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Resumo

Neste trabalho de tese, varias estratégias foram analisadas com objetivo de melhorar e
promover uma imobilizagdo covalente multipontual de quimotripsina, carboxipeptidase A e
celulase em quitosana. Géis hibridos com diferentes estruturas internas foram obtidos usando
alginato de sodio, gelatina e k-carragenana, bem como, variando a concentragao de polimeros,
2,5-5,0% (m/v) e os agentes de ativagdo (glutaraldeido, glicidol e epicloridrina). A adi¢ao de
c¢lulas aos hibridos, seguido de lise celular, o aumento no tempo de imobilizagdo e o efeito da
reducdo no derivado final por borohidreto de sddio foram investigados. Foram averiguadas a
influéncia destas varidveis nos rendimentos de imobilizagdo, atividades recuperadas e
estabilizacdo a 55°C e 65°C. Derivados de quimotripsina tiveram um incremento de
estabilidade de 34 min a 55°C (para quitosana pura 2,5% ativada com glutaraldeido a pH 7,0 e
a 4°C) para 468 min a 65°C (para quitosana 2,5%-carragenana 2,5% com adicdo de 5% de
S.cerevisiae e ativado com epicloridrina com tempo de imobilizagdo de 72h a pH 10,05 a
25°C e reduzido). Este melhor derivado foi 9900 vezes mais estavel que a enzima livre. A
maxima capacidade de imobilizagdo foi de 40 mg de quimotripsina g.gel’. O numero de
grupos aldeidos e oxiranos gerados no suporte e a quantidade de lisina envolvidas na
imobilizacdo multipontual, bem como as imagens do MEV das estruturas dos suportes
explicam os resultados obtidos. Derivados de carboxipeptidase A quando ativado com
glutaraldeido mostrou uma melhor estabilizagdo de 5,3 vezes, ja para o ativado com
epicloridrina foi de 8,8 vezes. Entretanto, o derivado preparado com grupos oxiranos
apresentou 100% de rendimento de imobilizacdo com recuperagdo de atividade de 57% e foi
20 vezes mais estavel que a enzima livre a 55°C com tempo de imobilizagdo de 48h e
bloqueio de grupos epdxidos com glicina. Os derivados ativados com glutaraldeido,
epicloridrina e epoxilado apresentaram sérias limitagdes difusionais na hidrélise de hipuril-L-
fenilalanina com D,y de 5,41.10'12 , 5,59.10'12 m’s! e 5,10.10'12 mz.s'l, respectivamente.
Ensaios de imobilizagdo da celulase e sacarificagio do bagago de cana-de-agticar foram
realizados concomitantemente. O derivado utilizado em uma seqiiéncia de trés bateladas foi
obtido com quitosana-alginato ativado com glutaraldeido/glicidol sendo este derivado 20
vezes mais estavel que a enzima livre. Entretanto o melhor derivado obtido nos ensaios de
imobilizacdo foi com ativagdo de glicidol com uma estabilidade de aproximadamente 38
vezes seguido da imobilizagdo por encapsulacdo seguido de reticulacdo com glutaraldeido
com um fator de estabilidade de aproximadamente 33 vezes em relacdo a livre. O desempenho
do sistema de sacarificacao foi muito bom, indicando a reusabilidade da celulase imobilizada
¢ uma boa alternativa para reduzir custos na produgdo de etanol a partir de materiais
lignocelulodsicos.

Palavras-chave: Tecnologia enzimatica, quimotripsina, carboxipeptidase A, celulase,
imobilizacdo enzimadtica, quitosana, hidrdlise de bagago de cana-de-acucar, hidrolise de soro
de queijo.
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Abstract

In this work, several strategies were tested to improve the covalent multipoint
attachment of chymotrypsin, carboxypeptidase A and cellulase on chitosan. Hybrid gels with
different internal structures were obtained using sodium alginate, gelatin or k-carrageenan and
by changing the polymer concentration, 2.5-5.0% (m/v) and the activating reactant,
glutaraldehyde, glycidol or epichlorohydrin. The addition of microorganisms to the hybrid
polymer followed by cellular lysis, the increase of immobilization reaction time and the effect
of the reduction of the final derivative with sodium borohydride were also tested. The
influence of these variables on immobilization yields, recovered activities, and stabilization
factors at 55°C and 65°C, were assessed. Chymotrypsin derivatives half-lives increased from
34 min at 55°C (for pure chitosan 2.5% activated with glutaraldehyde at pH 7.0, 4°C) to 468
min at 65°C (for chitosan 2.5%-carrageenan 2.5%, with the addition of 5% of S.cerevisiae,
activation with epichlorohydrin, immobilization for 72 h at pH 10.05, room temperature and
reduction of the final derivative). This best derivative was 9900-fold more stable than the
soluble enzyme. A maximum load of 40 mg chymotrypsin.g.gel” was reached. The number of
aldehyde and oxirane groups generated in the support, and of lysine residues of the enzyme
involved in the multipoint attachment, as well SEM images of the gel structures, explain the
obtained results. Carboxypeptidase A derivatives was analyzed. The results showed that
immobilization via epichlorohydrin presented 40% (8.8) more stable derivatives than
glutaraldehyde ones (5.3). However, derivative prepared with epoxides groups presented
100% of immobilization yield with 57% of recovered activity being 20-fold more stable than
free enzyme after 48h of immobilization process. Derivatives activated by glutaraldehyde,
epichlorohydrin and with epoxides presented diffusion limitations with Dy of 5.41.10™",
5.59.10" m%s™ and 5.10.10"* m?s”', respectively. To cellulase, assays of immobilization and
saccharification of sugarcane bagasse cane were tested. The derivative used in a sequence of
three  distinct batches, was prepared with chitosan-alginate activated with
glutaraldehyde/glycidol being 20-fold more stable than free enzyme. The best enzyme
derivative was about 38 — fold more stable activated via glycidol. The performance of the
system of saccharification was excellent, indicating that enzyme immobilization may be a
good alternative to reduce costs of ethanol production from lignocellulosic materials.

Keywords: Enzyme technology, chymotrypsin, carboxypeptidase A, cellulase, enzyme
immobilization, chitosan, sugarcane bagasse hydrolysis, cheese whey hydrolysis.
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1. Introducio

A imobilizagdo de enzimas a suportes pré-existentes mediante unido covalente
multipontual tem tido excelentes resultados com um grande niimero de enzimas: tripsina,
quimotripsina, penicilina G acilase, PB-galactosidase e termolisina [1,2]. A imobilizagao
microbiana ou enzimatica pode ser definida como um aprisionamento ou fixagao de células e
enzimas em uma fase fixa ou distinta, ligada a uma superficie ou incrustada em uma matriz de
gel. Os suportes utilizados para a imobilizacdo de enzimas sdo em sua maioria, insoliveis em
agua ¢ possuem alta massa molecular, sendo na maioria dos casos polimeros hidrofilicos.
Dentre estes, destaca-se a quitosana, um amino polissacarideo formado por unidades repetidas
de D-glucosamina derivado da quitina, um polimero de ocorréncia natural encontrado nas
paredes celulares dos fungos, leveduras, insetos e principalmente nas carapagas dos
crustaceos, notadamente camardo, lagosta e caranguejo, constituindo cerca de 30% do
exoesqueleto destes ultimos. E um produto de baixo custo por ser um residuo da industria de
pesca, ndo toxico e possuidor de grupos amino primdrios funcionais em potencial, uma
importante caracteristica como suporte para imobilizagdo de enzimas. A imobiliza¢do de
células e enzimas se processa por varios métodos, incluindo a ligagcdo covalente com o
suporte, adsor¢ao ou entrelagamento. O tipo de ligacdo e a interagdo existente entre o suporte
e as células ou enzimas depende da natureza do suporte e do tipo de material a ser
imobilizado. A estabilidade da imobilizacdo esta diretamente ligada a interacdo entre o

suporte e as cé¢lulas ou enzimas [3].

A imobilizacdo de enzimas em materiais inertes ¢ insoliveis ¢ uma area ativa de
pesquisa. Enzimas imobilizadas sdo mais estaveis que as soluveis, podem facilmente ser
reutilizadas e seu uso facilita o isolamento do produto, o que diminui os custos de operagao.
Estas sdo caracteristicas desejaveis para o uso comercial, mas a imobilizagdo muitas vezes
modifica os parametros da reagdo enzimdatica. Mudancas conformacionais e estéricas e
restri¢des difusionais causadas pelo processo afetam a atividade da enzima. Este efeito
depende da enzima, dos substratos e produtos utilizados, do tipo de suporte e do método de
imobilizacdo [4]. Apesar de milhares de enzimas conhecidas e dos seus multiplos usos,
somente algumas se converteram em catalisadores de um processo industrial. A escassez de
processos enzimaticos em escala industrial € conseqiiéncia da auséncia de estudos integrais
que déem solugdes aos problemas existentes quando se propde o projeto de uma reagdo
enzimatica. A modulagdo das propriedades das enzimas através da imobilizagdo em diferentes
suportes, com diferentes métodos de ativagdo, e em diferentes condigdes de imobilizagao

constitui uma alternativa tecnoldgica que contribui para solucionar ou atenuar os efeitos
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negativos das propriedades enzimaticas, possibilitando a sua utilizagdo em um maior nimero
de processos [5]. O aumento dos esfor¢os na pesquisa e desenvolvimento de novos derivados
vem permitindo a substituicdo de algumas rotas de sintese tradicionais por rotas enzimaticas

com menos custos de produ¢do e maior rentabilidade para as industrias [6].

As obrigacdes legislativo-ambientais tém estimulado a adog@o por parte das industrias
quimicas e farmacéuticas de métodos bioldgicos que oferecam, principalmente, processos
limpos. Este fato ¢ decorrente da intensa poluicdo ocasionada pela liberagao de residuos
protéicos liquidos sem tratamento prévio [7], bem como da necessidade do aproveitamento do
bagaco de cana-de-agucar como uma nova matriz energética através de sua hidrolise

enzimatica para producao de etanol. .

Dois exemplos bastante oportunos sdo o soro de leite e o bagaco de cana-de-agucar. O
soro de queijo, apesar de ser considerado um poluente organico, comega a ser visto como uma
importante fonte de matéria-prima para as industrias de alimentos, farmacéutica e quimica. A
hidrolise controlada das proteinas do soro com proteases especificas permite gerar um
hidrolisado composto de pequenos peptideos e teor reduzido de aminoacidos aromaticos, em
especial fenilalanina. Esse produto possui propriedades melhores que as presentes num
hidrolisado constituido de aminoacidos livres e podera ser usado na dieta de fenilcetonuricos.
A hidrolise controlada pode ser feita utilizando proteases de grande especificidade, tais como
tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A, e se constitui em processo que vem sendo
estudado a alguns anos no grupo. A producdo de derivados estabilizados dessas enzimas,

utilizando suporte nacional, ¢, pois de grande interesse.

Jé& residuos lignoceluldsicos como o bagago de cana-de-agtlicar e a palha de cereal moida
sao abundantemente produzidos no Brasil e estdo disponiveis para utilizagdo biotecnologica
[8,9]. No caso do Brasil, o bagaco de cana-de-agticar, subproduto da industria sucroalcooleira,
destaca-se como um dos materiais lignoceluldsicos mais abundantes, com producao superior a
100 milhdes de toneladas, dos quais cerca de 8% nao tem uma destinacdo apropriada. Uma
das formas de utilizagdo do bagaco de cana ¢ na co-geracao de energia, uma pratica muito

utilizada nas usinas, com produ¢do média em torno de 30 kW/h/tonelada de cana moida.

Os resultados obtidos até agora pelos pesquisadores que vém trabalhando com
lignoceluldsicos mostram que a hidrélise enzimatica vem se inviabilizando pelos altos custos
com as enzimas celulases, um complexo de endo, exoenzimas e B-glicosidase e as xilanases
envolvidas na degradacdo de celulose e xilanas. Estudos indicam que até¢ 60% do custo

operacional do processo enzimatico corresponde a reposicdo do complexo enzimatico de
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celulases e muito esfor¢o vem sendo investido na obten¢do de enzimas mais baratas. Além
disso, um dos principais problemas na hidrélise enzimatica reside na reusabilidade da enzima,
pois esta nao ¢ separada facilmente do meio reacional. A imobiliza¢ao/estabilizagao de
celulases podera auxiliar a superar essa grande desvantagem da rota enzimatica, pois permite
facil recuperagdo da enzima e aumenta sua vida operacional, reduzindo, portanto, custos com

o catalisador [10,11].

Tornam-se necessarios estudos enfocados na producao de derivados de baixo custo e
estaveis de enzimas (quimotripsina, carboxipeptidase A e celulase) e caracterizacdo destes em
busca do melhor biocatalisador para a producdo de hidrolisados a partir das proteinas do soro,

bem como a hidrolise enzimatica do bagaco de cana-de-agucar para producao de etanol.

