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RESUMO

SILVA, L. L. Imobilizacio de Neutrase® em suportes a base de quitosana e
alginato ativados com glutaraldeido. Cuité, 2014. 49 f. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Bacharelado em Farmacia) — Unidade Académica de Sadde, Centro de Educacao
e Saude, Universidade Federal de Campina Grande, Cuité —PB, 2014.

Neutrase® é uma protease que hidrolisa proteinas do soro do queijo, um subproduto
altamente poluente, visando obter derivados com melhores propriedades funcionais. O
objetivo deste trabalho foi imobilizar a enzima Neutrase® em suportes a base de
quitosana e alginato de sddio e caracteriza-los quanto ao rendimento de imobilizagao,
atividade recuperada, fator de estabilidade e ensaios cinéticos. Para isso, foram
preparados os suportes Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% e Quitosana 2,5% - Alginato
2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, ativados com glutaraldeido por 1 hora a 25°C e
imobilizados a 30 rpm por 3 horas a 25°C, sendo oferecida uma carga de 10 U/g de
suporte. A atividade de cada suporte foi medida através de um espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 700 nm, e através dela, encontrou-se a atividade recuperada e
rendimento de imobilizacdo. Ensaios de estabilidade térmica a uma temperatura de 60°C
foram realizados com os suportes Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% e Quitosana 2,5% -
Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, por 2,5 horas e 6 horas,
respectivamente. E por fim, ensaios cinéticos com diferentes concentragdes de substrato
foram realizados em ambos os suportes. O suporte Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% -
Saccharomyces cerevisiae 5% apresentou melhores resultados, com rendimento de
imobilizacdo 47,57%; quanto a estabilidade térmica, mostrou-se 87,86 vezes mais
estdvel que a enzima soldvel e quanto ao ensaio cinético, foi o suporte que melhor se
adequou ao modelo de Michaelis-Menten. Com estes resultados, foi possivel concluir
que o suporte Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%
caracteriza-se como melhor suporte para imobilizacio da enzima Neutrase® quando

comparado ao suporte Quitosana 2,5% - Alginato 2,5%.

Palavras-Chave: Neutrase®, imobilizacdo, quitosana, alginato de sédio, Saccharomyces

cerevisiae.



ABSTRACT

SILVA, L. L. Neutrase® Immobilization on chitosan and alginate basis activated
with glutaraldehyde. Cuité, 2014. 49 pgs. Conclusion of Course Project (Baccalaureate
in Pharmacy) — Unidade Académica de Sadde, Centro de Educacdo e Saude,
Universidade Federal de Campina Grande, Cuité —PB, 2014.

Neutrase® is a protease that hydrolyses the whey proteins, a highly pollutant byproduct,
in intend to obtain derivatives with improved functional properties. The aim of this
study was to immobilize the Neutrase® enzyme on the Chitosan and Sodium Alginate
basis and characterize them in terms of yield of immobilization, recovered activity,
stability factor, and kinetic tests. To this end, the basis were prepared Chitosan 2.5% -
Alginate 2.5% and Chitosan 2.5% - Alginate 2.5% - Saccharomyces cerevisiae 5%,
activated with glutaraldehyde for 1 hour at 25 °C and fixed at 30 rpm for 3 hours at
25°C, and offered a load of 10 U/g of basis. The activity of each basis was measured
using a spectrophotometer at a wavelength of 700 nm, and through it, we found the
activity recovered and yield of immobilization. Thermal stability tests at a temperature
of 60 °C were conducted with the basis Chitosan 2.5% - Alginate 2.5% and Chitosan
2.5% - Alginate 2.5% - Saccharomyces cerevisiae 5% for 2.5 hours and 6 hours,
respectively. Finally, kinetic tests with different concentrations of substrate were
performed on both basis. The Chitosan 2.5% - Alginate 2.5% - Saccharomyces
cerevisiae 5% showed the best results with immobilization yield of 47.57%; related to
the thermal stability, it was found to be 87.86 times more stable than the soluble enzyme
and about the kinetic test, it was the basis that best fit to the Michaelis-Menten model.
With these results, it was concluded that the basis Chitosan 2.5% - Alginate 2.5% -
Saccharomyces cerevisiae 5% 1is characterized as a better basis for the Neutrase®

enzyme immobilization when compared to Chitosan 2.5% - Alginate 2 5%.

Keywords: Neutrase ®, immobilization, chitosan, sodium alginate, Saccharomyces

cerevisiae.
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1. Introducao

As enzimas sdo conhecidas industrialmente como catalisadores bioldgicos e, em
geral, sdo proteinas formadas de longas cadeias de aminodcidos com ligacdes peptidicas
e que exercem fungdes vitais nos organismos vivos. Estes catalisadores tém a
capacidade de reduzir a barreira energética existente entre reagentes e produtos sem
sofrer alteracdes permanentes em sua estrutura (NELSON; COX, 2000). Quando
comparadas aos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas possuem muitas
vantagens que tornam seu uso em aplica¢des industriais uma alternativa vidvel
(TUMTURK; et al, 2007; YE; et al, 2007; LEI et al, 2009; MILETIC; et al, 2009).

As enzimas atuam em condi¢des suaves de temperatura, pH e pressdo, atingindo
velocidades de reagdo bastante superiores aquelas obtidas por catalisadores quimicos
convencionais (HASAN; et al, 2006; DE CASTRO; et al, 2004; KRAJEWSKA, 2004).
Este comportamento viabiliza uma reducdo no custo final de um processo e evita a
formacdo de subprodutos indesejiveis. Além disso, maior rendimento do processo pode
ser alcancado, devido a sua elevada especificidade, permitindo a obtencdo de produtos
biodegraddveis e reduzindo a quantidade de produtos gerados (DE CASTRO; et al,
2004).

A Neutrase® ¢ uma protease que hidrolisa proteinas do soro do queijo, um
subproduto altamente poluente e descartado nas industrias de laticinios, visando obter
derivados com melhores propriedades funcionais (BEZERRA; et al, 2012).

A tecnologia enzimadtica apareceu como area de investigacdo no inicio da década
de 1960, com a imobilizacdo de enzimas para utilizacdo em processos quimicos
(KRAJEWSKA, 2004). As enzimas tém, intrinsecamente, excelentes propriedades,
como: atividade, seletividade e especificidade. Estas caracteristicas permitem o desenho
de processos de sintese de produtos muito complexos em condi¢gdes ecossustentadas.
Porém, apesar do alto potencial de aplicacio das enzimas, devido a pressdao dos
consumidores, elas t€ém de ser otimizadas, de modo a cumprirem suas funcdes
bioldgicas com eficicia e eficiéncia. A catdlise de reagdes em processos metabdlicos
complexos pode ser regulada em vérios niveis e, assim, algumas reagdes passam a ter as

caracteristicas que possam ser aplicadas em processos industriais (BON; et al, 2008).
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A imobilizacdo de enzimas consiste na sua confinacdo a uma regido restrita, o
que assegura a retencdo da atividade catalitica, e garante a possibilidade da sua
utilizacdo de forma repetida ou continua (AIRES-BARROS; FERNANDES, 2003). A
imobilizacdo € capaz de inibir ou aumentar a atividade e a estabilidade de uma enzima,
no entanto, ndo existe uma regra que prenuncie a manutencio destes parametros apos o
processo de imobilizacdo (VECCHIA; et al, 2004). O principal interesse em imobilizar
uma enzima € obter um biocatalisador com atividade e estabilidade inalteradas durante o
processo, quando comparada a sua forma livre (MATSUDA; et al, 2008; HUANG:; et
al, 2009). Idealmente, a enzima imobilizada devera apresentar uma atividade catalitica
superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes na estrutura da enzima, bem como
modificagdes no sitio ativo (VECCHIA; et al, 2004).

