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RESUMO

A imobiliza¢@o enzimadtica constitui-se uma alternativa para ampliacdo do emprego industrial
de enzimas. A imobilizacdo consiste em confinar através de métodos quimicos e/ou fisicos, a
enzima em uma por¢ao do espaco, tornando-a fisica ou quimicamente associada a um suporte
ou matriz, sendo uma das vantagens do processo, a maior conservacdo da capacidade
catalitica da enzima por um maior periodo de tempo. A enzima Neutrase® € uma protease e
tem seu emprego na hidrélise de proteinas do soro do queijo, levando a obtenciao de derivados
com propriedades funcionais atrativas para preparagdao de alimentos destinados a dietas
especiais, em especial para pessoas com falhas congénitas no metabolismo de proteinas. Este
trabalho teve como objetivo base, a caracterizacdo da imobilizagdo de Neutrase® em termos
de parametros de imobilizacdo, estabilidade térmica e cinética enzimdtica, nos suportes
quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% e quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% -
Saccharomyces cerevisiae 5%, ambos ativados com epicloridrina. A imobilizacdo foi
conduzida a temperatura de 25°C, pH 10 e sob agitacdo por 3 horas. Os ensaios para catdlise
foram realizados a 50°C. A estabilidade térmica foi analisada a temperatura de 60°C. A
medi¢do da atividade foi baseada na formacdo do aminodcido tirosina que teve sua
quantificacdo por método espectrofotométrico a 700nm. A imobilizacdo em quitosana 2,5% -
alginato de sédio 2,5% apresentou rendimento de imobilizacdo (RI%) de 84%, atividade
recuperada (Arec%) de 23%, fator de estabilizacdo (FE) de 29,4 e velocidade mdxima (Vmax)
de 3,8 U/mL. O suporte quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae
5%, teve R1% de 44%, Arec% de 86%, FE de 394,6 e Vmax de 23,8 U/mL, mostrando ser o

suporte com maiores beneficios para enzima apds imobilizacdo.

Palavras-Chave: Imobilizacdo, Neutrase®, Suporte, Atividade Enzimatica.



ABSTRACT

The enzyme immobilization constitutes an alternative to increase the use of enzymes in the
industry. The immobilization consists in the confinement, by chemical and/or physical
methods, of a enzyme in a portion of space, making it physically or chemically associated to a
support or matrix. A major advantage of this process is the retainment of the enzyme's
catalytic ability for a longer period of time. The Neutrase® enzyme is a protease, which is
used in the cheese's protein hydrolysis to obtain certain derivatives whose functional
properties are attractive in the production of supplements for special diets, especially for
individuals with congenital deficiencies in protein metabolism. The main goal of this work is
to characterize the immobilization of Neutrase® in terms of parameters of immobilization,
thermal stability and enzyme kinetics, in the supports of chitosan 2,5% - sodium alginate
2,5% and chitosan 2,5% - alginate sodium 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, both
activated with epichlorohydrin. Immobilization was performed at 25 ° C, pH 10 and stirring
for three hours. The catalysis assays were performed at the temperature of 50 ° C. The thermal
stability was evaluated at 60 ° C. The measurement of the activity was based on the formation
of the amino acid tyrosine, which had its quantification assessed by spectrophotometric
method at 700nm. The immobilization on chitosan 2,5% - sodium alginate 2,5%, had a
immobilization rate (RI1%) of 84%, the recovered activity (Arec%) of 23%, the stabilization
factor (EF) of 29,4 and the maximum speed (Vmax) of 3,8 U/mL. The support chitosan 2,5%
- sodium alginate 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, had Rl% 44%, Arec% 86%, EF
394,6 and Vmax of 23,8 U/mL, resulting in the substrate with the greater benefits for the

enzyme application after immobilization.

Keywords: Immobilization, Neutrase®, Support, Enzyme Activity.
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1. INTRODUCAO

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, de natureza principalmente protéica, que
participam de vdrias reacdes bioquimicas, tendo como papel fundamental o controle
metabdlico. Estas moléculas aceleram reacdes termodinamicamente favorecidas, sendo
extremamente versateis, estereoespecificas, e de elevada importancia nos processos biologicos

(COELHO et al., 2008).

A especificidade enzimdtica baseia-se nas interagdes entre a molécula do
substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima, como, por exemplo, as ligacdes de hidrogénio, as
interacdes de Van der Waals e as interacOes eletrostdticas. Isto ocorre somente quando vdrias
dessas interagdes acontecem simultaneamente entre as duas moléculas (enzima e

substrato/inibidor) em uma estrutura tridimensional (DIXON, 1979).

Do ponto de vista industrial, as enzimas apresentam caracteristicas notdveis, em
relacdo aos catalisadores quimicos, devido a sua especificidade tanto por dado substrato,
quanto na promocao de apenas uma reacao bioquimica, permitindo a sintese de um produto
especifico, sem a contaminante formacdo de co-produtos. Dentre as vantagens existentes na
utilizagdo de enzimas, destacam-se a sua alta especificidade, as condi¢des suaves de reagdo e

a redugdo de problemas ambientais e toxicolégicos (COELHO et al., 2008).

Com relacdo as vantagens do emprego de enzimas na indudstria de alimentos,
destacam-se a rapidez de agdo, a inexisténcia de toxidez, a baixa concentracdo, a atuagao
sobre um substrato especifico ¢ o desenvolvimento de reacdes em temperaturas e pH’s
brandos, que s3o necessarios a manutengdo da estrutura desejada e outras propriedades dos

alimentos (COELHO et al., 2008).

Devido as enzimas atuarem sob condi¢Oes suaves, elas sdo estruturas altamente
complexas e, geralmente frigeis em condi¢des adversas, podendo inativar-se, ou seja,
perderem sua capacidade de catalisar reacdoes (TARDIOLI, 2003). Por isso, a necessidade da
imobilizacdo, pois esta possibilita a utilizacdo da atividade catalitica por um maior periodo de
tempo, aumenta a facilidade de separacdo do produto final e, em alguns casos, ocorre
modificagdo favordvel das propriedades cataliticas da enzima como, por exemplo, maior

estabilidade ao pH e a temperatura, entre outros (MENDES et al., 2011).
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O aumento da estabilidade pode se dar em funcdo da estabilizacdo da estrutura da
proteina ou simplesmente porque enzimas imobilizadas estdo menos acessiveis a agentes

desnaturantes (MARCONI, 1989).

Imobilizacdo significa confinar ou localizar através de métodos quimicos e/ou fisicos,
a enzima em uma porc¢do do espago, visando manter (de forma a maximizar) sua atividade
catalitica. Portanto, entende-se por enzima imobilizada, aquela fisica ou quimicamente
associada a um suporte ou matriz, usualmente sélida insolivel em dgua e inerte, que nao seja

essencial a sua atividade (COELHO et al., 2008).

