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RESUMO

Invertase ou B —D frutofuranosidase (EC 3.2.1.26) € uma enzima que catalisa a
hidrolise do terminal ndo redutor do residuo (- frutofuranosidase em
frutofuranosideos. A imobilizacdo em suportes lignocelulésicos como residuos
bagaco de cana (BC) e residuos de sabugo de milho (SM) s&o favoraveis, pois sdo
suportes de baixo custo. A invertase comercial e extraida de Saccharomyces
cerevisiae e os derivados foram caracterizadas enzimaticamente. O pH 6&timo
encontrado para os derivados foram bem préximas da encontrada para as invertases
livres, em torno de pH 4,5 a 5,5. Os derivados apresentaram estabilidade térmica
superior a das invertases livres e alguns derivados tiveram acréscimos na
temperatura, como os derivados da invertase extraida obtido com p6 BC e SM
glutaraldeido e derivados da invertase comercial obtido com p6 SM e BC amino e
BC glioxil. A energia de ativacdo encontrada para a maioria dos derivados
apresentou- se na faixa de 12 a 29 kJ/ mol, valores inferiores ao encontrados para
as formas livres de invertase, sendo 32.02 kJ/ mol para invertase comercial e 34.94
kJ/ mol para invertase extraida.O derivado da invertase comercial obtido com po6
sabugo de milho amino e o derivado invertase extraida obtido com p6 de sabugo de
milho glutaraldeido foram os derivados mais estaveis, apresentando capacidade de
serem reutilizados em cinco ciclos subsequentes. Estes derivados foram ensaiados
em concentragdes variadas de sacarose e os resultados mostraram que a invertase
imobilizada apresenta inibicdo pelo produto glicose/frutose apds 6 horas de ensaio.
A utilizacdo de residuos da agroindustria como suportes para imobilizacdo da
invertase apresentou-se promissora para a aplicacdo em escala industrial.

Palavras-chave: invertase comercial e extraida de Saccharomyces cerevisiae;

imobilizacdo; sabugo de milho; bagaco de cana-de-acucar.



ABSTRACT

Invertase or B - D fructofuranosidase (EC 3.2.1.26) it is an enzyme that catalyzes
hydrolysis of the non reducing terminal of the residue B- fructofuranosidase in
frutcofuranosideos. Immobilization on lignocellulosic supports as residue sugarcane
bagasse and residues of corn cobs are favorable, therefore they are matrices of low
cost commercial invertase and extracted of Saccharomyces cerevisiae and the
derivatives had been enzymatically characterized. The optimum pH found for the
derivatives had been well next to the found one for free invertases, around pH 4.5 the
5.5. The derivatives had presented superior thermal stability of free invertases and
some derivatives had additions in the temperature, as the derivatives of extracted
invertase gotten with dust sugarcane bagasse and corn cobs glutaraldehyde and
derivatives of commercial invertase gotten with dust corn cobs and sugarcane
bagasse amine and sugarcane bagasse glyoxyl. The energy of activation found for
the majority of the derivatives were between 12 the 29 kJ/mol, less values to the
found ones for the free forms of invertase, being 32.02 kJ/mol for commercial
invertase and 34.94 kJ/mol obtained with extracted invertase. The derivative of
commercial invertase gotten with dust corn cobs amine and the derivative extracted
invertase gotten with dust of corn cobs glutaraldehyde had been the derivatives most
stable, presenting capacity to be reused in five subsequent cycles. These derivatives
had been assayed in concentrations of varied sucrose. The results with derivates
shown that invertase presented inhibition for the product glucose/ fructose after 6
hours of test. The use of residues of the agribusiness as supports for immobilization
of invertase presented promising for the application in industrial scale.

Keywords: commercial Invertase and extracted from Saccharomyces cerevisiae;

immobilization; corn cobs; sugarcane bagasse.
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As enzimas estdo presentes em todas as células vivas, onde exercem a
funcd@o de catalisadores das reacdes que compde as vias catabdlicas e anabdlicas
do metabolismo celular. Os microrganismos sao as principais fontes de enzimas
industriais e especiais devido a grande variedade de atividades cataliticas, a
possibilidade da producéo das enzimas por processos fermentativos em grande
escala com a regularidade necessaria e a simplicidade dos requerimentos
nutricionais (BON et al., 2008). O aumento da preocupacdo com as questdes
ambientais, com a qualidade dos produtos e com o consumo de energia vem
incentivando varios setores industriais a buscar tecnologias “limpas”, mais
sofisticadas e de baixo custo. Neste contexto, a tecnologia enzimética surgiu como
uma alternativa para a substituicdo gradual de processos quimicos por processos
biocatalisadores (BON e PEREIRA, 1999).

As duas principais preocupacdes de conducdo de um processo em escala
industrial sdo a forma de reduzir os custos unitarios e a de aumentar a producéo
para os produtos obtidos a partir de uma reacdo enzimatica. O primeiro passo para
alcancar estes objetivos é a imobilizacdo da enzima que permite o reuso da enzima,
reduzindo assim os custos de producédo (DAVID et al., 2006). A enzima invertase foi
a pioneira no campo da imobilizacdo, sendo imobilizada primeiramente em 1916
(KOTWAL e SHANKAR, 2009). A imobilizacao de invertase € bastante reportada em
diferentes suportes, como: a quitosana (KOTWAL e SHANKAR, 2009), DEAE-
celulose (SUSUKI et al.,1966), agarose (GOULART, 2007). A imobilizacdo da
invertase e sua aplicacdo em processos continuos sao atraentes, cujo objetivo é a
obtencao de um produto final de elevada pureza sem ocasionar problemas de aguas
residuais muito comum nos processos quimicos (HUSAIN et al., 1996).

Atualmente, materiais lignocelulésicos ganharam importancia como suporte
para imobilizacdo de enzimas e células, tendo em conta a sua disponibilidade
econdmica como subprodutos agro-industriais (D’'SOUZA e GODBOLE, 2002). Na
maioria das vezes, muitos materiais utilizados para imobilizacdo sao sintéticos e nédo
biodegradaveis, gerando consequéncias para 0 meio ambiente apds sua utilizacao.
Outros, por sua vez, sdo toxicos ou podem apresentar propriedades indesejaveis
tais como cor, sabor e aroma, tornando improprios para imobilizacéo, principalmente
na industria de alimentos (HUSAIN et al., 1996).
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A celulose é um abundante recurso organico renovavel com reconhecidas
propriedades para diversas aplicagdes, e pode ser convenientemente funcionalizada
como suporte estavel. Recentemente, Mohmoud (2007) estudou a aplicabilidade dos
residuos de madeira como suporte para a imobilizacdo de invertase. Foram
analisadas diferentes formas de residuos de madeira (aparas, cavacos e serragens),
constatando que a absor¢cdo maxima ocorria em serragens. A alta capacidade da
imobilizacdo em serragem foi explicada com base na sua area de superficie
aumentada. Além disso, serragens de madeira autoclavadas apresentaram maior
capacidade que as néo-autoclavadas. Esta, por sua vez, foi correlacionada com a
remocao parcial da lignina, resultando em um aumento da &rea de superficie da
celulose.

Estudos utilizando residuos agro-industriais como suportes para imobilizacao
de enzimas sao importantes, pois podem diminuir custos dos processos de catalise

enzimatica.
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2.1. Invertase

Invertases ou B-D frutofuranosidases (EC 3.2.1.26) € uma enzima que catalisa
a hidrdlise da ligagdo glicosidica da sacarose em p-frutofuranosidase em
frutofuranosideos (MARQUEZ et al., 2007). Seu nome comum, invertase, deve-se ao
fato de que a hidrélise da sacarose leva a inversdo da rotacdo Optica do meio
reacional, basicamente em consequéncia do surgimento de frutose, quando
observado em polarimetro. O produto de hidrélise da sacarose, o xarope de glicose-
frutose, como ilustrado na Figura 1, € conhecido como “agucar invertido”, o qual
apresenta diversas caracteristicas interessantes em relacdo ao xarope de sacarose:
maior poder educorante (devido a presenca da frutose), maior possibilidade de
concentragcdo (os monossacarideos formados sédo mais solluveis que o dissacarideo
original), ponto de ebulicio mais alto e ponto de congelamento mais baixo (em

virtude da maior pressédo osmotica do produto) (KOBLITZ, 2008).

Figura 1: Reacao de hidrolise da sacarose e rotagdo Optica de substrato e produtos.

A hidrdlise enzimatica da sacarose € preferivel a hidrolise acida, uma vez que
nao resulta na formacéo indesejavel de sabor, assim como impurezas coloridas
(KOTWAL e SHANKAR, 2009). O acucar invertido € utilizado em confec¢des de
balas, prevenindo a cristalizacdo do aclUcar, o que proporcionaria uma textura
desagradavel com caracteristica arenosa ao produto e indesejavel ao consumidor.
Outra aplicacdo interessante e em maior escala, em nivel mundial, € na industria de
refrigerantes.

A invertase é classificada na familia GH32 de glicosideos hidrolases, que

inclui mais de 370 elementos, sendo relatados em vegetais (aspargo, beterraba,
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cebola, chicoria, entre outras) (KOBLITZ, 2008), bactérias, leveduras
(Saccharomyces sp.) e fungos filamentosos (Aspergillus sp.) (ALEGRE et al., 2009).
Leveduras (Saccharomyces sp.) produzem diferentes tipos de invertases:
intracelulares, ligadas a parede, e, mais raramente, extracelulares. As enzimas
ligadas & parede apresentam uma grande fracdo glicidica através da qual acredita-
se que se liguem a mananas da parede celular. Sua temperatura 6tima de atuagéo é
55 °C para solucées diluidas de sacarose e de 65 °C a 70 °C para soluces com
concentragdo superior a 10%. Solucdes acima de 20% de sacarose apresentam
taxas decrescentes de hidrélise em virtude da reduzida disponibilidade de agua no
meio reacional (KOBLITZ, 2008). A termoestabilidade da invertase pode ser devido a
estrutura terciaria da proteina, a qual contém interagcdes carboidrato — proteina, com
ligacbes cruzadas na cadeia polipeptidica (MARQUEZ et al., 2007). Algumas das
propriedades da invertase externa e interna estdo apresentadas na Tabelal
(GASCON et al., 1981).

Tabela 1: Algumas das propriedades das invertases externa e interna de Saccharomyces

cerevisiae.
Propriedades Invertase Invertase

externa interna

Massa molecular (kDa) 270000 135000

% Carboidrato 50 3

Atividade especifica (U/mg de proteina) 2700 2900

Km (mM sacarose) 26 25

pH- estabilidade 3,0-7,5 6,0-9,0

pH- 6timo 3,5-5,5 3,5-5,5

Fonte: GASCON et al., 1981.

2.2. Imobilizacdo de enzimas

As enzimas tém, intrinsecamente, excelentes propriedades, como: atividade,
seletividade e especificidade. Estas caracteristicas permitem o desenho de
processos de sintese de produtos muito complexos em condi¢des ecossustentadas.
Mas, apesar do elevado potencial de aplicacdo das enzimas, devido a pressao dos

consumidores, elas tém de ser otimizadas, de modo a cumprirem suas funcdes
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biolégicas com eficacia e eficiéncia. A catdlise de reagBes em processos
metabdlicos complexos pode ser regulada em varios niveis e, assim, algumas
reacdes passam a ter as caracteristicas para serem aplicadas em processos
industriais (BON et al., 2008).

