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Resumo

A imobilizagdo da invertase em residuos agroindustriais traz diversas vantagens,
como a criacdo de uma inovagdo biotecnoldgica, reaproveitamento de matérias e
obtencdo de agucar invertido de alta qualidade e alto grau de pureza. O objetivo do
trabalho foi analisar métodos fisicos de extracdo da invertase de Saccharomyces
cerevisiae e protocolos de ativacdo de p6 de sabugo de milho para imobilizacdo da
enzima, e posteriormente avaliar os derivados quanto a potencialidade para producéo de
acucar invertido. A levedura foi submetida a seis tratamentos fisicos de rompimento: (1)
congelamento, (2) congelamento com &gua, (3) ultrassom, (4) agitacdo na presenca de
abrasivos, (5) maceracdo sem solventes orgénicos e (6) maceracdo com éter. O extrato
do melhor método foi parcialmente purificado. O p6 de sabugo de milho foi ativado (1)
com a formacgdo de grupos glioxil, amino e glutaraldeido subsequentes, ou (2) com
oxidacéo direta, formacdo de grupos amino e glutaraldeido, também subsequentes. A
estabilidade térmica, inativacdo térmica e meia vida dos derivados foram avaliadas. O
melhor derivado foi entdo estocado Umido, em agua destilada, tampéo fosfato de sddio
pH 7 e tampdo acetato de sodio pH 4,5, e submetido a experimentos de carga maxima
enzimética e utilizado em reator de batelada e de leito fluidizado com solugdo de
sacarose 40%. Dos seis tratamentos de extracdo da invertase, a agitacdo na presenca de
abrasivos foi capaz de extrair maior quantidade de proteinas (3,3 + 0,4 mg.mL™) e
unidades enzimaticas (509,0 + 81,3 U.mL™), entretanto o tratamento com maior
atividade especifica foi o ultrassom (1696,5 + 528,7 U.mg™). O método escolhido como
melhor foi o congelamento puro, que apés purificacdo parcial resultou em extrato com
1.101,27 U, atividade especifica de 1.324,28 U.mg™, velocidade méxima de 3.333,3
umols.min™.mg™ e Km de 54,7 mM. A imobilizagdo foi concluida com 90 minutos de

reacdo, sendo que o derivado de p6 de sabugo de milho oxidado direto (2) foi capaz de



reter maior atividade enzimatica e ser mais estvel a 60°C. Ambos os derivados
apresentaram meia-vida superior a 68,5 horas de incubacdo a 50°C e foram inativados
em 30 minutos de incubagéo a 65°C. O derivado resultante da oxidacéo direta do pé de
sabugo de milho foi escolhido para armazenamento e experimentos em reator. Apos 100
dias de estocagem, o derivado armazenado em tampé&o acetato manteve 88,4 = 5,6% da
atividade inicial. A carga maxima do suporte foi de 277,7 + 30,7 U.g™, que quando
usado em reator em batelada hidrolisou 100% da solucéo de sacarose 40% em apenas 5
horas de operagéo, e quando utilizado em reator de leito fluidizado foi possivel hidrolise
de 24% em apenas 1 ciclo de 30 minutos. Um derivado com menor carga enzimatica,
quando operado em reator de leito fluidizado e solugdo de sacarose 40%, manteve a
atividade enzimatica igual a inicial apds 10 ciclos. Estes resultados mostram grande
potencial para producdo de agucar invertido, uma vez que a extracdo da enzima €
simples e o derivado manteve-se funcional com o uso de altas concentractes de
sacarose, alem de ser estavel nessas condi¢des, ou seja, ndo ha rompimento da interacéo

enzima-suporte.

Palavras-chave: aglcar invertido, imobilizagdo em suporte solido, invertase,

Saccharomyces cerevisiae.



Abstract

Immobilization of invertase on agro-industrial byproducts has many advantages,
such as a biotechnology innovation, reuse of materials and obtaining of high quality and
purity invert sugar. The objective of this work was to analyze physical methods for
invertase extraction from Saccharomyces cerevisiae and the activation of powdered
corncobs for enzyme immobilization protocols, and then evaluate the potential of the
derivatives for the production of invert sugar. The yeast was subjected to six physical
disruption treatments: freezing, freezing with water, ultrasound, stirring in presence of
abrasives, maceration without organic solvents and maceration with ether. The extract
from the best extraction method was partially purified. The powdered corncobs were
activated (1) with the formation of glyoxyl, amine and glutaraldehyde groups,
subsequently, or (2) direct oxidation, formation of amine and glutaraldehyde groups,
also subsequently. The thermal stability, thermal inactivation and half-life of the
products were evaluated. The best derivative was then stored dampened, in distilled
water, sodium phosphate buffer pH 7 and sodium acetate buffer pH 4.5, and subjected
to maximum enzyme load test, in batch reactor and fluidized bed reactor with 40%
sucrose solution. Among the six invertase extraction treatments, the agitation in the
presence of abrasive extracted greater amounts of protein (3.3 + 0.4 mg.mL™) and
enzymatic units (509.0 + 81.3 U.mL™), however treatment with higher specific activity
was ultrasound (1696.5 + 528.7 U.mg™). The method chosen as the best was freezing,
that after partial purification resulted in extracts with 1101.27 U, specific activity of
1,324.28 U.mg?, Vmax of 3,333.3 pmols.min®.mg’! and Km of 547 mM.
Immobilization was completed after 90 minutes of reaction, whereas the derivative from
direct oxidized was capable of retaining higher enzyme activity and was the more stable

at 60°C. Both derivatives showed half-life superior to 68.5 hours of incubation at 50°C



and were inactivated within 30 minutes of incubation at 65°C. The resulting derivative
from direct oxidation of corncob was chosen for storage and reactor tests. After 100
days of storage, the derivative stored in acetate buffer remained 88.4 + 5.6% of the
initial activity. The maximum load of the support was 277.7 + 30.7 U.g™*, which could
hydrolyze 100% of sucrose solution in only 5 hours of operation when used in a batch
reactor, and 24% when used in a fluidized bed reactor in just one cycle. A derivative
with lower enzyme load when operated in a fluidized bed reactor, kept the initial
enzyme activity after 10 cycles. These results show great potential for the production of
invert sugar with the enzyme immobilized on powdered corncob, once the extraction is
simple and the immobilized enzyme remained functional with the use of high
concentrations of sucrose, and was stable under these conditions, with no disruption of

the enzyme-support interaction.

Key words: immobilization on solid support, invert sugar, invertase, Saccharomyces

cerevisiae.



1. Introdugéo

O acucar invertido é o produto da hidrolise da sacarose, resultando em uma
mistura de glicose e frutose. Seu uso em alimentos é vantajoso quando em comparagdo
com a sacarose, pois confere mais cremosidade ao produto, além de nédo cristalizar,
possuir ponto mais baixo de congelamento e maior poder edulcorante (Gava et al,
2008). A obtencdo do acucar invertido pode ser por meios &cidos, resinas de troca iénica
ou utilizacdo de enzima invertase. Entretanto apenas o uso de enzima confere pureza ao
produto, uma vez que o uso de &cido e resina podem gerar produtos secundarios de
coloracéo escura e sabor amargo, influenciando negativamente o alimento em que sera

empregado (Moroz et al, 1973).

Entre os anos de 2008 e 2010 o Brasil produziu mais de 800.000 toneladas de
xaropes de aglcar por ano, incluindo xaropes de agUcar invertido. Entretanto, a
producdo brasileira de agucar invertido é exclusivamente feita pela via 4cida e resinas
de troca idnica, resultando em um produto de baixa qualidade e alto custo energético

(IBGE, 2012; 2011; 2010).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas para a producdo de agucar invertido pode
beneficiar, tanto a indlstria, quanto os consumidores, pois um produto de maior

qualidade podera ser oferecido.

Técnicas de imobilizacdo de enzimas tém sido descritas regularmente, mas poucas
obtiveram sucesso para a utilizacdo em larga escala. A escolha da técnica de
imobilizacdo deve ser criteriosa, pois deve conferir vantagens cataliticas, como por
exemplo, maior estabilidade da enzima. Outro item importante é a escolha do suporte,
que deve ser estavel as condicdes de ativacdo, imobilizacéo e atividade da enzima, além

de ser de facil obtencéo.
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Nesse contexto, 0 uso de residuos agroindustriais como suporte para imobilizacdo
enzimética poderd gerar um produto de alta qualidade e transformar um elemento

residual em uma invencao biotecnoldgica com incentivo a sustentabilidade.

O objetivo desse trabalho foi obter um derivado com invertase de Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em p6 de sabugo de milho capaz de hidrolisar solugdes de
sacarose em alta concentracdo. Para isso, foram avaliadas diferentes técnicas de
extracdo da enzima da levedura e mecanismos de ativa¢do do p6 de sabugo de milho,
com o intuito de obter o maximo possivel de enzima em suporte com caracteristicas

adequadas ao procedimento de imobiliza¢éo para producéo de agucar invertido.
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2. Revisdo Bibliografica
2.1. Sacarose

Sacarose (Ci2H22011), ou B-D-frutofuranosil-a-D-glicopiranésido, € um
dissacarideo ndo redutor formado por uma molécula de frutose e glicose unidas por
ligacdo glicosidica al1,2 (Bobbio, 2003). E produzida por plantas fotossintetizantes e é
o principal agucar na seiva das plantas, sendo comercialmente extraida da cana-de-
acucar (Saccharum sp) e beterraba (Beta sp). Trata-se um agucar fermentescivel, que em
concentragfes aproximadas de 60% é resistente ao desenvolvimento bacteriano e
cristaliza-se. Na industria de alimentos é amplamente utilizada devido ao seu poder
edulcorante, adesividade e viscosidade em solucdo (Vettorazzi & MacDonald, 1989),
podendo atuar também como conservante quando em altas concentragdes por aumento

da pressdo osmdtica (Gava et al, 2008).

O acgucar de mesa brasileiro € proveniente exclusivamente da cana-de-agUcar. Para
ser obtido, a cana passa por um processo industrial de lavagem, moagem, tratamento,
clarificacdo, cristalizagdo, entre outros, transformando o original caldo escuro e
aromatico em um produto cristalizado, branco e sem aromas. Estima-se que no Brasil
sejam produzidas 36,45 milhdes de toneladas de agucar na safra de 2014/15, o que

equivale a aproximadamente 729 milhdes de sacas de 50 kg (CONAB, 2014).
2.2. Acucar invertido

A hidrdlise da sacarose resulta em um produto denominado acUcar invertido,
constituido por porcBes equimolares de glicose e frutose. O nome “invertido” é

decorrente da rotagdo Optica da solucdo, pois uma solucdo pura de sacarose altera um
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feixe de luz polarizada a +66,5° (direita), enquanto que uma solugdo totalmente
hidrolisada altera o feixe a -39,6° (esquerda), que corresponde & soma da rotacdo da
glicose (+52,7°) e da frutose (-92,3°). Tal produto possui diversas vantagens em relagéo
a sacarose, dentre elas, maior capacidade edulcorante, alta higroscopicidade, maior
possibilidade de concentracdo, ponto de ebulicdo mais alto, ponto de congelamento
mais baixo e resisténcia a cristalizacdo (Koblitz, 2010), melhorando a qualidade de
determinados produtos, como por exemplo, bebidas carbonatadas, frutas cristalizadas e
bombons com recheios cremosos (Moroz et al, 1973). De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2013), em 2011 foram produzidas
844.206 toneladas de xaropes de agUcares, incluindo xaropes de acUcar invertido,

equivalente a R$ 870.122.000,00.

A hidrolise da sacarose pode ser realizada por via acida, resina de troca iénica ou
enzimatica. A hidrdlise acida, também chamada de hidrélise homogénea, é feita através
da adicdo de um &cido a solugdo de sacarose, podendo ser acido cloridrico, acido
fosforico, acido sulfurico, entre outros, e aquecimento da mistura, que apds a inversao
deveré ser neutralizada com uma base, como hidréxido de sddio. A escolha do &cido ird
depender das caracteristicas desejaveis do produto final e condi¢bes do processo. Por
exemplo, segundo Moroz et al (1973), para a producdo de 1.000 a 10.000 galdes de
acucar 50% invertido, aquece-se a solucdo de sacarose 60-70% (m/v) a 60-70°C
acidificada com &cido cloridrico, pH 2, por 2 horas. Ja para a producao de agucar 95%
invertido, a temperatura precisa ser aumentada a 80°C e o periodo de aquecimento
também é prolongado. Entretanto, temperaturas elevadas causam a degradacdo do
acucar, que é submetido a um processo de escurecimento ndo enzimatico com a
producéo de 5-(hidroximetil)-2-furaldeido, conhecido também como

hidroximetilfurfural (HMF) (Bobbio, 2001; Moroz et al, 1973).
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A inversdo por meio de resina de troca ibnica, ou hidrdlise heterogénea, ocorre
através da liberagdo de fons H* por uma resina iénica. Em geral, a solucéo de sacarose
passa com a velocidade constante por uma coluna contendo resina fortemente catidnica
e temperatura entre 50° e 75°C. A hidrolise diminui conforme ocorre a exaustdo da
resina, que deverd ser carregada novamente com um acido (Moroz et al, 1973). Assim
como ocorre na hidrolise &cida, esse método de inversdo degrada o aglcar, com
formacdo de HMF, pois resinas de troca i6nica também sdo grupos cataliticos da reacéo

(Lewkowski, 2001).

O composto hidroximetilfurfural € desejavel em diversas situagdes, como por
exemplo, na caramelizacdo, em panificacdo e como intermediario na obtencdo de
biocombustiveis (Bobbio, 2001; Roman-Leshkov, 2007). Entretanto, no processo de
hidrélise da sacarose torna-se um produto indesejavel por gerar cor e sabor a solugédo de
acucar invertido, diminuindo sua qualidade. Apesar de ndo existir naturalmente em

alimentos frescos, a toxicidade do HMF néo foi comprovada (Abraham et al, 2011).

