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Resumo: Bucha vegetal ativada com trimetafosfato de sédio foi utilizada como suporte
para a imobilizacdo da P-glicosidase, com o objetivo de propor um novo sistema
catalitico econémico e ndo tdoxico para a aplicacdo industrial. A B-glicosidase foi
obtida a partir de grdos de soja e parcialmente purificada por precipitacdo fracionada
com sulfato de amonio e imobilizada em bucha vegetal tfratada. A bucha foi tratada
por lavagem com dgua quente e fria e depois ativada com trimetafosfato de sédio. O
procedimento de imobilizacdo foi otimizado, e a enzima imobilizada foi caracterizada
por testes de estabilidade térmica, pardmetros cinéticos (Km e Vmax) e reutilizacdo.
Concluiu-se que a bucha vegetal, em sua estrutura natural, apresenta bons resultados
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de imobilizacdo. O trimetafosfato de sédio foi um ativador eficiente. A estabilidade
térmica da enzima imobilizada aumentou quando comparada a enzima livre. Foi
possivel reutilizd-lo cinco vezes antes que houvesse uma queda repentina na atividade.
Portanto, o sistema € uma boa alternativa para a indUstria, oferecendo uma opcdo
segura e de baixo custo.

Palavras-chave: Bucha vegetal. B-glicosidase. Trimetafosfato de sédio.

Immobilization of soybean B-glycosidase in loofa sponges (Luffa cylindrica) using
sodium trimetaphosphate as activator

Abstract: Loofah sponge activated with sodium trimetaphosphate was used as support for
the immobilization of B-glycosidase, with the objective to propose a new economic and
non-toxic catalytic system for the industrial application. of B-glycosidase was obtained
from soybeans grains and partially purified by fractional precipitation with ammonium
sulfate and immobilized in treated loofa sponge. The loofa was freated by washing with
hot and cold water and then activated with sodium frimetaphosphate. The immobilization
procedure was optimized and the immobilized enzyme was characterized by thermal
stability tests, kinetic parameters (K_andV__ ) andreuse. It was concluded that the alkaline
freatment was not efficient for the immobilization, and the loofa sponge in its natural
structure presents good immobilization results. Sodium frimetaphosphate was an efficient
activator. The thermal stability of the immobilized enzyme increased when compared
fo the free enzyme. It was possible to reuse it 5 times before there was a sudden drop in
activity. Therefore the system is a good alternative for the industry, providing a low cost
and safe option.

Keywords: Loofah sponge. B-glycosidase. Sodium frimetaphosphate.

1 INTRODUCAO

As B-glicosidases (RB-D-glicosidio hidrolases, E.C. 3.2.1.21) sdo um grupo de enzimas
que afuam em ligacdes glicosidicas, presentes em dissacarideos, oligossacarideos
e outros glicosideos conjugados, hidrolisando-se e liberando glicose.! Nos vdarios
organismos em que sdo encontradas, as P-glicosidases apresentam diversas funcoes,
e é essa diversidade que possibilita sua utilizacdo em diferentes ramos e processos
industriais. Na indUstria alimenticia, essas enzimas desempenham um papel importante

na sacarificacdo, fermentacdo e producdo de aromas, chds, vinhos, sucos de frutas
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e celulose.? Também sdo utilizadas pela indUstria de combustiveis em matérias-primas
renovdAveis para conversdo de biomassa lignocelulésica em acUcares fermenteciveis.®
Porém, seu uso ainda é limitado em razdo da instabilidade de sua estrutura, dificuldade
de separacdo da enzima do produto final e a impossibilidade de sua recuperacdo para

aplicacdes repetidas.** Uma alternativa para esse problema seria a sua imobilizacdo.

A imobilizacdo de enzimas € um processo que consiste basicamente na ligacdo
de uma enzima a um suporte, com o objetivo de manter a sua atividade catalitica.é Esse
processo pode trazer vantagens para a industria, como, por exemplo, a maior resisténcia
das enzimas as condicdes adversas dos meios reacionais, a possibilidade de reutilizacdo,
a reducdo dos custos e a auséncia dela no produto final, evitando possiveis alteracdes

de sabor, odor e textura.’

