1, ensaio 9) a taxa de imobilizagdo da enzima foi 14,5 vezes

inferior a obtida no ensaio 7 (41,55%).
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Assim, para ativar a quitosana com glutaraldeido foram selecionados os
valores de pH de 7,5, glutaraldeido 2,5% e 8 h de agitagdo ap6s a analise das superficies de

resposta obtidas.

Otimiza¢do da Imobiliza¢do da f-glicosidase

Apbs a escolha de parametros para a etapa de ativagdo da quitosana
(glutaraldeido 2,5%, pH 7,5 e 8 h de agitagdo), foram avaliadas as condi¢cdes de imobilizagao
da B-glicosidase utilizando os parametros mg de proteina/4 granulos (X;), pH (X2) e tempo de
agitacao/repouso (h) durante a ligagdo da enzima ao suporte ativado (X3).

Na Tabela 2 observa-se as respostas experimentais (Y) e estimadas Y) pelo
modelo de avaliagdo da concentragdo de glutaraldeido, pH e tempo de agitagdo/tempo de
repouso durante a ativacdo na taxa de imobilizacao de B-glicosidase.

O melhor resultado obtido foi igual a 73,75%, nas seguintes condi¢des: pH
7,5; agitacdao por 7 h mais 13 h de repouso e teor de proteinas de 20,24 mg (ensaio 4). O teor
de proteinas, pH e tempo de agitagcdo durante o processo de imobilizagdo foram significativos
para a taxa de imobilizacdo (%), pois seus efeitos lineares apresentaram valor P<0,05.

O pH da solugao pode influenciar a quantidade de enzima ligada ao suporte
e na sua atividade relativa por alterar as cargas elétricas do suporte.™

O modelo apresentou regressao significativa em nivel de 95% de confianga,
pois Feacundo das varidveis significativas (X, 186,82; X,, 137,19; X3, 227,98) foram
superiores a0 Fipelado (12,71), com R? igual a 0,77316. O modelo matematico, obtido por meio
da regressao dos dados experimentais, estd apresentado na Equacgdo 3, contendo apenas

variaveis codificadas significativas e interacdes significativas.
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Y =54,62 49,34 x;- 3,71 x,2+8,01 x5 — 11,02 x,2 - 10,32 %3 (Equagio 3)

A partir destes resultados foi possivel construir as curvas de contorno
(Figura 2), sendo que para as combinagdes de pH e teor de proteinas (Figura 2A) os intervalos
observados foram 6,5 — 7,5 e 14 — 26 mg. Em relagdo a pH e tempo de agitacdo, os intervalos
foram de 6,0 — 8,0 e de 0 a 12 h de agitagdo (Figura 2B).

Quando o teor de proteinas foi empregado em condigdes minimas (Tabela 2,
ensaio 5), a taxa de imobilizacdo da B-glicosidase foi aproximadamente 6,5 vezes inferior a
obtida no ensaio 4 (73,75%).

Portanto, para a imobilizacdo de B-glicosidase em quitosana ativada com
glutaraldeido foram selecionados os valores de 7 h de agitacdo somadas a 13 h de repouso, pH
6,5 ¢ 23,81 mg de proteinas / 4 granulos.

A taxa de imobilizacdo de B-glicosidase de cotilédones de soja em quitosana
obtida neste trabalho foi superior as relatadas para outras enzimas em estudos utilizando
quitosana e outros suportes, como o ¢ y-alumina (15%) e celulose (18%),** Eupergit C
(30%),” quitosana (25,1%) e alginato de sédio (31,4%)."> Os resultados foram satisfatorios,

obtendo-se uma taxa maxima de 73,75% nas condigoes selecionadas neste estudo.

Determinacdo de Temperatura e pH Otimos da p-glicosidase Imobilizada

A influéncia da temperatura e do pH na atividade da B-glicosidase
imobilizada foi analisada utilizando o planejamento experimental DCCR 22 e a superficie de
resposta (Figura 3). Observou-se que a faixa de temperatura 6tima foi de 30 a 50 °C e a faixa

de pH 6timo de 3,5 a 6,5.
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Como a PB-glicosidase possui dois acidos carboxilicos envolvidos na sua

atividade catalitica,’® esta deve estar desprotonada para exercer sua fungdo e isto ocorre com
maior facilidade quando o meio encontra-se menos acido, ou seja, a melhor escolha neste caso
¢ o pH 5,5. A temperatura de 50°C e pH 5,5 foram utilizados para determinacdo de
termoestabilidade, K,,, Vmax, estabilidade operacional e efeitos de ions, aglicares € compostos

organicos sobre a atividade da B-glicosidase imobilizada.

Termoestabilidade da p-glicosidase Imobilizada

A estabilidade térmica de B-glicosidase imobilizada foi investigada por meio
de sua atividade residual em relacdo ao controle em pH 5,5, apds manutencdo da enzima em
diferentes tempos e temperaturas de incubagao (Figura 4).

A B-glicosidase imobilizada apresentou um tempo de meia-vida de 60 min
na temperatura 6tima (50°C) e de 3 h a 30°C. Em temperatura de 70°C a enzima imobilizada
apresentou reducdo de cerca de 77% de sua atividade ap6s 5 min de incubagdo. As perdas de
atividade da enzima imobilizada foram menores que as perdas da enzima livre, pois a 50°C,
enquanto a B-glicosidase livre perdeu 91% da atividade apés 20 min de incubagdo,” a f-

glicosidase imobilizada perdeu 87% ap6s 4 h de incubagio.

Efeito da Concentragao de p-NPG na Atividade de p-glicosidase Imobilizada

A velocidade de reagdo da B-glicosidase imobilizada foi determinada em
funcdo da concentracdo do substrato sintético p-NPG em pH 5,5 a 50°C. Os valores das
constantes cinéticas da p-glicosidase imobilizada foram determinados e esta apresentou K, de

0,49 mM e Vyux de 1,12 uM de p-NP/min, enquanto a B-glicosidase livre apresentou K, de
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0,16 mM e Vs de 4,3 uM de p-NP/ min.? Estes valores indicam uma reducao de afinidade
da B-glicosidase pelo substrato, na forma imobilizada.

Esse comportamento depende do método de imobilizagdo e ocorre devido a
interagdo entre enzima e suporte, a qual pode ocasionar mudangas conformacionais que
afetam a funcdo catalitica, impedimento estérico do suporte que dificulta o acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima e as propriedades do suporte, como sua natureza hidrofilica

ou hidrofébica, ou a presencga de cargas fixas que afetam o modo de agdo da enzima.”