A hidroélise enzimética da sacarose é promovida por meio da enzima invertase, ou
B-D-frutofuranosideo fruto-hidrolase (EC 3.2.1.26), que cliva a molécula de sacarose na
ligacdo al,2. A inversdo por este método ndo requer altas temperaturas e ndo produz
sabor e compostos escuros, como HMF, sendo, portanto, um método interessante para

aprimorar a producdo de agucar invertido.

2.3. Invertase

A invertase é uma enzima que pode ser encontrada em diversos seres vivos, como
vegetais, onde esta relacionada com o amadurecimento e apodrecimento de frutas, em

animais, liberando monossacarideos para absorcdo, em leveduras e outros
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microrganismos. Apresenta um papel muito importante na histéria da Enzimologia, pois
foi a partir de seus estudos que foram descritas as hipOteses de chave-fechadura,
equacdo de Michaelis-Menten, entre outras, além de ser a primeira enzima a ser

imobilizada (Nelson e Griffin, 1916).

A principal invertase estudada é a obtida de Saccharomyces cerevisiae, a qual
produz dois tipos de invertase, uma externa glicosilada localizada no espaco
periplasmatico, e outra interna ndo glicosilada localizada no citoplasma. E uma enzima
multimérica, podendo ser encontrada na forma de dimero a octamero (Esmon et al,
1987). Sua temperatura 6tima de atividade é 55°C e faixa estabilidade & temperatura é
de 30°C a 50°C (Vitolo, 2004). As diferencas das invertases interna e externa foram
estudadas por Gascon et al, 1968, e abaixo segue uma tabela comparativa das suas

propriedades.

Tabela 1. Propriedades das invertases externa e interna purificadas de

Saccharomyces cerevisiae. Fonte: Gascon et al, 1968.

Propriedade Invertase externa Invertase interna
Massa molar (kDa) 270 135
Atividade Espg0|flca 2700 9 900
(U/mg proteina)
Kmn (mM) 26 25
PHeétimo 3,5-5,5 3,5-5,5
PHestabilidade 3,0-7,5 6,0-9,0

Ambas as estruturas da invertase sdo codificadas pelo mesmo gene em diferentes
cédons de iniciacdo, permitindo que a invertase externa seja transportada ao espago
periplasmatico devido a presenca de um peptideo sinal, que é ausente na invertase
interna. A invertase glicosilada é constituida por 50% de carboidratos e 3% de

glucosaminas e sua producdo é regulada pela presenca de glicose, enquanto que a
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invertase interna praticamente ndo possui carboidratos em sua composicdo e é
essencialmente produzida. A presenca de carboidratos na invertase muda algumas
propriedades fisicas da invertase, como por exemplo, a solubilidade (Gascon, Neumann

et al., 1968; Carlson e Botstein, 1982).

Conforme Reddy e Maley (1996), o mecanismo de agdo da invertase é semelhante
ao da maioria das enzimas que hidrolisam carboidratos, onde dois residuos de
aminoacido acido atuam diretamente no substrato, sendo um deles o nucledfilo e o outro
doador de proton (figura 1). No caso da invertase, esses aminoacidos sdo o acido
glutdmico (Glu) e o acido aspartico (Asp). O Glu atua como o doador de préton e ataca
0 oxigénio central da sacarose, enquanto o Asp atua como o nucleofilo e ataca o C-2 da
frutose, resultando em uma ligagcdo covalente e formacdo do complexo invertase-
frutose. O segundo passo do mecanismo de agdo é o Glu atuando como uma base e
retirando um préton de uma molécula de &gua, a qual ird permitir a liberacdo da frutose

e restauracao da conformacao original da invertase.
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Figura 1. Mecanismo de ac¢éo da invertase. Fonte: Reddy e Maley (1996)
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Para a producdo de acUcar invertido, o uso da invertase € muito interessante, pois

a mistura ndo precisa ser aquecida a altas temperaturas para elevada taxa de inverséo e o

produto ndo precisara passar por neutralizacdo com o uso de bases, resultando em

economia de energia, mdo-de-obra e materiais. Entretanto, se a enzima for utilizada na

forma solubilizada, a solucdo de agucar invertido ira conter residuos proteicos ndo

desejaveis; deste modo, a imobilizacdo da invertase torna-se um método atrativo.

17



2.4. Obtengéo da invertase de Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae € popularmente conhecida como fermento
biolégico, amplamente empregada na industria de alimentos para fabricacdo de massas,
fermentacdo de cervejas, vinhos etc. Devido sua facil manipulacdo e sistema mais
simples do que organismos pluricelulares, diversos estudos da literatura cientifica
podem ser encontrados com o0 objetivo de elucidar areas do conhecimento ligadas a
genética, protedmica, regulacdo de vias metabdlicas, entre outras. Dentre as diversas

propriedades e aplicacOes desta levedura esta a produgdo de enzimas, como a invertase.

Diversos métodos sdo empregados para obtencdo da invertase de Saccharomyces
cerevisiae, resultando na extragdo da invertase extracelular e/ou intracelular, conforme

as técnicas utilizadas e objetivo do trabalho.

A extracdo da invertase pode ocorrer através de metodos quimicos, fisicos ou
ambos. Entretanto, antes da escolha do método de extracdo da invertase, deve-se avaliar
0 objetivo do trabalho e os fatores que podem ou nédo influenciar, como por exemplo, a
presenca de solventes organicos, custos, etapas de purificacdo, possibilidade de aumento

da escala, entre outros.

Hudson (1914) descreve os primeiros metodos para obtencdo da invertase pelos
cientistas do inicio do século XX e propde um procedimento para extracdo da invertase

através da adicdo de tolueno para liquefacéo da levedura.

Gascon et al, em seu trabalho publicado em 1968 sobre o estudo comparativo das
invertases intracelular e extracelular de S. cerevisiae, utilizaram o método de

congelamento e descongelamento da levedura para obtencdo da invertase intracelular.
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Mahmoud (2007) obteve a invertase para imobilizacdo em serragem atraves de

agitacdo com pérolas de vidro e posterior concentragdo com etanol.

Vuj¢i¢ et al (2010) realizaram a autolise das células da levedura com tolueno e
Na,COj3 para posterior imobilizacdo da invertase liberada em cépsulas de alginato de

célcio.

2.5. Imobilizagéo de enzimas e da invertase

A imobilizag&o consiste em confinar ou ligar enzimas ou sistemas enzimaticos em
um suporte insolivel com retencdo de suas atividades cataliticas, permitindo sua
utilizacdo continua e repetidamente, formando, portanto, um derivado (enzima +

suporte) (Guisan, 2006).

O procedimento de imobilizacdo pode ocorrer de diversas formas, dentre elas:
aprisionamento, encapsulacéo, ligacdo covalente, ligagédo ibnica, adsorcao, entre outras.
Para a enzima invertase, a imobilizacdo ocorre principalmente por adsorcéo,

aprisionamento e ligacdo covalente (Kotwal e Shankar, 2009).

A adsorcdo envolve a ligacdo da enzima em um suporte insollivel atraves de
forgas fisicas fracas, como as forcas de Van der Waals. E a técnica de imobilizagdo mais
simples e mais antiga, uma vez que foi primeiramente utilizada por Nelson e Griffin
para imobilizar a invertase em carvao ativado, em 1916. Apesar de simples, esta técnica
envolve alguns inconvenientes, dentre elas, o desligamento da enzima durante sua

utilizagéo.

O aprisionamento ou inclusdo consiste na retengdo da enzima em um suporte

insoltvel poroso; portanto, a enzima ficard confinada em um determinado espaco, onde
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0 substrato e produto poderdo circular livremente para seu interior e exterior. Este
método pode ser realizado por meio de suportes poliméricos, como gel de acrilamida,
colageno, alginato de sodio etc. Para essa técnica, deve-se avaliar a porosidade do
suporte, visando permitir a passagem do substrato e produto, e a0 mesmo tempo, reter a

enzima.

A imobilizacdo por ligacdo covalente ocorre por meio da ligacdo da enzima em
um suporte através de uma ligacdo forte, podendo ser realizada com a interagdo dos
grupos funcionais da enzima (p.e. grupos amino) com grupos reativos do suporte
naturais ou adicionados (p.e. hidroxilas). Este método pode utilizar diversos suportes,
como materiais inorganicos (ceramica, vidro, metais, entre outros) e materiais organicos
(celulose, quitina, agarose, entre outros). Apesar de mais complexa, a imobilizagdo por
ligagdo covalente mantém a enzima mais estavel, dificultando o desligamento da enzima

do suporte e permitindo a utilizacdo de substratos mais concentrados.

Comercialmente, a imobilizacdo traz diversas vantagens, pois admite: aproveitar a
atividade enzimatica por mais tempo, montar um biorreator com enzimas imobilizadas,

melhorar a estabilidade térmica de enzimas, operar de forma continua, entre outras.

Diversos materiais tém sido descritos na literatura como suportes eficientes para a
imobilizacdo de enzimas. Entretanto, devido as diferencas entre cada enzima, 0 mesmo
suporte e/ou metodologia de imobilizacdo pode reagir diferentemente conforme as
propriedades da enzima em estudo. Portanto, as caracteristicas do suporte, grupos
reativos e condigdes de imobilizagdo devem ser cuidadosamente escolhidos para poder

melhorar os resultados do trabalho (Mateo, Palomo et al., 2007).
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Para iniciar os estudos de imobilizagdo da invertase € conveniente estudar tanto as

metodologias e resultados obtidos por outros pesquisadores quanto a estrutura

tridimensional da enzima.

A invertase ja foi imobilizada por inimeros métodos e suportes, como é possivel

observar no trabalho intitulado “Immobilized invertase”, publicado por Kotwal e

Shankar (2009). Tendo em vista que o produto da invertase, o agucar invertido, é

comercializado em altas concentragdes, o derivado da enzima imobilizada deve ser

capaz de hidrolisar solugdes de sacarose em alta concentragcdo. Na literatura podemos

destacar algumas imobilizacGes da invertase que foram bem sucedidas, como:

Adsorcdo ionica em algodao revestido com polietilenoimina seguida de
crosslink com glutaraldeido, efetivada por Godbole et al (1990). Também
neste trabalho, um reator de leito fixo de 1,5 litros foi preenchido com 400
gramas do derivado, que conseguiu hidrolisar 97% de uma solucdo de

sacarose 80% (m/v) a um fluxo de 15 litros por dia.

Adsorcdo i0nica em Sepabeads revestidos com polietilenoimina (PEI)
realizada por Torres et al (2002). Conforme os autores, 1 grama do
derivado foi capaz de hidrolisar completamente uma solucéo de 5 litros de

sacarose 40% apds, aproximadamente, 100 minutos.

Ligacdo covalente em palha de milho realizada por Monsan e Combes
(1984), no qual o derivado alcangou a uma taxa de hidrdlise de 93,7% de
solucdo de sacarose de 69% (m/m). Em um reator enzimatico tubular
agitado, o derivado foi capaz de alcancar uma producdo de 9,1 kg de

sacarose invertida por hora.
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* Ligacgéo covalente em microbeads de nylon-6, por Amaya-Delgado et al
(2006), onde 1,1g do derivado, ao ser colocado em um reator de leito fixo,

resultava na hidrolise de 95% de solucédo de sacarose 1,2M.

Com relagdo a estrutura tridimensional da enzima, seu estudo tem como objetivo
identificar zonas de interesse para imobilizagdo. Conforme o modelo P00724 da base de
dados Uniprot, a invertase extracelular de Saccharomyces cerevisiae possui uma cadeia
de 513 aminoacidos, incluindo um peptideo sinal de 19 aminoacidos. O sitio ativo da
invertase é composto pelo aspartato 42, glutamina 60, glutamato 223 e triptofano 311

(figura 2).

Figura 2. Estrutura tercidria da invertase extracelular de Saccharomyces
cerevisiae com exposicdo dos residuos de amino&cidos do sitio ativo. Uniprot

P00724.
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2.6. Residuos agroindustriais e sabugo de milho como suporte para

imobilizagéo de enzimas

Apesar de diversos estudos focarem a imobilizacdo de enzimas, poucos métodos
sdo utilizados em escala industrial, principalmente pelo custo envolvido na
imobilizacdo. Nesse contexto, tem-se estudado a possibilidade da utilizagdo de suportes
alternativos para a imobilizagdo de enzimas, visando reducgédo do custo e utilizagdo de
material de baixo valor agregado e sem destinacdo final definida, como por exemplo,

residuos agroindustriais.

Residuos agroindustriais provenientes de cultivo agricola, como bagaco, cascas,
entre outros, sdo compostos lignoceluldsicos que apds tratamento adequado possuem
potencial para imobilizacdo de enzimas, como demonstraram Monsan et al (1984), na
imobilizacdo de invertase em palha de milho, Mahmoud (2007), na imobilizacdo da
invertase em serragem de madeira, D’Souza e Godbole (2002), na imobilizagdo da
invertase em casca de arroz, Brigida et al (2008), na imobilizagéo de lipase em fibras de
coco, entre outros autores. Assim sendo, estudos para viabilizar a utilizagcdo de enzimas
imobilizadas em residuos agroindustriais sdo de extrema importancia, pois transformam
itens considerados residuos em produtos biotecnoldgicos com valor agregado e, ao
mesmo tempo, possibilitam uma producao sustentavel e de menor custo energético, com

produtos de maior qualidade e alto grau de pureza.

O sabugo de milho é um residuo agroindustrial derivado da producao de milho. O
peso seco do sabugo pode variar entre 16-20% do peso seco total da espiga de milho,
conforme as condicdes de cultivo (Beleze et al, 2003). A produgéo brasileira de milho
na safra de 2011/2012 chegou a 69.480,5 toneladas (CONAB, 2012b), portanto, estima-

se que nessa safra tenham sido produzidas em torno de 12.000 toneladas de sabugo de
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milho. O potencial de uso do sabugo de milho nédo é totalmente explorado e seu uso fica
restrito a atividades secundarias, como complementar ra¢cdes de animais, enchimento,
fonte de carvéo, polimento, absorvente, cobertura de solo, filtro, entre outros. De acordo
com Kumar et al (2010), o peso seco de sabugo de milho é composto principalmente
por xilose (28,23%), lignina Klason (14,01%), lignina sollavel (2,02%), celulose

(73,04%) e outros compostos em menor proporgao.

