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RESUMO

A beta-glicosidase apresenta aplicacbes importantes nos processos biotecnologicos, sendo
relevante sua purificacdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a interferéncia de ljpideos na
determinacdo da atividade de beta-glicosidase de soja por ultrafiltracdo e padronizar o tempo de
extracado de lipidios com o hexano. Os extratos das farinhas integral (FICS) e desengordurada
(FDCS) com hexano foram ultrafiltrados em membranas de celulose (100 KDa e 10 KDa). A
atividade de beta-glicosidase foi determinada utilizando p-NPG. O tempo de extracdo de lipidios
a frio com hexano foi avaliado por DIC com 6 tempos de extracdo e 3 repeticoes e os resultados
analisados no programa Statistica 7.0. A atividade de beta-glicosidase nas fragbes
desengorduradas foi superfor as integrais, refletindo no grau de purificacdo da enzima que foi
3,4 vezes superior nas amostras desengorduradas. A extracdo de lipidios por 4 h foi eficiente
para reducdo de interferéncia na determinacdo de atividade de enzima.
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INTRODUCAO

As beta-glicosidases possuem diversas aplicacOes biotecnoldgicas, podendo ser utilizada na
indUstria de alimentos!, vinhos® e de celulose’. S50 sintetizadas em vegetais, animais e micro-
organismos. Devido sua importéncia, é relevante o desenvolvimento de técnicas para
purificacdo. A ultrafiltracdo utiliza membranas para separar moléculas de diferentes tamanhos
em sistemas aquosos®. Portanto, apresenta-se como uma alternativa para purificacio de
enzimas, entre estas, a beta-glicosidade de cotilédones de soja. Entretanto, a soja apresenta
20 % de lipidios em sua composicdo®, que podem atuar como interferentes na separacdo da
enzima, devido suas caracteristicas apolares e massa molar elevada. Além disso, podem
permanecer solubilizados nos extratos, mesmo ap6s a purificacio da amostra®.

O uso de solventes organicos, como o hexano, no pré-tratamento de amostras é
recomendado para maior precisao no resultado final. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a interferéncia de lipideos na determinacdo de atividade de beta-glicosidase de amostra de soja
durante a sua purificagdo parcial por ultrafiltragdo e padronizar o tempo de extragdo de lipidios
com o hexano.
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MATERIAL E METODOS

Farinha integral de cotilédones de soja (FICS) foi desengordurada a frio com hexano
(1:10/p:v) por 1 h a 180 rpm para obtencdo da farinha desengordurada de cotilédones de soja
(FDCS). A FICS e FDCS foram utilizadas para extragao de beta-glicosidase conforme Matsuura e
Obata’. Os extratos brutos (EB) obtidos foram submetidos a ultrafiltracdo (Sistema Amicon) em
membranas de celulose (Millipore) com pressao de 75 psi.

Os extratos de FICS e FDCS foram ultrafiltrados em membrana de 100 kDa, com obtencao de
duas fracbes denominadas de R1 (substancias retidas com massa molar superior a 100 kDa) e
F1 (substancias filtradas com massa molar inferior a 100 kDa). Posteriormente, a fracdo F1 foi
ultrafiltrada em membrana 10 kDa, com obtengao de duas fracdes denominadas R2 (substancias
retidas com massa molar superior a 10 kDa) e F2 (substancias filtradas com massa molar
inferior a 100 kDa). Nas fragdes obtidas pela ultrafiltracdo dos extratos de FICS e FDCS foram
determinadas a atividade de beta-glicosidase com substrato sintético p-nitrofenil-3-D-
glicopiranosideo (p-NPG) conforme descrito por Matsuura e Obata’ e teor de proteinas sollveis
utilizando solugéo padréo de albumina de soro bovino, conforme descrito por Lowry et al.®. O
tempo de extracdo de lipidios foi padronizado utilizando um delineamento experimental
inteiramente casualizado com 6 tempos de extracao, de 1-12 h, e 3 repeticOes, totalizando 18
experimentos realizados aleatoriamente. A andlise de variancia (ANOVA) e teste de tukey
(p<0,05) dos resultados foram avaliados no programa Statistica 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades de beta-glicosidase e teor de proteinas das fracdes obtidas na ultrafiltragao de
extratos de FICS e FDCS podem ser observados na Tabela 1. A partir da ultrafiltracao dos EB de
FICS e FDCS em membranas de 100 kDa foram obtidas as respectivas fracoes R1, F1, R2 e F2.
Considerando que a massa molar estimada da beta-glicosidase de cotilédones de soja é de 53
kDa®, as respectivas fracdes R1 (massa molecular superior a 100 kDa) e F2 (massa molecular
inferior a 10 kDa) foram descartadas. A fracdo R2 dos EB de FICS e FDCS contem proteinas de
massa molar entre 10 kDa e 100 kDa e foram avaliadas em relacdao a atividade de beta-
glicosidase.

