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RESUMO GERAL 

O presente trabalho visou o estudo da produção da β-glicosidase pela 

linhagem de Aspergillus sp. utilizando-se resíduos agrícolas como o farelo de 

trigo, casca de maracujá e bagaço de cana-de-açúcar, a imobilização da 

enzima em diferentes suportes como lentes PVA - Lentikats®, sol-gel, Eupergit, 

Amberlite, gelatina e alginato de cálcio, e a aplicação da enzima livre e 

imobilizada na conversão de isoflavonas glicosiladas de soja em isoflavonas 

agliconas.  

O fungo foi identificado como Aspergillus niger LBA 02. O extrato enzimático 

bruto obtido de A. niger LBA 02 apresentou atividade de β-glicosidase, CM -

celulase, amilase, poligalacturonase e pectinase. Foi obtida maior atividade de 

β-glicosidase (44,81 U/g) na fermentação da linhagem A. niger LBA 02 em 

meio semissólido composto por 25 g de farelo de trigo e 5,7 mL de água 

destilada, após 240 h de fermentação a 30°C. Os efeitos da adição do extrato 

de levedura e dos sais KH2PO4, NH4NO3, MgSO4.7H2O, no meio de farelo de 

trigo, para a produção de β-glicosidase por A. niger LBA 02 não foram 

significativos nos níveis estudados. Os resíduos casca de maracujá e bagaço 

de cana-de-açúcar adicionados no meio de farelo de trigo não atuaram como 

indutores da produção de β-glicosidase, nos níveis estudados.  

Dentre os 7 métodos de imobilização testados, as técnicas de sol-gel e 

lentes PVA - Lentikats® apresentaram melhores resultados para a imobilização 

da enzima -glicosidase. A enzima livre apresentou atividade ótima a 65°C e 

pH 4,5, enquanto a enzima imobilizada em sol-gel mostrou atividade ótima na 

faixa de 60 – 65°C. A temperatura de 50°C foi fixada como temperatura ótima 

de trabalho para a enzima imobilizada em lentes PVA - Lentikats®, pois acima 

da temperatura de 60°C ocorreu a fusão das lentes. A imobilização da β-

glicosidase não alterou o pH ótimo de atividade da enzima, permanecendo em 

4,5. A imobilização resultou em um pequeno aumento da estabilidade térmica 

da β-glicosidase. A β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® 

apresentou-se mais estável do que a enzima livre, após 3 h de tratamento na 
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faixa de 45 a 55°C. O tempo de meia vida da β-glicosidase imobilizada em sol-

gel a 70°C foi 0,88 h. A β-glicosidase imobilizada em sol-gel apresentou cerca 

de 10% de atividade residual após 3 h a 70°C, enquanto que a enzima livre foi 

inativada após 1 hora a 70°C. 

A β-glicosidase imobilizada em sol-gel apresentou valores de KM na faixa de 

1,0 a 1,25 mM de celobiose, a 60°C, estimados pelos métodos de Lineweaver – 

Burk, Hanes – Woolf e Solver, enquanto que a enzima livre apresentou valores 

de 0,92 a 1,69 mM de celobiose, sugerindo que não houve alteração da 

afinidade da enzima pelo substrato celobiose com a imobilização.  

A imobilização da enzima em lentes PVA - Lentikats® resultou em um 

aumento dos valores de KM estimados em 3,61; 2,7 e 3,03 mM de celobiose, a 

50°C, respectivamente, pelos métodos de Lineweaver – Burk, Hanes – Woolf e 

Solver indicando que a imobilização resultou em diminuição da afinidade da 

enzima imobilizada pelo substrato. 

A taxa de conversão relativa da solução 1,5 mM de celobiose em tampão 

acetato 0,5 M pH 5,0 a 50°C, utilizando-se -glicosidase imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats® em processo contínuo foi de 100% após 5 h, entretanto a 

porcentagem de conversão diminuiu para 40% após 148 h.  

A β-glicosidase livre e imobilizada produzida pelo micro-organismo A. niger 

LBA 02 foi capaz de hidrolisar as isoflavonas glicosiladas de soja em suas 

formas agliconas. 

O teor da isoflavonas agliconas aumentou no extrato de isoflavonas de soja 

tratadas com β-glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-

gel, sendo que a daidzeína aumentou aproximadamente 2,6; 10,8 e 12,2 vezes 

e o teor de genisteína aumentou 11,7; 11,4 e 11,4 vezes quando aplicada a 

enzima β-glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel, 

respectivamente, ao final de 24 h. 
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GENERAL SUMMARY 

 

This work aimed to study the production of β-glucosidase by Aspergillus sp. 

strain using agricultural residues such as wheat bran, passion fruit peel and 

sugarcane bagasse, the immobilization of the enzyme in different support such 

as lens - shaped PVA - Lentikats®, sol-gel, Eupergit, Amberlite, gelatin and 

calcium alginate and the application of free and immobilized enzyme in the 

conversion of isoflavone glucosides in soy isoflavone aglycones. 

The fungus was identified as Aspergillus niger LBA 02. The crude enzyme 

extract obtained from A. niger LBA 02 showed activity of β-glucosidase, CM-

cellulase, amylase, polygalacturonase and pectinase. It was obtained higher β-

glucosidase activity (44.81 U / g) in the fermentation of strain A. niger LBA 02 in 

semisolid media composed of 25 g of wheat bran and 5.7 mL of distilled water, 

after 240 h of fermentation at 30 °C. The effects of the addition of yeast extract 

and salts KH2PO4, NH4NO3, MgSO4.7H2O in wheat bran medium for production 

of β-glucosidase by A. niger LBA 02 were not significant in the levels studied. 

The passion fruit peel waste and sugarcane bagasse added in the culture 

media of wheat bran did not act as inducers of the production of β-glucosidase 

levels studied. 

Among the methods of immobilization tested, the sol-gel technique and lens 

- shaped PVA - Lentikats® showed better results for β-glucosidase 

immobilization. The free enzyme showed optimum activity at 65 °C and pH 4.5, 

while the enzyme immobilized in sol-gel showed optimum activity in the range of 

60 - 65 °C. A temperature of 50 °C was set as the working optimum 

temperature for the enzyme immobilized in lens - shaped PVA - Lentikats® 

because above 60 °C occurred melting of the lenses. Immobilization of β-

glucosidase did not alter the optimum pH of the enzyme activity, remaining at 

pH 4.5. Immobilization resulted in a small increase in the thermal stability of β-

glucosidase. The β-glucosidase immobilized in lens - shaped PVA - Lentikats® 
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showed to be more stable than the free enzyme after 3 h of treatment in the 

range of 45 to 55 °C. The half-life of the β-glucosidase immobilized in sol-gel at 

70 °C was 0.88 h. The β-glucosidase immobilized in sol-gel showed about 10% 

residual activity after 3 h at 70 °C while free enzyme was inactivated after 1 h at 

70 °C. 

The β-glucosidase immobilized in sol-gel showed KM in the range of 1.0 to 

1.25 mM of cellobiose at 60 °C, estimated by the method of Lineweaver - Burk, 

Hanes - Woolf and Solver while free enzyme showed KM values in the range of 

0.92 to 1.69 mM of cellobiose, suggesting no change in the affinity of the 

enzyme for the substrate cellobiose after immobilization. 

The immobilized enzyme in lens - shaped PVA - Lentikats® resulted in an 

increase in the KM values estimated 3.61, 2.7 and 3.03 mM of cellobiose at 50 

°C, respectively, by methods Lineweaver - Burk, Hanes - Woolf and Solver 

indicating that immobilization resulted in decreasing affinity of the immobilized 

enzyme to the substrate. 

Relative conversion rate of 1.5 mM cellobiose solution in acetate buffer 0.5 

M pH 5.0 at 50 °C, using β-glucosidase immobilized in lens - shaped PVA - 

Lentikats® in continuous process was 100% after 5 h, but the conversion 

decreased to 40% after 148 h. 

The β-glucosidase produced by the micro-organism A. niger LBA 02, free 

and immobilized was able to hydrolyze isoflavone glycosides from soy in their 

aglycone forms. 

The content of isoflavone aglycones increased in soy isoflavones extract 

treated with β-glucosidase free and immobilized in lens - shaped PVA - 

Lentikats® and sol-gel, and the daidzein increased approximately 2.6, 10.8 and 

12.2 times, and genistein increased content of 11.7, 11.4 and 11.4 fold when 

applied to β-glucosidase enzyme free and immobilized in lens - shaped PVA - 

Lentikats ® and sol-gel, respectively, at the end of 24 h. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A β-glicosidase hidrolisa a ligação β-1,4 glicosídica da celobiose e de alquil- 

glicosídeos. A β-glicosidase pode ser produzida por micro-organismos, como 

leveduras, fungos filamentosos e bactérias, ou pode ser extraída de frutas e 

plantas (Cairns e Esen, 2010). 

As β-glicosidases representam um importante grupo de enzimas devido ao 

seu uso potencial em vários processos biotecnológicos (Karnchanatat et al. 

2007). Faz parte do complexo de enzimas celulolíticas com atuação importante 

na degradação de biomassa, atuando na prevenção do acúmulo de celobiose, 

desempenhando um papel crucial na hidrólise enzimática da celulose em 

glicose. Inúmeros esforços tem sido realizados para a hidrólise de resíduos 

agrícolas celulósicos em glicose e produção eficiente de etanol (Kang, 1999).  

A enzima pode ser usada na síntese de β-glicosídeos de interesse como os 

alquil glicosídeos com potenciais aplicações na indústria de alimentos, de 

detergentes e produtos farmacêuticos (Coughlan 1985, Makropoulou et al., 

1998; Yan e Liau, 1998).  

A β-glicosidase têm participação em reações de liberação enzimática de 

compostos de aroma a partir de precursores glicosídicos presentes em frutas e 

produtos de fermentação, fator importante na indústria de alimentos e bebidas, 

a fim de melhorar as características sensoriais dos produtos (Gueguen et al., 

1996; Riou, et al., 1998). Também atuam na formação de moléculas bioativas, 

hidrolisando compostos glicosilados, como as isoflavonas, liberando as suas 

formas agliconas (Riou, et al., 1998; Park et al., 2001; Chang e Juang, 2007). 

Tendo em vista as várias possibilidades de aplicação, este trabalho visou o 

estudo da produção de β-glicosidase de Aspergillus sp. utilizando diferentes 

resíduos agrícolas (farelo de trigo, casca de maracujá e bagaço de cana-de-

açúcar), a imobilização de β-glicosidase em diferentes suportes, sua 
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caracterização e a aplicação da enzima livre e imobilizada na conversão de 

celobiose em glicose e na conversão de isoflavonas glicosiladas em 

isoflavonas agliconas. 
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CAPÍTULO I – ESTUDO DA PRODUÇÃO DE -GLICOSIDASE 

 

RESUMO 

As -glicosidases são enzimas que hidrolisam ligações -glicosídicas em 

aril, amino ou alquil - -D-glicosídeos, glicosídeos cianogênicos, oligo e 

dissacarídeos. Apresentam diversas funções, como a hidrólise de substratos 

utilizados para o crescimento de micro-organismos, hidrólise de glicolipídeos e 

glicosídeos exógenos em animais, reações de lignificação, catabolismo da 

parede celular de celo-oligossacarídeos, mecanismo de defesa, ativação de 

fito-hormônios conjugados, liberação de compostos de aroma em plantas, entre 

outras. A β-glicosidase apresenta papel importante na hidrólise de celobiose 

em glicose, promovendo aumento da conversão de resíduos lignocelulósicos 

em carboidratos em combinação com outras enzimas celulolitícas. A enzima 

tem sido também utilizada na conversão dos fito-hormônios isoflavonas 

glicosiladas em isoflavonas agliconas. Neste trabalho verificou-se que os 

resíduos agroindústriais bagaço de cana-de-açúcar e casca de maracujá, em 

meio contendo farelo de trigo, não atuaram como indutores na produção de β-

glicosidase pela linhagem A. niger LBA 02. A adição de extrato de levedura e 

dos sais KH2PO4, NH4NO3, MgSO4.7H2O no meio semissólido de farelo de 

trigo, não tiveram efeitos significativos no aumento da produção de β-

glicosidase, nos níveis estudados, por planejamento experimental. Verificou-se 

que os parâmetros temperatura e quantidade de inóculo não apresentaram 

efeito significativo na produção de β-glicosidase. Foi obtida maior produção de 

β-glicosidase (44,81 U/g) na fermentação da linhagem de A. niger LBA 02, em 

meio de cultura composto de 25 g de farelo de trigo e 5,7 mL de água 

destilada, após 240 h de fermentação a 30°C.  
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SUMMARY 

The β-glucosidases are enzymes that hydrolyze β-glycosidic linkages in aryl, 

amino or alkyl-β-D-glycosides, cyanogenic glycosides, oligo-and disaccharides. 

These enzymes have several functions, such as hydrolysis of substrates used 

for the growth of microorganisms, hydrolysis of exogenous glycolipids and 

glycosides in animals reactions of lignification, cell wall catabolism of cello-

oligosaccharides, defense mechanism, activation of phyto hormones 

conjugated, release of aroma compounds in plants, among others. The β-

glucosidase plays an important role in the hydrolysis of cellobiose to glucose, 

increasing the conversion of lignocellulosic wastes in carbohydrates in 

combination with other cellulosic enzymes. The enzyme has also been used in 

the conversion of phyto-hormones isoflavone glycosides to isoflavone 

aglycones. In this study it was found that the agroindustrial waste sugarcane 

bagasse and passion fruit peel in the media of wheat bran, did not act as 

inducers for the production of β-glucosidase by strain A. niger LBA 02. The 

addition of yeast extract and salts KH2PO4, NH4NO3, MgSO4.7H2O in semisolid 

media of wheat bran, had no significant effects on increasing of the production 

of β-glucosidase levels studied by experimental design. It was found that there 

were no significant differences in fermentation of the fungus at 25, 30 and 35 °C 

and the amount of inoculum in the production of β-glucosidase. It was obtained 

higher production of β-glucosidase (44.81 U/g) fermenting strain of A. niger LBA 

02 in culture media composed of 25 g of wheat bran and 5.7 mL of distilled 

water, after 240 h of fermentation at 30 °C. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Biomassa é todo recurso renovável oriundo de matéria orgânica (de origem 

animal, vegetal ou microbiana) que pode ser utilizada na produção de 

bioenergia. A biomassa pode ser classificada de acordo com a sua origem, 

como: florestal (madeira, principalmente), agrícola (soja, arroz, cana-de-açúcar, 

trigo, entre outras), rejeitos urbanos e industriais (sólidos ou líquidos, como o 

lixo), animal (lipídeos) e microbiana (massa celular de levedura de fermentação 

alcoólica, cervejaria, etc). A geração de resíduos agroindustriais produzidos por 

ano no Brasil, apesar de ser de difícil contabilização devido à reduzida quantia 

comercializada, é estimado em bilhões de toneladas. No Brasil, a imensa 

superfície do território nacional, quase toda localizada em regiões tropicais e 

chuvosas, oferece excelentes condições para a produção e o uso energético da 

biomassa em larga escala. Além da produção de álcool, queima em fornos, 

caldeiras e outros usos não-comerciais, a biomassa apresenta grande potencial 

no setor de geração de energia elétrica (Aneel, 2011).  

Segundo a Companhia Nacional do Abastecimento (Conab, 2011) a 

produção de cana-de-açúcar ainda é uma cultura em expansão, principalmente 

nos Estados de São Paulo (79.520 ha), Minas Gerais (99.660 ha), Mato Grosso 

do Sul (84.700 ha), Goiás (73.120 ha) e Mato Grosso (12.010 ha), onde além 

do aumento da área cultivada também houve a implantação de novas usinas. O 

maior percentual de aumento está na região Sudeste, responsável por 33,3% 

do total da área nova agregada, sendo que o Estado de São Paulo apresentou 

o maior aumento, acrescentando 203.834 ha a área existente. A safra 2010/11 

foi de 623,905 milhões de toneladas, sendo 288,287 milhões de toneladas 

destinadas a produção de açúcar e 300,628 milhões de toneladas destinadas 

para a produção de etanol, gerando cerca de 175 milhões de toneladas de 

bagaço e palha de cana-de-açúcar. 
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As matérias-primas lignocelulósicas são fontes renováveis provenientes de 

materiais agroindustriais, resíduos urbanos e pelas madeiras de angiospermas 

e gimnospermas. Dentre estes, os materiais agroindustriais se destacam pelo 

caráter de resíduo, conferido por sua obtenção após o processamento de 

matérias-primas que apresentam maior valor agregado. No Brasil um grande 

volume de biomassa é gerado, sendo a maior parte da biomassa gerada 

constituída por bagaço de cana-de-açúcar (Castro e Pereira Jr, 2010). 

A celulose é a fonte natural renovável mais abundante do planeta, baseado 

neste dado a produção de energia através da matriz lignocelulósica é uma rota 

alternativa que vem sendo estudada e debatida mundialmente. Existem já 

algumas tecnologias que vêm sendo estudadas, como por exemplo, a rota 

enzimática. Entretanto, ainda existem alguns entraves financeiros ou 

tecnológicos a serem ultrapassados. A hidrólise da celulose para a produção 

do etanol celulósico através da rota enzimática oferece uma alternativa de 

menor impacto ambiental, mas ainda requer o desenvolvimento de tecnologias 

que possam minimizar os custos de produção das enzimas. Alguns 

especialistas asseguram que através da obtenção de enzimas com custos mais 

acessíveis para a produção de etanol celulósico, será possível alcançar o 

sucesso do mercado mundial de biocombustíveis nos próximos anos (Tengerdy 

e Szakacs, 2003). 

A β-glicosidase faz parte do complexo de enzimas celulolíticas com atuação 

importante na degradação de biomassa, atuando na prevenção do acúmulo de 

celobiose, sendo responsável pelo controle da velocidade global da reação de 

hidrólise da celulose (Oh et al., 1999). 

 Este trabalho visou o estudo da produção da enzima β-glicosidase por uma 

linhagem de Aspergillus sp. utilizando como fonte de nutrientes resíduos 

agroindustriais, com intuito de minimizar os custos de produção da enzima. 
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2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Características das -glicosidases 

As enzimas responsáveis pela clivagem e transferência de grupos 

glicosídicos são conhecidas, respectivamente, como glicosidases e 

glicosiltransferases. São vitais para o crescimento e desenvolvimento das 

células e são amplamente distribuídas em mamíferos, plantas e micro-

organismos (Ganem, 1996). 

As -glicosidases são enzimas que hidrolisam ligações -glicosídicas em 

aril, amino ou alquil - -D-glicosídeos, glicosídeos cianogênicos, e oligo e 

dissacarídeos, liberando o terminal não redutor. Desempenham diversas 

funções como hidrólise de biomassa utilizada em meio de cultivo para o 

crescimento de micro-organismos, hidrólise de glicolipídeos e glicosídeos 

exógenos em animais, reações de lignificação, catabolismo da parede celular 

de celo-oligossacarídeos, mecanismos de defesa, ativação de fito-hormônios 

conjugados e liberação de compostos de aroma em plantas (Cairns e Esen, 

2010). 

Existem na natureza diversos compostos que possuem glicose(s) unida(s) 

por ligação β-glicosídica na estrutura (Figura I - 1). As β-glicosidases são 

comumente classificadas de acordo com a natureza do substrato. É atribuído 

um número diferente à enzima β-glicosidase que hidrolisa a ligação glicosídica, 

sendo que uma mesma enzima pode hidrolisar vários substratos similares 

(Cairns e Esen, 2010). Esta nomenclatura é realizada de acordo com a 

metodologia tradicional definida pela União Internacional de Bioquímica, ou 

seja, é atribuído um número E.C (Enzyme Comission number) para cada 

enzima de acordo com a reação que ela catalisa. Dentre estas enzimas estão 

as glicosil ceramidases ou glicocerebrosidases (E.C 3.2.1.45), esteril- β – 
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glicosidase (E.C 3.2.1.104), amigdalina hidrolase (E.C 3.2.1.117) e coniferina β-

glicosidase (E.C 3.2.1.116). 

Henrissat (1991) desenvolveu outro sistema de classificação para glicosil 

hidrolases baseado na sequência de aminoácidos e semelhança estrutural. As 

glicosidades que possuíam a maior parte da sequência de aminoácidos 

semelhantes foram agrupadas na mesma família. O autor mapeou a seqüência 

de aminoácidos de 301 glicosil hidrolases, sendo 291 glicosil hidrolases 

pertencentes a 39 diferentes números de classificação E.C. e nesse modelo 

proposto pelo autor foram classificadas em 35 famílias. Somente 5% das 

glicosil hidrolases não puderam ser agrupadas em nenhuma família. O autor 

ainda verificou que 18 famílias eram mono específicas (continham somente um 

número de E.C.) e 17 famílias eram poli específicas (continham no mínimo 2 

números de E.C.). 

Até o momento 115 famílias de glicosil hidrolases já foram relatadas na 

literatura. Os dados são frequentemente atualizados (www.cazy.org). As β-

glicosidases mais estudadas são pertencentes às famílias GH1, GH3, GH5, 

GH9 e GH30 (Cantarel et al., 2009). 

A -glicosidase ácida humana é conhecida como glucocerebrosidase e é 

responsável pela degradação da glucosilceramida no lisossomo. A deficiência 

dessa enzima leva ao desenvolvimento da doença de Gaucher que consiste no 

acúmulo de glucoceramidas nos lisossomos dos leucócitos levando ao 

ingurgitamento e acúmulo nos tecidos (Butters, 2007). 

Nas plantas, a produção de -glicosidase está relacionada a várias funções 

biológicas incluindo mecanismos de defesa, simbiose, catabolismo e 

lignificação da parede celular, sinalização e metabolismo secundário (Lipka et 

al., 2005). 
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As β-glicosidases apresentam atividade ótima na faixa de pH 5,0-6,0 e a 50-

70°C (Nagamoto et al., 2005; Tu et al., 2006; Wolosowska e Synowiecki, 2004; 

Barrera-Islas et al., 2007;Kaur et al., 2007; Karnchanatat et al., 2007). 

 

 

 



14 

 

 

Prunasina Linamarina D-Amigdalina 

Daidzina R = H 
Genistina R = OH 

Coniferina 

Durina 

Floridizina 

Celobiose 

Salicina 

Apigenina7-O-β-glicosídeo 
DIMBOA β-glicosódeo 

Cumaril álcool 4 β-glicosídeo 

Ácido abscísico glicosil ester 
A glicosil ceramida 

Indoxil β-glicosídeo 

Estrictosidina 
Laminaribiose 

Figura I -  1: Exemplos de substratos hidrolisados pela β-glicosidase  

* Adaptado de Cairns e Esen, 2010. 

- glicosídeo 
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A -glicosidase (β-D-glicosídeo glucohidrolase, EC3.2.1.21) que hidrolisa o 

dissacarídeo celobiose em glicose faz parte do complexo de enzimas que 

hidrolisam materiais celulósicos (Figura I – 2). Estas enzimas incluem: a) β-1,4-

endo-glucanase (β -1,4 -D-glucana 4-glucanohidrolase; EC 3.2.1.4), que clivam 

ligações β-1,4-glicosídicas internas; celobiohidrolase (β-1,4-D-glucana 

celobiohidrolase, EC 3.2.1.91), uma enzima que hidrolisa a celulose a partir das 

extremidades redutoras e não-redutoras liberando celobioses (Kaur et al., 

2007; Yun et al., 2001; Iwashita et al., 1998). 
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Figura I -  2: Hidrólise da celobiose em glicose  

 

A enzima β-glicosidase tem participação na regulação da velocidade global 

das reações de hidrólise da celulose porque as enzimas endo-glucanases e 

exo-glucanases são freqüentemente inibidas pela celobiose. Assim, a β-

glicosidase não só produz glicose a partir de celobiose, mas também reduz a 

inibição pela celobiose, levando as enzimas endo-glucanase e exo-glucanase a 

atuarem mais eficientemente (Oh et al., 1999). 

A inibição pelo produto é particularmente problemática quando altas 

concentrações de substrato são usadas com o objetivo de produzir xarope com 

alta concentração de glicose para fermentação. Consequentemente, 

preparações de celulases são tipicamente suplementadas com quantidade 
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adicional de β-glicosidases (Coughlan, 1991; Saha e Bothast, 1996; Kang, 

1999; Ortega, 2001; Lynd et al., 2002). 