O processo de imobilizacdo pode ser feito por meio de quatro diferentes métodos:
imobilizacdo por confinamento, por encapsulacdo, por adsorcdo ou por ligacdo
covalente,® sendo que a escolha deve ser feita analisando as caracteristicas dos
agentes envolvidos — enzima e suporte — além do custo total do procedimento, a possivel
toxicidade dos agentes envolvidos, a estabilidade operacional, as caracteristicas finais

desejadas e a aplicacdo desejada.?'°

O método de imobilizacdo por ligacdo covalente exige o tratamento do suporte
com reagente ativador, que vai ligar a enzima ao suporte de maneira estavel.’”® O
trimetafosfato de sédio (TMP) (Figura 1) € um reagente que pode ser utilizado como
ativador para a imobilizacdo de enzimas. Ele possui caracteristicas ndo toxicas, e por
isso seu uso & mais amplo, tendo sido utilizado na indUstria de alimentos e na industria
farmacéutica na liberacdo cdélon-especifica de fadrmacos." Além disso, seu custo,
comparado ao glutaraldeido, um dos ativadores mais utilizados em processos de
imobilizacdo, pode chegar a ser trés vezes menor considerando as principais marcas
no mercado. Um fator também muito importante no processo de imobilizacdo de
enzimas é a escolha adequada do suporte. O suporte deve ter elevada drea superficial,
ser permedvel, ser estdvel quimica e mecanicamente das condicdes operacionais,
ser regenerdvel, ter baixo custo, ser de natureza hidrofilica ou hidrofébica e ter uma
morfologia e composicdo favordveis ao processo.'? Um material que se adequa a esses

requisitos € a bucha vegetal.
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A bucha vegetal (Luffa cylindrica), uma planta facilmente encontrada no Brasil,
é formada por uma rede de fibras finas, resistentes, eldsticas e macias, constituidas de
celulose, hemicelulose e lignina. E um material alfamente poroso, de elevado volume
especifico, biodegraddvel, de baixo custo, proveniente de fonte renovavel e atdxico,
caracteristicas que a tornam uma boa opcdo como suporte para imobilizacdo de
enzimas.” Sua utilizacdo em sistemas cataliticos j& foi abordada por Zhu et al. (2013)
e Gong et al. (2013)"® pela imobilizacdo de lipase em bucha vegetal aftivada com
carbodiimida e oxidacdo por periodato, respectivamente, e em ambos trabalhos foram
observadas melhorias de estabilidade térmica e reutilizacdes. Outros autores'é imobilizaram
a ciclodextrina glicosiltransferase em bucha vegetal com sucesso e a utilizaram para

producdo de ciclodextrinas.

Considerando os beneficios que um sistema catalitico com a P-glicosidase
imobilizada em bucha vegetal como suporte podem proporcionar para favorecer a
aplicacdo industrial, com possibilidade de reuso da enzima com reducdo de custos, o
objetivo neste trabalho foi ofimizar as condicoes de imobilizacdo de R-glicosidase de soja

em bucha vegetal (Luffa cylindrica).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) foi adquirida em supermercado local. A soja

[Glycine max (L.) Merrill] foi obtida da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
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(Embrapa-Trigo, Passo Fundo, RS, Brasil), cultivar BRS 213, considerando-se que os grdos
danificados, manchados e de materiais estranhos foram removidos. O substrato p-nitrofenil
B-D-glucopiranosideo (p-NPG), padrdo p-nitrofenol (p-NP), albumina sérica bovina (BSA)
e trimetafosfato de sodio com 95% de pureza foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St.

Louis, MO, EUA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 OBTENCAO DA B-GLICOSIDASE

A extracdo de B-glicosidase dos grdos de soja foi realizada conforme Matsuura
e Obata (1993)"7. Os gréos foram moidos até se tornarem uma farinha fina. A farinha
de soja foi adicionado tampdo fosfato de sdédio 100 mM, pH 6,6, na proporcdo de
1:10 (peso/volume). A solucdo foi deixada sob agitacdo constante durante 1 hora a
4 °C e posteriormente foi centrifugada a 4 °C, 10000 x g por 20 min. O precipitado foi
descartado, e o sobrenadante foi acidificado com HCI 100 mM até atingir pH 5,0 e
ser novamente centrifugado sob as mesmas condicdes. O sobrenadante obtido foi

denominado extrato bruto (EB).