Este projeto de pesquisa tem como objetivo geral produzir e caracterizar novos
derivados de enzimas industriais, dentre as quais se destacam quimotripsina, carboxipeptidase
A e celulase, em quitosana pura e hibridos de quitosana com outros polimeros de baixo custo
utilizando diferentes protocolos de ativacdo e varios métodos de imobilizagdo, bem como

testar os melhores derivados obtidos nas respectivas reacdes de interesse de cada enzima.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Soro de Queijo

A utilizacdo do soro de queijo ¢ assunto de muita pesquisa. Reducdes de demanda
biologia de oxigénio (DBO) em niveis de 75%, com a produgdo concomitante de biogas,
etanol, foram alcangadas e o soro hoje em dia ndo ¢ um poluente, mas um recurso. Porém,
anualmente a producao mundial do soro de queijo estd aumentando e estdo sendo buscados
novos bioprodutos por biotecnologia para reutilizar o soro produzido. O soro ¢ a porgdo
aquosa que se separa do coalho durante o processo convencional de fabricagio de queijo. E
um fluido opaco, de coloracdo amarelada, sabor salgado e perecivel. Retém cerca de 55% dos
nutrientes do leite, dentre eles a lactose, sais minerais, lipideos, proteinas soltveis, acidos

latico, citrico e trico e vitaminas do grupo B [1-3].

No Brasil, o consumo de queijo tem atingido niveis recordes de consumo nos ultimos
anos e continua em ascensao. Aliada a estes dados estd a necessidade de criar alternativas para
utilizacao do soro, pois o tratamento de efluentes dessa natureza ¢ caro e este subproduto ¢

rico em nutrientes podendo assim ser empregado em varias areas [4].

As proteinas do soro possuem um dos mais altos indices de valor biologico quando
comparado a outras fontes de proteinas. O uso dessas proteinas estd aumentando
progressivamente a medida que as industrias aumentam a capacidade de produzir
concentrados das proteinas do soro isolados de proteinas séricas totais, ou concentrados ricos

em fracdes especificas de proteinas do soro [5].

O soro de queijo comega a ser visto como uma importante fonte de matéria-prima para
as industrias de alimentos, farmacéutica e quimica. A hidrélise controlada das proteinas do
soro com proteases especificas permite gerar um hidrolisado composto de pequenos peptideos
e teor reduzido de aminoacidos aromaticos, em especial fenilalanina. Este hidrolisado com
baixo teor de fenilalanina poderd ser usado na dieta de fenilcetontiricos, bem como,
edulcorante na industria alimenticia. A hidrolise controlada pode ser feita utilizando proteases
de grande especificidade, tais como tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase A, e se
constitui em processo que vem sendo estudado a alguns anos no laboratério de Tecnologia
Enzimatica/ DEQ-UFSCar. A produgdo de derivados estabilizados dessas enzimas, utilizando
suporte nacional, é, pois de grande interesse.

Novas plantas com processamentos didrios de mais de dois milhdes de quilogramas de
leite por dia, vém sendo construidas durante os ultimos trés anos nos Estados Unidos.

Nenhum produto de alto valor agregado foi ainda fabricado nestas plantas. Entretanto,
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mercados estdo se expandindo e os custos e lucros de cada processo industrial decidirdo quais

produtos serdo mais rentaveis no futuro [6].

2.1.1 Hidrolise das proteinas do soro de queijo

Os hidrolisados protéicos sdo preparados pela degradagdo relativamente completa das
moléculas de proteina em peptideos menores e, eventualmente, em aminoacidos essenciais.

Essa degradagdo — ou hidrélise — pode ser catalisada por acido, base ou por proteases [7].

A hidrolise enzimatica ¢ muito eficiente e pode ser realizada em condigdes brandas,

mantendo a qualidade nutricional dos aminoécidos [8].

A via enzimatica da hidrdlise de proteinas alimenticias, por muitos anos, representou
uma alternativa para pacientes hospitalizados e impossibilitados de ter uma nutricdo adequada
através de alimentos solidos comuns. O emprego dessa técnica se da devido a melhoria nas
caracteristicas nutricionais, solubilidade permutavel, melhoria na textura, remocao de sabor e

fatores antinutricionais, dentre outros [9].

Os hidrolisados das proteinas do soro tém as seguintes aplicagdes: complemento
nutricional para atletas e pessoas alérgicas a algum tipo de proteina, alimentacdo infantil,

producao de aromas de carnes e cosméticos e na produgao de antianémicos [10].

2.1.2 Enzimas proteoliticas

J4

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

Na protedlise de uma ligagdo peptidica, uma molécula de dgua reage com um grupo
carbonil peptidico e a ligagdo com o grupo amino do aminoacido seguinte ¢ rompida - Figura

2.1.
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Ligagao Peptidica

R, O R, O R R, O
|1 ||) |2 [l Protease |'I //O i |2 Il
Mwlq—cl:—c—rlq—-cl;—c.w + H,0 *Wl?l—fli—c\ + H3N—€|2—C'W‘"
H H H H HH O H
Fragmento de Peptideo Por¢ao Carboxilica Por¢io Aminica

Figura 2.1 Representagdo esquematica da hidrolise de uma ligagdo peptidica catalisada por

uma protease [12].

As enzimas deste grupo catalisam a hidrolise de ligacdes peptidicas pelo ataque
nucleofilico sobre a ligagdo carbono-oxigénio assistida pela doacdo de um préton para o
nitrogénio peptidico. Os residuos de asparagina, histidina e serina atuam como nucleofilo e
doadores de protons. As serina-proteases podem ser obtidas a partir do pancreas de animais

como a tripsina e quimotripsina ou a partir de bactérias como a subtilisina [11,12].

2.1.3 Quimotripsina

A quimotripsina (EC 3.4.21.1) ¢ sintetizada por biossintese proteica como um precursor
denominado quimotripsinogénio enzimaticamente inativo. Rompe-se pela acao da tripsina em
duas partes que permanecem unidas por pontes dissulfeto (S-S) e estas moléculas de
quimotripsinogénio podem ativar outras eliminando dois pequenos peptideos em uma trans-
protedlise. A molécula resultante ¢ uma quimotripsina ativa, uma molécula tripeptidica
interconectada por pontes dissulfeto. Sua estrutura ¢ composta por trés cadeias: A (13
aminoacidos), B (131 aminoécidos) e C (97 aminodcidos) com massa molecular de 25,66
kDA e ponto isoelétrico de 8,4.A quimotripsina in vivo ¢ uma enzima proteolitica que atua
nos sistemas digestivos dos mamiferos e outros organismos. Facilita a ruptura de ligagdes
peptidicas por reagdes hidroliticas, um processo que apesar de ser termodinamicamente
favoravel ocorre de forma lenta na auséncia de catalisadores. O principal substrato da
quimotripsina inclue o triptofano, tirosina, fenilalanina e metionina, que sdo hidrolisados em

seus grupos carboxil terminal.

Como em varias proteases, a quimotripsina também hidrolisa ligagdes éster in vitro,
caracteristica que permite a utilizacdo de substratos andlogos como o éster N-acetil-L-

fenilalanina-p-nitrofenil para anélises enzimaticas.

A quimotripsina rompe as ligagdes peptidicas atuando sobre o grupo carbonil ndo

reativo com um potente nucleéfilo, o residuo 195 da serina que se localiza no centro ativo da
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enzima, que se une covalentemente ao substrato formando um intermedidrio enzima-
substrato.

A reacdo da enzima com seu substrato ocorrem em duas etapas, uma primeira fase de
"ignicao" ao principio da reagdo e um estado estacionario posterior, seguindo a cinética de
Michaelis-Menten. A forma de atuar da quimotripsina se explica como uma hidrdlise que
ocorre em duas etapas: primeiro se acila o substrato para formar um intermediario acil —
enzima que posteriormente perde o grupo acil para que a enzima retorne ao seu estado

original [13]. O mecanismo de ac¢ao da quimotripsina esta ilustrado na Figura 2.2.
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Figura 2.2 Catilise da quebra de uma ligacdo peptidica numa proteina, efetuada pela
quimotripsina. A histidina e a histidina protonada atuam como base e 4cido em duas reacdes de
substitui¢do necleofilica sucessivas: quebra da proteina com formacdo da acilenzima e
liberacdo de um fragmento de proteina; hidrolise da acilenzima com regeneracdo da enzima e

liberagdo de outro fragmento de proteina [12].

10



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica Adriano, W.S.

2.1.4 Metaloenzimas

Dentro deste grupo, estdo as (metalo-proteases) exopeptidases, encontradas nos tecidos
de animais superiores e sendo todas inibidas por agentes quelantes, por conterem um ion
metalico no sitio ativo, participante do mecanismo catalitico. S3o também encontradas em
bactérias e bolores e sdo mais ativas em pH 7,0. Como exopeptidases que necessitam de
zinco, tem-se a carboxipetidase A. Como aquelas que necessitam de manganés, tem-se a
polidase e a iminopeptidase com especificidade para residuos de prolina carboxi e amino
terminal, respectivamente [12]. Ainda existem as hidantoinases que sdo dependentes de dois
ions metais para a sua atividade [14]. Alguns exemplos de metaloenzimas com seus

respectivos metais sdo apresentados na Tabela 2.1

Tabela 2.1 Exemplo de metaloenzimas [15].

Tipos de reacoes Exemplo de sitio ativo M"" Enzima
Hidroélise acida/basica Zn, (Mg, Co, Ni, Cu) anidrase carbdnica
Transferéncia de elétrons Fé, Cu citocromos
Oxidacao (0O,) Fe, Cu citocromo P-450
Oxidagdo (H,0) Mo, Mn aldeido oxidase
Oxidagdo (H,0O,, RO,H) Se, Fe peroxidases
Hidrogenagao Ni, Fe hidrogenases

2.1.5 Carboxipeptidase A

A carboxipeptidase A ¢ uma exopeptidase produzida no pancreas de animais superiores
como um composto de trés cadeias polipeptidicas (massa molecular de 80 KDa), que por
ativacdo com tripsina produz a enzima com uma unica cadeia contendo 307 residuos de
aminoacidos e massa molecular de 34,5 KDa. Esta enzima possui regides de a-hélice (38%) e
de folha pregueada B (17%). Carboxipeptidase A hidrolisa ligagdes peptidicas contendo
residuos carboxi-terminais que nao seja arginina, lisina ou prolina.

CPA remove rapidamente os aminodcidos aromaticos carboxi-terminais (tirosina,
fenilalanina e triptofano), mas também aminoécidos hidrofobicos e alifaticos volumosos, tais

como: leucina, isoleucina, metionina, treonina, glutamina, histidina, alanina e valina.
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Nesta enzima, o ion zinco esta coordenado com trés aminoacidos Hisl%, His® e Glu™ e
uma molécula de dgua. O ion zinco pode ser removido por fortes agentes quelantes e
substituido por cobalto, niquel ou chumbo.

A cadeia lateral do residuo carboxi-terminal a ser liberado liga-se a uma cavidade
hidrofébica expulsando moléculas de dgua (pelo menos quatro moléculas). Essa interacao
hidrofébica ¢ a base da preferéncia desta enzima por cadeias laterais aromaticas ou alifaticas
volumosas. No caso da carboxipeptidase B, especifica para lisina e arginina carboxi-terminais
(residuos polares),a cavidade hidrofobica contém um residuo aspartato.

O oxigénio carbonilico da ligacdo peptidica susceptivel coordena-se com o ion zinco,
que atua como um acido de Lewis e polariza o grupo carbonila da ligagcdo peptidica
susceptivel, facilitando o ataque no dtomo de carbono polarizado pelo grupo carboxilico do
G1u®"™, ou por uma molécula ativada de dgua. Uma polarizacio similar é obtida por diferentes
meios nas serinas proteases O grupo hidroxila da Tyr**® move-se aproximadamente um quarto
do diametro da molécula de enzima (a maior mudanca conformacional observada), a partir da
superficie da molécula, para formar uma ligagao de hidrogénio com o NH da ligacao peptidica
susceptivel e uma ligacdo com o NH da penultima ligagdo peptidica. O Glu*" forma um
anidrido com o atomo de carbono polarizado da liga¢io peptidica susceptivel (ou o Glu*"
promove o ataque de uma molécula de dgua sobre esse atomo de carbono polarizado). A carga
negativa do 4&tomo de oxigénio no intermediario tetraédrico ¢ estabilizada por uma interacao
eletrostatica com a cadeia lateral, carregada positivamente, da Arg'?’, que se moveu para uma
posi¢do estratégica proxima. O substrato ligado ¢ envolvido por todos os lados pelos
grupamentos cataliticos da enzima (Zn>", Glu®”, Arg'’, Arg'”, Tyr*®). O intermediario
anidrido carboxilico formado torna a ligacdo cindivel pronta para o ataque por uma molécula
de agua que esté ligada ao Zn>" [12,13,16,17]. A Figura 2.3 mostra resumidamente a agdo da

CPA sobre uma ligagao peptidica.
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Carboxipeptidase A
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u T+ |
.. NH—CH—C—NH—CH-}coo H:N—CH— 00~

Especificidade: R, # Arginina, Lisina e Prolina

R,.; # Prolina

Figura 2.3 Esquema resumido da a¢do da CPA sobre uma ligacao peptidica.