 

2.2 Produção de -glicosidase 

 

A β-glicosidase pode ser obtida a partir de leveduras (Saccharomyces  

cerevisiae, Pichia etchellsii), bactérias (Brettanomyces bruxellensis, 

Oenococcus oeni e Clostridium thermocellum), fungos mesofílicos 

(Trichoderma harzianum e Aspergillus sp.), fungos termofílicos (Thermoascus 

aurantiacus, Chaetomium thermophile, Humicola insolens, Sporotrichum 

thermophile) e fungos que utilizam hidrocarbonetos (Cladosporium resinae) 

(Grabnitz e Staudenbauer, 1988; Pandey e Mishra,1997; Iwashita et al., 1998; 

Van Rensburg et al., 1998; Oh et al., 1999; Maheshwari et al., 2000; Manasfield 

et al., 2001; Parry et al., 2001; Yun et al., 2001). 

A produção de uma enzima -glicosidase com características como 

insensibilidade a inibição pelo produto e alta estabilidade térmica pode 

aumentar a conversão de celobiose em glicose e tornar o processo de 

sacarificação de materiais lignocelulósicos mais eficiente (Zanoelo et al., 2004). 

A hidrólise enzimática de materiais celulósicos em glicose envolve a ação 

sinérgica de no mínimo 3 diferentes enzimas: endo-glucanase ou endo--1,4-

glucanase (EC 3.2.1.4), exo-glucanase ou exo-celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) e 

-1,4-glicosidase ou celobiase (EC 3.2.1.21). Como as duas primeiras são 

inibidas pela celobiose, a -glicosidase tem uma função muito importante no 

processo, pois ela hidrolisa a celobiose e outras celodextrinas em glicose, 

reduzindo o efeito de inibição por celobiose em celulases (Jecu, 2000; Palma-

Fernandez et al., 2002). 
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Trichoderma reesei e outras espécies apesar de serem os mais conhecidos 

como melhores fontes de celulases, produzem uma quantidade de β-

glicosidase relativamente baixa, acarretando uma desvantagem do ponto de 

vista do processo de sacarificação da biomassa (Kim et al., 1997). Porém 

espécies de Aspergillus têm demonstrado serem boas produtoras de -

glicosidase (Desrochers et al., 1981). 

Leite et al., (2008) estudaram a produção e compararam as características 

de -glicosidase produzida pelos micro-organismos Thermoascus aurantiacus e 

Aureobasidium pullulans em diferentes resíduos agroindustriais. Os micro-

organismos foram cultivados durante 96 h em diferentes substratos: farelo de 

trigo, farelo de soja, casca de soja, sabugo de milho e palha de milho para 

produção da enzima -glicosidase. O cultivo em fermentação em estado sólido 

foi realizada a 50°C para o fungo T. aurantiacus e a 28°C para a levedura A. 

pullulans e umidade de 60% e 75%, respectivamente. Após 96 h a enzima foi 

extraída, centrifugada, e o sobrenadante foi utilizado para medir a atividade das 

enzimas. Os autores constataram que o farelo de trigo foi o substrato mais 

eficiente para a produção de -glicosidase para ambos os micro-organismos. 

Este resultado foi atribuído a complexidade do substrato rico em proteínas 

(14%), carboidratos (27%), minerais (5%), gorduras (6%) e vitaminas do 

complexo B, favorecendo o crescimento e produção da enzima pelos micro-

organismos. O fungo T. aurantiacus apresentou maior produção de -

glicosidase (7,0 U/mL) no período entre 48 – 72 h e a levedura A. pullulans 

apresentou maior produção de -glicosidase (1,3 U/mL) após 120 h.  

Farinas et al. (2008) utilizaram o fungo Aspergillus niger para produção de 

celulases em meio de fermentação semissólida contendo os resíduos agrícolas 

bagaço de laranja, bagaço de cana-de-açúcar, casca de arroz e farelo de soja. 

O micro-organismo conservado sob congelamento foi reativado em meio 

gelose inclinado com meio básico. A quantidade de 1 mL da suspensão de 

conídios ativados foram utilizados para produção do inóculo de fermentação 

em meio contendo sabugo de milho, que foram incubados a 30°C durante 5 



18 

 

dias. O meio de fermentação semissólida foi composto de 10 g de um dos 

resíduos agrícolas moídos e meio Czapek Dox modificado. Os frascos 

Erlenmeyers foram incubados a 32°C durante 72 h e a extração foi realizada 

adicionando-se tampão acetato 0,2 mol/L, pH 4,5. Os resíduos agroindustriais 

que mostraram ser melhores para a produção de β-glicosidase foi o farelo de 

soja (5,25 UI/g) e o farelo de trigo (3,0 UI/g). Os autores concluíram que a 

utilização de resíduos agroindustriais para a produção de celulases é muito 

promissor, porém devem ser estudados a inclusão de pré-tratamentos para 

diminuir a recalcitrância de alguns resíduos agrícolas e suplementação do meio 

de cultivo com intuito de serem obtidas maiores valores de atividade. 

Dhake e Patil (2005) estudaram a produção de β-glicosidase intracelular por 

Penicillium purpurogenum. Os autores estudaram o tempo de incubação, 

composição do meio de cultura, efeitos de diferentes concentrações de 

sacarose e NaCl e efeito do pH e temperatura na produção de β-glicosidase. A 

produção máxima de β-glicosidase foi obtida após 96 h de incubação à 30°C. 

Foram obtidas melhores atividades de β-glicosidase em meio de cultivo 

Czapek- Dox contendo NaCl (0,6%), sacarose (1%), MgSO4·7H2O (0,05%); 

KH2PO4 (0,15%), NaNO3 (2,5%), ajustado a pH 5,5. A suplementação com 

aminoácidos como serina, prolina, norvalina, triptofano, cistina, leucina, alanina 

e glutamina não estimularam a produção da enzima. A adição de detergente 

como SDS, Tween 20 e Tween 80 inibiram completamente o crescimento do P. 

purpurogenum e a produção da enzima. Os autores também observaram que a 

adição de glicose no meio de cultivo causou a inibição da produção de β-

glicosidase. 

 

2.3 Fermentação semissólida 

 

O uso da fermentação semissólida tem se mostrado particularmente 

vantajoso para o crescimento de fungos filamentosos, uma vez que simula o 
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habitat natural destes micro-organismos. Essa vantagem é estendida à 

produção de enzimas, proporcionando uma maior produtividade quando 

comparada ao processo de fermentação submersa. Além disso, as enzimas 

produzidas pela fermentação semissólida são menos susceptíveis a problemas 

de inibição por substrato e também possuem maior estabilidade a variações de 

temperatura e pH (Holker et al., 2004). 

Outra vantagem da fermentação semissólida é a possibilidade de utilização 

de resíduos agroindustriais como substrato sólido, servindo estes como fontes 

de carbono e energia. Geralmente são utilizados farelos, bagaços, cascas e 

palhas como materiais viáveis para biotransformação (Rutz et al., 2008). Estes 

materiais possuem uma estrutura rica em diversos compostos como celulose, 

hemicelulose, lignina, amido, pectina e proteínas, sendo bem heterogêneo, e 

podem ser utilizados como fonte de carbono e energia como também de 

suporte para crescimento microbiano (Pandey, 2003). 

A casca de maracujá é um produto vegetal rico em fibra do tipo solúvel 

(pectina e mucilagem). Segundo Córdova et al. (2005) a casca de maracujá é 

constituída de 4,6% de proteínas, 0,3% de extrato etéreo, 26,7% de fibra bruta 

e 20% de pectina. O maracujá contém β-glicosídeos amigdalina e prunina que 

podem atuar como indutores da produção de β-glicosidase. 

As matérias-primas lignocelulósicas são fontes renováveis provenientes de 

materiais agroindustriais, resíduos urbanos e madeiras de angiospermas e 

gimnospermas. Dentre elas, os materiais agroindustriais se destacam pelo 

caráter de resíduo, conferido por sua obtenção após o processamento de 

matérias-primas que apresentam maior valor agregado. No Brasil um grande 

volume de biomassa é gerado, sendo a maior parte da biomassa gerada 

constituída por bagaço de cana-de-açúcar (Castro e Pereira Jr, 2010). 

Bactérias, leveduras e fungos são capazes de crescer em estado 

semissólido. Porém os fungos filamentosos se adaptam melhor a estas 

condições, pois são capazes de crescer em baixa atividade de água e altos 
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teores de sólidos. Além disso, seu crescimento por meio de hifas auxilia na 

colonização do meio (Durand, 2003).  

Os fungos possuem diversas formas e tamanho. Estima-se que existam 

mais de 1,5 milhão de espécies de fungos, embora somente 72 mil tenham sido 

descritas na literatura. Estão amplamente distribuídos em todos ambientes, 

com maior ocorrência naqueles onde há abundância de matéria orgânica (Oki e 

Fernandes, 2008).  

Segundo Rosa et al. (2002) o gênero Aspergillus é o mais comum entre os 

fungos filamentosos, sendo bem caracterizado. Estão presentes no solo, ar e 

água, e são encontrados tanto em organismos vegetais quanto em animais, 

sendo associados a deterioração de materiais vegetais e de alimentos, 

principalmente em regiões de clima tropical e sub-tropical.  

As colônias geralmente crescem rápido e de forma exuberante, inicialmente 

possuem coloração branca, amarela, passando para marrom ou para o negro. 

São compostas por micélio aéreo, com conidióforos eretos, densamente 

distribuídos sobre a superfície do meio e farta produção de conídeos. A 

classificação das espécies é realizada com base nas características 

morfológicas das colônias e dentre elas a estrutura mais importante observada 

é a haste. Na haste nascem as células conideogênicas (filíades e métulas) que 

são responsáveis por produzir conídeos de diferentes pigmentações e 

ornamentações, e estas são divididas em uniseriadas, quando possui uma 

cabeça aspergilar formada por uma vesícula parcial ou totalmente coberta por 

filíades e biseriadas quando antes das filíades existem as métulas (Santos, 

2007). 

Segundo Raper e Fennel (1965), a espécie Aspergillus niger é um membro 

do gênero Aspergillus que é definida como fungo saprofítico assexual, embora 

possuam todas as formas de reprodução sexuada, podendo ser encontrado 

pelo mundo inteiro devido a sua habilidade de crescer em vários substratos, 

como por exemplo, produtos de padaria e confeitaria, frutas, vegetais, grãos 
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estocados, algodão cru, folhas mortas, adubos e vegetação em deterioração. 

Produzem esporos e estes são freqüentemente encontrados em materiais 

orgânicos e no solo (Lima, 2003). 

Na literatura estão descritos muitos trabalhos sobre a produção e 

caraterização de enzimas produzidas por Aspergillus niger (Tabela I - 1). 

Tabela I - 1: Enzimas produzidas por linhagens de Aspergillus niger 

Classe da enzima Aplicação Referência 

α-amilase 

Hidrólise de amido, melhoramento 

da qualidadde de produtos de 

panificação, remoção de manchas 

em tecidos e produção de bebidas 

Toledo et al., 2007 

Mitidieri et al., 2006 

Celulase 
Produção de papel, amaciamento 

de tecido 
Bansal et al. 2012 

Glicoamilase Produção de xarope de glicose Nahid et al., 2012 

β-glicosidase Hidrólise de celobiose Yan e Liau, 1998 

Fitase 
Melhoramento nutricional de ração 

animal 
Bhavsar et al., 2012 

Invertase Produção de açúcar invertido Gonzalez et al., 2004 

Lactase 
Obtenção de produtos lácteos com 

baixo teor lactose 

Manzanares et al., 

1998 

Lipase 

Emulsificantes, remoção de 

manchas, tratamento de efluentes, 

esterificação de óleos 

Pera et al., 2006 

Pectinase 
Clarificação de sucos e 

degomagem de fibras 

Debing et al., 2006 

Bai et al., 2004 

Poligalacturonase Indústria de sucos 

Kant et al.,2012 

Zhou et al. 2011 

Protease 

Tratamento de couro, produção de 

queijo, remoção de manchas em 

tecidos 

Paranthaman et al., 

2009 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Micro-organismo produtor de β-glicosidase 

 

3.1.1 Identificação do micro-organismo 

A identificação do fungo foi realizada no Laboratório de Micologia do 

Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), localizado em Campinas, São 

Paulo. O fungo foi incubado em meio de Ágar Czapek Extrato de Levedura 

(CYA) a 25°C, 37°C e 42°C por 7 dias. A identificação foi realizada de acordo 

com a chave de classificação de Klich e Pitt (1988). 

 

3.1.2 Manutenção da cultura 

 

A linhagem do fungo Aspergillus niger LBA 02 da coleção de culturas do 

Laboratório de Bioquímica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de 

Alimentos, Universidade Estadual de Campinas foi utilizada para a produção de 

β-glicosidase. O fungo foi cultivado em tubos de meio de cultivo Ágar Batata 

Dextrose (PDA) inclinado, durante 3 dias, a 30°C. Após incubação adicionou-se 

vaselina estéril aos tubos de ensaio e as culturas foram mantidas a 5°C. 
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3.1.3 Pré-inóculo e fermentação da linhagem de Aspergillus niger LBA 02 em 

meio semissólido de farelo de trigo para a produção de β-glicosidase 

 

A cultura da linhagem de Aspergillus niger LBA 02 cultivada em meio 

inclinado conforme descrito no item 3.1.2, foi espalhada em placas de petri 

contendo Ágar Batata Dextrose com auxílio de um cotonete de algodão 

esterilizado, e incubado durante 3 dias a 30°C. Após o crescimento satisfatório 

do fungo nas placas de petri, foram obtidos discos de 10 mm de diâmetro do 

meio recobertos com a cultura do micro-organismo que foram utilizados como 

inóculo. 

Para a fermentação, 15 discos de 10 mm de diâmetro recobertos com 

cultura de A. niger LBA 02 foram transferidos assepticamente para frascos 

Erlemeyers de 250 mL contendo 10 g de meio de cultivo composto por 25 g de 

farelo de trigo, 25 g de casca de maracujá e 20 mL de água destilada, 

previamente esterilizado durante 20 minutos a 121°C. Os frascos foram 

incubados a 30°C durante 5 dias. O meio fermentado foi utilizado para a 

produção da β-glicosidase extracelular. 

 

3.1.4 Extração da β-glicosidase 

 

A extração da enzima foi feita adicionando-se 50 mL de água destilada aos 

frascos Erlenmeyers. Os frascos foram agitados a 150 rpm durante 20 minutos 

a temperatura ambiente e em seguida as amostras foram filtradas em papel de 

filtro. O filtrado foi utilizado como extrato enzimático bruto de β-glicosidase. 
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3.1.5 Determinação da atividade de β-glicosidase 

 

A atividade de β -glicosidase foi determinada como descrito por Matsuura et 

al. (1995) com modificações. Alíquotas de 300 µL de solução 5mM de ρ-

nitrofenil-β-glicosídeo (ρ-NPG) em tampão acetato 0,05M pH 5,0 foram pré-

incubadas a 50°C por 5 minutos. Após a adição de 300 µL de solução 

enzimática, a mistura foi incubada a 50°C por 30 minutos. A reação foi 

interrompida pela adição de 300 µL de solução 0,5 M de carbonato de sódio. A 

hidrólise de ρ-NPG foi estimada pela medida da absorbância a 410 nm 

(Espectrofotômetro Beckman Coulter DU-640). A quantidade de ρ-nitrofenol 

liberada foi determinada usando curva padrão de ρ-nitrofenol na faixa de 5 a 

300 µmol, nas condições de ensaio. Uma unidade da atividade enzimática foi 

definida como a quantidade de enzima necessária para liberar 1µmol de ρ-

nitrofenol por minuto nas condições do ensaio por grama de meio de cultivo 

semissólido.  

 

3.1.6 Determinação qualitativa de algumas enzimas produzidas pela linhagem 

de A. niger LBA 02  

 

Foram realizados ensaios para determinação qualitativa da atividade 

enzimática de CM - celulase, protease, amilase, poligalacturonase e pectinase 

em placas de Petri contendo meio sólido e substratos específicos pelo Método 

“Cup Plate” com modificações (Dingle et al., 1953; Rose e Miller, 1939). 

Os meios sólidos para a detecção das enzimas hidrolíticas secretadas pela 

linhagem de Aspergillus niger LBA 02 foram compostos de ágar bacteriológico 

1,5- 2,0% (m/v) e substrato específico [1,0% (m/v) de caseína e 1,0% (m/v) de 

gelatina para proteases, pH 7,0; ou 1,0% (m/v) de pectina cítrica para 

pectinases, pH 6,0; ou 0,5% (m/v) de ácido poligalacturônico para 
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poligalacturonase, pH 6,0; ou 1,0% (m/v) de carboximetilcelulose para CM - 

celulase, pH 7,0] em placas de Petri. 

Alíquotas de 100 L do extrato enzimático bruto, obtidas do meio de cultura 

fermentado composto por farelo de trigo, casca de maracujá e água destilada 

como descrito no item 3.1.3, foram aplicadas nos orifícios de 5 mm de diâmetro 

nas placas de Petri em meio sólido, contendo o substrato específico. As placas 

foram incubadas a 30°C (± 2°C) por 24 h, com posterior revelação e 

observação de halo de degradação dos substratos. 

A hidrólise de caseína e gelatina por protease foi testada adicionando-se 5 

mL de solução de ácido acético 5,0% (v/v) e verificando-se a formação de halo 

de hidrólise. 

A hidrólise de ácido poligalacturônico ou pectina cítrica por pectinases foi 

revelada pela adição de 5 mL de solução de lugol (0,15% I2 e 1,5% KI) e 

descarte do revelador após 15 segundos de contato. 

A hidrólise de CM-celulose por CM-celulase foi revelada pela adição de 5 

mL de solução de lugol (0,15% I2 e 1,5% KI) e descarte do revelador após 15 

segundos de contato. 
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3.2 Estudo da produção de β-glicosidase pela linhagem de A. niger LBA 

02 por planejamento experimental 

 

3.2.1 Estudo dos efeitos da temperatura e da quantidade de inóculo, água 

destilada, casca de maracujá, extrato de levedura e sais no meio de 

cultura semissólido de farelo de trigo para a fermentação de A. niger LBA 

02 e produção de -glicosidase, por planejamento fatorial fracionado 2(8-4) 

 

Os parâmetros temperatura, quantidade de pré-inóculo, água adicionada ao 

meio de fermentação semissólida, casca de maracujá, extrato de levedura e 

adição dos sais KH2PO4, NH4NO3, MgSO4 para a produção da enzima foram 

estudados através de planejamento fatorial fracionado 2 (8-4). 

O preparo do meio de cultivo foi realizado pesando-se 25 g de farelo de 

trigo em um béquer e adicionando-se os componentes estudados nos níveis do 

planejamento experimental (Tabela I – 2). 
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Tabela I - 2: Variáveis e níveis estudados no planejamento fatorial fracionário 2 (8-4) 

Variável Unidade 
Níveis 

-1 0 +1 

Temperatura °C 25 30 35 

Casca de 
maracujá 

g 12,5 25 37,5 

Quantidade de 
água adicionada 

mL 10 20 30 

Quantidade de 
inoculo 

Nº discos* 10 15 20 

KH2PO4 % 0 0,1 0,2 

NH4NO3 % 0 0,1 0,2 

MgSO4.7H2O % 0 0,05 0,1 

Extrato de 
levedura 

% 0 0,05 0,1 

* Número de discos de 10 mm de diâmetro de Ágar Batata Dextrose recobertos com a cultura 

de A. niger LBA 02. 

 

O meio de cultura foi homogeneizado com bastão de vidro e amostras de  

10 g foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 250 mL sendo os frascos 

esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C. Os discos de PDA 

recobertos com o fungo foram adicionados assepticamente aos frascos 

Erlenmeyers contendo os meios de cultura e em seguida foram incubados na 

temperatura estabelecida pelo planejamento por 9 dias. A atividade de β-

glicosidase foi determinada usando-se o substrato ρ-NPG como descrito no 

item 3.1.5. 
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3.2.1.1 Determinação do tempo de fermentação da linhagem A.niger LBA 02 no meio de 

cultura semissólido de farelo de trigo, casca de maracujá, sais e extrato de 

levedura para a produção de β-glicosidase 

 

Foi realizada a cinética da fermentação do micro-organismo nas condições 

do ponto central do planejamento fatorial fracionado 2 (8-4) para estimar o tempo 

de fermentação para obtenção de maior produção de β-glicosidase. O meio de 

cultura contendo 50 g de farelo de trigo, 50 g de casca de maracujá, 40 mL de 

água destilada, KH2PO4 (0,1%), NH4NO3 (0,1%), MgSO4 (0,05%) e extrato de 

levedura (0,05%), sendo a concentração desses quatro últimos componentes 

considerados em relação a massa de sólidos, foi homogeneizado com auxílio 

do bastão de vidro e amostras de 10 g de meio de cultivo foram transferidas 

para frascos Erlenmeyers de 250 mL e esterilizados em autoclave por 20 

minutos a 121°C. Foram adicionados assepticamente aos frascos Erlenmeyers 

contendo os meios de cultura, 15 discos de PDA recobertos com o fungo e em 

seguida incubados a 30°C durante 10 dias. Amostras de extrato enzimático 

foram extraídas a cada 24 horas conforme descrito no item 3.1.4 e a atividade 

enzimática foi determinada conforme o item 3.1.5. 

 

3.2.2 Estudo dos efeitos da quantidade de casca de maracujá e da água 

destilada no meio semissólido de farelo de trigo para a fermentação de A. 

niger LBA 02 e produção de -glicosidase, por delineamento composto 

central rotacional (DCCR) 22  

 

Após a seleção das variáveis significativas de acordo com o item 3.2.1, 

realizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2², com 

combinação entre as variáveis independentes (quantidade de casca de 

maracujá e água destilada) e seus níveis de concentração conforme Tabela I - 

7. 
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Os experimentos foram realizados através da metodologia de planejamento 

experimental e análise de superfície de resposta e os dados foram tratados 

com o auxílio do programa computacional STATISTICA, StatSoft – versão 7.0 

(2325 East 13 th Street, Tulsa, OK, 74104, EUA). 

 

3.2.3 Estudo dos efeitos da quantidade de bagaço de cana-de-açúcar e água 

destilada no meio semissólido de farelo de trigo para a fermentação de A. 

niger LBA 02 e produção de -glicosidase, por delineamento composto 

central rotacional (DCCR) 22  

 

Foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2², para 

avaliação dos efeitos das variáveis independentes: quantidade de bagaço de 

cana-de-açúcar e água destilada (Tabela I – 10). 

Os experimentos foram realizados através da metodologia de planejamento 

experimental e análise de superfície de resposta e os dados foram tratados 

com o auxílio do programa computacional STATISTICA, StatSoft – versão 7.0 

( 2325 East 13 th Street, Tulsa, OK, 74104, EUA). 

 

3.2.3.1 Determinação do tempo de fermentação da linhagem A.niger LBA 02 no meio de 

cultura semissólido de farelo de trigo, bagaço de cana-de-açúcar e água 

destilada para a maior produção de β-glicosidase 

 

Foi realizada uma cinética da fermentação do micro-organismo nas 

condições do ponto central do delineamento composto central rotacional 

(DCCR) 2² para estimar o tempo de fermentação para maior produção de β-

glicosidase conforme descrito no item 3.2.3. O meio de cultura contendo 25 g 

de farelo de trigo, 6,25 g de bagaço de cana-de-açúcar e 7,5 mL de água 
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destilada, foi homogeneizado com auxílio do bastão de vidro e amostras de 10 

g de meio de cultivo foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 250mL e 

foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C. Foram adicionados 

assepticamente aos frascos Erlenmeyers contendo os meios de cultura 10 

discos de PDA recobertos com o fungo e em seguida foram incubados a 30°C 

durante 11 dias. Amostras de extrato enzimático foram extraídas, a cada 24 

horas conforme descrito no item 3.1.4 e a atividade enzimática foi determinada 

conforme o item 3.1.5. 