Estabilidade Operacional da p-glicosidase Imobilizada

A possibilidade de reutilizagdo da B-glicosidase imobilizada foi analisada
durante uma sequéncia de 13 ciclos, por meio de aplicagdo sucessiva da mesma enzima
imobilizada sobre o p-NPG. Na Figura 5 observa-se a perda de atividade a cada ciclo de
reutilizacdo do granulo. Apds 13 ciclos de reutilizagdo dos granulos, a enzima imobilizada
perdeu 75% da sua atividade e sua meia-vida foi de aproximadamente sete ciclos. Estes
resultados evidenciam que o processo de imobilizacdo proporcionou estabilidade operacional

4 enzima.

Efeito de fons e Compostos Orgdnicos (aplicabilidade)

A B-glicosidase imobilizada foi incubada na presenga de diversos ions,
agucares € outros compostos organicos ¢ a atividade B-glicosidica residual sobre p-NPG foi
determinada. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 6.

O efeito de diversos ions sobre a atividade da B-glicosidase imobilizada
pode ser observado na Figura 6A. Os fons Ca™ e K™ aumentaram ligeiramente o rendimento

~ . . + J4 r
da reacio, o que foi descrito por Wang et al.* e, no caso do Ca™ este é um ponto favoravel,
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pois a enzima pode ser utilizada para hidrolise de lactose, no intuito de diminuir os efeitos
deste agucar em individuos que apresentam intolerancia a lactose.”’

O ZnSO4 ndo influenciou a atividade da B-glicosidase imobilizada neste
estudo. O anion SO4 aumentou a atividade da enzima, exceto na forma de Li,SO4. O LiCl,
CoCl, e CuSO4 apresentaram efeito inibitorio sobre a enzima. O CuCl, teve um efeito
inibitério de 51% na atividade de B-glicosidase e o Ni(NOs), inibiu 44% da atividade
enzimatica, pois os ions Ni? ¢ Cu™ complexam com grupamentos amino presentes na
estrutura da enzima. Com a adi¢do de AgNO; e HgCl, observou-se um efeito inibitério na
atividade de B-glicosidase, o que pode ser explicado pela interagdo dos cations Ag™ e Hg™
com a cisteina, formando um complexo insoluvel com enxofre, enquanto outros ions formam
complexos soluveis.”® A inibi¢do por Ag" e Hg™ sugere que o grupo sulfidrila pode ter um
papel fundamental na atividade de B-glicosidase.”

O acetato de sédio ndo exerceu influéncia na atividade da B-glicosidase
imobilizada, enquanto o acetato de cobre II inibiu em 47% a atividade.

O MnCl; e MnSO4 aumentaram a atividade de B-glicosidase em 93 e 88%,
respectivamente. O fato de 0 Mn' poder ser um efetor positivo pode estar relacionado com o
sitio ativo da enzima. Esen™ sugere que este cation divalente pode ser necessario para a
atividade da enzima, por estar presente na estrutura cristalizada da mirosinase (p-s-
glicosidase). A atividade da enzima foi aumentada na presenca de Mg™ (27%) e Na' (67%), o
que também foi observado por Wang et al.*

Entre os compostos organicos (Figura 6B), a glucona-4-lactona tem sido
descrita na literatura como forte inibidor de p-glicosidase de vérias fontes vegetais,””*'*!
inibindo 65% da atividade da enzima imobilizada, sendo que na forma livre a inibi¢ao foi de

94%.* O EDTA inibiu apenas cerca de 8% da atividade de B-glicosidase imobilizada. A nio

inibicdo pelo EDTA mostra que a enzima ndo depende de um cofator metalico em seu sitio
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ativo, porém, a baixa inibi¢ao pode estar relacionada com uma possivel alteracao das cargas
dos aminoacidos do sitio ativo por este composto organico.*

O tween-80 ¢ o triton X-100 ndo afetaram a atividade da enzima e o acido
tricloroacético reduziu 15% da atividade.

Entre os agticares (Figura 6C), a sacarose ¢ a maltose ndo exerceram efeito
sobre a atividade da enzima e a glicose teve efeito inibitério sobre a atividade de f-
glicosidase. A atividade residual da -glicosidase imobilizada diminuiu quando incubada com
concentragdes crescentes de glicose, que variou de 1 a 150 mM. Assim, a glicose ¢ um
inibidor competitivo da B-glicosidase e esta enzima pode ser inibida pelos produtos formados
apos a sua agdo. ™

Segundo Esen,*’ as B-glicosidases sdo inibidas por agucares analogos como
a glucona-d-lactona, substratos glicosidicos analogos ¢ agliconas livres dos seus substratos,
sendo distintos os locais de ligagdo no sitio ativo de agliconas e gliconas. A compreensao da
inibicdo ou ativacdo da B-glicosidase por diferentes compostos ¢ fundamental para sua
aplicacao em alimentos, uma vez que a matéria-prima ¢ complexa e pode conter substancias

.. .. 42
que inibem sua atividade.

Aplicagado da p-glicosidase Imobilizada em Extrato Aquoso de Soja

Os experimentos de aplicagdo de B-glicosidase imobilizada em EAS foram
realizados a 50°C, com interrupg¢do da incubacdo da enzima com EAS nos tempos de 2 a 120
minutos. O teor de glicose foi determinado pelo método de glicose oxidase™ e o aumento
deste teor pode ser observado na Tabela 4.

Apds 120 min de incubagdo, o teor de glicose apresentou um aumento de

\

aproximadamente 48%, sendo este aumento diretamente proporcional a liberagdo de
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isoflavonas agliconas. Santos** observou um aumento de 50% na liberagdo de glicose apds 4 a
6 h de incubacdo de B-glicosidase livre parcialmente purificada em farinha de soja integral.
Assim, a taxa de liberacdo de isoflavonas agliconas com o emprego da enzima imobilizada em
apenas 2 h foi similar a taxa obtida com enzima livre ap6és 4 a 6 h, sendo a enzima

imobilizada mais eficiente.

CONCLUSOES

A imobilizacdo da B-glicosidase de cotilédones de soja em quitosana foi
satisfatoria e a aplicagdo em derivados B-glicosidicos como p-NPG resulta em liberacdo de
glicose, o que indica indiretamente que ocorre a liberagdo de agliconas a partir da hidrdlise de
conjugados glicosidicos. As condigdes de ativagdo da quitosana com glutaraldeido e a
imobilizacdo da B-glicosidase foram estabelecidas por meio de planejamentos fatoriais,
melhorando a imobilizagdo da enzima. O valor de K,, da B-glicosidase imobilizada indica
alteracdo da afinidade da enzima pelo substrato. A estabilidade térmica foi superior a
observada pela enzima livre, além de apresentar meia vida de sete ciclos. Pode ser inibida por
HgCl, e glucona-d-lactona e ativada por MnCl, e MnSO,.