2.2 Utilizacao do bagaco de cana-de-acucar como matéria-prima

lignocelulolitica

O Brasil, maior produtor de cana - de - agticar, gera como subproduto o bagaco de cana,
um residuo lignoceluldsico oriundo da indéstria sucroalcooleira. Nos ultimos anos, a
producdo de cana-de-agucar superou os 100 milhdes de toneladas. Para cada tonelada de cana-
de-agtcar processada, sao gerados em média 230 kg de bagaco [18]. A composi¢do quimica

do bagaco integral ¢ de 46,0% de celulose, 25,2% de hemicelulose e 20,7% de lignina [19].

Uma das formas de utilizagdo deste residuo € a cogeracao de energia através da queima
do bagaco em caldeira sendo uma pratica tradicional na industria sucroalcoleira. No Brasil,
para cada tonelada de cana moida ¢ produzido cerca de 30 kW.h"'. A cogeragdo de energia
através do bagago ird certamente melhorar a rentabilidade da producdo sucroalcooleira,

aumentando a competitividade do alcool carburante.

Portanto, existe um excedente de 16 milhdes de toneladas de bagago que podem ser
utilizadas para producdo de etanol, tecnologia desenvolvida pela empresa DEDINI com
parceria da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - FAPESP. A “DHR”,
Dedini Hidrolise Rapida como ¢ chamada, baseada na hidrolise acida do bagaco de cana-de-

agucar para obtencao de etanol. Com um hectare de cana, sao colhidas 80 toneladas de cana
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limpa, Estas 80 toneladas produzem, pelo processo convencional, 6.400 litros de etanol
hidratado. Processamento de cana a etanol e energia introduzindo a hidrélise é representado

na Figura 2.4.

Cana-de-agucar
Palha Lignina

Bagaco Unidade de vapor |, Ejetricidade

Unidade de extragao » e Energia Elétrica

de caldo >
Bagaco
Agua
Caldo de ART J
Unidade de producao | Licor de hidrélise
de etanol « Unidade de Hidrolise

Etanol do caldo l
e da biomassa Lignina

Figura 2.4 Processamento de cana-de-agtlicar a etanol e energia introduzindo a hidrolise.

Se a empresa passar a colher a cana integral, que inclui a palha hoje deixada no campo,
a produgdo por hectare passa a ser de 96 toneladas. Além dos 6.400 litros de etanol hidratado
produzido a partir do caldo resultante do processo convencional, a empresa poderd produzir
mais 5.650 litros de etanol com o uso da tecnologia DHR para extracdo de mais acticar do
bagaco e a queima da palha para gerar energia que antes era produzida a partir do bagaco.
Somam-se, assim, 12.050 litros produzidos por hectare, ou seja, dobra-se a producdo se a

tecnologia DHR for empregada e se a palha for usada para geragao de energia para a usina.

A hidrolise dos polissacarideos presentes nos materiais lignocelulosicos pode ser feita
com diferentes tecnologias utilizadas individualmente ou combinadas: cozimento com vapor a
alta pressao seguida ou nao de descompressao rapida, hidrolise acida, hidrélise alcalina, uso
de peroxido de hidrogénio, dissolu¢cdo da lignina a quente com solvente organico ou alcali,
entre outros. Dependendo da severidade do processo utilizado o tratamento pode gerar grande
quantidade de subprodutos toxicos aos microrganismos que irdo utilizar os agucares

produzidos durante a fermentacao.
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Por outro lado, um complexo de enzimas (celulases e xilanases), pode catalisar essa
hidrolise em condi¢des brandas de reagdo, sem geracdo de subprodutos. Evidentemente, serad
necessario um pré-tratamento do material para facilitar a acdo das enzimas, mas esse deve ser
brando. Ramos [20] discute os diferentes tratamentos que podem ser utilizados, suas
vantagens e desvantagens. Concentragdo do acido ou base, temperatura e tempo de processo
sdo varidveis decisivas na composicdo do hidrolisado resultante. Cozimento rapido sob
pressdo, utilizando acido diluido por curto tempo, seguido de descompressdo rapida pode ser
um bom caminho para se preparar o material para o ataque enzimatico. A Figura 2.5 apresenta

o processo de hidrolise para obtencdo de etanol.

Bagaco
v eExplosao com vapor
Pré-tratamento . W | *Acidos diluidos
o ® eOrganosolv
Enzima Hidrélise da
_ celulase ou > celulose
Acido sulftrico
lignina . Queima em
v d caldeira
Fermentacgdo dos

Aclcares a etanol

Destilacao de etanol

!

Etanol

Figura 2.5 Processo de hidrolise para obtencdo de etanol através de hidrolise acida ou

enzimdtica com fermentagdo simultanea.

2.2.1 Sistema celulolitico produzido por Trichoderma reesei

Celulases sdo capazes hidrolisar a celulose, que ¢ a matéria-prima mais abundante do
planeta, a principal fonte de carbono [21] e sdo encontradas nas paredes celulares de vegetais,
constituida de a) glicanas; b) substancias pécticas; ¢) hemiceluloses (xilanas, arabinoxilanas e
[4-0-metil]glicoronoxilanas, glicomananas, galactoglicanas, galactoglicomananas,

xiloglicanas e glicanas); d) outros polissacarideos em menores porcentagens (calose,
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arabinogalactanas e glicoronomananas); e) glicoproteinas, bem como, alcoois aromaticos

formando as ligninas [22]. A celulose apresenta-se na forma amorfa e cristalina [20].

Na hidrolise da celulose é necessario um consorcio de enzimas: endocelulases,
exocelulases, B-glicosidase, descritas na literatura como tendo uma agdo sinérgica entres elas

[22-25]. Este consorcio se divide em:

I — Endocelulases (EG LILIII e IV; EC 3.2.1.4), s3o enzimas que catalisam a
hidrélise interna de ligagdes —(1,4) D-glicosidicas da celulose. Podem hidrolisar também
ligagdes —(1,4) em D-glicanas que contém ligacdes B-(1,3). As endocelulases sdo também
conhecidas como carboximetilcelulases ou endoglucanase. Seu substrato natural ¢ a celulose e
xiloglicana, apresentando especificidade variavel sobre carboximetilcelulose (CMC), avicel

(celulose cristalina), B—glicana e xilana.

II — Exocelulase ou Celobioidrolases (CBH I e II; EC 3.2.91), conhecida como
avicelases ou exocelulase. Catalisam a hidrolise de ligagdes B-(1,4)-D-glicosidicas na celulose

e celotetraose, liberando celobiose das extremidades ndo redutoras da cadeia.

III - B-Glicosidases (EC 3.2.1.21), conhecida como celobiases. Catalisa a hidrolise de
residuos PB-D-glicose terminais ndo redutoras, liberando B-D-glicose. Apresentam ampla
especificidade por B-D-glicosideos, podendo hidrolisar também [3-galactosideos, o-L-

arabinosideos, 3-D-xilonosideos.

As endocelulases e as celobiohidrolases degradam celodextrinas solaveis e celulose
amorfa, enquanto somente as celobiohidrolases, com notaveis excecoes, degradam a celulose

cristalina eficientemente.

A endocelulase quebra aleatoriamente a cadeia polimérica, posteriormente a exocelulase
quebra o final dessa cadeia em um dimero de glicose (celobiose). Por ultimo, a f — glicosidase

converte a celobiose em glicose [22].

2.2.2 Mecanismo de acdo das celulases: Sinergismo

Apesar das hipoteses apresentadas por alguns autores, relacionadas com a
especificidade das diferentes celulases € o seu modo de agdo, ¢ geralmente reconhecida a
existéncia de trés tipos de celulases nos sistemas completos: exocelulases ou

celobiohidrolases (CBH), endocelulases e - glicosidase (celobiase).

16



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica Adriano, W.S.

As endocelulases hidrolisam majoritariamente as ligacdes internas da celulose,
produzindo novas cadeias terminais, logo causam uma diminui¢do consideravel no grau de
polimerizagao da celulose [26,27]. As exocelulases iniciam a hidrélise nas extremidades da
cadeia, e nao produzem uma quantidade significativa de novas cadeias terminais na superficie
da celulose [26,28]. CBHI e CBHII quebram as unidades de celobiose das extremidades
redutora e ndo redutora do polimero, respectivamente [26,29]. As celobiohidrolases também
podem atuar nas regides cristalinas da celulose sem a ajuda das endocelulases [26,30]. As B -

glicosidades completam a hidrolise catalisando a hidrolise da celobiose a glicose.

A hidrolise da celulose cristalina pelas celulases requer a acdo sinérgica das
endocelulases e das celobiohidrolases. O maximo sinergismo ¢ obtido com uma elevada
quantidade de exocelulases na mistura [31]. Sabe-se também que o grau de sinergismo
depende do substrato usado [32]. A Figura 2.6 representa o mecanismo sinérgico acima

descrito.

endocelulase\
exocelulase\ ‘\ﬁ exocelulase

- ( 1)
.\,-\ \’ 00 ™ celobiose
~—

celoblose ”

Figura 2.6 Mecanismo de acao sinérgico do complexo de celulases.

2.2.3 Aplicacoes biotecnolégicas da enzima celulase

Ha varias aplicagdes da celulase em processos biotecnologicos na qual em sua grande
maioria produzida por fungos filamentosos do género Trichoderma para degradagdo de
materiais lignoceluldsicos [33,34]. As induastrias de alimentos, papel e celulose,
biocombustivel, téxtil, farmacéutica, medicina, quimica fina, agroindustria e de alimentacao
animal e silagem vém aplicando essa tecnologia enzimatica para reducdo de custos
operacionais, aumento da qualidade e buscando processos mais limpos diminuindo assim os
impactos ambientais. A producdo de etanol utilizando biomassa lignoceluldsicos atrai as
atencdes de pesquisadores em busca de um processo mais economico e alternativo [34,36].

Kim e colaboradores [34] propuseram a fermentacao por meio sélido da palha de arroz e
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farelo de trigo por Aspergillus niger em busca de energia alternativa, produzindo etanol. Tal
perg 8 )

processo consiste em hidrolisar os materiais lignocelulésicos reduzindo os principalmente em

glicose e xilose e transforma-los posteriormente em caldo de agucares para bioconversao em

etanol.

2.3 Tecnologia enzimatica

Na obten¢do de produtos e intermediarios de interesse comercial existem limitagdes
associadas aos tipos de catalisadores quimicos empregados, pois sdo pouco versateis, exigem
altas temperaturas e possuem baixa especificidade. As enzimas sdo catalisadores que atuam

em condic¢des brandas de temperatura, pH e pressao.

A tecnologia enzimadtica apareceu como area de investigacdo durante a década de 60,
com a imobilizagdo de enzimas para utilizagdo em processos quimicos [37]. Desde entdo, os
processos enzimaticos tém sido aplicados em diversos setores, incluindo construcdo de
biossensores, terapia enzimatica, sintese enzimatica de compostos bioativos, obtencdo de
novos biopolimeros, processos em industrias tradicionais como curtumes, papel e celulose,

téxtil, cosméticos e dentre outras aplicagdes.

O crescimento no mercado de enzimas ¢ de aproximadamente 4-5% ao ano. O
crescimento para os proximos 4 anos também estd estimado em torno de 3%, com estimativa

para 2009 de U$ 2,4 bilhdes de ddlares [35].
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2.3.1 Suportes para imobilizacio

Segundo Messing [38], suportes para imobilizagdo de enzimas podem ser classificados
conforme sua composi¢do e morfologia. A Tabela 2.2 mostra a classificacdo de suportes em

termos de composicao.

Tabela 2.2 Classificacao dos suportes conforme a composicao [39].

Orgéanico

Polimeros naturais

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

carragenana
* Proteinas: colageno, albumina
= Carbono

Polimeros sintéticos
= Poliestireno

= Poliacrilato, polimetacrilato, poliamidas, poliacrilamida

Inorgénicos

= Minerais naturais: bentonita, silica

* Materiais processados: vidro (ndo poroso e poro controlado), metais, 6xidos.

Suportes inorganicos sdo mais adequados para o uso industrial devido as suas
propriedades fisicas, além disso, apresentam uma série de vantagens em relacdo aos suportes
organicos como: elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes
organicos e ataque de microrganismos e facil regeneracao por processo de pirdlise. No mais,
materiais inorganicos ndo apresentam modificacdo na estrutura em uma larga faixa de
pressdo, temperatura ¢ pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e comercializadas
sdo obtidas com matrizes organicas, provavelmente, devido a grande variedade de grupos

funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes organicos [11].

Quanto a morfologia, os suportes podem ser: porosos, ndo porosos e estrutura gel. Os
suportes porosos, tanto organicos quanto os inorganicos, apresentam como vantagem grande

area superficial interna disponivel para imobiliza¢do da enzima, que neste caso fica protegida
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de turbuléncia externa. Observa-se que a morfologia interna dos suportes porosos permite nao
s6 a imobilizagdo da enzima, como também o acesso das moléculas de produtos e substratos.
Os ndo-porosos eliminam a resisténcia a transferéncia de massa interna, contudo, apresentam
uma limitada area superficial disponivel para imobilizacdo de enzimas. Para aumentar a carga
de enzima imobilizada, utilizam-se particulas finas ou fibras, porém, estas sdo dificilmente
removidas da mistura reacional, limitando o uso em reacdes continuas, desde que levadas a
uma alta pressdo em reatores de leito fixo. Além disso, influem no grau de escoamento se

utilizadas em reatores de leito fluidizado [40].