A alta porcentagem de celulose presente no sabugo torna possivel seu uso como
suporte da invertase, uma vez que a superficie da estrutura de celulose possui grupos
hidroxilas livres que podem ser modificados permitindo a ativagdo do suporte e

consequente imobilizacdo da enzima através de ligacdo covalente multipontual.

2.7. Biorreatores

Atualmente existem diversos biorreatores com enzimas imobilizadas, utilizados
para diversas finalidades, como para a producdo de leite livre de lactose, aminoacidos
livres, acido 6-aminopenicilanico (precursor das penicilinas semissintéticas), entre
outros (Bon et al, 2008). Cada processo produtivo possui um modelo de reator 6timo,
que podem ser: sistemas particulados (em batelada, tanque agitado continuo, leito fixo e
leito fluidizado), reatores de placa (membranas enroladas em espiral, camada delgada e

membrana) e reatores lineares (fibras ocas ou diferentes configuracdes).

A escolha do reator dependerd de diversos fatores, entre eles: forma do derivado
(particulas, membranas, entre outros), natureza do substrato, requisitos operacionais da
reacdo (pH, temperatura), cinética da reacdo (p.e. inibicdo enzimaética pelo produto),

custos (Zanin e Moraes, 2004).
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Existem diversos tipos de reatores que possibilitam a utilizacdo de enzimas
imobilizadas. Conforme Vitolo (2001), quatro tipos de reatores sdo 0s mais utilizados

nesta situacéo:

1. Reator em batelada: consiste em um vaso vedado com agitador integrado no qual
0 derivado fica em suspensdo na mistura, sendo separado da solucdo final por

filtracdo, por exemplo;

2. Reator agitado continuo: semelhante ao reator em batelada, entretanto ha entrada

e saida continua de fluido;

3. Reator de leito fixo: consiste em tudo vedado com o derivado estacionario em seu

interior enquanto o substrato é bombeado; e

4. Reator de leito fluidizado: semelhante ao reator de leito fixo, entretanto o
derivado fica em suspensdo no interior do tubo e a velocidade do fluxo deve ser

ajustada para que o derivado ndo fique depositado no fundo do recipiente.
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CAPITULO | — Métodos fisicos de extracdo da invertase de Saccharomyces

cerevisiae

Resumo

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um dos microrganismos mais utilizados
para obtencdo da invertase, enzima capaz de hidrolisar sacarose em frutose e glicose. O
objetivo do trabalho foi avaliar métodos fisicos de obtencdo de invertase de
Saccharomyces cerevisiae. A levedura comercial foi submetida a seis tratamentos de
rompimento: congelamento, congelamento com &gua, ultrassom, agitacdo com
abrasivos, maceracdo sem solvente orgdnico e maceracdo com éter, seguidos de
centrifugacdo e, posteriormente, foram realizadas eletroforeses nativa (PAGE) e
desnaturante (SDS-PAGE), dosagem de proteinas e determinacdo da atividade
enzimatica. O extrato do melhor método extrativo foi parcialmente purificado em resina
DEAE-Sephacel e realizada a caracterizacdo enzimatica. O método de agitacdo na
presenca de abrasivos foi 0 que conseguiu extrair maior concentracdo de proteinas (3,3
+ 0,4 mg.mL™) e unidades enzimaticas (509,0 + 81,3 U.mL™), entretanto o tratamento
com maior atividade especifica foi o ultrassom (16965 + 528,7 U.mg™). As
eletroforeses comprovaram que os tratamentos resultam em diferentes perfis proteicos.
Porém, o método extrativo escolhido foi o de congelamento puro. Apds purificagdo
parcial, a enzima livre apresentou 1.101,27 U, atividade especifica de 1.324,28 U.mg™,
velocidade méxima de 3.333,3 pmols.min“.mg* e Km de 54,7 mM. A técnica de
congelamento mostrou-se eficaz na obtencdo da enzima, além de ser de baixa

complexidade e facil utilizacdo em maiores escalas.
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Abstract

The yeast Saccharomyces cerevisiae is one of the most widely used
microorganisms for obtaining the invertase enzyme, which is capable of hydrolyzing
sucrose into fructose and glucose. The objective of this work was to evaluate physical
methods of obtaining invertase from Saccharomyces cerevisiae. The commercial yeast
was subjected to six disruption treatments: freezing, freezing with water, ultrasound,
shaking with abrasives, maceration without organic solvent and maceration with ether,
followed by centrifugation and subsequently was performed native and denaturing
electrophoresis and determination of protein concentration and enzyme activity. The
extract from the best extraction method was partially purified on DEAE-Sephacel resin
and subjected to enzymatic characterization. The method of agitation in the presence of
abrasive managed to extract greater portion of protein (3.3 + 0.4 mg.mL™) and
enzymatic units (509.0 + 81.3 U.mL™), but treatment with highest specific activity was
ultrasound (1696.5 + 528.7 U.mg™). The electrophoresis showed that the treatments
result in different protein profiles. However, the extraction method chosen was pure
freezing. After partial purification, the free enzyme showed 1,101.27 U, specific activity
1,324.28 U.mg™, maximum speed of 3,333.3 pmols.min™.mg™* and Km of 54.7 mM.
The freezing technique was effective in obtaining the enzyme, besides being of low

complexity and ease of use at larger scales.
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1. Introdugéo

A invertase é uma enzima amplamente distribuida em plantas, microrganismos e
animais, com a fungéo de hidrolisar a sacarose em frutose e glicose. Comercialmente é
utilizada para a producdo de agucar invertido, o qual possui grande uso na industria de
alimentos uma vez que mantém os alimentos mais frescos e macios por periodo mais
prolongado em comparacdo com aqueles produzidos com sacarose (Koblitz, 2010;

Moroz et al, 1973).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é uma importante fonte de invertase para a
industria de alimentos. A principal vantagem do seu uso é o fato deste microrganismo

ser barato e de facil manuseio.

Existem diversas técnicas de obtencdo da invertase, entretanto a escolha da
técnica deve ser condizente com o destino da invertase extraida e o planejamento do
projeto. Além disso, tendo em vista que a levedura possui dois tipos de invertase, uma
extracelular e outra intracelular, os procedimentos para a obtencdo da invertase devem

considerar suas diferencas e a estrutura celular da levedura.

Foram avaliados diferentes métodos para extracdo fisica da invertase de S.
cerevisiae, com o intuito de sua imobiliza¢do, visando minimizar a interferéncia de
solventes orgéanicos na estrutura da enzima e nas etapas no processo de extracdo e

purificacao.
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2. Material e Métodos:

2.1. Extracéo da enzima invertase de Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae, comercialmente conhecida como fermento

biolégico fresco, adquirida no mercado local, foi da marca Fleischmann, lote 02/09 1.

Todos os métodos extrativos foram realizados em triplicata e apds os procedimentos o

extrato foi submetido a centrifugacdo por 20 minutos a 4°C e 9.000 rpm (7395 g). O

sobrenadante de cada extrato foi recolhido e armazenado a -18°C para analises.

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

Rompimento por congelamento: Quinze (15) gramas de levedura

foram congeladas lentamente em refrigerador doméstico a uma
velocidade de congelamento de, aproximadamente, -1,5°C/min e
armazenadas em temperatura de -18°C. Ap0Gs o procedimento, a
levedura foi descongelada em temperatura ambiente e adicionada a
30 mL de agua milliQ. O extrato foi homogeneizado e

centrifugado.

Rompimento por congelamento com adicdo de agua: Quinze (15)

gramas de levedura foram adicionadas a 30 mL de agua milliQ.
Apo6s homogeneizagdo a mistura foi congelada lentamente em
refrigerador doméstico a, aproximadamente, -1,5°C/min e
armazenada a -18°C. Apd6s o procedimento a mistura foi
descongelada em temperatura ambiente, homogeneizada e

centrifugada.

Rompimento por ultrassom: Quinze (15) gramas de levedura foram

adicionadas a 30 mL de &gua milliQ e mantidas por 30 minutos em
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2.14.

2.15.

2.1.6.

banho ultrassdnico com frequéncia de 40 kHz. Apdés o

procedimento, o extrato foi homogeneizado e centrifugado.

Rompimento por agitacdo na presenca de abrasivos: Quinze (15)

gramas de levedura foram adicionadas a 15 mL de agua milliQ e
15 gramas de pérolas de vidro com didmetros entre 2 e 4 mm e
agitadas em agitador de tubo tipo vértex (motor de 3.800 rpm) a
aproximadamente 2.700 rpm por 10 minutos. Esta agitacdo foi
realizada descontinuamente com intervalos de 2 minutos em banho
de gelo para evitar 0 aumento da temperatura e consequentemente
a desnaturagdo da enzima. Apds o procedimento foram removidas
as pérolas de vidro, adicionados 15 mL de agua milliQ e o extrato

foi homogeneizado e centrifugado.

Rompimento por maceracao sem reagentes quimicos: Quinze (15)

gramas de levedura foram maceradas manualmente em almofariz
com 5 gramas de areia tratada e 30 mL de a4gua, em banho de gelo.
O extrato foi macerado por 30 minutos, mantido em repouso por 30

minutos, homogeneizado e centrifugado.

Rompimento por maceracdo com éter: Quinze (15) gramas de

levedura foram maceradas manualmente em almofariz com 5
gramas de areia limpa, 30 mL de agua e 10 mL de éter, em banho
de gelo. O extrato foi macerado por 30 minutos, mantido em

repouso por 30 minutos, homogeneizado e centrifugado.

30



2.2. Eletroforeses nativa (PAGE) e desnaturante (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas em condigdes nativas foi realizada em gel de
poliacrilamida 7% conforme metodologia descrita por Davis (1964) com
aproximadamente 5ug de proteina por pogo. A eletroforese de proteinas em condigdes
desnaturantes foi realizada em gel de poliacrilamida 12% conforme Laemmli (1970)
com aproximadamente 5ug de proteina por poco. Ambas eletroforeses foram realizadas
em placas de volume méximo de 10 mL e as corridas desempenhadas em voltagem fixa
de 200 V e amperagem de 10 mA. As bandas proteicas foram visualizadas com

coloragdo de prata (Blum et al, 1987).
2.3. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas do sobrenadante foi realizada através do método de

Bradford (1976) e leituras das absorbancias em A 595 nm.
2.4. Atividade enzimatica

A atividade enzimatica das invertases extraidas foi determinada por meio da
quantificacdo de acucares redutores formados usando acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS),
conforme método de Miller (1959). A temperatura de atividade foi 50°C e pH 5,0,
conforme estudo de temperatura e pH 6timos obtidos por Santos (2010). Uma unidade
enzimética (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de agUcar
redutor por minuto e a atividade especifica da enzima foi definida como a quantidade de
umol de produto liberados por minuto por miligrama de proteina extraida (U.mg prot™).

Abaixo segue formula para determinacdo da atividade enzimatica (U).

¥ Absobancia x 1000 x Volume total do ensaio (mL)

€ (molar) x X tempo (min) x Volume de enzima (mL)

31



Para analise dos resultados obtidos foi construida uma curva analitica com
diferentes concentragdes de glicose (0,56mM a 5,6mM) para obtencéo do coeficiente de

extingdo molar (g, pmol™.0,25mL™), resultado em € (molar) de 88,075 umol™. pL™.
2.5. Determinacgédo do melhor método extrativo

Para determinacdo do melhor método extrativo foram avaliados os resultados
sobre a atividade especifica de cada sobrenadante e quantidade de bandas proteicas
identificadas através das eletroforeses. Considerou-se 0 melhor método extrativo aquele
que apresentou maior atividade especifica e menor quantidade de bandas; também foi
considerado a facilidade de extracdo e a possibilidade de ampliacdo de escala na

escolha.
2.6. Purificagdo em resina DEAE-Sephacel

O extrato do método escolhido foi purificado em resina DEAE (dietilaminoetil)
Sephacel através da técnica de “batch”. As cargas idnicas da resina foram equilibradas
com tampdo fosfato de s6dio 50mM, pH 7,0. O extrato bruto foi adicionado a resina na
propor¢do 10:1 (extrato:resina) e mantido em agitagdo suave over-night. A interacdo
ibnica da enzima a resina foi monitorada através da realizacdo de ensaios de atividade
enzimética do sobrenadante. Apds o periodo de interacdo, o sobrenadante foi separado

da resina por filtracdo e armazenado sob refrigeracdo para anélise.

A resina foi adicionada a solucdo de cloreto de sddio 1M, na proporcéo de 10% do
volume inicial do extrato, e mantida em agitacdo para liberacdo da enzima e
concentracdo do extrato purificado. Apos liberacdo, a resina foi separada do

sobrenadante por filtragdo, que foi dialisado para remocéo do sal.

O extrato parcialmente purificado foi armazenado para analises.
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2.7. Caracterizacdo enzimatica da invertase livre

As constantes cinéticas aparentes de Michaelis-Menten (Km) e velocidade
méaxima (Vmax) foram calculadas através de ensaios com diferentes concentragdes de
sacarose (27 mM a 1200 mM) e velocidade inicial de cada ensaio, utilizando-se 0

grafico de Lineweaver-Burk.
2.8. Analise estatistica

A comparacdo dos resultados dos diferentes métodos de extracdo de invertase foi
realizada utilizando Anélise de Variancia (ANOVA) seguida de teste Tukey, nivel de

significancia p<0,05.
Os testes estatisticos foram feitos utilizando o software SigmaStat.
3. Resultados e Discusséo
3.1. Dosagem de proteinas e determinacao da atividade enzimética

A dosagem de proteinas dos extratos revelou que todos os méetodos sdo capazes de
extrair proteinas da levedura, entretanto, em proporc¢des diferentes. Como pode ser
observado na Tabela 1, o tratamento que mais extraiu proteinas foi o de agitagdo na
presenca de abrasivos (3,3 + 0,4 mg.mL™) enquanto que os tratamentos de extracdo com
ultrassom, congelamento sem e com agua foram o que apresentaram menor quantidade

de proteinas.