 

3.2.4 Validação do delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 do 

meio semissólido de farelo de trigo, casca de maracujá ou bagaço de 

cana-de-açúcar e água destilada para a fermentação de A. niger LBA 02 e 

produção de -glicosidase 

 

Após a realização do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2² 

do meio de cultura contendo farelo de trigo, casca de maracujá e água 

destilada, foi realizada a validação do ensaio onde houve a maior produção de 

β-glicosidase, através de 5 repetições da fermentação da linhagem de A. niger 

LBA 02 em meio de cultura denominado nº 1 composto por 25 g de farelo de 

trigo, 6,25 g de casca de maracujá e 5 mL de água destilada e 5 repetições do 

meio de cultura denominado nº 2 composto por 25 g de  farelo de trigo e 5 mL 

de água destilada para comparação. 

O mesmo procedimento foi realizado para validação do delineamento 

composto central rotacional (DCCR) 2² do meio de cultura contendo farelo de 

trigo, bagaço de cana-de-açúcar e água destilada, através de 5 repetições da 

fermentação com o meio de cultura identificado como nº 3 composto por 25 g 

de farelo de trigo, 1,8 g de bagaço de cana-de-açúcar e 5,7 mL de água 

destilada e 5 repetições do meio de cultura identificado como nº 4 composto 

por 25 g de  farelo de trigo e 5,7 mL de água destilada para comparação. 
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Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey, 

realizado com auxílio do software Minitab® 16.1.1 de Minitab Inc. (EUA). Os 

valores foram expressos como média aritmética e considerados 

estatisticamente diferentes quando os valores de p foram inferiores a 0,05. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Identificação do micro-organismo 

 

O fungo utilizado neste trabalho foi identificado como Aspergillus niger pelo 

Laboratório de Micologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL). A 

linhagem apresentou crescimento em Ágar Czapeck Extrato de Levedura 

formando colônias pretas devido aos seus conídios na temperatura mínima de 

6–8°C, e máxima de 45-47°C, com o ótimo a 35-37°C. É um fungo xerofílico e 

pode crescer em pH de até 2,0.  Apresentou conídios menores que 5 µm. 

 

Figura I -  3: Fungo Aspergillus niger cultivado em meio Ágar Czapeck Extrato de 

Levedura. 
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4.2 Determinação qualitativa de algumas enzimas produzidas pela 

linhagem de A. niger LBA 02  

 

As enzimas microbianas são aplicadas em diversos processos 

biotecnológicos e sua importância tem aumentado nas últimas décadas pela 

possibilidade de reaproveitamento de subprodutos industriais. Os fungos são 

conhecidos por serem bons produtores de uma ampla variedade de enzimas 

(Bhanja et al., 2009). 

Várias espécies de Aspergillus são utilizadas para obtenção de enzimas, na 

biossíntese química e na transformação de compostos. A taxonomia reconhece 

aproximadamente 150 espécies do gênero Aspergillus, porém somente 30 

destas são bem definidas e caracterizadas (Rosa et al., 2002).  

Após a revelação das placas, foi observado que o extrato enzimático bruto 

de Aspergillus niger LBA 02 apresentou atividade de CM-celulase, amilase, 

poligalacturonase e pectinase (Figura I - 4). Não foi detectada atividade de 

protease no extrato bruto. 
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CM-celulase 

 

Protease 

 

Amilase 

 

Poligalacturonase 

 

Pectinase 

 

Figura I -  4: Detecção qualitativa das enzimas CM-celulase, protease, amilase, 

poligalacturonase e pectinase no extrato enzimático produzido pela linhagem A. niger LBA 02 

pelo método “cup plate”. 

 

Linhagens de A. niger são utilizadas para a produção de enzimas 

comerciais como pectinases, glicoamilases, asparaginases, β-glicosidases, etc. 

  



35 

 

4.3 Estudo dos efeitos da temperatura e da quantidade de inóculo, água, 

casca de maracujá, extrato de levedura e sais no meio de cultura 

semissólido de farelo de trigo para a fermentação de A. niger LBA 02 

e produção de -glicosidase, por planejamento fatorial fracionado     

2 (8-4) 

 

O planejamento fatorial 2 (8-4) foi utilizado para avaliar os efeitos das 

variáveis independentes: temperatura, quantidade de inóculo, volume de água 

adicionado, casca de maracujá triturada, adição dos sais KH2PO4, NH4NO3, 

MgSO4.7H2O e extrato de levedura para fermentação semissólida de A. niger 

LBA 02 em meio de cultivo contendo farelo de trigo e produção da enzima -

glicosidase. O planejamento fatorial 2 (8-4) está apresentado na Tabela I - 3, e 

os níveis estudados, com os valores decodificados na Tabela I - 4. Cada 

variável independente foi avaliada no nível máximo (+1) e mínimo (-1). Foram 

realizados 3 ensaios correspondendo ao ponto central (0). 

 

4.3.1 Determinação do tempo de fermentação da linhagem A.niger LBA 02 no 

meio de cultura semissólido de farelo de trigo, casca de maracujá, sais e 

extrato de levedura para a produção de β-glicosidase 

 

O tempo de fermentação para maior produção de β-glicosidase pela 

linhagem A. niger LBA 02, em meio semissólido composto de farelo de trigo, 

casca de maracujá, água destilada, sais KH2PO4, NH4NO3, MgSO4.7H2O e 

extrato de levedura, foi determinado nas condições do ponto central do 

planejamento experimental fracionário 2 (8-4). A Figura I - 5 ilustra que foi obtida 

maior produção de -glicosidase após 216 h de fermentação da linhagem A. 

niger LBA 02, a 30°C. Os ensaios subsequentes foram realizados com 

fermentações conduzidas durante 216 h. 
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Figura I - 5: Cinética da produção de β-glicosidase por Aspergillus niger LBA 02 em meio 

semissólido contendo farelo de trigo, casca de maracujá, água destilada, extrato de 

levedura, KH2PO4, NH4NO3 e MgSO4 nas condições do ponto central do planejamento 

experimental fracionário 2 (8-4) 
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Tabela I - 3: Planejamento fatorial fracionário 2 (8-4) codificado para estudo dos efeitos da 

temperatura, quantidade de água, inóculo, casca de maracujá, KH2PO4, NH4NO3, MgSO4.7H2O e 

extrato de levedura no meio de cultura semissólido de farelo de trigo para a fermentação da 

linhagem de Aspergillus niger LBA 02 e produção de -glicosidase. 

Ensaio 

Variáveis 

Atividade 

U/g Temp. 
Casca de 

maracujá 

Quant.  de 

água 

adicionada 

Quant. 

de 

inóculo 

KH2PO4 NH4NO3 MgSO4.7H2O 
Ex. de 

levedura 

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 42,75 

2 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 17,85 

3 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 26,4 

4 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 27,6 

5 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 17,35 

6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 28,25 

7 -1 1 1 -1 -1 1 1 -1 8,9 

8 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 9,45 

9 -1 -1 -1 1 -1 1 1 1 49,15 

10 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 14 

11 -1 1 -1 1 1 -1 1 -1 14,4 

12 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 24,6 

13 -1 -1 1 1 1 1 -1 -1 18,3 

14 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 40,35 

15 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 12,4 

16 1 1 1 1 1 1 1 1 17,05 

17 0 0 0 0 0 0 0 0 19,5 

18 0 0 0 0 0 0 0 0 22,25 

19 0 0 0 0 0 0 0 0 26,55 
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Tabela I - 4: Valores decodificados utilizados no planejamento fatorial fracionário 2 (8-4) codificado 

no estudo dos efeitos da temperatura, quantidade de água, inóculo, casca de maracujá, KH2PO4, 

NH4NO3, MgSO4.7H2O e extrato de levedura no meio de cultura semissólido de farelo de trigo para 

a fermentação da linhagem de Aspergillus niger LBA 02 e produção de -glicosidase. 

Variável Código Unidade 
Nível 

-1 0 +1 

Temperatura x1 °C 25 30 35 

Casca de maracujá x2 gramas 12,5 25 37,5 

Quant. de água adicionada x3 mL 10 20 30 

Quant. de inóculo x4 nº de discos* 10 15 20 

KH2PO4 x5 % 0 0,1 0,2 

NH4NO3 x6 % 0 0,1 0,2 

MgSO4.7H2O x7 % 0 0,05 0,1 

Extrato de levedura x8 % 0 0,05 0,1 

* Número de discos de 10 mm de diâmetro de Ágar Batata Dextrose recobertos com a cultura 

de A. niger LBA 02. 

 

A Tabela I - 5 ilustra os efeitos das variáveis independentes na atividade de 

-glicosidase. De acordo com a análise dos efeitos, pode-se observar que as 

variáveis quantidade de casca de maracujá e MgSO4.7H2O apresentaram 

efeitos negativos e significativos na faixa estudada a um nível de confiança de 

95% (p<0,05). Entretanto, a variável independente quantidade de água 

adicionada foi incluída para um novo planejamento, pois o p-valor estava muito 

próximo ao limite (considerando confiança de 90%, p<0,1) e a variável 

MgSO4.7H2O não foi incluída, pois já havia sido estudada na concentração 

zero. A variável independente temperatura apresentou efeito negativo sobre a 

atividade da β-glicosidase, mas não significativo, sendo fixada no nível (0), na 

temperatura de 30°C. A variável independente quantidade de inóculo 

apresentou efeito positivo, mas não significativo, sendo fixada no nível (-1), 

com inóculo de 10 discos de meio recobertos com o fungo. E os sais (KH2PO4, 



39 

 

NH4NO3, MgSO4.7H2O) e extrato de levedura foram fixados no nível (-1), pois 

não foram significativos. 

Segundo Farinas et al. (2008) a utilização de resíduos agroindustriais para a 

produção de celulases é muito promissora, porém devem ser estudados mais 

pré-tratamentos para reduzir a recalcitrância dos resíduos e suplementação do 

meio de cultura com fontes de carbono mais facilmente assimiláveis com intuito 

de serem obtidas melhores atividades. 

Tabela I - 5: Efeitos da temperatura, quantidade de água, inóculo, casca de maracujá, KH2PO4, 

NH4NO3, MgSO4.7H2O e extrato de levedura no meio de cultura semissólido de farelo de trigo para 

fermentação da linhagem de Aspergillus niger LBA 02 e produção de -glicosidase, do 

planejamento fatorial fracionário 2 (8-4). 

 Efeito Erro padrão t(10) P 

Média 23,00 2,08 11,08 0,000001 

Temperatura -1,31 4,53 -0,29 0,778 

Casca de maracujá* -10,90 4,53 -2,41 0,0368 

Quant. de água 
adicionada 

-8,08 4,53 -1,78 0,104 

Quant. de inóculo 1,46 4,53 0,32 0,753 

KH2PO4 1,95 4,53 0,430 0,676 

NH4NO3 2,06 4,53 0,45 0,658 

MgSO4.7H2O* -12,40 4,53 -2,74 0,021 

Extrato de levedura 1,52 4,53 0,34 0,743 

*Parâmetros estatisticamente significativos a 95% de nível de confiança 
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4.4 Estudo dos efeitos da quantidade de casca de maracujá e da água 

destilada no meio semissólido de farelo de trigo para a fermentação 

de A. niger LBA 02 e produção de β-glicosidase por delineamento 

composto central rotacional (DCCR) 2² 

 

O planejamento composto central rotacional (DCCR 2²) foi utilizado para 

verificar os efeitos das variáveis quantidade de casca de maracujá e 

quantidade de água adicionada ao meio de cultivo semissólido de farelo de 

trigo para a produção de β-glicosidase, previamente selecionadas a partir do 

planejamento fatorial fracionário. O DCCR 2² contendo 11 ensaios incluindo 4 

ensaios referentes ao fatorial completo, 4 ensaios referentes aos pontos axiais 

(α=1,41) e 3 ensaios no ponto central e a variável dependente atividade de β-

glicosidase apresenta-se na Tabela I -  6, e os níveis estudados, com valores 

codificados e reais, encontram-se na Tabela I - 7. 

Tabela I - 6: Planejamento composto central rotacional 2² codificado para o estudo dos efeitos da 

quantidade de casca de maracujá e água no meio de cultura semissólido de farelo de trigo para a 

fermentação da linhagem de A.niger LBA 02 e produção de -glicosidase 

Ensaio 
Variáveis Atividade (Unidade 

de β-glicosidase/g) Casca de maracujá Quant. de água 

1 -1 -1 47,28 

2 -1 1 51,47 

3 1 -1 46,64 

4 1 1 44,04 

5 -1,41 0 46,76 

6 1,41 0 51,73 

7 0 -1,41 60,50 

8 0 1,41 42,18 

9 0 0 47,44 

10 0 0 44,94 

11 0 0 41,04 
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Tabela I - 7: Valores codificados e reais utilizados no delineamento composto central rotacional 2²  

para o estudo dos efeitos da quantidade de casca de maracujá e água no meio de cultura 

semissólido de farelo de trigo para a fermentação da linhagem de A. niger LBA 02 e produção de -

glicosidase 

Variáveis Unidades 
  Nível   

-1,41 -1 0 1 1,41 

Casca de 

maracujá 
G 0          1,8 6,25 10,7 12,5 

Quant. água mL 5 5,7 7,5 9,3 10 

 

A Tabela I -8 apresenta os valores de t, p e coeficientes de regressão. Os 

valores de p são utilizados para conferir a significância de cada coeficiente e 

também indicam a importância de cada variável ou interação entre variáveis na 

resposta do modelo. Quanto maior a magnitude do valor de t e menor o valor 

de p, maior será a significância do coeficiente, como pode-se observar na 

tabela I -8, nenhuma das variáveis foi significativa. 

 

Tabela I - 8: Coeficiente de regressão e desvio padrão no estudo dos efeitos da quantidade de 

casca de maracujá e água no meio de cultura semissólido de farelo de trigo para a fermentação da 

linhagem de A. niger LBA 02 e produção de -glicosidase 

 Coeficiente de 

regressão 
Desvio padrão t(5) P 

Média* 44,470 3,28 13,56 0,000039 
(1) Casca de maracujá (L) -0,13 2,01 -0,06 0,951 
Casca de maracujá (Q) 1,65 2,39 0,69 0,520 
(2) Quantidade de água(L) -3,04 2,01 -1,51 0,190 
Quantidade de água (Q) 2,70 2,39 1,13 0,309 
1L x 2L -1,70 2,84 -0,60 0,576 

*parâmetros estatisticamente significativos a 95% de nível de confiança. 

L: parâmetro linear; Q: parâmetro quadrático. 
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Nenhuma das variáveis estudadas teve efeito significativo na produção de 

β-glicosidase pela linhagem A. niger LBA 02 nos níveis estudados. Nos dois 

planejamentos, o resíduo casca de maracujá, nas faixas estudadas não induziu 

a produção da enzima β-glicosidase, já que nos ensaios que continham 

somente farelo de trigo e água destilada foram obtidos valores de atividades 

superiores.  

Farinas et al. (2008) estudaram a produção de celulases por linhagem de A. 

niger em meio de fermentação semissólida. Os autores testaram os resíduos 

agrícolas bagaço de laranja, bagaço de cana-de-açúcar, casca de arroz e 

farelo de soja e verificaram que os resíduos agroindustriais que permitiram 

maior produção de β-glicosidase foram o farelo de soja (5,25 UI/g) e o farelo de 

trigo (3,0 UI/g).  

Segundo Haque et al. (2002) o farelo de trigo é um sub-produto rico em 

proteína, possui baixo custo e é fácil de ser encontrado. Sendo um substrato 

complexo composto por proteínas (14%), carboidratos (27%), minerais (5%), 

lipídeos (6%) e vitaminas do complexo B, o que favorece o crescimento e 

produção de enzimas por micro-organismos (Leite, 2008).  

 

4.4.1 Determinação do tempo de fermentação da linhagem A.niger LBA 02 no 

meio de cultura semissólido de farelo de trigo, bagaço de cana-de-açúcar 

e água destilada para a maior produção de β-glicosidase 

 

O tempo de fermentação da linhagem A. niger LBA 02, em meio de cultivo 

semissólido composto de 25 g de farelo de trigo, 6,25 g de bagaço de cana-de-

açúcar e 7,5 mL de água destilada, para a produção de β-glicosidase foi 

determinado nas condições do ponto central do delineamento composto central 

rotacional (DCCR) 2². A Figura I - 6 mostra que foi obtida maior atividade de -
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glicosidase (74,7 U/g) após de 240 h de fermentação a 30°C. Para os ensaios 

subsequentes, as fermentações foram conduzidas durante 240 h. 
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Figura I -  6: Cinética da produção de β-glicosidase por A. niger LBA 02 em meio semissólido 

composto de 25 g de farelo de trigo, 6,25 g de bagaço de cana-de-açúcar e 7,5 mL de água 

destilada, a 30°C. 

 

4.5  Estudo dos efeitos da quantidade de bagaço de cana-de-açúcar e de 

água destilada no meio semissólido de farelo de trigo para a 

fermentação de A. niger LBA 02 e produção de β-glicosidase, por 

delineamento composto central rotacional (DCCR) 2² 

 

O planejamento composto central rotacional (DCCR 2²) foi realizado para 

verificar os efeitos das variáveis quantidade de bagaço de cana-de-açúcar e 

água adicionada ao meio de cultivo semissólido de farelo de trigo para 

produção de β-glicosidase. O DCCR 2² contendo 11 ensaios incluindo 4 

ensaios referentes ao fatorial completo, 4 ensaios referentes aos pontos axiais 

(α=1,41), 3 ensaios no ponto central e a variável dependente atividade de β-
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glicosidase apresenta-se na Tabela I - 9, e os níveis estudados, com valores 

codificados e reais, encontram-se na Tabela I -10. 

 

Tabela I - 9: Planejamento composto central rotacional 2² codificado para estudo dos efeitos da 

quantidade de bagaço de cana-de-açúcar e água destilada no meio de cultura semissólido de 

farelo de trigo para a fermentação da linhagem de A. niger LBA 02 e produção de -glicosidase. 

Ensaio 

Variáveis 

Atividade (U /g) Bagaço de cana-de-

açúcar 
Água destilada 

1 -1 -1 36,18 

2 -1 1 32,14 

3 1 -1 19,39 

4 1 1 22,20 

5 -1,41 0 37,60 

6 1,41 0 22,63 

7 0 -1,41 28,21 

8 0 1,41 16,72 

9 0 0 29,01 

10 0 0 26,12 

11 0 0 26,41 

 

 

Tabela I - 10: Valores codificados e reais utilizados no composto central rotacional 2² para o 

estudo dos efeitos da quantidade de bagaço de cana-de-açúcar e água destilada no meio de 

cultura semissólido de farelo de trigo para a fermentação da linhagem de A. niger LBA 02 e 

produção de -glicosidase. 

Variáveis Unidades 
  Nível   

-1,41 -1 0 1 1,41 

Bagaço de 

cana-de-açúcar 
G 0          1,8 6,25 10,7 12,5 

Água destilada mL 5 5,7 7,5 9,3 10 
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A Tabela I -11 apresenta os valores de t, p e coeficientes de regressão 

utilizados para a construção do modelo representativo da atividade de β-

glicosidase a partir das variáveis estudadas. 

 

Tabela I - 11: Coeficiente de regressão e desvio padrão no estudo dos efeitos da 

quantidade de bagaço de cana-de-açúcar e água destilada no meio de cultura 

semissólido de farelo de trigo para a fermentação da linhagem de A. niger LBA 02 e 

produção de -glicosidase. 

 
Coeficiente 

de regressão 
Desvio padrão T(5) p 

Média* 27,18 1,64 16,66 0,000014 

(1) Bagaço de cana-de-
açúcar  (L)* 

-5,99 0,99 -5,99 0,002 

Bagaço de cana-de-
açúcar  (Q) 

1,76 1,19 1,48 0,198 

(2) Água destilada(L)* -2,18 0,99 -2,18 0,080 

 Água destilada (Q) -2,06 1,19 -1,73 0,143 

1L x 2L 1,71 1,41 1,22 0,279 

*parâmetros estatisticamente significativos a 90% de nível de confiança. 

L: parâmetro linear; Q: parâmetro quadrático. 

 

Somente os termos lineares para as variáveis bagaço de cana-de-açúcar e 

quantidade de água foram significativos, sugerindo que outros níveis devem ser 

estudados. 

A análise de variância (ANOVA) mostrou que 75% da variação observada 

nos ensaios foi explicada pelo modelo. O F-valor calculado (11,76) para a 
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regressão foi maior que o F – tabelado (3,11) (p = 0,004) refletindo a 

significância estatística do modelo. A falta de ajuste não foi significativa. 

Tabela I - 12: ANOVA para a regressão do modelo para a produção de β-glicosidase (U/g) 

Fontes de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrrado 

médio 

Fcalc 

Regressão 325,14 2 162,56 11,76 

Resíduos 110,31 8 13,78  

Falta de ajuste  105,27 6 17,54 7,02 

Erro Puro 5,01 2 2,50  

Total 435,4573    

 

A equação abaixo representa o modelo linear para o planejamento 

experimental: 

Y1= 26,96 – 5,99 x1 – 2,18 x2 

Onde: 

Y1 = Atividade de β-glicosidase (U/g)  

x1 = bagaço de cana-de-açúcar (g) 

x2 = água destilada (mL) 

 

A superfície de resposta e a curva de contorno foram geradas a partir do 

modelo. A produção de β-glicosidase por A. niger LBA 02 foi maior no meio de 

cultivo contendo 25 g de farelo de trigo, 0 a 1,8 g de bagaço de cana-de-açúcar  

e água destilada na faixa de 5 a 7,5 mL. As duas variáveis apresentaram efeito 

negativo na atividade de β-glicosidase. 
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Figura I -  7: Superfície de resposta (a) e curva de contorno (b) para atividade de β-

glicosidase (U/g) em função da quantidade de bagaço de cana-de-açúcar (g) e 

quantidade de água destilada (mL) no meio semissólido de farelo de trigo 

 

Kang et al. (1999) estudaram a produção de β-glicosidase por uma 

linhagem de A. niger mutante por fermentação submersa. O meio de cultivo 

continha materiais lignocelulósicos (2%), farelo de trigo (1%), peptona (0,5%), 

extrato de levedura (0,05%), KH2PO4 (0,05%), CuSO4.5H2O (0,05%), CoSO4 

7H2O (0.01%). Os autores testaram palha de arroz, madeira e jornal como 

materiais lignocelulósicos para a produção de β-glicosidase. Após sete dias de 

incubação a 28°C, a atividade de β-glicosidase foi 11,4 U/mL, 6,4 U/mL e 

6,7U/mL para os meios de cultivo contendo palha de arroz, madeira e papel, 

respectivamente. 

 

 

(a) (b) 
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4.6 Validação do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2² 

do meio semissólido de farelo de trigo, casca de maracujá ou bagaço 

de cana-de-açúcar e água destilada para a fermentação de A. niger 

LBA 02 e produção de β-glicosidase 

 

Após a realização do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2² 

do meio de cultura contendo farelo de trigo, casca de maracujá e água 

destilada, foi estudada a validação do ensaio 7 como descrito no item 3.2.4, 

onde foi obtido o maior valor de atividade de β-glicosidase 60,5 U/g. 

Foram realizados 5 repetições do ensaio 7 de fermentação de A. niger LBA 

02 em meio de cultura nº 1 composto por 25 g de farelo de trigo, 6,25 g de 

casca de maracujá e 5 mL de água destilada. Para comparação foram 

realizados 5 repetições da fermentação de A. niger LBA 02 em meio de cultura 

nº 2 sem a adição de casca de maracujá. 

A Tabela I - 13 ilustra que a produção de β-glicosidase pela fermentação da 

linhagem A. niger LBA 02 em meio de cultivo nº 1 e em meio de cultivo nº 2, 

foram similares indicando que a adição da casca de maracujá no meio de farelo 

de trigo não resultou em aumento da produção da enzima, nos níveis 

estudados.  