A aplicacdo de [-glicosidase imobilizada em extrato aquoso de soja
comercial mostrou-se eficiente na liberacdo de glicose, o que indica indiretamente que a

mesma foi eficiente na liberagdo de isoflavonas agliconas, benéficas a saude humana.
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Tabela 1 — Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
variaveis independentes e resposta experimental e estimada para a ativagdo de
quitosana pelo glutaraldeido.

Codificado (real)
Experimentos Glutaraldeido pH Tempo de ativagdo Taxa de imobiliza¢ao (%)
(%) (h)
<1 (X)) % (X2) %3 (X3) Y Y
1 -1(1,7) -1(5,5) -1.(2/6) 10,59 6,82
2 +1(4,2) -1(5,5) -1 (2/6) 22,70 24,86
3 -1(1,7) +1(7,5) -1 (2/6) 32,66 30,42
4 +1 (4,2) +1(7,5) -1 (2/6) 39,10 30,78
5 -1(1,7) -1(5,5) +1(6/2) 12,19 11,00
6 +1 (4,2) -1(5,5) +1 (6/2) 32,56 29,04
7 -1(1,7) +1(7,5) +1 (6/2) 41,55 34,60
8 +1(4,2) +1(7,5) +1(6/2) 32,26 34,96
9 -1,68 (0) 0(6,5) 0 (4/4) 3,62 9,51
10 +1,68 (5) 0(6,5) 0 (4/4) 23,39 24,97
11 0(2,5) -1,68 (5,0) 0 (4/4) 11,88 13,08
12 0(2,5) +1,68 (8,0) 0 (4/4) 31,64 37,88
13 0(2,5) 0(6,5) -1,68 (0/8) 25,03 29,73
14 0(2.,5) 0(6.5) +1,68 (8/0) 33,99 36,75
15 0(2,5) 0(6,5) 0 (4/4) 24,92 25,48
16 0(2,5) 0(6,5) 0 (4/4) 26,06 25,48
17 0(2,5) 0(6,5) 0 (4/4) 26,78 25,48

* Y (resposta experimental) e Y (resposta estimada) do DCCR utilizando as varidveis X; (concentragio de
glutaraldeido), X, (pH) e X; (tempo de agitagdo durante a ativagdo).
** Tempo de ativagdo (h): agitagdo/repouso.
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Tabela 2 — Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
variaveis independentes e resposta experimental e estimada para a imobilizacao
de B-glicosidase em quitosana.

Codificado (real) Taxa de
Experimentos mg proteina/ 4 pH Tempo de ligacao imobilizagdo (%)
granulos (h) )
x1 (X4) x5 (X2) x5 (X3) Y* Y
1 -1(9,52) -1(5,5) -1(7) 32,60 32,86
2 +1(20,24) -1(5,5) -1(7) 53,48 51,54
3 -1(9,52) +1(7,5) -1(7) 70,27 48,88
4 +1 (20,24) +1(7,5) -1 (7) 73,75 67,56
5 -1(9,52) -1(5,5) +1(13) 11,46 12,22
6 +1(20,24) -1(5,5) +1 (13) 20,64 30,9
7 -1(9,52) +1(7,5) +1 (13) 22,90 28,24
8 +1(20,24) +1(7,5) +1 (13) 45,37 46,92
9 -1,68 (5,95) 0 (6,5) 0 (10) 17,57 28,46
10 +1,68 (23,81) 0 (6,5) 0 (10) 60,15 59,84
11 0 (14,88) -1,68 (5,0) 0 (10) 13,65 10,06
12 0 (14,88) +1,68 (8,0) 0 (10) 22,72 36,97
13 0 (14,88) 0 (6,5) -1,68 (0) 46,10 71,95
14 0 (14,88) 0 (6,5) +1,68 (20) 39,41 37,28
15 0 (14,88) 0 (6,5) 0 (10) 55,33 54,62
16 0 (14,88) 0 (6,5) 0 (10) 57,70 54,62
17 0 (14,88) 0(6,5) 0(10) 52,65 54,62

* Y (resposta experimental) e Y (resposta estimada) do DCCR utilizando as variaveis X; (concentragdo de
glutaraldeido), X, (pH) e X; (tempo de agitagdo durante a imobilizagao).
** Tempo de ligagdo (h): agitacdo/repouso.
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Tabela 3 - Matriz dos ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR) com as
variaveis independentes e resposta experimental e estimada para os efeitos de pH
¢ temperatura na taxa de imobilizagdo (%).

Codificado (real)
Experimentos pH T (°C) Atividade
%, (X1) % (X2) relativa (%)
1 -1(4,0) -1(35) 83,62
2 -1(4,0) +1 (65) 18,24
3 +1 (7,0) -1(35) 30,07
4 +1(7,0) +1 (65) 6,00
5 -1,41 (3,0) 0 (50) 29,87
6 +1,41 (8,0) 0 (50) 23,22
7 0(5,5) -1,41 (25) 30,90
8 0(5,5) +1,41 (75) 5,58
9 0(5,5) 0 (50) 94,83
10 0(5,5) 0(50) 100

11 0(5,5) 0 (50) 83,62
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Tabela 4 — Resultados de liberagao de glicose apods aplicagdao de B-glicosidase imobilizada
em extrato aquoso de soja comercial.

Tempo de incubacgao Teor de glicose Aumento do teor de
(min) (mg/mL)* glicose (%)

0 0,984+0,006 -

2 1,129+0,016 14,79

5 1,257+0,007 27,81

10 1,286+0,004 30,77

15 1,298+0,008 31,95
20 1,333+0,009 35,50
30 1,350+0,008 37,28
45 1,379+0,011 40,24
60 1,420+0,005 44,38
75 1,426+0,006 44,97
90 1,437+0,006 46,15
120 1,455+0,005 47,92

* Médias + erro padrdo da média (n=3).



Figura 1 — Curvas de contorno para o efeito do pH, da concentragdo de glutaraldeido e do
tempo de agitacdo sobre a taxa de imobilizacdo de B-glicosidase em quitosana.
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Figura 2 — Curvas de contorno para o efeito do pH, teor de proteinas e tempo de agitacdo
sobre a taxa de imobilizacdo de B-glicosidase em quitosana
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Figura 3 - Efeito da temperatura e pH na atividade de B-glicosidase imobilizada.
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Figura 4 - Estabilidade da B-glicosidase nas condi¢des otimas de pH e temperaturas de 30,

120

100

80

60

40

20

50 e 70°C.