Os suportes utilizados para a imobilizacdo de enzimas sdo em sua maioria, insoliveis
em 4gua e possuem alta massa molecular, sendo a maioria dos casos polimeros hidrofilicos,
dentre estes se destaca a quitosana, um amino polissacarideo formado por unidades repedidas
de D-glucosamina derivado da quitina, um polimero natural encontrado nas paredes celulares
de fungos, leveduras, insetos e principalmente nas carapagas dos crusticeos (ADRIANO,

2008).

Um exemplo de estudo sobre imobilizacao enzimdtica é o caso da enzima Neutrase®.
A Neutrase® é uma protease que hidrolisa proteinas do soro de queijo, um subproduto
poluente e descartado pelas industrias de laticinios. A utilizacdo desta enzima visa a obtencao
de derivados com melhores propriedades nutricionais e funcionais. Estes derivados estdo
aptos para a preparagdo de alimentos para pessoas em dietas especiais ou com falhas

congénitas no metabolismo de proteinas (BEZERRA et al., 2012).

A hidrélise do soro de queijo por Neutrase® leva a formagdo de peptideos e
aminodcidos livres que podem ser utilizados na preparagdo de formulas alimenticias infantis,

produtos farmacéuticos e para nutricao esportiva (BOUDRANT e CHEFTEL, 1996).

Este trabalho propde estudo de imobilizacdo enzimdtica de Neutrase® em suporte
hibrido de quitosana-alginato de s6dio com o intuito verificar se esse processo € capaz de
otimizar a utilizagdo dessa enzima. Portanto justifica-se esse trabalho pela possibilidade de
desenvolvimento de um suporte com caracteristicas que permitam utilizar a enzima

Neutrase® na hidrolise de proteinas do soro de queijo com um melhor custo-beneficio.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

e (Caracterizar em termos de rendimento, atividade recuperada, estabilidade térmica e
cinética de reacdo a imobilizacdo de Neutrase® em hibridos de quitosana (quitosana -

alginato de sodio e quitosana - alginato de s6dio - Saccharomyces cerevisiae).
2.2 Especificos

e Produzir suportes hibridos de quitosana, utilizando alginato de sédio e Saccharomyces
cerevisiae;

e Obter dados de rendimento de imobilizacdo, atividade recuperada, cinética e
estabilidade térmica;

e Avaliar a influéncia da utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae no tamanho

de poro e conseqiientemente no rendimento e atividade recuperada.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Imobilizacao de Enzimas

Enzimas s@o biocatalisadores com excelentes propriedades tais como elevadas
seletividade e especificidade, que lhes permite realizar uma grande variedade de processos

quimicos sob diversas condicdes reacionais (DIXON, 1979).

Apesar de milhares de enzimas conhecidas e de seus miltiplos usos, somente algumas
se converteram em catalisadores de um processo industrial. Esta escassez de processos
enzimdticos em escala industrial é o resultado da auséncia de estudos integrais que
solucionem os problemas existentes quando se propde o projeto de uma reacdo enzimatica. A
modulagdo das propriedades de enzimas, através da imobilizacdo em diferentes suportes, com
diferentes métodos de ativacdo, e em diferentes condi¢cdes de imobilizacdo constitui uma
alternativa tecnolégica que contribui para solucionar ou atenuar os efeitos negativos das
propriedades enzimaticas, possibilitando a sua utilizacdo em um maior nimero de processos

(CARDIAS et al., 1999).

Imobilizagdo significa confinar ou localizar através de métodos quimicos e/ou fisicos,
a enzima em uma porc¢do do espago, visando manter (de forma a maximizar) sua atividade
catalitica. Portanto, entende-se por enzima imobilizada, aquela fisica ou quimicamente
associada a um suporte ou matriz, usualmente sélida insolivel em 4gua e inerte, que nio seja

essencial a sua atividade (COELHO et al., 2008).

As principais vantagens obtidas pelo processo de imobilizacdo de enzimas sdo: o
aumento da estabilidade térmica do biocatalizador, aplicagdo em reatores com maior controle
do processo, podendo ser usadas elevadas concentracdes de enzimas, permitindo a sua
reutilizacdo sem perda significativa da sua atividade catalitica. As principais desvantagens
deste processo sdo: alteragdo da conformacdo nativa da enzima, custo do suporte e perda de
atividade durante o processo de imobilizagdo, interacdo suporte enzima e a reducido da
atividade devido aos efeitos difusionais, de microambiente e estéricos-conformacionais

(VITOLO, 2001).

A possibilidade de reutilizacdo ou uso continuo, insolubilidade e estabilidade sao
caracteristicas desejadas comercialmente, oferecidas por uma enzima quando esta se encontra

imobilizada em um suporte inerte adequado (BICHERSTAFF, 1995).
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As propriedades das enzimas imobilizadas sdo determinadas pelas caracteristicas da
enzima e do suporte utilizados. A interacdo entre os dois resulta em um biocatalizador com
propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas (GONCALVES, 2001). Alguns
critérios sdo importantes na avaliacio de um sistema enzima suporte, dentre estes a
estabilidade de fixagdo, estabilidade enzimdtica, resisténcia mecanica e capacidade de carga

(COELHO et al., 2008).

Para um eficiente processo de imobilizacdo, alguns fatores devem ser destacados, tais
como: as propriedades bioquimicas da enzima, propriedades quimicas do suporte, método de
imobilizacdo empregado, as caracteristicas do agente bifuncional, efeitos de transporte de

massa e a estabilidade do derivado obtido (ADRIANO, 2008).

Apés a imobilizacdo, as propriedades fisicas e quimicas da enzima podem sofrer
modificagdes. Devem ser considerados os efeitos da imobilizagdo sobre a estabilidade, as
propriedades cinéticas e especificidade além da produtividade da enzima (MARKGLOU,
1976).

As diferengas no comportamento da enzima imobilizada, quando comparada a sua
forma em solu¢do, devem-se aos seguintes fatores: efeitos conformacionais - modificacdo
conformacional da molécula de enzima devido a alterac@o na estrutura tercidria do sitio ativo;
efeitos estereoquimicos - uma parte da molécula da enzima € imobilizada numa posicao tal
que o sitio ativo € relativamente inacessivel; efeitos difusionais ou de transferéncia de massa -
tém origem na resisténcia de difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto
da reagdo; efeitos microambientais - resultantes do método de imobiliza¢do utilizado ou da
presenca e natureza (hidrofébica ou hidrofilica) do suporte na vizinhanca da enzima. Todos
esses fatores podem influenciar as propriedades da enzima imobilizada que adquirem novas
propriedades cinéticas, modificacOes em seus valores de Km (constante de Michaelis-Menten)
e Vmax (velocidade maxima de reacdo enzimdtica), deslocamento dos valores de pH e

comportamento diferente, em relagdo a temperatura (MARKGLOU, 2003).