Verificou-se que os resultados analisados pelo teste de Tukey, não diferem 

estatisticamente com 95% de confiança. 
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Tabela I - 13: Validação do planejamento experimental DCCR 2² para o estudo dos efeitos 

da adição de casca de maracujá e água destilada em meio de cultura semissólido 

composto por farelo de trigo para a fermentação da linhagem de A. niger LBA 02 e 

produção de β-glicosidase 

Meio de cultivo nº 1 Meio de cultivo nº 2 

Ensaio 
Unidades de β-

glicosidase (U/g) 
Ensaio 

Unidades de β-

glicosidase (U/g) 

1 22,96a 1 25,75 a 

2 29,95 a 2 33,27 a 

3 33,33 a 3 31,81 a 

4 29,26 a 4 30,80 a 

5 25,86 a 5 32,63 a 

*As letras iguais indicam que não houve diferença estatística entre os valores (p < 

0,05). 

Após a realização do delineamento composto central rotacional (DCCR) 2² 

do meio de cultura contendo farelo de trigo, bagaço de cana-de-açúcar e água 

destilada, foi realizada a validação do ensaio 1 como descrito no item 3.2.4 

onde foi obtido o maior valor de atividade de β-glicosidase (36,18 U/g). 

Foram realizados 5 repetições do ensaio 1 com o meio de cultura nº 3 

composto por 25 g de farelo de trigo, 1,8 g de bagaço de cana-de-açúcar e 5,7 

mL de água destilada. Para comparação foram realizados 5 repetições do meio 

de cultura nº 4 sem a adição de bagaço de cana-de-açúcar. 

A Tabela I - 14 ilustra que a produção de β-glicosidase pela fermentação da 

linhagem A. niger LBA 02 em meio de cultivo nº 3 e em meio de cultivo nº 4 não 

diferiram estatisticamente com 95% de confiança. Pelo teste de Tukey, foi 

observado que a adição de bagaço de cana-de-açúcar no meio de farelo de 

trigo não atuou como indutor da β-glicosidase, nos níveis estudados.  

 

 



50 

 

Tabela I - 14: Validação do planejamento experimental DCCR 2² para o estudo dos efeitos 

da adição de bagaço de cana-de-açúcar e água destilada em meio de cultura semissólido 

composto por farelo de trigo para a fermentação da linhagem de A. niger LBA 02 e 

produção de β-glicosidase 

Meio de cultivo nº 3 Meio de cultivo nº 4 

Ensaio 
Unidades de β-

glicosidase (U/g) 
Ensaio 

Unidades de β-

glicosidase (U/g) 

1 30,35 a 1 47,02 a 

2 42,81 a 2 39,66 a 

3 42,77 a 3 44,81 a 

4 40,72 a 4 37,46 a 

5 43,69 a 5 40,29 a 
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5 CONCLUSÃO 

 

A linhagem Aspergillus sp. LBA 02 foi identificada como Aspergillus niger de 

acordo com a chave de classificação de Klich e Pitt. 

Foi obtida maior atividade de β-glicosidase (44,81 U/g) na fermentação da 

linhagem A. niger LBA 02 em meio semissólido composto por 25g de farelo de 

trigo e 5,7 mL de água destilada, após 240 h de fermentação a 30°C. 

Os substratos casca de maracujá e bagaço de cana-de-açúcar moído 

acrescentados no meio de cultura de farelo de trigo não atuaram como 

indutores para a produção de β-glicosidase. E as variáveis temperatura, 

quantidade de inóculo, extrato de levedura e adição dos sais KH2PO4, NH4NO3, 

MgSO4.7H2O no meio semissólido de farelo de trigo, para fermentação de A. 

niger LBA 02, nos níveis estudados no planejamento experimental fracionário 

2(8-4) não resultaram em aumento da atividade de β-glicosidase. 
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CAPÍTULO II ESTUDO DA IMOBILIZAÇÃO DA -GLICOSIDASE DE A. niger 

LBA 02 EM DIFERENTES SUPORTES 

 

RESUMO 

As β-glicosidases (E.C. 3.2.1.21) hidrolisam as ligações β-1,4 glicosídicas 

da celobiose, aril e alquil glicosídeos. O interesse na enzima β-glicosidase tem 

aumentado devido a sua participação nos mais variados processos 

biotecnológicos incluindo a aplicação da enzima para formação de compostos 

aromáticos e estabilização de sucos e bebidas, sendo de potencial interesse 

para a indústria de alimentos e bebidas, por melhorar as propriedades 

sensoriais dos produtos. A enzima também pode ser usada na síntese de β-

glicosídeos de interesse como os alquil glicosídeos com potenciais aplicações 

nas indústrias de alimentos, de detergente e farmacêutica. Também atuam na 

formação de moléculas bioativas, hidrolisando compostos glicosilados, como as 

isoflavonas liberando as suas formas agliconas. A β-glicosidase desempenha 

um papel crucial na degradação enzimática da celulose para a produção de 

etanol a partir de resíduos agrícolas celulósicos. A imobilização da enzima β-

glicosidase em suporte inerte oferece uma perspectiva de economia de custos 

significativa pela facilidade em reciclar a enzima através de diversos ciclos de 

hidrólise em batelada. Dentre os métodos avaliados para imobilização da β-

glicosidase, a imobilização em lentes PVA - Lentikats® baseado na secagem 

controlada do hidrogel de PVA e o método de sol-gel baseado na formação de 

xerogel de sílica armazenado em atmosfera com atividade de água controlada, 

mostraram-se mais adequados. Os valores de KM para o substrato celobiose 

foram de 1,69; 1,01; 3,61 mM para a enzima livre, enzima imobilizada em sol-

gel e enzima imobilizada em lentes PVA - Lentikats®, respectivamente. A 

enzima imobilizada em lentes PVA - Lentikats® foi estável por mais de 19 ciclos 

de 24 h na hidrólise de celobiose sem perda significativa de atividade. O 

processo contínuo utilizando β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® foi realizado alimentando-se o reator com uma solução de celobiose 
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1,5 mM em tampão acetato 0,5 M pH 5,0, com um fluxo de 0,3 mL/min, e a 

50°C. A taxa de conversão relativa da solução 1,5 mM de celobiose em tampão 

acetato 0,5 M pH 5,0 a 50°C, utilizando-se -glicosidase imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats® em coluna de 1,0 cm3 e fluxo de 0,3 mL/min foi de 100% após 

cinco horas, entretanto a porcentagem de conversão diminuiu para 40% após 

148 h. 
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SUMMARY 

The β-glucosidase hydrolyze β-1, 4 glycosidic linkages of cellobiose, aryl 

and alkyl glycosides. The interest in the enzyme β-glucosidase has been 

increasing due to their participation in various biotechnological processes 

including application of the enzyme for formation of aromatic compounds and 

stabilization of juices and beverages, being of potential interest to the food and 

beverage industry by improving sensorial properties of these products. The 

enzyme can also be used in the synthesis of β-glycosides of interest as alkyl 

glycosides with potential applications in the food, detergent and pharmaceutical 

industries. Also act in the formation of bioactive molecules, hydrolyzing 

glycosylated compounds, such as isoflavones releasing their aglycones forms. 

The β-glucosidase plays a crucial role in the enzymatic degradation of cellulose 

and production of ethanol from cellulosic agricultural residues. The 

immobilization of β-glucosidase in inert support offers the prospect of significant 

cost savings due to facility of recycling the enzyme through multiple batch 

hydrolysis cycles. Among the methods evaluated for immobilization of β-

glucosidase, immobilization in lens - shaped PVA - Lentikats® based on the 

controlled drying of the hydrogel of PVA and the sol-gel method based on the 

formation of silica xerogel stored in an atmosphere with controlled water activity 

showed more suitable. The KM values (mM) to cellobiose substrate were 1.69, 

1.01, 3.61 for free enzyme and immobilized enzyme in sol-gel immobilized and 

in lenses PVA - Lentikats®, respectively. The enzyme immobilized in lens - 

shaped PVA - Lentikats® was stable for over 19 cycles of 24 h in the cellobiose 

hydrolysis without significant loss of activity. The continuous process using 

immobilized β-glucosidase in lens - shaped PVA - Lentikats® was carried out 

feeding the reactor with a  1.5 mM cellobiose solution in acetate buffer 0.5 M pH 

5.0, at a flow rate of 0.3 mL / min at 50 °C. Relative conversion rate of 1.5 mM 

cellobiose solution in acetate buffer 0.5 M pH 5.0 at 50 °C, using β-glucosidase 

immobilized in lens - shaped PVA - Lentikats® using column 1.0 cm3 and flow 

0.3 mL / min was 100% after five hours, but the conversion decreased to 40% 

after 148 h. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A β-glicosidase pode ser obtida a partir de leveduras (Saccharomyces 

cerevisiae, Pichia etchellsii), fungos mesofílicos (Trichoderma harzianum e 

Aspergillus sp.), fungos termofílicos (Thermoascus aurantiacus, Chaetomium 

thermophile, Humicola insolens, Sporotrichum thermophile), fungos que utilizam 

hidrocarbonetos (Cladosporium resinae), bactérias, ou pode ser extraída de 

fontes vegetais (Pandey e Mishra,1997; Iwashita et al. 1998; Van Rensburg et 

al., 1998; Oh et al., 1999; Maheshwari et al., 2000; Parry et al., 2001; Yun et al., 

2001). 

As β-glicosidases representam um importante grupo de enzimas devido ao 

seu uso potencial em vários processos biotecnológicos (Karnchanatat et al., 

2007). A enzima β-glicosidase hidrolisa a celobiose em glicose e tem 

participação na regulação da velocidade global das reações de hidrólise da 

celulose porque as enzimas endoglucanases e exoglucanases são 

frequentemente inibidas pela celobiose. Assim, a β-glicosidase não só produz 

glicose a partir de celobiose, mas também reduz a inibição pela celobiose, 

levando as enzimas endoglucanase e exoglucanase a atuarem mais 

eficientemente (Oh et al., 1999). 

A inibição pelo produto é particularmente problemática quando altas 

concentrações de substratos são usadas com o objetivo de produzir xarope 

com alta concentração de glicose para fermentação. Consequentemente, 

preparações de celulases são tipicamente suplementadas com quantidade 

adicional de β-glicosidases (Coughlan, 1991; Saha e Bothast, 1996; Kang, 

1999; Ortega, 2001; Lynd et al., 2002). 

A enzima pode ser usada na síntese de β - glicosídeos de interesse como 

os alquil glicosídeos com potenciais aplicações nas indústrias de alimentos, de 
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detergente e farmacêutica (Coughlan, 1985; Makropoulou et al., 1998; Yan e 

Liau, 1998). Estas enzimas têm participação em reações importantes na 

liberação enzimática de compostos aromáticos a partir de precursores 

glicosídicos presentes em frutas e produtos de fermentação, fator importante 

nas indústrias de alimentos e de bebidas, a fim de melhorar as características 

sensoriais dos produtos (Gueguen et al., 1996; Riou et al., 1998). Também 

atuam na formação de moléculas bioativas, hidrolisando compostos 

glicosilados, como as isoflavonas, liberando as suas formas agliconas (Riou, et 

al., 1998; Park et al., 2001; Chang e Juang, 2007). 

Apesar de possuírem excelentes propriedades catalíticas, as enzimas 

apresentam muitas outras características que não são adequadas para o uso 

em indústrias químicas, como: baixa estabilidade, inibição por altas 

concentrações de substrato ou produto, baixa atividade e seletividade para 

substratos não-naturais em condições não-convencionais. O principal objetivo 

da imobilização de enzimas é a sua reutilização por muitos ciclos. Deste modo, 

simplicidade do processo e propriedades da enzima devem estar fortemente 

associadas com o desenvolvimento do método pra imobilização da enzima. 

Nos últimos 30 anos, inúmeros trabalhos de imobilização de enzimas e células 

têm sido publicados na literatura científica. Entretanto, apenas poucos 

trabalhos são simples e adequados o suficiente para promover as propriedades 

funcionais de enzimas e células, como atividade, estabilidade, seletividade e 

propriedades relativas (Guisan, 2006). Outra questão importante a ser 

considerada quanto a aplicação é o custo inerente ao suporte, método de 

imobilização e o que fazer com o suporte uma vez que toda atividade catalítica 

da enzima tiver sido esgotada. 

Este trabalho visou a seleção de suportes para a imobilização da enzima -

glicosidase, caracterização da -glicosidase imobilizada, e aplicação da enzima 

imobilizada em batelada e em processo contínuo. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A imobilização de enzimas oferece muitas vantagens industriais e 

aplicações biotecnológicas, incluindo a reutilização, aumento da estabilidade 

enzimática, facilidade de separação do produto de reação do biocatalisador 

permitindo o processo contínuo e evitando a perda de proteína ou atividade nas 

etapas subsequentes do processo (Polizzi et al., 2007). 

Existe uma ampla gama de estratégias que tem sido propostas na literatura 

para a imobilização de enzimas. Algumas delas são imobilização em suportes 

pré fabricados por adsorção, ligação iônica, ligação covalente, aprisionamento 

em polímeros, encapsulação, ligação cruzada com cristais de enzima (CLEC) e 

ligação cruzada com enzima agregados (CLEA). 

O aprisionamento da enzima é normalmente realizado através de uma rede 

de polímeros, como polímeros orgânicos ou sol-gel e geralmente é realizado in 

situ, ou seja, a síntese da rede polimérica ocorre na presença da enzima 

(Sheldon, 2007). A vantagem desta técnica é que ela confere proteção à 

enzima evitando o contato direto com o meio, assim minimiza os efeitos das 

bolhas de ar, agitação mecânica, solventes orgânicos, porém possui 

desvantagens como limitações de transferência de massa e baixa carga de 

enzima quando comparado aos suportes porosos (Lalonde e Margolin, 2002). 

A encapsulação de enzimas é um método similar ao aprisionamento, no 

qual as enzimas são contidas no interior de uma película polimérica ou micelar. 

Confere igualmente proteção ao meio externo, porém possui limitada aplicação 

para biocatálise de substratos maiores causando problemas de transferência 

de massa, tendencialmente menos significativos que no caso do 

aprisionamento, devido à menor espessura do meio sólido onde ocorre difusão 

(Lalonde e Margolin, 2002). 
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 A imobilização em suportes sólidos oferece a perspectiva de redução de 

custos pela possibilidade da utilização da enzima por múltiplos ciclos. A 

imobilização em muitos casos também aumenta a termoestabilidade ou a 

resistência da enzima a inativação pelo cisalhamento (Katchalski- Katzir e 

Kraemer, 2000; Mateo et al., 2000). A imobilização em suportes pré-fabricados 

proporciona rigidez e a possibilidade de uso em reatores de diferentes 

configurações para biocatálise como o de leito fluidizado (Kunamneni et al., 

2008).  

 A enzima pode ser adsorvida no suporte sendo esta técnica 

relativamente simples e barata além de não modificar quimicamente a enzima, 

porém há limitações, pois como a ligação é relativamente fraca em condições 

industriais pode ocorrer fuga da enzima, principalmente em solventes aquosos 

(Miletić et al., 2009). 

 Ligação iônica também é outra técnica simples de imobilização não-

covalente. A enzima pode ser ligada à biopolímeros polissacarídeos como a 

dextrana, agarose e quitosana. Esses suportes poliméricos possuem grupos 

químicos que podem ser ativados promovendo uma interação iônica.  

A imobilização covalente possui vantagens, pois forma ligações fortes e 

estáveis entre a enzima e o suporte, eliminando desse modo a perda de 

atividade pelo desligamento da enzima. O grupo -amino da lisina é o mais 

comumente utilizado como ponto de fixação da ligação covalente (Křenkova e 

Foret, 2004). Os grupos epóxidos geralmente são utilizados como auxiliares na 

ligação, pois são relativamente estáveis e podem se ligar a lisina, e reagir com 

a proteína em condições amenas. O suporte de imobilização ideal deve ter 

braços curtos, grande densidade dos grupos reativos necessários para ligação 

multi-pontual e assim promover a rigidez da enzima (Mateo et al., 2007). 

Entretanto a formação de ligações fortes também pode ser considerado uma 

desvantagem, pois a enzima pode ser irreversivelmente desativada 

impossibilitando o seu uso e a reutilização do suporte (Sheldon, 2007). 
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Com o objetivo de aumentar a massa de biocatalisador imobilizado, 

suportes porosos têm sido utilizados, permitindo a ligação do biocatalisador 

também à estrutura superficial interna (Groboillot et al.,1994). 

 Assim, há um interesse crescente em agentes de ligação cruzada para 

enzimas sem aplicação de reagentes proibidos na indústria de alimentos. Para 

este efeito, o uso da enzima transglutaminase (EC 2.3.2.13) tem se mostrado  

adequado, pois ela catalisa a ligação cruzada de proteínas entre grupo 

carboxila de um resíduo de glutamina e os amino-grupo de lisina. Em 

comparação com métodos químicos, a reação catalisada pela transglutaminase 

requer condições brandas, que permitem a imobilização de enzimas sensíveis. 

O método de auto-imobilização, consiste na imobilização sem a 

necessidade do suporte, utilizando agentes de ligação cruzada bifuncionais 

como o glutaraldeído para a ligação da enzima. Biocatalisadores fisicamente 

fortes podem ser formados quando as enzimas estão próximas na forma de 

cristais de proteína. Os cristais de enzima unidos por ligação cruzada, 

denominados CLEC, apresentam tamanho na faixa de 1-100 µm, possuem alta 

estabilidade mecânica e requerem enzima com alto grau de pureza (Roy e 

Abraham, 2004). As desvantagens deste método é que só pode ser aplicado a 

enzimas capazes de se cristalizar e possui custo elevado (Brady et al., 2004).  

Um método com um custo mais acessível consiste em precipitar as enzimas 

e promover a formação de ligações cruzadas formando agregados (CLEA) de 

tamanho de partículas entre 50-100 µm (López-Serrano et al., 2002; Kaul et al., 

2007). Através de modificações adequadas das condições para a formação de 

ligações cruzadas, as propriedades das CLEA podem ser significativamente 

ajustadas. Uma vantagem desta técnica é a alta concentração de atividade 

enzimática no catalisador, já que não há uma diluição provocada pela adição 

de suporte (Sheldon, 2007). 

Synowiecki e Wolosowska (2006) estudaram a imobilização da -

glicosidase termoestável de Sulfolobus shibatae em sílica gel modificada 
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utilizando transglutaminase como agente de ligação cruzada. Foi obtida maior 

eficiência de imobilização em pH 5,0. Os autores observaram que as 

preparações de -glicosidase imobilizada mais ativas foram alcançadas 

utilizando-se 40 mg/mL de transglutaminase e 50°C. A imobilização não alterou 

o pH ótimo da enzima.  

Nagamoto et al. (2005) encapsularam -glicosidase hipertermoestável de 

Pyrococcus furiosus em gel de gelatina contendo ligação cruzada com 

transglutaminase. A enzima -glicosidase imobilizada em gelatina foi 

consideravelmente mais termoestável que a enzima nativa. A enzima 

imobilizada e liofilizada foi armazenada por um período de 1 mês a 90°C sem 

perda significativa de atividade. A -glicosidase imobilizada em gelatina se 

mostrou capaz de catalisar a transglicosilação de 5-fenilpentanol (PP) com 

equivalente a 1,5 mmol de fenil - D - glucopiranosideo (PG) e com equivalente 

a 3,0 mmol de celobiose a pH 5,0 e 70°C, formando 5-fenil -D-

glucopiranosideo (PPG) com rendimento de 31 e 44%, respectivamente. A -

glicosidase imobilizada foi reutilizável por vários ciclos. 

Abdel-Fattah et al. (1997) estudaram a imobilização de celobiase também 

conhecida como β-glicosidase de A. niger 20 em quitosana e poliacrilamida. Os 

autores estudaram a quantidade de enzima adicionada, inicialmente na faixa de 

800-4000 U de celobiase, a concentração de glutaraldeído na faixa de 0,1 - 

0,4% para ativação da quitosana e a concentração das soluções de acrilamida 

na faixa de 2,5-12,5%, contendo diferentes agentes de ligação cruzada. A 

melhor eficiência de imobilização foi obtida na concentração de 0,3% de 

glutaraldeído, pois acima dessa concentração a atividade enzimática diminuiu, 

devido à uma forte ligação da enzima com o suporte alterando sua 

conformação estrutural. A quantidade de enzima adicionada inicialmente para 

uma maior eficiência de imobilização foi de 2400 U por grama de suporte. Os 

autores observaram que o aumento da concentração de acrilamida resultava 

num aumento da atividade da celobiase, sendo obtida atividade mais elevada 

utilizando-se 10% de acrilamida e grau de reticulação de 5%. Os parâmetros de 
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pH, temperatura e constantes cinéticas para a enzima livre e imobilizada 

também foram avaliados. De acordo com os autores o pH de atividade ótimo 

para a enzima imobilizada foi 4,5-5,0, similar ao pH da enzima livre e a 

temperatura de atividade ótima para a enzima imobilizada foi 65°C, enquanto 

que para a enzima livre a temperatura ótima foi 55°C indicando que a 

imobilização em quitosana conferiu maior resistência térmica à enzima 

celobiase. O valor de KM para enzima imobilizada foi um pouco superior do que 

enzima livre, 1,24 e 1,05 mM, respectivamente. Enquanto a Vmax da enzima 

imobilizada foi um pouco inferior da enzima livre, 60 e 71 U/mg de proteína, 

respectivamente. Os autores atribuíram esse comportamento a uma limitação 

difusional do substrato resultante da presença do suporte de imobilização.  

Shen e Xia (2004) imobilizaram os esporos de A. niger ZU 07 contendo 

celobiase em alginato de cálcio. Os autores estudaram a fermentação do fungo 

em meio de cultivo composto de sabugo de milho triturado, farelo de trigo, e os 

sais KH2PO4, MgSO4·7H2O, CoCl2 e verificaram que o nível máximo de 

formação de esporos e maior atividade de celobiase (438 IU/g substrato) era 

obtido após 72 h, indicando que a produção de celobiase estava relacionada 

com a formação de esporos. O tempo de meia – vida dos esporos imobilizados 

em alginato de cálcio armazenados em tampão citrato 0,05 mol L-1 pH 4,8 a 

50°C foi de 38 dias. Os esporos imobilizados também foram bastante estáveis 

e eficientes na hidrólise de solução de celobiose 10 g/L após 10 ciclos. Foi 

testada também a hidrólise de resíduos de palha de milho pré-tratada com 

ácido e os resultados foram comparados com celulase de Trichoderma reesei. 

O desempenho da celobiase imobilizada em alginato foi superior ao da celulase 

de Trichoderma reesei sendo que a concentração de açúcares redutores foram 

48,5 e 58,78 g/L, respectivamente. Os autores atribuíram essa melhora no 

desempenho a hidrólise da celobiose que atua como inibidor das enzimas 

celulolíticas. Além disso, esse resultado é bastante relevante para conversão e 

utilização de biomassa como fonte renovável.  

Tu et al. (2006) imobilizaram a enzima comercial -glicosidase de A. niger 

(Novozyme 188) em Eupergit C durante 36 h na presença de 1% de glicose e 
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1% de albumina de soro bovino (BSA), para promover a ligação multipontual. 

Os autores avaliaram a enzima imobilizada na presença e ausência destes 

aditivos e concluíram que a amostra sem os aditivos apresentou a taxa mais 

baixa de imobilização e atribuíram a inativação da enzima pela interação dos 

grupos oxirano da Eupergit C com o sítio ativo da enzima. Quando a glicose foi 

adicionada, a taxa de imobilização aumentou 20% e os autores atribuíram esse 

comportamento ao fato de a glicose ser um inibidor competitivo da -

glicosidase e atuar protegendo o sítio ativo da enzima durante a imobilização. 

Quando a enzima foi imobilizada e tratada com glicose e BSA, a taxa de 

imobilização aumentou em 30%, pois segundo os autores, o BSA bloqueou os 

grupos oxirano residuais. A enzima imobilizada em Eupergit C promoveu o 

aumento da estabilidade da enzima a 65°C quando comparada com a enzima 

livre, e ambas não foram estáveis a 85°C. O perfil de pH não foi alterado para a 

enzima imobilizada, porém o valor de KM aumentou, sendo 1,1 mM para 

enzima livre e 11 mM para enzima imobilizada e Vmax aumentou de 296 para 

2430 mol/mg/min. O efeito da -glicosidase imobilizada na hidrólise de 

substratos lignocelulósicos e celulósicos foram comparados com a enzima livre 

utilizando-se a mesma quantidade de proteína. A estabilidade operacional da 

enzima imobilizada foi demonstrada durante seis ciclos para a hidrólise de 

lignocelulose (Tu et al., 2006). 