Ao se obter uma enzima imobilizada ativa e estidvel, e com uma boa
especificidade ao substrato, ela pode ser submetida a utilizacio nos processos
industriais de forma similar a um catalizador quimico (ZANIN; MORAES, 2004).

Para o bom desempenho da enzima imobilizada, a escolha criteriosa do suporte é
de grande relevancia, pois ele tanto tem a capacidade de aumentar o tempo de meia-vida
da enzima imobilizada quanto pode afetar adversamente ndo s6 a estabilidade térmica,
como todo o desempenho global do sistema (MENDES; et al, 2011).

Quando um suporte é selecionado para uma determinada utilizacdo, devem ser
analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como as relativas a possibilidade
de regeneragao (BON; et al, 2008).

Nessa conjuntura, a escolha de um suporte € de grande relevancia para o sucesso
de uma imobilizacdo, tendo este que apresentar adequado desempenho e eficdcia nas

atividades a que € submetido.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Identificar entre dois suportes qual se mostra mais eficaz na imobilizacdo da

. ®
enzima Neutrase .

2.2 Especifico

Caracterizar os catalisadores quanto:
e rendimento de imobilizacao,
e atividade recuperada,
e fator de estabilidade,

e  ensaios cinéticos.
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3. Revisao da Literatura

3.1 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores protéicos que apresentam uma série de caracteristicas
que as tornam mais vantajosas em um processo industrial quando comparadas a
catalisadores quimicos convencionais (YE; et al, 2007, MACARIO; et al, 2009;
MILETIC; et al, 2009). Entre essas vantagens, cabe salientar o alto grau de eficiéncia
catalitica de uma enzima, muito superior a catdlise quimica; a alta especificidade de
uma enzima na reagdo, o que permite ndo somente discriminagdo entre reacdoes como
também entre substratos (especificidade pelo substrato), entre partes semelhantes de
uma molécula (régio-especificidade) e entre isdmeros Opticos (estéreo-especificidade)
(YE; et al, 2007, MACARIO; et al, 2009; MILETIC; et al, 2009). Essas caracteristicas
das enzimas evitam a formacio de subprodutos através de reacOes inespecificas, o que
aumenta o grau de pureza do produto final. Além disso, as enzimas podem operar em
condi¢des amenas de temperatura, pressao e pH enquanto os catalisadores quimicos
requerem condi¢des criticas de operacdo. Isto proporciona substancial economia de
energia em processos industriais, barateando assim o custo de producdo (HASAN; et al,
2005; MACARIO; et al, 2009; MILETIC; et al, 2009).

A forma de obtencdo de enzimas pode ocorrer a partir de animais, plantas e
microrganismos. No entanto, enzimas de microrganismos tém vantagens em sua
utilizacdo por apresentarem grande disponibilidade de uma variedade de atividades
cataliticas, altos rendimentos, facilidade de manipulagdo genética, fornecimento regular
de enzimas, pois ndo dependem de flutuagdes sazonais, sendo que 0s microrganismos
sdo capazes de apresentar um rapido crescimento em meios de baixo custo (HASAN; et
al, 2005).

A Neutrase® € uma protease que hidrolisa proteinas do soro do queijo, que sdo
subprodutos altamente poluentes e descartados na inddstria de laticinios, visando a
obtencdo de derivados com melhores propriedades funcionais (BEZERRA; et al, 2012).

As limitagdes que existem na obten¢do de produtos e intermedidrios de interesse
industrial estdo associadas aos tipos de catalisadores quimicos empregados, que sdo

pouco versateis e empregam altas temperaturas para atingir razodvel velocidade de
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reacdo. Além disso, estes catalisadores possuem baixa especificidade, geralmente
fornecem produtos de composicao quimica mista ou produtos contaminados e requerem
nova etapa para realizar uma purificacdo (HASAN; et al, 2006; DE CASTRO; et al,
2004).

Como ja4 mencionado, as enzimas, quando comparadas aos catalizadores
quimicos convencionais, possuem muitas vantagens que tornam seu uso em aplicacoes
industriais uma alternativa viavel (TUMTURK; et al, 2007; YE; et al, 2007; LEI, et al,
2009; MILETIC; et al, 2009). Todavia, as enzimas nao sdo plenamente utilizadas na
escala industrial devido ao seu alto custo, dificuldade de separagdo do meio reacional e
instabilidade de suas estruturas ocasionada principalmente, pela crescente utilizacdo
desses biocatalisadores em aplicacdes que atuam em condi¢des desnaturantes (pH e
temperaturas extremas, forte agitacdo e presenga de solventes organicos) (TUMTURK;
et al, 2007; LEI; et al, 2009; MILETIC; et al, 2009; ZHOU; et al, 2009).

Assim, o desenvolvimento de métodos eficientes de fixacdo da enzima em
matrizes sélidas que proporcionem maior estabilidade, melhor atividade catalitica,
protecdo em ambientes desnaturantes, diminui¢do da contaminag¢do do produto, facil
separacdo e reutilizacdo em aplicacOes industriais, poderd tornar possivel o uso do
catalisador biolégico em aplicacdes industriais (LASZLO; EVANS, 2007; MATEO; et
al, 2007; OZTURK; et al, 2007; TUMTURK; et al, 2007; SECUNDQO; et al, 2008;
MILETIC; et al, 2009; ZHOU; et al, 2009).

A tecnologia enzimdtica surgiu como drea de investigacao no inicio da década
de 1960, com a imobilizacdo de enzimas para utilizacdo em processos quimicos
(KRAJEWSKA, 2004). O mercado mundial das enzimas divide-se em trés segmentos:
enzimas empregadas na industria de alimentos, enzimas técnicas e, enzimas empregadas
na producgdo de racdo animal (MENDES; et al, 2011). No setor industrial as proteases
ocupam 40% do mercado das enzimas, sendo assim as mais utilizadas seguidas das
carboidrases (amilases e celulases) e lipases (SHARMA; et al, 2001).