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que nao sejam afetadas durante 0 processo, em
comparacao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma
atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais,
bem como modificacBes no sitio ativo. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a
atividade e a estabilidade da enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a
manutencao destes parametros apos o processo de imobilizacdo (VECCHIA et al.,
2004).

Na selecdo de um suporte para uma determinada aplicagcdo, devem ser
analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como as relativas a
possibilidade de regeneracdo. A Tabela 2 apresenta alguns fatores que podem

influenciar no desempenho da imobilizacdo (BON et al., 2008).



Tabela 2: Fatores que influenciam o desempenho de um sistema de enzima imobilizada

Enzima

Propriedades  Bioquimicas: Massa
molar, grupos funcionais da superficie
protéica, pureza (fungbes de inativacdo ou
protecdo das impurezas)

Parametros Cinéticos: Atividade
especifica, perfil de pH e temperatura,
parametros cinéticos para a ativacdo e
inibicdo,  estabilidade  térmica, pH,

solventes, contaminantes e impurezas

Suporte

Caracteristicas Quimicas: Composicao e
base  quimica, grupos  funcionais,
estabilidade quimica, contribuicdes da
superficie do superficie do suporte, tais
como o0s microefeitos (pH, carga da
superficie,  natureza  hidrofébica e
hidrofilica, efeito redutor e a presenca de

ions metalicos)

Enzima imobilizada

Método de Imobilizacdo: Fixacdo de
proteina, eficiéncia da enzima ativa,
parametros cinéticos intrinsecos

Efeitos de transferéncias de massa:
Particdo (diferente concentracdo do soluto
dentro e fora das particulas do
catalisador), difusdo interna (poros) e
externa

Estabilidade: Operacional (expressa em
tempo de meia-vida sob condi¢bes

operacionais), estabilidade de estocagem

25




26

Segundo Vecchia et al. (2004), a imobilizacdo pode ocorrer através da
adsorcéo (fisica ou idnica) ou da ligacdo da enzima em um material insoltvel, pelo
uso de um reagente multifuncional através de ligacfes cruzadas, confinamento em
matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacdo através de uma membrana
polimérica. A Figura 2 apresenta esquematicamente a classificacdo dos métodos
utilizados para imobilizacdo das enzimas. A Tabela 3 apresenta a comparacao entre
0s métodos de imobilizagéo.

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
|

I !

Encapsulagio Lignglio
1
| | Por ligagio

Em matriz Em membrana Por adsorgdo Covalente
(fisica ou i0nica) |

i | [
No suporie Por ligagio cruozada

Jogl | % .
].r[ Microcapsulas Enu*emmbranas 0= entre & enzima

MLACTOECOR
e -r.r""".‘ P . g0 SU-_T.HJITE
(@ i 22
\©/ @ ﬁ:

Figura 2: Classificacdo dos métodos de imobilizagdo de enzimas. (Fonte: VECCHIA et al.,
2004).
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Tabela 3: Comparacao entre os métodos de imobilizacao

Caracteristicas LigacOes Adsorcao Ligacéo Ligacéo Ligacéo Ocluséo
cruzadas Fisica I6nica Metalica Covalente
Preparacgéo Intermediario Simples Simples Simples Dificil Dificil
Forcada Forte Fraca Intermediaria  Intermediéria Forte Intermediario
ligagéo
Atividade Baixa Intermediaria Alta Alta Alta Baixa
Recuperacéo Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel
do suporte
Custo Intermediario Baixo Baixo Intermediario Alto Intermediario
Estabilidade Alta Baixa Intermediario  Intermediario Alta Baixa
Aplicabilidade N&o Sim Sim Sim N&o Sim
geral
Protecao Intermediario Nao Nao Nao Nao Sim
microbiana

Fonte: CHIBATA, 1978; KENNEDY e CABRAL, 1987.

A imobilizacdo multipontual de uma enzima consiste na formacdo de varias
ligacOes covalentes entre uma molécula de enzima e varios grupos ativos do suporte
(BON et al., 2008). A ligacdo da enzima ao suporte da-se entre grupos amino da
enzima e grupos aldeido alifaticos pequenos do suporte. A imobilizagdo multipontual
covalente da enzima pode melhorar fortemente a estabilidade, a atividade e a
seletividade da enzima. Muitas enzimas industriais tém sido altamente estabilizadas
por ligacdo covalente multipontual. Obviamente, a promocao de ligacGes deste tipo,
guando adicionadas intensamente em diferentes regides da superficie da enzima,
pode promover diversos efeitos funcionais da enzima, como a inativacdo enzimatica
(GRAZU et al., 2010).

2.2.1. Vantagens da Imobilizacdo de Enzimas
Do ponto de vista comercial, as principais vantagens da utilizagdo de enzimas

imobilizadas, em relacdo as enzimas solGveis séo, praticamente, as relativas a

catélise heterogénea (BON et al., 2008), como:
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e Aproveitar a atividade catalitica por um maior periodo de tempo, uma vez que

a enzima néao deve ser desnaturada ao final do processo em batelada.

e Facilitar a separacdo do catalisador e do produto da reacao, ja que a enzima
imobilizada ndo é soluvel no meio da reacéo, e esta é retirada no interior do
biorreator, e o substrato ndo convertido e o produto s&o retirados sem

contaminacao do biocatalisador.

e Reduzir o volume de reagcdo, porque a enzima imobilizada e retida no
biorreator permite alta concentracdo enzimatica em menor volume de reator,
isto €, alta atividade por unidade de volume, muito superior a que seria obtida

com a enzima livre.

e Alterar, em alguns casos, as propriedades cataliticas da enzima em relagéo a
sua forma soluvel, como, por exemplo, conferir-lhe maior estabilidade ao pH e
a temperatura, reduzir os efeitos de inibicdo pelo substrato e produto que séao

removidos continuamente do biorreator.

2.2.2. Suportes alternativos para imobilizacéo

O sabugo de milho possui partes centrais da espiga na qual os graos estéao
presos, é o residuo gerado apos ser debulhado o milho. Para cada 100 kg de
espigas de milho, aproximadamente 18 kg (70% base umida), sdo formados pelo
sabugo (TSAI et al., 2000). De acordo com o Ministério da Agricultura, em 2005 o
Brasil produziu 35134 mil toneladas de milho, resultando em 6,32 mil toneladas de
sabugo de milho.

Estruturalmente, o sabugo € formado por quatro partes distintas: palha fina,
palha grossa, anel lenhoso e medula. A palha fina constitui aproximadamente 4,1%
do sabugo de milho em peso; a palha grossa 33,7%; o anel lenhoso 60,3% e a
medula, 1,9%. As Figuras 3 e 4 apresentam a estrutura fibrosa do sabugo de milho e
a Figura 5 mostra o p6 de sabugo de milho utilizado como suporte. Devido as
caracteristicas de dureza e resisténcia a abrasdo, os componentes do sabugo

serviram de base ao inicio de suas aplica¢des nas industrias (ZIGLIO et al., 2007).
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Figura 3: Imagens de microscopia éptica do sabugo de milho. (A): Panoramica; (B) Objetiva

(aumento 10x) (Fonte: BENEDETTI, 2009).
A B C

Figura 4: Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) do sabugo de milho —
(A)1.000 X, (B) 2.000 X, (C) 5.000 X (Fonte: BENEDETTI, 2009).

Figura 5: P6 de sabugo de milho utilizado como suporte para imobilizacdo de enzimas.

Outro subproduto mais abundante e proveniente de material renovavel € o bagago

de cana-de-acgucar, uma vez que o Brasil € o maior produtor de cana de acucar do
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mundo. No ano de 2009 foram produzidas 593 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, de acordo com a secretaria de Producdo e Agronegdcio do Ministério da
Agricultura (Figura 6).

(*) Posigéo em 01/03/2010
Figura 6: Producdo Brasileira de Cana de acucar (Fonte: Ministério da agricultura,

Pecuéria e Abastecimento, 2010).

Segundo Sun et al., (2004), uma usina sucroalcooleira produz cerca de 280Kg
de bagaco por tonelada de cana moida, desta forma a estimativa de producado de
bagaco para (2009) foi de 165 milhdes de toneladas. O baga¢o contém em torno de
40-50% de celulose, 25-35% de hemicelulose, 20-22% de lignina e de 8-10% de
outros compostos (CUNHA, 2006). As Figuras 7 e 8 mostram a estrutura fibrosa do
bagaco de cana e a Figura 9 mostra o p6 de bagaco de cana utilizado como suporte.

As fibras lignocelulésicas apresentam hidroxilas reativas acessiveis, podendo
reagir com outros grupos funcionais polares, como, por exemplo, 0s presentes nas
resinas fendlicas (TITA et al., 2002). Pelo fato de o bagaco de cana e o sabugo de
milho apresentarem hidroxilas livres reativas, podem ser ligados bracos quimicos
para a imobilizagdo das enzimas, produzindo suportes glioxil-bagaco de cana e/ ou

sabugo de milho, amino baga¢o de cana e/ ou sabugo de milho, ou glutaraldeido
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bagaco de cana e/ ou sabugo de milho (GUISAN, et al., 1997). A Tabela 4 compara
as caracteristicas quimicas e fisicas do bagaco de cana e sabugo de milho.

Figura 7: Imagens de microscopia 6ptica do bagaco de cana. (A): Panoramica; (B) Objetiva
(aumento 10x) (Fonte: BENEDETTI, 2009).

Figura 8: Imagens de microscopia eletrébnica de varredura (MEV) do bagaco de cana
(A)1.000 X, (B) 2.000 X, (C) 5.000 X (Fonte: BENEDETTI, 2009).
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Figura 9: PO de bagaco de cana utilizado como suporte para imobilizagdo de enzimas.

Tabela 4: Caracterizacdo fisica e quimica do bagaco de cana e sabugo de milho
(BRANDAO, et al., 2004).

Material U Pp Py P pHem H0
dagkg™ gcm® gcm® cm3cm?
Bagaco de cana 13,62 0,51 0,10 0,80 6,03
Sabugo de milho 13,31 0,97 0,34 0,65 6,14

U - umidade do material, pp — massa especifica das particulas, ps. massa especifica global P.

porosidade.

2.3. Catalise enzimatica

Praticamente todas as reacfes quimicas que conformam o metabolismo
celular sdo mediadas por enzimas, as quais sao proteinas catalisadoras
extremamente eficiente e de alta seletividade que aumentam a velocidade das
reacdes, sem sofrerem alteracdes no processo global (CHAMPE et al., 2006). A
catalise enzimética ocorre no interior do limites de uma cavidade na enzima
chamada sitio ativo. A superficie do centro ativo € contornada com residuos de
aminoacidos cujos grupos substituintes se ligam ao substrato e catalisam a sua
transformacdo (NELSON e COX, 2006). Uma vez que a funcdo das enzimas € a
catélise de reacBes quimicas, todo o estudo da atividade dessa funcdo deve ser
baseado em medidas quantitativas da velocidade da reacéo catalisada.

Considerando a teoria proposta por Michaelis-Menten, em todas as reacdes

enzimaticas, a enzima (E) se combina rapida e reversivelmente com o substrato (S)
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para formar um complexo (ES) (NELSON e COX, 2006). Apenas se considera um
passo relevante do ponto de vista cinético entre o complexo ES e a liberacdo de
produto (P) com regeneracdo da molécula de enzima, sendo que o0 passo da
formacao de produto € irreversivel, como descrito na Figura 10.

Figura 10: Reacéo catalisada por enzimas (Fonte: SCHEFFER e GONZALEZ, 2003).

