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RESUMO

A imobilizacdo de enzimas € uma alternativa para sua reutilizacdo e reducdo de custos em
processos industriais. O bagaco de cana-de-agucar pode ser um suporte vidvel, pois € atoxico e
tem baixo custo. A beta-glicosidase hidrolisa ligacoes beta-glicosidicas e pode ser aplicada em
varios setores. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o bagaco de cana-de-acucar
submetido a tratamentos quimicos e térmico para imobilizacdo de beta-glicosidase de soja. O
bagaco foi tratado com NaOH, etanol 70%, calor umido a 121 °C por 15 min e ativagdo com
glutaraldeido 2,5%. A beta-glicosidase de soja foi obtida por ultrafiltracdgo em membranas de
100 e 10 kDa. Os maiores rendimentos de imobilizacdo da beta-glicosidase (68,3%) foram
obtidos utilizando bagaco ativado com glutaraldeido e quando esta ativacio foi precedida pelos
tratamentos com NaOH e autoclavagem (76,1%). As médias de proteina e enzima imobilizada
obtidas pelos tratamentos do bagago nao diferiram significativamente entre si (p=0,05).
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INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, a utilizagdo de enzimas na industria cresceu devido as vantagens frente
aos catalisadores quimicos, tais como elevada atividade catalitica, especificidade por
determinado substrato e elevada atividade em condicBes brandas de temperatura e pressio’. A
beta-glicosidase (beta-D-glicosideo-glicohidrolase, EC 3.2.1.21) pertence a um grupo de
hidrolases capazes de clivar as ligacdes beta-glicosidicas de di e/ou oligossacarideos, ou outros
conjugados glicosidicos. Esta enzima, amplamente distribuida na natureza, tem papel
fundamental em muitos processos bioldgicos como a degradacdo de biomassa celuldsica,
hidrélise de glicolipideos, cianogénese e modificacdo de metabdlitos secundarios, como as
isoflavonas?.

Entretanto, a dificuldade de recuperacao da forma soltivel da enzima do meio reacional para
posterior aplicacdo e o alto custo sdo desvantagens do emprego de enzimas®. A fim de se
contornar essas desvantagens, a imobilizacao de enzimas em suportes solidos insoliveis com
retencao de sua atividade catalitica € uma estratégia pesquisada para tornar essas biomoléculas
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atrativas do ponto de vista industrial®. Além disso, estudos indicam que
residuos agroindustriais como o bagaco de cana-de-aglcar podem ser utilizados como suportes
para imobilizacao de enzimas e representam um importante recurso, devido preocupagao com
as questdes ambientais e por apresentar reducdo de custos do processo™’. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o bagaco de cana submetido a tratamentos quimicos e térmico para
imobilizacdo de beta-glicosidase de cotilédones de soja.

MATERIAL E METODOS

Para o tratamento do bagaco de cana foi realizado um planejamento experimental
inteiramente casualizado com as varidveis bagaco de cana (X1), bagaco de cana ativado com
glutaraldeido (X2), bagaco de cana tratado com NaOH e autoclavado (X3), bagaco de cana
tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeido (X4), bagaco de cana tratado com
etanol 70% e autoclavado (X5), bagaco de cana tratado com etano 70%, autoclavado e ativado
com glutaraldeido (X6) em trés repeticdes, totalizando 18 experimentos realizados
aleatoriamente. Inicialmente, bagaco de cana foi lavado com agua a 60 °C e enxaguado
exaustivamente com agua destilada a temperatura ambiente para retirada de aglcares. O
tratamento alcalino do bagago de cana foi realizado com NaOH 0,5 M (1 g : 40 mL) com
agitacao de 120 rpm por 24 h. Para o tratamento alcodlico do bagaco foi utilizado etanol 70% (1
g : 40 mL). A ativacao dos bagacos foi realizada com glutaraldeido 2,5% a 25 °C por 30 min a
70 rpm. A beta-glicosidase de farinha de cotilédones de soja foi extraida com tampao fosfato de
sddio 0,1 M, pH 6,6, conforme Matsuura e Obata® e purificada parcialmente por ultrafiltracdo em
membranas de 100 kDa e 10 kDa obtendo o extrato contendo enzima livre (EEL). Assim, para a
imobilizacao da beta-glicosidase de soja, em 1 g de suporte tratado foram adicionados 2,8 mg
mL"’ de proteina e 4,35 UA x10° mL" do EEL em tamp3&o fosfato de sddio 0,2M pH 7. O sistema
foi mantido a 4 °C e 70 rpm durante 6 h. A atividade de beta-glicosidase foi determinada
utilizando o substrato sintético p-nitrofenil-beta-D-glicopiranosideo (p-NPG) conforme descrito
por Matsuura e Obata® e o teor de proteinas solveis, segundo Lowry et al.” , com padrdo de
albumina de soro bovino, O rendimento de imobilizacdo (%) foi expresso como (atividade da
enzima imobilizada/atividade da enzima livre) x 100 (Y). A analise de variancia (ANOVA) e teste
de tukey (p<0,05) dos resultados foram avaliados no programa Statistica 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os rendimentos de imobilizacdo de beta-glicosidase de cotilédones de soja em bagacos de
cana submetidos a tratamentos quimicos e térmico variaram de 48,5% a 76,1% (Tabela 1). Os
melhores resultados foram observados na imobilizacao da enzima no bagaco de cana ativado
com glutaraldeido (X2) e bagaco de cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado com
glutaraldeido (X4) e nao diferiram significativamente entre si (p>0,05). Estes foram 1,41 e 1,57
vezes superior ao bagago nao tratado (X1). Até o momento, ndo ha dados sobre a imobilizacao
de beta-glicosidase de soja em bagaco de cana. Entretanto, Santos® imobilizou invertase
comercial em bagaco tratado com etanol 70%, NaOH e ativacdo com glutaraldeido e obteve