3.2 Usos Industriais das Enzimas

A enzimologia industrial estuda o uso de diferentes preparacOes enzimdticas em
processos industriais € outras atividades econdmicas. Com o conhecimento da natureza das
enzimas e do seu poder catalitico, seu uso tem gradualmente se estendido a varios campos,

tais como na producdo de alimentos, na fabricacdo de detergentes e nas industrias téxtil e
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médico-farmacéutica, sendo que a maioria utilizada, aproximadamente 90%, ¢é extracelular de
origem microbiana. Proteases constituem 50% do mercado de enzimas microbianas

(COELHO et al., 2008).

A tecnologia de enzimas € um campo multidisciplinar, e reconhecido pela
Organizagdo para a Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OCED) como importante
componente do desenvolvimento industrial sustentdvel. Além do campo industrial, o rdpido
desenvolvimento da engenharia genética, high-throughput screening entre outros, abriu novos
campos de aplicacio (VAN, 2002). Esse desenvolvimento tem estimulado as industrias
quimica e farmacéutica a utilizarem a tecnologia de enzimas com interesse concentrado nas

areas da saude (LIANG et al., 2000).

A industria tem expandido as possibilidades de uso de enzimas e hoje ja sdo utilizadas
nas andlises de alimentos, indudstria de cosméticos e sintese organica de enantidmeros puros.
Na enzimologia clinica o incremento de novas técnicas também € crescente (COELHO et al.,

2008).

3.3 Proteases/Neutrase®

As proteases sdo enzimas especificas cuja principal atividade é catalisar reacdes de
hidrélise de proteinas. Diferem entre si principalmente por sua especificidade, sitio ativo e

mecanismo catalitico (ADRIANO, 2008).

Na protedlise de uma ligacio peptidica, uma molécula de dgua reage com um grupo
carbonil peptidico e a ligacdo com o grupo amino do aminodcido seguinte é rompida

(ADRIANO, 2008). A figura 1 abaixo ilustra este processo.

Lizgacdo Peptidica

R O _ Ri o R, O
é é Protease | £y " T |
a.wN—-ci;-c N— w +  H,0 MT_?_C\ + Hau—?—cw
H H H H HH O H
Fragmento de Peptideo Porgdao Carboxilica Porcdo Aminica

Figura 1. Representacdo esquemdtica da hidrélise de uma ligacdo peptidica catalisada por

uma protease.

Fonte: TARDIOLI, 2003.
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Proteases representam um dos maiores grupos de enzimas industriais com demanda
crescente do mercado, ndo s6 devido a suas aplicacdes na industria, na biotecnologia e na
medicina como também em outras dreas de pesquisa. Atualmente, as proteases brutas sdo
comercialmente disponiveis e amplamente utilizadas na inddstria de alimentos para preparar
hidrolisados protéicos com propriedades nutricionais e funcionais amplamente melhoradas

(VIOQUE, 2000).

Neutrase® ¢ uma endopeptidase produzida pelo Bacillus amyloliquefaciens que
apresenta atividade 6tima na temperatura entre 45 e 55°C e entre pH 55 e 7,5

(DAMRONGSAKKUL et al., 2008).

A Neutrase® faz parte do grupo das proteases sendo empregada na hidrélise de
proteinas do soro de queijo, um subproduto poluente e descartado pelas industrias de
laticinios. A utiliza¢do dessa enzima visa a obtencao de derivados com melhores propriedades
nutricionais e funcionais. Estes derivados estdo aptos para a preparacdo de alimentos para
pessoas em dietas especiais ou com falhas congénitas no metabolismo de proteinas

(BEZERRA et al., 2012).

A hidrélise do soro de queijo por Neutrase® leva a formagdo de peptideos e
aminodcidos livres que podem ser utilizados na preparagdo de férmulas alimenticias infantis,

produtos farmacéuticos e para nutricao esportiva (BOUDRANT e CHEFTEL, 1996).

3.4 Métodos de Imobilizacao

Devido a grande especificidade das reacOes enzimaticas, ndo existe uma técnica de
imobilizacdo ou suporte ideal para todos os processos de imobilizagdo. Para uma escolha
econdmica do método de imobilizacdo € necessdrio o conhecimento da reacdo desejada, o
processo de aplicacdo da enzima imobilizada, condi¢des do meio, modificagdes causadas na
estabilidade, atividade, pH e demais fatores. O bindmio suporte-método, mais adequado sera

aquele que propiciar uma maior atividade apds imobilizagdo (COELHO et al., 2008).

Os métodos de imobilizacdo sdo subdivididos em trés grupos principais. A primeira
divisdo baseada no modo como a imobiliza¢do foi alcangada: por confinamento num espaco
limitado simples (encapsulacdo) ou num espago limitado contendo muitos espacos pequenos
(confinamento numa matriz) ou por liga¢do a um suporte material. A ligacdo de enzimas a um

suporte material pode ser por adsor¢do ou por ligacdo quimica, podendo, esta dltima, ser
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subdividida de acordo com o tipo de interac@o entre a enzima e o suporte ou entre as proprias
moléculas de enzimas. A imobilizagdo enzimatica por ligagdo quimica pode ser dividida em
reversivel e irreversivel (ADRIANO, 2008). As figura 2 e 3 abaixo mostram os métodos

reversiveis e irreversiveis respectivamente.

Adsorcao

Interacoes ionicas

Interacoes por afinidade

\\\\%\\\\\\

Quelacao ou ligaciao metalica

Ligacdes dissulfeto

AN

Figura 2. Classificagao dos métodos de imobilizacao reversiveis de enzimas.

Fonte: ADRIANO, 2008.
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Figura 3. Classificacdo dos métodos de imobilizacao irreversiveis de enzimas.

Fonte: ADRIANO, 2008.
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A imobiliza¢do enzimética é o método mais estudado e aplicado para melhorar a
estabilidade do biocatalisador, melhorar o controle de operag¢do, aumentar a flexibilidade do

modelo de reator e recuperacdo facilitada sem contaminacdo do derivado (ADRIANO, 2008).

A formacdo de ligacdes covalentes entre a enzima e o suporte envolve o
estabelecimento de ligacdes entre os residuos de aminodcidos da enzima e grupos reativos do
suporte. Este método de imobilizacdo origina biocatalizadores muito estdveis. Para a
formacdo de ligacOes covalentes sem comprometer o sitio ativo, a maioria dos métodos
privilegia ligacdes com grupos amino (Tyr e Arg), carboxilico (Asp e Glu), hidroxila (Ser e

Thr), tiol (Cys) e fenol (Tyr) (CABRAL et al., 2003).