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

substrato.

O suporte para imobilizacdo de enzimas deve apresentar numerosos grupos de facil
ativacdo para participar de multiplas ligacdes entre os grupos reacionais [41]. Para se
conseguir uma imobilizagdo com multiplas ligacdes, necessita-se uma elevada densidade de
grupos funcionais no suporte € uma congruéncia geométrica entre suporte ¢ enzima. Esta

imobilizacao multipontual da enzima ao suporte aumenta a estabilidade enzimatica [42].

Segundo Rossel [42], suportes porosos com uma area superficial muito maior que a
enzima, serdo os mais adequados, pois permitirdo interagdes proteina-superficie planas, ideais
para estabelecer ligagdes em varios pontos com a enzima sem impedimento estérico. Devem
possuir numerosos grupos ativaveis como, por exemplo, hidroxila. Copolimeros e sélido

poroso tipo géis de agarose, silica e alumina atendem a essas especificacoes.

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

atomos com carga parcial positiva localizado na superficie do suporte.

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

enquanto reagem reversivelmente com grupos amino da enzima [40].
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2.3.1.1 Quitosana

Quitosana ¢ um derivado N - desacetilado da quitina, embora esta desacetilagdo nunca
seja completa. Uma nomenclatura bem definida para este grau de desacetilagao ainda nao esta
bem definida entre quitina e quitosana [43,44]. As estruturas da celulose, quitina e quitosana
sdo apresentadas na Figura 2.7. Estes polimeros naturais apresentam vantagens em relacao aos
sintéticos por terem menos limitacdes quanto a biodegradagdo e biocompatibilidade.

Entretanto, podem exibir uma limitagdo em suas reatividades e processamentos.

[ cH0H CH,OH .
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OH e
OH OH
- e 0|
[ cH,0H CH,OH g
0 0
® 0 ")
OH N
OH "
NHCOCH; NHCOCH;
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Figura 2.7 Representacio esquematica das estruturas primarias de (a) celulose, (b) quitina e (c) quitosana.

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

um potente agente geleificante [43], propriedade que € responsavel por muitas das aplicagdes
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da quitosana em diversos setores de sintese e producdo industrial. Outro importante fator ¢é
que a quitina (precursor da quitosana) ¢ o polimero mais abundante na natureza depois da

celulose.

A extracdo de quitina a partir de cascas e esqueletos de animais marinhos vem sendo
proposta em inimeros trabalhos na literatura. Um exemplo de procedimento para obtengdo
comercial de quitina e quitosana ¢ apresentado na Figura 2.8 e depende de algumas etapas
quimicas. Alguns destas etapas sdo bastante drasticas e podem causar degradacdo na cadeia

polimérica [45].

Cascas e/ou esqueletos de animais marinhos

Desmineralizagdo:
As cascas elou esqueletos sdo secas e moidas
O po é tratado com solugao de HCI 0,5 mol L

Desproteinagao
O residuo é suspendo em solugao de NaOH
1% sob agitagao por 24 horas a 65°C

Residuo
Quitina comercial, 95 - 98%

Desacetilagao
A quitina é tratada com solugdo de NaOH 50% a
100°C por 2 a 5 horas sob atmosfera de nitrogénio;
o residuo é lavado para eliminagao do excesso alcalino e seco a 110°C por 24 horas

Quitosana comercial: 70 - 90%

Figura 2.8 Diagrama de produgdo comercial de quitina e quitosana [45].

A quitosana ¢ soluvel em acidos diluidos como &cido acético e férmico, além disso,
sofre reagdes tipicas de aminas, dentre as quais, N-acetilacdo e reacdo de Schiff sdo mais
importantes. Este polimero ¢ interessante devido ao alto contetdo de grupos amino primario,
que permitem a quitosana ser homogeneamente modificada em meio aquoso enquanto a
nucleofilidade destes grupos permitem modificagdes quimicas na molécula visando a um

melhor desempenho funcional [46].
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Os grupos aminos livres presentes no polimero podem adquirir uma carga positiva em
presenca de solucdes acidas diluidas formando um sal solivel que confere a quitosana
importantes propriedades. Destas, destaca-se a quelacdo podendo se ligar a compostos
especificos como as enzimas, gorduras, ions metalicos. Em pH &cido, ela se comporta como
um polieletrdlito, apresentando alta densidade de carga (carga positiva por cada unidade de
glicosamina). Isto favorece as enzimas que possuem cargas negativas apresentando forte

interagdo devido a carga positiva da quitosana [47].

O grau de desacetilacdo ¢ uma outra importante propriedade da quitosana, sendo que
este mede a quantidade de grupos aminos livres no polissacarideo. Para definir o grau de
desacetilacdo da quitosana analiticamente, utilizam-se ferramentas como espectroscopia no
infravermelho, espectrofotometria no ultravioleta e espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono [48-51]. Ja a distribuigdo da massa molecular da quitosana
tem sido feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia [52] e cromatografia de permeacao

em gel [53].

2.3.1.2 Gelatina

Gelatina ¢ preparada pela desnaturagao térmica do colageno isolado de pele animal e
ossos com acidos diluidos. Também pode ser extraido de peles de peixe. Gelatina contém um
nimero grande de glicina (quase 1 em 3 residuos), prolina e residuos de 4-hidroxiprolina.

Uma estrutura tipica ¢ - Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro.

Gelatina ¢ uma mistura heterogénea de um ou varios polipeptideos, entre 300 - 4000
aminoacidos. A tripla hélice de coldgeno tipo I extraido de pele e ossos estdo compostas de
duas cadeias al(I) e a2(I), cada uma com massa molecular de aproximadamente 95 kDa,
largura ~1,5 nm e comprimento ~ 0,3 mm. Ha dois tipos de gelatina dependente da preparagao
que envolve ou ndo um pré-tratamento alcalino que converte asparagina e residuos de
glutamina aos seus respectivos acidos e resultam em viscosidades mais altas. Pré-tratamento
acido (gelatina tipo A) utiliza pele suina enquanto tratamento alcalino (gelatina tipo B) faz

uso de peles de gado e 0ssos.
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2.3.1.3 Alginato de sodio

Alginato ¢ um polimero amplamente usado para imobilizagdo e tecnologias de
microencapsulacao [54,55]. Alginato é um extrato de alga composta de cadeias alternadas de
acido a-L-guluronico e residuos acidos de B-D-manurdnico [56]. Suportes de alginato
normalmente sdo feitos por entrecruzamento do grupo carboxyl do acido a-L-gulurénico com
uma solucdo cationica geleificante como cloreto de calcio, cloreto de bario [57,58]. O alginato
de sodio, ou algina ¢ o carboidrato purificado extraido de vegetais maritimos pelo uso de uma

solugdo alcalina. E extraido, sobretudo da alga Macrocystispyrifera.

A algina ¢ encontrada em todas as espécies de sargagos (Classe Phaeophyceae), e €
possivel fazer uso comercial de espécies de Ascophyllum, Emonia, Laminaria e Nereocystis,
entre outras. A Macrocystis pyrifera ¢ colhida em varias zonas temperadas do oceano
Pacifico: nos Estados Unidos, a area do sul da Califérnia ¢ a principal produtora. A algina ¢é
constituida principalmente pelo sal sddico do acido alginico, polimero linear do 4cido L-
gulurénico e do dcido D-manurdnico. Este tltimo é o principal componente, mas ha alguma

variacdo, dependendo da alga de origem (Figura 2.9).

-
Figura 2.9 Estrutura quimica do alginato. G ¢ o grupo do acido gulurénico e M ¢ o grupo do

acido manurdnico.

A molécula de 4cido alginico ¢ um copolimero de wunidades de 4cido
manopiranosilurénico com ligagdo 1,4, de unidades de &cido gulopiranosiltironico com
ligagcdo 1,4 e de segmentos em que esses acidos urdnicos se alternam com ligagdes 1,4. O
alginato de so6dio ocorre como pd fino ou grosso quase inodoro e insipido, de cor branco-
amarelada. E bastante hidrossolivel, formando uma solucdo coloidal viscosa. E usado na
industria alimenticia, para cosméticos em suspensao, como goma € como ligante e espessante
em comprimidos. Os sais de varios cations polivalentes e o acido alginico tém propriedades
uteis para formacgao de géis. O alginato de sodio tem aplicacdo na geleificacdo para varios fins

como imobilizag¢do enzimatica, formac¢ao de membranas e encapsulaciao de drogas.
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2.3.1.4 K-carragenana

Carragenanas sdo biopolimeros lineares soliveis em agua de aproximadamente 25.000
unidades de galactose com estruturas imprecisas extraidas de algas vermelhas. Sdo utilizadas
como estabilizantes na industria alimenticia, farmacéutica e para imobilizagdo de enzimas e
drogas. Todas as carragenanas sao moléculas altamente flexiveis que, a altas concentragdes
arranjam-se uma a outra para formar zonas de dupla hélice. Existem trés tipos principais de
carragenanas designadas pelas letras gregas «, 1 e A. Elas diferem no grau de sulfonagao e
desidratacdo das unidades de galactose.

A «-carragenana (Figura 2.10) apresenta uma carga negativa por unidade de
dissacarideo [59] e tem as melhores propriedades dentre os trés tipos de carragenana para
geleficagdo passando para um estado de hélice através de altas temperatura ou interagdes
ionica. Embora o mecanismo preciso de geleificagdo induzido por cations ainda seja um
assunto em debate, ha um consenso geral de um mecanismo baseado em dois passos. Uma

transicao sol-gel para formagao de hélice seguido por uma agregacao rapida destas.

Figura 2.10 Estrutura quimica da k-carragenana.

2.3.1.5 Utiliza¢ao de Bacillus megaterium na preparacao de suportes

Bacillus megaterium ATCC 14945 ¢ um microorganismo aerobio e gram-positivo que
vem sendo utilizado no grupo de pesquisa liderado pela Professora Raquel de Lima Camargo
Giordano (DEQ-UFSCar) para a producdo de penicilina G acilase visando a produgdo de
antibidticos B-lactdmicos. As células vegetativas mostram-se como cilindros de extremidades
arredondadas apresentando diferentes dimensdes conforme o meio de cultura. Estas células
apds uma batelada fermentativa podem ser usadas na producao de suportes para possibilitar a
formagdo de poros devido a lise celular depois da produgdo das particulas do suporte ou até
mesmo promover um melhor ambiente para que a interacdo enzima-suporte seja mais bem
orientada possibilitando aumento de rendimentos de imobilizacdo e estabilidades dos

derivados enzimaticos formados.
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B. megaterium tem cerca de 60 pm’ de volume [60] e sua parede celular é composta por
uma camada delgada de acido teicoico e um complexo de peptideoglicanas [61] com

espessura entre 24 e 37nm [62].

2.3.1.6 Utilizacao de Saccharomyces cerevisiae na preparac¢io de suportes

Saccharomyces cerevisiae também conhecido como o fermento do "padeiro" ou
"cervejeiro” ¢ usado na industria alimenticia, vinicola e cervejarias. Este fungo ¢ um
fermento geneticamente tratdvel e estd intimamente relacionado a Candida albicans. Como
uma conseqiiéncia, torna-se um fermento modelo geralmente usado em pesquisa molecular,

incluindo seqiiéncia de analise de DNA, mecanismo de agao drogas antiflingicas.

O género Saccharomyces inclui varias espécies sendo Saccharomyces cerevisiae a mais
conhecida. Suas coldnias crescem rapidamente e amadurecem em trés dias. Eles sdo planos,

lisos, timidos. Sao unicelulares e gram positivos.

S. cerevisiae tem aproximadamente 40um’ de volume [63] contendo B(1—3)-D-glicana,
B(1—6)-D-glicana, quitina, e manoproteina(s). Kolla’r e colaboradores [64] estudaram a
parede celular de S. cerevisiae e reportaram que os polissacarideos parecem ter uma fungao
estrutural, considerando que manoproteina(s) podem agir como protetoras € sao importantes

para a permeabilidade da parede celular.

2.3.1.7 Influéncia da adicido de copolimeros e microorganismos em quitosana nos

suportes

Diversas técnicas sdo estudadas na literatura com o objetivo de controlar o tamanho e
distribuicdo do tamanho de poros em membranas e particulas através de modificagdes
quimicas e/ou fisicas. Rea¢des com 6xido de etileno, acido ftalico e glutaraldeido incluindo
outras derivatizacdes e copolimerizacdes sdo as técnicas quimicas mais comuns [65] Outra
possibilidade ¢ a formacdo e elaboracdo de hidrogéis (hibridos) de quitosana. H4 vérias
definicdes de hidrogel. De acordo com Peppas e colaboradores [66], hidrogéis sdo redes
macromoleculares em meio aquosos ou fluidos bioldgicos e sdo divididos freqiientemente em
trés classes que dependem da natureza de suas redes que podem ser entrecruzadas

covalentemente e redes formadas através de interacgoes fisicas.