Em concentracdes relativamente baixas de substrato, Vo (velocidade inicial)
aumenta quase que linearmente com o aumento da [S] (concentracédo de substrato).
Ja em altas [S], Vo aumenta cada vez menos em resposta aos aumentos da [S]. Por
fim, € alcancado um ponto acima do qual ocorrem aumentos insignificantes de Vo, a
medida que a [S] aumenta (Figura 11). Esse patamar atingido para tais valores de Vo

€ muito préximo da velocidade maxima, Vmax (NELSON e COX, 2006).

mAX

12V, _,
Velocidade X

Inicial

Concentragiio
de Substrato, M E—

Figura 11: Efeito da concentragdo de substrato na velocidade inicial de uma reacéo
catalisada por enzima (Fonte: ALMEIDA, 2007).
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A equacdo matematica que define a relacdo quantitativa entre a velocidade de
uma reagcdo enzimatica e a concentragdo do substrato, € a equacdo de Michaelis-
Menten (Figura 12). O Km é definido como a concentracdo de substrato necesséria
para que a velocidade da reagcdo enzimatica seja a metade da maxima (Vmax). O
valor de Km varia, consideravelmente, de uma enzima para outra € em uma enzima
particular com diferentes substratos. Em alguns casos, mudancas nas condi¢cOes de
reacdo, como pH ou temperatura, podem ter influencia no valor de Km (COPELAND,
2000).

Figural2: Equacéo proposta por Michaelis-Menten (Fonte: NELSON e COX, 2006).

Através da equacdo de Michaelis-Menten € possivel a transformagdo em
grafico dos duplos reciprocos ou Lineweaver-Burke, o grafico de 1/Vo versus 1/[S] é
representado por uma linha reta. Essa linha tem uma inclinagcdo de KM/Vmax um
intercepto de 1/Km no eixo de 1/[S]. O grafico dos duplos reciproco para velocidade
de reacdes enzimaticas € muito util na diferenciacdo de diferentes mecanismos de

reacao enzimatica e na analise de inibidores de enzimas (NELSON e COX, 2006).

Figural3: Grafico dos duplos reciprocos de Lineweaver-Burk (Fonte: NELSON e COX,
2006).
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2.3.1. Inibic&o da atividade enzimatica

Qualquer substancia que possa diminuir a velocidade de uma reacéo
catalisada por uma enzima é chamada de inibidor. Inibidores reversiveis (podem ser
competitiva, incompetitiva ou mista) ligam-se a enzima por meio de ligacbes nao-
covalente. A diluigdo do complexo enzima-inibidor resulta na dissociag&o do inibidor
reversivelmente ligado e na recuperacdo da atividade enzimatica. A inibicdo
irreversivel ocorre quando uma enzima inibida ndo recupera sua atividade quando o
complexo enzima-inibidor é diluido (CHAMPE et al., 2006).

2.3.1.1. Inibicdo competitiva

Esse tipo de inibicdo ocorre quando o inibidor compete com o substrato pelo
sitio ativo da enzima. Enquanto o inibidor (I) ocupar o centro ativo da enzima, ele
impedird a ligacdo do substrato. Os inibidores competitivos sdo compostos cujas
estruturas moleculares frequentemente lembram a do substrato e que se combina
com a enzima para formar um complexo El. Nesse tipo de inibicdo ocorre aumento

de km aparente.

2.3.1.2. Inibicdo Incompetitiva

Esse tipo de inibicdo pode ser reconhecido por seu efeito caracteristico de
alterar a variacdo de Km e Vmax. O inibidor se liga em um sitio diferente do sitio
ativo do substrato, porém, diferentemente do inibidor competitivo, liga-se ao

complexo ES.
2.3.1.3 Inibicdo mista
Esse inibidor também se liga a um sitio diferente do sitio ativo do substrato,

mas ele pode se ligar tanto a E como a ES. Um inibidor misto afeta tanto o Km como
o Vmax (NELSON e COX, 2006).
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2.4. Fatores que influenciam a atividade enzimatica

Em uma reagdo catalisada por enzimas, é fundamental determinar a
velocidade da reacéo e verificar como esta é alterada em resposta as mudancas dos
diversos parametros experimentais (NELSON e COX, 2006). As respostas
enzimaticas a esses fatores fornecem informacgdes valiosas sobre como funcionam

as enzimas nas células vivas.

2.4.1. Concentracdo do substrato

Para uma enzima tipica, a medida que a concentracao de substrato aumenta
a velocidade inicial se eleva até alcancar um valor maximo. Quando aumentos
adicionais na concentracao do substrato ja ndo mais elevam a velocidade inicial diz-

se que a enzima esta saturada pelo substrato (MURRAY, et al., 2007).

2.4.2. Concentracdo de enzimas

Em uma faixa finita, o grafico de velocidade versus concentracdo de enzima
([E])) deve gerar uma reta. A faixa sobre a qual essa reta devera se manter
dependente da habilidade de se medir a verdadeira velocidade inicial da reacéo,
variando-se a concentracdo enzimatica. Quando se adiciona mais enzima, a
velocidade pode aumentar até o ponto em que quantidade significativa da
concentracdo total de substrato esta sendo diminuida durante o ensaio. Como
resultado, obtém-se um grafico de v versus [E], que € linear a baixa [E], mas que
inicia uma curva decrescente, quando passa a ocorrer uma saturacao, a alta [E].
Uma terceira situacdo pode acontecer quando ha um equilibrio inadequado da
enzima. Nesse caso, o grafico de v versus [E] também fornece uma curva mais
crescente (COPELAND, 2000).

2.4.3. pH

As enzimas tém um pH 6timo (ou um intervalo de pH) no qual a sua atividade

€ maxima. Em um pH maior ou menor, a atividade diminui. As cadeias laterais dos
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aminoacidos do centro ativo podem atuar como &cidos e bases fracas com funcdes
criticas que dependem da manutencgdo de certos estados de ionizacao e, em algum
lugar de proteina, as cadeias laterais ionizadas podem desempenhar um papel
essencial nas interagces que mantém a estrutura da proteina (LEHNINGER, 1977).

No estudo das enzimas, torna-se extremamente importante determinar no
inicio da investigacdo, o pH 6timo e a extensdo de seu platd. A mistura de reacéo
pode entdo ser cuidadosamente controlada com tampdes de capacidade
tamponante adequada (CONN e STUMPF, 1975).

2.4.4. Temperatura

A velocidade de reacdo aumenta com a temperatura, até o pico de velocidade
ser atingido. Esse aumento € devido ao aumento do numero de moléculas com
energia suficiente para atravessar a barreira de energia e formar os produtos da
reacdo. Uma elevacdo maior da temperatura resulta em reducédo na velocidade de
reacdo, como resultado da desnaturacdo da enzima, induzida pela temperatura
(CHAMPE et al., 2006).
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo Geral

Imobilizar enzima invertase comercial e extraida de Saccharomyces

cerevisiae em suportes alternativos de sabugo de milho e bagaco de cana,

selecionando os derivados mais ativos e estabilizados.

3.2. Objetivos Especificos

Extracdo e purificacédo parcial da enzima invertase de S. cerevisiae;

Ativacao e funcionalizacéo dos diferentes suportes;

Imobilizacdo em pé de bagaco de cana e de sabugo de milho;

Obtencéo dos derivados mais ativos e estabilizados;

Comparacdo dos derivados estabilizados com as enzimas livres de S.
cerevisiae e comercial,

Determinagédo das propriedades fisicas - quimicas dos melhores derivados

selecionados, comparando-0s com as enzimas livres.
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4 Material e Métodos
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4.1. Material
4.1.1. Enzima

O material utilizado neste trabalho foram enzimas produzidas por leveduras
Saccharomyces cerevisiae: invertase comercial (Sigma; 19253, lote 120H02061) e
invertase extraida de fermento de panificacdo (Fleischmann).

4.2. Métodos
4.2.1. Extragdo da enzima invertase

A levedura de panificagdo foi macerada em almofariz contendo areia, éter e
agua, em banho de gelo, para a ruptura das células e liberacdo da enzima
intracelular e do espaco periplasmatico. Apds intenso processo de maceracao
mecanica, o extrato foi deixado em repouso por 30 minutos e centrifugado a 4°C
por 20 minutos a 7.552 g. O sobrenadante foi quantificado quanto ao volume e

dialisado.
4.2.2. Cromatografia em Resina DEAE-Sephacel

Extrato bruto contendo a enzima invertase livre extraida foi dialisado contra
agua por 24 horas e submetido a cromatografia em resina trocadora de ions DEAE-
Sephacel em “batch” com cargas idnicas equilibradas em tampéo fosfato de sdodio
50 mmol.L * pH 7,0 para purificacdo parcial da invertase e posteriormente

imobilizacdo desta enzima em suportes alternativos.

4.2.3. SDS-PAGE

A eletroforese em condi¢cdes desnaturante foi realizada em gel de
poliacrilamida-SDS, de acordo com o método de LAEMMLI (1970), usando- se
acrilamida 12%. As bandas protéicas foram visualizadas com corante Brilliant G-
colloidal concentrate, conforme NEUHOFF et al (1987).
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4.2.4. Determinacgao protéica

As concentracdes de proteinas foram determinadas pelo método de Lorwry
(1951) modificado por Hartree (1972), utilizando soroalbumina bovina como padrao,
com leituras das absorbancias em A igual a 660nm. A absortividade utilizada foi de
3, 5019 (mg/0,5mL) cm ™.

4.2.5. Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica das enzimas invertases foi determinada através da
guantificacdo de acucares redutores produzidos, utiizando o acido
3,5dinitrosalicilico (DNS), segundo o método de Miller (1959). Uma unidade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de acucar
redutor por minuto. Utilizou-se uma curva de calibracdo de glicose e frutose, cujo

coeficiente de extingédo molar determinado foi 0, 4117 (umol/0,25mL) cm™.
4.2.6. Atividade enziméatica especifica

A atividade especifica das invertases foi calculada através da relacéo entre o

numero de unidades por miligrama de proteina.
4.2.7. Caracterizacdo enzimatica da invertase livre comercial e extraida
4.2.7.1. Concentracao de substrato

As invertases livres foram ensaiadas a partir de uma solu¢do de sacarose.
Os valores de concentracdo de sacarose para invertase extraida foram: 5, 15, 25,
35, 45, 55, 65 e 75 mmol L™ e para invertase comercial foram: 10, 30, 50, 70, 90,
110, 130 e 150 mmol L™. Utilizaram-se quantidades de 160pl de invertase (diluida
30 vezes em &gua) para uma solucao final de 8mL, completados com tampéao
acetato de sédio (50 mmol L™ pH 5,0). Apés a reacdo na temperatura 6tima (40°C
para invertase comercial) e (50°C para invertase extraida). Os valores das

constantes aparentes de Michaelis-Menten (Km) e da velocidade maxima (Vmax)
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foram calculadas a partir da velocidade inicial de cada ensaio utilizando-se o gréafico

de Lineweaver-Burk.
4.2.7.2. Determinacédo de pH étimo

Para determinacdo do pH O6timo na reacdo, as invertases livres foram
incubadas em tampdes de Mcllvaine (fosfato de sédio 200mmol L™ e citrato de
sé6dio 100 mmol L™ ) com diversos valores: pH 3, pH 4,0, pH4,5, pH 5,0, pH5,5, pH
6,0, pH 7,0, pH 8,0. Este sistema foi utilizado por apresentar ampla faixa de pHs
ajustaveis na faixa de pH 3,0 — 8,0.