Apos a avaliacdo da atividade enzimatica de todos os extratos foi possivel calcular
a gquantidade de unidades enzimaticas (U) presentes em cada extrato e as atividades
especificas das invertases obtidas nos diferentes tratamentos. A partir dos dados obtidos,

resumidos na Tabela 1, foi possivel observar que o tratamento de agitacdo na presenga
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de abrasivos apresenta maior unidades enzimaticas (U) por mililitro de extrato (509,0 +
81,3 U.mL™), entretanto, o tratamento com maior atividade especifica foi o ultrassom

(1696,5 + 528,7 U.mg™Y).

Tabela 1. Concentragdo de proteinas, unidade enzimética (U) e atividade
especifica obtidos nos diferentes tratamentos para extracdo de invertase de

Saccharomyces cerevisiae.

Atividade especifica

. -1 -1
Tratamento Proteina (mg.mL™) U.mL (U.mg proteina’?)
Congelamento 04+0,0°? 182,3+1,2° 473,0+9,0°
Congelamento com agua 0,3+0,0° 187,8+2,6° 621,2+6,2°
Ultrassom 0,2%0,0° 332,0£59,1° 1696,5 + 528,7 "
Agitacdo na presenca de c c a
Abrasivos 3,3+£04 509,0 £ 81,3 154,0£5,1
Macera‘?ggifﬁiré‘orseage”tes 15+0,1° 393,6 +4,9 ™ 2594 + 24,3 °
Macerac&o com éter 1,5+0,6° 160,4 +59,1° 108,8 +13,5°

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Nos dados sobre a concentracdo de proteinas, pode-se observar que algumas
técnicas possuem alto desvio padrdo, causado provavelmente por fator externo na
aplicacdo da técnica. Por exemplo, o resultado da maceracdo esta relacionado com a

forca aplicada pelo operador.

O método que apresentou maior atividade especifica foi o Ultrassom, diferindo
estatisticamente dos demais métodos. No entanto, quando consideramos este valor
“outlier” e o excluimos da analise (ANOVA e Tukey) os valores de atividade especifica

dos demais métodos foram significativamente diferentes entre si (p<0,05) (tabela 2).
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Tabela 2. Andlise estatistica das atividades especificas dos tratamentos para
extracdo fisica de invertase de Saccharomyces cerevisiae desconsiderando o

tratamento com ultrassom.

Atividade especifica

Tratamento (U.mg proteina™)
Congelamento 473,0+9,0°"
Congelamento com &gua 621,2+6,2°
Agitacdo na presenca de 154,0 + 5,1 ¢
abrasivos
Maceragéo sem reagentes 250 4+ 243 °
quimicos
Maceragdo com éter 108,8 +13,5°

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

3.2. SDS-PAGE e PAGE

As eletroforeses, tanto nativa, quanto em condi¢Oes desnaturantes, tiveram o
objetivo de elucidar o padrdo proteico dos diferentes métodos extrativos. A partir disso
é possivel identificar o método que extraiu maior variedade de proteinas, indicando uma

extracdo “menos pura”.

As eletroforeses em condi¢Oes desnaturante e nativa apresentaram diferentes

padrdes entre os métodos extrativos, como pode ser observado nas figuras 1 e 2.

Segundo Gaéscon et al (1968), a utilizacdo de técnica de congelamento e
descongelamento é capaz de liberar a invertase intracelular. Nesse caso, a invertase
externa, associada a parede celular da levedura, é precipitada no momento da
centrifugacgdo, junto com as moléculas de grande massa molar. Portanto, a liberagédo da
invertase extracelular depende da fragmentacdo da parede celular da levedura, o que

ocorre quando existe agitacdo na presenca de abrasivos e maceragdo. O mesmo ocorre
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com a utilizacdo da técnica de ultrassom, uma vez que o ultrassom é capaz de romper a

parece celular da levedura e liberar o conteido citoplasmético (Guerrero et al, 2001).

Figura 1. SDS-PAGE 12% das proteinas de Saccharomyces cerevisiae
liberadas pelos diferentes métodos de extracdo testados. P: padrdo de massa
molar; 1: Congelamento; 2: Congelamento com &gua; 3: Ultrassom; 4: Agitacao na

presenca de abrasivos; 5: Maceragdo sem reagentes quimicos; 6: Maceragdo com
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O perfil proteico obtido através da SDS-PAGE revelou que métodos de extracdo
que resultam na fragmentacdo da parede celular da levedura sdo capazes de liberar
maior diversidade de proteinas. Entretanto, tal efeito ndo é desejado, pois quanto maior

a diversidade de proteinas, mais dificil torna-se a purificacdo do extrato. Levando em
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consideracdo que a imobilizacdo ndo é especifica para a invertase, a presenga de
diversas proteinas no extrato pode interferir na imobilizacdo, pois o suporte pode

imobilizar outras proteinas ao invés da invertase, alvo do trabalho.

Figura 2. PAGE 7% das proteinas de Saccharomyces cerevisiae obtidas pelos
diferentes métodos de extracdo. 1: Congelamento; 2: Congelamento com agua; 3:
Ultrassom; 4: Agitacdo na presenca de abrasivos; 5: Maceragdo sem reagentes

quimicos; 6: Maceracgdo com éter.
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A PAGE também mostra diferentes padrdes entre as proteinas que sao liberadas

conforme cada método extrativo.
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3.3. Escolha do método extrativo

Os métodos extrativos foram escolhidos por serem métodos fisicos de extracao,
com possibilidade de aumento de escala para utilizagdo em escala piloto e industrial.
Tendo em vista que o melhor método extrativo, dentre os avaliados nesse trabalho, foi
aquele que apresentou menor numero de bandas na eletroforese (menor variacdo de
tipos de proteina), e maior atividade especifica, ou seja, dentre as proteinas extraidas ha
maior atividade caracterizada como sendo da invertase, optou-se pelo método de

congelamento puro, sem adic¢do de agua.

Apesar de ter-se constatado que os métodos de rompimento por congelamento
com agua e ultrassom também apresentam resultados satisfatorios, estes ndo foram
selecionados, pois 0 método de congelamento com &gua ndo proporcionou 0S Mesmos
resultados de unidades enzimaticas e atividade especifica quando a escala foi aumentada
5 vezes (0,4 + 0,0 mg de proteina.mL™; 136,1 + 30,0 U.mL™ e 350,8 + 17,8 Umg ) e 0

método de rompimento de ultrassom pode ser caro e dificil em escala piloto e industrial.

3.4. Purificacdo da invertase extraida

O sobrenadante da mistura de resina e invertase extraida foi monitorado através da
realizacdo de atividades enzimaticas para averiguar a interacdo da enzima com a resina.
Ao final de 18 horas, ndo havia mais atividade no sobrenadante e inferiu-se que a

enzima estava totalmente ligada a resina.

A Figura 3 mostra os perfis proteicos dos extratos bruto, purificado e o

sobrenadante recolhido apds adesdo da enzima na resina.

38



Figura 3. SDS-PAGE dos extratos bruto e purificado de invertase de
Saccharomyces cerevisiae. P: padrdo de massa molar; B: extrato bruto; Pur:

extrato parcialmente purificado; Sobr: Sobrenadante da purificagéo.
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No perfil do extrato parcialmente purificado observa-se uma banda na regido dos
60 kDa, que pode indicar a presenca de mondmeros de invertase (Trimble & Maley,
1977). A dissociacdo dos mondmeros de invertase pode ocorrer pois a interagdo entre
eles é fraca e, dependendo das condi¢cbes ambientais do experimento, podem se

desestabilizar (Sainz-Polo et al, 2013).
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3.5. Caracterizacgao da invertase livre

Ap0s a remogdo da enzima da resina com solucdo salina, e consequentemente, sua
concentracdo, foi realizada a atividade enzimatica e determinagdo das constantes

cinéticas (Tabela 2, Figuras 4 e 5).

Através do grafico de velocidade inicial (umols.min.mg™) por concentracio do
substrato foi possivel constatar que a invertase comporta-se como uma enzima

Michaeliana.

Tabela 3. Propriedades da enzima livre purificada.

Parametro Valor
Unidades internacionais 1.101,27 U
Atividade especifica 1.324,28 U.mg™*
Velocidade maxima 3.333,33 pmols.min*.mg™*
Km 94,7 mM

Figura 4. Gréfico de Michaelis-Menten.
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Figura 5. Gréfico duplo-reciproco Lineweaver-Burk.
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Tendo como referéncia o estudo realizado por Gascon et al (1968) e considerando
gue os autores estudaram a invertase completamente purificada, avalia-se que a Km da
invertase é de 25 mM. Nesse contexto, valores mais proximos dessa Km obtida por
Gascon et al sdo considerados ideal, pois revelam a afinidade da enzima pelo substrato.
Neste trabalho, a Km da invertase parcialmente purificada de Saccharomyces cerevisiae

foi de 54,7 mM.

Além disso, o gréafico de Michaelis-Menten (figura 4) demonstra a relacdo das
altas concentracOes de sacarose e a velocidade de hidrolise, semelhante ao encontrado
por Bowski et al (1971), o qual verificou que a invertase é inibida pelo substrato e agua,
ou seja, em concentragbes acima de 0,29M as moléculas de sacarose estdo
incompletamente hidratadas, fazendo com que estas se interajam formando aglomerados

que sdo inacessiveis ao sitio ativo da enzima. Além disso, Combes e Monsan (1983)
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comprovaram que, ndo apenas com a sacarose, mas também ocorre a inibicdo da
invertase pelos produtos, sendo que a frutose atua como um inibidor competitivo e a

glicose como um inibidor ndo competitivo.

4. Conclusao

Métodos fisicos de extragdo de invertase sdo importantes para técnicas de
imobilizagdo de enzimas, uma vez que ndo existirdo solventes organicos no extrato.
Desta feita, ha economia no processo de extracdo e purificacdo da invertase de

Saccharomyces cerevisiae.

Dentre os métodos estudados, a técnica de congelamento e descongelamento puro
da levedura comercial foi o que melhor atendeu aos objetivos, pois proporcionou alta
atividade enzimatica do extrato, baixa complexidade e possibilidade de ser usado em

maiores escalas.

Além disso, a purificacdo parcial do extrato obtido com a técnica de congelamento

foi eficaz na obtencéo de um material com alta concentragéo de invertase.
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CAPITULO Il - Imobilizagdo de invertase extraida de Saccharomyces

cerevisiae em po de sabugo de milho

Resumo

Materiais lignocelulésicos, como residuos agroindustriais, podem servir de
suporte para imobilizagdo de enzimas, contribuindo para a obtencdo de inovagdes
biotecnoldgicas e reaproveitamento de materiais. O objetivo do trabalho foi avaliar duas
técnicas de ativacdo do p6 de sabugo de milho para imobilizagdo de invertase extraida
de Saccharomyces cerevisiae. Inicialmente, o p6 de sabugo de milho foi tratado com
alcool 70%, descompressdo térmica e NaOH 2M. A primeira técnica de ativacdo
consistiu na criagdo de um grupo glioxil, posteriormente aminado e agrupado com
glutaraldeido. A segunda técnica consistiu na oxidacao direta do pé de sabugo de milho,
posteriormente aminado com etilenodiamina e agrupado com glutaraldeido. Apos a
imobilizacdo, foram calculadas a atividade enzimatica dos derivados, a atividade
recuperada, estabilidade a temperatura, inativacdo térmica e meia-vida. O rendimento da
imobilizacdo foi superior a 99% em ambos os derivados ap6s 90 minutos. O derivado
po6 de sabugo-oxi-glutaraldeido-invertase apresentou atividade significantemente maior
(30,5 + 1,5 U.g™") do que o derivado pé de sabugo-glio-glutaraldeido-invertase (21,0 +
0,7 U.g™). Ao serem incubados a 60°C por 60 minutos, o derivado p6 de sabugo-oxi-
glutaraldeido-invertase teve maior estabilidade. Ao serem incubados a 65°C, ambos
derivados perderam mais de 80% da atividade inicial apds 30 minutos. Apds 68,5 horas
de incubagdo a 50°C, os derivados pd de sabugo-oxi-glutaraldeido-invertase e pd de
sabugo-glio-glutaraldeido-invertase mantiveram 51,5 + 2,9 % e 61,9 + 4,1% da

atividade, respectivamente. Esses resultados mostram que os métodos de ativacdo do po
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de sabugo de milho obtiveram sucesso e que o método de oxidagdo direta do pd de
sabugo é mais vantajoso, uma vez que economiza reagentes quimicos e promove melhor

estabilidade da enzima imobilizada.

Abstract

Lignocellulosic materials such as industrial byproducts may provide support for
the immobilization of enzymes, contributing to the achievement of biotechnological
innovations and reuse of materials. The objective of this work was to evaluate two
techniques of activation of corncob powder for immobilization of invertase extracted
from Saccharomyces cerevisiae. Initially, the corncob powder was treated with 70%
ethanol, thermal decompression and 2M NaOH. The first technique of activation was
the creation of a glyoxyl group subsequently aminated with ethylenediamine and
grouped with glutaraldehyde. The second technique consisted of the direct oxidation of
powdered corncobs, subsequently aminated with ethylenediamine and grouped with
glutaraldehyde. After immobilization, the enzymatic activities of the derivatives, the
recovered activity, thermal stability, thermal inactivation and half-life were calculated.
The immobilization yield was greater than 99% in both derivatives after 90 minutes of
reaction. The corncob-oxy-glutaraldehyde-invertase derivative showed significantly
higher activity (30.5 + 1.5 U.g?) than the corncob-glyo-glutaraldehyde-invertase
derivative (21.0 = 0.7 U.g%). When they were incubated at 60°C for 60 minutes,
corncob-oxy-glutaraldehyde-invertase derivative had greater stability. When they were
incubated at 65°C, both derivatives lost more than 80% of initial activity after 30
minutes. After 68.5 hours of incubation at 50°C, the corncob-oxy-glutaraldehyde-

invertase and corncob-glyo-glutaraldehyde-invertase derivatives remained 51.5 + 2.9%

44



and 61.9 + 4.1% of initial activity, respectively. These results show that powder corncob
activation methods were successful and the method of direct oxidation of corncob is
more advantageous since it saves chemicals and promotes better stability of the

immobilized enzyme.