A eficácia da imobilização com Eupergit C está relacionada com sua 

capacidade de estabelecer ligações multipontuais o que estabiliza a estrutura 

tridimensional a elevadas temperaturas (Figura II – 1) (Katchalski-Katzir e 

Kraemer, 2000; Mateo et al., 2000). 
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H2N Enzima

Eupergit

Eupergit Enzima

Metacrilamida
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N-metileno-bis-
metacilamida

 

Figura II -  1: Estrutura da Eupergit e imobilização covalente com a enzima * 

*Figura adaptada a partir de Katchalski-Katzir e Kraemer, 2000 

 

Chang e Juang (2007) estudaram o uso de esferas compostas de argila e 

quitosana para a imobilização de -glicosidase de amêndoas, uma preparação 

comercializada pela Sigma. Os autores compararam os parâmetros de carga 

inicial de enzima (10 – 50 mg/g de quitosana), tempo de imobilização (3 – 24 

h), tempo de ligação cruzada com glutaraldeído (30 – 210 minutos) e 

concentração de glutaraldeído (0,5 - 10 g/L) para esferas compostas por 

quitosana e argila denominadas secas, pois após sua confecção 

permaneceram em liofilizador durante 6 h e as esferas compostas 

denominadas úmidas, pois não passaram pela etapa de secagem e para 

esferas contendo somente quitosana. Os autores verificaram que a atividade 

aumentou com o aumento da carga inicial de -glicosidase até 30 mg/g de 

quitosana, sendo que as esferas compostas secas apresentaram atividade 

aproximadamente 2 vezes maior que as esferas úmidas. Foi observado 

também que as esferas compostas secas possuem maior espaço interior para 

comportar a enzima, tendo sido escolhido o tempo de imobilização de 18 h. A 

concentração de glutaraldeído mais adequada para as esferas compostas 

metacrilamida 



73 

 

secas e úmidas foram 1 e 4 g/L, respectivamente. Os autores verificaram que a 

enzima livre perdeu 85% da atividade inicial durante o armazenamento a 4°C 

durante 60 dias, enquanto as esferas úmidas e secas apresentaram atividades 

4,9 e 10,4 maiores quando comparadas a enzima livre, respectivamente. 

Existe um grande número de trabalhos de oclusão de biocatalisadores 

utilizando alginato de sódio descritos na literatura, porém a estabilidade 

mecânica do gel de trabalho é baixa quando as esferas são empregadas em 

reatores submetidos a alta agitação e, além disso, o cálcio da matriz de 

trabalho pode ser facilmente carreado principalmente trabalhando em meios 

contendo tampão fosfato ou citrato, causando a ruptura da esfera. Outro fator 

que pode dificultar sua utilização é a necessidade de se trabalhar em 

condições estéreis, pois o alginato é uma matriz muito facilmente 

biodegradável e susceptível a contaminações microbianas (Jahnz et al., 2001). 

O uso de matrizes de álcool-polivinílico (PVA) também tem se mostrado 

adequado para preparar partículas estáveis química e mecanicamente, 

fornecendo uma alternativa adequada para superar as desvantagens dos 

polímeros naturais mantendo os benefícios inerentes ao seu uso (El-Hadi, 

2003; Schlieke e Vorlop, 2006). 

Muitos métodos tem sido desenvolvidos para formar hidrogéis a partir de 

álcool-polivinílico (PVA), através de congelamento-descongelamento, 

irradiação ou ligação química cruzada. Uma abordagem diferente, a qual tem 

aplicação comercial, depende da secagem controlada do hidrogel de PVA 

(Líquido de Lentikats®) e subsequente estabilização química, promovendo a 

formação de partículas com formato de lentes (Figura II - 2) (Ding e Vorlop, 

1995; Vorlop e Jekkel, 1999). É válido ressaltar que esta técnica já foi validada 

para utilização em indústrias alimentícias e farmacêuticas (Lentikat’s 

Biotechnologies). 
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temperatura ambiente, devidamente modificado para excluir condições 

adversas que possam causar a desnaturação da enzima (Avnir et al., 2006). 

O grupo de Avnir et al. (1994) ampliou o uso da técnica de imobilização em 

sol-gel para uma ampla gama de enzimas como a fosfatase, tripsina, 

aspartase, glicose oxidase, anidrase carbônica, quitinase e monoamina 

oxidase.  

O processo de formação do sol-gel é uma técnica bem estabelecida e 

consiste na hidrólise de precursores adequados em solução aquosa para 

produzir monômeros hidroxilados, ocorrendo uma polimerização e separação 

de fases formando metais hidratados ou hidrogel de óxido de semi-metal. Após 

a remoção da água do gel hidratado, o que leva frequentemente a mudanças 

na porosidade e estrutura do gel trabalho, resulta em um xerogel poroso. O 

precursor utilizado mais comumente são os alquil-alcoxi siloxanos, pois são 

bastante reativos em água (Figura II – 3) (O’Neil et al., 2002).  

As características e propriedades de um sol-gel de trabalho especialmente 

inorgânico está relacionada com o número de fatores que afetam a taxa de 

hidrólise e reações de condensação, como pH, temperatura e tempo de reação, 

concentração de reagentes, temperatura de maturação, tempo e taxa final de 

umidade (Brinker e Scherer, 1990). 

http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&&sa=X&ei=vTx2TN6NO4HM4Abx_8jMBg&ved=0CB4QBSgA&q=alquil-alcoxi+siloxanos&spell=1




77 

 

Pelo exposto, este trabalho visou a seleção de métodos para a imobilização 

da enzima -glicosidase de Aspergillus niger LBA 02, caraterização da enzima 

imobilizada e com aplicação da enzima imobilizada em batelada e processo 

contínuo.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Produção e obtenção do extrato enzimático 

 

A enzima -glicosidase foi produzida pela linhagem do fungo Aspergillus 

niger LBA 02 da coleção de cultura do Laboratório de Bioquímica de Alimentos 

da Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de 

Campinas. O fungo foi cultivado em tubos de ensaio inclinados contendo Ágar 

Batata Dextrose e cobertos com vaselina durante armazenamento para 

manutenção. 

O fungo foi espalhado em placas de petri contendo Ágar Batata Dextrose 

com auxílio de um cotonete esterilizado, e incubado durante 5 dias a 30°C. 

Discos de 10 mm de diâmetro foram retirados e utilizados como inóculo. 

O meio de cultura utilizado para a produção da enzima foi preparado a partir 

de uma mistura de 95 g de farelo de trigo e 5 g de bagaço de cana-de-açúcar 

moído e 100 mL de água destilada. A mistura foi homogeneizada e amostras 

de 20 g de meio de cultura foram transferidas para frascos Erlenmeyers de 500 

mL e estes foram esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C. Quinze 

discos de 10 mm de diâmetro da cultura de A. niger LBA 02 foram inoculados 

em cada frasco Erlenmeyer contendo o meio de cultura farelo de trigo e bagaço 

de cana-de-açúcar. Os frascos Erlenmeyers foram incubados durante 5 dias a 

30°C. 

Para a extração da enzima foram adicionados 100 mL de água destilada 

aos frascos Erlenmeyers. Após agitação a 150 rpm durante 20 minutos a 

suspensão foi filtrada em papel de filtro. O filtrado foi utilizado como extrato 

enzimático bruto. 
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3.2 Determinação da atividade de β-glicosidase  

 

3.2.1 Determinação da atividade de β-glicosidase utilizando-se o substrato p-

nitrofenil-β-glicosídeo (p-NPG) 

 

A atividade de β -glicosidase foi determinada como descrito por Turan  e 

Zhen (2005). Uma mistura de 300 L de solução 5 mM de ρ-nitrofenil-β-

glicosídeo (ρ-NPG) em tampão acetato 0,05 M pH 4,5 foi incubada a 50°C por 

5 minutos. Após a adição de 300 L de solução de enzima, a mistura foi 

incubada a 50°C por 15 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 300 

L de solução 0,5 M de Na2CO3. A hidrólise foi estimada pelo monitoramento 

da liberação de ρ-nitrofenol a 410 nm usando uma curva padrão de ρ-nitrofenol 

preparada de forma similar com 5 a 300 µmol de ρ-nitrofenol. Uma unidade da 

atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima necessária para 

liberar 1 µmol de ρ-nitrofenol por minuto sob as condições de ensaio por grama 

de enzima. 

 

3.2.2 Determinação da atividade de β-glicosidase utilizando-se o substrato 

celobiose 

 

A atividade da enzima β-glicosidase utilizando-se o substrato celobiose foi 

determinada medindo-se a liberação de glicose usando o kit de glicose 

oxidase-peroxidase (Sigma).  

A mistura de 300 µL da solução 1,5 mM de celobiose em tampão acetato 

0,05 M pH 4,5 e 300 µL da solução de β-glicosidase 0,1 mg/mL foi incubada a 

60°C por 30 minutos. Alíquotas de 40 L de amostra, previamente diluídas, 
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foram pipetadas nos poços de microplaca e em seguida foram adicionadas 80 

L de reagente de trabalho. As análises foram realizadas em triplicata. As 

microplacas foram incubadas a 37°C durante 30 minutos e a reação paralisada 

pela adição de 80 L de solução de H2SO4 6M. A absorbância da solução foi 

medida em leitor de ELISA a 540 nm. Utilizou-se uma curva padrão de glicose 

na faixa de 0,02 a 0,08 mg de glicose/mL. Uma unidade de β-glicosidase foi 

definida como µmol de glicose liberada por minuto por mL de enzima. 

 

3.3  Concentração da enzima por precipitação com sulfato de amônio 

 

O extrato enzimático bruto foi saturado com sulfato de amônio 80% e 

armazenado durante 15 h a 3°C. Em seguida o extrato foi centrifugado durante 

10 minutos a 17000 x g e o precipitado foi ressuspendido em tampão fosfato de 

sódio 0,05 M pH 7,0 e dialisado. O extrato foi liofilizado durante 48 h e 

armazenado a 4°C. A atividade da enzima imobilizada foi determinada como 

descrito no item 3.2.1. 

 

3.4 Seleção dos suportes para imobilização da enzima β-glicosidase de 

A. niger LBA 02 

 

3.4.1  Imobilização de -glicosidase em álcool polivinílico (PVA) – lentes de 

Lentikats® 

 

A imobilização da enzima foi realizada de acordo as instruções do 

fabricante (http://www.genialab.de/download/tt-english.pdf). O líquido de 
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Lentikats® (Genia Lab) foi aquecido a 95°C e em seguida resfriado até 

aproximadamente 40°C. Em um béquer foram adicionados 200 L de 

suspensão de 0,1 mg/mL enzima (13600 U/g)  em tampão acetato 0,1M pH 4,5 

e 2 mL de solução de Lentikats® a 40°C e em seguida a mistura foi 

homogeneizada com auxílio de agitador magnético.  

A mistura foi transferida para uma seringa com agulha (20Gx2”) e 

depositada na forma de gotas em placas de petri, previamente taradas. As 

placas de petri foram pesadas e armazenadas a 30°C em agitador orbital para 

desidratação das gotas. O teor de umidade final de 28% foi atingido após 

aproximadamente 2 h. Em seguida as lentes foram transferidas para um 

béquer contendo 100 mL de solução estabilizadora (15g/L) para curar as lentes 

durante 2 h. 

As lentes PVA – Lentikats® foram então peneiradas e armazenadas em 

tampão acetato 0,1M pH 4,5 durante 30 minutos. Após esse período, as lentes 

foram novamente peneiradas e armazenadas em um frasco contendo solução 

estabilizadora a 5°C. Alíquotas da solução estabilizadora e do tampão de 

lavagem foram recolhidas para determinação da atividade de β-glicosidase de 

acordo com item 3.2.1 e cálculo da eficiência de encapsulação. 

 

3.4.2  Imobilização de -glicosidase em álcool polivinilico (PVA) – esferas de 

Lentikats® 

 

O líquido de Lentikats® (Genial Lab) foi aquecido a 95°C e em seguida 

resfriado até aproximadamente 40°C. Em um béquer foram adicionados 200 L 

de suspensão de 0,1 mg/mL de enzima (13600 U/g) em tampão acetato 0,1M 

pH 4,5 e 2 mL de líquido de Lentikat® a 40°C e em seguida a mistura foi 

homogeneizada com auxílio de agitador magnético.  
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A mistura foi transferida para uma seringa com agulha (20Gx2”) e gotejada 

em um béquer contendo 100 mL da solução de PEG 600 (polietilenoglicol) sob 

agitação lenta durante 2 h. Em seguida as esferas foram peneiradas e lavadas 

em tampão acetato 0,1M pH 4,5. As amostras foram armazenadas em tampão 

acetato 0,1M pH 4,5 a 5°C durante 12 h para curar. Foram retiradas alíquotas 

de PEG 600 e do tampão de lavagem para determinação da atividade de β-

glicosidase de acordo com item 3.2.1 e cálculo da eficiência de encapsulação. 

 

3.4.3  Imobilização de -glicosidase em alginato de cálcio 

 

Em um béquer foram misturados 2 mL de solução 3% de alginato de sódio 

em tampão acetato 0,1M pH 4,5; e 200 L de suspensão de 0,1mg/mL de 

enzima (13600 U/g) em tampão acetato 0,1M pH 4,5. A mistura foi transferida 

para uma seringa com agulha (20Gx2”) e gotejada em um béquer contendo de 

100 mL de solução 0,3M de CaCl2. As cápsulas ficaram curando durante 2 h, 

com agitação lenta. Em seguida as cápsulas foram peneiradas, lavadas com 

tampão acetato 0,1M pH 4,5 e armazenadas no mesmo tampão a 5°C. 

Alíquotas de solução 0,3 M de CaCl2 e do tampão de lavagem, foram 

recolhidas para determinação da atividade de β-glicosidase de acordo com item 

3.2.1 e cálculo da eficiência de encapsulação. 

 

3.4.4 Imobilização de -glicosidase em gelatina 

 

Alíquotas de 1g de gelatina (Merck 1.04078.1000) e 10 mL de tampão 

acetato 0,1M pH 4,5 foram aquecidas em béquer de 25 mL, utilizando-se placa 

de aquecimento até a solubilização da gelatina a 40°C. Em seguida alíquotas 

de 2 mL da solução de gelatina foram transferidas para um béquer de 10 mL, 
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onde adicionou-se 200 L de solução 0,1mg/mL de β-glicosidase (13600 U/g) 

em tampão acetato 0,1M pH 4,5. As misturas foram homogeneizadas com o 

auxílio de agitador magnético, transferidas para placa de petri e armazenadas a 

5°C para solidificação durante aproximadamente 1 hora. Em seguida foram 

adicionados 4 mL de glutaraldeído 10% sobre a camada de gelatina para 

reticulação. As amostras foram armazenadas durante 1 h a 5°C. O 

sobrenadante foi removido e as amostras de gelatina foram cortadas em 

tamanhos homogêneos de aproximadamente 2 x 2 mm e armazenadas em 

tampão acetato 0,1M pH 4,5 a 5°C. 

Alíquotas do tampão de armazenamento foram recolhidas, para 

determinação da atividade de β-glicosidase de acordo com item 3.2.1 e cálculo 

da eficiência de encapsulação. 

 

3.4.5 Imobilização de -glicosidase em Amberlite IRC50 e IRC 86 

 

Amostras de 1,0 g de Amberlite IRC50 e IRC 86 foram pesadas em tubos 

de ensaio e lavadas com aproximadamente 5 mL de água durante 5 minutos. 

Em seguida os tubos foram centrifugados a 2600 x g durante 10 minutos, os 

sobrenadantes foram descartados e as amostras de resina foram lavadas com 

5 mL de tampão acetato 0,1 M pH 4,5 e novamente centrifugadas a 2600 x g 

durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram descartados. As amostras de 

resina foram tratadas com 2,5 mL de solução 10% de polietilenimina, com 

agitação a 150 rpm durante 2 h, a temperatura ambiente. Em seguida as 

amostras foram centrifugadas a 2600 x g durante 10 minutos e os 

sobrenadantes foram descartados. As amostras de resina foram lavadas com 

2,5 mL de água destilada, centrifugadas a 2600 x g durante 10 minutos e os 

sobrenadantes descartados.  
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As amostras de resina foram tratadas com 5 mL de solução 10% de 

glutaraldeído, seguindo-se de nova incubação durante cerca de 16 h a 

temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 2600 x g durante 10 

minutos, os sobrenadantes foram descartados, as amostras de resina foram 

lavadas com tampão acetato 0,1M pH 4,5 e filtradas em papel de filtro. As 

amostras de resina Amberlite ativada e 1 mL de solução 0,1 mg/mL de β-

glicosidase (13600 U/g) foram incubadas a 28-30°C em agitador orbital (200 

rpm) durante 2h. Em seguida foram centrifugadas, os sobrenadantes 

reservados, e os precipitados lavados duas vezes com tampão acetato 0,1 M 

pH 4,5 como descrito anteriormente. As amostras de β-glicosidase imobilizada 

em Amberlite IRC50 e IRC 86 foram armazenadas a 4°C. Alíquotas dos 

tampões de lavagem foram recolhidas para determinação da atividade de β-

glicosidase de acordo com item 3.2.1 e cálculo da eficiência de encapsulação. 

 

3.4.6 Imobilização de -glicosidase em Eupergit C e Eupergit 250L 

 

Foram preparadas soluções 0,1 mg/mL de β-glicosidase (13600 U/g) em 

tampão acetato 1 M pH 4,5, tampão fosfato de sódio 1 M pH 5,5, e em tampão 

fosfato de sódio 1 M pH 6,0. 

Amostras de 200 mg de Eupergit C e 250L foram lavadas com 5 mL de 

água destilada. Os tubos de ensaio foram centrifugados e os sobrenadantes 

foram descartados. Em seguida foram adicionados 5 mL de solução 0,1mg/mL 

de enzima (13600 U/g) nas amostras de Eupergit C e 250L. Os tubos foram 

incubados a 28-30°C em agitador orbital a 200 rpm, diâmetro 25 mm, por 24 – 

48 h. Amostras de 0,1 mL de sobrenadante foram retiradas em intervalos de 12 

em 12 h e o teor de proteína nos sobrenadantes foi estimado pela medida da 

absorbância a 280 nm. Após a estabilização do valor da absorbância, os tubos 

foram centrifugados a 2600 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Os 

sobrenadantes foram recolhidos e os precipitados foram lavados com 5 mL de 
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tampão acetato 0,1M pH 4,5. Após centrifugação, os sobrenadantes foram 

recolhidos e as amostras de enzima imobilizada foram armazenadas a 4°C. 

Alíquotas dos tampões de lavagem foram recolhidas, para determinação da 

atividade de β-glicosidase de acordo com item 3.2.1 e cálculo da eficiência de 

encapsulação. 

 

3.4.7 Imobilização de -glicosidase em sol-gel 

 

Tubos eppendorf contendo 100 L de tetrametoxisilano (TMOS) e 40 L de 

HCl 10 mM, foram incubados em banho ultrasonicador durante 10 minutos. Em 

seguida foram adicionados 160 L de solução 0,1 mg/mL de β-glicosidase 

(13600 U/g) em tampão acetato 0,1M pH 4,5. As misturas foram 

homogeneizadas e as amostras de 300 L foram transferidas rapidamente para 

tubos de ensaio contendo 6 mL de dioctil sulfoccinato de sódio (AOT)/isoctano 

na proporção 1:15 (m/v), que foram homogeneizados com auxílio de um vortex 

durante alguns segundos. Os tubos de ensaio foram centrifugados a 2600 x g 

durante 10 minutos a temperatura ambiente e os sobrenadantes foram 

descartados. Os precipitados foram lavados mais duas vezes com tampão 

acetato 0,1M pH 4,5 e centrifugados para obtenção das amostras de enzima 

imobilizada.  

Foi adicionado 1 mL de tampão acetato 0,1M pH 4,5 aos precipitados que 

em seguida foram transferidos para um eppendorf e centrifugados. Os 

sobrenadantes foram descartados e os precipitados armazenados em um 

recipiente fechado contendo solução salina (40% NaCl) para secagem em 

ambiente controlado de atividade de água (Aw = 0,75), durante 7 dias a 

temperatura ambiente. 

O conteúdo dos tubos de eppendorf foram pesados, ressuspendidos em 

tampão acetato 0,1M pH 4,5 e armazenados a 5°C. 
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Alíquotas das amostras de solução de AOT/isoctano e dos tampões de 

lavagem foram recolhidas para determinação da atividade de β-glicosidase de 

acordo com item 3.2.1 e cálculo da eficiência de encapsulação. 

 

3.5 Avaliação do efeito da velocidade de agitação na atividade das 

amostras de -glicosidase imobilizadas em sol-gel e lentes PVA - 

Lentikats® 

Tubos eppendorf contendo 10 mg de β-glicosidase imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats®  e sol-gel em 300 L de tampão acetato 0,05 M pH 4,5 e    

300 L de solução 5 mM de ρ-nitrofenil-β-glicosídeo (ρ-NPG) em tampão 

acetato 0,05 M pH 5,0 foram incubados com agitação magnética na faixa de 

200 a 600 rpm, a 50°C durante 15 minutos. A reação foi paralisada com a 

adição de 300 L de solução 0,5 M de Na2CO3. A atividade da enzima β – 

glicosidase foi determinada conforme descrito no item 3.2.1.   

 

3.6 Teste de reutilização da β-glicosidase imobilizada em gelatina, lentes 

PVA - Lentikats® e sol-gel utilizando-se substrato ρ-nitrofenil-β-

glicosídeo (ρ-NPG) 

 

Tubos eppendorf contendo 10 mg de β – glicosidase imobilizada em 

gelatina, lentes PVA - Lentikats® e sol-gel em 300 L de tampão acetato      

0,05 M, pH 4,5 e 300 L de solução 5 mM de ρ-nitrofenil-β-glicosídeo (ρ-NPG) 

em tampão acetato 0,05 M pH 5,0 foram incubados com agitação magnética a 

400 rpm, a 50°C durante 15 minutos. Após este intervalo, os tubos de 

eppendorf foram centrifugados a 17000 x g durante 10 minutos a temperatura 

ambiente para recuperação das enzimas imobilizadas. Alíquotas de 600 L de 

amostra foram transferidas para tubos eppendorf contendo 300 L de solução 
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0,5 M de Na2CO3. A atividade da enzima β – glicosidase imobilizada em 

gelatina, lentes PVA - Lentikats® e sol-gel foi determinada conforme descrito no 

item 3.2.1.  

Amostras de  β – glicosidase imobilizadas foram recuperadas por 

centrifugação e utilizadas sucessivas vezes para verificar a estabilidade da 

enzima como descrito acima. 

 

3.7 Teste de reutilização da β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® e sol-gel utilizando-se substrato celobiose 

 

Foi testada a reutilização da β – glicosidase imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® e sol-gel utilizando o substrato celobiose 1,5 mM em tampão acetato 

0,05 M pH 5,0.  

Tubos de eppendorf contendo 7 mg de β-glicosidase imobilizada em sol-gel 

e em lentes PVA - Lentikats® e 2 mL da solução de celobiose 1,5 mM em 

tampão acetato 0,05 M pH 5,0, foram incubadas à 50°C, durante 24 h. Em 

seguida, foram retiradas alíquotas de 40 L e a quantidade de glicose foi 

determinada conforme o item 3.2.2. Os tubos de eppendorf foram centrifugados 

a 19000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente para recuperação da 

enzima imobilizada e reutilização sucessivas vezes, como descrito, acima para 

determinar a estabilidade da enzima. 
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3.8 Determinação da eficiência de encapsulação da enzima β-glicosidase 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel  

 

A eficiência de encapsulação foi calculada através do balanço da 

atividade de -glicosidase determinada conforme o item 3.2.1, nos 

sobrenadantes e soluções de lavagem. 

 

3.9 Caracterização da enzima β-glicosidase livre e imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats® e sol-gel  

 

Foi estudado o efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da 

enzima livre e imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats®. Foi estudado o 

efeito da concentração dos substratos ρ-NPG e celobiose e do inibidor glicose 

na atividade da enzima livre e imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats®. 

A morfologia e superfície das amostras de β-glicosidase imobilizadas em sol-

gel e lentes PVA - Lentikats® foram analisadas por microscopia eletrônica de 

varredura. 

