UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIABALIMENTOS

IMOBILIZACAO DE p-D- FRUTOFURANOSIDEO FRUTOHIDROLASE EM

PARTICULAS DE QUITOSANA

Sheila Garziera Valerio
Porto Alegre

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIABALIMENTOS

IMOBILIZACAO DE p-D- FRUTOFURANOSIDEO FRUTOHIDROLASE EM

PARTICULAS DE QUITOSANA

Sheila Garziera Valerio

(Farmacéutica — UFRGS)

Dissertacdo apresentada ao Curso de P6s Graduac@i€ncia e Tecnologia de Alimentos
como um dos requisitos para obtencdo do grau deremem Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos pelo PPGCTA — UFRGS.

Porto Alegre

2012



CIP — Catalogacéo na Publicacdo

Valerio, Sheila Garziera

H576i Imobilizagc&o de B-D- frutofuranosideo frutohidrolase em
particulas de quitosana / Sheila Garziera Valerio. - - Porto Alegre,
2012.
70f. 1l

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Faculdade de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Programa de
Pds-graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Porto Alegre,
BR-RS, 2012.

Orientador: Prof. Dr. Plinho Francisco Hertz
Coorientador: Prof. Dr. Rafael Costa Rodrigues

Bibliografia
1.Enzimas 2.Invertase 3.Método de imobilizacdo enzimatica 4.
Quitosana I. Titulo. Il. Hertz, Plinho Francisco (orient.) Ill. Rodrigues,

Rafael Costa (coorient.)

CDU 663.1:574.6

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotgdnstituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da UFRGS.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM C&T DE ALIMENTOS/ PPGQ

Autor: Sheila Garziera Valerio

Titulo da Dissertacao: Imobilizacao pl-Frutofuranosideo Frutohidrolase em Particulas de
Quitosana

Dissertacao aprovada por:

Prof. Dr. Alexandre José Macedo
Membro da Comissao Julgadora

Prof. Dr. Helen Treichel
Memrbo da Comisséo Julgadora

Prof. Dr. Marco Anténio Zachia Ayub
Membro da Comissao Julgadora

Prof. Dr. José Maria Wiest
Coordenador PPGCTA

Prof. Dr. Vitor Manfroi
Diretor ICTA — UFRGS

Porto Alegre, 15 de feveralm2012.



AGRADECIMENTOS

Tao importante quanto o conhecimento e o recontestimgue se adquire ao longo de
uma incrivel jornada, da qual fazem parte momedéoBustracdo e éxito, faz-se igualmente
necessario perceber que construcbes como essaus@onmais prazerosas e enriquecedoras
qguando compartilhadas. Por mais que o ‘autor da’ sBja 0 seu maior responsavel, direta ou
indiretamente sempre recebe a influéncia de outesdo entdo injusto atribuir-lhe a
exclusividade dos méritos. O proprio grau de dedicaempregado na realizagdo deste
projeto em parte foi resultado do estimulo das gesgjue, a0 mesmo tempo em que
desejaram que ndo houvesse preocupacdes, sabiaéo@miciais eram aqueles momentos,
pois a partir deles muitas solugcdes e novas pdrggae¢oram originadas.

Ao longo desses dois anos, pude consolidar comscadquiridos durante experiéncias
anteriores (graduacdo e estagios) e mesmo integade novas concepcdes. De modo
concomitante, pude reiterar como posturas éticaBoeomissas sdo capazes de influenciar
beneficamente o sistema onde estdo inseridas.

Assim, torna-se imprescindivel transmitir minhatig@o aos que auxiliaram na
obtencéo deste Titulo, o qual, para mim, vai aléhDssertacdo, Artigo, e Defesa perante a
banca avaliadora, pois traz consigo outros per@nsagigualmente fundamentais:
orientadores, colegas de laboratoério e fora deleg@s e familia. Para vocés preciso dizer:

muito obrigada!



SUMARIO

RESUMO ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e s e e r e e e e e e e e e e e e e e e 6
ABSTRACT .ttt et e oo mmmmn ettt ettt e aaeaeeee e e e e e e s s e a s nrrraeaaaaeeaaaaaaaaaann 7
LISTA DE FIGURAS ...ttt eeee e e e e 8
LISTA DE TABELAS ...ttt e e et aeeeaae e e e e e nanns 9
N |V 270 5 100X T 10
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...coooviiveceiceeeeeeee et 12
2.1 B-D- Frutofuranosideo frutohidrolase ...........cccccoiiiiiiiiiiiiiiie e, 12
N Nt Y o] [T = o 1= 13
22N 1 4To] o 1[4 Tor= ol e (=T 0 4 4 F= LS PSPPSR 15
2.2.1 Métodos de IMODIlIZAGAD ...........uviiee e 16
2.2.2 Suportes para imobiliIZACAO0 ...........coeeiiiiiiiiiiiiiiii e 20
WA @ 1 11 (0 1= 1 o F- T RSP 22
2.2.3 Efeitos da imobilizacdo: Vantagens e limi&a............cvvvvvviiiiiiiiieeeeeeeeee e, 26
2.2.4 Exemplos dp-D- Frutofuranosideo frutohidrolase imobilizada...................... 28
3 RESULTADOS. ...ttt eennn e e e e e e e e e e e e e e e e e s s nssnerbaeneeeees 30

3.1 High operational stability in sucrose hydratysf invertase from

Saccharomyces cerevisigemobilized on chitosan nanoparticles ... eeeeeeee.. 31

IV A B 1ol U LYoY: o N C 1= - | FO T o URTRR 55
4 CONSIDERAQC)ES FIN ALS Lottt e s 60
REFERENCIAS ..ot e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e enennens 64



IMOBI,LIZA(;AO DE p-D- FRUTOFURANOSIDEO FRUTOHIDROLASE EM
PARTICULAS DE QUITOSANA

Autor: Sheila Garziera Valerio
Orientador: Plinho Francisco Hertz

RESUMO

A enzimap-D- frutofuranosideo frutohidrolase (E.C. 3.2.1,28mbém conhecida
como invertase, € uma hidrolase capaz de clivaisgadarideo sacarose, gerando mistura
equimolar de glicose e frutose (‘acucar invertid@) aplicacdo deste, bem como a dos
monossacarideos de modo isolado € bastante comumdUsdria alimenticia, por exemplo na
manufatura de recheios de doces, além de outresgiE's, como na industria farmacéutica.
O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentepa@tes e métodos de imobilizacdo de uma
invertase deSaccharomyces cerevisia®s experimentos feitos com filmes de celulose,
macroesferas de quitosana, e o suporte comerciablimad ndo apresentaram resultados
conclusivos. A imobilizacdo covalente unipontual id&ertase em mistura de nano e
agregados de nanoparticulas de quitosana possibditobtencdo dos seguintes resultados:
além desse suporte ser de facil preparacao e abiyvaterecendo grande area superficial para
a imobilizacdo, o derivado imobilizado apresentdia aecuperacdo da atividade, sendo
utilizado o protocolo que permitiu obter 74,3 % réadimento e 61,6 % de eficiéncia de
imobilizacdo. A temperatura (55 °C) e o pH otimesatividade (4,5), estabilidade térmica e
ao armazenamento ndo foram modificados pos-imak#ia. A afinidade da invertase pelo
substrato decaiu cerca de 3 vezes, devido a redlazeksibilidade da sacarose ao sitio ativo
da enzima. Porém, o parametrg.ymanteve-se constante, indicando que nédo houva perd
maxima conversdo da sacarose em seus monossasarfdteavés da imobilizagdo foi
possivel obter excelente estabilidade operaci@®ateusos com 100 % da atividade catalitica

da enzima (bateladas de 30 min, sob suave agitegdnsolucdo de sacarose 8 %, a 55 °C).

Palavras-chave: invertase, imobilizacéo, quitosestabilidade operacional, nanoparticulas

1/ . o A - . ~
Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia e Tecnologidloeentos (area de concentragéo

Bioquimica), Instituto de Ciéncia e Tecnologia d@ém&ntos, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Fevereiro de 2012.



IMMOBILIZATION OF p-D- FRUCTOFURANOSIDE FRUCTOHYDROLASE ON
CHITOSAN PARTICLES

Author: Sheila Garziera Valerio
Advisor: Plinho Francisco Hertz

ABSTRACT

The enzymef-D- fructofuranoside fructohydrolase (E.C. 3.2.},2&lso known as
invertase, is one hydrolase able to cleave theosacdisaccharide, generating an equimolar
mixture of glucose and fructose (‘invert sugar’heTapplication of invert sugar, as well the
isolated monosaccharides is very common in the foutustry, for example in the
manufacture of filling of sweets, besides otherligppons, as in the pharmaceutical industry
The objective of this work was to evaluate différenpports and immobilization methods of
an invertase fron®accharomyces cerevisiaehe experiments performed with cellulose films,
chitosan macrospheres and the commercial supportobead did not present conclusive
results. The unipoint covalent immobilization of@mtase in a mixture of chitosan nano and
aggregated nanoparticles made possible to obtanfdliowing results: besides the easy
preparation and activation of this support, offgrihigh superficial area for enzyme
immobilization, the immobilized derivative presettieigh activity recovery, which allowed
getting 74.3 % of immobilization yield and 61.6 %immobilization efficiency. The optimal
temperature (55 °C) and pH (4.5) for activity, thal and storage stabilities were not
modified after immobilization. The enzyme affiniftyr its substrate decreased about 3 folds,
mainly due to the reduced accessibility of suctodbe catalytic site of the enzyme. However
the parameter Max remained constant, indicating that there was oes lin the maximal
conversion of sucrose in its monosaccharides. gtrdahe immobilization was possible to
obtain excellent operational stability: 59 reusethw00 % of the catalytic enzyme activity

(batches of 30 min, under genlte stirring, withrege solution 8 %, 55 °C).

Key-words: invertase, immobilization, chitosan, i®nal stability, nanoparticles

v Master of Science dissertation in Food Science Bechnology, (Biochemistry Area),

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Wénsidade Federal do Rio Grande do Sul,
February, 2012.
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1 INTRODUCAO

Muitos processos industriais utilizam catalisadayeBnicos em suas operacfes. Em
diversos casos, atrelada a geracéo dos produiosedesse, ocorre a formacao de substancias
indesejadas, tanto em aspectos sensoriais, quantasnvezes ambientais. Por exemplo, na
hidrélise &cida da sacarose sob altas temperatucasnum haver a formacédo de compostos
de aroma e outras impurezas coloridas, resultatgesclizacado da glicose e frutose. Vale
lembrar que muitas vezes esses compostos indeisejafie sdo desagradaveis apenas
sensorialmente, mas sim direta ou indiretamenteengp@imente maléficos para os
consumidores. Esses compostos, ao serem retiradosoduto, acrescem mais operacdes ao
processamento, 0 que encarece 0 mesmo, além dengesamaterial residual (possivelmente
maior impacto ambiental), indo contra o conceito‘mleducdo mais limpa’ (inserido em
certificacdes de qualidade de gestdo ambientalp@iB8O 14001).

A aplicacdo de biocatalisadores como alternatbsmcatalisadores quimicos apresenta
diversas vantagens, porém também limitacées. Canemzamas possuem alta seletividade e
especificidade evita-se a formacdo de compostoss@jéveis. Além disso, em diversas
circunstancias ha maior eficiéncia na conversasuthstrato em produto. No exemplo citado
por Plouet al, (2007), a divulgacdo e comercializacédo, ja neadé de sessenta, de uma
glicoamilase catalisando eficientemente a produltiiglicose a partir do amido fez frente a
hidrolise acida, além de ter sido um propulsor aiadustria enzimatica. Por outro lado,
como evolutivamente grande parte das enzimas fadaptadas aos meios celulares, a
maioria ndo suporta condicbes de extremos pH edmanyas ou mesmo condi¢des muito
atipicas as suas de origem, bem como a presengaldmtes organicos (condicdes muitas
vezes utlizadas industrialmente). Assim, duranéa siso, podem ocorrer alteragdes
conformacionais, entre outras, que induzem a quied@stabilidade, promovendo muitas
vezes a desnaturacao enzimatica. Outra grandelddide no uso de enzimas da-se pelo fato
de que por serem soluveis, findos os processofticat® encontram-se misturadas com o
substrato e os produtos, sendo economicamentevde®fal sua recuperacdo do meio, assim
como nao reutiliza-las faz-se igualmente custoso.