A atividade especifica de beta-glicosidase dos EB de FICS e FDCS foi de 0,61 x 10%e 0,57 x
10, e n3o diferiram significativamente entre si (p>0,05). Entretanto, as fracdes R2 dos extratos
FICS e FDCS foram de 0,20 x 10> e 0,63 x 107, e diferiram significativamente entre si
(p<0,05). O grau de purificagdao de beta-glicosidase de FDCS foi 3,4 vezes superior ao da FICS.
Considerando que a farinha de soja integral apresenta teor elevado de lipideos, em média
20%?, conclui-se que este interferiu na determinac&o de atividade da enzima e em sua filtracdo.

Esta interferéncia de lipidios em andlise quimicas foi relatada por Hajslova et al.° na
determinacdo de pesticida residual por CG e por Berhow'’, na anélise de isoflavonas de soja por
CLAE.
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Tabela 1- Atividade de beta-glicosidase e teor de proteinas das fracdes obtidas na ultrafiltracao
de extratos de farinha integral de cotilédones de soja (FICS) e farinha desengordurada de
cotilédones de soja (FDCS) em membranas de celulose de 100 kDa e 10 kDa

Proteina B-glicosidase
Amostra Fracoes
Mg Atividade” AE” Grau de Purificacdo™
(UA) (x 103)

EB 879,04 0,544 0,614 1,00
FICS R, 101,5, 0,02, 0,20, 0,33

EB 875,84 0,50, 0,57, 1,00
FDCS R, 237,3; 0,15, 0,63, 1,11

CV=5,04 e teste de Tukey 5%

Médias dos EB (extrato Bruto) com letras maiUsculas iguais ndo diferem significativamente entre si na mesma coluna (p=0,05).
Médias dos R2 (massa molar entre 10 kDa e 100 kDa) com letras mindsculas iguais ndo diferem significativamente entre si na
mesma coluna (p=0,05).

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

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

*Grau de purificagdo= (AE do R2/AE do EB)

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

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

Extracao de Proteina Atividade Especifica
Lipidios Atividade' (mg mL™?) (x 10)

(h) UAmL* (x 107)

0 1,14 c 1,81a 0,63
1 1,38b 2,10 a 0,66

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

4 1,57 a 2,31a 0,68

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

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

12 1,10 c 2,23 a 0,49

Teste de Tukey 5% com CV: 6,09.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si na mesma coluna (p>0,5).

A atividade de beta-glicosidase das FDCS foi superior nos tempos de extracao de lipidios de 4
he8h, com1,57 x 103e 1,62 x 10 UA, ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05),
mas diferiram significativamente (p<0,05) dos outros tempos de extracao (Tabela 2). Apds 10 h
de extracdo de lipidios ocorreu uma reducdo na atividade da enzima, sugerindo desnaturacao da
mesma apos este tempo de agitacado em temperatura ambiente. O teor de proteinas das
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amostras nao diferiu significativamente entre si (p=0,05) indicando que sua determinagdao nao
foi afetada pela presenca de lipidios.

CONCLUSOES

A presenca de lipidios em amostras de soja interferiu na determinacdo de atividade de beta-
glicosidase durante a sua purificacao parcial por ultrafiltracdo. A extracdo de lipidios das
amostras de soja com hexano a frio e agitacao lenta por 4 h foi eficiente para eliminar esta
interferéncia.
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