72
BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports - ISSN 2316-5200
NUmero Especial v. 2, n. 3, p. 71-74, 2013



(’}‘{%C'» Anais do Il Simpodsio de Bioquimica e Biotecnologia

Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

75% de rendimento de imobilizacao. Para a invertase purificada extraida
de Saccharomyces cerevisiae, o rendimento foi de 100%, nas mesmas condicoes.

Tabela 1- Rendimento de imobilizacdo de beta-glicosidase de cotilédones de soja em bagacos
de cana submetidos a tratamentos quimicos e térmico.

EX3 %k k

Proteina UA AE Rendimento
Tratamentos” Imobilizada Imobilizada (x1073) Imobilizacao
(mg) (x107) (%)
X1 0,87p 2,11 2,43 48,5
X2 1,44, 2,978 2,06 68,3
X3 0,93p 2,605c 2,80 59,8
X4 1,245 3,314 2,66 76,1
X5 0,97 2,14 2,20 49,2
X6 1,135 2,535c 2,23 58,2

Extrato contendo Enzima Livre: 2,8 mg mL™ proteina; 4,35 x10°UA mL* e 1,55 x10 AE.

CV= 6,14% e teste de Tukey 5% com média de proteina imobilizada e UA imobilizada, seguidas de letras mailsculas iguais ndo
diferem significativamente entre si na mesma coluna (p=0,05).

*X1: bagaco de cana, (X2): bagaco de cana ativado com glutaraldeido, (X3): bagaco de cana tratado com NaOH e autoclavado,
(X4): bagaco de cana tratado com NaOH, autoclavado e ativado com glutaraldeido, (X5), bagaco de cana tratado com etanol 70% e
autoclavado (X6) bagaco de cana tratado com etano 70%, autoclavado e ativado com glutaraldeido em trés repetigGes.
Autoclavagem: 15 min a 121°C.

“UA = pmol de p-nitrofenol liberado por minuto de reacdo nas condicbes do ensaio.

“AE = Atividade Especifica (UA/mg de proteinas).

O bagaco de cana submetido a tratamento alcalino seguido de térmico apresentou um
aumento significativo (p<0,05) no rendimento de imobilizacio da enzima. Pires et al.* e
Zimmermann et at.'* observaram reducio de lignina e hemicelulose em bagaco de cana e fibra
de bananeira tratados com NAOH. Assim, o tratamento alcalino (NaOH) do bagaco pode ser
utilizado para purificagdo parcial da celulose, promovendo maior interagdao da enzima com o
suporte e aumentando o rendimento de imobilizacdo. Entretanto, o tratamento alcodlico do
bagaco de cana (X5) nao foi eficiente, sendo que nao diferiu significativamente (p=0,05) do
bagaco ndo tratado (X1). Possivelmente, este tratamento ndo alterou de forma suficiente a
estrutura do bagago para promover maior interacdo entre enzima, glutaraldeido e suporte.

A ativacao dos suportes com glutaraldeido (X2, X4 e X6) aumentou significativamente
(p<0,05) o rendimento de imobilizacao da enzima em relacdao aos suportes nao ativados (X1, X3
e X5). Na literatura ha relatos do aumento do rendimento de imobilizacdo de diferentes enzimas
em suportes ativados com glutaraldeido®'®!!. Portanto, o glutaraldeido pode ser fator
importante para aumentar o rendimento de imobilizagdo da beta-glicosidase em bagaco de
cana.

As atividades especificas da enzima imobilizada nos bagagos de cana submetidos a diferentes
tratamentos foram superiores a da enzima livre (1,55 x 107%), indicando que a imobilizacdo de
beta-glicosidase foi superior a de outras proteinas encontradas no EEL.

CONCLUSOES
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Os tratamentos do bagaco de cana-de-aclcar que resultaram em maior
rendimento de imobilizacdo de beta-glicosidase de soja foram o alcalino associado ao térmico,
seguido de ativagao do suporte tratado com glutaraldeido. O tratamento alcodlico do bagaco de
cana nao foi efetivo para aumento de rendimento de imobilizacdo da enzima.
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