4.2.7.3. Estabilidade frente ao pH

As invertases livres foram incubadas em tampdes de Mcllvaine com diversos
valores: pH 3, pH 4,0, pH 4,5, pH 5,0, pH5,5, pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0. ParapH 9,0 e
pH 10,0, utilizou-se tamp&o tetraborato de sodio 200mmol L. As amostras foram
mantidas em temperatura ambiente (26°C) por 40 e 60 minutos, sendo realizadas

dosagens de atividade nestes intervalos de tempo no pH 6timo.
4.2.7.4. Determinacao da temperatura 6tima

As invertases livres foram ensaiadas em tampao correspondente ao seu pH
6timo em diferentes temperaturas (4, 22, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90 °C) .
Com estes dados, construiu-se o grafico de Arrhenius, ou seja, In Vyax €m funcgéo
do inverso da temperatura (em Kelvin). Em seguida, tragou-se a reta tangente nos
pontos em que ocorreu acréscimo da atividade enzimatica, podendo-se calcular o
valor da energia da ativacao:

Inclinacéo dareta = -Ea

R
Sendo: Ea = energia de ativacao

R (constante universal dos gases) = 8, 31475 KJ/ mol
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4.2.7.5. Estabilidade térmica da enzima livre

As enzimas livres foram diluidas em agua e mantidas incubadas, em
temperaturas de (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80°C). Foram retiradas
aliquotas em 1 e 2 horas, colocadas em banho de gelo para interromper o efeito da
temperatura e, a seguir, determinou-se e a estabilidade térmica das enzimas, na

temperatura e pH 6timos.
4.2.8. Obtencéo dos suportes
4.2.8.1. Suporte alternativo de residuo agroindustrial- Sabugo de milho (SM)

O material residual (sabugo de milho) testado como matriz alternativa de
imobilizacdo, obtido junto a agroinddstria da regido, foi fragmentado e lavado
abundantemente em agua corrente. Ao final da ultima lavagem, foi utilizada agua
destilada e determinados os acucares redutores. Retirado o excesso de agua, 0
material foi seco em estufa de circulacdo forcada por 24 horas. Apds a secagem, 0
material foi triturado em moinho de faca e em liquidificador e tamisado em malhas

de 125 mesh. O po fino assim obtido foi utilizado no processo de imobilizacao.
4.2.8.2. Suporte alternativo de residuo agroindustrial-Bagaco de cana (BC)

O residuo de bagaco de cana foi moido em maquina picadeira. Em um
recipiente cilindrico de PVC envolto por camadas de gaze na extremidade (técnica
desenvolvida no laboratério), adicionou-se o residuo de bagaco de cana, onde foi
lavado abundantemente em agua corrente por aproximadamente 6 horas, para
eliminacdo das impurezas. Em seguida, o conteudo foi despejado em bandeja
plastica com agua destilada e apés a decantacdo retirou-se uma aliquota para
determinacdo de acucares redutores. Eliminado o excesso de agua, o material foi
seco em estufa com circulagdo de ar a 100°C por 24 horas. O bagaco seco foi
triturado em liquidificador e tamisado em malhas de 125mesh. O pé fino assim

obtido foi utilizado no processo de imobilizacao.
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4.2.9. Tratamento dos suportes

4.2.9.1. Descompressao explosiva térmica dos suportes alternativos

Os suportes obtidos conforme descritos anteriormente foram submetidos a
autoclavagem por 15 minutos a 120°C em presenca de alcool 70%, ap6s este
periodo a autoclave foi desligada, e a valvula aberta rapidamente, deixando o vapor
sair com consequente queda na presséao interna da autoclave. Os materiais assim
“explodidos” foram filtrados sob vacuo e o pé armazenado a 4°C em frascos
apropriados. Este método consiste na expansdo de materiais lignocelulésicos do po
de sabugo de milho e do p6é de bagaco de cana, aumentando a superficie de

contato destes suportes.

4.2.9.2. Ativagao dos suportes

A ativacdo dos residuos agroindustriais devidamente fragmentados foi
realizada em passos consecutivos. Para 50g de suportes foram adicionados 1L de
NaOH 2,0 mol. L™, mantidos sob agitacdo suave por 24 horas, apds este periodo
foram filtrados sob vacuo e lavados abundantemente com agua destila. A partir
deste passo utilizou o mesmo protocolo usado para o suporte agarose, descrito por
GUISAN (2006). A uma aliquota de cada residuo, em banho de gelo, foi adicionado
agua destilada, NaOH 1,7mol. L™ (gelado), NaBH, ( boroidreto de sédio) e, sob
agitacdo suave, glicidol (2,3- epoxi-propanol). A solucdo foi mantida 18 horas sob
agitacdo suave. Em seguida o material foi filtrado e lavado sob vacuo
abundantemente com agua destilada, obtendo assim as matrizes ativadas. Desta
maneira, as matrizes ativadas passam a apresentar grupos ativos gliceril em sua

estrutura, Como na reacao a seguir.
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4.2.9.3. Suporte glioxil

As matrizes ativadas foram submetidas a oxidacao na presenca de periodato
de sédio (NalO4) 100 mmol. L™, sob agitacdo suave, por 90 minutos, quando ocorre
ruptura dos grupos gliceril formando grupos glioxil. Transcorrido esse tempo, o
residuo funcionalizado foi filtrado e lavado sob vacuo abundantemente com agua

destilada. A reacéo a seguir descreve o procedimento.

Mall,
Suporte — 0 CH,-CHOH-CH;OH ————=Supone — O-CH2-CHO
Grupos gliceril O xidagio Glioxil

4.2.9.4. Suporte amino

Os suportes glioxil-SM e glioxil-BC previamente preparados sofreram reacéo
com etilenodiamina (EDA) 2,0 mol. L™}, em pH 10,0 por 2 horas, sob agitacdo suave.
Apoés este periodo, adicionou-se NaBH4, mantendo os residuo por mais 2 horas em
agitacdo suave. Posteriormente, os suportes foram lavados abundantemente com
tamp&o acetato de sédio 200 mmol. L™ pH 4,0 e tamp&o borato de s6dio 100 mmol.
L pH 9,0. Ao fim, sucessivas lavagens com agua e filtrado sob vacuo em funil. A

reacao a seguir descreve o procedimento.

EDA
Suporte — O-CH2-CHO — s Suponte — O0-CH-CH-MNH-CH-CH-HM,
Grupos glioxil Grupamento amino
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4.2.9.5. Suporte glutaraldeido

Os suportes amino-SM e amino-BC funcionalizados sofreram reagdo com
glutaraldeido. A um volume dos suportes amino-SM e amino-BC funcionalizados
foram adicionados tampé&o fosfato de sédio 200 mmol. L™* em pH 7,0. Em seguida,
adicionado glutaraldeido 25% (v/v) lentamente a estas suspensfes, mantendo-se 0
pH em 7,0. Ap6s 14 horas sob agitacdo suave, as matrizes foram filtradas e
lavadas sob vacuo abundantemente com agua. Estes suportes devem ser utilizados

nas primeiras 14 horas.
4.2.10. Preparo de derivados enzimaticos
4.2.10.1. Derivados de glioxil- SM e BC

Foram utilizados 32 mL de solucdo de enzima (extraida) ajustado a pH 10
com sal de carbonato de sodio e 3,70 mL de solucdo de enzima (comercial) diluida
em tamp&o carbonato de sédio 100 mmol. L pH 10, para 4g de cada suporte.

As suspensées foram mantidas a 25°C sob agitacdo constante, em intervalos
regulares de tempo foram retiradas aliquotas do sobrenadante (filtrado da
suspensao), juntamente com aliquota de parte reservada da solucdo enzimatica
(utilizada como controle), para acompanhamento das atividades enzimaticas. Apos
processo de imobilizacdo foi acrescentado boroidreto de sodio (1mg/mL de
suspensao), mantido por 30 minutos sob agitacdo suave, para reducdo dos grupos
remanescentes do suporte apés a ligacdo da enzima. Em seguida, foram lavados
com &gua destilada e tamp&o acetato de s6dio 200 mmol. L™ pH 5,0 sob vacuo em

funil.

4.2.10.2. Derivado amino —SM e BC

Utilizou-se 32 mL de solucdo de enzima (extraida) ajustado a pH 7 com sal
de fosfato de sddio dibasico e 3,70mL de solucéo de enzima (comercial) diluida em
tampdo fosfato de sé6dio 100 mmol. L™ pH 7 para 4g de cada suporte. As

suspensdes foram mantidas sob agitacdo constante a 25°C. Em intervalos
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regulares de tempo foram retiradas aliquotas do sobrenadante (filtrado da
suspensao), juntamente com aliquota de parte reservada da solugdo enzimética
(utilizada como controle), para acompanhamento das atividades enziméticas. Apés
a imobilizacao o derivado foi lavado com agua e tampdao acetato de sédio 200 mmol

L™ pH 5,0 sob vacuo em funil.

4.2.10.3. Derivado glutaraldeido- SM e BC

Repete-se 0 processo de imobilizacdo em amino, porém com 0 suporte
funcionalizado com o grupo glutaraldeido. Ao final do processo de imobilizacdo o
derivado foi filtrado para remocdo das proteinas ndo imobilizadas e entdo uma
solucdo de boroidreto de sodio (Img/mL de suspensdo) diluido em tampéo
carbonato de sédio 100 mmol L™ pH 10 foi adicionado e mantido sob agitacdo
suave por 30 minutos, apos este tempo, ocorre a reducédo do derivado. No final do
procedimento, o derivado foi lavado com agua e tampao fosfato de sédio 200 mmol

L™ pH 7,0 sob vacuo em funil.

4.2.10.4. Ensaio enzimatico dos derivados

Apbés o procedimento de imobilizacdo o derivado (suporte-enzima) assim
originados foram submetidos a ensaios enzimaticos, utilizando 100mg de derivado e
5mL de sacarose 2% (enzima comercial), 0,02 g de derivado e 1mL sacarose 2%
(enzima extraida) como substrato em tampé&o acetato de sédio 50 mmol L™ pH5,0.

Os derivados+substrato, permaneceram incubado por 30 minutos a 50 °C, e
ao final dos ensaios, as amostras foram diluidas 60 vezes em 1 mL de agua e 250ul
foram colocados em 250ul de solugdo de acido-3,5 dinitrosalicilico (DNS). Apés a
fervura adicionou-se 2,5mL de agua destilada, realizando leitura em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 540n,.
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4.2.11. Rendimento de imobilizagéo

Para determinar a quantidade percentual de enzima imobilizada ao suporte,

utilizou-se a seguinte férmula:

R%= Al — AF X 100
TAI

Onde: R= rendimento de imobilizacéao
Al= atividade inicial
AF= atividade final

TAI = total de atividade inicial

4.2.12. Eficiéncia Catalitica

Para determinar a eficiéncia catalitica dos derivados ensaiados foi utilizado a

seguinte férmula:
EF% = AD/ AL x 100
Onde: EF= eficiéncia catalitica

AD= atividade do derivado

AL = atividade da enzima livre

4.2.13. Caracterizacdo enzimatica dos derivados de invertase comercial e

extraida

4.2.13.1. Selecdo dos melhores derivados (suporte+ invertase)

Os melhores derivados foram selecionados através da utilizacdo do calculo

de rendimento de imobilizacdo. Dos 12 derivados obtidos, 7 foram selecionados.
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Estes derivados foram ensaiados e comparados com a invertase livre comercial e

extraida.
4.2.13.2. Determinacédo de pH 6timo dos derivados

Para determinacédo do pH 6timo na reacgdo, os derivados foram incubados em
tampdes de Mcllvaine com diversos valores: pH 3,2 pH 4,2, pH4,5, pH 5,0, pH5,5,
pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0. Este sistema foi utilizado por apresentar ampla faixa de pHs
ajustaveis na faixa de pH 3,0 — 8,0.