1. Introdugéo

A imobilizacdo de enzimas consiste no processo de confinar ou conectar
determinada enzima em um material ou superficie de tal forma que a enzima mantenha

sua atividade catalitica, podendo ser usada por mais tempo ou repetidamente.

Diversas técnicas de imobilizacdo sdo descritas na literatura, como a imobilizacdo
por ligacdo covalente, aprisionamento, microencapsulacdo, cross linking, entre outros,
que resultam em derivados, ou seja, interacdo entre enzima e suporte, que podem ser
usados como catalizadores em processos quimicos industriais, quimica fina,

biossensores e aplicacdes terapéuticas (Guisan, 2006).

Apesar dos diversos estudos em imobilizacdo de enzimas, apenas poucas técnicas
obtiveram sucesso para serem utilizadas em grande escala (DiCosimo et al, 2013). Para
tal, no estudo da imobilizacdo de enzimas é necessario levar em consideracdo a técnica
de imobilizag&o e o suporte escolhido, e estudar suas carateristicas, pois o material deve
ser resistente aos procedimentos da imobilizagdo, ser capaz de manter a atividade
catalitica da enzima e, a0 mesmo tempo, permanecer estavel nas condi¢des ideais da

atividade da enzima.

Materiais de origem vegetal, especificamente compostos lignoceluldsicos,

possuem grande potencial para utilizacdo como suporte para imobilizacdo de enzimas,
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pois sua estrutura pode ser alterada através de reagBes quimicas e, por serem

abundantes, podem ser fontes econémicas de matéria-prima.

Neste trabalho objetivou-se avaliar duas técnicas de ativacdo do pé de sabugo de
milho que serd utilizado como suporte para imobilizacdo de invertase de Saccharomyces
cerevisiae através de ligacdo covalente, produzindo derivados ainda ndo descritos na

literatura cientifica.

2. Material e métodos

2.1. Obtengéo da invertase de Saccharomyces cerevisiae

Para obtencdo da invertase (EC 3.2.1.26), 15 gramas de fermento de p&o foram
congelados. Apds o descongelamento, foram adicionados 30 mL de agua destilada e a
mistura foi centrifugada por 20 minutos a 4°C e 7395 g. O extrato foi parcialmente
purificado e concentrado 10 vezes com resina DEAE-Sephacel equilibrada com tampéao

fosfato de sddio 50 mM, pH 7,0, pela técnica de batch.

2.2. Tratamento do suporte

O po6 de sabugo de milho foi gentilmente cedido pela Rasul — Industria e
Comércio de RagOes Ltda., empresa especializada em moagem e revenda da farinha,
farelo e granulado. O p6 de sabugo em p6 foi lavado em agua abundante, tratado com
alcool 70% e submetido a descompressdo explosiva térmica, por meio de autoclave,
visando expandir os materiais lignocelulésicos e aumentar a superficie de contato.
Posteriormente, o p6 de sabugo de milho foi mantido sob agitacdo de 140 rpm por 24
horas em NaOH 2M para quebra e remocéo da lignina, e lavado com agua abundante e

filtrado a vécuo.
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O po de sabugo de milho tratado foi armazenado até o0 momento da ativacdo e
imobilizacdo em solucédo de alcool 20% a 8°C, visando evitar contaminacdo bioldgica

do material.

2.3. Composicao do suporte

Para avaliar a mudanca da estrutura, o po de sabugo cru e tratado foi quantificado
quanto a presenca de lignina total, glucana, xilana, arabinosil, acetil e extrativos. A
quantificacédo foi realizada conforme metodologia descrita por Ferraz et al. (2000), onde
o material lignoceluldsico, matéria prima, foi submetido a hidrdlise com éacido sulfurico
72%, 30°C, por 1 hora. Apés o periodo, o acido sulfdrico foi diluido a 3% e a mistura
aquecida a 125°C por 1 hora. O material residual foi esfriado e filtrado. A lignina total
foi dosada somando-se a quantidade dos sélidos residuais da filtragem, que corresponde
a lignina insolavel, e lignina solavel, quantificada no filtrado pela absorbancia em 250
nm. A concentragdo de mondmeros de carboidratos foi determinado usando HPLC com

coluna BIORAD HPX87H a 45°C.

2.4. Ativacao do suporte

A ativagéo do suporte foi realizada com base no protocolo utilizado para o suporte
agarose, descrito por Guisan (2006). O pé de sabugo de milho tratado foi seco em estufa
a 40°C por 24 horas para poder ser utilizado na ativagdo. Este processo permitiu uma
interferéncia minima da agua utilizada no tratamento. Tendo em vista que a estrutura do
p6 de sabugo ndo é totalmente elucidada, foram realizadas altera¢cbes no método de
ativacdo, com objetivo de identificar diferencas e aperfeicoar a ativacdo do pd de

sabugo (figura 1).

O primeiro experimento de ativacdo teve como alvo a criagdo de um “brago

espacador” entre a estrutura da celulose e enzima, através da insercdo de um grupo
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CAPITULO Il — Imobilizacdo de invertase extraida de Saccharomyces cerevisiae em pé de sabugo de milho

gliceril. Este grupo gliceril foi oxidado, formando o grupo glioxil, e posteriormente
aminado e agrupado com glutaraldeido. As proporcGes de reagentes para formagéo do

grupo gliceril foram variadas, objetivando verificar alteracfes no método de ativagéo.

O segundo método de ativacdo foi realizado através da oxidacdo direta da
celulose, ou seja, sem criacdo do grupo gliceril. A celulose oxidada foi diretamente
aminada e agrupada com glutaraldeido, com mesma metodologia utilizada no primeiro

experimento.
Figura 1. Esquema de etapas de ativacdo do p6 de sabugo de milho para

obtencéo de dois suportes.

P6 de sabugo

Matéria-prima inicial de milho

Guisan (2006) Gliceril
Oxidacao

Aminacéo

Grupo ativo final Glutaraldeido
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2.4.1. Formacédo do suporte p6d de sabugo-gliceril

Com o objetivo de elucidar o comportamento do pé de sabugo de milho na
primeira etapa de ativacdo foram realizados experimentos com o p6 de sabugo em

diferentes quantidades de reagentes, separados em grupos A, B, C,D e E.

A determinagédo do volume/massa de reagentes teve como base a metodologia de
ativacdo proposta por Guisan (2006). O primeiro passo foi determinar o volume final
total de reagentes que poderia ser adicionado a uma determinada massa de p6 de sabugo
de milho e permitisse que a mistura final tivesse uma consisténcia homogénea e fluida,
uma vez que o pO de sabugo de milho possui caracteristicas fisicas diferentes da
agarose. O volume final considerado ideal foi de 15 mL de fase liquida para cada grama
de p6 de sabugo de milho tratado e seco. Tendo em vista que o volume final para
ativacdo de cada grama de pO de sabugo é aproximadamente 15 vezes maior quando
comparado com a ativacdo da agarose, o tempo de reacdo foi alterado para permitir que

a reagdo de ativagéo ocorresse.

A ativacdo do p6 de sabugo foi realizada utilizando a proporcédo de reagentes

descrita na tabela 1:
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Tabela 1. Quantidade (volume ou massa) dos componentes utilizados para

formacé&o do suporte po6 de sabugo-gliceril e comparativo com agarose.

Componente Grupo

A B C D E Agarose

P4 de sabugo de milho tratado e 19 1 1 19 19 1

Seco

Agua destilada 0,286 mL 0,286 mL 8,477mL  8,134mL 5486 mL 0,286 mL
Hidroxido de sédio (NaOH) 1,7 M 14,371 mL 14,371 mL 6,18 mL 6,18 mL 9,161 mL 0,461 mL

Molaridade final do NaOH 1,6 1,6 0,7 0,7 1 0,7

Boroidreto de s6dio (NaBHy,)
dissolvido em NaOH na propor¢éo 0,4096 g 0,4096 g 0,176 g 0,176 ¢ 0,261 g 0,0136 g
28,5mg/mL de NaOH

Glicidol 0,343 mL 0,343 mL 0,343mL 0,686 mL 0,343 mL 0,343 mL
Tempo de reacdo 36 horas 18 horas 36 horas 36 horas 36 horas 18 horas
VOLUME FINAL 15 mL 15 mL 15 mL 15 mL 15 mL 1,09 mL

Os reagentes foram adicionados sequencialmente e a mistura foi mantida em

agitacdo suave pelo tempo indicado, sendo que a primeira hora em banho de gelo, e

apos a reacdo foi realizada a lavagem e filtragem com &gua destilada abundante. Apds o

periodo de reacdo, estima-se que os anéis de glicose presentes na estrutura do pé de

sabugo de milho tenham sua estrutura alterada conforme a figura 2, com a formacao de

grupos gliceril na superficie da celulose.
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Figura 2. Reacéo simplificada de formacéo de grupos gliceril na celulose a

partir da adicéo de glicidol e hidréxido de sédio.

HO & HO R
OH NaOH 0]
n
OH

Na determinagdo da quantidade dos reagentes, a ideia principal foi manter a
quantidade de glicidol original, ou seja, para a ativacdo de 1 g de agarose, utilizou-se
0,343 mL de glicidol, e 0 mesmo foi usado nesse experimento. Para verificar se a
quantidade de glicidol influencia a ativagdo do suporte, um grupo (D) teve a quantidade

duplicada.

Os grupos A e B tiveram a molaridade final de hidroxido de sddio aumentada, o
qual tem como fungdo ionizar a estrutura da celulose ao retirar um hidrogénio da
hidroxila da superficie da celulose e permitir que o grupo O fique disponivel para
reacdo. Nesse caso, como 0 po de sabugo de milho possui uma estrutura complexa, o
aumento da molaridade pode influenciar ao retirar maior quantidade de hidrogénio da
estrutura da celulose e modificar o tempo de reagéo; portanto, o grupo A teve o tempo

de reagéo de 36 horas e 0 grupo B de 18 horas.

O grupo C teve a molaridade final de hidroxido de sddio igual a molaridade final
na ativacdo da agarose. O grupo D teve a quantidade de glicidol duplicada, como dito
anteriormente, e o grupo E teve um aumento suave da molaridade final de hidroxido de

sodio.
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2.4.2. Experimento de oxidacao do pé de sabugo

Os 5 grupos descritos anteriormente foram oxidados com periodato de sodio
(NalO4) 100mM na proporcao 4:1 (4 mL de periodato de sddio para cada grama de po
de sabugo-gliceril dmido, com volume final de 10 mL). A reacdo foi realizada sob
agitacdo suave por 3 horas e o consumo de periodato de sodio foi monitorado. O
consumo de NalO, indica a formagdo de grupos aldeido, portanto é uma ferramenta
auxiliar para verificar a efetiva formacdo dos grupos gliceril na superficie do pé de

sabugo de milho.

Outro experimento realizado foi de oxidacdo completa do p6 de sabugo de milho,
com o objetivo de identificar a quantidade méxima possivel de consumo de periodato de
sodio, indicando um limite de formac&o da funcdo aldeido. Para tal, 1 g (peso imido) de
p6 de sabugo de milho tratado e 1g (peso Umido) de p6 de sabugo-gliceril foram
oxidados com 8 mL de NalO, 100 mM e 2 mL de agua destilada, durante 18 horas na
auséncia de luz, para evitar a degradagdo do NalO, pela luz. O consumo de NalO, foi

monitorado ao longo do tempo (item 2.4.5)

Ap0s os experimentos de oxidagdo do pd de sabugo de milho, um dos grupos foi

selecionado para dar continuidade & ativacdo do suporte.

2.4.3. Formacédo do suporte p6 de sabugo-glioxil

O po6 de sabugo de milho ativado (p6 de sabugo de milho — gliceril) foi oxidado
com periodato de sddio (NalO4) 100mM, na propor¢do de 3 mL de periodato de sddio e
7 mL de agua destilada para cada grama de pé de sabugo-gliceril imido. A reacdo foi
realizada sob agitagéo suave por 1,5 horas, para ruptura dos grupos gliceril e formagéo
de grupos glioxil. Apds, foi realizada a lavagem e filtracdo com 4&gua destilada

abundante.
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Ap0s o periodo de reagdo, é esperado que os grupos gliceril formados na etapa
anterior de ativacdo do suporte sejam modificados em grupos glioxil, conforme a figura

3.

Figura 3. Reacdo simplificada de formacdo de grupos glioxil a partir da

oxidagéo com periodato de sodio.

OH OH
NalO,
0 o oy 0 o L
HO — s 0 + 1 + Nao
0 0 3
/g ’ Y
H,0
n 2
(EOH H 0 n

2.4.4. Oxidacdo direta do pé de sabugo de milho tratado: formacdo do

suporte p6 de sabugo-oxidado

O p6 de sabugo de milho tratado e seco foi oxidado utilizando periodato de sodio
(NalOg,) na proporgdo 5:1 (5 mL de periodato de sodio 100mM para 1 g de p6 de sabugo
tratado seco) sob agitacdo suave por 1 hora. A reagdo ocorreu com adicdo de 10 mL de

agua, para manter o volume final de 15 mL.

A reacdo de oxidacdo do p6 de sabugo de milho com periodato de sédio tem como
objetivo alterar a estrutura da celulose, especificamente “abrindo” os anéis de glicose,

conforme a figura 4.
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Figura 4. Oxidagdo da celulose com periodato de sodio. Fonte: Sirvio et al,

2011.

. |+ + NalOg +H,0

2.4.5. Monitoramento do consumo de periodato de sédio

O consumo de periodato de sodio foi monitorado através da reacdo com iodeto de
potéssio (KI) 10% (m/v) e solugdo de bicarbonato de sddio saturada. A leitura da reagdo
colorimétrica foi feita em espectrofotdmetro em 450 nm. Foram recolhidas aliquotas do
sobrenadante da reacdo de oxidag&o dos suportes em tempos determinados (Guisan,

1988).