 

3.9.1 Estudo do efeito da temperatura e do pH na atividade da -glicosidase 

livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimática foi determinado 

incubando-se a enzima livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

em soluções 5 mM do substrato sintético ρ-NPG em tampão acetato 0,05 M pH 

5,0 em temperaturas de 40°C a 80°C, como descrito no item 3.2.1. O efeito do 



89 

 

pH sobre a atividade enzimática foi determinado incubando-se a enzima livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel em soluções 5 mM do 

substrato ρ-NPG em tampão acetato (pH 4,0 a 6,0), como descrito no item 

3.2.1. 

 

3.9.2 Efeito da concentração de substrato na atividade de β-glicosidase livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

Foram testados os efeitos da concentração dos substratos -NPG (0,5 a 10 

mM) e celobiose (0,5 a 10 mM) na atividade da enzima β – glicosidase livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel. A atividade de β-glicosidase 

livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel nos substratos ρ-NPG e 

celobiose foi determinada respectivamente como descrito nos itens 3.2.1 e 

3.2.2, a 60ºC para a β-glicosidase livre e imobilizada em sol-gel e a 55°C para 

a β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e pH 4,5.  

Os valores de KM e Vmax foram determinados pelos métodos gráficos de 

Lineweaver-Burk e de Hanes-Woolf e pelo método não linear recorrendo à 

ferramenta Solver do Excel. 

 

3.9.3  Determinação da temperatura e do pH de estabilidade da β-glicosidase 

livre e imobilizada lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

A temperatura de estabilidade foi determinada incubando-se tubos 

eppendorfs contendo 14 mg de β – glicosidase imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® e sol-gel em 300 L de tampão acetato 0,05 M pH 4,5, em 

temperaturas na faixa de 40°C a 80°C. Alíquotas de 300 L foram coletadas 
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após 1 h, 2 h e 3 h de reação e a determinação da atividade foi realizada 

conforme item 3.2.1. Alíquotas de 300 µL de solução 0,1 mg/L de β-

glicosidase livre(13600 U/g) também foram incubadas nas mesmas 

condições que as amostras de β – glicosidase imobilizadas para 

comparação dos resultados. 

A partir dos valores de atividade residual obtidos durante a determinação 

da temperatura de estabilidade, foram determinados alguns parâmetros da 

β-glicosidase. Inicialmente, os dados do estudo da termoestabilidade 

enzimática foram ajustados graficamente em modelos de curvas teóricas 

para verificar o perfil da cinética de desnaturação enzimática. E foram 

calculados o tempo de meia-vida e a energia de desativação. 

A estabilidade das amostras de β – glicosidase imobilizadas em foi 

determinada incubando-se tubos eppendorfs contendo 14 mg de β – 

glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel ressuspensos 

em 300 L de tampão acetato 0,05 M na faixa de pH 4,0 - 5,0 à 55°C. Em 

diferentes intervalos alíquotas foram coletadas e a atividade residual 

determinada conforme item 3.2.1. Alíquotas de 300 L de solução 0,1 mg/L 

de β-glicosidase (13600 U/g) também foram incubadas nas mesmas 

condições que as amostras de β – glicosidase imobilizadas para 

comparação dos resultados. 

 

3.9.4 Efeito da concentração de glicose na atividade da β-glicosidase livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

O efeito da concentração de glicose na atividade da β-glicosidase foi 

avaliado utilizando o substrato sintético ρ-NPG.  
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Alíquotas de 300 L de solução 5 mM de ρ-nitrofenil-β-glicosídeo (p-NPG) 

em tampão acetato 0,05 M pH 5,0 contendo glicose na faixa de concentração 0 

a 100 mM foram incubadas a 50°C por 5 minutos. Após a adição de 300 L de 

solução 0,1 mg/mL de enzima (13600 U/g), as misturas foram incubadas a 

50°C por 15 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 300 L de 

solução 0,5M de Na2CO3. A hidrólise de ρ-NPG foi estimada pelo 

monitoramento da liberação de p-nitrofenol a 410 nm usando uma curva padrão 

de ρ-nitrofenol. 

 

3.9.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da enzima -glicosidase 

imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® 

 

A morfologia e superfície da enzima imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® e sol-gel foram caracterizadas utilizando a microscopia eletrônica 

de varredura (MEV). O microscópio utilizado foi JEOL modelo JSM 5800 LV 

(Toquio, Japão). As cápsulas foram liofilizadas durante 24 h e dispersas em 

fita adesiva dupla para fixação e depósito de ouro em Sputter (Balzer modelo 

SCP 050). 

 

 

3.10 Cinética da hidrólise de celobiose em mini reator utilizando-se β-

glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

Em um mini reator (30 cm³) encamisado contendo 10 mL de solução de 

celobiose 1,5 mM em tampão acetato 0,05 M pH 5,0 foram adicionados 70 mg 

de enzima -glicosidase imobilizada em sol-gel e em lentes PVA - Lentikats® a 

60°C e 50°C, respectivamente, com agitação de 400 rpm. Foram retiradas 
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alíquotas de 200 L em diferentes intervalos de tempo até 32 h para 

determinação do teor de glicose de acordo com item 3.2.2. 

O mesmo procedimento foi realizado incubando-se 10 mL de solução de 

celobiose 1,5 mM em tampão acetato 0,05 M pH 5,0 e 300 L da solução de 

0,001 mg/mL de enzima livre (13600 U/g) em tampão acetato 0,1 M pH 5,0 a 

60°C e 50°C, com agitação de 400 rpm. Foram retiradas alíquotas de 200 L 

em diferentes intervalos de tempo até 32 h para determinação do teor de 

glicose. 

 

3.11 Hidrólise de celobiose por processo contínuo utilizando-se β-

glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® 

 

A conversão contínua de celobiose em glicose foi testada a 50°C em reator 

com capacidade de 1,0 cm3 empacotado com enzima -glicosidase imobilizada 

em lentes PVA - Lentikats®. A solução 1,5 mM de celobiose em tampão acetato 

0,05 M pH 5,0, a 50°C foi adicionada no reator com fluxo de 0,3 mL/min com 

bomba peristáltica. Foram retiradas alíquotas de 200 L em diferentes 

intervalos de tempo até 148 h para determinação do teor de glicose de acordo 

com item 3.2.2. Foi testada também a hidrólise ácida da celobiose. A mistura 

de 5 mL de celobiose 1,5 mM e 20 mL de H2SO4 12N, em um tubo de ensaio 

foi aquecida a 45°C por 10 minutos. Após incubação o pH foi ajustado para 4,5 

e o teor de glicose foi determinado de acordo com item 3.2.2. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Seleção dos suportes para imobilização da enzima β-glicosidase de 

A. niger LBA 02 

 

A Figura II – 4 ilustra a porcentagem de atividade relativa das amostras de β-

glicosidase imobilizadas em cápsulas PVA - Lentikats®, lentes PVA - 

Lentikats®, sol-gel, cápsulas de alginato de cálcio, gelatina, Amberlite IRC 86, 

Amberlite IRC 50, Eupergit C pH (4,5; 5,5 e 6,0) e Eupergit 250 L pH (4,5; 5,5 e 

6,0). 
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Figura II - 4: Porcentagem de atividade relativa das amostras de -glicosidase 

imobilizadas em diferentes suportes 

Foi obtida maior atividade relativa de β-glicosidase nas amostras de enzima 

imobilizada em sol-gel (85%), lentes PVA - Lentikats® (32%), gelatina (29%), 
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cápsulas PVA - Lentikats® (24%), Amberlite IRC 50 (23%), comparadas com a 

atividade de β-glicosidase inicial considerada como 100% (0,13 U/mL). 

A imobilização em sol-gel oferece as mesmas propriedades favoráveis que 

as matrizes tradicionais baseadas em sílica. Além disso, a quantidade de 

enzima que pode ser imobilizada não é limitada pela área de superfície 

disponível na matriz, porque a enzima também é aprisionada dentro da matriz 

polimérica durante a sua formação, e se torna distribuída homogeneamente 

pelo material (Reetz et al.,1998). 

Neste trabalho foi testada a imobilização da enzima -glicosidase em 

Eupergit C e 250L, em pH 4,5; 5,5 e 6,0 com intuito de avaliar se o processo de 

ligação enzima/suporte era afetado pelo pH do meio reacional. A eficácia da 

imobilização de enzimas com Eupergit C tem sido relacionada com sua 

capacidade de estabelecer ligações multipontuais o que estabiliza a estrutura 

tri-dimensional a elevadas temperaturas (Katchalske-Katzi e Kraemer, 2000; 

Mateo et al., 2000). Contudo as amostras de β-glicosidase imobilizadas em 

Eupergit C e 250L, em pH 4,5; 5,5 e 6,0 apresentaram baixa atividade ( 3 a 10 

% de atividade relativa). 

Tu et al. (2006) imobilizaram a enzima comercial -glicosidase de 

Aspergillus niger (Novozyme 188) em Eupergit C. Os autores concluíram que a 

enzima quando imobilizada sem aditivos apresentou a taxa mais baixa de 

imobilização e atribuíram a inativação da enzima pela interação dos grupos 

oxirano da Eupergit C com o sítio ativo da enzima. Quando foi introduzida 

glicose, a taxa de imobilização aumentou 20%, e os autores atribuíram esse 

comportamento ao fato de a glicose ser um inibidor competitivo da -

glicosidase e atuar protegendo o sítio ativo da enzima durante a imobilização. 

Quando a enzima foi imobilizada com o aditivo glicose e depois tratada com 

albumina de soro bovino (BSA), a taxa de imobilização foi 30% superior, pois 

segundo os autores a BSA possui capacidade de bloquear os grupos oxirano 

residuais. 
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As amostras de -glicosidase imobilizadas em sol-gel e lentes PVA - 

Lentikats® foram selecionadas para os testes posteriores. 

 

4.2 Avaliação do efeito da velocidade de agitação na atividade das 

amostras de -glicosidase de A. niger LBA 02 imobilizadas em sol-

gel e lentes PVA - Lentikats® 

 

Foi estudado o efeito da velocidade de agitação na atividade de -

glicosidase imobilizadas em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® para determinar 

as condições hidrodinâmicas que garantiriam a ausência de limitações externas 

à transferência de massa, por minimização da camada de fluido estagnante, 

adjacente às partículas de suporte.  
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Figura II -  5: Efeito da velocidade de agitação na atividade de -glicosidase imobilizadas 

em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® 
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Observou-se que a velocidade de agitação mais adequada para as 

amostras de enzima imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® foi 400 

rpm (Figura II - 5). A integridade física dos suportes não pareceu ser afetada nas 

condições hidrodinâmicas geradas. Assumiu-se que esta agitação seria 

igualmente válida para os suportes de gelatina. Os ensaios posteriores foram 

realizados com uma velocidade de agitação de 400 rpm, garantindo assim a 

minimização de resistências externas à transferência de massa. 

 

4.3 Teste de reutilização da enzima β-glicosidase de A. niger LBA 02 

imobilizada em gelatina, lentes PVA - Lentikats® e sol-gel utilizando 

substrato p-nitrofenil-β-glicosídeo (p-NPG) 

 

A Figura II – 6 mostra que a enzima β-glicosidase imobilizada em sol-gel 

manteve cerca de 65 a 90% da atividade relativa, utilizando-se o substrato ρ-

NPG após 11 ciclos de 15 minutos de reação. O teste Tukey (nível de 

confiança de 95%) para os resultados apresentados das amostras de sol-gel 

evidenciou a existência de dois grupos de médias (A e B), entretanto o 

processo oscilou entre estes dois grupos durante os 11 ciclos, podendo o 

processo de reutilização da enzima imobilizada no suporte sol-gel durante os 

11 ciclos ser considerado estável. 
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Figura II - 6: Estudo da reutilização de -glicosidase imobilizada em sol-gel e lentes PVA - 

Lentikats® e gelatina, utilizando-se substrato ρ-NPG, em processo de batelada. 

* As letras são referentes ao teste de Tukey, comparando-se triplicatas. 

 

A enzima β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® manteve 

cerca de 66 a 93% da atividade relativa, utilizando-se o substrato ρ-NPG após 

11 ciclos de 15 minutos de reação. Analisando o processo de reutilização da 

enzima imobilizada em lentes PVA - Lentikats® pelo teste de Tukey com 95% 

de confiança, também foram identificados dois grupos de médias (A e B) sendo 

que até o sétimo ciclo o processo oscilou entre os dois grupos. A partir do 

oitavo ciclo notou-se que as médias se mantiveram constantes no grupo B, 

sugerindo uma possível queda na atividade relativa. 

A enzima β-glicosidase imobilizada em gelatina manteve cerca de 72 a 99% 

da atividade relativa, utilizando-se o substrato ρ-NPG após 11 ciclos de 15 

minutos de reação. Para a enzima imobilizada em gelatina após o teste de 

Tukey (nível de confiança de 95%) foi identificado somente um grupo de 
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médias (A) durante todo o processo, sugerindo que o processo foi estável 

durante os 11 ciclos. 

A enzima imobilizada em sol-gel, lentes PVA - Lentikats®, e gelatina se 

mostraram estáveis por 11 ciclos, porém para a enzima imobilizada em gelatina 

houve perda de massa durante os ciclos. 

A reutilização de enzimas imobilizadas é importante para que o uso de 

enzimas seja economicamente viável. Além disso, a solução contendo o 

produto deve ser facilmente separada do suporte contendo a enzima 

imobilizada, nos reatores de processo em batelada ou contínuo (Goradia et al., 

2005). 

 

4.4 Teste de reutilização da enzima β-glicosidase de A. niger LBA 02 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel utilizando substrato 

celobiose 

 

A Figura II - 7 ilustra a reutilização da β-glicosidase imobilizada em sol-gel e 

lentes PVA - Lentikats® testada em meio reacional contendo solução de 

celobiose 1,5 mM em tampão acetato 5 mM pH 5,0. 
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Figura II -  7: Estudo da reutilização de -glicosidase imobilizada em sol-gel e lentes PVA 

- Lentikats®, utilizando-se substrato celobiose, em processo de batelada. 

* As letras são referentes ao teste de Tukey, comparando-se triplicatas. 

A -glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® apresentou maior 

estabilidade comparada com a enzima imobilizada em sol-gel, sendo que a 

primeira apresentou cerca de 80% de conversão de celobiose em glicose após 

19 ciclos de 24 h. O teste de Tukey (nível de confiança 95%) constatou que o 

processo permaneceu estável durante os 19 ciclos de 24 h, ou seja, foi 

identificado somente um grupo de médias (A) durante todo o processo. 

Indicando que a conversão de celobiose em glicose permaneceu constante 

durante os 19 ciclos. 

A -glicosidase imobilizada em sol-gel apresentou alta taxa de conversão 

de celobiose em glicose nos quatro primeiro ciclos de 24 h, mas a conversão 

diminuiu para 20 e 15 %, nos ciclos 9 e 15, respectivamente. Analisando o 

processo de reutilização da enzima imobilizada em sol-gel pelo teste de Tukey 

com 95% de confiança, foram identificados quadro grupos de médias (A, B, C e 

D) sendo que até o quarto ciclo o processo oscilou entre os grupos A e B. A 
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partir do quinto ciclo notou-se que as médias oscilaram entre os grupos B, C e 

D, sugerindo uma variação durante o processo de conversão. 

O comportamento apresentado pela enzima imobilizada em sol-gel pode ser 

atribuído a problemas operacionais como o carreamento do suporte durante as 

sucessivas retiradas de alíquotas, fazendo que a quantidade de suporte 

diminuísse após cada ciclo de reutilização.  

 

4.5 Eficiência de encapsulação da -glicosidase de A. niger LBA 02 

imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® 

 

A eficiência de encapsulação da β-glicosidase nas lentes PVA - Lentikats® 

foi de 97% e para o sol-gel de 58%. Como a eficiência de encapsulação foi 

calculada através da atividade da enzima -glicosidase com o substrato 

sintético -NPG nos sobrenadantes e soluções de lavagem, há um indício que 

a imobilização em sol-gel não foi a mais adequada para retenção da enzima, 

havendo assim, um sub-aproveitamento da mesma durante a imobilização. 

Porém, dentre as metodologias avaliadas, a β-glicosidase imobilizada em sol-

gel apresentou a atividade relativa mais elevada. 
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4.6 Caracterização da enzima β-glicosidase livre de A. niger LBA 02 e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel  

 

4.6.1 Estudo do efeito do pH e da temperatura na atividade da -glicosidase 

livre e imobilizada em lentes - PVA Lentikats® e sol-gel 

 

A β-glicosidase livre apresentou atividade ótima a 65°C em substrato ρ-

NPG, sendo que a atividade da enzima diminuiu rapidamente em temperaturas 

superiores a 65°C. A atividade relativa da enzima livre a 70°C e 75°C reduziu 

para 40% e 25%, respectivamente (Figura II- 8). 

As lentes PVA - Lentikats® contendo β-glicosidase imobilizada começaram a 

fundir na temperatura de 60°C. Este comportamento já foi observado por 

Rebros (2007) e impede o aquecimento das lentes PVA - Lentikats® a 60°C. 

Desta forma, 50°C foi fixada como temperatura de trabalho para as lentes PVA 

- Lentikats®. A 50°C, a β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® 

apresentou cerca de 50% da atividade relativa comparada com a atividade 

relativa de 100% da enzima livre a 65°C. 

A enzima imobilizada em sol-gel mostrou atividade ótima (95 a 100%) na 

faixa de 60 a 65°C. Quando imobilizada em sol-gel, a β-glicosidase apresentou 

uma mudança no perfil de atividade quando incubada à temperaturas de 70 e 

80°C. Para a enzima livre, a atividade relativa da enzima livre foi 40% e 9% à 

temperaturas de 70 e 80°C, respectivamente, ao passo que a enzima 

imobilizada em sol-gel reteve 85% e 65% de atividade relativa nas respectivas 

temperaturas. 
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Figura II -  8: Efeito da temperatura na atividade da enzima livre e imobilizada em sol - gel 

e lentes PVA - Lentikats® 

 

Yan e Lin (1997) relataram que a -glicosidase de A. niger CCRC 31494 

apresentou atividade ótima a 55°C. 

Segundo Abdel-Naby (1993), a imobilização pode afetar a flexibilidade 

conformacional da enzima, aumentar a rigidez, refletindo num aumento da 

estabilidade da enzima à desnaturação com o aumento da temperatura. 

A imobilização da -glicosidase de A. niger LBA 02 em sol-gel e lentes PVA 

- Lentikats® não alteraram o perfil de pH da atividade enzimática quando 

comparados com a enzima livre. As três formas da enzima apresentaram 

atividade ótima em pH 4,5. As amostras de -glicosidase imobilizadas em sol-

gel e lentes PVA - Lentikats® apresentaram um aumento de cerca de 20% e 10 

% na atividade relativa em pH 6,0, comparada com a enzima livre ( Figura II – 9).  
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Figura II - 9: Efeito do pH na atividade da enzima livre e imobilizada pelo método de sol-

gel e lentes - PVA Lentikats®
 

 

Abdel-Fattah et al. (1997) estudaram a imobilização de celobiase de A. 

niger 20 em quitosana e poliacrilamida e também verificaram que o pH ótimo 

de atividade não foi alterado com a imobilização, sendo observado maior 

atividade na faixa de pH 4,5-5,0. 

Bedani (2010) produziu e caracterizou a enzima β-glicosidase produzida por 

Aspergillus sp. por fermentação semissólida contendo farelo de trigo e casca 

de maracujá. A enzima apresentou atividade ótima em pH 4,5 e 60°C, 

estabilidade na faixa de pH 3,0 – 8,5 após 2 h de incubação a 60°C.  
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4.6.2 Efeito da concentração de substrato na atividade de β-glicosidase livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

A Tabela II – 1 ilustra os valores de KM e Vmax determinados pelos métodos 

gráficos de Lineweaver-Burk e de Hanes-Woolf e pelo método não linear 

recorrendo à ferramenta Solver do Excel. O metodo de Hanes Wolf foi utilizado 

com o intuito de eliminar os efeitos estatísticos para baixas concentrações de 

substrato que condicionam os dados extraídos dos estudos cinéticos usando a 

linearização de Lineweaver–Burk (Nguyen et al., 2011). 

 

Tabela II -  1: Parâmetros cinéticos (KM e Vmax) da enzima livre e imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats® e sol-gel determinados com o substrato sintético -NPG 

 

Os valores de KM da β-glicosidase imobilizada em sol-gel (5,0; 8,06 e 7,33 

mM de ρ-NPG) e da β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® 

(12,0; 6,14 e 4,16 mM de ρ-NPG), estimados pelo método de Lineweaver - 

Burk, Hanes - Woof e Solver, respectivamente, foram maiores que os valores 

estimados para a enzima livre (1,4; 1,54 e 1,6 mM de ρ-NPG), sugerindo que a 

imobilização diminuiu a afinidade da enzima pelo substrato. 

Biocatalisador 
Lineweaver-Burk Hanes-Woolf Solver 

KM (mM) Vmax (mM 
L-1 min-1) 

KM 

(mM) 
Vmax (mM 
L-1 min-1) 

KM (mM) Vmax (mM 
L-1 min-1) 

Enzima livre 1,4 0,02 1,54 0,02 1,6 0,02 

β-glicosidase 
imobilizada em 

sol-gel 
5,0 0,44 8,06 0,2 7,33 0,63 

β-glicosidase 
imobilizada em 

lentes PVA - 
Lentikats® 

12,0 0,27 6,14 0,58 4,16 0,17 
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Aumento do KM similar já foi relatado para -glicosidases imobilizadas em 

outros suportes (Levitsky et al., 1999). Os autores atribuíram esse 

comportamento a alteração da estrutura tri-dimensinal e limitações de 

transferência de massa.  

Bedani (2010) estudou o efeito da concentração do substrato ρ-NPG na 

atividade da enzima β-glicosidase produzida por Aspergillus sp. Os valores de 

KM e Vmax foram 3,41 mM e 72,46 µmol ρ-nitrofenol /mL, respectivamente. 

Tu et al. (2006) imobilizaram a enzima comercial -glicosidase de A. niger 

(Novozyme 188) em Eupergit C, e verificaram que os valores de KM foram 

quase 10 vezes mais elevados para a enzima imobilizada do que para a 

enzima livre sendo 1,1 e 11 mM, respectivamente. 

 Segundo Grosová et al. (2008) apesar da natureza porosa dos suportes, 

o aumento do KM é tipicamente observado após a imobilização das enzimas. 

O efeito da concentração do substrato na velocidade da reação da β-

glicosidase livre e imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® também foi 

testado com o substrato celobiose (Tabela II -2). 

Tabela II - 2: Parâmetros cinéticos (KM e Vmax) da enzima livre e imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats® e sol-gel determinados com o substrato celobiose 

 

Biocatalisador 
Lineweaver-Burk Hanes-Woolf Solver 

KM (mM) Vmax (mM 
L-1 min-1) 

KM 

(mM) 
Vmax (mM 
L-1 min-1) 

KM 

(mM) 
Vmax (mM 
L-1 min-1) 

Enzima livre 1,69 0,05 0,97 0,04 0,92 0,04 

β-glicosidase 
imobilizada em sol-

gel 
1,01 0,07 1,25 0,07 1,14 0,07 

β-glicosidase 
imobilizada em 

lentes PVA - 
Lentikats® 

3,61 0,03 2,7 0,03 3,03 0,03 
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Os valores de KM da β-glicosidase imobilizada em sol-gel estimados em 

1,01; 1,25 e 1,14 mM de celobiose, a 60°C, pelos métodos de Lineweaver – 

Burk, Hanes – Woolf e Solver foram similares aos valores obtidos para a 

enzima livre (1,69; 0,97 e 0,92 mM de celobiose), respectivamente, indicando 

que não houve alteração da afinidade da enzima pelo substrato celobiose, com 

a imobilização. Os valores de KM da enzima imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® estimados em 3,61; 2,7 e 3,03 mM de celobiose a 50°C, pelos 

métodos de Lineweaver – Burk, Hanes – Woolf e Solver foram maiores que os 

valores obtidos para a enzima livre (1,69; 0,97 e 0,92 mM de celobiose), 

sugerindo uma diminuição da afinidade da enzima imobilizada pelo substrato, 

devido a limitações na transferência de massa. 