4.2.13.3. Determinagédo da temperatura 6tima dos derivados

As derivados foram ensaiados em tampéo correspondente ao seu pH 6timo (
tampéao Mcllvaine na faixa de 4,5-5,5) em diferentes temperaturas (4, 22, 35, 40, 50,
55, 60, 65, 70, 80, 90 °C). Com estes dados, construiu-se o grafico de Arrhenius, ou
seja, In Vimaxem funcao do inverso da temperatura (em Kelvin). Em seguida, tragou-
se a reta tangente nos pontos em que ocorreu acréscimo da atividade enzimatica,
podendo-se calcular o valor da energia da ativacao:

Inclinacéo dareta = -Ea

R
Sendo: Ea = energia de ativacao

R (constante universal dos gases) = 8, 31475 J K mol ™

4.2.13.4. Estabilidade térmica dos derivados

Os derivados foram diluidos em &gua e mantidos incubados em
temperaturas de (25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80°C). Foram retirada
aliguotas em 1 e 2 horas, determinando assim, a estabilidade enzimatica dos

derivados, comparando- os com a invertase livre.
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4.2.13.5. Capacidade de reutilizagdo dos derivados

Os melhores derivados ativos e estabilizados foram submetidos a ensaios de
reutilizacdo. Os derivados foram colocados em solugbes de sacarose 2 %,
incubados por 30 minutos a 50°C. As aliquotas das amostras incubadas foram
retiradas ao final da reacdo e dosado agucares redutores. Em seguida, 0s
derivados foram lavados abundantemente com agua e tampao acetato de sodio 50
mmol. L™" pH 5. Ap6s as lavagens, os derivados foram incubados em uma nova
solucéo de sacarose 2% e todo o procedimento descrito anteriormente foi repetido.

Este procedimento foi realizado por seis vezes.
4.2.13.6. Incubacgéo dos derivados em diferentes concentragdes de sacarose

Os melhores derivados ativos e estabilizados foram ensaiados na presenca
de sacarose em concentracdes que variaram de 5,8, 10, 20, 30, 110 mmol. L™. As
amostras foram incubadas a 50°C, retirando-se aliquotas de amostras em
diferentes tempos de reacéo, sendo em 0,5, 1, 6 e 22 horas. Este ensaio teve como
objetivo verificar a possivel inibicdo da atividade invertasica pelo produto de

hidrélise.
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5. Resullados e Discussdo
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O presente estudo foi desempenhado com o designio de obter a
caracterizacdo enzimatica e cinética da enzima invertase comercial e extraida de
levedura Saccharomyces cerevisiae, para posterior imobilizacdo e obtencdo de
derivados ativos e estaveis, aptos para hidrolisar a sacarose, utilizando suportes
residuais da agroindustrial. Os suportes p6 de sabugo de milho e p6 de bagaco de
cana nao foram caracterizados quanto a estrutura e propriedades quimicas, mas,
através de levantamentos bibliograficos, é certo que esses materiais celulésicos
apresentem grupamentos de hidroxilas livres em suas estruturas.

Possivelmente, a fragmentacdo do material através de exploséo térmica, por
exemplo, aumenta a area de superficie e facilita o acesso da enzima nos grupos
reativos, levando a afinidade da enzima a este suporte, propondo a adequacgao
destes suportes. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas, diminuindo
a probabilidade de erros experimentais. Os resultados dos experimentos com as

invertases livres e derivados obtidos foram comparados e descritos a seguir.

5.1. Caracterizacdo enziméatica das enzimas livres

5.1.1. Atividade enzimatica

As enzimas foram obtidas conforme descrito em “Material e Métodos” e
tiveram suas concentracdes de proteinas e atividades especificas determinadas.
A Tabela 5 mostra os resultados de atividade das invertases. Observa-se que 0
extrato comercial, comparado ao extrato cru enzimatico de Saccharomyces
cerevisiae, apresenta maior atividade especifica, devido ao teor reduzido de
proteina. Apos a didlise, o extrato de S. cerevisiae apresenta maior atividade
especifica, devido a diminuicdo do teor protéico, ou até mesmo protedlise. Esta
diminuicdo deve-se a remocdo de impurezas presentes no extrato. Para
determinacdo das caracteristicas enzimaticas das enzimas livres, foi utilizada

invertase extraida dialisada e extrato comercial ndo dialisado.
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Tabela 5: Atividades especificas das invertases comercial e extraida de S. cerevisiae.

Fonte Proteina pmol/min/mL  pmol/min/mg prot
(mg/mL)
Invertase extraida 3,20 46,51 14,93
Invertase extraida dialisada 0,273 41,44 151,79
Invertase comercial 1,35 126,84 93,95

5.1.2. Determinacéo do pH da reacéao

A acédo catalitica de uma reacdo enzimatica é alcancada dentro de limites
muito estreitos de pH. Cada reacdo tem um pH o6timo que, para a maioria das
enzimas se situa entre 4,5 e 8,0 e no qual a enzima apresenta a sua atividade
maxima (BOBBIO e BOBBIO,1995). A Figura 14A mostra o pH otimo da invertase
extraida livre igual a 5,0, em 4,0 e 4,5 mantém cerca de 80% e em pH 5,5 conserva
70% da atividade, porém, acima de pH 6,0 ocorre perda gradativa da atividade. O
pH 6timo de hidrélise da invertase comercial livre foi 5,0, entretanto, de 4,0 a 6,0 a
enzima mantém em torno de 90% de sua atividade, e acima de pH 7,0 ocorre perda
significativa da atividade (Figura 14B). De acordo com Almeida et al. (2005), a

invertase de levedura apresenta pH 6timo no intervalo de 3,5-6,0.

Figura 14. Efeito do pH sobre a atividade da enzima invertase livre extraida e
comercial de Saccharomyces cerevisiae. (A) invertase extraida (B) invertase

comercial.
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5.1.3. Estabilidade em diferentes valores de pH

Na Figura 15A pode-se observar que a invertase extraida livre conservou
atividade maxima por 1 hora quando mantida em uma faixa de pH 5,0 a 7,0. A
medida que o pH se afasta desse valo, observa-se diminuicdo da atividade
enzimatica. J4 a invertase comercial livre manteve-se retativamente estavel em uma
faixa de pH 4,5 a 55 durante 1 hora. A partir deste pH a atividade diminui
lentamente, mantendo em 60% a atividade enzimatica até pH 10 (Figura 15B).

Gascon et al. (1968) observaram que a invertase intracelular de cepas de
Saccharomyces apresenta estabilidade na faixa de pH 6,0 a 9,0 por até 2 horas. Os
dados obtidos neste trabalho contrariam os encontrados pelo autor, mostrando que a
enzima tem um comportamento menos estavel a esses pHs. Isso pode ser
decorrente de diferencas nos procedimentos para a obtencéo do extrato, tampdes e
dialise.

Figura 15. Efeito da estabilidade da invertase livre extraida e comercial de
Saccharomyces cerevisiae, em diferentes valores de pH. (A) invertase extraida (B)

invertase comercial.

5.1.4. Temperatura das invertases

A temperatura exerce uma grande influéncia na atividade e estabilidades das

enzimas. Um aumento desta causa maior energia cinética as moléculas dos
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reagentes ocasionando maior niumero de colisdes produtivas por unidades de tempo
(SEGEL, 1979). No entanto, o aumento da temperatura acima de um determinado
valor afeta consideravelmente a estrutura terciaria da enzima, bem como a

estabilidade do complexo enzima-substrato (CABRAL et al., 2003).

Figura 16: Efeito da temperatura sobre a atividade da invertase livre extraida e
comercial de Saccharomyces cerevisiae. (A) invertase extraida (B) invertase

comercial.

Na Figura 16A, observa-se que a temperatura 6tima da invertase extraida
livre foi de 50°C, entretanto, mantém-se com atividade acima de 50% entre as
temperaturas de 35-60°C, porém em temperaturas acima de 65°C, ocorre perda
significativa da atividade. Para invertase comercial livre foi encontrada temperatura
6tima de 40°C, no entanto, mantém-se com atividade acima de 50% entre as
temperaturas de 35-60°C, porém em temperaturas acima de 65°C, ocorre perda
significativa da atividade. Resultados estes semelhantes a enzima extraida (Figura
16A). Goulart (2007) obteve temperatura 6tima de 40°C para invertase comercial
livre, o que condiz com o resultado encontrado para invertase comercial neste
trabalho.

A energia de ativacdo foi de 34,94KJ/mol ou 8,35Kcal/mol para invertase
extraida livre (Figura 17A). Para invertase comercial livre, o calculo da energia de
ativacao foi de 32,02 KJ/mol ou 7,65 Kcal/mol (Figura 17B). Concordando com
nossos resultados, Milovanovic et al. (2007), encontraram valor de 32,0 KJ/molpara

invertase de Saccharomyces cerevisiae.
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De acordo com Bergamasco et al. (2000), a energia de ativagao normalmente
observada para enzimas invertases estdo na faixa de 4 a 20 kcal/mol. Os valores
encontrados neste trabalho estdo dentro da faixa relatado pelos autores.

Figura 17: Grafico de Arrhenius. Equacdo da reta tangente nos pontos em que ha
aumento da atividade: (A) invertase extraiday = - 4,20278. x + 17,06177 (B) invertase
comercial y =-3,8517. x + 16,3885.

5.1.5. Concentracao de substrato

As Figuras 18A e 18B mostram a atividade da invertase em relacdo a
concentracdo de substrato. Ao utilizar uma concentracdo fixa de enzima e uma
solucdo crescente de substrato resultard de inicio numa rapida ascensdo da
velocidade de reacdo. Assim, a medida que a concentracdo do substrato comeca a
crescer, entretanto, 0 aumento na velocidade de reagdo comeca a diminuir até que,
com uma grande concentracdo de substrato, nenhuma mudanca posterior na
velocidade é observada. Observando-se o comportamento da atividade enzimatica
em relacdo ao aumento da concentracdo do substrato, pode-se afirmar que as

invertases obedecem a cinética michaeliana.
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Figura 18: Curva de Michaelis-Menten. Efeito da variacdo da concentracdo de
substrato sacarose das enzimas invertases extraida e comercial de Saccharomyces

cerevisiae. (A) invertase extraida (B) invertase comercial.

Os valores de Km e Vmax foram estimados usando sacarose como substrato
em pH 5,0 a 50°C. A invertase extraida apresentou cinética michaeliana tipica com
Km 132,0 mM e Vmax 164,0 U/mg (Figura 19A). Para invertase comercial livre foi
encontrado Km 90,9 mM e Vmax 153,8 U/mg (Figura 19B).

Gascon et al. (1968) encontraram para invertase de cepas de Saccharomyces
Km de 26mM. Segundo Arica e Bayramoglu (2006) foi determinado para invertase
de Saccharomyces cerevisiae Km 17mM e Vmax de 148U/mg. Os valores de Km
encontrados pelos autores citados acima ndo condizem com o0s resultados
encontrados neste trabalho, levando a crer que as enzimas testadas apresentam
baixa afinidade pelo substrato. O valor de Vmax citado acima pelo autor foi bem

préximo aos encontrados neste trabalho.
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Figura 19: Gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk. Equacdo da reta entre os
pontos: (A) invertase extraida y= 0,0679. x + 0,73371 (R= 0, 9965) (B) invertase
comercial y = 0,00608. X + 1, 23964 (R= 0, 99452).