A principal desvantagem da utilizacdo de enzimas na forma soldvel € a sua
separacdo para posterior aplicacdo, assim como a contaminacdo do produto desejado,
pois enzimas sao compostos soliveis em dgua. Desta forma, técnicas de imobiliza¢do
tém sido empregadas objetivando reutilizar as enzimas. Esta estratégia também € uma
importante ferramenta para estabilizar e reduzir a inativacdo por distor¢ao da sua

estrutura nativa por influéncia da temperatura, pH e de solventes organicos, o que pode
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ser atrativo para a aplicacio de enzimas no setor industrial (GUISAN, 2006;

HANEFELD; et al, 2009; LOPEZ-GALLEGO,; et al, 2005).

3.2 Imobilizacao de Enzimas

A imobiliza¢do baseia-se na confinacdo da enzima em um suporte sélido para
posterior reutilizacdo do biocatalisador, tornando o processo, em termo financeiro, mais
econdmico (GUISAN, 2006). Em geral, a imobiliza¢do oferece uma série de vantagens
e as razdes para a escolha de um derivado imobilizado variam de aplicagdo para
aplicacdo, incluindo: utilizacdo da atividade catalitica por um periodo de tempo mais
prolongado; possibilidade de operacdo continua do processo, com maior facilidade de
controle; facilidade de separacdo do produto final; em alguns casos, ocorre modificagdo
favoravel das propriedades cataliticas da enzima como, por exemplo, maior estabilidade
ao pH e a temperatura, entre outros; facilidade de interrup¢ao da reacdo, em um nivel
desejado, pela remog¢do da enzima, caso o processo seja batelada, ou ajuste do tempo de
residéncia se é usado um reator continuo (GUISAN, 2006; HANEFELD; et al, 2009).

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e apliciveis na
imobilizacdo de enzimas, ndo ha um método que seja aplicado para todas as enzimas.
Portanto, para cada aplicacdo de uma enzima imobilizada é necessario escolher o
procedimento mais simples e mais acessivel e que possa resultar em um derivado com
boa retengdo de atividade e alta estabilidade operacional (GUISAN, 2006;
HANEFELD; et al, 2009; FREITAS, 2007).

A partir de informacdes disponiveis sobre as caracteristicas do suporte e o efeito
causado pelos métodos empregados, € possivel fazer generalizagdes que permitam uma
primeira selecio do método de imobilizacdo. Enzimas podem ser imobilizadas por
diferentes protocolos, isto é, podem ser encapsuladas; adsorvidas em materiais
insoldveis como resinas de troca i0nica; copolimerizadas com algum mondmero ou se
ligar a uma matriz insoldvel por ligagdes covalentes (GUISAN, 2006; HANEFELD:; et
al, 2009; FREITAS, 2007).

A adsorcdo fisica € o método mais simples e também o mais empregado para
imobilizar enzimas. Nesse caso, o biocatalisador € estabilizado por interacdes fracas

com o suporte como forcas de van der Waals (interacdes hidrofébicas), pontes de
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hidrogénio e ligacdes iOnicas. As principais vantagens que este processo de
imobilizacdo oferece sdo a facilidade e a simplicidade do processo e, além disso, a
estrutura conformacional da enzima é pouco alterada. A grande desvantagem € a
dessorcdo da enzima devido as variacdes de temperatura, pH e forca idnica
(HANEFELD; et al, 2009; JEGANNATHAN; et al, 2008; CARDOSO; et al, 2009).

Outro método de imobilizagcdo é a encapsulacdo, que consiste na retencao fisica
da enzima nas cavidades internas de uma matriz porosa constituida geralmente por
polimeros entrecruzados como poliacrilamida, gelatina, alginato, carragenana, resinas
de poliuretano e silanos. As principais vantagens da encapsulacdo de enzimas referem-
se a grande area superficial para contato do substrato e da enzima no interior de um
volume relativamente pequeno, e a possibilidade de imobilizagdo simultinea de
diferentes enzimas em uma unica etapa. Como principais desvantagens, tém-se: a
restricdo de que os biocatalisadores podem ser aplicados somente com substratos de
baixa massa molecular; a possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de
imobilizacdo; a alta concentracdo de enzima necessdria para garantir a encapsulacdo e,
os possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no interior da matriz porosa
(HANEFELD; et al, 2009; JEGANNATHAN; et al, 2008; CARDOSO; et al, 2009).

A 1mobilizacdo através de ligacdo covalente é baseada na ativagdo de suportes
com a inser¢do de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos da enzima.
Esta técnica ndo € tdo comum como o método de adsor¢do fisica, mas apresenta como
vantagem evitar o fendmeno de dessorcdo. A sele¢do das condi¢Oes para a imobilizacio
por ligacdo covalente apresenta mais dificuldades que em outros métodos de ligacao em
suportes. E necessdrio conhecer tanto a densidade dos grupos ativos por unidade de drea
do suporte quanto a sua geometria para reduzir a formac¢ao do complexo enzima-suporte
inativo. Este método pode também afetar a estrutura ativa da enzima, devido a alteracdo
do centro ativo. Apresentando como principais vantagens a maior resisténcia do
biocatalisador quanto a variacao de pH, temperatura e influéncia de solventes organicos;
os derivados preparados podem ser empregados em diversas conformacgdes de reatores,
como fluxo continuo, empacotado, tanque agitado e leito fluidizado e, a carga de enzima
permanece constante apds a etapa de imobilizacio (HANEFELD; et al, 2009;
FREITAS; et al, 2007).
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3.3 Suportes para Imobilizacao

O suporte € responsdvel pela maior contribuicdo para o bom desempenho da
enzima imobilizada. Se de um lado um suporte criteriosamente selecionado é capaz de
aumentar o tempo de meia-vida da enzima imobilizada, de outro uma escolha indevida
pode afetar adversamente ndo sé a estabilidade térmica, mas o desempenho global do
sistema. (MENDES; et al, 2011).

Para selecionar um suporte para uma determinada aplicagdo, devem ser
analisadas tanto suas propriedades fisicas quanto as quimicas, bem como a possibilidade
de regeneracdo do material. As principais caracteristicas que devem ser observadas na
selecdo de um suporte para utilizacdo sdo: darea superficial, permeabilidade,
insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e composicdo, natureza
hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica e
custo, dentre outras. Eles podem ser classificados como organicos e inorganicos, e
conforme sua morfologia em materiais porosos, ndo porosos e de estrutura de gel
(JEGANNATHAN; et al, 2008; CARDOSO,; et al, 2009; MATEQO; et al, 2007).

Suportes inorganicos sdo mais adequados para utilizacdo industrial devido as
suas propriedades fisicas, além disso, apresentam uma série de vantagens em relacdo
aos suportes organicos como: elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica,
resisténcia a solventes organicos e ataque de microrganismos e fécil regeneracao por
processo de pirdlise. No mais, materiais inorganicos nao apresentam modificacio
estrutural em uma larga faixa de pressdo, temperatura e pH. No entanto, a maioria das
enzimas 1imobilizadas e comercializadas € obtida com matrizes organicas,
provavelmente, devido a grande variedade de grupos funcionais reativos que podem ser
“introduzidos” em suportes organicos (ADRIANO, 2008).