Para purificacdo parcial da enzima foi feita precipitacdo fracionada com sulfato
de aménio até 85% em duas etapas, 0-40%, e depois 40-85%. O precipitado da Ultima
etapa (P40-85%) foi ressuspenso em tampdo fosfato-citrato 50 mM, pH 5,0 e submetido
a didlise por 24 horas a 4 °C.'"® Essa fracdo parcialmente purificada foi utilizada como

fonte de enzima para a aplicacdo na bucha vegetal.

2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE E ATIVIDADE ESPECIFICA DA ENZIMA
SOLUVEL E IMOBILIZADA

Para andlise de atividade de B-glicosidase soluvel, T mL do substrato sintético
p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (p-NPG) 1 mM em tampdo fosfato citrato 100 mM,
pH 5,0 foi acondicionado em banho-Maria a 30 °C por 10 min. Apds esse periodo,
0.25 mL de amostra foi adicionado e mantido novamente em banho-maria a 30 °C

por 30 min. Decorrido esse tempo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 1,25 mL
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de carbonato de sédio 500 mM."” Para andlise de atividade da enzima imobilizada
em bucha vegetal adicionaram-se 100 mg do suporte contento a enzima em 4 mL de
tampdo fosfato-citrato (100 mM, pH 5) com p-NPG (1 mM) a 30 °C durante 30 min e
separou-se por filtracdo. Ao filfrado (1 mL) adicionou-se 1,25 mL de carbonato de sédio
(500 mM). A atividade da enzima solUvel e imobilizada foi determinada pela liberacdo
do p-nitrofenol (p-NP) quantificado por espectrofotometria a 420 nm, utilizando uma
curva padrdo (p-NP: 0,016 a 0,160 umol). Uma unidade de atividade da enzima (UA)
foi definida como a quantfidade de R-glicosidase, que libera 1 umol de p-NP min™', nas

condicdes de ensaio.

Para determinacdo da atividade especifica da enzima o teor de proteinas foi
determinado pelo método de Lowry, Rosenbroughn, Farr e Randar,’® sendo que a
atividade especifica da enzima foi definida como unidade de atividade da enzima por
mg de proteinas (UA/mg). Foi utilizada uma curva de calibracdo com albumina de soro

bovino (ASB) com concentracdes de 40 a 400 ug/mL.

2.4 TRATAMENTOS DA BUCHA VEGETAL

A bucha vegetal foi cortada em pedacos de 2 cm?, mantidos em dgua fervente
por 30 min, lavados abundantemente em dgua corrente e entdo deixados por 24
horas em dgua destilada (trocada trés vezes durante esse periodo). Posteriormente, o

material foi seco em estufa a 70 °C e armazenado até o uso."”

A ativacdo da bucha vegetal - nas etapas seguintes — foi realizada da
mesma forma, variando as concentragcdes de trimetafosfato de sdédio conforme os
delineamentos (Tabelas 1 e 2). O suporte tratado foi colocado em contato com a
solucdo de trimetafosfato de sédio (50 mL de solu¢cdo para cada quatro pedacos de
bucha) e deixado sob agitacdo lenta e constante, a 25 °C, por 30 min. Na sequéncia

foi realizada a imobilizacdo.

Para a imobilizacdo da enzima foram utilizados quatro pedacos de 2 cm? de
bucha vegetal tratada com o ensaio escolhido. Aos pedacos de bucha vegetal foram

adicionados 50 mL de solu¢cdo de enzima. O esquema de ligacdo dos grupamentos
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envolvidos suporte-ativador-enzima pode ser observado na Figura 2, considerado

bdsico, uma vez que podem ocorrer ligacdes cruzadas.