S

50

100 150

Tempo (min)

=4—30°C
== 50"C

=ae=70°C



Atividade residual {%)

Figura 5 - Estabilidade operacional na atividade da B-glicosidase imobilizada.
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Figura 6 -
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Efeito de ions metélicos, compostos organicos e agucares na atividade de [-
glicosidase imobilizada.
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NORMAS DE PUBLICACAO 2010

GERAL - Serao considerados para publicagdo na Revista Quimica Nova manuscritos que
cubram as areas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica,
Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas afins, desde que
tenham acentuado conteudo quimico. Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das
modalidades abaixo:

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos de
pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo Introducdo, Resultados e
Discussdo, Parte Experimental etc, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as
paginas deverdo ser numeradas.

Artigos de Revisdo (em portugués, inglés ou espanhol): destinados a apresentagdo do
progresso em uma area especifica de Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica do
estado da arte do ponto de vista do especialista altamente qualificado e experiente. Deverao
ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas
deverdo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida 4rea, o autor tenha publicacdes que comprovem a sua
experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, o autor devera submeter a
editoria, por e-mail, um resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta
explicativa da pertinéncia do trabalho. O material serd analisado pelos Editores e, uma vez
aprovado, sera solicitado ao autor o envio do manuscrito completo, dentro das normas de
ON, e s6 entdo sera dado inicio ao processo de avaliacdo pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN podera, eventualmente, convidar pesquisadores qualificados para
submeter artigo de revisdo.

Artigos sobre Educacio (em portugués ou espanhol): trabalhos de pesquisas relacionadas
ao ensino de Quimica e divulgacdo de experiéncias inovadoras no ensino de graduagdo e
pos-graduacdo. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc
e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Notas Técnicas (em portugués, inglé€s ou espanhol): trabalhos de comunicag¢ao de métodos,
validagdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no laboratério de
origem do autor do manuscrito. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras,
tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglés ou espanhol): abordagem de assuntos de interesse
geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de graduagdo e pos-graduacao,
historia da quimica. etc. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas,
esquemas etc. e todas as paginas deverdo ser numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser digitados em
espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um unico
arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de
ON. A revista ndo aceita mais a submissdo de trabalhos por outra forma.

A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos autores. Havendo
autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente apds o nome de cada
autor. Os autores deverdao ser agrupados por endereco. O autor para correspondéncia, que
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devera ser o mesmo que submete o artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*) e
seu e-mail colocado no rodapé da pagina (um so6 e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract), com no
maximo 100 (cem) palavras, e a indicagdo de 3 palavras-chave (keywords), também em
inglés.

As figuras (incluindo gréficos, esquemas, etc) deverdo ser em niimero maximo de 7 figuras
simples e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior
ver o item Material Suplementar. As figuras, tabelas, esquemas, etc deverdo ser colocadas
apos as referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas,
deverdo ser em alta resolucdo (800 dpi/bitmap para tragos).. No caso particular de
esquemas contendo estruturas quimicas, estas deverao ter sempre a mesma dimensao, para
que possam ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grafica. Considerar que as
figuras deverdo ter largura maxima de uma coluna (8,5 cm).

Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando da publicagao.
Esse valor s6 podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto para ser
publicado, ocasido em que a grafica fornece o orcamento.

Para figuras, graficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados anteriormente na
literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacdo junto a empresa/sociedade
cientifica que detenha os direitos autorais e envia-la a editoria de QN junto com a versao
final do manuscrito.

As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de expoentes,
apos a pontuacdo (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final do texto.
As legendas das figuras, graficos e esquemas deverao ser colocadas em uma Unica folha a
parte, separadas das figuras. A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, os
esquemas, as tabelas e os quadros. Colocar os titulos acima de cada tabela. No texto, devera
ser indicada apenas a inser¢ao de cada um(a).

Referéncias

Revistas:

Ser4 utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source
Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma
determinada revista ndo puder ser localizada e nao for 6bvio como o titulo deve ser
abreviado, deve-se citar o titulo completo.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso, ¢ recomendado citar o seu
numero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. L.; Izv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708. (CA 85:780515s).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas ndo a referéncia completa, citar doi da seguinte maneira:
Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L. H.;
Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma
lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas ¢ o seguinte:

4. Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.;
Andrade, C. H. S.; Guimaraes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc.
1996, 7, 123; Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova
2001, 24, 473.

Patentes:
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Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel o niimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, I.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai
Tokkyo Koho 79 73,771 1979. (CA 91:P193174v)

6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T. Br PI 9.604.468-3, 1999.

Livros:

com editor(es).

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz,
M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5™ ed., Wiley: New York,
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Programas de computacéo (Softwares):
10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade
de Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:
11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Brasil, 1997.

Material apresentado em Congressos:
12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20" Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:
http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material ndo publicado:

Para material aceito para publica¢do: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo. Para
material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhdes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc.,
submetido. Para trabalho ndao publicado ou comunicagdo pessoal: Magalhdes, U. H.;
trabalho nao publicado ou Magalhaes, U. H., comunicacdao pessoal. Os resultados nao
publicados s6 poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua
obtencao.

Os autores devem procurar seguir, naquilo que for possivel, as normas recomendadas pela
IUPAC, inclusive o Sistema Internacional de Unidades. Sobre a nomenclatura de compostos
(organicos e inorganicos) ja ha traducdes para a lingua portuguesa publicadas em QN.
Quanto aos Simbolos e Terminologias, onde nao ha tradugdo, espera-se que adaptagdo seja
feita pelos autores, criando entdo, paulatinamente, um conjunto de normas em portugueés.

SUBMISSAO DOS ARTIGOS — A ON oferece aos autores a submissio on line, que pode
ser acessada através do registro de Login e Senha. E possivel registrar-se em nossa home
page (http://quimicanova.sbq.org.br) usando a op¢do Novo Usuario.Usudrios da plataforma
do JBCS, ja estdo cadastrados na base (pois ela ¢ comum as duas revistas), devendo utilizar
o mesmo Login e Senha. Apds estar cadastrado no sistema, o autor pode facilmente seguir
as instrucoes fornecidas na tela. Sera solicitada a submissdo de um tUnico arquivo do
manuscrito completo, em formato .pdf. Esta disponivel uma ferramenta para gerar o arquivo
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pdf, a partir de arquivo .doc ou .rtf, com envio automatico para o e-mail do autor. Tao logo
seja completada a submissdo, o sistema informard automaticamente, por e-mail, o coédigo
temporario de referéncia do manuscrito, até¢ que este seja verificado pela editoria. Entdo sera
enviado e-mail com o nimero de referéncia do trabalho.

Se ndo for recebido o e-mail com cdodigo de submissdo temporaria, por algum motivo, a
submissao ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-
la. Depois desse prazo, o sistema nao permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor poderd acompanhar, diretamente através do sistema, a situa¢do de seu manuscrito.
Ao fazer a submissdo, solicita-se uma carta de apresentacdo, que deverd ser digitada no
local indicado, sendo obrigatéria a apresentacdo dos e-mails de todos os autores. Além
disso, devem ser enviados também os nomes, institui¢des a que pertencem e e-mails de trés
ou quatro possiveis assessores, que ndo podem pertencer a(s) mesma(s) instituicao(des) dos
autores.