Os suportes porosos, tanto organicos quanto inorganicos, possuem 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 sé a imobilizacdo da enzima, como também o acesso
das moléculas de produtos e substratos. Os ndo porosos eliminam a resisténcia a
transferéncia de massa interna, no entanto, apresentam uma limitada drea superficial
disponivel para imobiliza¢do de enzimas. Para aumentar a carga de enzima imobilizada,

utilizam-se particulas finas ou fibras, contudo, estas sdo dificilmente removidas da
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mistura reacional, limitando o uso em reagdes continuas, desde que levadas a uma alta
pressdo em reatores de leito fixo. Além disso, influem no grau de escoamento se
utilizadas em reatores de leito fluidizado (ADRIANO, 2008).

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

difusionais para o substrato (ADRIANO, 2008).

3.3.1 Quitosana

Entre os diferentes suportes organicos naturais utilizados na imobilizacdo de
enzimas, destaca-se a quitosana. Ela € a forma desacetilada da quitina, o segundo
polimero mais abundante na natureza, depois da celulose. E um produto natural, de
baixo custo, renovdvel e biodegradadvel, sendo assim, de grande importancia econdmica
e ambiental. Este biopolimero apresenta uma estrutura molecular quimicamente similar
a da celulose, diferenciando-se apenas nos grupos funcionais (KRAJEWSKA, 2004),
como pode ser visualizado na Figura 1.

Grupos hidroxilas (OH) estdo presentes na estrutura geral desses biopolimeros,
mas a principal diferenca entre eles € a presenca de grupos amino (NH») na estrutura da
quitosana. Este biopolimero € solivel em meio dcido diluido, formando um polimero
catiébnico, com a protona¢do do grupo amino gerando o fon NHz*, que confere
propriedades especiais diferenciadas em relacdo, por exemplo, as fibras vegetais
(BERGER; et al, 2004).

A utilizacdo de quitosana como suporte para a imobiliza¢do de enzimas € devido
as suas diferentes configuracdes geométricas como p9d, escamas, hidrogéis, membranas,
fibras e outras, além da presenca de diferentes grupos funcionais, como hidroxila e
amino, que possibilitam a utilizacao de diferentes métodos de imobilizacdo (BERGER;

et al, 2004; KUMAR, 2000) .
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Figura 1: Representacdo esquematica das estruturas primdrias de (a) celulose, (b)

quitina e (c) quitosana.
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Fonte: ADRIANO, 2008.

3.3.2 Alginato de Sédio

Alginato é um polissacarideo extraido de algas marrons, com estrutura quimica

expressa na Figura 2 formada por um polimero linear constituido por unidades de 4cidos
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L-gulurénico e D-manuroénico (GEORGE; ABRAHAM, 2006; TAPIA, et al; 2004) .
Também conhecido por algina, é o carboidrato purificado extraido de vegetais
maritimos através de uma solucio alcalina, é extraido, sobretudo da alga Macrocystis
pyrifera. E um polimero amplamente usado para imobilizagio e tecnologias de
microencapsulacdo. A algina é composta principalmente pelo sal sédico do 4cido
alginico, polimero linear do 4cido L-gulurdnico e do dcido D-manurénico. Este tltimo é
o principal componente, mas pode haver alguma variacdo, dependendo da alga de
origem. O alginato de sédio caracteriza-se como pé fino ou grosso quase inodoro e
insipido, de cor branco-amarelada. E bastante hidrossoldvel, formando uma solucdo
coloidal viscosa. Tem utilidade na inddstria alimenticia, para cosméticos em suspensao,
como goma e como ligante e espessante em comprimidos. Os sais de vérios cations
polivalentes e o acido alginico t€ém propriedades uteis para formagdo de géis, por isso, 0
alginato de sodio tem aplicacio na geleificacio para vdrias finalidades como
imobilizacdo enzimdtica, formacdo de membranas e encapsulacio de drogas

(ADRIANO, 2008).

Figura 2: Estrutura quimica do alginato. G é o grupo do 4cido gulurénico e M € o grupo

do acido manuronico.

Fonte: ADRIANO, 2008.

3.3.3 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae também chamado fermento do “padeiro” ou

“cervejeiro” ¢ usado na industria alimenticia, vinicola e cervejarias. Este fungo trata-se



26

de um fermento geneticamente trativel e estd intimamente relacionado a Candida
albicans. Como uma consequéncia, torna-se um fermento modelo que em geral tem seu
uso em pesquisa molecular, incluindo sequéncia de anélise de DNA, mecanismo de acao
de drogas antiftingicas (ADRIANO, 2008).

O género Saccharomyces inclui vérias espécies sendo a mais conhecida a
Saccharomyces cerevisiae. Suas colOnias t€ém crescimento rdpido e amadurecem em trés
dias. Eles sdo planos, lisos, imidos. Sdo unicelulares e gram positivos (ADRIANO,
2008).

Saccharomyces cerevisiae tem aproximadamente 40um3 de volume contendo

B(1-3)-D-glicana, B(1-6)-D-glicana, quitina e manoproteina(s) (ADRIANO, 2008).

3.4 Modificacao Quimica do Suporte

Com a finalidade de prolongar a estabilidade quimica e fisica do suporte, t€ém
sido empregadas alternativas como a modificacdo quimica, também denominada de
reticulacdo, empregando diferentes agentes de ativacdo (LI; BAIL 2005; MENDES; et al,
2010; GONCALVES; et al, 2005; RODRIGUES, et al, 2008). A ativacdo do suporte
tem como objetivo aumentar a resisténcia mecanica, alterar a hidrofobicidade,
biocompatibilidade e estabilidade quimica tornando-o assim mais resistente. Para
ativacdo de diversos suportes, vdrios agentes bifuncionais t€m sido empregados
(VIEIRA, 2004).

O glutaraldeido € o dialdeido mais utilizado na ativagdo de suportes para
imobilizacdo de enzimas e tem sido extensivamente citado como agente ativador de
matrizes para imobilizar enzimas e proteinas. Apesar de sua reacio com grupos amino
primdrios para promover reticulacdo covalente ter sido explorada em vdrias
circunstancias, o mecanismo preciso dessa reacdo e a estrutura dos componentes
quimicos formados ndo foram ainda bem elucidados. Glutaraldeido reage com aminos
da quitosana e consequentemente, esses grupos ficam disponibilizados em menor
quantidade para a formagao de complexos diminuindo sua capacidade de adsorcdo. A

reacdo de ativacdo entre glutaraldeido e quitosana estd exemplificada na Figura 3.
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Grupos amino sdo polares e estes geralmente ficam expostos para o meio na superficie
da proteina e, quando desprotonados, sdo muito reativos e, mesmo sem prévia ativagao,
atuam como agente nucleofilico contra os dtomos com carga parcialmente positiva
localizados na superficie do suporte (GOMEZ; et al, 2006; MATEQ; et al, 2000).