Essas desvantagens atreladas ao uso de biocaiedisdisires sdo minimizadas com a
imobilizacdo enzimatica, a qual permite a reutg@ado biocatalisador, além de muitas vezes

proporcionar melhoramento em parametros de estabtidi, velocidade e reatividade.
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A enzimap-D-frutofuranosideo frutohidrolase (E.C.3.2.1.2@fementa a capacidade
de hidrolisar a sacarose. Esta atividade justiBoa principal utilizacdo em processos
industriais: producdo de mistura equimolar de gkce frutose, produto conhecido como
‘acucar invertido’, ‘acucar liquido’, bastante aplilo na confeccédo de diversos recheios de
alimentos. Além disso, a invertase pode ser aiead processos fermentativos, manufatura
de mel artificial, bem como encontra insercdo entrosuramos industriais que ndo o
alimenticio como o farmacéutico, além de comparaiies para a deteccdo de sacarose.
Assim, este trabalho teve corabjetivo geral estudar a imobilizacdo da enzifw-
frutofuranosideo frutohidrolase & cerevisia@valiando sua atividade hidrolitica perante o
substrato sacarose.
E comoobjetivos especificas
» Testar diferentes suportes para a imobilizacacsiderando fatores como area superficial,
grau de dificuldade de preparacédo, adequacéo aegso de ativacao;

» Definir o método de imobilizacdo (tipo de interagioenzima com o respectivo suporte,
otimizacao do tempo de imobilizacéo, influéncigpdesenca do substrato neste periodo);

» Experimentar diferentes concentracdes enzimatieagmobilizacdo, afim de verificar
rendimentos e eficiéncias;

* Apontar parametros oOtimos de atividade da enzirnaee lie imobilizada como pH,
temperatura, bem como suas constantes cinéticas Way);

* Avaliar a estabilidade da invertase imobilizada sabinfluéncia de diferentes
temperaturas, comparando-a a sua forma livre;

* Reudtilizar o biocatalisador imobilizado sob condigddtimas, indicando assim sua

estabilidade operacional.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 p-D-Frutofuranosideo frutohidrolase

A enzimap-D- frutofuranosideo frutohidrolase (E.C. 3.2.1,28mbém conhecida
como B-frutofuranosidase, sacaragefrutosidase ou invertase, € pertencente a farddm
hidrolases. A proteina € capaz de hidrolisar afigaglicosidica do dissacarideo sacarose em
seus monossacarideos glicose e frutose (NC-IUBMB9R Dependendo da origem, e da
concentracdo de substrato, pode nédo hidrolisacarase, mas sim transferir a ela residuo(s)
de frutose, formando os frutooligossacarideos (FE&S8ks apresentam cerca de 1/3 do poder
adocante da sacarose e sdo considerados alimegtbgdficos por praticamente ndo serem
digeridos pelo metabolismo humano, servindo de igntg para 0S microrganismos
constitutivos da flora intestinal (YUN, 1996).

Na natureza, a proteina encontra-se em bacténago$, algas verdes, invertebrados e
vertebrados. Também nota-se invertase em frutasegetais, estando sua atividade
estreitamente ligada ao metabolismo energético asecmentemente ao perfil de
amadurecimento desses sistemas, seja como resf@ataavel ao armazenamento,
aumentando o teor de FOS (atividade de transferssg) visando maior disponibilidade de
glicose (atividade de hidrolase). Nas plantas, @elangeral, a diferenca na sequéncia de
aminoacidos encontrados na invertase a classificaas familias distintas: GH32 (‘forma
acida’, encontrada no vacuolo e parede celular) H10B (‘forma alcalina-neutra’)
(LAMMENS et al, 2009). Nesse contexto tem sido crescente o rimerestudos com
interesse no controle enzimatico, via ferramentasiac as de manipulacdo molecular
(NOOKARAJU et al,, 2010).

A invertase proveniente de fontes microbianas tamégresenta diferencas conforme
0 microrganismo de origem, e mesmo quando oriuredand mesmo microrganismo, 0 que
reflete nos parametros 6timos da enzima. Por exeraphvertase proveniente dspergillus
niger é descrita como tendo massa molecular de aprogimeite 130 kDa, pH e temperatura
otimos de 5,5, e 50 °C, respectivamente (NGU¥ERIL, 2005). J& a invertase proveniente de
S. cerevisiagobjeto de estudo neste trabalho, é uma enzinmacektilar homodimérica, que
dissocia apenas em condicfes de desnaturacdo gemthoto, relativamente estavel. Além
disso, apresenta 4 isoformas, as quais tém mesrasanmaolecular (270 kDa). Quanto as

propriedades cataliticas, segundo Andjelkatial, (2010), o pH 6timo é de 3,5-5,0,Km
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torno de 25 mM, e temperatura 6tima de 60 °C. Aselgundo 0 mesmo autor, as proprias
isoformas da enzima diferem em valores de pontelésico, estabilidade térmica e
reatividade quimica, cujos motivos ainda nao folsam elucidados. Por ser constituida por
cerca de 50 % de carboidrato (principalmente polama e em menor proporcao
glicosaminas) € considerada uma glicoproteina (NENMM e LAMPEN, 1967). Aponta-se
que a presenca dessa por¢do carboidrato seja s@sebpor manter a estabilidade térmica, ja
que quando a forma nao-glicosilada foi submetiddifarentes temperaturas, a enzima
apresentou maior grau de desnaturacdo, e mostraa teadéncia em agregar-se em pHs
acidos, em comparac¢do a enzima nativa (WAI@l, 1996).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAetermina que a invertase,
coadjuvante de tecnologia na producdo de alimerdef@ proveniente dos seguintes
microrganismosA. niger, B. subtilis K. fragilis, S. carlsbergensie S. cerevisiadBRASIL,
2009). A invertase dB. cerevisia@ a enzima mais utilizada industrialmente paralglise
da sacarose devido ao fato da levedura ser coadal®@éo patogénica e nao toxigénica, além
da proteina ndo necessitar de co-fatores e sarnasstavel. Esses apontamentos explicam
em parte o grande numero de estudos envolvenddiestatalisador, inclusive imobilizado
(ANDJELKOVIC et al, 2010; CADENAet al, 2010; HSIEHet al, 2000; KOTWAL e
SHANKAR, 2009).

2.1.1 Aplicactes

A atividade hidrolitica d&-D-frutofuranosideo frutohidrolase, gera misturaiswlar
de a-D-glicose ep-D-frutose. Tanto a sacarose quanto a glicoseratafiiranose (formada
em um primeiro momento pos hidrélise do dissacajidéo dextrorrotatérias. Esta Ultima é
bastante instavel, sendo naturalmente convertidanga mais estavel frutopiranose, a qual é
levorrotatdria. Esse sentido predomina sobre mpussim, ao incidir feixe de luz polarizada
sob a mistura de monossacarideos, ha o desvio nmimseaontrario ao que era antes da
hidrolise da sacarose, justificando 0 nhome ‘acimoaertido’.

Devido ao fato da frutose apresentar poder adogdew@ado (docgura relativa de 1,52
em comparacdo a sacarose) (COULTATE, 2004), o rad®p acUcar invertido resultante
possui poder edulcorante cerca de 20 % maior enpa@pado a sacarose (GRATADal,
2004), sem por isso aumentar o teor calorico. Aiadaistura de glicose e frutose apresenta

menor viscosidade que uma solugéo equimoleculazadarose, facilitando as operacdes de
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enchimento e distribuicdo em porgbes. Devido aactaristicas quimicas das moléculas,
como o grau de hidratacdo, a tendéncia da glicaise feutose em formar cristais é bastante
reduzida em comparacdo a sacarose (COULTATE, 2@®%5im, caso haja perda de agua
(situacdo bastante comum em produtos com alto @dotdo dissacarideo), na mistura dos
monossacarideos o fendbmeno da cristalizacdo édevittOTWAL e SHANKAR, 2009).
Paralelamente pode-se inferir que esses monosaasriendem a maior higroscopicidade
frente ao dissacarideo, mantendo constante aadizide agua do momento da fabricacdo ao
periodo de armazenamento, aumentando o tempo delepw dos produtos. Essas
elucidacdes explicam a grande utilizacdo do acimeartido na confeccdo de recheios de
doces, ‘fondants’ (coberturas, constituidas basécden de sacarose fundida e &gua), na
formulacdo de bolos, j& que mantém a maciez edeeamidade dos produtos, sem permitir o
amolecimento ou liquefacdo (DSM FOOD SPECIALTIES]1®). E possivel fazer uso dos
diferentes pontos de fusdo da glicose e frutosa ggpara-los, originando o xarope de glicose
ou xarope de frutose, e ainda obté-los na formstatina. O xarope de glicose é bastante
utilizado na confeccao de mel artificial, sendo guela hoje a principal fonte de glicose para
este fim € o amido, o qual requer etapas de gedat@o acima de 60 °C, e uso de outras
enzimas (TOMOTANI e VITOLO, 2007).

Outra aplicacdo da invertase da-se em processoseritativos onde visa-se a
producdo de, por exemplo, bebidas alcodlicas, adatw@o, glicerol (KOTWAL e
SHANKAR, 2009). Na producao de biocombustivel € gono uso da levedui@. cerevisiae
para a conversdao dos acglUcares em etanol, senda hitkolise da sacarose (dissacarideo
oriundo principalmente da cana de acUcar) via emzentracelular predomina frente a
hidrélise via biocatalisdor intracelular (BASS# al, 2011). Essas aplicacdes enziméticas
justificam-se pelo fato de que os microrganismemseincapazes de utilizar o dissacarideo,
entdo a invertase torna a glicose e frutose disp@aos mesmos.

No ambito da quimica analitica, a invertase pateusilizada como componente de
biosensores eletroquimicos baseados em reac¢ddsttuoataliticas. Os biosensores tém por
mecanismo a conversao de reac¢des enzimaticas arm slatroquimicos. Assim, € possivel
imobilizar a enzima em determinada superficie, @@escer amostra contendo sacarose a
deteccdo de frutose, por exemplo, gera um sinale s registrado e pode indicar
indiretamente a concentragdo do substrato, ou maesipendo-se a concentracdo prévia do
substrato, pode-se inferir na medida da propriadaiile enzimatica (TSUJIMURAt al,
2009).
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Expandindo, o xarope de frutose originado peleidgtde daB-D- frutofuranosideo
frutohidrolase é bastante utilizado como substiéuide solugcbes de sacarose na industria

farmacéutica, além de aplicacbes como agente fidaste.

2.2 Imobilizagéo de enzimas

Imobilizacdo € um termo genérico empregado par&relesr a retencdo de uma
biomolécula em um sistema analitico (adaptado deR@ASO et al, 2009). Mais
especificamente, a imobilizagdo enzimética mantéhiooatalisador fisicamente confinado
ou localizado numa certa regido do espaco comg&bede sua atividade catalitica, podendo
ser usado repetida e continuamente (CHIBAGtAal, 1978, citado por GROSOV4t al,
2008). Entre diversos beneficios possiveis, edseag@&o permite a facilitada separacdo das
biomoléculas de interesse do meio reacional, smharido uma das principais dificuldades
em usa-las de modo livre.

Historicamente, o estudo de enzimas imobilizadasou-se no inicio do século XX,
quando da observacdo de que carvdo ativo, a0 @uad Isido adicionada solugdo com
atividade invertasica, mesmo apos lavagens suesssiantinha a capacidade de hidrolisar
sacarose (NELSON e GRIFFIN, 1916 citado por CAST&@l, 2008). A partir de entéo,
passou-se a investigar como otimizar as condicéésabilizacéo, afim de poder utilizar esta
técnica em diferentes aplicacfes. A imobilizacdn tmmo principais objetivos: manter e
promover a estabilizacdo das enzimas, bem comoitpesoa reutilizagdo. Outras vantagens
tém surgido nos estudos envolvendo imobilizacamacexemplo o aumento da atividade da
proteina, controle e manipulacdo da seletividadegagdes multi-enzimaticas, o que tem
impulsionado ainda mais o desenvolvimento e aglicade derivados imobilizados em
processos industriais (BRADY e JORDAAN, 2009).