Material Suplementar — Esta modalidade foi criada para que na versao impressa da revista
apareca 0 numero estritamente necessario de figuras e tabelas (6 a 7 figuras simples).
Ressalta-se que, como este material ficara disponivel apenas na versdao on line, figuras,
tabelas e ilustragdes coloridas apresentadas na forma de material suplementar nao terdo
custo repassado aos autores, nem limite de paginas. Porém, devem ter boa qualidade gréfica.
O material suplementar devera ser colocado no final do trabalho, com indicagdo clara.
Deveré ser submetido um tnico documento .pdf, incluindo o material suplementar.

Os Editores poderao solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitagdo, a separacdo de
Material Suplementar.

MANUSCRITOS REVISADOS — Manuscritos enviados aos autores para revisao deverao
retornar & Editoria dentro de prazo maximo de trinta dias ou serdo considerados retirados,
sendo que o sistema encerra o processo, ndo permitindo que seja reaberto. Vencido o prazo,
devera ser feita nova submissdo, dando inicio a um novo processo.

A submissao do manuscrito revisado devera ser feita pelo mesmo autor, usando o Login e a
Senha registrados anteriormente. O autor deve seguir as instrugdes fornecidas na tela, para
envio do documento .pdf completo da versdo revisada e das respostas aos assessores,
detalhando as alteracdes feitas na nova versdo e justificando as alteracdes sugeridas nos
pareceres ¢ que nao foram aceitas pelos autores. Esses dois arquivos devem ser enviados
através da secdo Envio de Nova Versao, na Pagina do Autor, no sistema de submissdo on
line de ON.

Tao logo seja completada a submissdo o sistema informara automaticamente, por e-mail, o
codigo temporario de referéncia do manuscrito, até que ele seja verificado pela editoria.
Entdo sera enviado e-mail contendo o nimero de referéncia do trabalho.

Se nao receber o e-mail com codigo de submissdo tempordria, por algum motivo, a
submissao ndo foi completada e o autor terd prazo maximo de 5 (cinco) dias para completa-
la. Depois desse prazo, o sistema nao permite o envio, devendo ser feita nova submissao.

O autor poderd acompanhar, diretamente através do sistema, o status de seu manuscrito.
VERSAO FINAL - Quando for solicitada a versdo final, o autor recebera instrucdes
especificas quanto a programas para envio de arquivos (texto, figuras, tabelas, etc) .
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contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam
ser reduzidas uniformemente.

A Editoria de QN reserva-se o direito de efetuar, quando necessario, pequenas
alteragoes nos manuscritos, de modo a adequda-los as normas da revista ou tornar seu estilo
mais claro, respeitando, naturalmente, o conteudo do trabalho. Qualquer que seja a
natureza do manuscrito submetido, ele deve ser original em nivel de metodologia,
informagdo, interpretagdo ou critica. A qualificagdo do trabalho serd atestada por dois
consultores, indicados pela Editoria.

5.2 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS CIENTIFICOS

O trabalho intitulado “Imobilizacdo de B-glicosidase em quitosana” foi
apresentado no V Workshop de Biocatalise e Biotransforma¢do da Universidade Estadual de
Maringa — Maringa/PR.

O trabalho intitulado “Otimizagdo das condi¢des de ativacdo de quitosana
para imobilizagdo de cotilédones de soja” foi apresentado no I Congresso Sul Americano de

Farmacia da Universidade Estadual de Maringa — Maringé/PR.
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Imobilizacao de B-glicosidase em quitosana
Grade, L. C., Oliveira, C. F., Orcioli, A. M., Ribeiro, M. L. L.

Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Universidade Estadual de Londrina, Rod. Celso Garcia
Cid Pr 445 Km 380, Campus Universitario, CEP 87020-900,
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* Corresponding author. Tel./Fax: +55-43-3371-4270 ; e-mail:maraluciaribeiro@uel.br

palavras-chave: B-glicosidase, imobilizagdo, quitosana.

INTRODUGAO |

A imobilizagdo de enzimas tem sido
utilizada na industria, pois favorece a sua
aplicacdo por periodos prolongados, em
processos continuos ou semicontinuos’.
Entretanto, as matrizes a serem utilizadas
devem ser atdxicas, baratas e renovaveis, tais
como, quitina, alginato, agar etc.

As B-glicosidases (B-D-glicosideo
glicohidrolase, EC 3.2.1.21) s&o enzimas
capazes de clivar as ligagdes B-glicosidicas de
di e/ou oligosacarideos, ou outros conjugados
glicosidicos, liberando glicose e séao
amplamente distribuidas na natureza. Estas
enzimas  hidrolisam as isoflavonas -
glicosidicas (genistina, daidzina e dlicitina) e
liberam as isoflavonas agliconas (genisteina,
daidzeina. e -gliciteina) que apresentam acao
benéfica na saude humanaz Assim, podem
ser aplicadas'em produtos nao fermentados de
soja, produzindo alimentos funcionais.com,teor
elevado de liconas?. Este frabalho teve
como objetivo imobilizar B-glicosidase extraida
de soja utilizando como suporte granulos de
quitosana compostos por ligagdo cruzada com
glutaraldeido em diferentes concentragoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO |

A B-glicosidase purificada  de
cotilédones de soja foi utilizada para
imobilizagdo em esferas de quitosana 1%. As
esferas foram incubadas com glutaraldeido
variando de 0,5 a 5,0% (v/v) por 8 h a 37°C.
Para a imobilizagao, as esferas ativadas e a (3-
glicosidase de soja (26,4 UA mL™" de solugao)
foram mantidas a 4°C por 20 h3. Na Tabela 1
observa-se os resultados da imobilizagao (%)
em relagdo a concentragdo de glutaraldeido
(%) utilizada. A taxa de imobilizagéo (%) foi

calculada a partir da relagao entre a atividade
especifica da enzima imobilizada pela
atividade especifica da enzima livre
multiplicado por 100. Assim, observa-se que a
B-glicosidase foi imobilizada nas esferas de
quitosana 1% ativadas com diferentes
concentragbes de glutaraldeido. A taxa de
imobilizagdo da enzima aumentou conforme o
aumento de glutaraldeido, sendo que o melhor
resultado foi obtido na concentragdo de 4%.
Acima desta concentracdo, n&o ocorreu
aumento na taxa de imobilizagdo da enzima.

Tabela 1. Porcentagem de imobilizagdo em
esferas de quitosana preparadas nas diversas
concentragdes de glutaraldeido.