Os grupos aminos sdo capazes de reagir com varios grupos laterais das proteinas,
como hidroxila, carbonila, amino e sufidrila. Sua caracteristica € a alta reatividade dos
grupos aldeidicos com aminas primdrias inclusive com pH inferiores a dos grupos
aminos da enzima. Estes grupos tém a capacidade de imobilizar proteinas através das
bases de Schiff em uma larga faixa de condi¢des (baixas temperaturas e curto tempo de
contato enzima-suporte), inclusive utilizando suportes com baixo grau de ativacdo
(CARDIAS; et al, 1999).

O método de ativagdo do suporte mais vidvel deve ser aquele que produza
grupos aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar que ocorra
impedimento estérico. Como principal vantagem na utilizacdo de grupos aldeidos para
ativacdo do suporte tem-se a reversibilidade da ligacdo amino-aldeido, que facilita a
imobilizacdo da enzima sem causar importantes distor¢des na estrutura proteica,

enquanto reagem reversivelmente com grupos amino da enzima (ADRIANO, 2008).

Figura 3: Reacdo de ativacao entre glutaraldeido e quitosana.

o
H OH o
glutaraldeido "
HOH;C H
H
1] H
H H.,
TN AN
H
0 H
+

H
H
H:
- H '1 Hzo H H
-\-\-_':r
OH H H
H o
CH; 0H H
].[_
H 1]

Fonte: ADRIANO, 2008.
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4. Material e Métodos

4.1 Material

4.1.1 Suportes

Quitosana em pé com grau de desacetilacdio de 85,2% adquirido junto a
POLYMAR IND LTDA, Fortaleza, Cear4, e alginato de sddio distribuido pela Vetec —

Sao Paulo; foram utilizados como suporte no processo de imobilizacdo enzimaética.

4.1.2 Microrganismo

Saccharomyces cerevisiae (fermento Umido para panificagdo) da marca
Fleischmann®, utilizado para aumentar a capacidade de imobilizacdo pela possibilidade

de formacdo de poros.

4.1.3 Reagentes Usados para Tratamento dos Suportes

e Fosfato de potdssio monobdsico e fosfato de potdssio dibédsico (Dindmica
Quimica Contemporanea LTDA) foram utilizados para preparacdo do
tampao;

e Acido tricloroacético (SIGMA-ALDRICH BRASIL LTDA) como agente
desnaturante enzimatico;

e Carbonato de sd6dio (Dinamica Quimica Contemporanea LTDA) e
solucdo de Follin-Cicocalteu’s (SIGMA-ALDRICH BRASIL LTDA)
para determinar proteinas pela reacdo colorimétrica;

e Sabido em p6é da marca OMO® tripla acdo para agilizar a lise celular.
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4.1.4 Enzima

Neutrase® com atividade de 40,45 U/mL + 3,5 adquirida da Novozymes Latin

America Ltda.

4.1.5 Agente Ativante

Glutaraldeido a 25% (v/v) comercializado pela Vetec — Sdo Paulo, escolhido

como agente ativante.

4.1.6 Substrato

Caseina de leite bovino (SIGMA-ALDRICH BRASIL LTDA).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao das Particulas de Hibridos de Quitosana: Quitosana 2,5%
- Alginato de Sédio 2,5%

A quitosana em p6 foi dissolvida em &4cido acético 5% v/v e a esta solugdo
adicionou-se o polimero alginato de sédio, ficando em homogeneizacao por 30 minutos.
Apos a solubilizagdo, a solugdo foi adicionada lentamente em uma solucdo de NaOH
0,IM na razdo 1/10 passando por agitacdo moderada por 4 horas a temperatura
ambiente. Passado esse intervalo de tempo, as particulas foram lavadas exaustivamente
com &gua destilada até a neutralidade e secas a vacuo, resultando no gel suporte de
quitosana 2,5% - alginato de sodio 2,5%, sendo todas as concentracOes percentagem

massa/volume (ADRIANO, 2008).
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4.2.2 Preparacio das Particulas de Hibridos de Quitosana Contendo

Microrganismo: Quitosana 2,5% - Alginato de Sédio 2,5% - Sc 5%

A quitosana em p6 foi dissolvida em &4cido acético 5% v/v e a esta solugdo
adicionou-se o polimero alginato de s6dio e posteriormente 0 microrganismo
Saccharomyces cerevisiae (Sc), ficando em homogeneizacao por 30 minutos. O sistema
solubilizado foi lentamente adicionado em NaOH 0,1M na razdo 1/10 sobre agitacio
moderada e deixado em repouso por 4 horas.

Para que ocorresse uma lise celular bem mais rdpida, pratica e com menos custo,
utilizou-se sabdo em pdé comercial da marca OMO® tripla acdo o qual contém
proteases, lipases secretadas por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. Apds a
coagulacao do gel em NaOH, o pH da solugdo coagulante foi ajustado em 9,0 e a
temperatura de 40°C e adicionou-se sabdao em pd numa concentracdo de 1% m/v e
manteve-se o sistema sob agitacdo por 24 horas, lavou-se o gel com dgua destilada até a
retirada de todo sabdo em po para atingir a neutralidade e as particulas foram secas a
vacuo formando o gel suporte de quitosana 2,5% - alginato 2,5% - Sc 5%, sendo todas

as concentragdes percentagem massa/volume (ADRIANO, 2008).

4.2.3 Ativacao dos Suportes Utilizando Glutaraldeido

Os suportes foram ativados com glutaraldeido 5% v/v em tampao fosfato de
potassio 0,1M pH 8,0 por 1h a 25°C (razdo Vgel/Vtotal de 1/10), como mostra o
esquema da Figura 4. O glutaraldeido atua como agente ativante com a finalidade de
facilitar a imobilizacdo da enzima e evitar a dessor¢do da mesma. Depois de ativados, os
suportes foram lavados com dgua destilada para retirar o excesso de glutaraldeido e suas

massas foram verificadas (ADRIANO, 2008).
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Figura 4: Fluxograma mostrando a ativagao via glutaraldeido dos géis preparados.
1 g de gel (suporte)
- Leva a agitacdo por 1 hora;
- Filtra a vdcuo e lava com 4gua
destilada durante a filtracdo para

retirar o excesso de glutaraldeido;

9 mL de solucdo
de glutaraldeido

- Leva a balanca e verifica a massa
final.

Fonte: Prépria do trabalho, 2014.