Considerando que o uso dos biocatalisadores eimmadiinstancia € visado para
grandes escalas, € intenso o desenvolvimento déocptos de imobilizagcdo que
proporcionam muito mais que a ligacao da enzimsugorte, mas sim avaliam fatores como
a resisténcia mecanica do sistema imobilizado, gu@ples € o protocolo de imobilizagéo e
se este requer uso de reagentes toxicos ou Irns@&AITEO et al., 2007).

Devido a diversidade de enzimas, seus diferentbstsitos, tipos de reacdo e
configuracdes variadas de reatores € notorio qdea peocesso envolvendo biocatalisadores

apresente suas peculiaridades. Estas implicam sendelvimento de distintos suportes e
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métodos de imobilizacdo, explicando o porque deh@@r uma metodologia universal para
a imobilizacdo enzimatica (CAO, 2005a; GARCIA-GALANal, 2011).

2.2.1 Métodos de imobilizacédo

De modo geral os métodos de imobilizacdo enzimgamem ocorrer via suportes
pré-existentes, e sem a presenca de suportes (BARELAN et al, 2011). A imobilizacéo
de enzimas sem a presenca de suporte € possinelousgentes bifuncionais que ligam as
proteinas umas as outras. Quando a enzima estappdease gerar o seu cristal e apés
promover ligacdes cruzadas, originando os CLECsé&hoked enzyme crystal). Caso a
enzima nédo esteja totalmente purificada pode-se@rer a precipitacdo das proteinas com
posterior ligacdo cruzada dos agregados, dandemorigos CLEA (cross-linked enzyme
aggregate). Recentemente desenvolveu-se uma tépumcinduz a formacgédo de agregados
esféricos, mantendo o sitio ativo da enzima pafaca externa da particula, aumentando
consideravelmente a atividade da proteina (BRADXYO&DAAN, 2009) (Figura 1). Tanto
CLEC quanto CLEA comerciais apresentam didmetrescala dgm, e apesar de rigidos sao
suscetiveis a abrasdo (GARCIA-GALAdt al, 2011).

“S @ Qe Solugdo
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Figura 1: Formacé&o de enzimas imobilizadas senresepga de suportes. Fonte: Adaptado de
Brady e Jordaan, 2009.
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A imobilizagdo em suportes pode ocorrer em matriz@®sas e nao porosas. Em
relacdo aquela, a fundamentacdo da-se na dife@@ceamanho entre as moléculas do
catalisador e do substrato, havendo a formacaandeestrutura tridimensional que aprisiona
a enzima em seu interior ou mesmo promove o canfméo da proteina por uma membrana.
Caso néo haja a formacéo de ligacdes fisicas onicps, € mantida a mobilidade da enzima,
ao mesmo tempo em que ha a prote¢cdo da mesmadevitanontato direto com o meio
externo, minimizando o efeito de solventes organiedidrofobicos. E possivel ainda fazer
uso de agentes de ligacao cruzamtads-linking como o glutaraldeido, promovendo a ligacéo
das moléculas da enzima umas com as outras, ingmedssim sua saida pelos poros durante
0s reusos do sistema imobilizado. Como exemplas désnica citam-se o aprisionameinto
situ (entrapment com o uso de matrizes poliméricas organicas tgedpe a encapsulacéo
em gel e em suportes fibrosos (BRADY e JORDAAN,90Bendo que esta ultima também
pode envolver micelas reversas formadas por sarfees (BICKERSTAFF, 1997 citado por
CARDOSOet al, 2009). Tanto o aprisionamento quanto a encapiolapresentam algumas
desvantagens, pois requerem concentracdo enzimdiavamente alta que garanta a
suficiente imobilizacdo, o catalisador pode setivado durante a execucao da técnica, e
podem ocorrer problemas difusionais (baixa tra@siga de massa), jA que 0s suportes
dificultam a saida das moléculas internas e pralgipnte o acesso das moléculas externas,
situacao agravada quanto maior for a molécula tstsato.

Os métodos de imobilizacdo descritos a seguir podeorrer em suportes porosos,
porém sao mais comuns em matrizes ndo porosassdkcamd € uma técnica simples, a qual
gera pouca perturbacdo sobre a estrutura nativisicdatalisador, j& que a interacado fisica
entre este e o0 suporte di-se através das forgcaandder Waals, pontes de hidrogénio e
interacbes hidrofobicas. Assim, facilmente podegevocar a dessorcdo da enzima,
especialmente na presenca de solventes aquososie otogna-se um fator limitante.
Consequentemente esta técnica encontra melhorgitades quando do uso de solventes
organicos (GARCIA-GALANet al, 2011). A técnica de imobilizacdo por afinidade f
justamente o uso da afinidade entre duas biom@gqara promover a imobilizacdo, tendo
como grande vantagem a alta seletividade; aindenaasmolécula inicialmente em contato
com o suporte provavelmente esteja ligada via eova@mente. Ha ainda a imobilizacdo via
pontes dissulfeto, e via metais com possivel fodoade quelatos, baseada na prévia
deposicdo sob o suporte de metais de transicdo ognsais de zirconio e titdnio, os quais
interagem reversivelmente com grupamentos da enfBRENA e BATISTA-VIERA,
2006).
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Outra técnica simples de imobilizagéo, considegmtaalguns autores como um tipo
de adsorcao, envolve interacfes eletrostaticaacfigs ibnicas) entre a enzima e o suporte.
Essas interacdes sdo mais fortes que as comerdat&asrmente, visto que sdo ion-ion,
ocorrendo poucas mudancas conformacionais na enpomam, como a ligacéo é reversivel,
na presenca de solventes com relativa alta forgada@ode haver a liberagcdo da enzima pelo
suporte, o que limita a utilizacdo desta técnicenésmo da adsor¢do) em grande escala, ja
gue assim a proteina pode contaminar o produtb(fi®STROet al, 2008).

Entre todas as técnicas de imobilizacdo deserdadyia que da-se por ligacédo
covalente é a mais difundida e estudada, pois f@naacdo de uma ligacdo dita ‘forte’
(estavel) entre os grupos funcionais presentesiparficie da enzima e 0s grupos quimicos
do suporte. De modo geral os tipos de ligacdeslentes podem ser através de Reacdes de
Ugi, acilacdo com imidoéster, via carboidrato, axo ou tio-dissulfito, via ativacdo de
grupos carboxil, e método benzoquinona (CAO, 2008y grupos quimicos do suporte
(como exemplo fun¢des aminadas, hidroxilas e cads)xdevem ser inatos, ou oriundos via
prévia ativacdo com agentes adequados. Um desssgesagé a molécula bifuncional
glutaraldeido, que promove a formacdo da funcaeiddno suporte, a qual fara ligacao
covalente com o residuo amino terminal da enzimég#cdo covalente ndo permite que a
molécula de enzima se desprenda do suporte ermpeede substrato ou de solugfes de alta
concentracdo idnica (CASTR@A al, 2008), ou seja, ndo ocorre dessorgéo. Estudwgaap
gue em suportes porosos dependendo do tamanhaaapantidade de enzima imobilizada,
entre outros fatores, a ligacdo covalente entrercdeipa e o suporte pode ndo gerar
dificuldades difusionais, nem mesmo alterar paréosale estabilidade, ou seja, mimetiza-se
a enzima em sua forma livre, apenas diferindo dpstafacilitar sua separagdo do meio
reacional (GARCIA-GALANet al, 2011). Uma maneira de promover a rigidificac@o d
enzima, objetivando limitar seu movimento e cono igkkancar maior estabilidade é atravées
da ligagao covalente multipontual. Esta baseiasseso de suportes altamente ativados via
espacadores curtos e envolvem mais do que um ced&anzima (Figura 2) (MATE& al,
2007). Ha uma correlacdo positiva entre o niumetigeedes proteina-suporte com o grau de
estabilizacdo da enzima (PEDROCEHEaL, 2007). A principal desvantagem da imobilizacao
covalente da-se quando a enzima perdendo suaaativitnpede o reuso do suporte, pois
normalmente ndo pode dele ser separada. PorénmsatiMdade e estabilidade provenientes
desse tipo de ligacdo muitas vezes a torna umatégiat bastante vantajosa para processos de

imobilizacéo.
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Figura 2: Efeito da imobilizacdo na estabilidadeedaima. Fonte: Adaptado de Maet al,

2007.

A figura 3 explicita os métodos de imobilizacd@dis, dividind-os em reversiveis e

irreversiveis em relacéo gparacaaecuperacdo da enzima dos respectivos sup
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Figura 3: Métodos de imobilizacéo reversive-e) e irreversiveis (ff. Adsorcéo (a), ligaca

iGnica (b), ligacéo por afinidade (c), ligacdo poetal ou quelagéo (d), pontes dissulfeto

ligagdo covalente (f), aprisionamento
Adaptado de Brena e Bati-Viera, 2006.

(9), encagawla(h), ligagbes cruzadas (i). For
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2.2.2 Suportes para imobilizagao

Notada a importancia da compreensao dos métodosoibdizacdo, faz-se igualmente
necessario avaliar as caracteristicas dos supf@tgae juntamente com as peculiaridades da
enzima, o desempenho do biocatalisador imobilizegende diretamente do material ao qual
esta ligado.

Idealmente, na selecdo de dado suporte para ailitaQho, deve-se observar o0s
seguintes fatores: caracteristicas morfologicasar(tpu maior a area superficial, com
porosidade bem definida para permitir o acessautietsato a enzima, maior a probabilidade
de imobilizacdo de quantidades significativas docaialisador); natureza hidrofilica
(suportes hidrofilicos de modo geral permitem umehor difusividade do substrato em
comparacao aos hidrofdbicos, por isso é precislisavagrau de hidrofilia, pois a quantidade
de 4gua altera o microambiente suporte-enzimassuibjstinsolubilidade (essencial para que
além de ndo permitir a liberagdo da enzima, eviterdaminacdo do produto); estabilidade
térmica, quimica e mecanica (capaz de resistitdras condicdes de ativacdo, durante o
processo de imobilizacdo, e no decorrer das repgstabilidade ao escoamento (adequando
essa caracteristica ao reator de interesse); éesiagtao ataque microbioldgico (evitando a
alteracdo do suporte e a propria liberacdo da enzan meio); regenerabilidade
(possibilitando novos usos); custo (atrelado inckusa disponibilidade) e caracteristicas
quimicas (deve haver grupos quimicos que possaratisados ou modificados no suporte,
permitindo a ligacdo com a enzima, sem desnatyif@RSTROet al, 2008).

De modo geral, materiais poliméricos tém sido hbastautilizados devido a
propriedades como boa resisténcia mecanica e NMe@ad quanto a suas formas de
apresentacao. Por exemplo, é possivel a partin@deluica matriz manipulavel obter suporte
na forma de particulas, membranas e nanofibras G-aih\al; 2011).

Em relacéo a classificacdo dos suportes solidostguacomposi¢cdo quimica, tém-se
0S organicos e inorganicos (Tabela 1).
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Tabela 1: Classificagcdo e exemplos de suportes ipaoailizacdo quanto a composicao

quimica.

Organico

* Polissacarideos: celulose, dextrana, agarpagaquitina, alginato
Proteinas: colageno, albumina

Carbono

Poliestireno

Outros polimeros: polimetacrilato poliacrilatopoliacrilamida,
poliamidas, vinil

Inorganico

* Bentonita, silica, vidro, metais, 6xidos metal

* % %

Fonte: Adaptada de Brena e Batista-Viera, 2006.

Os suportes inorganicos apresentam vantagens clavada estabilidade térmica e
mecanica, bem como resisténcia a microrganismoss/erges organicos DALLA-VECCHIA
et al, 2004). Como exemplos de suportes inorganicoseomais hd matrizes a base de
alumina, zeolitos, e silica de porosidade cont@ld@HELDON, 2007). Os suportes
organicos sao menos resistentes mecanicamentenga@ndo-se 0s sintéticos e naturais,
estes s&o de custo inferior aqueles e de facibdagéo (DALLA-VECCHIAet al, 2004). E
possivel adquirir polimeros organicos comerciaimpaostos de resinas acrilicas e polivinil
alcool, por exemplo (SHELDON, 2007).