Os valores de KM obtidos com o substrato sintético foram muito superiores 

aos valores obtidos utilizando a solução de celobiose como substrato, 

indicando que a enzima livre e imobilizada de Aspergillus niger LBA 02 

possuem mais afinidade pela celobiose. 

 

Tabela II -  3: Valores de F-test resultantes da análise dos dados obtidos pelos métodos 

de Lineweaver – Burk, Hanes – Woolf e Solver  

 Enzima livre 

β- glicosidase 

imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats® 

β- glicosidase 

imobilizada em sol-

gel 

Modelo (Solver) 0,938 0,951 0,999 

Lineweaver-Burk 0,758 0,820 0,941 

Hanes-Wolf 0,927 0,976 0,965 

 

Os valores de F-test obtidos após análise dos gráficos de Lineweaver-Burk 

e Hanes-Woolf e da ferramenta Solver indicam que dentre os 3 métodos 
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utilizados para determinar KM e Vmax, o que representa melhor os valores é o 

método de Solver ferramenta do Excel (Tabela II – 3). 

 

4.6.3 Efeito da concentração de glicose na atividade da β-glicosidase livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 

A β-glicosidase livre e imobilizada de Aspergillus niger LBA 02 em sol-gel e 

lentes PVA – Lentikats® apresentaram 50% de inibição na presença de glicose 

17, 16 e 11 mM (Figura II - 10).  
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Figura II -  10: Efeito inibitório da glicose na atividade da β-glicosidase livre e imobilizada 

em lentes PVA – Lentikats® e sol-gel, utilizando-se substrato ρ-NPG 

 

Este comportamento foi evidenciado através da análise dos valores 

aparentes de IC50, que é a medida da concentração do inibidor necessária para 

reduzir a atividade enzimática para metade do valor observado na ausência do 
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inibidor, mantendo as restantes condições idênticas. Os valores sugerem que a 

atividade da enzima imobilizada foi inibida pela glicose da mesma forma que a 

enzima livre. 

 

Tabela II -  4- Efeito da imobilização na inibição da β-glicosidase pela glicose, expresso 

por valor IC´50  

Enzima IC´50 (mM) 

Enzima livre 17 

Imobilizada em lentes PVA - Lentikats® 11 

Imobilizada em Sol-gel 16 

 

Os valores IC’50 foram determinados pela Eq. 1 (Wu et al., 2003),    

  1) (Eq.                  
ICGlicose

IC
(%) relativa Atividade

´
50

´
50




 

Após linearização computacional da inclinação da reta, de acordo com a Eq. 2  

  2) (Eq.                  1
IC

1
Glicose

(%) relativa Atividade

1
´
50

  

 

Os processos de imobilização geralmente são conhecidos por reduzir a 

inibição enzimática (Mateo et al., 2004). Entretanto, de acordo com o teste de 

Tukey (95% de confiança) não foi observada diferença entre a atividade da β-

glicosidase de A. niger LBA 02 imobilizada por sol-gel e lentes PVA - Lentikats® 

e a enzima livre, ou seja, a imobilização não diminuiu o efeito inibitório da 

glicose. 

Chauve et al. (2010) compararam os parâmetros cinéticos de duas β-

glicosidases produzidas por A. niger e Trichoderma reesei e o efeito da 

temperatura e da concentração de celobiose e glicose na atividade da enzima 

β-glicosidase. Os autores observaram que a enzima β-glicosidase de T. reesei 

foi menos inibida pela glicose do que a β-glicosidase de A. niger. As enzimas 

foram inibidas a partir da concentração de 11 mM.  
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4.6.4 Determinação do pH e da temperatura de estabilidade da β-glicosidase 

livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats®e sol-gel 

 

A Figura II – 11 ilustra que a enzima livre e imobilizada em sol-gel retiveram 

cerca de 90% de atividade residual após 3 h de incubação a 40°C e cerca de 

50% após 3 h a 60°C. A β-glicosidase imobilizada em sol-gel reteve cerca de 

10% de atividade após 3 h a 70°C enquanto a enzima livre foi inativada após 1 

hora a 70°C. Em geral, a imobilização em suportes tem efeito protetor 

aumentando a estabilidade térmica das enzimas. A flexibilidade conformacional 

da enzima pode ser alterada com a imobilização. Os passos de imobilização 

podem causar um aumento da rigidez da enzima, conferindo maior estabilidade 

pela desnaturação em temperaturas elevadas (Abdel-Naby, 1993). 
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Figura II - 11: Estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada em sol-gel 
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A Figura II – 12 mostra que a β-glicosidase imobilizada em lentes PVA – 

Lentikats® apresentou-se mais estável do que a enzima livre, após três horas 

de tratamento na faixa de 45 a 55 °C. Após 3 h de incubação a 55°C, a enzima 

imobilizada em lentes PVA – Lentikats® reteve cerca de 85% de atividade 

residual, enquanto que a enzima livre reteve cerca de 62% de atividade 

residual. 
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Figura II -  12: Estabilidade térmica da β-glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA – 

Lentikats® 

 

Figueira et al. (2011) verificaram que a imobilização da β – glicosidase de A. 

niger LBA 02 em lentes PVA-Lentikats® e sol-gel aumentou o pH e a 

temperatura de estabilidade da enzima.  

Tu et al. (2006) imobilizaram a enzima -glicosidase comercial de A. niger 

(Novozymes 188) em Eupergit C e observaram que a enzima livre e imobilizada 
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foram estáveis a temperatura de 45°C sem perda significativa da atividade. 

Entretanto, a 65°C, a estabilidade da enzima imobilizada foi muito superior a 

enzima livre. Os autores atribuíram o aumento da estabilidade ao fato da 

Eupergit C fazer ligações multi-pontuais, o que pode favorecer a estabilidade 

da estrutura terciária da enzima -glicosidase em temperaturas elevadas. 

A Tabela II – 5 mostra que o tempo de meia-vida da β-glicosidase de A. niger 

LBA 02 imobilizada por sol-gel e em lentes PVA - Lentikats® aumentou quando 

comparadas com a enzima livre, evidenciando que houve um pequeno 

aumento da estabilidade térmica após a imobilização. O tempo de meia vida 

para a enzima imobilizada em sol-gel a 70°C foi 0,88h (Tabela II – 5) enquanto 

que a enzima livre foi inativada após 1 hora a 70°C (Figura II – 11).  

Os resultados obtidos sugerem que a imobilização atenua o efeito do 

aumento de temperatura sobre a conformação da enzima, em particular o 

aumento de movimento que induz alterações da sua estrutura. Este fenômeno 

pode ter conferido maior rigidez à estrutura da enzima em função de interações 

com o suporte. 
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Tabela II - 5: Tempo de meia-vida da β-glicosidase de A. niger LBA 02 livre e imobilizada 

em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

 Valor de tempo de meia-vida (h) 

Temperatura °C Enzima livre 

Enzima imobilizada 

em lentes PVA - 

Lentikats® 

Enzima imobilizada 

em sol-gel 

40 8,0 15,0 11,0 

45 2,9 9,3 ND 

50 ND 7,7 4,3 

55 3,6 4,9 ND 

60 1,5 ND 1,7 

70 0 ND 0,88 

ND: Não determinada 

 

A enzima imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® mostrou-se mais 

estável na faixa de pH 4,0 a 5,0 do que a enzima livre (Figura II – 13). 

 A β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® mostrou-se mais 

estável em pH 4,0 e pH 4,5 retendo cerca de 90% de atividade relativa após 3 

h de incubação a 55°C, entretanto, em pH 5,0, reteve cerca de 65% de 

atividade residual. 

A enzima imobilizada em sol-gel apresentou cerca de 55% a 75% de 

atividade residual após 3 h de incubação a 55°C na faixa de pH 4,0 a 5,0. 

Enquanto a enzima livre apresentou atividade residual de cerca de 10% a 25%, 

nas mesmas condições de ensaio. 
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Figura II -  13: pH de estabilidade da β-glicosidase de A. niger LBA 02 livre e imobilizada 

em lentes PVA – Lentikats® e em sol-gel, a 55°C (SG: sol-gel; LK: Lentikats; EL: Enzima 

livre) 

 

4.6.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) da enzima -glicosidase 

imobilizada em sol-gel e lentes PVA - Lentikats® 

 

As Figuras II – 14a e II – 14b ilustram a superfície das amostras de -

glicosidase imobilizadas em lentes PVA - Lentikats® , com aumento de 700x e 

3000x, respectivamente, analisadas por microscospia eletrônica de varredura. 

Enquanto que as Figuras II – 14c e II – 14d mostram a superfície das amostras 

de β-glicosidase imobilizadas em sol-gel, com aumento de 100x e 500x, 

respectivamente. A amostra de -glicosidase imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® apresentou superfície mais porosa do que a amostra de -

glicosidase imobilizada em sol-gel. De acordo com estas características, as 

limitações de difusão seriam bem menores para as Lentikats® do que para o 

sol-gel, porém outros fatores como a difusividade ou caminho de difusão 
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devem ser considerados. No caso das Lentikats®, o caminho de difusão (axial), 

de 100 a 200 µm, é maior do que no sol-gel (Schlieker e Vorlop, 2006). Por 

outro lado, a estrutura mais porosa das lentes PVA Lentikats® é mais 

susceptível a fuga de enzima.  

 

  

  

Figura II - 14: β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® com aumento 700x (a) 

e aumento 3000x (b); β-glicosidase imobilizada com sol-gel com aumento 100x (c) e 

aumento 500x (d). 

 

 

II-14a II-14b 

II-14c II-14d 

Aumento 700x Aumento 3000x 

Aumento 100x Aumento 500x 



115 

 

4.7 Cinética da hidrólise de celobiose em mini reator utilizando enzima 

β-glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats®e sol-gel 

 

A Figura II – 15 ilustra a hidrólise da solução 1,5 mM de celobiose pela 

enzima -glicosidase livre e imobilizada em sol –gel a 60°C e pH 5,0  e pela 

enzima livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® a 50°C e pH 5,0. 
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Figura II -  15: Hidrólise de celobiose pela β-glicosidase de A. niger LBA 02 livre e 

imobilizada em lentes PVA – Lentikats® e sol-gel 

 

A enzima imobilizada em lentes PVA - Lentikats® apresentou maior 

atividade de hidrólise da celobiose a 50°C, pH 5,0 quando comparada com a 

enzima imobilizada em sol-gel a 60°C pH 5,0 (Figura II – 15). 
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4.8 Hidrólise de celobiose por processo contínuo utilizando-se β-

glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® 

 

A Figura II – 16 ilustra a conversão contínua de solução 1,5 mM de celobiose 

em tampão acetato 0,5 M pH 5,0 a 50°C, utilizando-se -glicosidase 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® em coluna de 1,0 cm3 e fluxo de 0,3 

mL/min. Foi obtido 100% de conversão relativa da solução 1,5 mM de 

celobiose em glicose após 5 h, com diminuição para cerca de 40% após 148 h.  
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Figura II -  16: Taxa de conversão relativa de celobiose em glicose por -

glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats®  

 

Na hidrólise ácida da solução 1,5 mM de celobiose com H2SO4 (6N) durante 

10 minutos a 45°C, foi obtido 50% de conversão relativa de celobiose em 

glicose, indicando que a hidrólise enzimática da celobiose foi eficiente.  
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Mais estudos devem ser realizados para avaliar se a queda na taxa de 

conversão é devido a liberação da enzima do suporte ou se é devido a uma 

perda intríseca da atividade catalítica da enzima. Outras velocidades de fluxos 

devem também ser estudadas com intuito de se otimizar a taxa de conversão 

da celobiose. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A β-glicosidase livre de Aspergillus niger LBA 02 apresentou atividade ótima 

a 65°C e pH 4,5. A enzima imobilizada em sol-gel mostrou atividade ótima na 

faixa de 60 – 65°C. 

A temperatura de 50°C foi fixada como temperatura ótima de trabalho para 

a enzima imobilizada em lentes PVA - Lentikats®, pois acima da temperatura de 

60°C ocorreu a fusão das lentes. A imobilização de β-glicosidase em sol-gel e 

lentes PVA - Lentikats® não alterou o pH ótimo de atividade da enzima, 

premanecendo em 4,5. 

A enzima livre e imobilizada em sol-gel retiveram cerca de 90% de atividade 

residual após 3 h a 40°C e cerca de 50% após 3 h a 60°C. O tempo de meia 

vida da β-glicosidase imobilizada em sol-gel a 70°C foi 0,88 h. A  β-glicosidase 

imobilizada em sol-gel reteve cerca de 10% da atividade residual após 3 h a 

70°C, enquanto a enzima livre foi inativada após 1 hora a 70°C. 

A β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® apresentou-se mais 

estável do que a enzima livre, após 3 h de tratamento na faixa de 40 a 55°C. 

A β-glicosidase imobilizada em sol-gel apresentou valores de KM estimados 

na faixa de 1,0 a 1,25 mM de celobiose, a 60°C, pelos métodos de Lineweaver 

– Burk, Hanes – Woolf e Solver enquanto que a enzima livre apresentou 

valores de 0,92 a 1,69 mM de celobiose, sugerindo que não houve alteração da 

afinidade da enzima pelo substrato celobiose, com a imobilização.  

A imobilização da enzima em lentes PVA - Lentikats® resultou em um 

aumento dos valores de KM estimados em 3,61; 2,7 e 3,03 mM de celobiose, a 

50°C, respectivamente, pelos métodos de Lineweaver – Burk, Hanes – Woolf e 
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Solver indicando que a imobilização resultou em diminuição da afinidade da 

enzima imobilizada pelo substrato. 

A taxa de conversão relativa da solução 1,5 mM de celobiose em tampão 

acetato 0,5 mM pH 5,0 a 50°C, utilizando-se -glicosidase imobilizada em 

lentes PVA - Lentikats® em coluna de 1,0 cm3 e fluxo de 0,3 mL/min foi de 

100% após 5 h entretanto a porcentagem de conversão diminuiu para 40% 

após 148 h.  
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CAPÍTULO III - APLICAÇÃO DA -GLICOSIDASE DE A. niger LBA 02 

RESUMO 

 

A enzima β-glicosidase possui diversas aplicações em diferentes setores da 

indústria, como de alimentos, bebidas, farmacêutica e detergentes. Dentre estas 

aplicações duas vêm se destacando devido a grande importância na área da 

saúde e na produção de combustíveis renováveis. O destaque na área da saúde 

deve-se a capacidade desta enzima hidrolisar isoflavonas glicosiladas na sua 

forma aglicona, a qual é melhor absorvida pelo organismo e possui ação 

preventiva de câncer, osteoporose, minimizando os efeitos pós-menopausa e 

hipercolestelorêmicos. Na produção de combustíveis renováveis, a β-glicosidase 

apresenta um papel fundamental na hidrólise de materiais lignocelulósicos, 

hidrolisando a celobiose em glicose prevenindo o acúmulo desse dissacarídeo que 

atua como inibidor de outras enzimas celulolíticas, tornando o processo mais 

efetivo. Este trabalho visou a aplicação da enzima β-glicosidase de A. niger LBA 

02 livre e imobilizada na transformação das isoflavonas glicosiladas de soja em 

isoflavonas agliconas. Após 24 h de reação, o teor de daidzeína aumentou 

aproximadamente 2,6; 10,8 e 12,2 vezes quando aplicada a enzima β-glicosidase 

livre, imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e imobilizada em sol-gel, 

respectivamente. Já para o teor de genisteína foram observados aumentos de 

11,7; 11,4 e 11,4 vezes quando aplicada a enzima β-glicosidase livre, imobilizada 

em lentes PVA - Lentikats® e imobilizada em sol-gel, respectivamente. 
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SUMMARY 

 

The β-glucosidase enzyme has various applications in different industries, 

such as food, beverages, pharmaceuticals and detergents. Among these two 

applications have gained prominence because of great importance in the health 

and production of renewable fuels. The emphasis on health is because of the 

ability of this enzyme hydrolyze isoflavone glycosides in its aglycone form, which is 

well absorbed by the body and has a preventive action in cancer, osteoporosis, 

minimizing the effects of postmenopausal syndromes and hypercholesterolaemia. 

In the production of renewable fuels, the β-glucosidase plays a fundamental role in 

the hydrolysis of lignocellulosic material, hydrolyzing cellobiose to glucose 

preventing the accumulation of this disaccharide which cause the inhibition of other 

cellulolytic enzymes, making the process more effective. This study aimed to apply 

the β-glucosidase enzyme free and immobilized form in the transformation of 

isoflavone glycosides from soybean in isoflavone aglycones. After 24 h of reaction, 

the concentration of daidzein increased approximately 2.6, 10.8 and 12.2 fold when 

applied β-glucosidase enzyme free and immobilized in lenses PVA - Lentikats® and 

sol-gel, respectively. The content of genistein increased 11.7, 11.4 and 11.4 times 

when applied β-glucosidase enzyme free and immobilized in lenses PVA - 

Lentikats® and sol-gel, respectively. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As β-glicosidases representam um importante grupo de enzimas devido ao seu 

uso potencial em vários processos biotecnológicos (Karnchanatat et al., 2007), 

incluindo a degradação de biomassa e a síntese de β-glicosídeos de interesse 

como os alquil glicosídios com aplicações nas indústrias de alimentos, de 

detergente e farmacêutica (Coughlan, 1985; Makropoulou et al., 1998; Yan e Liau, 

1998). 

Estas enzimas têm participação em reações importantes na liberação 

enzimática de compostos aromáticos a partir de precursores glicosídicos 

presentes em frutas e produtos de fermentação, fator importante na indústria de 

alimentos e bebidas, a fim de melhorar as características sensoriais dos produtos 

(Gueguen et al., 1996; Riou, et al., 1998). Também atuam na formação de 

moléculas bioativas, hidrolisando compostos glicosilados, como as isoflavonas, 

com consequente liberação das suas formas agliconas (Riou, et al., 1998; Park et 

al., 2001; Chang e Juang, 2007). 

Neste capítulo foi estudada a aplicação da β-glicosidase livre e imobilizada em 

lentes PVA - Lentikats® e sol-gel na hidrólise de isoflavonas glicosiladas nas suas 

formas agliconas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Aplicações da -glicosidase 

 

Nos últimos anos, o interesse na β-glicosidase tem aumentado devido a sua 

participação nos mais variados processos biotecnológicos, incluindo a aplicação 

da enzima para formação de compostos de aroma e estabilização de sucos e 

bebidas, sendo de potencial interesse para a indústria de alimentos e bebidas, 

para melhoramento das propriedades sensoriais dos produtos (Karnchanatat et al., 

2007; Villena, 2007; Palmeri e Spagna, 2007). 

A β-glicosidase tem grande importância na indústria vinícola e de sucos, devido 

a sua habilidade de estabilizar a coloração de sucos e vinhos (Villena, 2007; 

Palmeri e Spagna, 2007). A enzima possui a capacidade de hidrolisar 

antocianinas, produzindo antocianidinas e açúcar livre, mono ou dissacarídeos. A 

aglicona resultante tem pouca cor e é menos solúvel que a antocianina, tendendo 

a ser rapidamente precipitada e facilmente removida durante a filtração. Isto é 

importante na indústria de sucos, porque evita a alteração na cor que ocorreria 

com a presença de antocianinas durante o processo de pasteurização do suco 

(Palma-Fernandez et al., 2002). Este efeito também é responsável pela 

suavização da coloração do vinho tinto durante o processo de fabricação. 

As β-glicosidases também podem ser utilizadas para melhorar as propriedades 

sensoriais dos sucos de frutas cítricas, nos quais o gosto amargo é devido, em 

parte, a compostos glicosídicos, como a naringina (4,5,7-trihidroxiflavanona-7-
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ramnoglicosídeo), que podem ser hidrolisados pela ação sucessiva de α-

ramnosidase e β-glicosidase (Riou et al., 1998). (Figura III - 1) 

 

 

Figura III -  1: Hidrólise da naringina pela ação sucessiva de α-ramnosidase e β-glicosidase 

 

A β-glicosidase também hidrolisa os compostos ciânogênicos linamarina 

(Figura III -2) e amigdalina (Figura III - 3) encontrados em mandioca brava e casca 

de maracujá, respectivamente. 
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Figura III -  2: Hidrólise da linamarina (mandioca brava) por β-glicosidase 
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Figura III -  3: Hidrólise da amigdalina e prunasina (maracujá) pela β-glicosidase 



135 

 

Os precursores glicosilados como os terpenos (Caldini et al., 1994) são 

encontrados em uvas, manga, maracujá (Sarry e Gunata, 2004) e as β-

glicosidases são mais efetivas e específicas do que o processo de hidrólise ácida 

para a liberação de terpenol a partir de terpenilglicosídeo. Estes compostos 

voláteis glicosiladamente ligados também são de grande interesse para a indústria 

de alimentos, cosmética e de tabaco (Jerkovic e Mastelic, 2004).  

A β-glicosidase também possui a habilidade de catalisar reações de 

transglicosilação (Iwashita, 1998; Yun et al., 2001; Chang e Juang, 2007). A 

enzima β-glicosidase tem sido descrita como capaz de sintetizar alquil-glicosídeos 

e mono e diésteres de glicosídeos etoxilados (Millqvist-Fureby et al., 1998; Ortner 

et al., 2000; Parry et al., 2001; Bhatia et al., 2002). Estes produtos têm muitas 

aplicações potenciais na indústria farmacêutica, cosmética, bebidas e detergentes 

(Béguin e Aubert, 1994; Sarney e Vulfson, 1995; Gonzalez-Candelas et al., 2000). 

A -glicosidase é utilizada comercialmente para a transformação de isoflavonas 

glicosiladas de soja em isoflavonas agliconas daidzeina, genisteina e gliciteina 

(Matsuura et al., 1989; Park et al., 2001). Estudos revelam que estas isoflavonas 

agliconas possuem efeitos benéficos à saúde humana (Matsuura et al., 1989; 

Peterson e Barnes, 1993; Park et al., 2001). 

 

2.2 Hidrólise de isoflavona de soja por β-glicosidase 

 

Os grãos de soja contem isoflavonas, metabólitos secundários difenólicos de 

plantas, dentre as quais podemos citar: daidzina, genistina e glicitina e suas 

formas agliconas daidzeína, genisteína e gliciteína, além de suas formas 

conjugadas acetil e malonil (KUDOU et al., 1991).  
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Figura III - 4: Transformação enzimática de isoflavonas glicosiladas em agliconas 

O teor de isoflavonas e composição varia de acordo com a variedade da soja, 

produto e técnicas de processamento como aquecimento e fermentação (Chum et 

al., 2008). 

Segundo Nielsen e Willianson (2007), as isoflavonas de soja possuem diversos 

efeitos benéficos para a saúde humana como atividade anti-carcinogênica, 

antioxidante e antiesclerose. Porém, diversos estudos apontam que a forma 

aglicona das isoflavonas são mais facilmente metabolizadas pelo organismo.  

Nos últimos anos houve um crescente interesse em pesquisas com o objetivo 

de incrementar o teor de isoflavonas agliconas nos produtos a base de soja. 

Algumas pesquisas têm demonstrado que produtos tradicionais fermentados da 

β-glicosidase 

β-glicosidase 

β-glicosidase 
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cultura chinesa a base de soja são benéficos a saúde apresentando propriedades 

antioxidante, antiproliferativa, anticolesterolêmica, anti-hipertensiva. Estas 

propriedades estão associadas ao teor de isoflavonas presentes nestes produtos 

(Wang et al., 2003; Murakami et al. 1984; Hirota et al., 2000).  

A Figura III – 5 ilustra o mecanismo de ação das β-glicosidases. 

 

Figura III - 5: Mecanismo geral da ação de β-glicosidases  

*Fonte: Blanchard e Withers, 2001. 

 

A ingestão de alimentos fermentados à base de soja é um hábito tradicional na 

cultura oriental e têm desempenhado um papel importante na saúde das pessoas 

durante séculos. Dentre os alimentos fermentados da cultura asiática mais 

conhecidos estão o missô, natô, tempeh, sufu e  douchi. 
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O douchi, consumido como tempero há séculos na China, pode ser fermentado 

por linhagens de Mucor, Aspergillus e bactérias (Bao, 1985). 