4.2.4 Imobilizacao da Neutrase®

Ap6s a ativagdo dos suportes e de acordo a massa resultante dos mesmos, foram
preparadas solugdes enzimadticas em tampao fosfato de potédssio 0,IM pH 10,0 e o
extrato puro da enzima Neutrase®. As massas dos suportes juntamente com as solucdes
enzimaticas foram colocadas em tubos fechados e submetidos a rotacio de 30 rpm
durante 3 horas a uma temperatura de 25°C, sendo a carga oferecida 10 U/g de suporte.
Antes de leva-los a agitacdo, foram retiradas aliquotas para medida das atividades de t0
(atividade no tempo zero, antes da imobilizacdo) e tf (atividade ao final do processo de
imobilizacdo). Ao fim desse periodo, o derivado foi lavado com d4gua destilada

(ADRIANO, 2008).

4.2.5 Determinacao da Atividade Enzimatica

Foram determinadas as atividades da enzima livre e da imobilizada nos
diferentes suportes. Para obter a atividade da enzima livre, uma solu¢do de neutrase®
(solucdo enzimatica) contendo: neutrase® + tampao fosfato de potassio pH 8,0 foi
preparada; em um tubo de ensaio a uma temperatura de 50°C, 100 uL da solugdo
enzimatica foram misturados a 3 mL de caseina reagindo por 7 minutos, posteriormente

1 mL de 4cido tricloroacético (TCA) foi adicionado no tubo de ensaio parando assim a
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reacdo. De acordo com CHINELATE (2010), a proteina ndo hidrolisada precipitard na
presenca do TCA, possibilitando quantificar a massa de proteina que serd hidrolisada
pela enzima, e com isto, medir a atividade catalitica da Neutrase®. O precipitado foi
centrifugado a 3.000 rpm/5 minutos e uma solu¢do de Follin & Cicocalteu’s (FC) foi
preparada na razao 1:3; tubos de ensaios foram separados, sendo um deles destinado
para o branco, e nestes foram adicionados: o sobrenadante resultante da centrifugacio,
carbonato de sédio (Na,CO3) e FC, aguardou-se 45 minutos para que houvesse a reacao
colorimétrica e foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a um
comprimento de onda de 700 nm (ADRIANO, 2008). A Figura 5 esquematiza o

processo para obtencdo da atividade da enzima livre.

Figura 5: Esquema do processo de obten¢do da atividade da enzima livre.

0,1 mL de
enzima + 0,9
mL de
tampao

100 uL da solugdo
enzimética

>
caseina
L

T =50 °C
pH= 8,1

1 mL de TCA

7

T reagdo = 7 min

!

Centrifugar (2000 rpm/3min)

!
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= e e
3 mL N3.2C03
+ 1 mL de FC
I
B

Aguardar 45 minutos e fazer
leitura no espectrofotdmetro a
700 nm.

1 mL do sobrenadante + 3
mL de Na,CO3 + 1 mL de
FC

Fonte: Prépria do trabalho, 2014.

Procedimento semelhante foi realizado para medir a atividade da enzima

imobilizada para t0 e tf como mostra a Figura 6.

Figura 6: Esquema do processo de obtencao da atividade da enzima imobilizada para t0

Solugdo
enzimatica

e tf.

sk
100uL da solugdo
enzimatica
I"\._\__/I \l/
3 mL de
caseina
T=50°C
pH= 8,1 1 mL de TC

7

T reacdo = 7 min

!
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Centrifugar (2000 rpm/3min)

3mL N3.2C03
J_ + 1 mL de FC

B
WAL W

TO Tf

Y
1 mL do sobrenadante + 3
mL de Na,CO3 + 1 mL de
FC

Aguardar 45 minutos e fazer

leitura no espectrofotometro a
700 nm.

Fonte: Prépria do trabalho, 2014.

Para medir a atividade do derivado, 10 mL de caseina foram colocadas em um
reator sob agitacdo a uma temperatura de 50°C, a massa do derivado foi adicionada a
esse reator e passados 7 minutos, 2 mL de TCA foram misturados ao sistema,
precipitando a reacdo. O material do reator foi transferido para um tubo de ensaio e
centrifugado, o sobrenadante foi transferido para outro tubo juntamente com Na,CO3 e
FC e aguardou-se o tempo de 45 minutos para realizar a leitura da absorbancia em
espectrofotometro a um comprimento de onda de 700 nm (ADRIANO, 2008). A Figura

7 ilustra o procedimento para medida da atividade do derivado.

Figura 7: Modelo esquematico da medida da atividade do derivado.

Massa do derivado
+

10 mL de casefna 45 minutos e leitura a

\l/ 700 nm
7 minutos

v

2 mL de TCA — Centrifugar — 1 mL do sobrenadante + 3 mL de Na,COs +
1 mL de FC

Fonte: Prépria do trabalho, 2014.
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Com as medidas das absorbancias, foi calculada a concentragdo de tirosina [Tyr]

(produto de hidrdlise), pela equacdo 1:

bs—0,0332
[Tyr] = “ouss (D

Encontrada a [Tyr], substituiu-se o seu valor na seguinte equacdo para encontrar
a atividade enzimética:

[Tyr]xVr x 5520
VexTr

Ativ = (2)
O processo de imobilizacdo foi avaliado quantificando a atividade enzimética a
partir dos cdlculos de Atividade Recuperada (ARec) e do Rendimento de Imobilizacdao

(RI), através das seguintes equagdes:

A AP
ARec (%) = e X 100 3)
ARec = Atividade recuperada
AAP = Atividade Aparente do Derivado
ATI = Atividade Teérica de Imobilizacao

ATI
RI = o X 100 4)

RI = Rendimento da Imobilizacio

ATI = Atividade Tedrica de Imobilizacao

ATO = Atividade no Tempo Zero

4.2.6 Ensaios de Estabilidade Térmica

Em forma livre e imobilizada, amostras da enzima Neutrase® foram incubadas
em tampdo fosfato de potdssio 100 mM, pH 8,0 a uma temperatura de 60°C. Em
intervalos de tempo pré-definidos as amostras eram retiradas e colocadas em banho de
gelo e posteriormente medidas suas atividades. O suporte quitosana 2,5%-alginato 2,5%
foi submetido a este ensaio por 2,5 h, sendo as amostras retiradas a cada 0,5 h; enquanto

o suporte quitosana 2,5%-alginato 2,5%-Sc 5%, submetido a 6 h, tendo suas amostras
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retiradas a cada 0,5 h até completar 3 h de ensaio e a cada 1 h até o tempo restante. A
constante de desativacdo térmica para cada derivado foi calculada de acordo com o

modelo proposto por BELVER (2008).

a= e—kdxt (5)

O tempo de meia vida da enzima (t¥2), que é definido como o tempo necessario
para que ocorra uma reducdo de 50% da atividade inicial, utilizando o parametro Kd, foi

calculado pela equacao:

In(0,5- @)

1/, —
te = kdx (1—a)

(6)

Foi calculado ainda o Fator de Estabilizacdo, que € a razdo entre os tempos de

meia vida do derivado e da enzima soluvel, através da equagao:

FE = t% derivado (7)

t% enzima soluvel

4.2.7 Cinética Enzimatica

Diferentes concentracdes de substrato (2 a 40 g/L) foram usados para medir os
parametros cinéticos através da medida da atividade.
Para obtenc¢do das velocidades maximas e das constantes cinéticas foi utilizada a

equacao do modelo cinético de Michaelis-Menten (CHINELATE, 2013).