% glutaraldeido % imobilizagao

0,5 70,73
1 69,38
2 73,28
3 78,07
4 82,15
5 80,78

CONCLUSAO

A imobilizacdo de pB-glicosidase em
quitosana 1% foi eficiente.
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OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ATIVACAO DE QUITOSANA PARA
IMOBILIZACAO DE p-GLICOSIDASE DE COTILEDONES DE SOJA
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Imobilizacao de B-glicosidase em quitosana
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INTRODUCAQ

A imobillizacio de enzimas tem sido utilizada na indistria por favarecer sua aplicagdo
por pericdos prolongados®, Entretanto, as matrizes a serem wtilizadas devem ser atdxicas, de
baixo custo, renoviveis ¢ biodogradaveis, tals como, quitina, alginato, agar etc.

As B-gicosidases (B-D-ghoosides glicohidrolase, EC 3.2.1.21) sio enzimas capazes do
clivar as ligagdes -glicosidicas de di o/ou oligosacaridecs, ou outros conjugades glicosidices,
libgrando glicose ¢ sio amplamante distribuidas na natureza, Estas enzimas hidrollsam as

il B-glicosidicas (genttina, daidsina & gliciting) e liberam as boflavenas aglconas
(genisteina, daidzeina e glciteina) (Figura 1] as quais apresentam agio benéfica na sadde
humanat,

Estas enzimas tem recebida atengdo especial dovido & sua aplicagio biotecnoldgica o
ndustrial podenda sor utilizada em produtas nio fermentados & base de sofa, produzinde
alimentos funclonals com alto weor de agliconas”,

. By THiEy
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OBIETIVO

Imobilizar B-glicosidase extraida de soja utilizando como suporte g;r.\nulm. de
quitasana compastos por ligagio cruzada lutarabdeido em diferent

METODOLOGIA
PREPARO DAS AMOSTRAS

Amastras de sofa foram previamente sedecionadas e moidas para obtengio de farinha
de cotilédones.
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A tana de imobilizagio (%) fol calculada a partir da relagSo entre a atividade especifica
da enzima imobilizada pela atividade especifica da enzima livre, multiplicado por 100,

RESULTADOS

Observa-se que a f-gheosidase fol imobilizada nas esteras de guitosana 1% ativadas
com diferentes concentragles de glutaraldeida. A taxa de imobilizacio da enzima aumentou
conforme o aumento de glutarabdeido, sendo gque o melhor resultado foi obtido na
concentragio de 4%. Acima desta concentragio, ndo ocomeu aumento na taxa de
imabilizagho da enrima.
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CONCLUSAD

A partir dos resultados, conclui-se que a imobifizagSa de -glicosidase em quitosana 1%
foi eficiente.
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Biotecnologia.

Palavras-chave: quitosana, B-glicosidase, imobilizagao.
Introducio

A imobiliza¢do de enzimas tem sido utilizada na industria, favorecendo a sua aplicacdo por periodos
prolongados, em processos continuos ou semicontinuos. No entanto, as matrizes a serem utilizadas
devem ser atoxicas, baratas e renovaveis, tais como, quitina, alginato, agar etc.

As B-glicosidases (B-D-glicosideo glicohidrolase, EC 3.2.1.21) sdo enzimas capazes de clivar
as ligagdes P-glicosidicas de di e/ou oligosacarideos, ou outros conjugados glicosidicos, liberando
glicose e estdo amplamente distribuidas na natureza. Estas enzimas hidrolisam as isoflavonas -
glicosidicas (genistina, daidzina e glicitina) e liberam as isoflavonas agliconas (genisteina, daidzeina e
gliciteina) que apresentam agdo benéfica na saude humana. Desse modo, podem ser aplicadas em
produtos nao fermentados de soja, produzindo alimentos funcionais com teor elevado de agliconas. O
objetivo deste trabalho foi otimizar a ativacdo dos granulos de quitosana compostos por ligacdo
cruzada com glutaraldeido para imobiliza¢do de B-glicosidase extraida de soja, utilizando metodologia
de superficie de resposta.

Materiais e métodos
Preparagdo de granulos de quitosana

A solucao de quitosana (1% p/v) foi preparada em agua MilliQ com 1,5% (v/v) de acido acético e
aquecida a 60°C. Uma seringa, com extremidade envolvida em parafilme, foi preenchida com solugéo
de KOH IN a 37°C. Esta solugdo passou por um poro de lmm de didmetro no parafilme, sendo
adicionada gota a gota sobre a solucdo de quitosana. Os granulos de aproximadamente Smm de
diametro obtidos foram imediatamente lavados com agua MilliQ e armazenados em agua a 4°C, até a
etapa de ativagdo com glutaraldeido.

Ativag¢do com glutaraldeido

Os granulos de quitosana foram ativados por 8h a 37°C com glutaraldeido através de um planejamento
fatorial completo 2° com 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17 experimentos. Foi avaliada
a influéncia das variaveis concentracao de glutaraldeido (0; 1,7; 2,5; 4,2 ¢ 5%), pH (5; 5,5; 6,5; 7,5 ¢
8) e tempo de agitacdo (0, 2, 4, 6 ¢ 8h) na taxa de imobilizagdo da -glicosidase. Apds a incubagdo, os
granulos foram lavados com tampao tris-acetato 0,1M com pH variando de 5 a 8 e armazenados no
mesmo tampao até serem utilizados.

A fungdo resposta foi determinada pela relacdo entre a atividade especifica da enzima
imobilizada e a atividade especifica da enzima soltivel multiplicada por 100. A atividade especifica da
enzima imobilizada foi determinada subtraindo a atividade especifica durante a lavagem (enzima nao-
imobilizada) da atividade especifica da enzima soluvel.

Imobilizacdo em granulos de quitosana

Para a imobilizagdo da B-glicosidase em quitosana, os granulos ativados foram incubados com 1 mL
de solugdo enzimatica (181,62 UA / mL) por 20h a 4°C sob leve agitacdo e lavados com tampao tris-
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acetato 0,1M pH 7,6 para remover a enzima nao-imobilizada. Foram feitas determinagoes de atividade
e teor de proteinas nos tampdes de lavagem para posterior calculo da taxa de imobilizagao.

Resultados e Discussao

O modelo matematico obtido para a taxa de imobilizacdo (%) da B-glicosidase foi significativo em
nivel de 5% de significancia (p<0,05), apresentando r? igual a 0,85704, ou seja, 85,70% dos dados
estdo ajustados ao modelo. A concentracdao de glutaraldeido e o pH foram significativos (p<0,05) no
modelo obtido. O grafico de superficie de resposta gerado mostrou que os melhores resultados foram
obtidos em valores de pH mais elevados (7,5 ¢ 8) e em maiores concentragdes de glutaraldeido (5%)
(Figura 1).