Bucha vegetal

Figura 2 - Esquema dos possiveis grupamentos
quimicos envolvidos no processo de
ativacdo da bucha vegetal com
trimetafosfato de sédio e imobilizacdo
da B-glicosidase de soja

2.5 DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS E AVALIACAO DO RENDIMENTO DE
IMOBILIZACAO

A bucha vegetal tfratada ativada com trimetafosfato de sddio foi utilizada para
andlises exploratérias por delineamento Box Hunter & Hunter completo. As varidveis
independentes investigadas foram: pH, tempo de incubacdo enzima-suporte,
concenfracdo inicial de proteinas e concentracdo do agente ativador (Tabela 1). O
rendimento de imobilizacdo (RI) foi determinado como varidvel dependente (y). Apds a
andlise dos resultados obtidos nesse delineamento, as varidveis pH e tempo de incubacdo
foram fixadas em pH 7,0 e 24 horas de incubacdo. Para otimizar a imobilizacdo da
B-glicosidase foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional (22) DCCR

para avaliar a influéncia das varidveis independentes, concentracdo do ativador (X|) e
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concentracdo inicial de proteinas (X,) (Tabela 2). As funcdes-resposta foram avaliadas

pelo modelo matemdtico:

y= By + IBX2+ IP,XX + €

i

(1)

Em que:

Y = funcdo resposta;

XX, = variaveis codificadas;

B = coeficientes estimados para cada termo do modelo matemdtico de superficie de resposta);

€ = erro experimental.

Esse modelo matemdtico foi obtido por andlise de vari@ncia (ANOVA, p = 0,05) e
andlise de regressdo pelo programa estatistica 10,0 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA). Superficies de

respostas foram geradas para funcdo de resposta avaliada.

Tabela 1 - Varidveis independentes e niveis Box Hunter &Hunter

Niveis do planejamento

Varidveis independentes

-1 0 1
X, pH 4,0 55 7.0
X, tempo de incubacdo da enzima (h) 16 24 32
X, concentragdo de proteinas da solugcdo de enzima (mg/ml) 0,5 1,0 1,5
X, concentracdo do frimetafosfato de sédio (%) 10 20 30

Tabela 2 - Varidveis independentes e niveis de variacdo do DCCR

Niveis do planejamento

Varidveis independentes

-1,41 -1 0 1 1,41
X, concentracdo do trimetafosfato de sodio (%) 1 4 12 20 23
X, concentracdo de proteinas inicial (mg/mL) 0,04 0.2 0.6 1 1,16
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O rendimento de imobilizacdo foi calculador por meio da Equagdo:

" Atividade especifica da enzima inicial — Atividade especifica no SO 100
= X
Atividade especifica inicil da enzima

(2)

" Atividade especifica da enzima inicial — Atividade especifica no SO 100
= X
Atividade especifica inicil da enzima

Em que:
Rl = rendimento de imobilizacdo;

SO =solucdo de enzima apds o processo de imobilizacdo e retirada dos pedacos de bucha.

O cdlculo do Rl pela atividade especifica foi empregado por diversos autores.??

2.7 CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

2.7.1 Determinagdo de pH e temperatura étimos

Para a determinacdo de pH e temperatura 6timos para a atividade da B-glicosidase
livre e imobilizada em bucha vegetal foi realizado um DCCR 22, com quatro pontos axiais e
cinco repeticdes do ponto central, totalizando 13 experimentos (Tabela 3). O pH variou de
4,2 a 9,8 (tampdo fosfato citrato e fosfato de sdédio 100 mM), e a temperatura variou de 25

a 75°C, com incubacdo em banho-maria.

Tabela 3 - DCCR para determinacdo da atividade de B-glicosidase

Variaveis codificadas e decodificadas

Experimentos

X (X)) X, (X,)
1 1 (5) -1 (35)
2 -1 (5) 1(75)
3 1(9) -1 (35)
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Variaveis codificadas e decodificadas

Experimentos

X, (X)) X, (X,)
4 1(9) 1(75)
5 1,41 (4,2) 0 (50)
6 1,41 (9.8) 0 (50)
7 0(7) -1,41 (25)
8 0(7) 1,41 (75)
9 0(7) 0 (50)
10 0(7) 0 (50)
1 0(7) 0 (50)
12 0(7) 0 (50)
13 0(7) 0 (50)

Nota: X, (pH) e X, (temperatura).