Vmax x S
Km+S

v(S) = (8)
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5. Resultados e Discussao

A seguir serdo apresentados os resultados da preparagdo dos derivados obtidos
no processo de imobilizacdo da enzima Neutrase® em suportes a base de quitosana e

alginato.

5.1 Caracterizacio dos Suportes: Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% e Quitosana
2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%

Ap6s ativagdo dos suportes com glutaraldeido e imobilizacdo dos mesmos, estes
foram comparados sob alguns parametros apresentados na Tabela 1 para que fosse
observado qual apresentou melhores resultados.

Com relagdo ao rendimento de imobilizacdo, o suporte que apresentou melhor
resultado foi o Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% (QUI
2,5% - ALG 2,5% - Sc 5%) com um valor de 47,57%, enquanto o suporte Quitosana
2,5% - Alginato 2,5% (QUI 2,5% - ALG 2,5%) apresentou um rendimento de
imobilizacdo correspondente a 40,31%. No entanto, a atividade recuperada apresentou
um melhor resultado no suporte QUI 2,5% - ALG 2,5% com um valor de 59,93%. A
atividade aparente foi melhor no suporte QUI 2,5% - ALG 2,5%, fato este um pouco
inesperado, pois a produ¢do e aumento do tamanho de poros no suporte que podem ser
proporcionados pela retirada do S. cerevisiae do suporte pelo tratamento com sabado,

facilitaria a difusdo do substrato no gel e aumentaria o espagco para imobilizacdo.

Tabela 1. Pardmetros de imobilizacdo de Neutrase® em Quitosana 2,5% - Alginato
2,5% (m/v) e Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% em pH
10,0 a 25°C durante 3 horas de imobilizacdo. Carga enzimatica oferecida 10 U/g. Cuité,

Jan. de 2014

Suporte At RI (%) At teoricamente At recuperada At
oferecida imobilizada (U/g) (%) aparente
(Ulg) (Ulg)
Quitosana-Alginato 29,77 40,31 12 59,93 7,2
Quitosana-
54,93 47,57 26,13 25,35 6,6

Alginato-Sc

Fonte: Dados do trabalho, 2014
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Faria (2013) que também ativou com glutaraldeido e imobilizou a enzima
Neutrase® observou o mesmo no que se referiu ao rendimento de imobilizacdo e
atividade recuperada em seus suportes que eram a base de quitosana e gelatina. Em que
o suporte Quitosana 2,5% - Gelatina 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% apresentou
um melhor rendimento de imobiliza¢do (76%) e o suporte Quitosana 2,5% - Gelatina
2,5%, uma melhor atividade recuperada (52%). Sousa (2014) imobilizou a enzima
Neutrase® em suportes a base de quitosana e gelatina ativados com epicloridrina
utilizando o Saccharomyces cerevisiae, obtendo melhor resultado para o suporte
Quitosana 2,5% - Gelatina 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, com rendimento de
imobilizacdo equivalente a 71%. O melhor resultado para o rendimento de imobilizagao
ja era um tanto esperado para o suporte que continha Saccharomyces cerevisiae pela
natureza do mesmo, devido a sua alta porosidade, oferecendo assim, uma elevada édrea

superficial por unidade de 4rea para imobiliza¢do da enzima.

5.2 Estudo da Estabilidade Térmica

Os dois suportes foram submetidos a uma avaliagdo quanto a sua estabilidade
térmica em temperatura correspondente a 60°C, conforme Ortega et al., (2009),
determinando o t%2 (tempo de meia vida) e fator de estabilidade térmica (FE), bem como
a constante de desnaturacdo térmica Kd, aplicando o modelo de Sadana-Henley (1987),
os resultados podem ser visualizados na Tabela 2 e nos graficos a seguir.

O suporte Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% foi avaliado por 2,5 horas, enquanto
o suporte Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% foi

submetido ao teste de estabilidade térmica por 6 horas.



39

Tabela 2. Parametros de estabilidade térmica a 60°C da imobilizacdo da enzima
Neutrase® em suportes de Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% e Quitosana 2,5% -
Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% ativados com glutaraldeido. Cuité, Jan.

de 2014

Sadana e Henley
Biocatalisadores (1987) t2 (h) FE
Kd"'

Neutrase solivel 19,08 0,036 1
Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% 0,3345 2,072 57,03
Quitosana 2,5% — Alginato 2,5% 0,21712 3,192 87,86

- Sc 5,0%

Fonte: Dados do trabalho, 2014.

Conforme pode ser observado na Tabela 2, o suporte Quitosana 2,5% - Alginato
2,5%, apresentou uma maior constante de desnaturacio (Kd); o suporte Quitosana 2,5%
- Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% se mostrou mais estavel, apresentando
tempo de meia vida (t2) correspondente a 3,2 horas; ambos suportes apresentaram bons
valores de fator de estabilidade térmica, contudo o suporte Quitosana 2,5% - Alginato
2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% mostrou-se 87,86 vezes mais estavel que a enzima
solivel, caracterizando-se como melhor suporte para imobilizacdo da enzima
Neutrase®. Faria (2013) obteve uma melhor estabilidade térmica para o suporte
Quitosana 2,5% - Gelatina 2,5% com fator de estabilidade 93,95 vezes mais estavel que
a enzima soluvel. Sousa (2014) obteve uma melhor estabilidade para o suporte
Quitosana 2,5% - Gelatina 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, sendo este 86,38
vezes mais estavel que a Neutrase® soldvel. Segundo Rodrigues (2008), os altos valores
do fator de estabilidade térmica podem ser explicados pelo fato dos grupos aldeidos do
glutaraldeido apresentarem alta reatividade, que o torna versétil, sendo assim utilizado
em muitas condi¢des diferentes. O que também pode explicar esse resultado € a
utilizacdo da Saccharomyces cerevisiae na composi¢do do suporte, Adriano (2008)
reporta que os polissacarideos que compdem a parede celular do microrganismo
parecem ter uma func¢do estrutural, considerando que monoproteinas podem agir como

protetoras e sao importantes para a permeabilidade da parede celular. A lise da parede
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celular do fungo se mostrou mais eficiente devido a sua estrutura de parede ser mais rica

em macromoléculas o que levou as melhores configuragdes internas de poros.

Figura 8. Gréficos da estabilidade térmica obtida a partir da imobilizacdo de Neutrase®;
(A) em suporte de Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% ativado com glutaraldeido a 60°C,
por 2,5 horas, pH 10,0, com carga inicial oferecida de 10 U/g de suporte; (B) em
suporte de Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% ativado
com glutaraldeido a 60°C, por 6,0 horas, pH 10,0, com carga inicial oferecida de 10 U/g

de suporte.