Dentre os métodos de imobilizagcdo, a unido covalente multipontual € a mais eficiente
(ADRIANO, 2008). Na imobilizacdo covalente multipontual, a imobilizacdo e estabiliza¢ao
da enzima, ocorrem através da formacado de vdrias ligacdes covalentes entre grupos amino de
uma mesma molécula de enzima com grupos aldeido do suporte. Esses grupos aldeido que se
encontram ligeiramente afastados da superficie do suporte sdo introduzidos através da

ativacao, tornando o suporte altamente reativo (GUISAN, 1988).

Desenvolveram-se novas estratégias racionais de imobilizagdo/estabilizacdo de
enzimas por ligacao covalente multipontual a suportes sélidos ao assumirem que, se projetada
cuidadosamente, uma ligacao multipontual muito intensa entre uma pequena drea da enzima e
o suporte pode ter Otimos efeitos estabilizantes (GUISAN, 1987; GUISAN, 1988;
KLIBANOV, 1983). H4 uma inter-relacdo muito forte entre todas as partes da molécula de
proteina e a “rigidificacdo” de uma area que pode transladar esta estabilizacdo para toda a
estrutura da enzima. Deve-se, evidentemente assumir que o desempenho pratico desta

hipétese aparentemente simples €, na verdade, muito complexa (ADRIANO, 2008).

Para que se estabelecam as ligagdes multipontuais entre a enzima e o suporte é
necessdrio um longo tempo de reacdo de imobiliza¢do, o que também pode causar distor¢oes

na estrutura da enzima prejudicando assim a atividade desta.

3.5 Suportes para Imobilizacao

Os suportes podem ser classificados quanto a composi¢do e estrutura. Quanto a
composi¢do os suportes para imobilizacdo podem ser classificados em organicos e

iorganicos (MESSING, 1975). A tabela 1 a seguir traz a classificacdo quanto a composigao.
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Tabela 1. Classificacdo dos suportes quanto a composi¢ao.

Orginico

Polimeros naturais

= Polissacarideos: celulose, dextranas, agar, agarose, quitina, quitosana, alginato,

carragenana
= Proteinas: colageno, albumina
= (Carbono

Polimeros sintéticos
= Poliestireno

=  Poliacrilato, polimetacrilato, poliamidas, poliacrilamida

Inorginicos

=  Minerais naturais: bentonita, silica

= Materais processados: vidro (ndo poroso e poro controlado), metais, oxidos.

Fonte: GUISAN, 2006.

Suportes inorganicos do ponto de vista fisico sdo mais adequados para o uso industrial
devido as suas propriedades fisicas que permitem menores alteragdes sob condicdes varidveis
de temperatura, pressdo e pH. No entanto suportes organicos sdo mais utilizados devido uma
maior possibilidade de “introducdo” de grupos funcionais reativos capazes de interagirem

com as enzimas (KENNEDY, 1987).

A preferéncia por suportes organicos deriva da sua adaptabilidade a diferentes
métodos de imobilizacdo por ligacio a um suporte ou por oclusio. E relativamente ficil
introduzir a superficie do suporte grupos funcionais reativos para ligacdo do biocatalizador. A
principal desvantagem estd na relativa reduzida resisténcia quimica e mecanica (CABRAL et

al., 2003).

Quanto a morfologia, os suportes podem ser: porosos, ndo porosos e estrutura gel. Os
suportes porosos, tanto organicos quanto os inorganicos, apresentam como vantagem grande
area superficial interna disponivel para imobiliza¢do da enzima, que neste caso fica protegida

de turbuléncia externa. Observa-se que a morfologia interna dos suportes porosos permite nao
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s a imobilizacdo da enzima, com também o acesso das moléculas de produtos e substratos.
Os ndo-porosos eliminam a resisténcia a transferéncia de massa interna, contudo apresentam

uma limitada area superficial disponivel para a imobilizacdo de enzimas (PEREIRA, 1996).

Os géis, embora de uso simples, sdo tteis apenas nos casos em que a grade formada
seja de malha suficiente para reter a enzima sem implicar em restricdes difusionais sérias para

o substrato (ADRIANO, 2008).

Suportes porosos com uma drea superficial muito maior que a enzima, serdo os mais
adequados, pois permitirdo interacdes proteina-superficie planas ideais para estabelecer
ligacdes em varios pontos com a enzima sem impedimento estérico (ROELL, 1993). A tabela

2 abaixo traz os aspectos a serem considerados na sele¢do de suportes porosos.

Tabela 2. Aspectos a serem considerados na selecdo de um suporte para imobiliza¢do tendo

em conta a sua morfologia.

Aspectos Suporte poroso Suporte niao poroso

Area  superficial  por | Elevada Reduzida

unidade de massa

Restri¢cdes difusionais Muito significativas Pouco significativas
Carga maxima do | Elevada Reduzida
biocatalizador

Protecao do | Razoavel Reduzido

biocatalizador frente a um

ambiente hostil

Compatibilidade com | Reduzida Elevada

substratos

macromoleculares

Custo Elevado (poro controlado), | Reduzido
Reduzido (poro nao
controlado)

Fonte: CABRAL et al., 2003.

3.5.1 Quitosana
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A quitosana € a forma desacetilada da quitina, o segundo polimero mais abundante na
natureza, depois da celulose. E um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel
e de grande importancia econOmica e ambiental. As carapacas de crustidceos sdo residuos
abundantes e rejeitados pela inddstria pesqueira que, em muitos casos, as consideram
poluentes. Sua utiliza¢do reduz o impacto ambiental causado pelo acimulo nos locais onde é
gerado ou estocado. Este biopolimero possui uma estrutura molecular quimicamente similar a
da celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais (MENDES et al., 2011). As

estruturas da quitosana, quitina e celulose sdo apresentadas na figura 4 abaixo.

CH30H
— Lk

NH; MNHCOCH OH

CH4OH

L 4 — —An L —4n

Figura 4. Estrutura dos biopolimeros quitosana, quitina e celulose, respectivamente.
Fonte: ADRIANO, 2008.

A quitosana apresenta um grande interesse industrial devido a sua alta porcentagem de
nitrogénio (6,89%) comparado a celulose sintética substituida (1,25%). Isto faz da quitosana

um potente agente geleificante (MUZZARELLI, 1973).

Este polimero € interessante devido ao alto conteido de grupos amino primdrio, que
permitem a quitosana ser homogeneamente modificada em meio aquoso, enquanto a
nucleofilicidade destes grupos permitem modificacdes quimicas na molécula visando a um

melhor desempenho funcional (KUMAR, 1999).