Como o tempo de agitacdo ndo foi significativo (p>0,05) na ativacdo dos granulos de
quitosana, foi realizado novo planejamento experimental, um delineamento fatorial completo 2% com 2
repeticdes no ponto central (6 experimentos) onde foi avaliada a influéncia da concentragdo de
glutaraldeido (5, 6 € 7) e do pH (7, 8 ¢ 9) na taxa de imobilizagdo (%) de B-glicosidase, sendo fixo o
valor do tempo de agitagdo em 4h. Os resultados deste novo planejamento mostraram que apenas a
concentracdo de glutaraldeido foi significativa (p<0,10), com r?> de 0,92532, ou seja, 92,53% dos dados
ajustados ao modelo. Estes dados geraram um grafico de superficie de resposta que mostra como as
maiores taxas de imobilizagdo foram observadas quando se empregou maior concentracdo de
glutaraldeido (5%) (figura 2).

Figura 1 — Superficie de resposta para taxa de imobilizacdo de B-glicosidase em funcao do
pH, quantidade de glutaraldeido (%) e tempo de agitacdo (h).
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Figura 2 — Superficie de resposta para taxa de imobilizacdo de B-glicosidase em func¢ao do
pH e quantidade de glutaraldeido (%), com tempo de agitagdo fixado no nivel
intermediario.
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Pode-se observar que nos dois delineamentos a concentracao de glutaraldeido foi significativa,
o que pode ser explicado pelo fato deste reagente atuar como um ligante bifuncional ao formar pontes
entre os grupos aminados da quitosana e da enzima.

Conclusoes

Apés a realizagdo de dois delincamentos experimentais, observou-se que a concentracdo de

glutaraldeido foi a variavel significativa na ativagdo dos granulos de quitosana para imobilizagao de [3-
glicosidase de soja.
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INTRODU cﬂD Como o tempe de agitagio ndo fol significative (p=0,05) na ativagio des grinulos

A Imobilizacio de enzimas tem sido utilizada na indistria, favorecendo a sua
aplicagho por periodes prolongados, em processos continucs ou semicontinuos?, As
matrizes a serem utilizadas devem ser stoxicas, baratas @ renovivels, tis como,
quiting, alginato, agar ete.

Az feglic ip-D-g lase, EC 3.21.21) sbo enzimas
capazes de clivar as ligagoes p-gl-cr.nldlcm. o8 & eiou oligosacaridecs, ou outros
conjugados glicesidicos, Eberando glicose (Figura 1), Estas enzimas hidrolisam os
isoflavonas P-glicosidicas (genistina, daldzina e glicitina) e liberam as isoflavonas
agliconas (genisteina, daidzeina @ gliciteina) que apresentam acio bendfica na sadde
humana. Desse mado, podem ser aplicadas em produtos ndo fermentados de sofa,

produzindo alimentos funcionals com teor elevado de agliconas®.
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OBJETIVO

Otimizar o ativacao de grinulos de quitosana compostos por ligagdo cruzada
com glutaraldeide para imobilizacio de P-glicosidase extraida de sofa, wtilizando
metedologia de superficie de resposta.

METODOLOGIA

Preparacio e ativacdo de grimdos de quitesana com glutaraldeido”

O prepare dos granulos de quitcsana ¢ sua atlvagio com glutaraldeido pode ser
observado na Figura 2. Fol utilizade um planejamento fatorial completo 2° com 4
ponios axisis @ 3 pontos centrais. A concentragio de glutaraldeido variou de 0 a 5%
{viv), ® os tempos de agitacio, de O a Bh, Apds a incubacho, os granulos foram
lavados com tampao fris-acetato 0,1M com pH de 5 a 8 @ armazenados no mesmoe
tampao até seremutilizados.
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Figura 2. Precaro ¢ ativecho dow grinalos de qui osena com glulwraldeido

imobilizacdo da B-glicosidese em grinufes de quitosana

Para a imobilizacio da f-glicosidase em quitosana, o2 grinulos ativados foram
incubados com 1 mL de solucio enzimdtica (181,62 WA [ mL) por 20k a 4°C sob leve
agitacho ¢ lavados com tampdo tris-acetato 0,1M pH 7.8 para remover a enzima nio-
imobilizada. Foram feitas determinagtes de atividade ¢ teor de proteinas nos tampbes
de lavagem para posterior calculo da taxa de imobilizagao,

RESULTADOS

O maodelo matemdtico obtide para a taxa de Imobilizagio (%) da p-glicosidase fol
sinificative em nivel de 5% de significdncia, com r* de 0.85704. A concentracho de
glutaraldeido & © pH foram significativos. Mo grifico de superficle de respost
observa-se que os melhores resultados foram obtidos em valores de pH mats
elevados (7,6 §,0) & em malores concentragies de glutaraldeids (5%) (Figura 3).

de quitosana, foi realizado nove planejaments experimental, um delineamerte Tatorial
eompleto 2° ande foi avaliada o influéneia da concentracdo de glutaraldelds & do pH na
taxa de imobilizacio (%) da p-glicosidase, sendo fixo o tempo de agitacio em 4h. Os
resultados deste novo plinefamento mostrafam gque apeénas a concentracio de
glutaraldeide fol significativa (p=0,10), com r' de 092532, Estes dados geraram um
grifice de superficie de resposta (Figura 4) que indicou que as taxas de imobilizagio
supertores foram observodss quande fol utizado o moler concentragho de
glutaraldeido.
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Figura 4 Superficie de resposha pane tace de imobdizacbo de frgicosidase em inglo dogh e
masntdacs de Quterakasido (%), £om 1Empn de EgRago Nada no nivel inbemedbana {ih

CONCLUSAD

A partir dos resultados, conclui-se que a imobllizacie de p-glicosklase em
quitesana 1% ativada com glutaraldeido foi mais eficiente com a utiiizache de maior
concentragio de glutaraldeida na ativagio das esferas de quitosana,
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6 CONCLUSOES

Nos ensaios realizados no planejamento fatorial composto central para a
etapa de ativacdo de granulos de quitosana, verificou-se que a concentracdo de glutaraldeido,
o pH e o tempo de agitagdo foram varidveis significativas para aumentar a taxa de
imobilizacdo (%) de B-glicosidase, sendo os valores 6timos de 2,5% de glutaraldeido, pH 7,5
e 8 h de agitagdo.

Para a etapa de imobilizagdo enzimatica, nos ensaios realizados no
planejamento fatorial composto central, foi observado que o teor de proteinas adicionado, o
pH e o tempo de agitagao foram significativos para o aumento na taxa de imobilizacao, sendo
6timos os valores de 23,81 mg de proteinas, pH 6,5 e 7 h de agitagao.