Wang et al. (2007) estudaram a influência do processamento e adição de NaCl 

no teor de isoflavonas durante a produção de douchi. Os autores utilizaram o 

fungo A. oryzae (1x106 conídeos/g) para a fermentação. O produto foi incubado a 

30°C durante 60 h em cestas de bambu. As fermentações foram conduzidas em 

frascos de vidro, onde foi adicionado NaCl nas concentrações de 5; 7,5; 10; 12,5% 

(p/p). As amostras foram incubadas a 35°C e envelhecidas durante 30 dias. Os 

autores coletaram amostras de diversas etapas do processamento do grão cru, 

etapa de molho, grãos cozidos, fermentados (12, 24, 36, 48 e 60 h), e durante a 

maturação (1, 2, 3 e 4 semanas). Os resultados obtidos mostraram que o teor de 

isoflavonas agliconas aumentou durante a produção do douchi, fato este 

fortemente relacionado com a produção de β-glicosidase durante a fermentação. 

Foi observado também que quanto maior o teor de NaCl menor foi a produção de 

β-glicosidase e menor o teor de isoflavonas agliconas. 

Yang et al. (2009) compararam a β-glicosidase termoestável de Paecilomyces 

thermophila e a enzima comercial extraída de amêndoas (Sigma 0395) na 

hidrólise de isoflavonas glicosiladas em cinco variedades de soja. Os autores 

aplicaram o extrato enzimático no extrato de isoflavonas obtido através da 

moagem dos grãos de soja, na suspensão da farinha de soja e na bebida à base 

de soja. A extração das isoflavonas foi realizada pela adição de 20 mL de solução 

80% metanol após a remoção de lipídeos da farinha com éter de petróleo. O teor 

de isoflavonas totais encontrado nas cinco variedades variou na faixa de 190 a 

446 mg/100g. A variedade que apresentou o maior teor de isoflavonas foi a 

Zhongdou-27, sendo 1,29-2,85 vezes superior as demais variedades. Os autores 

verificaram que a β-glicosidase termoestável de Paecilomyces thermophila, foi 

capaz de hidrolisar quase 100% das isoflavonas presentes na farinha de soja em 

suas formas agliconas após 4 h de reação, exceto as formas malonil que não 
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foram hidrolisadas. A β-glicosidase termoestável de Paecilomyces thermophila 

também foi capaz de hidrolisar as isoflavonas presentes na suspensão de farinha 

de soja e na bebida à base de soja, aumentando em até 35 vezes o teor de 

isoflavonas agliconas nestas amostras, enquanto a β-glicosidase comercial de 

amêndoas aumentou somente 10 vezes o teor inicial. Os autores concluíram que a 

β-glicosidase termoestável de Paecilomyces thermophila foi mais efetiva na 

hidrólise das isoflavonas presentes nos produtos de soja do que a enzima 

comercial extraída de amêndoas. 

 

2.3 Efeitos benéficos das isoflavonas de soja 

 

As isoflavonas estão presentes naturalmente nas plantas, principalmente na 

forma de glicosídeos, promovendo a simbiose com rhizobacteria, em combinação 

com outras funções, como defesa contra pestes e outros patógenos (Gang et. al., 

1997). 

Segundo Rostagno et al. (2004) os grãos de soja contém em média 1,2-2,4 mg 

de isoflavonas totais por grama de amostra. Estando essa variação relacionada ao 

genótipo, ambiente, localização, tempo de armazenamento pós-colheita e técnicas 

de análises. 

Aguiar (2004) estudou diferentes concentrações de etanol:água e 

metanol:água, para extração de isoflavonas de farinha de soja. O autor obteve 

maior extração de isoflavonas quando utilizou soluções 80 ou 90% de metanol e 

60 ou 70% de etanol. 
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Os grãos de soja são ricos em diferentes tipos de isoflavonas, como suas 

formas agliconas (daidzeína, gliciteína, genisteína), glicosiladas (daidzina, glicitina, 

genistina), malonil glicosiladas e acetil glicosiladas (Wang e Murphy, 1994). 

As isoflavonas estão presentes na dieta das populações que consomem soja e 

produtos à base de soja. A atenção para estes compostos aumentou devido à 

associação da baixa incidência de câncer de mama, próstata e colo-retal em 

população onde a dieta é rica em produtos à base de soja (Adlercreutz e Mazur, 

1997). 

Recentemente, vem aumentando o número de pessoas que se interessam 

pelas propriedades fisiológicas dos alimentos fermentados de soja como atividade 

antioxidante, atividade antiproliferativa, e efeito anti-hipertensivo (Wang et al., 

2003). 

Muitos autores têm relatado a hidrólise de isoflavonas glicosiladas em suas 

correspondentes agliconas durante a fermentação de produtos como sufu, missô, 

natô e tempeh (Yin et al., 2004; Chiou e Cheng, 2001; Ibe et al., 2001; Murakami, 

1984). 

Estudos clínicos têm sido realizados em humanos para avaliar os efeitos da 

ingestão de isoflavonas e sua biodisponibilidade, sendo coletadas amostras de 

plasma, urina e fezes após a ingestão de produtos à base de soja ou compostos 

puros. Os resultados nem sempre estão em concordância devido as diferentes 

análises realizadas, fonte de isoflavonas e matriz alimentar (Nielsen e Willianson, 

2007).  

Piskula et al. (1999) compararam a absorção de isoflavonas glicosiladas e 

agliconas em ratos. Os autores administraram oralmente as isoflavonas daidzina, 

genistina, daidzeína e genisteína em uma dose de 7,9 µmol em solução 25 mM de 

Na2CO3. E a concentração dos metabólitos no plasma foram monitoradas durante 
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30 minutos. Após as análises cromatográficas nas amostras de plasma os autores 

observaram que as isoflavonas agliconas apareceram no plasma, antes das 

isoflavonas glicosiladas, indicando que as isoflavonas agliconas foram absorvidas 

rapidamente no estômago enquanto as isoflavonas glicosiladas passaram pelo 

estômago até alcançarem o duodeno para somente então serem absorvidas.  

Após ingestão, as isoflavonas glicosiladas são hidrolisadas pelas β-

glicosidases intestinais nas suas formas agliconas no intestino delgado e são 

absorvidas intactas ou podem ser metabolizadas pela microbiota intestinal no 

intestino grosso em outros metabólitos como equol ou o-desmetilangolensina (Day 

et al. 1998; Axelson et al., 1984). 

Onozawa et al. (1998) relataram que a genisteína possui maior atividade 

antiproliferativa em células humanas de carcinoma de mama e de células 

cancerígenas de próstata quando comparada com a genistina. 

Pascual-Teresa et al. (2006) realizaram um estudo avaliando o efeito da matriz 

alimentícia na biodisponibilidade aparente de isoflavonas em produtos de soja. Os 

autores avaliaram o efeito da ingestão de 50 mg de isoflavonas de soja 

adicionados em suco de frutas, barra de chocolate e biscoitos em um grupo de 

mulheres na pós-menopausa. Os resultados mostraram que os níveis de 

isoflavonas no plasma, urina e soro não foram alterados pela matriz alimentícia.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Extração das isoflavonas glicosiladas de soja 

 

As isoflavonas glicosiladas de soja foram obtidas como descrito por Aguiar 

(2004) com modificações. Os farelos de soja secos foram moídos até obtenção da 

farinha (100-200 mesh), que foi desengordurada com hexano (1:10 m/v) por 30 

minutos a 25°C com agitação a 100 rpm. Uma amostra de 10 g de farinha 

desengordurada de soja foi misturada com 100 mL de solução 80% de metanol e 

incubada por 1h a 25°C a 100rpm para extração das isoflavonas totais. O 

sobrenadante foi utilizado como extrato para determinação do teor de isoflavonas 

por cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (CLAE-FR) de acordo 

com o método proposto por Park et al. (2002), descrito no item 3.4. O extrato 

também foi utilizado na conversão de isoflavonas glicosiladas em isoflavonas 

agliconas usando -glicosidase livre e imobilizada. 

 

3.2 Conversão de isoflavonas glicosiladas de soja em isoflavonas 

agliconas usando -glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA – 

Lentikats® e sol-gel. 

Tubos eppendorf contendo amostras de 1 mL de extrato de isoflavonas e 0,1 

mL de solução 0,1mg/mL de β-glicosidase (13600 U/g) em tampão acetato 0,1M 

pH 4,5 ou 0,1 mL de enzima imobilizada em lentes PVA – Lentikats® e sol-gel 

foram incubados em banho maria a 50°C, sob agitação. Após intervalos de tempo 
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de 0,5; 3 e 24 h foram retiradas alíquotas para análise da conversão de 

isoflavonas glicosiladas em isoflavonas agliconas por cromatografia líquida como 

descrito no item 3.4. O extrato de isoflavonas sem adição da enzima foi utilizado 

como controle. 

 

3.3 Análise das isoflavonas de soja por cromatografia em camada delgada 

 

As análises de isoflavonas de soja por cromatografia em camada delgada 

(CCD) foram realizadas de acordo com método proposto por Kudou et al. (1994). 

Alíquotas das amostras coletadas nos item 3.2, foram aplicadas em cromatoplacas 

(10 x 10 cm) Kiselgel 60 F24, (Merck Co., Alemanha). A fase móvel foi composta 

por clorofórmio-metanol-água (7:3:1 v/v) em fluxo ascendente. A corrida durou 45 

minutos para o desenvolvimento do cromatograma e após a secagem, a placa foi 

observada sob luz ultra-violeta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, 

utilizando iluminador modelo UV Cole Parmer UVP-UVGL-58.  

 

3.4 Determinação de isoflavonas por cromatografia líquida de alta 

eficiência 

 

O teor de isoflavonas foi determinado conforme descrito por Aguiar (2004) com 

modificações, utilizando-se cromatógrafo líquido de alta eficiência Dionex UltiMate 

3000 (Alemanha), amostrador automático (WPS-3000(T) SL Analytical), bomba 

quaternária (LPG-3400SD) e detector de arranjo de diodos UV/VIS (DAD-3000). 

Amostras de 20 µL foram injetadas na coluna C18 Atlantis® (Waters, 5 µm, 4,6 x 
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150 mm) a 30°C. Foram utilizados como fase móvel água-ácido acético (solvente 

A; 19:1, v/v) e metanol (solvente B). A corrida ocorreu conforme o seguinte 

gradiente:  20% da solução B por 15 min., de 20-80% de B entre 15-75 minutos, 

de 80-100% de B entre 75-80 minutos, 100-20% de B entre 80-90 minutos e 20 % 

de B entre 90-95 minutos, com fluxo de 0,5 mL/min. Os espectros foram obtidos 

entre 190 e 480 nm e o cromatograma processado a 254 nm. As análises 

quantitativas de daidzina, genistina e suas formas agliconas foram obtidas por 

comparação com padrões autênticos de daidzina (Sigma 30408), genistina (Sigma 

0897), daidzeína (Sigma 16587) e genisteína (Sigma 73822). As concentrações 

foram expressas em μg de isoflavonas por g de farelo de soja, em base seca. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1  Conversão de isoflavonas glicosiladas de soja em isoflavonas 

agliconas usando -glicosidase livre e imobilizada 

 

A Figura III - 6 mostra o perfil cromatográfico em camada delgada do extrato de 

isoflavonas de soja no tempo zero e após aplicação da enzima livre nos tempos de 

0,5; 2; 4 e 24 h de reação a 50 °C. 

 

 

Figura III -  6: Perfil cromatográfico em camada delgada do extrato de isoflavonas de soja 

sem aplicação de enzima (0) e após aplicação de enzima β-glicosidase nos tempos de 0,5; 2; 

4 e 24 h. 

     0         0,5         2          4           24 horas 

glicosiladas 

agliconas 
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Lhutria et al. (2007) estudaram diferentes solventes e técnicas na extração de 

isoflavonas de soja. A mistura de solventes mais eficiente estudada foi o dimetil 

sulfóxido:etanol:água (5:70:25 v/v/v). Entretanto a mistura metanol:água 90% 

descrita por Aguiar (2004) também apresentou um elevado percentual de extração 

de das isoflavonas totais (83,7%). 

A enzima β-glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel 

foi testada na hidrólise de isoflavonas glicosiladas de soja.  

 

 

Figura III -  7: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD a 254 nm do extrato de isoflavonas de 

soja controle (cromatograma 1) e dos extratos tratados com β-glicosidase livre durante os 

tempos 0,5; 3 e 24 h (cromatogramas  2, 3 e 4), respectivamente. 
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A Figura III - 7, ilustra que a β-glicosidase livre de A. niger LBA 02  foi capaz de 

converter quase totalmente as glicosil – isoflavonas daidzina e genistina em suas 

formas agliconas daidzeína e genisteína, após 0,5 h de reação a 50°C.  

 

Figura III - 8: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD a 254 nm do extrato de isoflavonas de 

soja controle (cromatograma 1) e dos extratos tratados com β-glicosidase imobilizada em 

lentes PVA - Lentikats® nos tempos 0,5, 3 e 24 h (cromatogramas  2, 3 e 4), respectivamente. 

 

As Figuras III - 8 e III - 9, ilustram que a β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® e sol-gel converteram as glicosil-isoflavonas, daidzina e genistina do 

extrato obtido de soja em suas formas agliconas daidzeína e genisteína, após 24 h 

de reação a 50°C. 
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Figura III - 9: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD a 254 nm do extrato de isoflavonas de 

soja controle (cromatograma 1) e dos extratos tratados com β-glicosidase imobilizada em 

sol-gel nos tempos 0,5, 3 e 24 h (cromatogramas 2, 3 e 4), respectivamente. 

 

Os compostos daidzina, genistina, daidzeína e genisteína nas amostras foram 

confirmados através da comparação do tempo de retenção e dos espectros de 

absorção dos padrões. A Figura III – 10 apresenta os cromatogramas e espectros 

de absorção das glicosil – isoflavonas da amostra extraída de soja, em 

comparação com os cromatogramas da mistura de padrões HPLC (Sigma). As 

Figuras III – 10 (A; C) apresentam os cromatogramas da amostra de extrato de 

isoflavonas de soja onde há dois picos que foram eluídos nos tempos de retenção 

26,6 e 34,6 minutos, respectivamente, sendo estes valores próximos aos tempos 

de retenção da mistura de padrões contendo daidzina (Sigma 30408) e genistina 
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(Sigma 0897), 26,9 e 34,9 minutos, respectivamente. Além dos tempos de 

retenção, os espectros de absorção ampliados das amostras de extrato de 

isoflavonas (Figura III – 10 a e c) e da mistura de padrões HPLC (Sigma) (Figura III 

– 10 b e d) foram semelhantes, indicando que os compostos eluídos da amostra 

são as glicosil – isoflavonas daidzina e genistina. 
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Figura III - 10: Cromatogramas obtidos por CLAE – DAD a 254 nm do extrato de isoflavonas de soja na 

amostra controle, tempo zero de reação com destaque para o pico de absorção da daidzina (A) e 

padrão daidzina (Sigma) (B). Cromatograma obtido por CLAE – DAD a 254 nm da mistura de padrões 

HPLC (Sigma) com destaque para o pico de absorção da genistina amostra (C) e padrão genistina 

(Sigma) (D). Espectro de absorção ampliado da daidzina presente na amostra (a), daidzina padrão 

(Sigma) (b), genistina presente na amostra (c) e genistina padrão (Sigma). 
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A Figura III – 11 apresenta os cromatogramas e espectros de absorção das 

isoflavonas agliconas da amostra extraída de soja, em comparação com os 

cromatogramas da mistura dos padrões HPLC (Sigma). As Figuras III – 11 (A; C) 

apresentam os cromatogramas da amostra de extrato de isoflavonas de soja onde 

há dois picos que foram eluídos nos tempos de retenção 47,6 e 53,7 min., 

respectivamente, sendo estes valores próximos aos tempos de retenção da 

mistura de padrões contendo daidzeína (Sigma 16587) e genisteína (Sigma 

73822), 47,8 e 53,9 minutos, respectivamente. Além dos tempos de retenção, os 

espectros de absorção ampliados das amostras de extrato de isoflavonas (Figura 

III – a e c) e da mistura de padrões HPLC (Sigma) (Figura III – b e d) foram 

semelhantes, indicando que os compostos eluídos da amostra são as glicosil – 

isoflavonas daidzeína e genisteína. 
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Figura III - 11: Cromatogramas obtidos por CLAE – DAD a 254 nm do extrato de isoflavonas 

de soja na amostra controle, tempo zero de reação com destaque para o pico de absorção 

da daidzeína (A) padrão daidzeína (B) genisteína presente na amostra(C) e genisteína padrão 

(Sigma) (D). 
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Para quantificação da daidzina, genistina, daidzeína e genisteína nas amostras 

de extrato de isoflavonas tratadas com a β-glicosidase livre e imobilizada em 

lentes PVA – Lentikats® e sol-gel foi preparada uma curva de calibração contendo 

os padrões HPLC (Sigma).  

A Figura III – 12 (A e B) ilustra a conversão de daidzina e genistina em daidzeína 

e genisteína, respectivamente, pela enzima β – glicosidase livre. A porcentagem 

de hidrólise de daidzina foi 76%, 43% e 36%, após 0,5 h, 3 h e 24 h de reação a 

50°C, respectivamente. A hidrólise de genistina em genisteína pela β-glicosidase 

livre foram estimadas em 79%, 79% e 100% após 0,5 h, 3 h e 24 h de reação a 

50°C, respectivamente. 
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Figura III - 12: Conversão de daidzina em daidzeína (A) e de genistina em genisteína (B) pela 

enzima β-glicosidase livre após 0,5 h, 3h e 24h de reação a 50°C. 

 

A Figura III – 13 (A e B) ilustra a conversão de daidzina e genistina em daidzeína 

e genisteína, respectivamente, pela enzima β – glicosidase imobilizada em lentes 

PVA - Lentikats. A hidrólise de daidzina foi de 35%, 86% e 100%, após 0,5 h, 3 h e 
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24 h de reação a 50°C, respectivamente. Enquanto que a hidrólise da genistina foi 

23%, 60% e 100% após 0,5 h, 3 h e 24 h de reação a 50°C, respectivamente. 
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Figura III -  13: Conversão de daidzina em daidzeína (A) e de genistina em genisteína (B) pela 

enzima β-glicosidase imobilizada em lentes PVA - Lentikats® após 0,5 h, 3h e 24h de reação a 

50°C. 

 

A Figura III – 14 (A e B) ilustra a conversão de daidzina e genistina em daidzeína 

e genisteína, respectivamente, pela enzima β – glicosidase imobilizada em sol-gel. 

A hidrólise de daidzina foi 9%, 45% e 100%, após 0,5 h, 3 h e 24 h de reação a 

50°C, respectivamente. Enquanto que a hidrólise da genistina foi 10%, 23% e 

100% após 0,5 h, 3 h e 24 h de reação a 50°C, respectivamente. 
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Figura III - 14: Conversão de daidzina em daidzeína (A) e de genistina em genisteína (B) pela 

enzima β-glicosidase imobilizada em sol-gel após 0,5 h, 3h e 24h de reação a 50°C. 

 

Foi observado um aumento no teor de daidzina na amostra com aplicação da 

enzima imobilizada em sol-gel após 0,5 h de reação. Sugere-se que isoflavonas 

presentes nas amostras em formas menos estáveis, como por exemplo malonil 

conjugadas, podem ter sido convertidas em formas como a daidzina durante o 

aquecimento da amostra. 

 Segundo Hou e Chang (2002), as formas malonil são hidrolisadas 

espontaneamente e liberam glicosídeos simples. Os grupos malonil são 

comumente hidrolisados durante o processamento da soja com calor quando o 

produto está suficientemente hidratado. 

Riedl et al. (2005) verificaram a diminuição de 3-15% do teor de malonil 

isoflavonas durante a etapa de forneamento, quando estudaram a otimização das 

condições de repouso da massa de pão de soja.  

Aguiar (2004) estudou a hidrólise de isoflavonas de soja através da 

fermentação sólida da farinha de soja inoculada com esporos de A. oryzae ATCC 

22786 e pela aplicação da enzima β-glicosidase no extrato de isoflavonas de soja. 

O autor verificou que para a fermentação sólida após 48 h de incubação a 30°C 

(A) (B) 
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houve a eficiente conversão das glicosil-isoflavonas (85,5%) em suas formas 

agliconas. Por outro lado, quando a enzima livre foi aplicada no extrato de 

isoflavonas a conversão ocorreu em meia hora a 40°C. 

Yang et al. (2009) estudaram a hidrólise de glicosídeos de isoflavonas de cinco 

variedades de soja através da aplicação de β-glicosidase termoestável de 

Paecilomyces thermophila. Amostras de farinha de soja foram desengorduradas 

com éter de petróleo em extrator Soxhlet. Em seguida, as isoflavonas foram 

extraídas utilizando metanol 80% durante 12 h a temperatura ambiente. A mistura 

foi centrifugada, filtrada e as isoflavonas foram quantificadas em HPLC. Os 

resultados foram expressos em mg de isoflavona por 100 g de farinha 

desengordurada. Os autores verificaram que a enzima foi capaz de converter as 

isoflavonas glicosiladas de farinha de soja em suas formas agliconas, resultando 

numa taxa de hidrólise de 93% das principais isoflavonas encontradas (daidzina, 

genistina e glicitina) após 4 h de incubação a 50°C. Os autores compararam a 

enzima β-glicosidase termoestável de Paecilomyces thermophila com a enzima 

comercial e verificaram que a β-glicosidase termoestável de Paecilomyces 

thermophila demonstrou maior poder de deglicosilação sobre as isoflavonas 

glicosiladas de soja do que a enzima comercial, aumentando o teor de suas 

formas agliconas em até 38,3 vezes, após 4 h de incubação a 50°C. 

No presente trabalho, o teor de daidzeína aumentou aproximadamente 2,6; 

10,8 e 12,2 vezes quando aplicada a enzima β-glicosidase livre, imobilizada em 

lentes PVA - Lentikats® e imobilizada em sol-gel, respectivamente, ao final de 24 

h. O teor de genisteína aumentou 11,7; 11,4 e 11,4 vezes quando aplicada a 

enzima β-glicosidase livre, imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e imobilizada 

em sol-gel, respectivamente, ao final de 24 h. 

As isoflavonas de soja tem atraído a atenção de muitos pesquisadores, 

principalmente a daidzeína e a genisteína, por serem fitoestrogênios com uma 

ampla variedade de atividades biológicas (Nielsen e Willianson, 2007). 
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A maioria desses efeitos benéficos está relacionada à saúde feminina. Estudos 

clínicos com proteína de soja rica em fitoestrogênios vem demonstrando ação 

benéfica em pessoas com condição hormônio dependentes como câncer de 

mama, osteoporose, sintomas pós-menopausa e hipercolesterolêmica (Setchell e 

Olsen, 2003). Também foram relatados efeitos benéficos em outros tipos de 

câncer, doenças cardiovasculares e funções cerebrais (Bingham et al., 1998). 

Estudos para comprovar os efeitos benéficos da daidzeína e da genisteína, em 

humanos, têm sido realizados através da ingestão de dieta rica nesses 

fitoestrogênios, como a soja, demonstrando redução dos sintomas pós 

menopausa e dos fatores de risco cardiovasculares (Bingham et al., 1998; Cassidy 

et al., 1995; Brzezinski et al., 1997). 
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5 CONCLUSÃO 

 

A β-glicosidase obtida de Aspergillus niger LBA 02 livre e imobilizada em lentes 

PVA – Lentikats® e sol-gel foi capaz de hidrolisar as isoflavonas glicosiladas de 

soja em isoflavonas agliconas . 

O teor de isoflavonas agliconas daidzeína aumentou cerca de 2,6; 10,8 e 12,2 

vezes após tratamento do extrato de isoflavonas de soja com β-glicosidase livre e 

imobilizada em lentes PVA - Lentikats® e sol-gel, respectivamente, ao final de 24 

h. E para a genisteína, os aumentos observados foram 11,7; 11,4 e 11,4 vezes 

quando aplicada a enzima β-glicosidase livre e imobilizada em lentes PVA - 

Lentikats® e sol-gel, respectivamente, ao final de 24 h. 
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