Os grupos aminos livres presentes no polimero podem adquirir uma carga positiva em
presenca de solugdes 4dcidas diluidas formando um sal solivel que confere a quitosana
importantes propiedades. Destas, destaca-se a quelacdo podendo se ligar a compostos
especificos como as enzimas , gorduras, ions metélicos. Em pH acido, ela se comporta como
um polieletrdlito, apresentando alta densidade de carga (carga positiva por unidade de
glicosamina). Isto favorece as enzimas que possuem cargas negativas apresentando forte

interac@o devido a carga positiva da quitosana (CRAVEIRO, 1999).
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3.5.2 Alginato de Sédio

O alginato de sdédio, ou algina € o carboidrato purificado extraido de vegetais
maritimos pelo uso de uma solucio alcalina. E extraido, sobretudo da alga
macrocystispyrifera, sendo um polimero amplamente usado para imobiliza¢do e tecnologias
de microencapsulacdo (FUNDUENANU, 1999). Alginato é um extrato de alga composta de
cadeiras alternadas de o-L-guluronico e residuos acidos de [B-D-manurdnico
(SRIAMORNSAK, 1998). Suportes de alginato normalmente sdo feitos por entrecruzamento
do grupo carboxyl do acido a-L-gulur6nico com uma solu¢do catidnica geleificante como

cloreto de célcio, cloreto de bario (DRAGET, 1997).

O alginato de sédio ocorre como pé fino ou grosso quase inodoro e insipido, de cor
branco-amarelada. E bastante hidrossoldvel, formando uma solugdo coloidal viscosa. Os sais
de vérios cétions polivalentes e o 4cido alginico tém propiedades uteis para formacgao de géis.
O alginato de s6dio tem aplicacdo na geleificacdo para vérios fins, como imobilizacdo
enzimatica, formacao de membranas e encapsulacdo de drogas (ADRIANO, 2008). A figura 5

abaixo mostra a estrutura do alginato.

Figura 5. Estrutura quimica do alginato. G é o grupo do 4cido gulurdnico e M € o grupo do

acido manuronico.
Fonte: ADRIANO, 2008.
3.5.3 Utilizacao de Saccharomyces cerevisiae na Preparacao dos Suportes

Saccharomyces cerevisiae também conhecido como o fermento do “padeiro” ou
« s o ,
cervejeiro” ¢ usado na industria alimenticia, vinicola e cervejarias. Este fungo ¢ um fermento
geneticamente tratdvel e estd intimamente relacionado a Candida albicans. Como uma
conseqiiéncia, torna-se um fermento modelo geralmente usado em pesquisa molecular,
incluindo seqiiéncia de andlise de DNA e mecanismo de agdo de drogas antiftingicas

(ADRIANO, 2008).
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O género Saccharomyces inclui vdrias espécies, sendo Saccharomyces cerevisiae a
mais conhecida. Suas colonias crescem rapidamente e amadurecem em trés dias. Eles sdo

planos, lisos e imidos. Sao unicelulares (ADRIANO, 2008).

Sua utilizacdo visa modificar o tamanho de poro e sua distribuicio no suporte e
conseqiientemente alterar caracteristicas de rendimento de imobilizagdo e também

caracteristicas difusionais.

3.6 Ativacao do Suporte

O suporte para imobilizacdo de enzimas deve apresentar numerosos grupos de facil
ativacdo para participar de multiplas ligagdes entre os grupos reacionais (GONCALVES,
2001). Para se conseguir uma imobilizacdo com multiplas ligacdes, necessita-se uma elevada
densidade de grupos funcionais no suporte e uma congruéncia geométrica entre suporte e
enzima. Esta imobilizacdo multipontual da enzima ao suporte aumenta a estabilidade

enzimdtica (ROSELL, 1993).

O método de ativagcdo do suporte mais adequado deve ser aquele que produza grupos
aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar impedimento estérico. A principal
vantagem de se utilizar grupos aldeidos deve-se a reversibilidade da ligacdo amino-aldeido,
que facilita a imobiliza¢ao da enzima sem causar importantes distor¢des na estrutura protéica

enquanto reagem reversivelmente com grupos amino da enzima (PEREIRA, 1996).

Dado que o desejado é a multinteracdo enzima-suporte, a escolha dos grupos reativos
na enzima deve recair sobre os grupos amino terminais ou grupos lisina residual dada sua
reatividade. A maioria das proteinas apresenta alguns residuos de lisina os quais geralmente
ndo estdo envolvidos no sitio ativo da enzima. Grupos amino sdo polares, estes ficam
geralmente expostos para o meio na superficie da proteina e, quando desprotonados, sdo
muito reativos e, mesmo sem prévia ativacdo, atuam como agente nucleofilico contra os

atomos com carga parcial positiva localizado na superficie do suporte (ADRIANO, 2008).

Esta modificacdo quimica, ou seja, ativacdo objetiva aumentar a resisténcia mecanica,
alterar a hidrofobicidade da quitosana, biocompatibilidade e estabilidade quimica tornando-a

mais resistente (VIEIRA, 2004).

Glioxil-suportes tém se mostrado bastante eficazes para imobilizagdes covalentes

multipontuais. Diversas enzimas vém sendo estabilizadas por este método de ativagdo. Ha
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formacdo de grupos aldeidicos lineares que possibilitam a imobilizacdo enzimadtica através da
formacdo de bases de Schiff (FANGKANGWANWONG, 2006). Suportes ativados com
glicidol e epicloridrina ndo sdo capazes de promover imobilizacio de proteinas
multipontualmente a pH 7,0 sendo necessario um pH alcalino cerca de 10,0. A pH alcalino, a
imobiliza¢do acontece mais rapidamente devido a forte concentracdo de aminodcidos lisina
ndo ionizados (ADRIANO, 2008). A figura 6 abaixo mostra um sistema de

imobilizac¢ao/estabilizagdo com ativagdo via epicloridrina.

Suporte contendo epixidos e aldeidos Grupos reativos disponiveis
pars imobilizagio

Figura 6. Sistema de imobilizag¢do/estabilizacdo por ligacdo covalente multipontual com

ativacao via epicloridrina.
Fonte: ADRIANO, 2008.

A ativagdo de suportes via epoxidos (glicidol e epicloridrina) de um modo geral se da
em duas etapas: na primeira ocorre a eterificacdo do suporte com epoéxido, resultando em
grupos gliceril, e na segunda a oxidagdo com periodato de sodio, de onde resultam grupos
aldeido, entretanto com epicloridrina, s3o formados também grupos oxirano (ADRIANO,

2008). A figura 7 a seguir mostra a ativacao via epoxidos.
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Figura 7. Ativacao via ep6xidos.