0.2 0.2

0,0 (A)

0,24

0.4

In (At-At )

In (A-At,)

~0.64

_0.84
b

-1.0 T T T T T T o 1 2 3 a 5 6
-0,5 0.0 0.5 1.0 1.5 2,0 25 3.0
Tempo (horas)
Tempo (horas)

Fonte: Dados do trabalho, 2014.

O tempo de meia vida da enzima (t'2), calculado através da equacdo 6, estd
expresso através da Figura 8 que ilustra as estabilidades térmicas obtidas a partir da
imobilizacdo da Neutrase® nos suportes Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% e Quitosana
2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%, respectivamente. Nota-se através
da figura citada e também pode ser observado na Tabela 2, que o t%2 do suporte
contendo o microrganismo apresenta um valor superior ao do outro suporte, mostrando

ser esse o suporte mais estdvel a uma temperatura de 60° C.

5.3 Estudo Cinético

Diferentes concentracdes de caseina e a enzima Neutrase® em sua forma livre e

imobilizada, com carga oferecida de 10 U/g de gel, pH 10,0 a 50°C, foram utilizadas
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para determinacao da velocidade maxima da reacdo e da constante de Michaelis-Menten
através do modelo de Michaelis-Menten, expresso pela equagado 8.

A cinética enzimdtica estuda o efeito das diferentes varidveis que influenciam na
velocidade da reacdo, dentre elas estdo: temperatura, pH, concentracdo de substrato e
concentracao de inibidores e ativadores enzimaticos.

No que se refere ao efeito da concentragdo do substrato, seguiu-se o modelo de
Michaelis-Menten, ajustando-o aos pontos experimentais de velocidade inicial em
funcdo da concentracdo do substrato. Os valores dos parametros Vmax e Km que
melhor fizeram o modelo de Michaelis-Menten se ajustar aos pontos experimentais
estdo expressos na Tabela 3 e na Figura 9. Ainda analisando a referida tabela, confirma-
se o bom ajuste do modelo aos pontos experimentais pelos 6timos valores de R* tanto
para a enzima livre, quanto para a imobilizada nos diferentes suportes. Ressaltando que
o suporte contendo Saccharomyces cerevisiae ainda se sobressaiu quanto ao outro

suporte.

Tabela 3. Parametros cinéticos da enzima livre e imobilizada nos diferentes suportes.

Cuité, Jan de 2014.

Neutrase Km (g.L‘l) Vmax (U.mL’l) R’
Enzima Livre 30,7 93,4 0,990
QUI2,5% - ALG 2,5% 5,7 32,4 0,908
QUI 2,5% - ALG 2,5%
- Sc 5% 30 48,1 0,994

Fonte: Dados do trabalho, 2014.

Chinelate (2013) diz que a concentragdo de substrato € um fator relevante na
velocidade de hidrélise, ndo sé por razdes cinéticas, mas também, porque altas
concentracdes de sélidos agem sobre a eficdcia de mistura e sobre as resisténcias ao

transporte de massa.
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Figura 9. Ajuste do modelo de Michaelis-Menten para a reac@o de hidrélise da caseina
10 U/g suporte a 60°C pH 10,0; (A) enzima livre; (B) enzima imobilizada no suporte

Quitosana 2,5% - Alginato 2,5%; (C) enzima imobilizada no suporte Quitosana 2,5% -

Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%.
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Adriano (2008) afirma que através da imobiliza¢cdo enzimatica, hd uma restri¢ao
na mobilidade da enzima afetando também o fluxo de substratos em direcdo aos poros
do biocatalisador. Assim, haverd um decréscimo na velocidade de reacdo e consequente
perda de eficiéncia catalitica quando comparado a enzima livre.

Tanto para a enzima livre quanto para a imobilizada, foram utilizadas as mesmas

quantidades de enzima em todas as reacdes. Desse modo, qualquer problema usando a

enzima imobilizada foi devido a efeitos difusionais.
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Acredita-se que a hidrdlise foi limitada pela maior dificuldade de difusdo do
substrato no interior dos poros dos géis preparados, o que fez com que o valor de Vméx
diminuisse em relacdo ao da enzima livre.

Faria (2013) que utilizou o suporte Quitosana 2,5% - Gelatina 2,5% -
Saccharomyces cerevisiae 5% para realizar o estudo cinético, encontrou um valor de
Km de 4,3 g.L'! e Vmiax de 6,0 U.mL™". Nota-se que o valor de Km é 15,5 vezes menor
que o da enzima livre. Enquanto que o valor de Vméx encontrado neste trabalho no
suporte contendo o microrganismo € 1,9 vezes inferior ao da enzima livre. Sousa (2014)
encontrou uma valor de Vmaéx correspondente a 50,1 U.mL’ para o suporte Quitosana
2,5% - Gelatina 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%. Portanto, pode-se afirmar que os
efeitos difusionais foram mais prejudiciais para o suporte utilizado por Faria (2013),
talvez porque o suporte dela tenha apresentado uma maior quantidade de poros devido
as caracteristicas da gelatina e da Sc, e que estes foram mais afetados pelo efeito de

reticulac@o causada pelo glutaraldeido, que fecha a malha dos poros do suporte.
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6. Conclusao

Em geral, a enzima Neutrase® imobilizada em suportes a base de Quitosana 2,5% -
Alginato 2,5% e de Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5%
ativados com glutaraldeido mostraram vantagens significantes quando comparadas a
enzima livre. Para os géis ativados com glutaraldeido, o suporte Quitosana 2,5% -
Alginato 2,5% - Saccharomyces cerevisiae 5% apresentou melhores resultados, com
rendimento de imobilizacdo 47,57%; quanto a estabilidade térmica, mostrou-se 87,86
vezes mais estdvel que a enzima solivel e foi o suporte que melhor se adequou ao
modelo cinético de Michaelis-Menten.

As informagdes adquiridas pelo presente trabalho indicam que foi possivel a
imobilizacio da enzima Neutrase® nos dois suportes utilizados, bem como a
caracterizacdo dos mesmos quanto ao rendimento de imobiliza¢do, atividade
recuperada, fator de estabilidade e ensaios cinéticos. Porém quando se compara os dois
suportes, fica evidenciado que o suporte Quitosana 2,5% - Alginato 2,5% -
Saccharomyces cerevisiae 5% caracteriza-se como melhor suporte para imobilizacdo da
enzima em estudo.

A obtencdo de melhores resultados na imobilizacdo da Neutrase® pelo suporte que
continha Saccharomyces cerevisiae era um tanto esperada pela natureza do mesmo,
devido a alta porosidade que o suporte apresentava, oferecendo assim, uma elevada drea

superficial por unidade de 4rea para imobiliza¢dao da enzima.
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