5.1.6. Estabilidade térmica

Os extratos enzimaticos foram incubadas a diversas temperaturas (de 25°C a
80°C), por 2 horas. As Figuras 20A e 20B exibem o gréafico de estabilidade térmica
da invertase extraida e invertase comercial. Observa-se que a invertase extraida
apresenta-se estavel por uma hora até 45°C, a partir dessa temperatura a atividade
enzimatica comeca a diminuiu gradativamente. Em duas horas, a atividade
enzimatica diminuiu quase 50% desde a temperatura inicial do ensaio (25°C), ao
passo que acresce a temperatura, a atividade enzimatica é diminuida. Ja para
invertase comercial, a atividade enzimatica apresenta-se estavel até 50°C,
diminuindo com o acréscimo da temperatura. Na estocagem por 2 horas a 50°C, a
enzima mantém cerca de 60% da atividade, entretanto a partir de 55°C a enzima
perde atividade.

Segundo Sanjay e Sugunan (2004), relataram que invertase de
Saccharomyces sp, mantém apenas 10% de atividade enziméatica inicial quando
incubadas por 90 minutos a 60°C. Os resultados encontrados neste trabalho

mostram discrepancias aos descritos por aqueles autores.
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Figura 20: Estabilidade térmica da invertase livre extraida e comercial de
Saccharomyces cerevisiae, durante a estocagem por 2 horas, em diferentes valores
de temperatura. (A) invertase extraida (B) invertase comercial. Simbolos: (m) 1 h; (e) 2
h.

5.1.7. Imobilizacdo da invertase em suportes de Bagaco de cana e Sabugo de

milho

5.1.8. Purificacdo em Resina DEAE-Sephacel

Para o processo de imobilizacdo, o extrato de invertase livre de
Saccharomyces cerevisiae, apos ser dialisado, foi parcialmente purificado em resina
DEAE- Sephacel. Observam-se, na Tabela 6, os resultados obtidos com a
purificacdo parcial do extrato enzimatico. O fator de purificacdo neste processo faz
com que a proteina total se reduza, removendo o maximo possivel de proteinas
inespecificas, sendo que a perda desta proteina € muito maior que a perda de
atividade; portanto, a atividade especifica aumenta mesmo que diminua a atividade
total (LEHNINGER, 1977). A Figura 21 mostra a purificacdo parcial do extrato
enzimatico, observando um namero menor de bandas protéicas através da
eletroforese desnaturante (SDS-PAGE).
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Tabela 6: Purificac@o parcial do extrato cru de invertase extraida de S. cerevisiae

Passosde Volume Teorde Atividade Atividade Rendimento Fator de

purificacdo final proteina total especifica (%) purificacdo
(mL) (mg/mL) (U/mL) (U/mgq) (N° de
vezes)

Extrato cru 850 3,20 46,51 14,53 100 1,00
Diélise 800 0,273 41,44 151,79 89,10 10,44
DEAE 370 0,076 40,50 692,63 87,07 47,66
Sephacell

Diélise 370 0,051 40,00 784,31 86,00 53,97

Obs: dialise contra agua destilada a 8°C durante 24 horas, com 4 trocas.

Figura 21: SDS-PAGE. Perfil de purificagdo parcial da invertase extraida através de
resina de troca idbnica DEAE-Sephacel: (1) padrdo massa molecular, (2) extrato cru

inicial, (3) extrato dialisado, (4) extrato parcialmente purificado.
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5.1.7.2. Acompanhamento do processo de imobilizagdo

As enzimas, como descrito em “Material e Métodos”, foram imobilizadas em
suportes pé de sabugo de milho (SM) e p6 de bagaco-de-cana (BC) ativados a
glioxil. Para a determinacdo do procedimento de imobilizacdo (enzima - suporte) é
necessario o acompanhamento deste processo, onde aliquotas do sobrenadante da
solucéo de imobilizacdo e do controle séo retiradas em intervalos de tempo. Atravées
da relacdo da atividade enzimatica do sobrenadante pelo controle, é possivel
guantificar a ligacdo da enzima ao suporte, pois no controle a atividade enzimética
permanece na maioria das vezes estavel, enquanto a atividade enzimatica no
sobrenadante diminui gradativamente com o decorrer do tempo. Este € um indicativo
de que a enzima esta imobilizando ao suporte.

As solucbes de enzima comercial e extraida na concentracdo de 5mg de
proteina/ mL de suporte em pH 10,0 foram adicionadas aos suportes pé BC e p6 SM
previamente ativados a glioxil. A Figura 22A mostra o0 acompanhamento de
imobilizacdo da invertase extraida. Neste procedimento, o controle apresentou uma
leve diminuicdo da atividade enzimatica, cerca de 10%. No procedimento de
imobilizacdo foi em 24 horas, observa-se que no sobrenadante da solucdo da
imobilizacdo com p6d SM restou cerca de 80% de atividade enzimatica e no
sobrenadante com p6 BC 40%.

Na Figura 22B observa-se queda de 25% de atividade enzimatica no controle
e tempo de imobilizagdo muito menor quando comparado a imobilizacdo da
invertase extraida, pois em 4 horas o sobrenadante da solucdo de imobilizacdo com
p6 SM apresentou 30% de atividade e 24% no sobrenadante com p6é BC. A
diminuicdo da atividade enzimatica no controle é possivel, devido ao pH utilizado no
procedimento, pois a enzima € pouco estavel a pH 10,0. Com estes resultados nédo é
seguro afirmar que a enzima esta imobilizada ao suporte, pois pode ter ocorrido a
perda de atividade enzimatica durante o ensaio. Para determinar a imobilizacdo da
invertase aos suportes, foi utilizado calculos de rendimento de atividade e eficiéncia
catalitica, descritos a frente.

Os suportes ativados a glioxil orientam as moléculas de enzima através da

area mais rica em residuos de lisinas. A forma de unido ocorre através da formagéo
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de bases de Schiff entre os grupos glioxil do suporte e os grupos amino das lisinas
(GUISAN, 1988; BLANCO et al., 1989).

Figura 22: Acompanhamento do ensaio de imobilizagdo da enzima invertase comercial
e extraida de Saccharomyces cerevisiae em suportes p6 SM e p6é BC ativados a
glioxil. (A) Invertase extraida (B) invertase comercial. Simbolos: (m) Controle, (e)
Sobrenadante da imobilizacdo com pé sabugo de milho e (’) Sobrenadante da

imobilizacdo com pé bagaco de cana.

As solucbes de enzima comercial e extraida na concentracdo de 5mg/mL em
pH 7,0 foram adicionadas aos suportes p6é BC e p6 SM previamente ativados a
amino. Este tipo de suporte orienta a imobilizacdo da enzima através da area de
superficie com maior densidade de carga negativa. Esta area geralmente
corresponde a area mais rica em aminoacidos com grupo acido como radical
(FERNADEZ-LAFUENTE et al., 1993). A Figura 23A mostra o acompanhamento de
imobilizacdo da invertase extraida. Observa-se que o controle permanece estavel
durante 120 minutos. A atividade enzimatica do sobrenadante da solucdo de
imobilizacdo do p6 SM obteve cerca de 50%, enquanto para po BC a imobilizacao foi
total, ap6s 30 minutos.

A Figura 23B mostra o acompanhamento de imobilizacdo da invertase
comercial. Pode-se dizer que o controle permanece praticamente estavel durante
todo o procedimento de imobilizagdo em 120 minutos. A atividade enzimética do

sobrenadante da solugédo de imobilizacdo do p6 SM e do pé BC foi igual a 62%.
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Figura 23: Acompanhamento do ensaio de imobilizagdo da enzima invertase comercial
e extraida de Saccharomyces cerevisiae em suportes p6 SM e p6 BC ativados a
amino. (A) invertase extraida (B) invertase comercial Simbolos: (m) Controle, (e)
Sobrenadante da imobilizagdo com sabugo de milho e ( ) Sobrenadante da

imobilizacdo com bagaco de cana.

As solucbes de enzima comercial e extraida na concentracdo de 5mg de
proteina/mL de suporte em pH 7,0 foram adicionadas aos suportes p6 BC e p6é SM
previamente ativados a glutaraldeido. Estes suportes tém por finalidade orientar a
molécula de enzima a imobilizar através dos grupos amino de mais baixo pK. Estes
grupos correspondem aos aminos terminais. Com este método a lisina da proteina
nao se ligara devido a realizacdo da imobilizacdo em pH proximo da neutralidade e
0s grupos amino das lisinas ndo se encontram protonadas (GUISAN et al., 1997).

Nas Figuras 24A e 24B, pode-se observar que o controle para ambas as
invertases permanecem estaveis. No ensaio de imobilizacdo da invertase extraida,
ao final de 180 minutos a atividade do sobrenadante da solucdo de imobilizagdo do
p6 SM foi igual a 7,9% ja no p6 BC a imobilizacao foi total (Figura 24A). A Figura
24B mostra que ao final de 80 minutos a atividade enzimatica no sobrenadante pé

SM e p6 BC foram praticamente as mesmas, perto de 25%.
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Figura 24: Acompanhamento do ensaio de imobilizagdo da enzima invertase
comercial e extraida de Saccharomyces cerevisiae em p6 SM e p6 BC ativados a
glutaraldeido. (A) invertase extraida (B) invertase comercial. Simbolos: (m) Controle,
() Sobrenadante da imobilizacdo com sabugo de milho e ( ») Sobrenadante da

imobilizacdo com bagaco de cana.

5.1.7.3. Rendimento de imobilizacao e eficiéncia catalitica dos derivados

A partir da relacdo entre a atividade enzimatica da enzima imobilizada para a
atividade enzimatica da enzima livre foi possivel determinar a percentagem de
eficiéncia catalitica. E, através da relacdo da atividade enzimatica inicial para a
atividade final no processo de imobilizacdo, calculou-se a quantidade de proteina
gue se uniu ao suporte. Observa-se, na Tabela 7, que os derivados da invertase
extraida obtidos com derivados p6 BC e p6 SM glioxil, a eficiéncia catalitica e
atividade enzimatica, quando comparados com os derivados pé BC e p6 SM amino
sdo inferiores. Este fato se deve a instabilidade da invertase a pH 10,0. Apesar
destes resultados, o derivado p6 BC glioxil apresenta aceitavel rendimento de
imobilizacéo e eficiéncia catalitica de 23%, o que é consideravel, pois a enzima esta
ligada covalentemente ao suporte. Este tipo de ligacdo ocorre para suportes
ativados a glioxil, formando ligacbes covalentes entre a proteina e o suporte.
Observa-se que os derivados p6 BC e p6 SM glutaraldeido apresentam
relativamente bom rendimento de imobilizagdo e diferente eficiéncia catalitica e
atividade enzimatica. Esse fator possivelmente ocorre devido a grande quantidade

de proteinas imobilizadas ao suporte BC glutaraldeido. Isso faz com que o substrato
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tenha acesso limitado ao centro ativo da enzima e, em consequéncia, menor
atividade enzimética, ou seja, provocado por efeito difusionais da enzima
imobilizada.

O derivado p6 BC amino apresenta rendimento de 100%, eficiéncia e
atividade muito melhor quando comparado ao suporte p6 SM amino que apresenta
37% de atividade. Este fato provavelmente deve-se a diferenca na estrutura dos
suportes. E importante lembrar que os residuos estudados apresentam algumas
diferencas, como estrutura, area de superficie e porosidade, portanto, séo
esperadas diferencas como estas apresentadas acima, mesmo que a ativacao dos

suportes sejam idénticas.