2.7.2 Determinagado da estabilidade térmica

A B-glicosidase livre e imobilizada em bucha vegetal lavada e ativada com TMP
foram pré-incubadas a 30, 50 e 70 °C, ausente o substrato, em tampdo fosfato-citrato 100
mM, pH 5,0 por0, 5,10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 220 e 240 min.” Amostras de enzima
livre e imobilizada foram retiradas do meio de incubacdo nos tempos determinados e
foram analisadas quanto & atividade residual de p-glicosidase (%) nas condicdes étimas
de pH (7,0) e temperatura (50 °C).

2.7.3 Determinagdode K _eV__

X

Os valores de K e V__ foram determinados pelo método de Lineweaver-Burk,
conforme descricdo de Nelson e Cox.? Para isso, foram preparados tubos contendo p-NPG
em concentracdo de 0,1 — 20 mM, sendo aplicada concentracdo constante da enzima livre
(2,.3.10%®) e imobilizada (um pedaco de enzima imobilizada em bucha vegetal). Posteriormente,

a atividade de p-glicosidase foi determinada nas condicdes dtimas de pH e temperatura.
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2.7.4 Determinac¢do da estabilidade operacional

A estabilidade operacional da B-glicosidase livre e imobilizada foi determinada
mediante a avaliacdo da atividade residual da enzima quando reutilizada. Para isso,
um pedaco de bucha vegetal foi incubado com 5 mL de p-NPG consecutivamente, e a

atividade residual foi analisada nas condicdes 6timas de pH e temperatura.

3 RESULTADOS

3.1 RENDIMENTO DE IMOBILIZACAO DE B-GLICOSIDASE EM BUCHA
VEGETAL TRATADA: ANALISE EXPLORATORIA

A partir da andlise dos resultados pode-se observar que todas as varidveis foram
significativas (p <0,05), porém ainteracdo entre as variaveis X X, X,X, € X X, ndo foisignificativa
(0 2 0,05). A variavel pH se mostrou significativa e positiva, e experimentos com um pH mais
neutro (7,0) apresentaram maior rendimento de imobilizagdo. O contrdrio pode ser observado
para a concentracdo de frimetafosfato, visto que experimentos em que foi feita a ativacdo do
suporte comuma menor concentracdo do agente reticulante apresentaram maiorrendimento
para o tempo e para a concentracdo de proteinas. O coeficiente de determinacdo (R?) foi de
0,83, ou seja, 83% dos dados experimentais se ajustam adequadamente ao modelo proposto

(Equacdo 3), dessa forma, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

Y = 77,64 + 55,33x, - 9,24x, — 30,28x, - 23,98x, — 26,55x X, — 22,84X X, +12,66x.X,
(3)

O rendimento de imobilizacdo no experimento variou entre 9 e 287%, sendo que 0s
resulfados maiores que 100% indicaram que houve uma grande imobilizacdo de proteinas,
porém, provavelmente, foram formadas muitas ligacdes cruzadas entre elas ou hiperativacdo

em razdo da imobilizacdo da enzima. Os dois melhores resultados foram encontrados nas
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mesmas condi¢coes: pH 7,0, concentracdo inicial de profeinas de 0,5 mg e ativacdo feita

com trimetafosfato 10%; a Unica diferenca entre eles foi o tempo de incubacdo.

A regido com maior Rl da B-glicosidase de soja na bucha vegetal foi encontrada

com 1,5 mg de proteinas, pH 4,0 (Figura 3a) e 10% de trimetafosfato de sdédio (Figura 3b).

=

(95) 19

[mf | |
S228

Figura 3 — Superficie de resposta em funcdo da pH/proteina (a), pH/trimetafosfato de sédio (b) e proteina/
trimetafosfato de sdédio (c) para o Rl (%) da ativacdo com trimetafosfato de sddio

Com os resultados obtidos nos testes preliminares de imobilizacdo da enzima foi
possivel fixar o tempo de incubacdo em 24 h e o pH 7,0, possibilitando, entdo, a melhor
avaliagcdo das outras duas varidveis, a concentracdo do trimetafosfato de sédio e a

concentracdo inicial de proteinas.
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3.2 OTIMIZACAO DA IMOBILIZACAO DE B-GLICOSIDASE EM BUCHA
VEGETAL