2.4.6. Formacédo do suporte p6 de sabugo-MANAE

A aminacdo dos suportes teve como base a metodologia descrita por Fernandez-
Lafuente et al (1993) e Benassi et al (2013). Aos suportes po de sabugo-glioxil e p6 de
sabugo-oxidado foram adicionados etilenodiamina (EDA) 2M, pH 10, durante 4 horas,
na propor¢do: 1 g de suporte umido para cada 5,715 mL de EDA. Em seguida foi
adicionado NaBH,4 por mais 2 horas, na propor¢do 0,0571 g de NaBH, para cada 1
grama de suporte , para formacdo de grupos amino, resultando, respectivamente, nos
suportes pd de sabugo-glio-MANAE e pé de sabugo-oxi-MANAE. O suporte foi lavado
com agua destilada em abundancia, tampdo acetato de sdédio 0,1M, pH 4 em

abundancia, e novamente com agua destilada em abundancia.

A reacdo de aminacdo tem como alvo principal grupos aldeidos, tendo a

capacidade de formacdo de molécula de 4gua com o oxigénio do aldeido e substitui¢do
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deste oxigénio pelo nitrogénio da etilenodiamina. Esta reacdo forma um braco

espacgador, como pode ser observado na figura 5 e 6.

Figura 5. Reacdo simplificada de aminacao do suporte p6 de sabugo-glioxil.

Formacao do suporte pé de sabugo-glio-MANAE.

OH

0 NH
5 O & NH ™72 —M &
L g

Figura 6. Reacdo simplificada de aminacdo do suporte pé de sabugo-oxidado.

Formacao do suporte pé de sabugo-oxi-MANAE.

2.4.7. Formacédo do suporte p6 de sabugo-glutaraldeido

A formacéo do suporte p6 de sabugo-glutaraldeido teve como base a metodologia

descrita por Betancor et al (2006). Aos suportes pé de sabugo-glio-MANAE e p6 de
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sabugo-oxi-MANAE foram adicionadas solucdo de glutaraldeido 15% em tampéo
fosfato de sédio 200 mM, pH 7, na proporcao 1g de p6 de sabugo-MANAE Umido para
6 mL de solucdo, e mantido em agitagéo suave por 15 horas, em temperatura ambiente,
para formacgdo de dimeros de glutaraldeido na superficie do p6 de sabugo-MANAE.
Apbs, foi realizada a lavagem com tampdo fosfato de sédio 25 mM, pH 7,
exaustivamente; em seguida, com &gua destilada. Os suportes pé de sabugo-glio-
glutaraldeido e p6 de sabugo-oxi-glutaraldeido foram filtrados a vacuo e armazenados,
sendo que o periodo entre a lavagem e sua utilizacdo para imobilizacdo da enzima nédo

ultrapassou 2 horas.

2.5. Imobilizacéo (preparo do derivado enzimético)

A imobilizagéo foi realizada utilizando a seguinte proporcdo: para cada grama
(peso umido) de suporte po6 de sabugo-glutaraldeido, foram utilizados 10 mL de solugéo
de enzima parcialmente purificada 0,5% (v/v), aproximadamente 50 U, em tampéo
fosfato de s6dio 5 mM, pH 7. A mistura foi mantida em temperatura ambiente e em
agitacdo suave, sendo que 1 mL da solucdo de enzima foi reservado previamente e
mantido separado do suporte e nas mesmas condi¢des da imobilizagdo, visando

monitorar a atividade (controle).

Para acompanhar a imobilizacdo, a atividade enzimética do sobrenadante de
imobilizacdo e da solucdo de enzima controle foi determinada em tempos
predeterminados. Finalizada a imobilizagdo, os derivados foram lavados com &gua

destilada em abundéancia e armazenados.
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O rendimento da imobilizacdo foi calculado seguindo a formula:
. . e A-B
Rendimento da imobilizagdo (%) = —— X100
Onde A equivale a atividade da enzima livre (controle) e B, a atividade do
sobrenadante.

2.6. Caracterizacgao dos derivados

Os derivados foram caracterizados através de ensaio realizado com 20 mg de
derivado em 4 mL de sacarose 2% em tampdo acetato de sédio 50 mM , pH 5, a 50°C.
A quantidade de agucares redutores foi quantificada com DNS a cada 10 minutos,

durante 40 minutos.
Para calcular a atividade dos derivados foi utilizada a seguinte férmula:

U Y Absorbancia x 1000 x Volume total do ensaio (mL)
g £ (molar)x Y Tempo (min ) x Massa do derivado (g)

Observagéo: o volume total do ensaio deve conter o volume de solugdo de

sacarose e 0 volume do derivado.

A atividade recuperada no derivado foi calculada conforme a formula a seguir:

C
Atividade recuperada (%) = m x 100

Onde C equivale a atividade do derivado apds o final da imobilizagdo e Uesperado @
atividade esperada por grama de p6 de sabugo pela quantidade de enzima oferecida ao
suporte, considerando o rendimento da imobilizagdo. O célculo do Uegsperado POde ser

observado abaixo:
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U esperado/g de p6 de sabugo =

U x Volume de enzima usado na imobilizagdo (uL)

, ————— x Rendimento da imobilizacao
1000 x Massa do derivado usado na imobilizac¢do

Nesse caso, U corresponde a atividade enzimatica do controle usado para
acompanhamento da imobilizacdo e o rendimento da imobilizacdo deve ser usado na

escala de 0-1.

2.6.1. Estabilidade a temperatura

Os derivados pé de sabugo-glutaraldeido-invertase foram incubados em diferentes
temperaturas, com objetivo de avaliar o comportamento do derivado em comparagédo

com a enzima livre.

Para determinar a estabilidade térmica, uma massa consideravel dos derivados foi
incubada a 60°C, na propor¢do 20 mg de derivado em 100 pL de tampéo de reacdo
(acetato de sodio 50 mM, pH 5). Uma solucdo de enzima livre purificada 0,5% em
tampdo de reacdo também foi incubada nas mesmas condi¢Ges para controle. Em
tempos determinados, parte do p6 de sabugo e da enzima livre foram retiradas da
incubacdo e realizada a atividade com solugdo de sacarose 2% em tampdo de atividade,

50°C.

2.6.2. Inativacdo térmica e meia-vida

Para determinar a inativacdo térmica e meia-vida, a mesma metodologia foi

utilizada, entretanto com temperatura a 65°C e 50°C, respectivamente.
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2.1. AnaAlise estatistica

Para a comparacdo dos resultados de caracterizacdo do suporte e dos dois

derivados de p6 de sabugo-invertase foi realizado teste-T, nivel de significancia p<0,05.

Os testes estatisticos foram feitos utilizando o software SigmaStat.

3. Resultados e Discussao
3.1. Composicgao do suporte

O po6 de sabugo de milho, apds tratamento, teve sua composi¢do alterada,

conforme pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do quimica do pd de sabugo de milho cru e apoés

tratamento.
Suporte Composicao quimica (%)
P Lignina total Glucana Xilana Arabinosil Acetil Extrativos  Soma
+ + +
Sabugo cru 12,73 +0,03* 28,02 +0,05° 23’123_ 7610525 2630223_ 6,12 80,8
Sabugo tratado ~ 8,01+0,18° 47,62 + 0,87° 2g,ggbi 7640315 00’00333 0,97 86,1

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t (p>0,05)

Tendo em vista a utilizagdo do p6 de sabugo de milho para imobilizacdo de
enzimas, a maior disponibilidade porcentual de glucanas se torna ideal, dado que a
ativacdo do suporte tem como principal alvo a celulose. Neste caso, o tratamento do
suporte levou a um aumento significativo do porcentual final relativo de glucana

disponivel no suporte, de aproximadamente 28,02% para 47,62%.
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Diversas técnicas de remocdo de lignina de compostos lignoceluldsicos sdo
descritos na literatura, desde processos fisicos, como explosdo a vapor, agua em alta
temperatura, assim como processos quimicos, com o uso de acido, amdnia, entre outros
(Mosier et al., 2005). Todos os métodos possuem 0 mesmo objetivo, ou seja, obter a
celulose separada de outros componentes da biomassa, para que possa ser utilizada em

outras tecnologias, como fermentagéo e imobilizagdo de enzimas.

No tratamento utilizado neste trabalho houve associacdo de algumas técnicas que

foram eficientes no preparo de um material com menor proporc¢éo de lignina final.

3.2. Oxidacao do pé de sabugo de milho

O comportamento da reacdo de oxidagdo entre os grupos A, B, C, D e E foi
semelhante apds as 3 horas de monitoramento. Entre os grupos, foram consumidos
340,8 £ 9,5 umols de NalO,. Portanto, pode-se afirmar que dentre os grupos em estudo
ndo houve diferenca marcante e o prosseguimento da ativacdo é indiferente entre os

grupos. Para dar continuidade a ativacdo do p6 de sabugo foi escolhido o grupo E.

O po6 de sabugo de milho, ao ser oxidado ao maximo, apresentou 0s seguintes

resultados (Tabela 3):

Tabela 3. Resultado de oxidacdo maxima do pd de sabugo de milho com

periodato de sodio (NalQy).

Quantidade de NalO4
consumido (umols)
NalO4 0,1M (controle) 52,1+18,3
Pé de Sabugo de milho

Suporte inicial

562,3 + 18,7
tratado

Pé de Sabugo-gliceril 475,7+14,2
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Esses resultados indicam que o p6 de sabugo de milho possui grande capacidade
de formacdo de grupos aldeidos em sua superficie. Essa grande densidade de grupos
pode ser um fator positivo ou negativo para a imobilizagdo de enzimas, pois 0 suporte
fard mais ligagBes com a enzima, possibilitando mais interacdes, mas ao mesmo tempo,
poderd causar uma alteracdo conformacional na estrutura da enzima, que possivelmente

perdera sua atividade.

Segundo Isobe et al (2011), a adicdo de grupos aldeidos na estrutura da celulose
causa alteragdo minima na estrutura, sendo que a quantidade de grupos aldeidos pode
ser controlada pela quantidade de NalO,4 adicionado. No caso destes autores, a adi¢do de
0,6 mmol de NalOy4 a 45 g de celulose resultou na oxidagdo de 18,6% das unidades de

glicose da celulose e formacgédo de 1,04 mmol de aldeidos por grama de celulose.

3.3. Ativacdo do suporte — determinacdo do consumo de periodato de

sodio

A dosagem do consumo de periodato de sédio (NalO4) ao longo da reagdo de
oxidacdo é importante para acompanhar a formacao de grupos aldeido na superficie do
suporte. Entretanto, o periodato de sddio é instavel e, portanto, ndo é possivel fazer uma
dosagem dos grupos aldeido do suporte, uma vez que parte do consumo pode ser

atribuida a degradacao do periodato pela luz, por exemplo (Tabela 4).
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Tabela 4. Consumo de periodato de sddio para formacédo de grupos aldeido

na superficie do suporte.

S_.upo_rte Su_porte Tempo de NaIO_4 NaIOfl Massa
inicial final reacéio (h) oferecido consumido final (g)
¢ (umol) (umol)
Sabugo-  Sabugo- 15 300 2641+38 0901
gliceril glioxil 0,1
Sabugo Sabugo- 2,050 +
tratado oxidado 10 500 5000+ 0,0 0,0

Deve ser levado em consideracdo que reacdo com o pO de sabugo-gliceril,
transformado em p6 de sabugo-glioxil teve como peso inicial umido de 1 g e finalizou
com média de 0,901. Tal alteracdo ocorreu pela perda de massa ao longo do processo de
lavagem e da reagdo. Entretanto, ao observar a massa inicial e final do suporte oxidado
direto, a massa inicial (1 g) dobrou, mesmo com as perdas ao longo do processo de
lavagem. Portanto, ao final da reacdo, ambos suportes terdo consumido quantidades
aproximadas de periodato de sodio por grama de suporte final, ou seja,

aproximadamente 250 umols de periodato de sddio por grama Uimido de suporte.

Outro fato importante € que na reacdo de oxidacdo € utilizada uma molécula de
NalO,4 para formacdo de 2 grupos aldeidos, entretanto, na reacdo para formacdo de
grupos glioxil, um grupo aldeido se desprende da estrutura principal do suporte e é
perdido na lavagem do pd de sabugo-glioxil. Esta perda ndo ocorre quando o poé de
sabugo é oxidado diretamente, uma vez que o anel da glicose é aberto e os carbonos 2 e

3 irdo compor os grupos aldeidos.
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Considerando o experimento de oxidacdo maxima do p6 de sabugo como 100%
de oxidac&o, pode-se inferir que o p6 de sabugo-oxidado possui 44,46% da sua estrutura

oxidada e o p6 de sabugo-glioxil, 55,51%.

3.4. Imobilizagdo

O processo de imobilizacdo da invertase no p6 de sabugo-oxi-glutaraldeido e p6
de sabugo-glio-glutaraldeido foi acompanhado pela diferenca de atividade enzimética
do sobrenadante da solugdo em processo de imobilizacdo e atividade enzimética do
controle (Figura 7). A queda da atividade do sobrenadante indica que a enzima esta

sendo imobilizada, enquanto que o controle mantém sua atividade elevada.

Nos dois casos, a imobilizagéo teve um rendimento acima de 99%, sendo 99,48%
para a imobilizagdo da invertase no suporte pé de sabugo-glio-glutaraldeido, e 99,28%

no pé de sabugo-oxi-glutaraldeido.

Figura 7. Acompanhamento da imobilizagdo da invertase extraida de

Saccharomyces cerevisiae em p6 de sabugo de milho ativado a glutaraldeido.
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O glutaraldeido é uma substancia muito utilizada em reagdes que envolvem
proteinas, por sua alta reatividade e capacidade de realizar “crosslink”. O
comportamento do glutaraldeido pode ser modulado através das condi¢fes da reacao,
como pH, forga idnica e temperatura. Para a utilizacdo com enzimas, o glutaraldeido
tem como primeiro alvo o amino terminal da enzima, sendo que, ap6s algum tempo de

reacdo, comeca a interagir com outros residuos de aminoécidos (Migneault et al, 2004).