Tabela 7: Comparacao dos derivados de invertase extraida obtidos com suportes p6

bagaco de cana e p6 sabugo de milho.

Suportes Ativacao Rendimento Eficiéncia Atividade
de catalitica  (U/mL de derivado)
imobilizacéo
(%)
Bagaco de Glioxil 59,83 23,17 9,60
cana Amino 100 88,50 36,67
Glutaraldeido 100 35,71 14,80
Sabugo de Glioxil 21,40 4,92 2,04
milho Amino 36,80 36,03 14,93
Glutaraldeido 92 61,54 25,50

Na Tabela 8, podem-se observar as caracteristicas dos derivados de
invertase comercial obtida com p6 BC e p6 SM. Os derivados do pé BC e p6 SM
ativado a glioxil e glutaraldeido apresentam um bom rendimento de imobilizacéo,
mas menor eficiéncia catalitica e atividade enzimatica. Estes resultados levam ao
entendimento de que houve a imobilizacdo de outras proteinas que ndo é a
invertase, uma vez que a enzima comercial ndo é purificada. Em amino, apesar do
baixo rendimento de imobilizacdo os derivados BC e SM ofereceram 6tima atividade

enzimatica e eficiéncia catalitica.
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Tabela 8: Comparacado dos derivados de invertase comercial obtidos com suporte pé

Suporte Ativacao Rendimento Eficiéncia Atividade
de catalitica (U/mL de derivado)
imobilizacéo (%)
(%)
Bagacgo Glioxil 76,11 11,42 14,49
de cana Amino 38,5 19,72 25,02
Glutaraldeido 75 3,35 4,26
Sabugo Glioxil 69,25 6,44 8,17
de milho Amino 37,70 17,58 22,30
Glutaraldeido 73,07 4,75 6,03

bagaco de cana e p6 sabugo de milho.

5.1.7.4. Caracterizacdo enziméatica dos derivados obtidos com enzima extraida

e comercial de S. cerevisiae.

Os derivados obtidos no procedimento de imobilizacdo descrito anteriormente
foram selecionados para realizacdo de ensaios de caracterizacdo enzimatica e
reutilizacdo, para posterior comparacdo com a forma livre da invertase comercial e
extraida. O critério para a selecdo dos derivados foi com base nos resultados
encontrados para rendimento de imobilizacdo e eficiéncia catalitica. Os melhores
derivados selecionados da invertase extraida e comercial estdo descritos na Tabela
9.

Tabela 9: Selecdo dos melhores derivados da invertase extraida e comercial.

Invertase comercial Invertase extraida
SM glutaraldeido SM glutaraldeido

Derivados SM amino BC glutaraldeido
BC amino BC amino

BC glioxil
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5.1.7.5. Determinacédo do pH 6timo dos derivados

5.1.7.5.1. Derivados invertase comercial

O efeito do pH sobre a atividade dos derivados de invertases obtidos com po6
de bagaco de cana e p6 de sabugo de milho foi ensaiado em diferentes valores de
pHSs.

As Figuras 25A, 25B, 26A e 26B mostram o pH 6timo encontrado para cada
derivado, comparando com a invertase comercial livre. A Figura 25A mostra o pH
6timo do derivado p6 BC amino igual a 5,5, mantendo cerca de 50% de atividade
entre os pHs 4,0 a 7,0, e acima deste pH ocorre perda gradativa da atividade
enzimatica. Na Figura 25B, o pH oOtimo encontrado para SM amino foi de 5,0,
permanecendo-se estavel com 75% de sua atividade total entre os pHs 4,5 a 6,5,
guando ocorre perda significativa de atividade. O derivado BC glioxil apresenta pH
otimo de 4,5, permanecendo-se estavel entre os pHs 4,5 a 6,5 com 85% de
atividade enzimatica, perdendo atividade gradativamente apos o pH 7,0 (Figura
26A). O derivado SM glutaraldeido apresenta pH igual a 5,0, mantendo-se
relativamente estavel até pH 7,0 conservando 60% de atividade enzimatica. Apds, a
atividade diminui gradativamente (Figura 26B).

Os derivados SM amino e SM glutaraldeido, apresentaram o0 mesmo pH 6timo
encontrado para invertase livre igual a pH 5,0. No entanto, o derivado BC amino
tendeu a ficar mais basico e BC glioxil mais acido. A enzima livre apresentou
atividade inferior em pH 7,0 quando comparado com os derivados, exceto para SM
amino. Estas diferencas podem estar relacionadas com pequenas alteracbes da
estrutura tridimensional da proteina, as quais podem ocorrer durante o processo de

imobilizacao.
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Figura 25: Efeito do pH sobre a atividade dos derivados da invertase comercial de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com: (A) p6 BC (B) p6 SM ativados a amino,
ensaiados em diferentes pHs comparados com a invertase livre. Simbolos: (e)

invertase comercial livre (m) derivado.

Figura 26: Efeito do pH sobre a atividade dos derivados da invertase comercial de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com: (A) p6 BC ativado glioxil (B) p6 SM ativado a
glutaraldeido, ensaiados em diferentes pHs, comparados com a invertase livre.
Simbolos: (e) invertase comercial livre (m) derivado.

5.1.7.5.2. Derivados invertase extraida

Os derivados da invertase extraida obtidos com suporte pé bagaco de cana e
p6 sabugo de milho foram ensaiados em diferentes valores de pHs. As Figuras 27,

28A e 28B mostram o pH o6Otimo encontrado para os derivados ensaiados
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comparando-0s com a invertase extraida livre. Na figura 27, observa-se o pH 6timo
do derivado pé BC amino igual a 5,0, mantendo 70% de atividade enzimatica até pH
7,0, perdendo ligeiramente atividade a partir deste pH. Para o derivado p6é BC
glutaraldeido o pH 6timo encontrado foi de 4,5 conservando 60% de atividade até
pH 7,0, ap6s este pH a atividade diminui drasticamente (Figura 28A).Em derivado
p6é SM glutaraldeido (Figura 28B) foi encontrado pH igual a 5,0, onde permaneceu
estavel até pH 7,0 com cerca de 70% de atividade enzimatica, perdendo atividade
apos esse pH. Os derivados p6 BC amino e SM glutaraldeido apresentam pH 6timo
semelhante ao encontrado para invertase livre (pH 5,0). No entanto, o derivado pé
BC glutaraldeido apresentou méaxima atividade em pH mais acido. De um modo
geral, os derivados imobilizados apresentaram-se mais estaveis a pHs basicos
guando comparados a enzima livre.

De acordo com Susuki et al. (1996), invertase de levedura S. cerevisiae
imobilizada em resina DEAE-celulose, apresentou pH 6timo acido. Segundo Sanhay
e Suguna, (2004), uma aparente resposta ao pH pode mudar quando a enzima esta

em um ambiente heterogéneo imobilizados em matrizes organica ou inorganica.

Figura 27: Efeito do pH sobre a atividade do derivado da invertase extraida de
Saccharomyces cerevisiae obtido com p6 BC ativado a amino, ensaiado em diferentes
pHs, comparados com a invertase livre. Simbolos: (e) invertase comercial livre (m)

derivado.
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Figura 28: Efeito do pH sobre a atividade dos derivados da invertase extraida de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com: (A) pé BC (B) p6 SM ativados a glutaraldeido
ensaiados em diferentes pHs, comparados com a invertase livre. Simbolos: (e)

invertase extraida livre (m) derivado.

5.1.7.6. Determinacao da temperatura 6tima dos derivados

5.1.7.6.1. Derivados da invertase comercial

Foi determinada a temperatura 6tima dos derivados obtidos com p6 de
bagaco de cana e p6 sabugo de milho. As Figuras 29A, 29B, 30A e 30B mostram a
temperatura Otima encontrada para cada derivado, comparando-as com a invertase
livre. Observa-se, nas Figuras 29A e 29B, que a temperatura 6tima de hidrdlise
encontrada para os derivados p6 BC e SM amino foi igual a 65°C, trazendo aumento
de 25°C na temperatura 6tima quando comparados a invertase livre, que obteve
temperatura 6tima de 40°C. No derivado BC glioxil, observa-se temperatura 6tima de
hidrélise igual a 55°C, trazendo aumento de 15°C na temperatura 6tima comparado
com a enzima livre (Figura 30A). A Figura 30B mostra a temperatura Otima
encontrada para o derivado SM glutaraldeido igual a 55°C, favorecendo aumento
15°C na temperatura otima. Estes resultados mostram que a enzima imobilizada

apresenta excelente estabilidade térmica quando comparados a forma livre.
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Figura 29: Efeito da temperatura sobre a atividade dos derivados da invertase
comercial de Saccharomyces cerevisiae obtidos com (A) p6 BC (B) p6 SM ativados a
amino, ensaiados em diferentes temperaturas comparados com a invertase livre.

Simbolos: (e) invertase extraida livre (m) derivado.

Figura 30: Efeito da temperatura sobre a atividade dos derivados da invertase
comercial de Saccharomyces cerevisiae obtidos com (A) pé BC ativado a glioxil (B)
pé SM a glutaraldeido ensaiados em diferentes temperaturas, comparados com a

invertase livre. Simbolos: (e) invertase extraida livre (m) derivado.

Observam-se, na Tabela 10, os valores de energia de ativacdo em KJ/mol e
Kcal/mol. Os valores encontrados para os derivados foram inferiores daquele
encontrado para invertase comercia livre (32,02 KJ/mol ou 7,65 Kcal/mol), exceto pelo
BC glioxil que obteve valor consideravelmente alto. Com esses valores é possivel

esclarecer que a imobilizacdo trouxe um grande beneficio na catalise enzimatica da
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invertase imobilizada, pois quanto mais alto a energia livre de ativagdo, menor sera a
probabilidade de o sistema evoluir de reagentes a produtos e, portanto, mais lenta a
reacdo. Essas barreiras de energia sdo responsaveis pela maior ou menor
estabilidade das moléculas (BON et al., 2008).

Tabela 10: Energia de ativacdo dos derivados da invertase comercial obtidos com pé de
bagaco de cana e p6 de sabugo de milho.

Invertase *Ea *Ea
comercial (KJ/mol) (Kcal/mol)
Enzima livre 32,02 7,65
SM amino 27,85 6,65
BC amino 29,60 7,07
BC glioxil 104,75 25,02
SM 12,30 2,94

glutaraldeido

*Energia de ativacao

5.1.7.6.2. Derivados da invertase extraida

Os derivados da invertase extraida obtidos com p6 de sabugo de milho e po6
de bagaco de cana foram submetidos a ensaios de temperatura 6tima de hidrolise.
As Figuras 31, 32A e 32B mostram a temperatura 6tima encontrada para cada
derivado, comparando-as com a invertase livre. A Figura 31 mostra a temperatura
6tima de hidrélise do derivado p6 BC amino igual 50°C. Esta temperatura foi a
mesma encontrada para invertase livre (50°C). Para o derivado pé BC glutaraldeido
foi encontrada temperatura oOtima de 65°C, trazendo 15°C de aumento na
temperatura 6tima (Figura 32A). Na Figura 32B, observa-se que a temperatura 6tima
do derivado pé SM glutaraldeido foi igual a 55°C, aumentando 5°C da temperatura
otima. Os derivados p6 BC e SM glutaraldeido mostraram-se mais estaveis
comparados a forma livre de invertase. A estabilidade térmica destes derivados sera

mostrada e discutida em breve.
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Figura 31: Efeito da temperatura sobre a atividade dos derivados da invertase extraida
de Saccharomyces cerevisiae obtido com p6 BC ativado a amino ensaiados em

diferentes temperaturas, comparados com a invertase livre. Simbolos: (e) invertase
extraida livre (m) derivado.