Para a quitosana, esta classificacdo ndo ¢ completamente satisfatoria. De fato, ndo ha
um limite claro para classificagdo desses hibridos. Nesta situagdo, uma nova classificacao

J4

para quitosana ¢ sugerida: hidrogéis quimicos sdao formados por ligacdes covalentes
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irreversiveis e fisicos que seriam aqueles formados por interagdes fisico-quimicas reversiveis
[67]. A preparagdo de um hibrido de quitosana necessitard um outro polimero anidnico.
Catalisadores ou iniciadores sdao dispensaveis € a reacdo ocorre geralmente em meio aquoso
que representa a principal vantagem em relacao as redes entrecruzadas covalentemente. Os
mais comuns polidnions utilizados sdo aqueles carregados com grupos carboxilicos como

alginato, pectina, gelatina e carragenana.

Uma rede formada por interagdes idnicas ¢ representada pela Figura 2.11, sendo
caracterizada por um microambiente hidrofilico com uma alta quantidade de 4gua e densidade
elétrica. A atracdo eletrostatica entre os grupos amino catidnicos da quitosana € 0s grupos
anionicos de outros polieletrélitos sdo a principal interagdo que leva a formagao de hidrogéis

de quitosana.

meto basico

N\ .

pH aumenta

pH neutro

pH dmn/

meio acido

H aumenta

Figura 2.11 Estrutura de um complexo de polietrolito de quitosana pH-dependente
contendo; quitosana e polimero adicional [67].

Na verdade, para se formar complexos de polieletrdlitos, ambos os polimeros devem
estar ionizados e carregados com cargas opostas. Isto significa que a reagdo s ocorrera em

valores de pH proximos ao pK, das espécies envolvidas. Durante a complexacao, polietrolitos
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podem resultar em hidrogéis mais ou menos compactos e resistentes de acordo com o meio
que este ¢ formado. Mas se interagdes idnicas sdo intensas, havera precipita¢do e impedird a

formagao de hidrogéis como mostrado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Possiveis complexos polieletroliticos formados com a presenca de quitosana.

Classe quimica Polieletrolito Grupo acido
Alginato -COO~
Polissacarideo
K- carragenana -SO5
Proteina Colageno -COO~

Hidrogéis de quitosana formados por complexacdo de polieletrolitos apresentam
propriedades interessantes na imobilizacdo de células e enzimas, pois formam redes que

possibilitam a difusdo de substratos, produtos e aditivos.

O uso de espagadores mecanicos para produzir poros ¢ outro procedimento comum: a
preparagdo de membranas ou particulas macroporosas usando particulas de silica [65] ou
células que podem ser extraidas ou dissolvidas apos geleificacdo da solu¢do do polimero

gerando assim mais poros.

2.4 Modificacao quimica do suporte

Dado que o desejado ¢ a multinteragdo enzima-suporte, a escolha dos grupos reativos na
enzima deve recair sobre os grupos amino terminais ou grupos lisina residuais, devido a sua

reatividade.

A maioria das proteinas apresenta alguns residuos de lisina os quais geralmente nao
estao envolvidos no sitio ativo da enzima. Grupos amino sao polares e estes ficam geralmente
expostos para o meio na superficie da proteina e, quando desprotonados, sdo muito reativos e,
mesmo sem prévia ativagdo, atuam como agente nucleofilico contra os atomos com carga

parcial positiva localizadas na superficie do suporte.

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

enquanto reagem reversivelmente com grupos amino da enzima [40].

28



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica Adriano, W.S.

Esta modificacdo quimica, ou seja, ativagdo objetiva aumentar a resisténcia mecanica,
alterar a hidrofibicidade da quitosana, biocompatibilidade e estabilidade quimica tornando-a
mais resistente [53]. Para ativa¢do de diversos suportes, varios agentes bifuncionais tém sido

utilizados.

O glutaraldeido ¢ o dialdeido mais popular empregado para a ativagdo de suportes para
imobilizar enzimas [68] e tem sido extensivamente citado como agente ativador de matrizes
para imobilizacdo de enzimas e proteinas. Apesar de sua reagdo com grupos amino primarios
para promover reticulagdo covalente ter sido explorada em vdarias circunstancias, o
mecanismo preciso dessa reacdo e a estrutura dos componentes quimicos formados ndo foram
ainda estudados em detalhe. Glutaraldeido reage com aminos da quitosana e
consequentemente, esses grupos ficam disponiveis em menor quantidade para a formagao de

complexos e sua capacidade de adsor¢ao diminui [69,70].

Os grupos aminos podem reagir com varios grupos laterais das proteinas, como
hidroxila, carbonila, amino e sulfidrila. Sua caracteristica ¢ a alta reatividade dos grupos
aldeidicos com aminas primarias inclusive a pH inferiores a dos grupos aminos da enzima.
Estes grupos sdo capazes de imobilizar proteinas através de bases de Schiff em uma larga
faixa de condicdes (baixas temperaturas e curto tempo de contato enzima-suporte), inclusive

utilizando suportes com baixo grau de ativagao [71].

Entretanto, as moléculas de enzima podem ser imobilizadas de tal maneira a distorcer o
centro catalitico desta e tornando estes muitas vezes inacessiveis ao acesso direto por
moléculas de substrato grande. Multiplas camadas de proteina no interior dos poros dificultam
o0 acesso do substrato ao interior do poro [12]. Outra caracteristica ¢ a producdo de derivados
com baixa estabilidade e alta restricdo difusional. A Figura 2.12 mostra a ligacdo formada

entre o grupo aldeido e o grupo amino da quitosana.
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glutaraldeido

Figura 2.12 Reacdo de ativagdo entre glutaraldeido e quitosana.

Glioxil-suportes tém se mostrado bastante eficazes para imobilizagdes covalentes
multipontuais. Diversas enzimas vém sendo estabilizadas por este método de ativagdo. Ha
formacgao de grupos aldeidicos lineares que possibilitam a imobiliza¢gdo enzimatica através da
formagdo de bases de Schiff [78]. Suportes ativados com glicidol e epicloridrina ndo sao
capazes de promover imobilizacdo de proteinas multipontualmente a pH 7,0 sendo necessario
um pH alcalino cerca de 10,0. A pH alcalino, a imobilizagdo acontece mais rapidamente

devido a forte concentracdo de aminoacidos lisina nao ionizados.

A ativacdo de suportes via epoxidos (glicidol e epicloridrina) de um modo geral se da
em duas etapas: na primeira ocorre a eterificagdo do suporte com o epoxido, resultando em
grupos gliceril, e na segunda a oxidacdo com periodato de sodio, de onde resultam grupos
aldeido, entretanto com epicloridrina, sdo gerados também grupos oxirano de acordo com a

Figura 2.13.
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CH,—CH—CH, —O0— S —» H—C—CH,—0—S + H-CH
Gliceril Glioxil Formaldeido

R =— OH (glicidol)
R=—Cl (epicloridrina)

Figura 2.13 Reagao de ativagao do gel utilizando glicidol ou epicloridrina.

Suportes com grupos epoxidos em sua composi¢ao surgem como uma alternativa muito
vantajosa no desenvolvimento de protocolos simples para a imobilizagdo de enzimas, quando
comparados com suportes ativados via metodologias convencionais (ativagdo com

bromocianogénio - BrCN, glutaraldeido, grupos glioxil e etc).

Os grupos epodxidos sao muito estaveis e, por isso, a obtencao de suportes contendo uma
elevada densidade de tais grupos ¢ absolutamente factivel. Estes suportes podem ser ativados

com uma densa camada de grupos reativos.

Quando os suportes sao resinas sintéticas epoxi-acrilicas, os grupos epoxidos ja fazem
parte da estrutura da superficie do suporte e, assim, ndo ha necessidade de proceder com
nenhum tipo de ativacdo. As interagdes entre os grupos epdxidos do suporte € os grupos

nucleofilicos da proteina s3o dificilmente afetadas por efeitos estéricos [4].

A reagdo de interagdo enzima-suporte pode ser facilmente interrompida mediante o
bloqueio dos grupos ativos remanescentes do suporte, utilizando-se diferentes agentes, como
por exemplo B-mercaptoetanol, glicina, etanolamina e etc, sem a necessidade de realizag¢do de
uma etapa final de redugdo. Os suporters epoxidos sdo capazes de formar ligacdes
extremamente fortes (amino secundario, éter, tioéter) com minima modificagdo quimica da

proteina [73].

Os grupos epoxidos sdo relativamente estaveis a valores de pH 7,0 e em meio aquoso, o
que possibilita a estocagem do suporte comercial por longos periodos de tempo. Ao final do
processo de imobilizagdo, grupos epoxidos podem ser facilmente bloqueados através da

reacdo com compostos contendo grupos tiol ou amino, sob condi¢des brandas de reacdo
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[74,75]. Este procedimento previne reagdes indesejadas entre o suporte € a enzima, 0 que

poderia causar diminui¢do da estabilidade enzimatica.

Desta forma, os suportes ativados com grupos epoxidos parecem bastante adequados
para a preparacao de suportes cromatograficos e como suportes para a imobilizacdo e
estabilizacdo de enzimas [76,77]. A utilizagdo de quitosana acetilada com posterior

epoxilagdo através de epicloridrina foi proposta por Fangkangwanwong e colaboradores [78].

Mateo e colaboradores [79] descobriram a possibilidade de imobilizar proteinas em
suportes ativados com glutaraldeido mesmo em pH 7,0, isto €, algum residuo da molécula de
enzima pode estar exposto com significante reatividade.

Vieira [53] utilizou quitosana ativada com glutaraldeido e epicloridrina para adsor¢ao
de fons Hg*" de efluentes industriais e observou que conseguia uma melhor adsorgdo ao se
reticular a quitosana com glutaraldeido, mesmo para diferentes valores de pH.

Arruda [80] estudou a adsor¢do de P-amilase em quitosana ativada com glutaraldeido,
concluindo ser um agente bifuncional de boa eficacia e facil aplicacao.

Zhang e colaboradores [21] analisaram a influéncia da concentracdo de glutaraldeido e
tempo de contato enzima-suporte na imobilizacdo de hemoglobina em quitosana sendo 0,7%
v/v de glutaraldeido e tempo de 6h as melhores condigdes de imobilizagdo obtidas.

Oliveira [81] estudou a preparacdo de esferas de quitosana com diferentes tipos de
reticulacdo com glutaraldeido para uso em vacinagdo génica e verificou que a reticulacdo com
glutaraldeido gerou propriedades de superficie tais como potencial zeta elevado e um melhor
controle sobre o intumescimento. Estas microesferas foram testadas para a adsorgdo
superficial de pDNA e analisadas quanto a capacidade de transfec¢ao de células in vitro. Os
resultados confirmaram a transfec¢do, apontando o uso potencial destas particulas como
carreadoras de vacinas génicas.

Rodrigues e colaboradores [82] estudaram a influéncia de diferentes agentes de ativagao
(glutaraldeido, glicidol e epicloridrina) na imobilizagdo multipontual de lipase de C.

antarctica em quitosana com estabilidade de 58 vezes em relacdo a enzima livre.

Tiller e colaboradores [83] ativaram polimeros derivados de celulose com L-acido
ascorbico para imobilizagdo de enzimas como glicose oxidase, lactato oxidase e peroxidase
observando que esta reagao de ativagao pode ser utilizada para imobilizacdo covalente de
enzimas e demais compostos aminados de alta e baixa massa molecular e este agente

bifuncional apresentou um derivado de melhor estabilidade em relagao ao glutaraldeido.
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Cardias e colaboradores [71] estudaram a influéncia da concentracdo de glutaraldeido
nos parametros de imobilizagdo da PGA em silica, observando que esta variavel afetava as

taxas de imobilizagdo, bem como, a quantidade de proteina ligada covalentemente ao suporte.

Tardioli e colaboradores [12] prepararam varios derivados de alcalase sobre diferentes
suportes ativados com diferentes agentes bifuncionais como: glioxil-agarose, glutaraldeido-
agarose e brometo de cianogénio-agarose sendo o derivado ativado com glicidol (glioxil) mais

estavel e com glutaraldeido, geraram o derivado menos estavel em relagdo a enzima soluvel.

Eldin e colaboradores [83] estudaram a influéncia da concentracdo de glutaraldeido e do
tempo de ativagdo durante imobilizagdo de penicilina G acilase em particulas de nylon
aminoalquiladas e observaram que um aumento na concentragao de glutaraldeido aumentou a
atividade enzimatica em uma concentracdo maxima de 2,5% v/v, diminuindo a atividade
obtida fora dessa faixa de concentracdao. Os autores ndo observaram nenhum efeito no tempo
de ativagdo, no intervalo de 1 a 3 horas. O pH da solucgdo de glutaraldeido foi analisado numa

faixa de 6,0 a 10,0, obtendo-se atividade méaxima da enzima em pH 9,0.