Os suportes podem ainda ser classificados moréalogente como porosos e hao
porosos. Os ndo porosos apresentam como vantadegixa limitacdo difusional, porém
comparados aos porosos a area superficial destesiok, permitindo maior carregamento
enzimético, bem como certa protecdo ao biocatalisdcente ao ambiente. Assim, é
importante avaliar a presenca ou ndo de poros € dineensodes, que aliada ao tamanho da
particula afetam de modo critico a capacidadegégdio da enzima (BRENA e BATISTA-
VIERA, 2006).

Recentemente tem sido desenvolvida a imobilizagienzimas em liquidos iénicos.
Por definicdo, liquidos ibnicos sdo sais organama temperatura de fusdo inferior a 100 °C,
ou seja, apresentam-se liquidos a temperatura atefieANG e PAN, 2005). Dependendo
de quais cations e anions sao utilizados na forgaolaé possivel manipular propriedades
quimicas e fisicas como a polaridade e hidrofobi#d De modo geral, apresentam
caracteristicas como néao inflamabilidade, altab@glade térmica e quimica. Parte dos

trabalhos descritos na literatura os utiliza diretate como suportes, mas a maioria
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demonstra os beneficios do uso sinérgico desse® cofwentes quando da presenca de
suportes sélidos (ZHAO, 2010).

2.2.2.1 Quitosana

A quitosana é um poliaminosacarideo derivado dainguisendo esta o segundo
biopolimero mais abundante da terra apos a cel@®dAHIDI et al, 1999). A quitina € o
principal constituinte de ‘cascas’ de crustacersesqueleto de insetos e da parede celular de
fungos, proporcionando dureza e estabilidade. Bssenque seja sintetizada e degradada na
quantidade de 1B toneladas ao ano em toda biosfera. Na indUstguséra a quitina é
oriunda principalmente de mariscos e camardes,osenalsiderada um sub-produto de lenta
biodegradacao (KRAJEWSKA, 2003).

Quitina, quitosana e celulose sdo consideradasg@asll j4 que a diferenca entre elas
da-se apenas nos substituintes no carbono 2 (HMguia quitina € composta de unidades 2-
acetamido-2-deoxt-D-glicose unidas por ligacde$(1-4), sendo que a quitosana é obtida
pela N-desacetilacdo daquela em diferentes graupiithsana € insoluvel em agua, mas a
presenca dos grupamentos amino lhe confere badgcida a torna um dos poucos
polieletrélitos catibnicos encontrados na nature¥ssim, sua solubilidade da-se em pHs
acidos abaixo de 6,5. Quando em solucdo éacida redqlia carga residual positiva,
permitindo adeséo a superficies carregadas negaita, formacdo de quelatos com ions de
metais pesados, e agregacdo a compostos poliamedrsendo que esta Ultima situacdo
confere a excelente capacidade de gelificagcao (KHWASKA, 2003), explorada neste
trabalho.

CHaOH CHaOH € H O H

i i 4]

1 I NHCOCH, O

a b C

Figura 4: Estruturas dos biopolimeros quitosanagi@jina (b), e celulose (c). Fonte:
Mendeset al., 2011.
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De modo simplificado, a obtencéo de quitosana ésrae sub-produtos da industria
pesqueira pode dar-se via termoquimica pela despizdcdo da matéria-prima com solucao
basica, seguida de desmineralizacéo, desta veaisonde solucdo acida. A desacetilacdo é
feita com solucdo de NaOH (40-45 %) sob temperapuéxima de 110 °C, seguida de
procedimentos de purificacdo. O grau em que é éeitasacetilacao reflete nas caracteristicas
da quitosana obtida, resultado de temperatura paede reacédo, concentracdo da solucao
alcali, razao quitina/alcali, tamanho das particdl@ quitina e presenca de agentes que evitam
a despolimerizacdo (CAMPANA FILHO e SIGNINI, 2002 partir de alteracfes nos grupos
funcionais reativos ligados aos carbonos 2, 3 grGpémento amino, e duas hidroxilas,
respectivamente) da quitosana é possivel obterrtanges derivados (Figura 5).

Apesar de menos usual e ainda passivel de otinoizac@®btencdo de quitosana
também pode ocorrer via enzimatica, através da deiaesacetilases de quitina (E.C.
3.5.1.41). Essas enzimas s&o encontradas em irsdtomgjos comaviucor rouxii, Absidia
coerulea Aspergillus nidulanse duas cepas d€olletotrichum lindemuthianumMesmo
necessitando tratamento prévio da quitina parditbacia acessibilidade da enzima aos
grupamentos acetil do polimero, aumentando o resrtione a taxa de desacetilacdo, este
modo de obtencdo da quitosana apresenta vantageastg o termoquimico: reduzido
consumo de energia, menor geragao de solugéemakpotencialmente poluidoras, e maior
controle do peso molecular e do grau de desadcaildgs produtos gerados (TSIG&l,
2000).
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Figura 5: Fluxograma de obtencdo de quitina, garnase seus derivados via
termoquimica a partir de residuos da indUstriayisa, Fonte: Adaptado de Shahidi, 1999.

Considerando que a quitosana além de ser biodegiladgibiocompativel, atoxica,
tem propriedades antimicrobianas, hemostatica, tuambral e anticolesterolémica,
apresentando notavel afinidade por proteinas, didgdente sua aplicabilidade em diversas
areas. Como exemplos, em tratamentos de purificdedguas (retirando ions indesejaveis,
atuando como espécie de membrana, promovendo g§cefiaculacdo de residuos), na
agricultura (em mecanismos de liberacdo controldelaagrotoxicos, como cobertura de
sementes), na industria de polpa e papel (tratarpeied superficie), em cosméticos (em
cremes e lo¢des), na area médica (no desenvolandensistemas de liberacédo controlada de
farmacos, na engenharia de tecidos bioldgicosppmeocaditivo na industria de alimentos
promovendo maior qualidade nutricional (em produwtos apelo para menor absorcdo de
gordura se consumidos ja que nestes também atua filora dietética, como conservante,
constituindo material de embalagens, provocandolagificacdo de frutas e bebidas,
estabilizando a coloracéo, e até mesmo na fabocde&racoes animais) (SHAHIRL al,
1999).

Outra interessante aplicagdo da quitosana é comportsupara a imobilizacdo de
enzimas, sendo comercializada na forma de p6 edldgegundo Krajewska (2003), pode-se
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dividir os métodos de preparacdo da quitosana csuporte em 4 grupos: evaporacdo do
solvente, neutralizacéo, ligacdo cruzada e getifioaonotropica.

O método de evaporacédo do solvente é utilizadaipaimente para a preparacao de
filmes e membranas, Uteis na composicdo de sulgsrfite eletrodos. Basicamente, a
quitosana em solucéo € disposta na superficie @stdp e sob temperaturas acima de 65°C
evapora-se o solvente. Faz-se uso de um agengticldacao pré-secagem, e apos diferentes
técnicas de ativacao da pelicula originada.

O método da neutralizacdo promove a precipitacdoguitosana dissolvida em
solugdes acidas pelo gotejamento em solucBes ba&iste método é mais Gtil na producao
de esferas de diferentes tamanhos e porosidadedy semum também o uso de algum
agente de reticulacao.

O método de ligacdo cruzada por sua vez misturacol acida de quitosana
diretamente com agente de reticulacdo, o que asuitformacéo de gel. Este gel pode ser
manipulado para gerar particulas e mesmo filmesuperte. Vale ressaltar que pelo uso
prévio de agente de ligacdo cruzada (geralmenteéaulals bifuncionais como o
glutaraldeido) ndo se faz necessaria posterioaGau.

Por fim, a gelificagdo ionotropica, método utilivadheste trabalho. Conforme
ligeiramente esboc¢ado, devido a natureza cati@daguitosana em solugdo &cida, em contato
com polieletrélitos anidnicos ocorre a imediataagdio das moléculas devido as cargas
opostas, formando entdo complexos insoluveis (g#) agua. Como exemplos de
polieletrolitos anidnicos ha a carragena, algingpolifosfatos e sulfatos organicos.
Novamente, é possivel manipular o gel obtido parargdiferentes apresentacdes de suporte.
Para a fabricacdo de esferas (particulas), fesgede gotejamento de sulfato de sodio em
solucdo de quitosana em &cido acético sob agitak&posterior ativacdo foi feita com

glutaraldeido, conforme representado na figura 6.

CHOH

%

Figura 6: Estrutura quimica da quitosana ativada gtutaraldeido via carbono 2.
Fonte: Adaptado de Mendesal, 2011.
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2.2.3 Efeitos da imobilizag&o: Vantagens e limitaed

Apos a imobilizacdo, as propriedades fisicas e mpagnda enzima podem sofrer
modificacbes. As diferencas no comportamento darenimobilizada, quando comparada a
sua forma livre, devem-se aos seguintes fatorestoef conformacionais (alteragdo na
estrutura terciaria), efeitos estereoquimicos @nem € imobilizada de forma tal que o sitio
ativo fica inacessivel), efeitos de transferén@anthssa ou difusionais (devido a resisténcia
de difusdo do produto e do substrato ao sitio itiatgl, efeitos microambientais (resultantes
do método de imobilizacdo ou da presenca e natwggrza de hidrofilia- do suporte na
vizinhanca da enzima). Esses fatores podem inflaennas propriedades -cinéticas,
modificacdes de constantes de velocidadg €R/ay), N0 deslocamento de valores 6timos de
pH e temperatura (DIXON e WEBB, 1979 citado por @XBPSOet al,, 2009).

Conforme previamente abordado, dentre as prircipantagens que a imobilizacao
enzimatica acarreta, pode-se citar o fato de quarmio de métodos simples de filtragéo,
centrifugacdo e/ou decantacao € possivel sepasizasas utilizadas das solu¢des contendo
0s produtos, ja que a imobilizacéo facilita esgresgacdo. Outra importante vantagem € a
possibilidade de reuso destas proteinas de alty egregado (MAZZUCAet al, 2006), o
que implica diretamente na reducdo dos custos omEe§s0S em que estdo envolvidas. O
namero de reusos vai depender, dentre outros $atdie avaliagcdo de parédmetros como
quantidade de enzima imobilizada e com atividadi@itiaa remanescente. Segundo Kotwal e
Shankar (2009) é possivel, em um sistema de iraabdo, fazer uso de outras enzimas
concomitantemente, ja que a técnica permite muigass melhor controle das propriedades
do biocatalisador, e os custos reduzidos permiténsexcdo de uma proteina anteriormente
considerada inviavel devido a néo reutilizacéo.

A figura 7 exemplifica algumas das situacdes qudepoocorrer quando do uso de

suportes sélidos na imobilizagdo, afetando a attlédda enzima.
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. Distor¢do da enzima: pode
alterar propriedades cataliticas
ou levar a inativacio.

Possiveis efeitos da
imobilizacdo na atividade . ’

A Bloqueio fisico do sitio ativo
enzimatica

S Limita¢ao difusional: alta
atividade especifica. molécula
de substrato “grande”. etc.

Figura 7: Possiveis etos da imobilizacdo na atividade da enzima. FoltEptadc
de Garcia-Galaet al, 2011

Diversos trabalhos citam o melhoramento na ativedadtabilidade e seletividade «
enzimas via técnicas de imobilizacdo bem projetdtiasrelacdo a estabilide, por exemplo,
a estratégia de ligacdes covalentes multipontueprésentada acima) pode reduzi
possibilidade de alteracdes conformacionais endatvna inativacdo enzimatica, e aume
sensivelmente a estabilidade frente a agentes caing pH etremos e solventes organic
(MATEO et al, 2007). Em contrapartida, se envolver nas ligacéevalentes residu
protéicos imprescindiveis para a propria manutemigdoonformacéo enzimética, bem cc
intimamente ligados a atividade catalitica (pomeplo, residuos constituintes do sitio ativ
pode ocorrer a distorcdo do biocatalisador, dinmdaoia atividade da proteina e até me
provocando sua inativacé

O blogueio fisico do sitio ativo acontece quando h& uma orientacdo enzimat
adequada. &5a situacao desfavoravel pode ser evitada atdesédcnicas de imobilizaci
envolvendo meios e suportes com forca ibnica difgaelos, via inducédo da imobilizacédo |
regibes especificas como a porgdo carboidratopdaatravés de mutagénese -dirigida.
Ou seja, a preservacao dos sitios cataliticos raxegsos de imobilizacao -se possivel e
tem apresentado vantagens ndo sé por permitireanatencdo da atividade enzimatica, 1|
também tem proporcionado melhoramentos até mesmestadilidad do biocatalisador
(HERNANDEZ e FERNANDE:-LAFUENTE, 2011).