A partir da andlise dos resultados pode-se observar que somente a varidvel
concentfracdo de TMP apresentou diferenca sobre o Rl (p <0,05), assim como a intferacdo
entre ambas as varidveis. O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,89, ou seja, 89%
dos dados experimentais se ajustam adequadamente ao modelo proposto (Equacdo 4),

dessa forma, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

Y, = 91,6 -72,5887x, - 62,1550x X,
(4)

O rendimento de imobilizacdo no experimento variou entfre 0 e 93%. Os melhores
resultados foram enconfrados na repeticdo do ponto central, condicdo que valida o

experimento. A regido 6tima para imobilizacdo da B-glicosidase nesse experimento foi

com 0,6 mg/mL de proteina e ativacdo com TMP 12% (Figura 4).

400

(%) 1

Figura 4 - Superficie de resposta em funcdo da
concentracdo de proteina/trimetafosfato

de sédio para o Rl (%) da afivagdo com
trimetafosfato de sddio
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3.3 CARACTERIZACAO DA ENZIMA IMOBILIZADA

3.3.1 pH e temperatura 6timos

Ainfluéncia do pH e datemperatura na atividade da enzimaimobilizada foi analisada
utilizando um DCCR22%. Os resultados de atividade da enzima encontrados variaram de

0,30 a 3,69 UA 102 para enzima soluvel e de 0,43 a 5,02 UA 102 para enzima imobilizada.

Conforme os coeficientes de regressdo e andlise de vari@ncia (ANOVA), tanto o
pH quanto a temperatura apresentaram efeito linear negativo e significativo de acordo
com a ANOVA. O modelo matemdadtico pode ser descrito pela Equacdo 5. O R? foi de 0,99,

indicando que 99% dos dados se enquadram no modelo proposto.

Y = 0,000477 - 0,000209x, - 0,000200x,

()

A partir dos modelos matemdticos foram construidas as superficies de resposta
(Figura 5). Para obtencdo de maior atividade de B-glicosidase de soja, a regido otima de
pH foi 4 a 6 para enzima souvel (Figura 5a) e pH 5 a 7 para a enzima imobilizada em bucha

vegetal (Figura 5b). A regido otfima de temperatura para a enzima solUvel foi de 30 a 60 °C,

permanecendo o mesmo intervalo para a enzima imobilizada .

a) b)
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<5 [ <3
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Figura 5 - Superficies de resposta da interacdo pH/temperatura étimos para atividade de B-glicosidase (UA 10°9)
do DCCR 22 da enzima soluvel (a) e imobilizada em bucha vegetal (b)
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Os valores 6timos para a enzima soluvel observados foram pH 5,5 e temperatura de
50 °C, enquanto para a enzima imobilizada foram pH 7,0 e temperatura de 50 °C, observado

nos pontos centrais; portanto, a validacdo do modelo matemdatico ndo foi necessdria.

3.3.2 Estabilidade térmica da B-glicosidade de soja livre e imobilizada

A estabilidade térmica da enzima solivel e da enzima imobilizada foi avaliada, e os

resultados podem ser observados na Figura 6, com maior estabilidade para a enzima imobilizada.

—=— Enzima soluvel 30 °C
—e— Enzima soluvel 50 °C
—a— Enzima soluvel 70 °C
—v— Enzima imobilizada 30 °C
—+— Enzima imobilizada 50 °C

100 - —<— Enzima imobilizada 70 °C
M
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Figura é — Estabilidade térmica da enzima solUvel e imobilizada

3.3.3 Km e Vmax da enzima livre e imobilizada

Os valores do K da B-glicosidase soluvel e imobilizada foram de 0,29 mM e 0,34 mM,
respectivamente, e os valores de velocidade mdaxima foram 7 umol de p-NP min™' para a
enzima solUvel e 5,12 umol de p-NP min”' para a enzima imobilizada, o que demonstra que

houve uma diminuicdo da afinidade da enzima pelo substrato.
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3.3.4 Estabilidade operacional da enzima imobilizada

A reutilizacdo da enzima imobilizada em bucha vegetal foi analisada por 15 vezes, por
meio da sua aplicagcdo sucessiva em substrato sintético (p-NPG). Nos cinco primeiros usos a
enzima manteve uma atividade alta, obtendo 88% de atividade no quinto uso. No sétimo uso

apresentou 50% de atividade relativa, chegando a zerar a atividade no 14° uso (Figura 7).
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Figura 7 — Reutilizacdo de B-glicosidade imobilizada em
bucha vegetal e sua afividade relativa