Os valores de temperatura e pH Otimos para B-glicosidase imobilizada
foram 50 °C e 5,5, respectivamente. A enzima imobilizada foi estavel a 30°C, enquanto a
50°C perdeu 47% da atividade ap6s 1 h de incubacgao.

A B-glicosidase imobilizada apresentou meia-vida de 7 ciclos, sofreu
reducdo de 75% de sua atividade em 13 ciclos, foi fortemente inibida por HgCl, e glucona-o-
lactona e ativada por MnCl, e MnSOs,.

A aplicagdo da B-glicosidase imobilizada em extrato aquoso de soja
mostrou-se eficiente na liberagdo de glicose e, portanto, na liberacdo de isoflavonas

agliconas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo envolvendo imobilizagao de B-glicosidase extraida de cotilédones
de soja ¢ inédito e os resultados obtidos neste trabalho iniciam novas perspectivas para a sua
aplicag¢do. Entdo ¢ necessario dar continuidade dos estudos para otimizag¢ao das condi¢des de

imobilizacao e emprego de novos suportes para possivel aplicacao industrial.
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ANEXOS
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ANEXO A

Tabela 1 - Coeficientes de regressdo, efeitos estimados e erros padrdo das varidveis X
(concentracao de glutaraldeido), X, (pH) e X3 (tempo de agitagdo) no DCCR da
etapa de ativacdo dos granulos de quitosana com glutaraldeido.

R? = 0,85704

Variaveis' Coeficientes de regressao Efeitos Erro padrao
Meédia 25,47786 25,47786 0,540342
x; G (L)* 4,60568 9,21136 0,507796
%1 G(Q)* -2,91901 -5,83802 0,559427
%, pH (L)* 7,38206 14,76413 0,507796
%, pH (Q) 0,00581 0,01161 0,559427
x3 T (L)* 2,09331 4,18662 0,507796
x3 T (Q)* 2,75170 5,50339 0,559427
G (L) x pH (L)* -4,41625 -8,83250 0,663174
G@L)xT(L) -0,93375 -1,86750 0,663174
pH (L) x T (L) -1,17625 -2,35250 0,663174

Wariaveis - G: % de glutaraldeido; T: tempo de agitagao/repouso; Efeitos - L: linear; Q: quadratico.
*Valores significativos (P<0,05)
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ANEXO B

Tabela 2 — Andlise de varidncia (ANOVA) para o modelo que representa a taxa de
imobilizacdo pelas varidveis X1 (concentragdo de glutaraldeido), X2 (pH) e X3
(tempo de agitacdo) na etapa de ativacdo dos granulos de quitosana com

glutaraldeido.
2=(,85704
Variaveis' Soma
quadratica GL QM F P
%, G (Ly* 289,4376 1 289,4376 329,0559 0,003025
%, G(Q)* 95,792 1 95,7919 108,9040 0,009058
1
%, pH (L)* 743,572 1 743,5718 845,3522 0,001181
1 4 4 21
%> pH (Q) 0,000 0,000 0,000 0,9853
% T (L)* 59,791 1 59,7908 67,9750 0,014394
% T (Q)* 85,125 1 85,1255 96,7775 0,010176
G (L) x xpH (L)* 156,026 1 156,0261 177,3830 0,005590
GML)xT(L) 6,975 1 6,9751 7,9299 0,106363
pH (L) x T (L) 11,069 1 11,0685 12,5836 0,071098
Lack of fit* 252,326 5 50,4652 57,3729 0,017219
Erro puro 1,759 2 0,8796

"VWariaveis - G: % de glutaraldeido; T: tempo de agitagdo/repouso; Efeitos - L: linear; Q: quadratico.
* Valores significativos (P<0,05)
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ANEXO C
Tabela 3 - Coeficientes de regressao, efeitos estimados e erros padrdo das variaveis X1 (teor

de proteina), X2 (pH) ¢ X3 (tempo de agitagdo) no DCCR da etapa de
imobilizacdo de B-glicosidase de cotilédones de soja em granulos de quitosana.

R?*=0,77316
Variaveis! Coeficientes de Efeitos Erro padrao
regressio

Média 54,6225 54,6225 1,455870
x; mg de proteina (L)* 9,3448 18,6896 1,367378
x| mg de proteina(Q)* -3,7054 -7,4108 1,504999
x,pH (L)* 8,0080 16,0160 1,367378
%, pH (Q)* -11,0151 -22,0302 1,504999
x3 T (L)* -10,3231 -20,6462 1,367378
%3 T (Q) -2,3283 -4,6566 1,504999
G([@L)x pH (L) -0,5138 -1,0275 1,786566
G(L)xT(L) 0,9113 1,8225 1,786566
pH(@L)x T (L) -2,7213 -5,4425 1,786566

'Variaveis - T: tempo de agitacdo/repouso; Efeitos - L: linear; Q: quadratico.
*Valores significativos (P<0,05)
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ANEXO D

Tabela 4 — Analise de variancia (ANOVA) para o modelo que representa a taxa de
imobilizacdo pelas variaveis X1 (teor de proteina), X2 (pH) e X3 (tempo de
agitacdo) na etapa de imobilizagdo de B-glicosidase de cotilédones de soja em
granulos de quitosana.

z=0,77316
Variaveis' Soma
quadratica GL QM F P

x| mg de proteina (L)* 1192,592 1 1192,592 186,8202 0,005310
x; mg de proteina (Q)* 154,782 1 154,782 24,2467 0,038855
x,pH (L)* 875,784 1 875,784 137,1921 0,007210
%, pH (Q)* 1367,829 1 1367,829 214,2712 0,004635
x3 T (L)* 1455,364 1 1455,364 227,9837 0,004358
%3 T (Q) 61,112 1 61,112 9,5733 0,090501
G (L) x xpH (L) 2,112 1 2,112 0,3308 0,523285
G@L)xT(L) 6,643 1 6,643 1,0406 0,414985
pH(@L)x T (L) 59,242 1 59,242 9,2802 0,092973
Lack of fit* 1447,095 5 289,419 45,3377 0,021721

Erro puro 12,767 2 6,384

"Variaveis - T: tempo de agitagdo/repouso; Efeitos - L: linear; Q: quadratico.
* Valores significativos (P<0,05)
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ANEXO E

Efeito da concentracdo de p-NPG (mM) na atividade de B-glicosidase de
cotilédones de soja imobilizada em granulos de quitosana (Grafico de
Michaelis-Menten).

Vmax=1,118 pmol de p-NP/min
Km=0,4336 mM
R*=10,9217

10 15 20 25

Concentracio de p-NPG (mM)
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ANEXO F

Figura 2 - Granulo de quitosana 1% ativado com glutaraldeido.