LimitagBes difusionais acontecem geralmente quaadfazer uso de suportes solic
e porosos, a enzima fica imobilizada em seu inteeidh& dificuldade de transi¢céo de ior
das préprias wléculas do substrato em migrar nesse microambi&stga limitacdo reflet
negativamente na atividade do derivado imobilizaelpode ser evitada fazel-se uso de

nanosuportes ndmerosos, por exemplo (GARC-GALAN et al, 2011)
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De modo geral, estratégias adequando protocolonalglizacdo, e mesmo através de
modificacdes pos-imobilizacdo, podem tornar pos$séveestabilizacdo e rigidificacdo da
enzima, o impedimento de interacdes intermolecslaede dissociacdo de subunidades
protéicas, a geracdo de um microambiente artifferabravel ao biocatalisador, reducdo de
efeitos inibitérios, modulacdo da seletividade peesicidade, e até mesmo a reativagédo da
enzima (GARCIA-GALANet al, 2011).

2.2.4 Exemplos dg3-D- Frutofuranosideo frutohidrolase imobilizada

A enzimap-D- frutofuranosideo frutohidrolase tem sido im@ata em diversos
suportes hidrofilicos, como a celulose, bem como reatrizes inorganicas e resinas de
poliestireno (KOTWAL e SHANKAR, 2009).

Pelo método da encapsulacdo, Si¢al, (1997) testaram diferentes concentracdes
enzimaticas e de agenteoss-linking (glutaraldeido) para a obtencdo de microesferas de
quitosana viaspray-drying apontando que esta seria uma técnica efetivandbilizacao.
Hsieh et al, (2000) compararam diferentes métodos de imealgidin de invertase também
utilizando quitosana como suporte. A enzima texeparcao glicosilada previamente oxidada
por periodato de sddio, e imobilizada de duas masneDs melhores resultados em termos de
atividade e estabilidade foram obtidos através m@bilizacdo covalente unipontual
diretamente no suporte, e pela imobilizacdo comternd espacador glutaraldeido-
etilenodiamina. Neste caso, houve aumento de ceréavezes no tempo de meia vida)(t
da enzima a 60 °C em comparacdo a forma livre, eamibas as técnicas o pH 6timo
decresceu de 4,5 para 2,5, enquanto a concenitlacg@carose para atividade maxima subiu
de 0,5 M para 1,0 M. Gomeet al, (2000a) fizeram uso de técnica semelhante de
imobilizacdo (ainda com quitosana) via por¢cao nd@déca da enzima e obtiveram aumento
de 5 minutos para 5 horas ngda invertase a 65 °C. Imobilizando invertase moalifa com
quitosana em suportes a base de alginato e a basarlsbximetilcelulose (ambos cobertos
com quitina), Gomezet al, (2006b; 2006c) notaram aumento de 10 °C e 5 °C,
respectivamente, na temperatura O0tima da enzimderivado imobilizado em alginato
manteve 80 % da atividade ap6s 50 horas de ustnhoonem reator de leito fixo, enquanto
para o suporte com carboximetilcelulose a enzimatena 100 % de atividade durante 70

horas. Fazendo 10 reusos deste derivado imobiljzeaohouve perda de atividade.
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David et al, (2006) fizeram uso de uma matriz porosa dessiliacionalizada com 3-
aminopropiltrietoxisiliano (APTS). Os grupamentasisados gerados foram ativados com
glutaraldeido. A enzima imobilizada através de diéga covalente manteve 99 % de sua
atividade, e kg 1,5 vezes menor, indicando interessante aumenédimidade pelo substrato
pés-imobilizacdo. Kovalenket al, (2009) testando suporte a base de silica-aluoobarto
com nanofibras de carbono, imobilizaram invertaaeadsorgcéo e apontaram alta retencao da
atividade enzimatica pos-imobilizacao.

Ao testar a imobilizacdo d@-D- frutofuranosideo frutohidrolase em suportes
celuldsicos preparados de modos distintos, Brgfae., (2008) constataram que a preparacao
com alta atividade e estabilidade ao armazenamfemntobtida com o uso de Granocel
modificada com pentaetilenodiamina (espacadorgsgmtando alto teor de grupos amina e
ativada com glutaraldeido. Os autores indicam auteagéo de atividade residual préxima a
100 % apds 20 reusos em batelada da enzima ineudaliz

Notada a auséncia de relatos de imobilizacdo dertase deS. cerevisiaeem
nanoparticulas de quitosana, suporte organico alatier alta area superficial, utilizando o
meétodo de gelificacdo ionotropica para sua preparag glutaraldeido como agente de
ativacdo, este trabalho valeu-se da investigacaviatalidade destes fatores em conjunto
como método de imobilizacdo e posterior avaliacodiflerentes pardmetros no derivado

imobilizado.
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3 RESULTADOS

Parte dos resultados deste trabalho esta apreaerdddrma de artigo (item 3.1) a ser
submetido para publicacdo na revista Food Chemijstfprmatado de acordo com as normas

da respectiva revista. Os demais resultados saociomaalos no item 3.2.
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3.1 High operational stability in sucrose hydrolyss of invertase from Saccharomyces

cerevisiae immobilized on chitosan nanoparticles
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Highlights

Invertase fronS. cerevisiagvas covalently immobilized on chitosan nanopagtcl
The support provided high superficial area.
The immobilized derivative showed good recovergmmtyme activities.

High operational stability was reached: 59 reus#s maximal enzyme activity.
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Abstract

Invertase (E.C.3.2.1.26) fro®accharomyces cerevisia@as covalently immobilized
on chitosan prepared by the ionotropic gelationhmetand activated with glutaraldehyde.
The support was characterized and it was studedodd capacity, the influence of the
presence of substrate during immobilization, anderd@ned the biocatalyst kinetic
parameters and stabilities. The light scatteringlymis (LSA) and transmission electron
microscopy (TEM) techniques indicated a mixture dfitosan nano and aggregated
nanoparticles, providing high superficial area émzyme immobilization. The thermal and
storage stabilities, the optimal pH and temperatfréhe enzyme were not alteredy, K
increased 3-fold, while Max remained unaltered. The immobilized biocatalyss weused for
59 batches with maximal invertase activity, thehlest operational stability so far described
in the literature. These results fulfill some imjamt aspects for the enzyme immobilization:
the simplicity of the protocols, the conservatioh tbe enzyme activity, and the high

operational stability.

Key-words: Invertase, immobilization, chitosan nanopartictgserational stability
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1. Introduction

Invertase oB-D-fructofuranosidase (E.C. 3.2.1.26) fr@accharomyces cerevisige
an enzyme that has major specificity for sucrosdrdlysis. This reaction results in an
equimolar mixture ofa-D-glucose andp-D-fructose, known as invert syrup. As a
consequence, the crystallization phenomenon isdadoiand, as fructose is sweeter than
sucrose, the sweetness of the product is higher.pfévention of crystallization justifies the
main food industrial application of the enzyme Ire tmanufacture of fillings of sweets,
keeping the softness. Also, invertase can be appliéermentation process, when sucrose is
the substrate, in the manufacture of artificial éqgrhumectant agent for candies production,
besides other applications as in cosmetic, paptdarg industry (Kotwal & Shankar, 2009).

The solubility of free enzymes makes their useddge-scale relatively costly since
in a mixture containing the substrate, products atigr components, their recoveries are
difficult, being economically unattractive (Kotwel al., 2009). Nevertheless, biocatalysts are
increasingly being employed because of their higledivity and potential as a greener
alternative to chemical catalysts (Polizzi, BommsyiBroering & Chaparro-Riggers, 2007),
which could result in the formation of undesirabtdour and flavoring agents.

The interest for enzymatic processes is over grgwwhich also reflects the great
interest for biocatalysts immobilization. Takinganaccount distinct applications, there are
diverse immobilization techniques with different timeds of linkages among enzymes and
supports. It is noteworthy that each protein angpsu has typical characteristics, so there is
no universal ideal method of immobilization. Forample, when the support for the
immobilization is solid and non porous, the sizetlod particles needs to be as small as
possible, considering that nanoparticles provideasonable enzyme load capacity (Garcia-

Galan, Berenguer-Murcia, Fernandez-Lafuente & Rpehs, 2011). In general, the enzyme
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immobilization aims at keeping or increasing steratemperature, pH, and operational
stabilities.

An example of a polymer utilized as support foryene immobilization is chitosan.
The polysaccharide is a derivative N-deacetylated varying extent from chitin, obtained
from wastes of the fishing industry (Krajewska, 2D0raking into account the versatility and
high availability of chitin (the second most abunidbiopolymer in nature), the possibility of
applications of this polymer and its derivatived@od and pharmaceutical industries is subject
of many researches. Chitosan is insoluble in waiat, amino groups make increase its
solubility in pH 6.5 or below. Besides these prdiest it is biocompatible, biodegradable,
non toxic, has antibacterial properties, can forel, @gnd has some affinity to proteins
(Krajewska, 2004). Siso, Lang, Carrend-Goémez, BaceEspinar & Méndez (1997)
encapsulated invertase in chitosan microbeads.rtheee was modified with chitosan and
immobilized in hyaluronic-acid-coated chitin supp@omez, Ramirez, Cabrera, Simpson &
Villalonga, 2008). Teodor, Radu, Dan & Stanciu (@PQitilized chitosan films for the
biocatalyst immobilization. Bir6, Németh, SisakcEkd & Gyenis (2008) described protocols
for the preparation of chitosan support suitablebfocatalysts immobilization, applying fa
galactosidase. The ionotropic gelation method psedofor nanoparticles production,
modified from that described by Berthold, CremerK&euter (1996), showed the highest
enzyme activity, serving as model for the chitogeparation described in the present study.

The objective of this work was to immobilize intage fromS. cerevisia®n chitosan
nanoparticles, increasing the superficial aredHerbiocatalyst immobilization, evaluating the

enzyme properties and operational stability.

2.Materials and methods

2.1. Materials
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Invertase fromS. cerevisiag(Maxinvert L 10000, batch 409200451) was kindly
donated by DSM Food Specialties (The Netherlandb)tosan from shrimp shells (>75 %
deacetylated) was purchased from Sigma-Aldrich (8tis, USA). Sucrose and all other
chemicals (acetic acid, dinitrosalicylic acid, ddne glycol, glutaraldehyde, magnesium
chloride, polysorbate 80, potassium phosphate,usodand potassium tartrate, sodium
chloride, sodium hydroxide and sodium sulfate) wafranalytical grade and purchased either

from Merck or Fluka (S&o Paulo, Brazil). All thdltaving tests were performed in duplicate.

2.2. Preparation of chitosan particles

Chitosan support was prepared by ionotropic gelaticcording to the procedure
described by Berthold et al. (1996) with some modifons. Chitosan (0.25 %) was dissolved
in an aqueous solution of acetic acid 0.35 M carintgi 0.011 n¥m? of polysorbate 80 (acetic
acid solution is 95 % of the final sample volum&)solution of sodium sulfate 1.41 M was
dropwised (0.052 #m®) under sonication during 6 min and following, thexture was
shaked with magnetic stirrer during 2 h. The plasiavere separated by centrifugation (15
min, 4 °C, 3000 >g) and washed with phosphate buffer (0.05 M; pH thwi5 mM MgC})
until neutrality. To promote cross-linking, the tsan particles were suspended in 10 mL of
the described buffer, with addition of glutaraldey2.65 M (0.05 riim®). This activation
was made under gentle stirring for 30 min. The sgad glutaraldehyde was washed out with

the potassium phosphate buffer.