4 DISCUSSAO

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi usada como uma ferramenta
estatistica Util para modelar multivariada que influencia a funcdo resposta. Esse método
estatistico foi capaz de otimizar o processo de imobilizacdo da R-glicosidase em bucha
vegetal com elevado rendimento, economia de tempo e reagentes por reducoes
no numero de experimentos de andlise global, sendo vantajoso para a indUstria. O
MSR tem sido ufilizado para otimizacdo de processos de biocatdlise e producdo de

enzima.'® Resultados com bom rendimento de imobilizacdo em matrizes de celulose
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foram observados por Moreira,?* que alcancou rendimento de 99% de imobilizacdo de

B-glicosidase de soja em bagac¢o de cana.

O pH e a temperatura 6timos das p-glicosidases podem variom de acordo com
a fonte e com a maneira de obtencdo, mesmo em se tfratando somente da soja como
fonte. Condicdes de hidrdlise da B-glicosidase de soja foram determinadas por Aradjo,
Carlos e Sedyama? com pH e temperatura étimos de 5,2 a 6,0, 50 °C e pl de 4,2 a 4,4.
Matsuura e Obata'” purificaram a B-glicosidase de cotilédones de soja, e a enzima
parcialmente purificada apresentou temperatura e pH 6timos de 45 °C e 5,0. J& Hsieh e
Graham?¢ purificaram parcialmente a B-glicosidase da raiz de soja, e Ribeiro? purificou
B-glicosidase de cotilédones de soja da cultivar BRS 213, obtendo as condicdes de
pH e temperatura 6timos de 5,0 e 45 °C. Entretanto, Hsieh e Graham? observaram
que a enzima teve pH 6timo de 6,0 a 30 °C. Os resultados aqui encontrados, pH 5,5
e temperatura de 50 °C, para a enzima livre ndo diferiram muito desses dados j&
encontrados na literatura. J& o comportamento da enzima imobilizada sofreu uma
alteracdo significativa quando se trata do pH 6timo, passando de 5,5, considerado

como dcido, para 7,0, um pH neutro.

A enzima imobilizada também apresentou maior estabilidade térmica quando
comparada a enzima livre, isso indica que a ligacdo da enzima & bucha vegetal, com
o TMP como ativador, faz com que a enzima fique mais resistente a temperaturas altas,
mantendo uma maior porcentagem de atividade no decorrer do tempo e conseguindo
atuar sobre o substrato por mais tempo. A estabilidade térmica elevada em sistemas
imobilizados pode ser explicada pelo aumento darigidez da enzima, com preservacdo
de sua estrutura tercidria e conformacional em diferentes ambientes.® Com relacdo &
reutilizacdo do sistema catalitico de B-glicosidase de sojaimobilizada em bucha vegetal
ativada com trimetafosfato do sédio, a perda de atividade conforme as utilizacdes
pode estar associada a ligacdes enfraquecidas na matriz de imobilizacdo em razdo
da liberacdo e de distorcdes tridimensionais que provavelmente ocorreram a partir da

exposicdo recorrente do sitio catalitico aos substratos.?

A enzima imobilizada apresentou um aumento do Km e uma reducdo da Vmax,
isso pode ser explicado pelos microambientes que sdo gerados pela interacdo da
enzima com o suporte, que podem gerar mudancas conformacionais que podem

afetar a acdo catalitica da enzima.'?
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5 CONCLUSAO

Aimobilizacdo de R-glicosidade em bucha vegetal ativada com trimetafosfato de sddio
é eficiente. A estabilidade térmica da enzima imobilizada é maior que o da enzima solUvel.
A bucha vegetal € um eficiente suporte para imobilizacdo de enzimas, com o trimetafosfato
de sdédio, como ativador. O aumento da estabilidade térmica da enzima e a possibilidade de
reuso da enzima, além da ndo toxicidade dos agentes envolvidos, fazem com que o sistema

seja uma boa alternativa para a indUstria, fornecendo um sistema de baixo custo e seguro.
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