Cetinus e Ostop [84] observaram aumento da atividade da catalase imobilizada com o
aumento da concentracdo de glutaraldeido utilizada numa faixa de concentracdo de 0,00 a

0,05%.

Ichikawa e colaboradores [85] imobilizaram quitosanase em gel agar e observaram que
a concentragdo de glicidol utilizada influenciava na termoestabilidade da enzima imobilizada,
bem como, na percentagem de enzima imobilizada. Ao se ativar o suporte com concentragdes
de 0,7 a 4,8M de glicidol, obtinha-se rendimento de 82%, contudo, em concentragao de
glicidol de 0,25M, o rendimento diminuiu para 62,5%. Os autores concluiram que o
rendimento de imobilizagdo era proporcional a quantidade de grupos aldeidos existentes no
suporte e que a partir de uma determinada concentragao de glicidol, o rendimento do processo

nao sofria alteragdes.

Yi e colaboradores [86] estudaram a adsor¢ao de metais bivalentes em um derivado de

quitosana via reagdo com dietilenotriamina.

Grazu e colaboradores [74] estudaram a imobilizacdo de B-galactosidase em suportes

contendo grupos epoxidos e tiois apds ativagao.
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2.5 Imobilizacao de enzimas

As principais vantagens obtidas pelo processo de imobilizacdo de enzimas sdo: o
aumento da estabilidade térmica do biocatalisador, aplicacdo em reatores com maior controle
do processo, podendo ser usadas elevadas concentragcdes de enzimas, permitindo a sua
reutilizagdo sem perda significativa da sua atividade catalitica. As principais desvantagens
deste processo sdo: alteragdo da conformagdo nativa da enzima, custo do suporte e perda de
atividade durante o processo de imobilizagdo, interagdo suporte-enzima e a reducdo da
atividade catalitica devido aos efeitos difusionais, de microambiente e estéricos-
conformacionais [87,88]. Portanto, possibilidade de reutilizagio ou uso continuo,
insolubilidade e estabilidade sdo caracteristicas desejadas comercialmente, oferecidas por uma

enzima quando esta se encontra imobilizada em um suporte inerte adequado [89].

As propriedades das enzimas imobilizadas sdo determinadas pelas caracteristicas da
enzima e do suporte utilizados. A interagdo entre os dois resulta em um biocatalisador com
propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas [41]. Para um eficiente processo
de imobilizagdo, alguns fatores devem ser destacados, tais como: as propriedades bioquimicas
da enzima, propriedades quimicas do suporte, método de imobilizacdo empregado, as
caracteristicas do agente bifuncional, efeitos de transporte de massa e a estabilidade do
derivado obtido. A possibilidade da utilizagdo do derivado em varios ciclos compensa as

desvantagens advindas do processo, sendo necessario um estudo para cada caso em particular.

2.5.1 Métodos de imobilizacdo enzimatica

Os métodos de imobilizagao t€m sido subdivididos em trés grupos principais [11]. A
primeira divisdo baseia-se no modo como a imobilizagdo foi alcancada: por confinamento
num espaco limitado ou por ligagdo a um suporte material. Enzimas confinadas sdo
subdivididas de acordo com a estrutura do sistema de confinamento: num espago simples,
como na encapsulacdo ou em muitos espagos pequenos, ao qual a enzima pode estar ligada

como o confinamento em uma matriz.

A ligacdo das enzimas a um suporte material pode ser por adsor¢do ou por ligacdo
quimica. As enzimas ligadas por ligagdo quimica podem ser posteriormente subdivididas de
acordo com o tipo de interagcdo entre a enzima e o suporte ou entre as proprias moléculas de

enzimas. A imobilizacdo enzimatica pode ser dividida em irreversiveis e reversiveis.
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Figura 2.14 Classificagdo dos métodos de imobilizagdo reversiveis de enzimas.
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Dentre estes (Figura 2.14), a adsorcao fisica ¢ o método mais simples e o mais utilizado
para imobilizagdo de enzimas. Consiste na interagdo fisica ndo-especifica da enzima com a
superficie do suporte por agitacio de uma solucdo concentrada de enzima. O suporte a ser
utilizado passa por uma etapa de ativagdo bastante simples para um maior rendimento de
imobilizacdo. A enzima ¢ estabilizada por interagdes fracas com o suporte como forgas de

Van der Waals, interagdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e liga¢des idnicas [90].

As principais vantagens deste processo de imobilizagdo sdo a facilidade e a simplicidade
do processo ¢ a estrutura conformacional da enzima ¢é pouco alterada. As desvantagens sdo a
adsorc¢ao nao-especifica de outras proteinas e substdncias como substrato e a dessor¢cdo da

enzima devido as variagdes de temperatura, pH, forca idnica e a presenca de substrato [90].
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Figura 2.15 Classificagdo dos métodos de imobilizagdo irreversiveis de enzimas
A ligacdo covalente se estabelece através da combinacdo quimica entre o suporte e

grupos funcionais da enzima ndo essenciais para a atividade catalitica. Poucos suportes

contém grupos reativos que permitem acoplamento direto, necessitando por isso na maioria

das vezes, de ativagao (Figura 2.15).

Entre as vantagens da ligagdo covalente, tem-se: grande for¢a de ligacdo com
conseqiiente estabilidade do complexo enzima-suporte. Pode-se obter alta atividade

recuperada ap6s imobilizagdo e, além disso, a alteragdo ocorrida na enzima com a ligacdo ao
suporte pode ser favoravel (alteragdo do pH e da temperatura 6tima, por exemplo) embora

seja um método mais complexo que os anteriores e pode ter alto custo.

Desenvolveram-se novas estratégias racionais de imobilizac¢ao/estabilizacdo de enzimas
36

por ligagdo covalente multipontual a suportes solidos ao assumirem que, se projetada

cuidadosamente, uma ligagdo multipontual muito intensa entre uma pequena area da enzima e
o suporte pode ter 6timos efeitos estabilizantes [68,91,92]. H4 uma inter-relagdo muito forte
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entre todas as partes da molécula de proteina e a “rigidificagdo” de uma pequena area que
pode transladar esta estabilizacdo para toda a estrutura da enzima. Deve-se, evidentemente,
assumir que o desempenho pratico desta hipotese aparentemente simples €, na verdade, muito
complexa. Nao ¢ muito fécil obter este tipo de interacdo muito intensa e muito rigida entre
duas estruturas complexas como uma enzima e um suporte ativado. A Figura 2.16 representa
a imobilizagdo multipontual através de bases de Schiff, isto €, interagdes entre aldeido do
suporte e grupos amino desprotonados de residuos lisina da enzima. Esta imobilizagdo pode
representar imobilizagdes realizadas em suportes ativados com glutaraldeido e glicidol,

entretanto para epicloridrina, a melhor representacao esta na Figura 2.17.

COH

COH

Suporte contendo aldeidos Grupos amino de residuos
lisina

Figura 2.16 Sistema de imobilizacdo/estabilizagdo por ligacdo covalente multipontual

através de bases de Schiff com ativagao via glutaraldeido e glicidol.

Em suportes como hibridos de quitosana, serdo gerados grupo aldeido (glioxil) e
oxiranos quando ativados com epicloridrina. Estes grupos podem se ligar covalentemente nao
somente com grupos aminos, mas também com outros grupos hidroxilas e tidis da enzima

(Figura 2.16).
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Suporte contendo epéxidos e aldeidos Grupos reativos disponiveis
para imobilizacio

Figura 2.17 Sistema de imobilizagao/estabilizag¢do por ligagao covalente multipontual com

ativacdo via epicloridrina.

A atividade, estabilidade e especificidade da enzima imobilizada podem depender: da
origem da enzima, do suporte, do método de ativacdo, do numero de ligagdes covalentes
enzima-suporte, do tempo e da temperatura de imobilizacdo, do pH e da presenca de

inibidores e de substratos no meio reacional [40].

Entretanto, ¢ possivel imobilizar proteinas via ligacdo covalente bipontual usando
suportes com uma baixa densidade de grupos reativos. Estes derivados apresentam
propriedades tipicas similares a enzima livre. Este método de imobilizagdo ndo aumenta
necessariamente a rigidez da estrutura enzimatica, contudo a estabilidade operacional pode ser

significativamente melhorada no momento da formacao das interagcdes enzima-suporte.

Suportes ativados com grupos epdxidos representam uma possibilidade para o
desenvolvimento de imobilizacdo covalente multipontual pelo fato de cumprirem todos os
requisitos necessarios. No entanto, os grupos epdxidos sdo relativamente estdveis em
condi¢des muito brandas [4,73,74]. Tal caracteristica poderia requerer condi¢cdes de trabalho
mais drasticas no sentido de se aumentar a reatividade tanto dos grupos epoxidos do suporte
quanto dos grupos nucleofilicos da superficie protéica. Por exemplo, as lisinas, que sdo os
aminoacidos mais freqiientes na superficie, ttm um pK em torno de 10,5, sendo, portanto,

dificilmente reativas a pH 7,0.

Por outro lado, seria de se esperar que os grupos reativos do suporte e da proteina nao
estivessem corretamente alinhados devido a diferengas nas estruturas. Assim, pode-se assumir

que a imobilizagdo covalente multipontual requererd periodos de tempos mais longos. Além
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disso, o uso de temperaturas moderadamente altas promove uma maior flexibilidade da

estrutura da proteina, o que favorece sua reatividade com os grupos do suporte.

Variaveis como pH e temperatura podem incrementar a multiinteragdo com o suporte.
Como a reatividade dos grupos epdxidos do suporte com proteinas soluveis ¢ muito baixa,
estes processos de imobilizagdo devem ocorrer mediante um mecanismo composto por duas
etapas: uma primeira onde a enzima seria adsorvida hidrofobicamente sobre a superficie do
suporte e uma segunda etapa onde se promoveria a rea¢do covalente entre 0s grupos reativos
da proteina e o suporte. Para a utilizacdo deste método de imobilizacdo, ¢ necessario se
efetuar a substitui¢do de uma parte dos grupos epdxidos do suporte por compostos que

tenham a capacidade de adsorver a proteina por diferentes métodos.

Esta modificac¢do deve ocorrer apenas em uma quantidade de grupos epoxidos suficiente
para adsorver a proteina, deixando inalterada a maior parte dos grupos epoxidos para que se
possa promover a posterior imobiliza¢do covalente. A etapa inicial de adsor¢do pode ocorrer
através de diferentes mecanismos e, assim, os derivados obtidos podem ter diferentes
caracteristicas devido a implicag¢do de diferentes zonas da proteina no processo. O uso destes
suportes heterofuncionais unidos a estes novos possiveis protocolos de imobilizacdo pode
apresentar numerosas vantagens, como por exemplo, a preparacdo de biocatalisadores.

[4,73,74,75]. Esta estratégia de imobiliza¢do pode ser representada através da Figura 2.18.

o [>o

Suporte Diferentes grupos ativos
Heterofuncional na superficie da enzima

Figura 2.18 Sistema de imobilizagdo/estabilizacdo por ligagdo covalente multipontual através

de grupos epoxidos.

Hong e colaboradores [93] investigaram a imobilizagdao covalente de quimotripsina em
nanoparticulas paramagnéticas funcionalizadas com grupos amino obtendo uma capacidade

maixma de imobilizacdo de 61mg de proteina por grama de suporte.
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Mateo e colaboradores [73] investigaram a imobilizacdo de penicilina G acilase e
quimotripsina em Eupergit C* atingindo estabilizacdes de 18 ¢ 6 vezes, respectivamente

empregando longos tempos de incubacao.

Spagna e colaboradores [94] estudaram a imobilizagdo de a-L-arabinofuranosidase em
quitosana por ligacdo covalente com ativagdo por glutaraldeido, por adsor¢do com conjugacao
e por reticulagao. Observaram que o melhor método de imobilizagao foi por conjugacao, cujo
derivado obtido atingiu uma atividade recuperada de 150ULg" e um aumento de estabilidade

ndo reportado quantitativamente em relagdo a enzima livre.

Martino e colaboradores [95] obtiveram éxito em imobilizar -glicosidase em quitosana
por adsor¢do com posterior formagao de ligagdes cruzadas com glutaraldeido e por ligagdo
covalente alcancando atividades recuperadas de 55 a 85% e derivados com estabilidade

operacional, sendo o tempo de meia-vida de 55 dias.

Aise Dinger e colaboradores [96] estudaram a imobilizacdo por adsor¢ao de celulase em
quitosana modificada com alcool polivinilico obtendo um rendimento de imobilizagao de 87%

apresentando uma boa estabilidade operacional.

Xia e Shen [97] imobilizaram celulase (esporos de A. niger) em géis se alginato de
sodio para conversdo de materiais lignocelulosicos em agtlicar soluveis e a imobilizacdo da

celulase em nanofibras de PVA.

Gu e colaboradores [98] imobilizaram a celulose em géis de quitosana obtendo valores

de fator de estabilidade térmica de 3 vezes.

Li e colaboradores [99] imobilizaram a celulase em lipossomas, obtendo ganhos na
atividade especifica de cerca de 10 vezes quando comparados aos sistemas convencionais €

uma menor inibi¢ao pelo produto.