2.3. Dry weight and support size determination
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Support dry weight was performed after activation lgofilization. The further
immobilization results are expressed as units ayere activity by dry mass of support.

Two different techniques were utilized for suppgite determination, considering the
procedures involved in the preparation of the samfbr analysis and the sensitivity of each
equipment. Results of the mean particle size bedotwation were performed using filtered
sample (membrane of 4Bn of diameter) in light scattering analysis (LSA) @ Brookhaven
Instruments standard setup (BI-200 M goniometerfQ@IOAT digital correlator) with a He—
Ne laser (k = 632.8 nm) as light source. Using @UHEM 1200ExII transmission electron
microscope (JEOL, Tokyo) operating at 120 kV, tlaasmission electron microscopy (TEM)
was done for attainment morphological images otoshn particles before and after
activation. The support was suspended in distiveater and after homogenized with
ultrasonic bath for 5 min, the samples were neghtigtained with uranyl acetate solution

(0.047 M). At room temperature the samples werelaad.
2.4. Invertase covalent immobilization

Covalent immobilization of invertase on chitosarade was carried out incubating
0.05 g (dry weight) of the chitosan activated suppoath 10 mL of each enzyme solution in
acetate buffer (0.1 M; pH 4.5) overnight under ggestirring, at room temperature. Then, the
immobilized enzymes were centrifuged (15 min, 880 xg) and washed with solutions of
acetate buffer (0.1 M; pH 4.5), sodium chlorideM}, ethylene glycol (5.38 M), and again
with acetate buffer, until activity was no longeetected in the washing solutions. The

immobilization yields were calculated using equatio

1Y = U= (Us + Uy) .100 (1)
U
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Where 1Y is the immobilization yield); is the initial enzyme activity in the solutiodg the
activity in the supernatant after immobilizationdadJ,, the activity in the washing solutions.
The efficiency of immobilization was defined as:

Ef = U, .100 )
1Y

WhereEf is the immobilization efficiency); the activity in the immobilized enzyme, and 1Y
the immobilization yield.

Except for free enzyme, all aliquots were subrdittethe washing solutions.

2.5. Enzymatic activity assay

Based on the protocol described by Bryjak, Liesi@Stefuca (2008), activities of
free and immobilized enzyme were assayed by théiaalef invertase suspension (1 mL of
final volume) in acetate buffer (0.1 M; pH 4.5)2anL of sucrose (8 % in the same buffer).
The samples were incubated during 5 min at 55 °@ water bath (with agitation for the
immobilized derivatives), and ice bath was usedttp the reaction. An aliquot of 1QQ
was withdrawn and analyzed with 1 mL of DNS readgnDNS method (Miller, 1959), in
order to quantify released reducing sugars by tlwose hydrolysis. The absorbance was
measured at 540 nm and the results were calculsied glucose standard absorbances. The
enzyme activity unit (U) was defined as the amafrénzyme liberating iimol of reducing

sugars per minute under the assay conditions.aiipdes were analyzed in duplicate.

2.6. Determination of optimal pH, temperature and knetic parameters

For the determination of optimal pH and temperatafefree and immobilized

invertase, each parameter was individually charfgeidfrom 3.0 to 7.0; temperature from 40
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°C to 70 °C). The buffers concentrations were 0,lakt except for pH 3 (citrate buffer) and
for pH 7 (phosphate buffer), the others measuresneate performed with acetate buffer.
The Michaelis-Menten constant {K and Wn.x were calculated under optimal

conditions, using Lineweaver-Burk plot.

2.7. Thermal stability

Thermal stabilities of free and immobilized inzes¢ were performed at 55 °C and 65
°C. Samples were collected periodically until tegidual activity was 10 %. Each sample was
immersed in ice bath to stop the temperature damageanalyzed by previous enzymatic

activity assay also being determined the halftiifee (t/,).

2.8. Storage stability

Free and immobilized enzymes were stored at 8 %acatate buffer (0.1 M; pH 4.5),

and their stabilities measured once a week, dithgeeks.

2.9. Operational stability

The operational stability of the immobilized enznwas obtained by sucrose
hydrolysis at 55 °C. The batches run up duringn®® under gentle stirring, using 20 mL of
substrate (8 % in acetate buffer) and 0.05 g opsrip200000 U/g support). At the end of
each batch, homogenous samples were taken, cgetliftl5 min, room temperature, 3000 x

g), and the supernatant obtained utilized for ratycugars determination. The precipitated
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pellet was recovered and used in a new batch (supgshings among batches were not

necessary).

3. Results and Discussion

3.1. Support size determination

Light scattering analysis (LSA) indicated that thean particle size of non-activated
support was 410.9 nm, with a low polydispersity0d266 (parameter related to the particle
size homogeneity, being higher as unequal is thekg. In the absence of stabilizing agents
the nanoparticles form unstable systems with aetecyl to aggregation. These events are
addressed in a recent review (Zhang et al., 201Which are discussed various aspects of the
production of nanoparticles providing particulaference to their influence on stability and
size. Figure 1 shows the transmission electronasc@py (TEM) pictures of the support not
activated, indicating aggregated nanopatrticles éwafore the utilization of glutaraldehyde.
The TEM results after cross-linking (data not shpwrdicate more particle aggregation
phenomena, also showing the support with unevedacas and part of the samples reaching
a micro size. The formation of larger support péed occurs because since the
glutaraldehyde is a bifunctional agent, through atdehyde groups it can crosslink two

chitosan units from different polymeric chains (M&ino Janior & Airoldi, 1999).

N e
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Figure 1: Transmission Electron Microscopy of nativeated chitosan particles.
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LSA after activation (data not shown) without saenfiliration presented very higher
values for polydispersity, showing a wide distribatof the aggregated particles, where it is
not possible to determine the mean patrticle sisedéd. By other side, performing LSA after
activation with the filtration step, considerabktpof the support was retained. Thus, because
of these factors this technique was used only keforss-linking.

As briefly mentioned, based on the protocol degcriby Berthold et al. (1996) for
producing chitosan microparticles, Biré et al. (BD@roposed some modifications with the
aim of generating nanoparticles. The mean parside determination found by the authors
was 517 nm by using laser diffraction techniqueobefactivation, and at the same time a
wide particle distribution from 0.5 to 50n (data after cross-linking are not shown) (Bir6 et
al., 2008). The same authors also verified theegaiiron phenomena even before activation,
as well as described by Bharti, Meissner & Finden@11) utilizing protocol for preparing
silica nanoparticles, using a filtration step feparation the particles by size.

Each additional unit operation for the support pragion represents an additional
cost, being less attractive for use in large-spateess. In order to minimize the number of
steps for support preparation and the possible rrabtesses inherent in each step, in this
work filtration step for particle size classificati was not performed. So, it can be concluded
that the invertase was immobilized on a chitosgpsett constituted by nano and aggregated

nanoparticles, which have high superficial areaefmyme immobilization.

3.2. Support load capacity

Different enzyme solutions were prepared dilutingodvivert L 10000, for the

determination of the support load capacity. Immaébtion yields and efficiencies for each
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concentration tests are presented in Table 1. #gtiletected in the support increased with
invertase concentrations, although not proportignal

Table 1: Enzyme solutions for estimating suppaatiioapacity.

Sample Offered Free Enzyme Immobilized Enzyme  Immobilization Immobilization

(U/g support) (U/g support) Yield (%)  Efficiency (%)
1 10400 9200 91.8 96.36
2 45800 45800 100 100
3 140600 119200 90.3 93.89
4 453600 207600 74.3 61.6
5 1121400 223200 59.87 33.24

The aim of this study involves only covalent linkag so through the washing
solutions (see section 2.4) is possible to rembeenibn-covalent attached enzymes (mainly
adsorptions). According to Amaya-Delgado, Hidalgod. & Montes-Horcasitas (2006),
unipoint covalent immobilization in a non-porougppart provides a system free of diffusion
limitation. However, when high enzyme concentragiane immobilized diffusion limitation
phenomena can happen, as result of the blockiregtefflaused by neighboring proteins, in
part because there are random enzyme orientatMung, Khan & Micklefield, 2009),
reducing the accessibility of substrate to the lgatasite (Giacomini, Villarino, Franco-
Fraguas & Batista-Viera, 1998). Besides the comatts about the support load and the
enzyme concentration, it is important to regard timeven surfaces from the aggregated
nanoparticles that, in part, resembles a poroustsire. This suggested ‘porous nature’ (Bird
et al., 2008) could be considered as another pmmfactor for diffusion effects. These

indications may explain the lower efficiency valdes samples 4 and 5, compared to the
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others. Considering free enzyme concentration edffevalues and immobilized enzyme
detected, sample number 4 was selected for fuetkgeriments.

Once defined the enzyme concentration for followstgdies, the immobilization
kinetics was evaluated (Figure 2a). With the puepoaischecking if the presence of substrate
would influence the enzyme immobilization by prateg its catalytic site (Cadena, Jeronimo,
Melo, Silva, Lima Filho & Pimentel, 2010), experims were performed maintaining sucrose
concentration at 8 % in the immobilization solutidteeping the catalytic site saturated

(Figure 2b).
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Figure 2. Supernatant of immobilization solutionl)(and support activity @) during
invertase immobilization process. a) Absence of@e b) In the presence of sucrose (8 %).
Immobilization occurred in 5 h, when around 50 9tlme offered enzyme was
immobilized in the support. It was defined 5 hlzsimmobilization time, since activity in the
supernatant and support kept unaltered after ithis. tThe presence of substrate (sucrose) in
the immobilization solution did not improve enzynmemobilization, in contrast to another
study (Cadena et al., 2010), in which is shown ittegeased covalent immobilization of

invertase to an organic polymer in a sucrose swiutl0%).

3.3. pH, temperature and kinetic parameters assay

Results for the effects of pH and temperature enaittivity of free and immobilized
invertase are presented in Figures 3 and 4, ragplctActivities are related to the highest
value, which was considered as 100 % activity.

Although it is possible to change the optimal pémperature and kinetic parameters
for an immobilized derivative as a result of thanobilization method, support structure and
conformation change of the enzyme after boundedkingathe catalytic site more or less
accessible to substrate (Bayramoglu, Karakislan®s, Metin, Sacak & Arica, 2009), in our

work no alterations in pH and temperature werealetk
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Figure 3: Effect of pH on freé_{) and immobilized @) invertase activity at 55 °C.

Figure 3 shows the same optimal pH (4.5) for bothymatic preparations, indicating
that there is no conformational alteration by imihipation process in the monomeric
invertase. Other authors (Bahar & Tuncel, 2002p alsvalently immobilized the enzyme
onto polymeric supports and did not find shiftsoptimal pH after immobilization. These
authors considered this as a positive factor toptieservation of the biocatalyst during the

immobilization process.
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Figure 4: Effect of temperature on frdd)(and immobilized ®) enzyme at pH 4.5.
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It can be observed in Figure 4 that the behaviofree and immobilized invertase at
different temperatures is similar, and 55 °C is ¢ipémal temperature for both enzymatic
forms. As stated in other studies (Mateo, Palonewn&ndez-Lorente, Guisan & Fernandez-
Lafuente, 2007; Rodrigues, et al., 2009) the onetmomvalent immobilization of the enzyme
suggests that the immobilized biocatalyst presettiedsame rigidity than the soluble form.
For these reason, the immobilization did not presigidification and protective effects, as
can be seen in multipoint or multisubunit covalieminobilization examples, where there are
improvements in the stability of the enzymes (Mageal., 2007).

The determination of enzyme kinetic parameteimjgortant because it is possible to
measure the reaction rate and how it is influermeghysical and chemical conditions. The
kinetic parameters for free and immobilized inveetdTable 2) were obtained by measuring
the enzyme activities at sucrose concentration f&h2 mM to 292.2 mM for free and
immobilized invertase, in acetate buffer (0.1 M, $H) at 55 °C.

Table 2: Kinetic parameters for free and immobdizevertase.