Um fator que pode ter auxiliado na rapida imobilizacdo da invertase ao po de
sabugo de milho ativado a glutaraldeido foi a utilizacdo de dimeros de glutaraldeido,
obtidos pelas condicBes especificas da reacdo de ativacdo do suporte. Conforme
Betancor et al (2006), o dimero de glutaraldeido promove uma imobilizacdo mais rapida
e, por ser um braco maior entre o suporte e a enzima, diminui a rigidez de
movimentacdo da enzima. Além disso, a utilizacdo de baixa forca idnica na reacdo de
imobilizagdo faz com que a imobilizacdo inicie com a interacdo intramolecular rapida
entre os nucleodfilos da enzima e o glutaraldeido. Os mesmos autores descrevem que,
mesmo apos a incubacdo dos derivados em solugfes em altas concentragdes salinas, ndo
houve perda de atividade enzimética, sugerindo que ha a formac&o de ligacdo covalente

apos a adsorcdo da enzima ao suporte ativado a glutaraldeido.

3.5. Caracterizacgao dos derivados

ApoOs o0 processo de imobilizacdo, os derivados foram caracterizados com o
objetivo de identificar o melhor derivado entre os dois em estudo. Inicialmente foi

observada a atividade enzimatica dos derivados, que pode ser observada na Figura 8.
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Figura 8. Atividade enzimatica dos derivados p6 de sabugo de milho-oxi-
gluraldeido-invertase e p6 de sabugo de milho-glio-glutaraldeido-invertase,

liberagdo de acucar redutor por tempo.
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A partir desses resultados foi possivel calcular a atividade enzimatica dos

derivados, assim como a atividade recuperada, conforme tabela 5:

Tabela 5. Caracterizacdo dos derivados pé de sabugo-oxi-glutaraldeido-

invertase e p6 de sabugo-glio-glutaraldeido-invertase.

Derivado Atividade (U.g™) Atividade recuperada (%)

P6 de Sabugo-oxi-

a
glutaraldeido-invertase 30,497+ 1,547 619

Pé de Sabugo-glio-

b
glutaraldeido-invertase 21,035+0,748 42,8

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t (p>0,05)

Goulart et al (2008) utilizaram 0 mesmo processo de imobilizacdo da invertase em

agarose, ou seja, preparando um suporte com base em agarose ativada a glioxil,
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MANAE e glutaraldeido, com as adaptacGes proprias para a agarose. Os autores
descreveram que o derivado agarose-glutaraldeido-invertase apresenta atividade 9,9
U.mg™ de proteina e retencdo de 33,6% da atividade em comparacdo com a invertase
livre. Comparando os derivados com base na agarose (Goulart et al, 2008) e do pé de
sabugo de milho, pode-se observar que o derivado de p6 de sabugo de milho conseguiu

reter maior atividade da invertase.

Santos (2010), ao imobilizar a invertase extraida de Saccharomyces cerevisiae em
po de sabugo de milho ativado a glioxil e depois glutaraldeido, obteve uma atividade de

25,50 U.mL™ de derivado, ou seja, proxima da atividade encontrada nesse estudo.

Um processo semelhante de imobilizacdo de invertase em poliuretano ativado em
diferentes formas foi realizado por Cadena et al (2010). Os autores descrevem que 0
resultado da imobilizacdo foi mais eficaz com o poliuretano ativado com HCI,
polietilenoimina (PEI) e glutaraldeido, retendo 42,7% da atividade da invertase, sendo
que, quando a imobilizacdo foi desempenhada na presenca do substrato da enzima
(sacarose), um derivado melhor foi obtido, uma vez que o sitio catalitico da enzima

ficou protegido.

Amaya-Delgado et al (2006) também obtiveram um derivado de invertase
utilizando microbeads de nylon-6 ativadas com glutaraldeido e PElI como brago

espacgador. Nesse caso, o derivado apresentou 93% de retencéo de atividade.

3.6. Estabilidade a temperatura, inativagdo térmica e meia-vida

A estabilidade tem como objetivo avaliar a atividade da enzima em temperatura

levemente acima da temperatura O6tima de atividade, neste caso, 60°C. O
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comportamento da invertase livre e dos derivados em estudo pode ser observado na
Figura 9, onde é possivel verificar que os derivados foram mais estaveis que a enzima

livre.

Figura 9. Estabilidade térmica da invertase de Saccharomyces cerevisiae livre e
derivados p6 de sabugo de milho-oxi-glutaraldeido-invertase e pé de sabugo de milho-glio-

glutaraldeido-invertase incubados a 60°C.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Apo6s 1 hora de incubagdo a 60°C antes de iniciar a atividade enzimatica nas
condi¢bes Otimas, o derivado pé de sabugo-oxi-glutaraldeido-invertase foi o que

apresentou melhor estabilidade, retendo 81,6% + 1,1 da atividade inicial, enquanto que
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o derivado pé de sabugo-glio-glutaraldeido-invertase apresentou 59,7% + 2,7, e a

invertase livre, 52,9% + 1.3.

Goulart et al (2008), ao realizarem o experimento de estabilidade do derivado
agarose-glutaraldeido-invertase, concluiram que o derivado mantinha aproximadamente
40% da atividade inicial apds incubacdo a 60°C por 24 horas, enquanto que a invertase
livre perdia totalmente sua atividade antes de completar 5 horas de incubacgéo a 60°C,

mostrando que o derivado possui maior estabilidade térmica que a enzima livre.

Este resultado foi diferente do observado por Amaya-Delgado et al (2006) que, ao
incubar o derivado de invertase a 60°C, observou uma queda de mais de 60% da

atividade inicial ap6s 10 minutos de incubacéo.

Ao elevar a temperatura de incubacdo para 65°C, foi observado um rapido
declinio da atividade enzimatica da invertase livre e ambos os derivados, conforme

figura 10.
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Figura 10. Inativacéo térmica da invertase de Saccharomyces cerevisiae livre
e derivados p6 de sabugo de milho-oxi-glutaraldeido-invertase e pé de sabugo de

milho-glio-glutaraldeido-invertase incubados a 65°C.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

Conclui-se que os derivados tém sua atividade reduzida a menos de 20% em
comparacdo com a atividade enzimaética inicial apds a incubacéo a 65°C por 30 minutos.
Resultado semelhante foi encontrado por Santos (2010), que demonstrou que a invertase
extraida de Saccharomyces cerevisiae imobilizada em p6 de sabugo de milho ativado a

glutaraldeido tinha sua atividade reduzida ap6s incubacéo a 65°C.

No estudo de meia-vida, os derivados e a invertase livre foram incubados a uma
temperatura de 50°C, temperatura 6tima de atividade. Conforme a Figura 11, pode-se

perceber que apds 20,5 horas de incubagdo (1230 minutos), a enzima livre apresenta
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atividade 111,50% + 1,77 com relacdo a atividade inicial, enquanto que o derivado po
de sabugo-glio-glutaraldeido-invertase exibiu 86,47% + 1,50 da atividade inicial, e 0
derivado p6 de sabugo-oxi-glutaraldeido-invertase, 82,46% + 1,37. Ap6s 68,5 horas
(4110 minutos) de incubacdo, a atividade da invertase livre, assim como dos derivados,
apresentou queda em comparagdo com a amostra anterior, ou seja, a invertase livre teve
sua atividade reduzida para 80,09% = 0,50, o derivado p6 de sabugo-glio-glutaraldeido-
invertase para 61,90% + 4,14, e o derivado pé de sabugo-oxi-glutaraldeido-invertase

51,54% + 2,97.

Figura 11. Meia-vida da invertase de Saccharomyces cerevisiae livre e dos
derivados p6 de sabugo de milho-oxi-glutaraldeido-invertase e p6 de sabugo de

milho-glio-glutaraldeido-invertase, incubados a 50°C.
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Esses resultados indicam que ambos os derivados possuem comportamento
semelhante quando incubados a 50°C, mas que diferem do comportamento da invertase

livre, que possui um segundo pico de atividade ap6s 20,5 horas de incubagéo.
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4. Conclusao

O pd de sabugo de milho mostrou grande potencial no uso como suporte para
imobilizacdo de enzimas, pois fornece estrutura que possibilita alteracdo quimica, é
estavel nas condicbes de ativacdo, imobilizacdo e atividade da enzima. Além disso, o
sabugo de milho, por ser um residuo agroindustrial, € um produto de facil aquisigéo e
manuseio, que, ao ser utilizado como suporte para imobilizagéo de enzimas, torna-se um

produto biotecnoldgico com valor agregado e incentivo a sustentabilidade.

Os resultados mostraram que as diferentes técnicas de ativagdo resultam em
derivados com diferentes caracteristicas. Neste trabalho, o derivado obtido com a
oxidacdo direta do p6 de sabugo de milho foi melhor, pois, apesar de ser muito
semelhante ao outro derivado, apresentou melhor estabilidade térmica e o procedimento
de ativacdo é mais curto, economizando tempo e material, e evitando o uso de glicidol,

composto altamente toxico.

O procedimento de ativagdo do pé de sabugo de milho foi eficaz em imobilizar a
invertase, que manteve sua atividade catalitica ap6s a imobilizagdo e lavagem do
derivado. Por ter sido realizada ligagéo covalente, inicialmente unipontual, a invertase
manteve-se estavel apos a imobilizacdo, indicando que o derivado tem potencial para
utilizagcdo em concentragfes de substrato maiores e até em biorreatores. Além disso, ndo
h& registros na literatura da utilizacdo de pé de sabugo de milho como suporte para

imobilizacéo de enzimas.
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CAPITULO Il — Uso de derivado invertase-p6 de sabugo de milho para

producdo de acucar invertido

Resumo

A utilizagdo da invertase imobilizada pode contribuir na producdo de agucar
invertido, pois pode ser utilizada em biorreatores para uso continuo e repetido, com a
obtencdo de produto puro e de qualidade. Este trabalho objetivou avaliar um derivado
de invertase de Saccharomyces cerevisiae imobilizada em pé de sabugo de milho em
biorreator e sua atividade ap0s estocagem. A invertase foi obtida por congelamento e
descongelamento da levedura Saccharomyces cerevisiae e 0 p6 de sabugo de milho foi
ativado por oxidacdo direta, etilenodiamina e glutaraldeido, e foi avaliada a carga
maxima enzimatica do suporte. O derivado foi armazenado a 4°C umedecido, em agua
destilada, tampdo fosfato pH 7 e tampdo acetato pH 4,5, e a atividade residual da
enzima foi monitorada. O derivado foi utilizado em biorreator de batelada e leito
fluidizado com solucédo de sacarose 40% e a taxa de hidrdlise foi monitorada com DNS.
A carga maxima enzimatica foi atingida ap6s 90 minutos de reacdo de imobilizacéo,
resultando em um derivado com 277,7 + 30,7 U.g™. Ap6s 100 dias de estocagem, o
derivado armazenado em tampdo acetato foi capaz de manter 88,4 + 5,6% da atividade
inicial, significativamente maior do que 0s outros meios de armazenamento. Em
batelada, o derivado hidrolisou 100% da solucéo de sacarose 40% em apenas 5 horas de
operacdo, enquanto que quando utilizado em reator de leito fluidizado foi possivel
hidrélise de 24% em apenas 1 ciclo de 30 minutos. Um derivado com menor carga
enzimatica, quando utilizado em reator de leito fluidizado e solucdo de sacarose 40%,

manteve a atividade enzimética igual a inicial apds 10 ciclos. Esses resultados indicam
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que o derivado de invertase imobilizada em pé de sabugo de milho possui grande

potencial para utilizagdo em escala ampliada.

Abstract

The use of immobilized invertase can contribute to the production of invert sugar,
because it can be used in bioreactors for continuous and repeated use, obtaining a pure
and of high quality product. This work aimed to evaluate a bioreactor and storage of a
derivative of Saccharomyces cerevisiae invertase immobilized in powdered corncob.
The invertase was obtained by freezing and defrosting the yeast, and the corncob
powder was activated by direct oxidation, ethylenediamine and glutaraldehyde, and the
maximum enzyme load of the support was evaluated. The derivative was stored at 4°C
dampened, in distilled water, phosphate buffer pH 7 and acetate buffer pH 4.5, and
residual enzyme activity was monitored. The derivative was used in batch and fluidized
bed bioreactors with 40% sucrose solution and the hydrolysis rate was monitored with
DNS. The maximum enzyme load is reached after 90 minutes of immobilization
reaction, resulting in an activity of 277.7 + 30.7 U.g™. After 100 days of storage, the
derivative maintained in acetate buffer has retained 88.4 £ 5.6% of the initial activity,
which is significantly greater than the others storage medias. The derivative in a batch
reactor could hydrolyze 100% the sucrose solution in only 5 hours of operation,
whereas when used in a fluidized bed reactor the hydrolysis rate was 24% in one cycle.
A derivative with lower enzyme load, when operated in a fluidized bed reactor and 40%
sucrose solution, could maintain the same initial activity after 10 cycles. These results
indicate that the derivative of immobilized invertase in powdered corncobs has shown

great potential for use on a larger scale.
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1. Introdugéo

Uma das aplicag¢fes do uso de enzimas imobilizadas é a montagem de biorreatores
industriais, que permitem o uso continuo e repetido do derivado, trazendo beneficios na
obtengdo do produto. O mercado mundial de enzimas em 2010 ultrapassou U$$ 3,3
bilhGes, sendo que deste montante, estima-se que US$ 160 milhdes equivalem as
enzimas imobilizadas. Apesar dos diversos desafios, o comércio de enzimas
imobilizadas est4 expandindo, sendo que a utilizacdo na inddstria de alimentos ainda

continuard dominar o mercado (DiCosimo et al, 2013).

Com base em End & Schoning (2004), seguem abaixo alguns exemplos de

enzimas imobilizadas que foram utilizadas industrialmente:

e Produgdo de inibidor de HMG-CoA redutase com o uso de lipase de
Pseudomonas cepacia imobilizada em polipropileno, técnica usada pela empresa

Bristol-Meyers Squibb;

e Sintese de L-veratrilglicina, intermediario na sintese do L-dopa (ou Levodopa),
através da amidase imobilizada em polimero de quitosana, usado pela empresa

Sankyo;

* Producdo de &cido aspartico com aspartase imobilizada em silica, técnica da

empresa BioCatalytics.