Vértesi e colaboradores [100] estudaram a imobilizagdo de CPA em resinas por
adsorcdo e por ligagdo covalente com ativacdo por etilenocarbodiimida, obtendo uma

estabilizacdo de 3,5 vezes.
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2.5.2 Estratégias para estabilizacio operacional de biocatalisadores

Virias estratégias tém sido utilizadas para se aumentar a estabilidade de derivados
enzimaticos: uso de aditivos estabilizantes, modificacdo quimica da estrutura da enzima,
imobilizacdo, cristalizacdo. Aditivos estabilizantes sdo uma pratica comum na tecnologia

enzimadtica, entretanto sua aplicacdo tem pouca significancia [101].

Estabilizacdo por modificacdo quimica da proteina ¢ atrativo, mas ndo tem recebido
muita atengdo [102]. Derivatiza¢do de enzimas com polimeros, como proteases com sacarose

e dextrana apresentaram uma boa estabilizagao [103].

Imobilizacdo enzimdtica ¢ o método mais estudado e aplicado para melhorar a
estabilidade do biocatalisador, melhorar o controle de operagdo, aumentar flexibilidade do
modelo de reator e recuperagdo facilitada sem contaminagdo do derivado [104]. Dentre os

métodos de imobilizacao, a unido covalente multipontual ¢ o mais eficiente [77].

Lopez-Gallego e colaboradores [105] funcionalizaram a enzima penicilina G acilase e
glutaril acilase com grupos aminos através da reagdo das enzimas com etilenodiamina e
etilenocarbodiimida, de modo a diminuir o pK, destes aminos quando comparados aos aminos

de lisina e suporte glioxil-agarose.

2.5.3 Efeitos difusivos

Através da imobilizagdo enzimatica, ha uma restricdo na mobilidade da enzima afetando
também o fluxo de substratos em dire¢ao aos poros do biocatalisador. Com isso, haverda um
decréscimo na velocidade de reagdo e conseqiiente perda de eficiéncia catalitica quando

comparado a enzima livre.

Para minimizar este efeito de maneira a se otimizar a produtividade e evitar a perda de
bicatalisadores e produtos, aconselha-se diminuir o tamanho da particula para minimizar a
difusdo interna [106], reduzir a carga enzimatica [12], promover a ligacdo da enzima

preferencialmente na superficie do suporte.

Eldin e colaboradores [83] observaram que na imobilizagdo de PGA em particulas de
nylon, ao fornecer uma carga enzimatica superior a 25 ULmL™ de suporte durante a
imobilizacao, a atividade recuperada do derivado se mantivera constante, concluindo haver

limitacdes difusionais no sistema em estudo.
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Prabhune e Sivaraman [107] imobilizaram a PGA em esferas uniformemente porosas de
poliacrilamida gel observando uma limitagao difusional durante o processo de imobilizacao,

contudo ressaltam a facilidade do manuseio do gel.

Van Langen e colaboradores [108] utilizaram uma técnica de titulagdo do centro ativo
da PGA e através desta, observaram uma perda de atividade da enzima apds imobilizagdo em
Eupergit C®, descrevendo assim qualitativamente uma limitagio difusional devido a
impedimentos estéricos, bem como uma perda de atividade devido a alguma deformacdo

promovida na molécula da enzima.

2.5.4 Influéncia do tempo de imobilizacio

Os grupos amino situados na superficie da proteina ndo estdo exatamente alinhados com
os grupos aldeidos da superficie do suporte, ou seja, a enzima e o suporte ativado ndo sao
estruturas complementares. Assim, quando a enzima, ja imobilizada, continua a interagir com
o suporte ativado, novos e corretos alinhamentos entre os grupos da enzima e os grupos
aldeidos do suporte sdo formados. Quando esses alinhamentos sdo produzidos, a subseqiiente

ligagdo quimica deve ser muito rapida e irreversivel.

Este mecanismo para estabilizagdo da enzima por ligacdo covalente multipontual em
suporte ativado esta de acordo com a dependéncia observada da estabilizagdo do derivado e
com o tempo de imobilizagdo. A formacao de alinhamentos adicionais amino-aldeido deve ser
mais lenta do que o primeiro processo de imobilizagdo (reagdo da enzima soluvel com o
suporte ativado), e isto, envolvem a dependéncia entre a estabilidade do derivado final e o
tempo de contato entre a enzima ja imobilizada e o suporte ativado [68]. Conclui-se, entdo,
que a estabilidade dos derivados resultantes aumenta a medida que se aumenta o tempo de

contato entre a enzima solubilizada e o suporte ativado.

Tardioli e colaboradores [12] estudando a CPA em glioxil-agarose, observaram que o
tempo de contato entre a enzima imobilizada e o suporte ativado teve grande influéncia na
estabilizacao da enzima na ordem de 230 vezes em relagdao a enzima livre. O derivado obtido
apresentou uma diminui¢do na concentracdo de aminodcidos lisinas envolvidas nas ligagdes

covalentes enzima-suporte, confirmando a formacgao de ligagdes multipontuais.

Pedroche e colaboradores [109] investigaram a influéncia do tempo na imobilizagao de
quimotripsina ¢ CPA em glioxil-agarose alcangando uma estabilidade de 10.000 e 1.000

vezes, respectivamente.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Suportes:

Quitosana em p6 com grau de desacetilagdo de 85,2 % adquirido junto a POLYMAR
IND LTDA, Fortaleza, Ceara; gelatina comercial da marca Oetker®™; alginato de sodio (Vetec

— Sao Paulo) e «- carragenana adquiridos junto a Sigma Chemical Company (St Louis, MO).
3.1.2 Microorganismos:

Bacillus megaterium ATCC 14945 doado pela Fundagdo Tropical (Brasil);

Saccharomyces cerevisiae (fermento imido para panifica¢io) da marca Fleischmann®.

3.1.3  Reagentes usados para tratamento dos suportes:

Dodecilsulfato de sodio (SDS), Alcalase”™, sabdo em p6 de marca comercial.

3.1.4  Enzimas:

Quimotripsina (EC 3.4.21.1) 120 Ugrge.mg” de enzima liofilizada (0,92 + 0,01mg de
proteina.g™' de enzima liofilizada) da marca Sigma Chemical Company (St Louis, MO).

Carboxipeptidase A (EC 3.4.17.1) tipo II: de pancreas bovino (44+2 Uppyp.mg’ de
proteina e 22+ 0,5 mg de proteina. mL™"' de suspensido) da marca Sigma Chemical Company
(St Louis, MO).

Alcalase® 2,4L FG (EC 3.4.21.62) 28 Ugrge.mg’ de proteina e contendo 32 mg de
proteina.mL™ de extrato enzimatico doada pela Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark).

Celluclast® 1,5L (110,4£0,5 Upp; 30,4£0,8 Upvice; 21,0202 Uenmc e 5,0+0,3
Ucelobiose) por mililitro de extrato enzimatico e contendo 41,3+ 0,5 mg de proteina.mL'1 de

extrato enzimatico doada pela Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark).

3.1.5  Agentes ativantes:
Glutaraldeido a 25% (v/v) comercializado pela Vetec - Sdo Paulo; glicidol (2,3-epoxi-1-
propanol) e epicloridrina (1-cloro-2,3-epdéxido) adquiridos junto a Sigma Chemical Company

(St Louis, MO).
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3.1.6 Substratos:

Ester etilico de N-benzoil-L-tirosina (BTEE), hipuril-L-fenilalanina (H-PHE) adquiridos
da Sigma Chemical Company (St Louis, MO foram usados para as proteases estudadas neste
trabalho. Para a Celluclast” 1,5L, foram utilizados papel de filtro Whatman n° 1, Avicel® (PH
101) e carboximetilcelulose obtidos da Fluka Chemie AG (Suica) e celobiose adquirido da

Sigma Chemical Company (St Louis, MO).

Neste trabalho, foram usados ainda soro de queijo prato doado pela Cooperativa de
Laticinios de Sao Carlos para ensaios de efetividade de quimotripsina livre e imobilizada,
bem como, bagaco de cana gentilmente doado pelo Professor Doutor Adilson Gongalves da
Escola de Engenharia de Lorena (EEL-USP) em ensaios de sacarificacdo utilizando celulase

livre e imobilizada.

3.1.7  Reagentes para analise de proteinas, actlicares e teor de celulose:
Azul brilhante de Coomassie G 250, acido dinitro-salicilico e antrona da marca Vetec -
Sdo Paulo, kit enzimatico para determinagdo de glicose da marca Solab-Sao Paulo. Todos os

demais reagentes utilizados foram de grau analitico e de diferentes empresas comerciais.

3.1.8  Preparacio das particulas de quitosana:

Quitosana em po6 foi dissolvida em 4acido acético 5% v/v. A solugdo resultante foi
deixada em homogeneizagdo por 30 minutos. O sistema solubilizado foi adicionada
lentamente em NaOH 0,1M em uma razdo de 1/10 e deixado em agitacdo moderada por 4h a
temperatura ambiente. Depois, foram lavadas exaustivamente com &agua destilada até a

neutralidade.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacio das particulas de hibridos de quitosana:

Quitosana em pd foi dissolvida em &cido acético 5% v/v e a esta solugdo foram
adicionados os seguintes polimeros separadamente: gelatina comercial, alginato de so6dio ou
carragenana. A soluc¢do resultante foi deixada em homogeneizagdo por 30 minutos. O sistema
solubilizado foi adicionado lentamente em NaOH 0,1M em uma razao 1/10 sobre agitagdo

moderada e deixado em repouso por 4h. Apos este tempo, as particulas foram lavadas com
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agua destilada e Milli-Q. Os seguintes suportes foram preparados: quitosana 2,5% e 5,0%,
bem como, quitosana 2,5% - alginato 2,5%, quitosana 2,5% - carragenana 2,5% e quitosana
4,0% - gelatina 3,0% sendo todas as concentragdes em percentagem massa/volume.
Concentragdes mais altas de quitosana e outros polimeros ndo foram testados devido a alta

viscosidade das solucdes dificultando o manuseio do gel obtido.

3.2.2 Preparacao das particulas de hibridos de quitosana contendo

microorganismos:

Quitosana em po foi dissolvida em acido acético 5% v/v e a esta solucdo foram
adicionados os seguintes polimeros separadamente: gelatina comercial, alginato de so6dio ou
carragenana. Posteriormente, os respectivos microrganismos Saccharomyces cerevisiae (Sc)
ou Bacillus megaterium (Bm) foram adicionados. A solugdo resultante foi deixada em
homogeneizacao por 30 minutos. O sistema solubilizado foi adicionado lentamente em NaOH
0,1M em uma razdo 1/10 sobre agitacdo moderada e deixado em repouso por 4h. Apos este
tempo, as particulas foram tratadas com uma solugdo alcalina composta por 20% de NaOH
IM, 10% de dodecilsulfato de sodio 1% e 70% de agua destilada por 24h a temperatura
ambiente numa proporcao de 0,3mL por miligrama de microrganismo utilizado. A tultima
etapa consistia de um ataque com Alcalase® 0,05% v/v em tampdo fosfato de sodio 0,1M e
pH 8,0 a temperatura ambiente por 24h e conseqiiente lavagem com agua destilada e Milli-Q.
Esse tratamento foi utilizado visando a retirada e a lise das células para formagao de possiveis

poros e aumento da capacidade de imobilizagdo dos suportes.

Visando a diminui¢do de tempo e custos, optou-se por uma segunda metodologia de lise
celular bem mais rapida, pratica e barata pelo uso de sabao em p6 comercial o qual contem
SDS, proteases, lipases secretadas por Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis [1]. Apds
coagulacdo do gel em NaOH, o pH da solucao coagulante era ajustado em 9,0 e a temperatura
a 40°C. Adicionava-se sabdao em p6 de modo a se alcangar uma concentragdo de 1% m/v e o
sistema era mantido sob agitacdo por 24h, sendo depois o gel lavado com dgua destilada e
Milli-Q. Os suportes preparados por essa metodologia foram: quitosana 5,0% - Sc 5,0%,
quitosana 2,5% - alginato 2,5% - Sc 1,75%, quitosana 2,5% - alginato 2,5% - Bm 5,0%,
quitosana 2,5% - carragenana 2,5% - Sc 1,25%, quitosana 2,5% - carragenana 2,5% - Sc
5,0%, quitosana 2,5% - carragenana 2,5% - Bm 5,0%, quitosana 4,0% - gelatina 3,0% - Sc
1,75%, quitosana 4,0% - gelatina 3,0% - Bm 5,0%, sendo todas as concentragdes em

percentagem massa/volume.
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3.2.3 Preparacio de quitosana-alginato-epoxilado:

Dez gramas de quitosana 2,5% (m/v) foram dissolvidos em 400mL de solu¢ao de acido
acético 5% (v/v) e mantidos sob agitagdo mecanica. Em seguida, foram adicionados 40mL de
metanol e 4mL de anidrido acético para uma acetilagdo parcial da quitosana. Apos 1h, foram
adicionados 10g de alginato de sddio 2,5% (m/v) ao sistema e mantido sob agitacdo por 1h.
Esta solu¢do foi adicionada em 3,6 L de solugdo de NaOH 0,1 M para a formagdo do gel e
mantidos sob moderada agita¢ao por 4h e depois lavado com dgua destilada. Para cada 10g de
gel obtido, foram adicionados 100 mL de dimetilformamida e mantido por 30min a 60°C. Em
seguida, foram adicionados 0,8 g de KOH dissolvido em 3mL de isopropanol e, ao final,
10mL de epicloridrina, conforme metodologia adaptada de Fangkangwanwong e
colaboradores [2]. O sistema foi mantido sob agitagdo branda a 60°C por 12h. Apds a

epoxilagdo, o gel foi lavado com agua destilada e Milli-Q até neutralidade.