Enzyme Form K (MM) Vmax(U/mL) Catalytic Efficiency’

Free 65.7 1670.0 254

Immobilized 205.7 1830.0 8.9
*VimalKm

Km for the biocatalyst after immobilization increasegproximately 3-fold. The
catalytic efficiency shows higher value for theeflenzyme. Mazi, Emregul, Rzaev & Kibarer
(2006) found similar results for invertasg, kK46 mM and 203 mM, for free and immobilized
form, respectively) in a study using a polymericnmbeane as support. This considerable
reduction in the affinity of the enzyme for the strate, could be due to the uneven surface of

the support, and also attributed to the high comagaon of protein that was immobilized,
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generating diffusion effects. On the other handg.xVdid not change, showing the

conservation of the maximal conversion of sucrose its monosaccharides.

3.4. Thermal stability

One of the different targets of immobilization isetimprovement of the enzyme
stability (Garcia-Galan et al., 2011), which is tquidependent of the immobilization
technique, besides the enzyme and support chastice(Cao, 2005). Considering 55 °C the
optimal temperature obtained for free enzyme amuairilized form, and the fact that many
immobilization techniques can improve enzyme sigbi(Mateo et al., 2007), thermal
stability of free and immobilized invertase wererie out at optimal conditions (Figure 5)

and at 65 °C. The enzymatic forms were incubateéderabsence of sucrose.
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Figure 5: Influence of temperature on the stabityree (1) and immobilized @) invertase
at 55 °C and pH 4.5.

At 55 °C free biocatalyst and immobilized derivatshowed very similar profile, with

no difference between the half-life times beford after immobilization. At 65 °C (data not
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shown) the half-life times also did not change lestw free and immobilized invertase, but
sharply decreased for few minutes of incubatiorelation to the results obtained for optimal
temperature. Kumar, Chauhan & Nahar (2008) alsoemks significant decrease in
immobilized derivative activity at temperatures heg than optimal. Gomez, Ramirez &
Villalonga (2000) obtained similar result for frewrertase at similar conditions, but increased
this parameter for immobilized derivative, using iammobilization protocol that induced
enzyme sugar moiety oxidation by sodium periodétecording to Turkova (1999), the
explanation is that nonpolar surface area of pmeteindirectly induces the enzyme
inactivation in vitro, therefore oriented immobdizon protocols, which couple the biocatalyst
to the support through carbohydrate moiety, canrdnrie to derivative stabilization.

The results from the present work agreed with jevireports, which showed that
one-point attached enzymes to the support, wittifiesion limitations, have similar profiles
to free biocatalyst (Garcia-Galan et al., 2011}h&ligh there was not an improvement in the
invertase thermal stability, the conservation ofoleh enzyme activity observed after
immobilization is important because of the posgibibf reusing the immobilized biocatalyst

is dependent upon the residual enzyme activity.

3.5. Storage stability

For practical applications, storage stability ofmaobilized derivatives is important
(Oztop, Hepokur & Saraydin, 2010), the more stéixebetter.

Free and immobilized invertase did not loose thetivities after 25 weeks of storage
at 8 °C and optimal pH, showing that there werdheeibiocatalyst modifications nor

stabilization by the immobilization process.
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3.6. Operational stability

Due to the high cost of enzymes, they should beewuor several times to be
competitive with chemical catalysts. Ideally, timemobilization of enzymes should provide,
besides thermal and solvent stabilities, a highrataal stability (Bayramoglu et al., 2009).
The results for repeated uses of the immobilizeceriiase in the sucrose hydrolysis are

presented in Figure 6.
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Figure 6: Residual enzyme activity using invert@seobilized in 0.05 g support in a sucrose
solution (20 mL, 8 %) during 69 batches (each batc8D min, 55 °C, gentle stirring).

Figure 6 shows the expressive number of 69 reudbeoimmobilized invertase,
keeping the sucrose hydrolysis near to 100% (46,88 until reuse 59. Raj, Chauhan,
Azmi, Ahn & Manuel (2011) immobilized invertase onbhanogels, remaining 11.03 % of
initial activity at the ninth cycle. Oztop et aRQl0) reused the immobilized derivative

(hydrogel-clay) for 26 successive batches retaimingut 50 % of residual activity. Sanjay &
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Sugunan (2008) observed 30 cycles keeping at shehe 70 % of activity using a mineral as
support.

Probably the decrease in the activity shown atfithed batches is a consequence to
different factors as the progressive decay in meichhresistance of the preparation (support-
enzyme), inherent wastes by the material tranbigrmainly due to the natural denaturation
of the biocatalyst. Nevertheless, the results abthiin this study are very attractive, since
there was not found in literature any work for @iser hydrolysis by immobilized invertase

with similar number of reuses.

4. Conclusions

This work showed the immobilization of invertasenr S. cerevisiaeon nano and
aggregated chitosan nanoparticles. The immobitingbresented high recoveries of activities,
with good immobilization yields and efficiencies.ftér the immobilization the enzyme
presented similar parameters of the soluble forptifal pH, temperature, thermal and
storage stabilities). Max did not change, while Kpresented a sharp increase (from 65.7 mM
to 205.7 mM), showing the reduction of the affinifythe enzyme for sucrose, yet keeping
the invertase maximal conversion capacity. In teoisperational stability, the immobilized
preparation could be reused for 59 batches at na@nmzyme activity. These results fulfilled
some important requirements for the invertase imhzation because the protocols for
support preparation and enzyme immobilization argke, the enzyme activity and optimal
conditions were conserved, and it was obtainechtgbest operational stability for sucrose

hydrolysis so far described in the literature.
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3.2 Discussao Geral

E consenso na maioria dos trabalhos sobre imogélizde enzimas que ndo existe um
suporte e um meétodo universal para tanto. Emboradatarminado numero de aspectos
praticos possa ser considerado antes do deseneniiondos experimentos de imobilizacao,
muitas vezes sao necessarias diferentes tentatiMagnvolvem testes de distintos suportes,
métodos e até mesmo de diferentes fontes de enztéague se alcance um resultado
satisfatorio. Assim, além da imobilizacdo da enzimgrtase em nano e microparticulas
(agregados de nanoparticulas) de quitosana, fastadas imobilizagcbes em outros suportes.
A tentativa de imobilizagdo covalente unipontual #mes de celulose foi feita com uma
invertase comercial d& cerevisiadInvertas®) comercializada em forma de p6 pela empresa
Novozymes. Os filmes de celulose, de superficiesodé cada, foram ativados durante uma
hora com solucdo de glutaraldeido (2,5 %) em tanfipsfato de sédio 0,02 M e pH 7,0. O
préprio tampao foi usado para as lavagens a fimmetle|ar o excesso de glutaraldeido. A
enzima foi previamente solubilizada e deixada emtato com o suporte ativado para
promover a imobilizacdo. Os resultados néo forantlasivos, provavelmente devido ao fato
de que as membranas de celulose utilizadas esfavardprias (ressecadas) ndo garantindo a
ativacdo, o tempo de contato enzima-suporte nduizado, e ainda, naquele periodo a
medida da atividade enzimética executada apresestainadequada.

Devido a possibilidade e facilidade de utilizagioenzima (ainda proveniente 8e
cerevisia¢ na sua forma liquida, os testes subsequentesmforaalizados com
MAXINVERT ® L 10000 (DSM Food Specialties). Fez-se a imohjfzaem macroesferas de
quitosana, cujo protocolo de preparacéo do supodpede, conforme CHIt al (2004), a
precipitacdo de quitosana dissolvida em solucaactio acético (2 %) por gotejamento em
solucéo de hidréxido de sodio 1 N contendo 26 %de'\etanol. Novamente a ativacdo com
glutaraldeido 2,5 % foi feita, por um periodo dé.3Apds, retirado 0 excesso com agua
destilada, adicionou-se a solucdo enzimética ‘agktnsob agitacdo. Medindo-se a atividade
enzimatica das macroesferas para verificar a aefi@éda imobilizacdo, em uma mesma
batelada os valores mostraram-se bastante distespanpedindo seu uso, ja que ndo seriam
confiaveis por ndo serem representativos. A prdv@uesa desses resultados deu-se pelo fato
de que apesar de ter sido feita a desaeracao uighsalle quitosana antes do gotejamento,
evitando a inclusdo de ar no interior das macroasfé¢oi notéria a presenca deste, ja que o
fluxo utilizado na bomba peristéltica para o goteato estava acima da velocidade ideal,

gerando macroesferas desuniformes.
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O suporte comercial Immobéeadl50 (Sigma Aldrich) também foi utilizado para
imobilizacdo deB-D- frutofuranosideo frutohidrolase. Este é um dimpero de metacrilato
composto de grupamentos oxirano, com tamanho déuydarvariando de 0,15 a 0,3 mm
(SIGMA, 2011). Devido a sua relativa alta hidrofwtade ser um fator desfavoravel a
imobilizacdo em meio hidrofilico (podendo altera mhodo indesejado o microambiente e
mesmo a conformacgdo da enzima), fez-se tratameéwopde 1 g de suporte com 10 mL de
solucéao de acetonitrila P.A. durante 1 h para atanencarater hidrofilico. Apds, parte do
suporte foi utilizada para a imobilizacdo, enquaatgestante passou pelo processo de
hidrélise dos grupamentos epoxidos a aldeidos.rfmdQédo ocorre via hidrélise com acido
sulfarico (0,5 M, durante o tempo minimo de 5 h,w@ma relacdo 1:9 suporte:acido), seguida
de oxidagcédo com periodato de sodio (0,1 M, durdriteras sob agitacdo, em uma relacéo 1:9
periodato de sddio: agua destilada). Ambas prepasapermitem a imobilizacdo covalente
via epéxidos e aldeidos, respectivamente. Contdimobilizacdo da enzima ao suporte por
esse tipo de interacdo foi praticamente nula, @ajinvertase foi detectada quase que em sua
totalidade nas sucessivas lavagens inerentes gexseolo de imobilizacdo. Apesar desses
resultados, ndo se deve descartar a hipdtese des rexperimentos, pois novamente a
concentracdo de enzima e o tempo de contato desta suporte podem ter sido inferiores
aos minimos necessarios.

Em paralelo aos testes de imobilizagdo com sugoliase de quitosana, testou-se a
atividade de transferase da invertasesdeerevisiagara a producdo de FOS, considerando
as interessantes aplicacdes destes e seus beméfisamide. Segundo Hernalsteens e Maugeri
(2008), os estudos avaliando a producdo de FOSnpertase oriunda de leveduras séo
minoria frente ao niamero de relatos para fungosa@éhias. Assim, incubou-se 0,05g de
derivado imobilizado em nanoparticulas contendeacele 10380 U enzimaticas, durante 48
h, em solucéo de sacarose 60% (50 mL) a 55 °Cmpaele incubacédo e a concentracéo de
substrato foram baseados em referéncias que apomtaondicdes semelhantes para a
enzima, porém de outras origens microbianas (HERBIEEENS e MAUGERI, 2008).
Através da medida dos acucares redutores via m@odacido dinitrosalicilico (MILLER,
1959), e determinando-se a concentracdo da glcadet Glicose PAP Liquiform (Labtest),
pode-se deduzir a seguinte relacao:

F=FR-G F=G-F F=2G-R
onde F corresponde a quantidade de frutose liviegdiRa aclcares redutores livres; G aponta
glicose livre; e F’' corresponde a quantidade deo$mi transferida a sacarose, formando os

FOS (NGUYENet. al, 2005). Os resultados apontaram concentracoamelgeulares dos
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monossacarideos, ndo havendo transferéncia dedruia seja, apenas ocorreu a hidrélise da
sacarose, e ndo sua polimerizagdo. Assim, a caaditel desses testes foi descartada, ja que
nessas condicdes ndo houve a producdo de FOShipal@ ser uma caracteristica inerente
da enzima em questao.