Para que um derivado possa ser utilizado em escala industrial, ele primeiramente
deve passar por experimentos laboratoriais para garantir sua aplicabilidade e seguranca.

Dentre estes experimentos ha a simulacao de condi¢des de operacdo industrial em escala
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laboratorial e avaliagdo do derivado em condi¢des de armazenamento em longo prazo,

por exemplo.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o derivado de invertase de
Saccharomyces cerevisiae imobilizada em pé de sabugo de milho em biorreatores e sua

estocagem em longo prazo.

2. Material e métodos

2.1. Extracdo da invertase de Saccharomyces cerevisiae

Para obtencdo da invertase (EC 3.2.1.26), 15 gramas de fermento de péo,
Saccharomyces cerevisiae da marca Fleishman, foram congelados. Apds o
descongelamento, foram adicionados 30 mL de &agua destilada e a mistura foi
centrifugada por 20 minutos a 4°C e 7395 g. O extrato foi parcialmente purificado e
concentrado 10 vezes com resina DEAE-Sephacel equilibrada com tampao fosfato de

sodio 50 mM, pH 7,0, pela técnica de batch.

2.2. Tratamento e ativagdo do po6 de sabugo de milho

O pdé de sabugo de milho foi inicialmente lavado com agua destilada em
abundancia. Em seguida, foi tratado com alcool 70% e submetido a descompressdo
térmica em autoclave. Posteriormente, o p6é de sabugo de milho foi mantido sob
agitacdo de 140 rpm por 24 horas em NaOH 2 M, lavado abundantemente com &gua
destilada e filtrado a vacuo. O pd de sabugo de milho foi desidratado em estufa a 40°C
para armazenamento. A oxidacdo do pO de sabugo ocorreu com a utilizacdo de
periodato de sodio (NalOs;) 100 mM na proporgdo 1:5:10 (p6 de sabugo

seco:periodato:agua) pelo periodo de 1 hora, sob agitagdo suave e protecdo de luz. O
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consumo de periodato de sodio foi monitorado através de reacdo colorimétrica com
iodeto de potassio (KI) 10% e solugdo saturada de bicarbonato de sodio, conforme
metodologia descrita por Guisan (1988). O p6 de sabugo oxidado foi aminado conforme
metodologia descrita por Fernandez-Lafuente et al (1993) e atualizacdo de Benassi et al
(2013), na qual 1 grama (peso Umido) de suporte era adicionado a 5,715 mL de
etilenodiamina 2 M, pH 10, por 6 horas, sendo as 2 Gltimas na presenca de 0,0571 g de
borohidreto de sodio (NaBH,). Apds o periodo de reagdo, o suporte foi lavado com agua
destilada em abundancia, tampdo acetato de sédio 0,1 M, pH 4, e agua destilada
novamente. A Ultima etapa da ativacdo do suporte foi a insercdo de dimeros de
glutaraldeido a sua estrutura, conforme metodologia descrita por Betancor et al (2006),
na qual 1 grama (peso umido) do suporte aminado foi adicionado de 6 mL de solugédo
de glutaraldeido 15% em tampdo fosfato de sédio 200 mM, pH 7, sob agitacdo suave
por 15 horas. Apds, foi realizada a lavagem com tampdo fosfato de sddio 25 mM, pH 7,

exaustivamente, seguido de agua destilada.

2.3. Imobilizagdo

O p6 de sabugo de milho ativado (1 grama) foi incubado com 9 mL de solugéo de
extrato parcialmente purificado contendo de 49 a 589 U enzimaticas em tampao fosfato
de sédio 5 mM, pH 7, por no minimo 2 horas, em temperatura ambiente. O rendimento
da imobilizacéo foi determinado pela atividade enzimética do sobrenadante, medida ao

longo do periodo de imobilizag&o.

2.4. Limite maximo de carga enzimatica

Com o objetivo de identificar o limite maximo de carga enzimética do po de
sabugo de milho ativado, foram utilizadas solugGes de enzima purificada em

concentragOes diferentes na imobilizacdo, sendo elas 0,5%, 2,5% e 50%. Apoés a
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imobilizacdo, foram realizados célculos de rendimento da imobilizacdo, atividade do

derivado ap6s lavagem e atividade recuperada’.
2.5. Avaliacdo do derivado em condigdes de estocagem

O derivado de invertase imobilizada em pé de sabugo de milho foi armazenado a
4°C em diferentes solugOes para avaliagdo da retencdo da atividade. Foram utilizados
tampdo acetato de sdédio 50mM pH 4,5, conforme Amaya-Delgado et al (2006), tampéo
fosfato de s6dio 50mM pH 7,0 e agua destilada. A atividade enzimatica da invertase
imobilizada em pé de sabugo de milho foi avaliada por periodos determinados, através

da técnica de dosagem de acucares redutores com &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS).
2.6. Reator em batelada

Foi montado biorreator em batelada, de dimens6es de 4 cm de diametro por 5,5
cm de altura, com sacarose 40% em tampdo acetato de sodio 50 mM, pH 5, e 1% de
derivado (v/m). O biorreator foi operado a 50°C com agitacéo de 150 rpm por eixo de
transmisséo e laminas que cobriram dois tercos do didmetro do vaso do reator. A taxa

de hidrolise da sacarose foi monitorada com DNS ao longo do tempo.
2.7. Reator de leito fluidizado

Para hidrolise continua da sacarose, um reator de leito fluidizado de 12,5 cm de
comprimento e 1 cm de diametro, equipado com uma jagqueta conectada a um banho de
aquecimento e circulacdo de agua, foi carregado com 0,5 e 1 grama de derivado (figura

1). A temperatura foi mantida a 50°C e 50 mL de solugdo de sacarose 40% em tamp&o

! Detalhes sobre os célculos de rendimento de imobilizagdo, atividade enzimatica
do derivado e atividade recuperada estdo descritos no capitulo Il, secdo 2.5. -
Imobilizacdo (preparo do derivado enzimético).
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acetato de sodio 50 mM, pH 5, alimentaram o reator. O fluxo de operagéo foi ajustado
para 1,15 mL.min? com ajuda de uma bomba peristaltica e a taxa de hidrdlise

monitorada com DNS.

Figura 1. Reator de leito fluidizado ligado a bomba peristaltica e banho de

aquecimento e circulagao.

3. Resultados e Discussao
3.1. Carga enzimatica

Na imobilizagdo com baixa concentracdo de enzima (49 U), ou seja, uso de
solugéo de enzima em concentracdo de 0,5% para a imobilizacdo, o suporte foi capaz de
reter 61,9% da atividade da enzima livre, portanto resultando em um derivado com 30,5

+15U.g™
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Ao utilizar concentracdo média de enzima (117 U), ou seja, uso de solugdo de
enzima em concentracdo de 2,5%, houve retengdo de 74% da atividade enzimaética,

resultando em um derivado com 84,2 + 7,9 U.g™.

Na utilizag&o de enzima em excesso no processo de imobilizagdo (589 U), ou seja,
uso de solucdo de enzima em concentracdo de 50%, o periodo de interacdo entre a
enzima e o suporte foi ampliado para 23 horas, com o objetivo de permitir o0 aumento da
carga enzimética do suporte. Desta feita, apds este periodo, a atividade do sobrenadante
da mistura enzima/suporte caiu para 6,54% da atividade inicial, indicando que a enzima
foi ligada ao suporte. Entretanto, ao realizar a lavagem do derivado e dosagem da
atividade enzimética, verificou-se que houve a retencdo de apenas 45,3% da atividade
da enzima livre, resultando em um derivado com 244,2 + 31,6 U.g™. Esse resultado
indica que houve, além da imobilizacdo por ligagdo covalente, adsorcdo da enzima, a
qual foi eliminada no processo de lavagem do derivado. Nesse caso, o tempo de 90

minutos também é suficiente para atingir a carga méxima de invertase no suporte.

Ao reduzir a oferta de unidades enzimaticas para o suporte ativado no momento
da imobilizacdo para 295U, ou seja, o uso de solugdo de enzima em concentragdo de
25%, por periodo de 90 minutos, ha queda da atividade enzimatica do sobrenadante para
26,0% da atividade inicial. Entretanto, ap6s lavagem, o derivado apresentou 277,7 +
30,7 U.g™, ou seja, muito semelhante ao encontrado utilizando alta concentragdo de
solucdo de enzima e retengdo de 50,8% da atividade da enzima livre. Este resultado
indica que houve um aprimoramento no processo de imobilizacdo, o qual atingiu a carga

méaxima enzimatica, com menor perda de enzima livre.
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3.2. Estocagem

Diversas enzimas ndo sd0 estaveis com mudancas de condigdes de
armazenamento. Nesse contexto, avaliar a atividade residual da enzima imobilizada no
derivado é importante para estimar o potencial comercial do derivado. O derivado de p6
de sabugo de milho e invertase, ao ser estocado em tampdo acetato de sédio, manteve
sua atividade inicial sem queda estatisticamente significativa no final do estudo. Por
outro lado, quando mantido em outras condigdes (Umido, agua destilada ou tampéo
fosfato de sddio), ha queda expressiva de atividade residual da enzima, sendo que 0
método de armazenamento Umido foi o que apresentou menor atividade residual apds

100 dias de estocagem (tabela 1).

Tabela 1. Atividade residual (%) da invertase de Sacchamoryces cerevisiae
imobilizada por ligacdo covalente em p6 de sabugo de milho em diferentes

condicdes de armazenamento a 4°C.

Ambiente de Tempo de armazenamento
armazenamento 8 dias 21 dias 45 dias 100 dias
Umido 512+34"8 333 +62° 189+21%® 18,2 +2,0°%

Agua destilada  61,7+80"  437+11%®¢ 411+32°® 346+471°®

Tampdo acetato 66,6+8,7"  837+83% 824+165® 884+56"
de sédio pH 4,5

Tampdo fosfato  42,1+44°  490+33"  254+33%®  252+49°EC
de sodio pH 7

*Médias do mesmo ambiente de armazenamento (linha) seguidas da mesma letra mindscula ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05). A letra * corresponde a atividade inicial da invertase
imobilizada. Médias do mesmo tempo de armazenamento (coluna) seguidas da mesma letra maidscula

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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3.3. Reator em batelada

Nesse estudo, o derivado usado no reator em batelada possuia carga maxima de
invertase com o objetivo de hidrolisar a sacarose em taxas mais elevadas. Ao longo do
processo foi possivel verificar que a invertase imobilizada conseguiu manter conversdo
média de 10,8% a cada meia hora, atingindo 100% de inversdao no tempo total de 5

horas (figura 2).

ApOs 0 uso no reator, a invertase imobilizada foi submetida a um experimento
isolado. Neste experimento o derivado foi lavado em tampdo de atividade e agua
destilada, e em seguida avaliado quanto a atividade enzimatica residual. Observou-se
que este derivado utilizado e lavado apresentava 397,6 + 27,7 U.g™, que corresponde a
um aumento de 62,8% da atividade enzimaética da invertase imobilizada sem uso. Este
resultado indica que ndo houve liberacdo da enzima com o uso prolongado em alta
concentragdo de sacarose, avaliagdo essencial para assegurar um produto de alta
qualidade e pureza, além de garantir a reutilizacdo do derivado. Este aumento de

atividade enzimaética pode servir como base de estudos futuros.

Figura 2. Taxa de inversdo (%) de sacarose 40% em biorreator de batelada

carregado com 1% de invertase imobilizada em pé de sabugo de milho.

120
100
80
60
40
20

Hidrolise (%)

0 1 2 3 4 5 6
Tempo de operagéo (h)

81



CAPITULO Il — Uso de derivado invertase-p6 de sabugo de milho para producéo de agtcar invertido

3.4. Reator de leito fluidizado

O reator montado com 0,5 gramas de derivado com baixa carga enzimatica
apresentou baixa taxa de hidrolise da sacarose 40%. Entretanto, ao ser alimentado por
10 ciclos com 30 mL de sacarose 40%, sendo que nos intervalos o reator foi lavado com
200 mL de tampé&o acetato de sédio 50 mM pH 5, a atividade enzimatica do derivado
manteve-se semelhante a atividade enzimética do primeiro ciclo, inferindo-se que nédo

houve perda de atividade ao longo da reutilizagéo (tabela 2).

Figura 3. Atividade residual da invertase imobilizada em pé de sabugo de

milho, submetida a 10 ciclos de hidrolise de sacarose 40% em reator de leito

fluidizado.
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*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Entretanto, 0 mesmo reator, ao ser alimentado com 1 grama de derivado com alta

carga enzimatica, foi capaz de hidrolisar 50 mL de sacarose 40% numa taxa de 24,02%
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em apenas 1 ciclo, indicando que um aprimoramento das condi¢fes do reator podem

aumentar a taxa de hidrélise.

Esses resultados indicam que, em reator de leito fluidizado, o derivado é capaz de

manter atividade por diversos ciclos e em concentracdes elevadas de substrato.

4. Conclusao

O derivado invertase-p6 de sabugo de milho mostrou grande potencial para
producdo de agucar invertido, uma vez que se manteve funcional com o uso de altas
concentragfes de sacarose, além de ser estdvel nessas condigdes, ou seja, ndo ha

rompimento da interagdo enzima-suporte.

O uso de altas concentragdes de sacarose no protocolo de atividade enzimatica da
invertase imobilizada é dificilmente encontrado na literatura, portanto, este trabalho

infere que o0 modelo de ativacgao e imobilizacdo utilizado obteve sucesso.

Além disso, o0 estudo de estocagem foi importante para avaliar o comportamento
do derivado, o qual manteve atividade enzimatica elevada quando armazenado em
tampdo acetato de sddio, pelo periodo de 100 dias. Este dado é essencial, uma vez que,
tanto em condicdes laboratoriais, como em trabalhos piloto ou industriais, o
procedimento de imobiliza¢do podera ser realizado algum momento antes do uso efetivo

do derivado.

Apesar da necessidade de maiores estudos para confirmar a seguranga alimentar
do uso do derivado invertase-pé de sabugo de milho para a producdo de agUcar
invertido, este trabalho conclui que este derivado possui grande potencial para ser

estudado em maior escala.
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