Fonte: ADRIANO, 2008.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Suporte

Para preparacdo dos suportes foram utilizados, quitosana em pd com grau de
desacetilagdo de 85,2% adquerida junto a POLYMAR IND LTDA, Fortaleza, Ceard; alginato
de sodio distribuido pela Vetec-Sao Paulo. Para formacdo de poros em um dos suportes foi
utilizado o microrganismo Saccharomyces cerevisiae (fermento para panificacdo) da marca
Saf-instant® e sabdo em pd da marca OMO® tripla acdo como agente lisante do

microrganismo.

4.1.2 Enzima , Substrato e Agente Ativante

A enzima utilizada foi a Neutrase® adquirida da Novozymes Latin America Ltda. O
substrato utilizado foi a caseina da marca SIGMA-ALDRICH BRASIL LTDA. O agente

ativante empregado foi epicloridrina.

4.1.3 Reagentes Empregados no Tratamento dos Suportes e na Realizacao de Ensaios

No tratamento do suporte foram utilizados, acido acético, hidréxido de sddio,
periodato de sddio, sendo estes da marca Dinamica Quimica Contemporanea LTDA. Para os
ensaios foram empregados, carbonato de calcio, fosfato de potdssio monobasico, fosfato de
potassio dibasico, os trés da marca Dinadmica Quimica Contemporanea LTDA; acido
tricloroacético e Follin-Cicocalteu’s estes dois ultimos da marca SIGMA-ALDRICH BRASIL
LTDA.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao de Particulas Hibridas de Quitosana 2,5% ( m/v) - Alginato de Sédio
2,5% (m/v)

A quitosana foi dissolvida em 4cido acético 5% v/v e em seguida foi adicionado o

alginato de sd6dio. A solug@o resultante foi homogeneizada por 30 minutos. Realizada a
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homogeiniza¢do adicionou-se solu¢do de NaOH 0,IM em uma razdo de 1/10, agitou-se
moderadamente e foi deixado em repouso por 4 horas. Ao se passar o periodo de repouso as
particulas foram lavadas com 4gua destilada até a neutralidade e em seguida secas por

filtracdo a vacuo (ADRIANO, 2008).

4.2.2 Preparacao de Particulas Hibridas de Quitosana 2,5% ( m/v) - Alginato de Sédio
2,5% (m/v) - Saccharomyces cerevisiae 5,0% ( m/v)

A quitosana foi dissolvida em &cido acético 5% v/v e em seguida adicionado o
alginato de sodio e logo apds o microrganismo Saccharomyces cerevisiae. A preparacao
resultante foi homogeneizada por 30 minutos. Realizada a homogeinizacdo adicionou-se
solu¢do de NaOH 0,1M em uma razao de 1/10 e agitou-se moderadamente e deixado em

repouso por 4 horas (ADRIANO, 2008).

Foi utilizado sabdo em pdé comercial da marca OMO® tripla a¢do como agente
lisante, o qual contém proteases e lipases. Este tratamento teve a finalidade de provocar a
lise da Saccharomyces cerevisiae e possivelmente levar a formagdo de poros e aumento da
capacidade de imobilizacao dos suportes. Com a coagulacio do gel em NaOH apds o
repouso, o pH da solugdo coagulante foi ajustado a 9,0 e a temperatura a 40°C e
adicionada o sabao em p6 numa concentracio de 1% m/v . Apds a adicdo do sabdo o
sistema foi submetido a agitacdo por 24 horas. Terminada essa etapa o gel foi lavado com
dgua destilada para retirada do sabdo em p6 e chegar a neutralidade e em seguida foi seco por

filtracdo a vacuo (ADRIANO, 2008).

4.2.3 Ativaciao dos Suportes

Como agente ativante utilizou-se epicloridrina. A metodologia consistiu em adicionar
a cada grama de gel, 10mL de NaOH 2M e 0,5mL de epicloridina, na qual foi mantido sob
agitacdo em banho de gelo por 18 a 24horas. Apds a ativacdo, o suporte foi filtrado a vacuo e
oxidado com periodato de sédio 0,1M, de forma que para cada grama de suporte foram
utilizados 2mL do agente oxidante. O tempo de oxidacdo foi de 2 horas e realizada a
temperatura ambiente. Concluida esta etapa o suporte foi lavado com 4agua destilada e filtrado

a vacuo tornando-se pronto para imobilizacdo (ADRIANO, 2008).
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4.2.4 Imobilizacao

Para imobilizar cada grama de suporte foram utilizados 9mL de tampao fosfato (0,1M
e pH 10) e 114puL de enzima Neutrase®. A solu¢do tampdo foi adicionado o suporte e a

enzima e em seguida submeteu-se a agitacao por trés horas a 25°C.

4.2.5 Determinacio da Atividade da Neutrase®

A determinacdo da atividade da Neutrase® foi baseada na hidrélise de caséina,
proteina do leite. A técnica consistiu em adicionar 100uL de solu¢do enzimatica a 3mL de
solu¢do de caseina 4% (m/v) em tampao fosfato de potédssio 0,1M de pH 8,1 durante 7
minutos a 50°C, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 1,0mL de 4cido tricloroacético
(TCA) 17% (m/v), que provoca a precipitacio da proteina. (CHINELATE, 2013). Este
procedimento serd utilizado para determinar a atividade da enzima livre. A determinagao da
atividade da enzima imobilizada seguird procedimento semelhante porém utilizando a massa

do suporte apés imobilizacdo ao invés da solu¢do enzimatica.

O método utilizado para quantificacdo da atividade enzimdtica da Neutrase® foi o
espectrofotométrico que determina a atividade com base na quantidade do aminodcido
tirosina gerado pela hidrélise. Apds a reacdo de hidrdlise, o material foi centrifugado a 2000
rpm por 3 minutos, na qual retirou-se 1mL do sobrenadante e foi adicionado 3ml de carbonato
de sédio 2% (m/v) e 1mL de solucdo de Follin-Cicocalteu’s (FC) com diluicdo de 1:2 em
agua destilada. Apdés 45 minutos a leitura foi realizada em espectofotdometro a 700nm

(ORTEGA, 2009).

Com a obtencdo da absorbancia (abs) pelo espectofotdometro foi possivel calcular a

concentragdo de tirosina [Tyr] (produto da hidrdlise), pela equagdo 1 abaixo.

[Tyr] = —'abss;(;;):m Equacio 1

Utilizando o valor encontrado pela equacdo acima se obteve a atividade enzimatica

(Ativ) de acordo com a equacio a seguir.
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[Tyr] x Vr x 5520
Ve xTr

Ativ = Equacao 2

Onde, Vr € o volume do reator, Ve € o volume da enzima e Tr € o tempo de reacgdo.

4.2.6 Avaliacao do Processo de Imobiliza¢ao

Para andlise do processo de imobilizagdo foram avaliados o rendimento de
imobilizacdo e atividade recuperada, dados que foram obtidos através da quantificacdo da
carga oferecida (enzima), atividade do sobrenadante (ao final do processo de imobilizagcdo) e

atividade do derivado.