Figura 32: Efeito da temperatura sobre a atividade dos derivados da invertase
extraida de Saccharomyces cerevisiae obtidos com (A) pé BC e (B) p6 SM a
glutaraldeido ensaiados em diferentes temperaturas comparados com a invertase
livre. Simbolos: (e) invertase extraida livre (m) derivado.

Os valores de energia de ativagdo encontrados para os derivados foram

inferiores daqueles encontrado para invertase extraida livre (34,94KJ/mol ou
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8,35Kcal/mol), exceto pelo derivado p6é6 SM glutaraldeido que obteve valor
relativamente alto. Com esses valores é possivel esclarecer que a imobilizacao trouxe
um grande beneficio na catalise enzimética da invertase extraida imobilizada (Tabela
11).

Tabela 11: Comparacdo da energia de ativacao dos derivados da invertase extraida
obtidos com p6 de bagaco de cana e p6 de sabugo de milho.

Invertase livre Ea Ea
(KJ/mol) (Kcal/mol)

Invertase livre 34,94 8,35
BC amino 21,62 5,16
BC 17,12 4,09

glutaraldeido

SM 54,72 13,07

glutaraldeido

5.1.7.7. Estabilidade térmica

5.1.7.7.1. Derivados da invertase comercial

Os derivados da invertase comercial obtidos foram submetidos a ensaios de
estabilidade térmica. Utilizou-se temperaturas na faixa de 45°C- 85°C. A atividade
residual foi calculada utilizando como controle a atividade 6tima (100%) para cada
enzima livre e derivado previamente determinada. Nas Figuras 33A e 33B, observa-
se a estabilidade térmica do derivado p6 BC amino em 1 e 2 horas. Nas
temperaturas de 70°C, 80°C e 85°C o derivado BC amino apresentou-se mais
estavel quando comparado a enzima livre. Observa-se que em 2 horas, o derivado
apresenta atividade enzimatica superior a enzima livre em todas as temperaturas

ensaiadas, mantendo-se com 100% até 85°C.
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Figura 33: Estabilidade térmica do derivado da invertase comercial de Saccharomyces
cerevisiae obtido com p6 BC ativado a amino. (A) ensaio em 1h e (B) ensaio em 2h.

Simbolos: (m) derivado; (e) invertase livre.

Na Figura 34A, pode-se observar que o derivado pé de SM amino permanece
estavel até 85°C favorecendo a manutencdo da atividade enziméatica acima de
100%, em contrapartida, a enzima livre perde total atividade a partir de 55°C. No
tempo de 2 horas (Figura 34B), o derivado mantém-se estavel em relacdo a enzima
livre até a temperatura de 65°C. E nas temperaturas 70°C, 80°C e 85°C manteve-se
com cerca de 50% de atividade. Analisando os resultados de estabilidade térmica do
SM amino por 1 e 2 horas, verificou-se que em 1 hora o derivado apresenta

resultados mais satisfatorios do que em 2 horas.

Figura 34: Estabilidade térmica do derivado da invertase comercial de Saccharomyces
cerevisiae obtido com p6 SM ativado a amino. (A) ensaio em 1h e (B) ensaio em 2h.

Simbolos: (m) derivado; (e) invertase livre.
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A Figura 35A exple a estabilidade térmica em 1 hora do derivado p6 BC
glioxil. Observa-se que este derivado poderia ser utilizado até 55°C, sendo que nas
demais temperaturas , observa-se perda total de atividade semelhante a enzima
livre. Entretanto com 2 horas este mesmo derivado apresenta um diferente perfil, ja

a 60°C a enzima imobilizada sofre uma ativacéo (Figura 35B).

Figura 35: Estabilidade térmica dos derivados da invertase comercial de
Saccharomyces cerevisiae obtidos p6é BC ativado a glioxil. (A) ensaio em 1h e (B)

ensaio em 2h. Simbolos: (m) derivado (e) invertase livre.

A Figura 36A e 36B mostra que o derivado p6 SM glutaraldeido permanece
com maior estabilidade em relacdo a enzima livre em todas as temperaturas
ensaiadas. O derivado néo foi estavel em elevadas temperaturas. Segundo Husain
(1996), a invertase soluvel comercial perde cerca de 95% da atividade em 2 horas a

60°C. Este resultado condiz com o encontrado neste trabalho.
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Figura 36: Estabilidade térmica dos derivados da invertase comercial de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com p6 SM ativado a glutaraldeido. (A) ensaio em

1h e (B) ensaio em 2h. Simbolos: (m) derivado () invertase livre.

5.1.7.7.2. Derivados da invertase extraida de S. cerevisiae

Assim como os derivados da invertase comercial, os derivados da invertase
extraida foram submetidos a ensaios de estabilidade térmica em diferentes
temperaturas 45°C - 85°C concomitantemente com a enzima livre. Na Figura 37A e
37B, observa-se que a estabilidade do derivado p6é BC amino foi idéntica a
encontrada para invertase livre, permanecendo estavel somente até 55°C, com

aproximadamente 80% de atividade.

Figura 37: Estabilidade térmica dos derivados da invertase extraida de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com p6 BC ativado a amino. (A) ensaio em 1h e (B)

ensaio em 2h. Simbolos: (m) derivado (e) invertase livre.
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Na Figura 38A e 38B, foi utilizado como controle (100%) a temperatura 6tima
a 65°C a qual foi obtida anteriormente para este derivado. Comparando os
resultados entre 1 e 2horas, verificou-se que com 2 horas de ensaio, este derivado
comporta-se com maior estabilidade frente a enzima livre até temperatura de 65°C.

Figura 38: Estabilidade térmica dos derivados da invertase extraida de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com p6 BC ativado a glutaraldeido. (A) ensaio em

1h e (B) ensaio em 2h. Simbolos: (m) derivado (e) invertase livre.

Nas Figuras 39A e 39B o derivado SM glutaraldeido apresenta
comportamento semelhante nos tempos de 1 e 2 horas. No entanto, em 2 horas a

atividade residual manteve-se maior que a 1 hora e maior que a enzima soluvel.

Figura 39: Estabilidade térmica dos derivados da invertase extraida de
Saccharomyces cerevisiae obtidos com pé SM ativado a glutaraldeido. (A) ensaio em

1h e (B) ensaio em 2h. Simbolos: (m) derivado (e) invertase livre.
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Bayramoglu et al. (2009) relataram que invertase de levedura imobilizada
conservou atividade inicial a 50°C durante um periodo de incubagdo de 120 minutos,
enguanto que a enzima livre perdeu a sua atividade inicial em cerca de 23% a 60°C.
A invertase imobilizada foi inativada a uma taxa muito mais lenta do que a forma
livre e a 70°C as enzimas livres e imobilizadas tiveram sua atividade retida a um

nivel de 17 e 62% respectivamente.

5.1.8. Reutilizac&o dos derivados da invertase comercial e extraida

Todos os derivados da invertase comercial e extraida foram submetidos a
ensaios de reutilizagdo, como descrito em “Material e Métodos”. Na Figura 40,
observa-se que todos os quatros melhores derivados apresentaram a possibilidade
de reutilizacdo. No entanto, o derivado p6 SM amino apresentou a melhor atividade
relativa do segundo ao quinto reuso, conservando 40% de atividade enzimatica.
Goulart (2007) verificou reuso de trés vezes da invertase comercial de S. cerevisiae
imobilizada em amino-agarose. Os resultados encontrados neste trabalho foram o

dobro do encontrado pelo autor.

Figura 40: Reutilizacdo dos derivados de invertase comercial obtido com p6 de
sabugo de milho e pé bagaco-de-cana. (1) BC amino; (2) BC glioxil; (3) SM
glutaraldeido; (4) SM amino.
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A Figura 41 mostra a reutilizacdo dos derivados da invertase extraida
obtidos com p6 de bagaco de cana e p6é de sabugo de milho. Todos os melhores
derivados ensaiados apresentaram a possibilidade de reutilizagdo. O maior niamero
de reuso foi encontrado para o p6 SM glutaraldeido, o qual apresentou, a partir do
terceiro reuso, a melhor atividade enzimética e, ao final do ultimo reuso, conservou
em média 30% de atividade. Goulart (2007) verificou, para invertase comercial
imobilizada em glutaraldeido-agarose, dois reusos subsequientes, resultado bem
diferente ao encontrado neste trabalho, pois o derivado pé SM glutaraldeido foi

reutilizado por cinco vezes.

Figura 41: Reutilizacdo dos derivados de invertase extraida obtido com po de
sabugo de milho e p6 de bagago-de-cana. (1) SM glutaraldeido; (2) BC amino; (3)
BC glutaraldeido.

5.1.9. Incubacédo dos derivados em diferentes concentracdes de sacarose

O derivado de invertase comercial obtido com pé SM amino e o derivado de
invertase extraida obtido com pé SM glutaraldeido foram escolhidos entre os
derivados ensaiados anteriormente por apresentarem melhor estabilidade térmica.

Os derivados foram ensaiados em concentracdes diferentes de sacarose durante
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um periodo de 22 horas. Observa-se, nas Figuras 42 e 43, que os derivados
apresentaram comportamento semelhante ao decorrer do tempo de reacédo de
hidrélise. A atividade diminui bruscamente a partir de 6 horas em todas as
concentracgbes de sacarose. Estes resultados indicam que ocorre a inibicdo dos

derivados de invertase pelos produtos frutose e glicose.

Figura 42: Incubacao do derivado de invertase comercial obtida pelo p6 de SM amino

ensaiado em diferentes concentracGes de sacarose.

Figura 43: Incubacdo do derivado de invertase extraida obtida pelo p6 de SM

glutaraldeido ensaiado em diferentes concentra¢gdes de sacarose.
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6. Conclusoes
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A invertase comercial e a extraida de Saccharomyces cerevisiae
apresentaram comportamento diferente na caracterizacdo enzimética e na
capacidade de imobilizacdo. Apesar de serem invertases da mesma fonte, essas
diferencas ocorrem devido ao método de extracdo, fermento de panificacdo,
reagentes utilizados na extracao e condicdes de armazenamento dos extratos.

Sabe-se que cada suporte tem suas caracteristicas particulares, sendo
importante a comparacdo com suportes estudados anteriormente, como a agarose,
j& que os suportes utilizados neste trabalho sdo inovadores e com base nos dados
obtidos, podem ser considerados tdo promissores quanto aqueles mais relatados na
literatura. Por fim, os objetivos deste trabalho foram alcancados, pois foram
produzidos derivados que apresentaram maior estabilidade ao pH, temperatura e
estabilidade térmica, comparados a forma livre de invertase. Todos os derivados
apresentaram, no minimo, a capacidade de serem reutilizados duas vezes e, no
maximo, cinco vezes. Os derivados mais estaveis e com a capacidade maxima de
reutilizacado foram os derivados da invertase comercial obtido com sabugo de milho
amino e invertase extraida obtido com sabugo de milho glutaraldeido.

Em conjunto, as informac¢des adquiridas pelo presente estudo indicam que
foi possivel a imobilizar esta enzima em suportes alternativos de baixo custo. Além
disso, os dados coletados serdo importantes na continuidade de outros trabalhos,

visando a imobilizacdo de diferentes enzimas.
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