Conforme pode ser observado no artigo apresentadon produzidas particulas de
quitosana que oferecem grande area superficial gdamobilizacdo de invertase. Um dos
possiveis fatores da ndo uniformidade do supoxis apvacdo com glutaraldeido deve-se ao
fato de que este, por ser bifuncional, pode forches bases de Schiff concomitantemente
com duas unidades amino-2-de@xb-glicose pertencentes ou ndo a mesma cadeia
polimérica de quitosana (MONTEIRO JUNIOR e AIROLDRB99), conforme esbocado na
Figura 8. Este fenbmeno provoca a agregacdo iratEsejas particulas, as quais quando
analisadas via microscopia eletrénica de varredprasentaram-se com diametros na escala
de micrometro. Mesmo assim, com o intuito de eofaracdes unitarias adicionais, e perda
de material, ndo foram feitas separacfes das pladipor tamanho, aproveitando a totalidade
do suporte produzido. A concentracdo de glutaratd€l,25 %) utilizada para a ativacao da
quitosana foi baseada no protocolo descrito poid Bir al, (2008). Considerando o
mecanismo de agdo apontado, € pertinente testaemnliés concentragbes deste ativador, no
intuito de induzir a ativacdo impedindo que umameesnolécula tenha suas duas fung¢des
aldeido formando ligagcbes covalentes com os grupgmmeminados da quitosana, havendo
uma espécie de ‘competicao’ pelos sitios de ligaBao outro lado vale ressaltar que um
terceiro mecanismo envolvendo o agente bifunciomah quitosana pode ocorrer: a
polimerizacdo das proprias moléculas de glutardtd@ONTEIRO JUNIOR e AIROLDI,
1999), as quais poderiam atuar como um longo edpagera a imobilizacado da enzima, o

que pode refletir nos resultados, necessitandasanal
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Figura 8: Estrutura da quitosana reticulada contaghldeido. Fonte: Adaptada de
Mendeset al., 2011.
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No artigo anteriormente referido (inserido no iterh), também testou-se a influéncia
da imobilizacdo na presenca de substrato (mantsatlwados os sitios ativos), objetivando
evitar possiveis alteracdes conformacionais danenz gerar melhor eficiéncia apds a
imobilizacdo. Porém, os resultados foram semelBaates obtidos sem a presenca da
sacarose, demonstrando que, nessas condi¢cdesaa cegplitica estando ou ndo saturada,
nao influenciou os resultados. Assim, baseandmdatn de que a imobilizac&o de hidrolases
via porcao nao protéica mantém inalterado o stiim @las enzimas e ainda pode aumentar a
termoestabilidade, uma alternativa seria exploramabilizacdo da invertase da mesma
maneira, fazendo uso de agentes oxidantes queiiiatiiza ligacdo da enzima de modo nao
aleatorio, ou seja, de modo orientado (TURKOVA, 9)99

Na tentativa de uma possivel protecdo do biocatidispds-imobilizacdo na presenca
de substrato (conforme elucidado), visando maigy, foi realizado experimento semelhante
ao esbocgado no item ‘Thermal Stability’ descritcantigo em questao. Brevemente, o suporte
contendo a enzima imobilizada foi imerso em ban® 8C, sem agitacdo, com solugéao de
sacarose adequada para a saturacdo dos sitios atizinaticos. Ao longo do experimento
foram coletadas amostras homogéneas, e em parffaelse reposicoes da solucdo do
dissacarideo, para a manutencdo da saturacdo dewtieidade hidrolitica da invertase. Os
resultados foram superiores em relacdo a manutedgdatividade enzimatica quando
comparados ao experimento sem a presenca de sobBweem, considerando quepmlets
gerados na centrifugacdo das aliquotas ndo forawiapmente lavados para a andlise,
provavelmente haja uma super estimativa da atieidagertasica. Isso porque além da
concentracdo de sacarose ofertada para a medidh fssam verificados, via quantificacéo
de solugbes de lavagem (sem adicdo de sacarosplesanca do dissacarideo e dos
monossacarideos remanescentes. Deste modo, execamdperacdes corretas, este teste é
passivel de repeticao.

Em ‘Operational Stability’ € possivel perceber umscilacdo no percentual da
atividade enzimatica medida no decorrer do experimeEssas oscilagbes podem ser
atribuidas em grande parte a ndo uniformidade defcplas de suporte, 0 que implica em
diferentes quantidades enzimaticas ja que as argmsficiais contendo enzima imobilizada
também séo diferentes. Em relacdo ao desgaste iteegontado como uma das possiveis
causas da queda na atividade da enzima imobilizadaaliagcédo de outras concentracdes de
glutaraldeido utilizada na preparacdo das pardcdi quitosana poderia promover maior
rigidificacdo do suportecfosslinking quitosana-quitosana). Assim, através de um suporte

mais resistente mecanicamente o desgaste inerenkengo do reusos seria minimizado,
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auxiliando na manutencdo da atividade enzimatioa.filh, vale ressaltar que apesar destes
fatores, a queda na atividade residual da inverta®éou apds expressivo periodo de

utilizacao (59 reusos), resultado bastante favbrave
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo principal imolgitia enzimég-D- frutofuranosideo
frutohidrolase proveniente & cerevisiagavaliando a atividade hidrolitica do biocatalsad
De modo geral os protocolos de imobilizacdo exemgeenvolveram ligacdes covalentes,
consideradas as particularidades de cada matcinsiae com distintos métodos de ativagéo.
Os melhores resultados foram obtidos utilizandoaade area superficial oferecida por nano
e agregados de nanoparticulas de quitosana, sepdotado rendimento médio de
imobilizacdo de 74 % e eficiéncia de 62 %. Paréwseitimos da invertase imobilizada, como
pH e temperatura, bem como o tempo de meia vidamperatura 6tima (55 °C) e 65 °C, nédo
diferiram dos indicados para a forma livre da ergzim que se justifica ja que a ligacao
covalente unipontual ndo promoveu alteracdes corEoionais na proteina, mimetizando o
microambiente que ocorre quando ndo ha a imobdizad afinidade pelo substrato decaiu
cerca de 3 vezes ap0s a imobilizacdo, mas a caplEciaxima de conversdo da sacarose
manteve-se constante. A imobilizacdo permitiu oseedo derivado por 59 ciclos com
manutencéao total da atividade hidrolitica da enzierado sido o melhor resultado ja descrito
na literatura até entdo. Assim, foram alcancadéerafites requisitos para a imobilizagéo
enzimética com projecdo de uso em grande escatacptos simples para a preparagcédo do
suporte e para a imobilizacdo da enzima, a manibetg atividade desta pds-imobilizagéo, e
a excelente estabilidade operacional.

Levando-se em consideracdo o crescente mercad@mderaalizacdo mundial de
enzimas, o qual tem projecdo de movimentacOesdeiaas para 2013 para em torno de U$ 7
bilhdes de dolares (FREEDONIA, 2011), aliado a umeraado igualmente expressivo de
manufatura de quitosana estimado em 100 bilhéasragadas produzidas ao ano (TSIGOS
et al, 2000), a imobilizacdo de invertase em suportdsase deste polimero € bastante
pertinente, o que é reforcado pelos interessaesedtados obtidos neste trabalho.

Portanto, para atingir resultados ainda mais s&bisbs, as suposicdes explanadas na
‘Discussédo Geral’ devem ser consideradas em ndaogjpmentos experimentais, lembrando
que, ao contrario de outras enzimas, ainda nadoxéémos de invertase imobilizada em
quitosana aplicada industrialmente (MEND&Sl, 2011).

Por fim, como perspectivas futuras desse trabalpgers-se:

e Testar o pH 6timo da imobilizacdo da enzima em pari@culas de quitosana,

além de promover a imobilizacdo via porcdo carlaadda proteina, avaliando

parametros como a estabilidade térmica e operdgiona
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Considerar novos testes para a padronizacdo dontamma mesmo maior

rigidificacdo das particulas de quitosana;

Avaliar a possibilidade de preparacdo de um supoidgnético, por exemplo,

facilitando o processo de separagao do derivadbilimado do meio reacional em
substituicdo a etapa de centrifugacgéo;

Estudar as melhores condi¢cbes de preparacdo daspadtulas de quitosana, e
comparar os resultados obtidos com os descritos panoparticulas, além de
considerar testes em um biorreator;

Realizar novos experimentos para a imobilizacdoindartase em filmes de

celulose e no suporte comercial Immobead;

Buscar a enzima de outras fontes microbianas papaoducédo de FOS via
invertase imobilizada, levando-se em consideracdicronganismos pouco

descritos ou inéditos;
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ANEXO

As especificacbes do boletim técnico a seguir s@methantes as da batelada
409200451, utilizada neste trabalho.



Product Information
Product description

Product number
Coumniry of origin
Apphcation market

Appearance
Standardised actiity
Activity standardised
Status

Regulatory information
The product complies with general

Product Specification Sheet

MAXINVERT® L 10000 (20 kg drum) as per batch
AG2379

Enzyme preparation fior food use containing invertase desived from a selected sirain of
Saccharomyces cerevisiae

France

Fruit processng Sucrose nwvertion; prevents crystalisation & preserves the sofiness of fillings
of sweets & marzipan applications

liquid (appearance may vary from batch to batch)
2 10000 SWmi

<0.03 BDGLUG

« ldeniity presenved (non GMO strain and raw matenials)
» Kosher approved

« Halal approved

+ Suitable for crganic production

» Presenative free

« Food intolerance info avadable on request

specications for food enzyme preparations as published by JECFA, FCC and in French “Amété

anmiiaires technologiques du 19 ochobre 2008" and with FDA curent GMP standards (21 CFR 110).

Composition

Camier

Chemical properties

pH

Heavy metals
Lead

Arsenic
Cadmium
Mercury

Microbiological properties
Total viable count

Coliforms:

Salmonella

Siaphylococcus awews

Saulphate reducers

Mycotoans

Yeasts

Moulds:

Mutrient data

glycerad = B5.0 %

50-60
< 30 ppm {as Phb)
< 5 ppm
<3 ppm
< 0.5 ppm
< 0.5 ppm

= 10* CFU perg with DSM method
<30 CRJ perg

absent in 25 g

absent in 25 g

absentin1g

<30 CFUperg

absent by test

absent by test

<10 perg

<10 perg

Erpical % Content ks based on calculated valkses from ingredents/addiEhes

unumees. DSIM
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Ash (Minerals} 0.1 %
Carbehydrates 473 %
Enengy (kcal) per 100 g 183 keal
Energy (kJ) per 100 g 818 kJ
Fat (WVegetable) 0.1 %
Protein 0.6 %
Trans fatty acids 0.0%
Stability data

« Recommended siorage temperaturs 4 - B°C
» When stored in recommended condition, the activity loss will be less than 5% within 38 months.

Packaging
20 kg plastic drum - 24 drums per pailef (120 * 80 ° 80 cm)

Safety & handling
Please refer to the Materal Safety Data Sheet available on reguest

Contact

DSM Food Specialties B.V.
wwrw dsm-foodspecialties.com

Head Office usa Asia China Latin America

Alexander Fiemingiaan 1 45 Waterviaw Sha 152 Beach Road 111, The Headquartars Bulding Ay, Eng. Bllings 1729 -Predio 9
PO Box 1 Parslppany, NJ D7D54-1298 21307108 Gaieway East No 158 Middle ¥I Zang Road 05321 - 900 Jaguans

2600 WA Dell usAa Singapore 189721 Shanghal 20001 San Paulp 5P

The Methariands i, +1 973 257 1063 Singapore China [Brasll

tel. +31 15 273 4001 fax <1073 267 8248 fel. +55 B293 6128 tel. +B5 21 6141 5138 fel. #5511 3710 B23T

Tax. +31 15270 4020 fax. +55 6295 E550 fax +86 21 5141 7004 fam +55 11 37194585

Info fonaEhsm.coem

Altnough: dillgent care has been usad to ensure tat the Information provided hersin Is 3ccurate, nothing contalned hersin £3n be construsd to Imply any
Eﬂ'&&mm Drwa‘m‘ll}ras’.n meawuaq‘, qu’ﬂrm@}m of this informaticn. Thie content of this document s EU[!E{!“'B Hﬂﬂwm
fFther natice. This GOCUTTREN: |5 NON-e0Atmolied and will N0t be autamaticaly replacad Whan changed. Plaase contact s far e 3test version of tis
document o furthar formatian.

DSM Food Speciaties B | A Flemingaan 1§ 2613 AX Delft | The Methenands | Trade Register NUTEET 27235314

REF Mo. 711412008

unimies. DSV