Rendimento de imobilizacdao (RI%) pode ser considerada a parte da carga oferecida

que teoricamente foi imobilizada de acordo com a equacio 3 abaixo.

RI% = %xmo Equacao 3

Onde, ATI € a carga oferecida, ATF ¢ atividade final do sobrenadante.

Atividade recuperada (Arec%) € a parte da carga teoricamente imobilizada que possui

atividade, de acordo com a equagdo 4 abaixo.

Arec% = Alderivado x100 Equacao 4

ATtedrica imobilizada

4.2.7 Ensaios de Estabilidade Térmica

Amostras imobilizadas dos dois suportes foram incubadas em tampao fosfato de
potéssio 0,1M em pH 8,1 a 60°C. A estabilidade da enzima em suporte de quitosana -alginato
de sédio foi analisada por 2 horas, medindo-se a atividade remanescente em intervalos de
tempo de 30 minutos, ja a estabilidade da enzima em suporte quitosana - alginato de sodio -
Saccharomyces cerevisiae foi analizada por 12 horas, sendo as trés primeiras horas medidas

as atividades em intervalos de 30 minutos e o restante do tempo a cada 1hora. A constante de
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desativacdo térmica para cada derivado foi calculada de acordo com o modelo de ordem 1

(Belver et al., 2008). A equagdo 5 abaixo traz a equacdo do modelo.

a=ekdxt Equacio 5

Foi calculado também o tempo de meia vida (t'%) da enzima nos dois suportes através

da equacdo 6 abaixo.

ty = In(0,5—a)

= ¥ Equacio 6

Através dos valores de tempo de meia vida do derivado e da enzima livre, foi

calculado o fator de estabilizacdo (FE) pela equagdo 7 abaixo.

t¥2 derivad
FE = —— Equacio 7

t¥2 enzima livre

4.2.8 Cinética Enzimatica

O modelo adotado para o estudo cinético foi o de Michaelis-menten. Com esse modelo
foi calculado a velocidade mdxima de reacdo e a constante de Michaelis-Menten

(CHINELATE, 2013).

Vmax x S

—— Equacao 8

Equacdo do modelo: v(S) =

Para obtencdo desses dados foram utilizadas diferentes concentragdes de substrato

(caseina: 40g/L; 30g/L; 20g/L; 10g/L; 2g/L).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao do Processo de Imobilizacio dos Suportes Quitosana 2,5% - Alginato de

Sédio 2,5% e Quitosana 2,5% - Alginato de Sodio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%

A tabela 3 abaixo mostra os parametros de avaliacdo da imobilizacdo de Neutrase®
em quitosana 2,5% - alginato de s6dio 2,5% e quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% -

Saccharomyces cerevisiae 5%.

Tabela 3. Parametros de avaliacdo da imobilizacdo de Neutrase® (dados da pesquisa).

Suporte RI (%) Ativ teoricamente Arec (%) Ativ derivado
imobilizada (U/g) (Ulg)
Quitosana — Alginato
de s6dio 84 12,10 23 2,78
Quitosana — Alginato
de sddio -
Saccharomyces 44 5,32 86 4,57
cerevisiae

Na tabela acima RI é o rendimento de imobilizagdo, Ativ € a atividade enzimaética e

Arec ¢ a atividade recuperada.

Analisando os dados da tabela acima € possivel dizer que o suporte quitosana 2,5% -
alginato de sodio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% (suporte poroso) em termos de
eficiéncia de imobilizacdo se mostrou melhor que o suporte quitosana 2,5% - alginato de
sodio 2,5% (suporte ndo poroso), apesar de ter apresentando rendimento de imobilizacdo
menor, mas que por uma atividade recuperada bem maior pdde ter uma eficiéncia superior. O
fato do suporte contendo Saccharomyces cerevisiae ter apresentado uma atividade recuperada
maior pode ser explicada pela porosidade conferida ao suporte pela levedura e isso
conseqiientemente favoreceu a um maior espago disponivel para arranjo das enzimas e ligacao
com o suporte de forma que ndo fosse comprometida sua atividade consideravelmente por
efeitos estéricos-conformacionais e por estabelecimento de ligacdes do suporte com o sitio

ativo da enzima. Quanto ao maior rendimento de imobilizacdo de enzimas no suporte nao
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contendo Saccharomyces cerevisiae, pode ser atribuido ao fato dos grupos ativos do suporte
terem possivelmente se concentrado na superficie do suporte devido a ndo porosidade,
possibilitando um fécil acesso das enzimas a grupos ativados do suporte, permitindo assim a
imobiliza¢do, porém essa maior concentracdo de enzimas imobilizadas na superficie podem
ter favorecido a mudangas conformacionais e comprometimento maior do centro ativo com
ligacdes ao suporte, motivos esses que podem explicar uma menor atividade recuperada em

decorréncia da perda de atividade enzimdtica durante o processo.

5.2 Estabilidade Térmica

Os parametros de estabilidade térmica obtidos foram o tempo de meia vida (t%2), fator
de estabilizacdo (FE) e constante de desativacao térmica (Kd), aplicando o modelo de Sadana-

Henley (1987). A tabela 4 abaixo mostra os resultados obtidos.

Tabela 4. Parametros de estabilidade térmica obtidos a temperatura de 60°C (dados da

pesquisa).
Sadana e Henley (1987)
Biocatalizadores Kd™! tV5 (h) FE
Neutrase® solivel 19,0758 0,0363 1,0000
Quitosana 2,5% - Alginato de sédio 0,6478 1,0697 29,4456
2,5%
Quitosana 2,5% — Alginato de s6dio 0,0483 14,3360 394,6173
2,5% - Saccharomyces cerevisiae
5,0%

Com base nos dados obtidos é possivel dizer que ambos os suportes aumentaram a
estabilidade térmica da enzima, em comparacdo com a enzima livre, sendo esta uma das
propriedades desejadas e intencionais da imobilizagdo. Em particular o suporte quitosana
2,5% - alginato de sodio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% apresentou maior estabilidade
térmica (menor constante de desativacdo térmica e maior tempo de meia vida), mostrando
levar a um aumento de 394,6173 vezes a estabilidade da enzima imobilizada em relacdo a

enzima livre, um aumento considerdvel para uma enzima de tempo de meia vida
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relativamente curto. O fato da estabilizacdo em quitosana 2,5% - alginato de s6dio 2,5% -
Saccharomyces cerevisiae 5% ter sido maior em relacdo quitosana 2,5% - alginato de s6dio
2,5% pode ser explicado pela maior protecdo conferida pelo suporte poroso, uma vés que as
enzimas encontram-se imobilizadas predominantemente no interior do suporte e estdo menos
vulnerdveis a mudangas na sua conformacdo, ndo permitindo que o sitio ativo da enzima seja
modificado facilmente, diferentemente do suporte sem Saccharomyces cerevisiae onde as
enzimas estdo imobilizadas na superficie do gel em contato direto com o calor e com pog¢des
de sua estrutura ndo estabilizadas pelo suporte. As figuras 8 e 9 a seguir representam o estudo

de estabilidade térmica.

In (AUAL o)

Tempo (horas)

Figura 8. Gréfico de ajuste do modelo de Sadana-Henley (1987) para estabilidade térmica de
Neutrase® imobilizada em suporte de quitosana 2,5% - alginato de sddio 2,5% (dados da

pesquisa).
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In (AUAL )

Tempo (horas)

Figura 9. Grafico de ajuste do modelo de Sadana-Henley (1987) para estabilidade térmica de
Neutrase® imobilizada em suporte de quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% -

Saccharomyces cerevisiae 5% (dados da pesquisa).

Analisando os graficos € possivel observar o que a tabela 4 revela, uma maior
estabilidade térmica da enzima imobilizada em suporte de quitosana 2,5% - alginato de sédio
2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, na qual é visto uma queda de atividade bem mais lenta

e gradual ao longo do tempo.

5.3 Cinética Enzimatica

Utilizando o modelo de Michaelis-Menten (equacdo 8) determinou-se a velocidade
maxima de reacdo (Vmax) e constante de Michaelis-Menten (Km) para a enzima livre e para a

enzima imobilizada. Os resultados encontram-se na tabela 5 a seguir.
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Tabela 5. Parametros cinéticos da enzima livre e imobilizada (dados da pesquisa).

Neutrase® Km (g.L'l) Vméx (U.mL™")
Enzima livre 30,7 93,4
Enzima imobilizada em quitosana 2,5%-alginato de 32,2 3.4

s6dio 2,5%
Enzima imobilizada em quitosana 2,5% - alginato de 156,1 23,8

sodio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%

A tabela acima mostra que a velocidade méixima da enzima livre é superior as
velocidades maximas observadas para enzima imobilizada em ambos os suportes. A
explicacdo para velocidades menores para enzimas imobilizadas, parte da limitacdo difusional
gerada pelo suporte, alteracdes conformacionais, impedimento estérico e efeitos

microambientais.

Adriano (2008) afirma que através da imobilizacdo enzimatica, hd uma restricdo na
mobilidade da enzima afetando também o fluxo de substratos em direcio aos poros do
biocatalizador. Assim, haverd um decréscimo na velocidade de reacdo e conseqiientemente

perda de eficiéncia catalitica quando comparado a enzima livre.

As figuras 10, 11 e 12 a seguir, trazem os graficos da cinética enzimdtica da enzima
livre, enzima imobilizada em quitosana 2,5%-alginato de sédio 2,5% e enzima imobilizada

em quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% respectivamente.



Atividade U/mL

55

50

45 4

40

354

304

254

20

T T T T
15 20 25 30

Concentracao de Caseina g/L

35

37

Figura 10. Ajuste do modelo de Michaelis-Menten para reagdao de hidrélise da caseina.

Enzima livre (dados da pesquisa).

Atividade U/mL
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Figura 11. Ajuste do modelo de Michaelis-Menten para reagdo de hidrélise da caseina.

Enzima imobilizada em quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5% (dados da pesquisa).

Atividade U/mL

5,0

4,5 -

4,0 -

3,5 -

3,0 -

2,0

Concentracao de caseina g/L

Figura 12. Ajuste do modelo de Michaelis-Menten para reacdo de hidrélise da caseina.
Enzima imobilizada em quitosana 2,5% - alginato de sodio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae

5% (dados da pesquisa).
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Com esses resultados € possivel ver que a velocidade maxima da enzima imobilizada
em quitosana 2,5% - alginato de s6dio 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, € superior a
velocidade maxima da enzima imobilizada em quitosana 2,5% - alginato de sédio 2,5%. Se
fosse levada em conta apenas a influéncia dos efeitos difusionais sobre a velocidade de reac¢ao
seria esperado que o suporte ndo poroso apresentasse maior velocidade, pois as enzimas
estariam imobilizadas predominantemente na superficie, facilitando o encontro com o
substrato, porém levando em conta os efeitos estéricos- conformacionais e de microambiente,
fatores que podem também afetar a velocidade de reacdo € possivel entender o fato de o
suporte poroso ter apresentado maior velocidade de reacdo em relacio ao ndo poroso.
Possivelmente o suporte ndo poroso tenha sofrido maiores problema com alteragdes
conformacionais, € com comprometimento do sitio ativo com liga¢gdes ao suporte, algo que
também pode ser utilizado na explicacdo da menor atividade recuperada. No geral a soma da
influéncia dos quatro fatores, limitacdo difusional gerada pelo suporte, alteragdes
conformacionais, impedimento estérico e efeitos microambientais, foram menores para o
suporte poroso do que para o suporte ndo poroso. Os valores de Km que refletem a afinidade
da enzima ao substrato e conseqiientemente a formacdo de complexo enzima-substrato,
reforca o fato de que a baixa velocidade da enzima imobilizada no suporte ndo poroso nao se
deve a problemas difusionais e sim a por¢cdo de enzimas inativas em decorréncia do processo
de imobilizac¢do, e como pode ser visto o valor de Km € bem préximo ao da enzima livre. O
valor de Km maior para o suporte poroso indica uma menor afinidade enzima-substrato, nao
em decorréncia predominante de perda de atividade, mas de problemas difusionais que

dificulta o encontro do substrato com a enzima.
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6. CONCLUSAO

A Neutrase® imobilizada em suporte quitosana 2,5% - alginato de s6dio 2,5% -
Saccharomyces cerevisiae 5% apresentou os melhores resultados em termos de pardmetros de
imobilizacdo, estabilidade térmica e cinética enzimdtica, demonstrando este suporte ser uma
opg¢ao mais racional em termos de beneficios proporcionados, em relacido ao suporte quitosana
2,5% - alginato de sodio 2,5%. Essa diferenca observada entre os dois suportes advém da
estrutura do suporte (porosidade). O uso da levedura Saccharomyces cerevisiae, levou a
formagdo de poros que permitiu um arranjo das enzimas de forma que as mesmas puderam
expressar sua atividade ap6s a imobilizagdo com reduzida perda de atividade catalitica, e no
caso da estabilidade térmica, a estabiliza¢do foi muito superior em relacdo a enzima livre e a
enzima imobilizada em suporte ndo poroso. Quanto a cinética enzimdtica, em ambos 0s
suportes a atividade enzimdtica se mostrou reduzida em relacdo a enzima livre, algo ja

esperado, sendo a redu¢ao maior no suporte nao poroso.
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