3.2.4 Ativacao dos suportes utilizando glutaraldeido:

A ativacdo dos suportes foi realizada com glutaraldeido 5% v/v em tampao fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,0 por 1h a 25°C (razdo Vge/Viorar de 1/10). O glutaraldeido funciona como
agente ativante para facilitar a imobilizagdo da enzima e para evitar a dessor¢do da mesma.
Depois da ativagdo, as particulas foram lavadas com excesso de dgua destilada e Milli-Q para

retirar o excesso de glutaraldeido (Figura 3.1).

1 g de suporte
Seco a vacuo

Adicionar solucéo de | . |
glutaraldeido em tampéo v
fosfato de sodio pH 7,0

Manter sob suave agitacao
por 1 hora a temperatura ambiente

Filtrar a vacuo e lavar com

agua destilada e Milli-Q

Figura 3.1 Fluxograma mostrando a ativagdo via glutaraldeido dos géis preparados.

3.2.5 Ativacio dos suportes utilizando glicidol:

Os suportes ativados foram obtidos por eterificacdo deste com glicidol e posterior
oxidacdo com periodato de sodio [3]. Para cada grama de suporte adicionava-se 10mL de
agua destilada, 0,33mL de NaOH 1,7M contendo borohidreto de sédio 0,75M e 0,48mL de
glicidol lentamente em banho de gelo. A suspensdo era mantida sob agitacdo a temperatura

ambiente por 18 a 24 horas e depois lavado em excesso com agua destilada e resuspenso em
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uma propor¢ao (Vee/Vioar de 1/10) para posterior oxidagdo a glioxil. Para cada grama de
suporte eram adicionados 2mL de uma solu¢do de periodato de so6dio 0,1M. Deixava-se reagir
por 2 horas a temperatura ambiente. Oxidado o suporte, este era lavado com agua destilada e
Milli-Q e utilizado para posterior imobilizacdo enzimatica. No estudo da celulase, alguns
suportes foram previamente ativados com glutaraldeido e em seguida ativados com glicidol

com posterior oxidacdo com periodato de sodio (Figura 3.2).

1 g de suporte
Seco a vacuo

Adicionar agua
destilada (10mL)

0,33 mL de
NaOH 1,7 M

v

0,0136 g de
NaBHg, a frio

v

Adicionar 0,48 mL
de glicidol

Manter sob suave agitagao
Filtrar e lavar com por 18 horas a temperatura ambiente

agua destilada e Milli-Q

v

Oxidar com
NalO4

Figura 3.2 Fluxograma mostrando a ativacgao via glicidol dos géis preparados.

3.2.6 Ativacao dos suportes utilizando epicloridrina:

Utilizando epicloridrina, a metodologia consistia na adicdo de 10mL de NaOH 2M
contendo 60mg de NaBH,4 e 2mL de epicloridrina por grama de gel [4]. A ativagdo se dava
em banho de gelo sob agitacdo por 18 horas. O processo de oxidagdo do suporte era 0 mesmo

utilizado para ativag¢do por meio do glicidol gerando grupos glioxil/epoxidos (Figura 3.3).
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1 g de suporte
Seco a vacuo

v

10 mL de
NaOH 2M

v

60mg de
NaBHj,, a frio

v

Adicionar 2mL
de epicloridrina

Manter sob suave agitacao
Filtrar e lavar com por 18 horas a temperatura ambiente

agua destilada eMilli-Q

v

Oxidar com
NalO4

Figura 3.3 Fluxograma mostrando a ativacao via epicloridrina dos géis preparados.

3.2.7 Determinag¢do da quantidade de aldeidos nos suportes:

Dez miligramas de suporte foram adicionados a 1mL de reagente de Schiff contendo
fucsina basica 0,67% m/v, bissulfito de sodio 0,67% m/v e pH 4,5, ajustado com HCI
concentrado para evitar qualquer solubilizacdo dos suportes a base de quitosana previamente
ativados com grupos amino bloqueados. Amostras eram mantidas em repouso por 24h e,
posteriormente, 2mL de 4gua destilada eram adicionados a suspensdo. Apos decantagdo de
aproximadamente 10 minutos, a absorbancia do sobrenadante era lida em comprimento de
onda de 450 nm. A concentragdo de grupos aldeidos em glioxil agarose pode ser calculada
através do consumo de periodato de sddio durante oxidacdo. Entretanto, essa metodologia
para glioxil-quitosana ndo € precisa, pois o periodato é consumido na prépria reagdo com a

quitosana.

Dessa maneira, as concentragdes de aldeido em suportes a base de quitosana foram
obtidas comparando as absorbancias durante a reagdo do reagente de Schiff com aquelas
obtidas pelo glioxil-agarose [3] com diferentes concentragdes conhecidas de aldeido por
grama de gel obtendo-se, assim, uma curva de calibracdo da absorbancia em fun¢do da
concentragdo de aldeidos em glioxil-agarose. Deste modo, calculava-se a concentragdo de
aldeidos em géis de quitosana com base na absorbancia encontrada utilizando a curva de

calibragdo obtida para o gel glioxil-agarose.
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3.2.8 Determinac¢io da quantidade de epoxidos nos suportes:

Quantificagdo de grupos epdxidos (oxirano) foi realizada de acordo com Sundberg e
Porath [5] com pequenas modifica¢des. A liberacdo de ions hidroxila foi acompanhada por
titulagdo de neutralizagdo com HCl 0,1M. O suporte contendo epodxidos (100mg) era
adicionado a 15mL de tiossulfato de sodio 1,3M a pH 7,0 (adi¢ao de HCI) até todo consumo
de epodxidos pelo tiossulfato de sodio. A quantidade de epoxidos presentes na solugdo foi

calculado a partir do volume de HCI adicionado para manter a neutralidade da reacao.

3.2.9 Microscopia eletronica de varredura:

Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi usada para observar a morfologia de
alguns hibridos de quitosana obtidos neste trabalho. Amostras foram liofilizadas para extragao
de agua sem colapsar suas estruturas porosas. As particulas foram imersas em nitrogénio
liquido usando o equipamento Heto FD 2.5 a 5x10 ° mBar de vacuo e - 45°C. Apbs
liofilizagdo, as amostras foram recobertas com uma delgada camada de ouro (10nm) usando
um revestidor (Veeco VE-300) e entdo observadas através de um microscopio eletronico de

varredura JEOL JSM-35C (20 kV).

3.2.10 Determinacio de proteinas:
A concentragdo de proteinas de preparagdes enzimaticas comerciais € dos sobrenadantes
durante as imobilizagdes foi determinada pelo método de Bradford [6] utilizando curva de
calibragdo do padrdo soro albumina bovina (BSA) valida numa faixa de concentragdo de 0 a

0,6 gL".

3.2.11 Ensaios de atividade enzimatica:

As atividades enzimaticas foram determinadas espectrofotometricamente, medindo-se o
aumento de absorbancia devido a formacdo do produto de hidrolise dos substratos. Os ensaios
eram realizados em cubeta de vidro (regido visivel) ou de quartzo (regido UV) de lem de
caminho optico em espectrofotometro Ultrospec 2000 (Amersham Pharmacia Biotech , EUA)
adaptado com agitagdo magnética e circulacdo de 4gua para possivel termostatizagdo do

sistema.

Quimotripsina e alcalase: 140uL de enzima livre ou suspensdo de enzima imobilizada
(retirada com ponteira cortada), convenientemente diluidas eram adicionados a mistura

reacional contendo 2,8mL de tampao fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0 e 140uL. de éster etilico
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de N-benzoil-L-tirosina (BTEE) 8mM preparado em etanol a 25°C [7]. O aumento de
absorbancia medido a 258nm era acompanhado através do software Swift® de modo a se
determinar a tangente da regido linear. A atividade era calculada utilizando-se um coeficiente
de extingdo molar de 870 L / (mol.cm). Uma unidade BTEE (Ugrgg) hidrolisava 1umol de
BTEE por minuto nas condi¢des descritas. Durante todos os ensaios era verificada a
interferéncia do gel (suspensdo) nas leituras espectrofotométricas usando somente suspensao e

tampao apropriado. O célculo de atividade foi realizado de acordo com a equagao 3.1.

Abs / minx diluicdo x V.

cubeta
0587 x Venzima (mL)

(mL)

U gy | ML = 3.1)

Carboxipeptidase A (CPA): 100uL de enzima livre ou suspensao de enzima imobilizada
(retirada com ponteira cortada), convenientemente diluidas eram adicionados a mistura
reacional contendo 2,9mL de hipuril-L-fenilalanina (H-PHE) ImM preparado em tampao
tris/HCI 25mM (pH 7,5) contendo NaCl 500mM a 25°C [8]. O aumento de absorbancia
medido a 254nm era acompanhado através do software Swift® de modo a se determinar a
tangente da regido linear. A atividade era calculada utilizando-se um coeficiente de extin¢ao
molar de 360 L / (mol.cm). Uma unidade H-PHE (Uy.ppg) hidrolisava 1pmol de H-PHE por
minuto nas condi¢des descritas. Durante todos os ensaios era verificada a interferéncia do gel
(suspensao) nas leituras espectrofotométricas usando somente suspensdo e tampao apropriado.

O célculo de atividade foi realizado de acordo com a equagao 3.2.

UH*PHE /mL = Abs /minx dllul?do X Vtubeta (mL) (32)
0’36 X Venzima (ML)

Celulases (Celluclast®):

A Celluclast® ¢ uma preparagio enzimatica que contem enzimas com caracteristicas
distintas: endocelulases, exocelulases e [-glicosidase. Assim era necessario medir as

diferentes atividades para as respectivas enzimas.

As atividades de celulase total foram determinadas pela hidrdlise de papel de filtro
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Whatman N°1 [9]. A rea¢ao foi conduzida em frascos de vidro de 10 mL contendo 1,5 mL de
tampao citrato de sodio 0,05M (pH 4,8), 50 mg de papel de filtro picado Whatman N°1 (3,0%
m/v) e 100 pL. de amostra previamente diluida (enzima livre) ou 200mg de derivado (enzima
imobilizada). A rea¢do foi mantida a 50 °C por lh sob agitacdo de modo que a concentracao
de agucar redutor ndo passasse de 3g.L". Apos 1 h, a reagdo foi interrompida pela adicdo de
2mL de reagente DNS (4cido 3,5-dinitro-salicilico). A mistura reacional foi aquecida a 100 °C
por 5 min e depois de esfriar mediu-se a absorbancia em 540 nm [10]. Para o branco,
substituiu-se a amostra por tampao citrato de sédio 0,05M (pH 4.,8) e também ndo houve

adicao de papel de filtro.

As atividades de endocelulases foram determinadas pela hidrdlise de
carboximetilcelulose (CMC) [11]. A reagao foi conduzida em frascos de vidro de 10 mL
contendo 1,5mL de CMC 0,44 % m/v em tampao acetato de so6dio 0,05 mM (pH 5,0) e 100
puL de amostra previamente diluida (enzima livre) ou 200mg de derivado (enzima
imobilizada). A reagdo foi mantida a 50°C por 1h sob agitacdo de modo que a concentragdo de
agticar redutor ndo passasse de 0,4g.L". Apos 1 h, a reacdo foi interrompida pela adicdo de
2mL de reagente DNS (4cido 3,5-dinitro-salicilico). A mistura reacional foi aquecida a 100 °C
por 5 min e apds resfriamento, mediu-se a absorbancia em 540nm. Para o branco, substituiu-

se a amostra por tampao acetato de sodio nao contendo CMC.

As atividades de exocelulases foram determinadas utilizando Avicel (PH 101) 0,5 %
m/v como substrato. Para determinacao dessas atividades, foi feito procedimento semelhante
as endocelulases, mantendo a reagdo de hidrdlise por 2h de modo que a concentragdo de
agticar redutor ndo passasse de 0,5g.L"". Uma unidade de celulase total (Ugp), endo (Ucmc) ou
exo (Uayi) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa o respectivo substrato
para gerar 1pumol de glicose por minuto nas condi¢des descritas acima. As atividades podem

ser calculadas de acordo com a equagdo 3.3 [12].

ART (mg / mL)xV, (mL)
T, x0,18mg xV,(mL)

U/mL = (3.3)

sendo ART (concentragdo de agucar redutor); V. ( volume do reator); 7, (tempo de hidrdlise

em minutos); V. (volume de enzima) e 0,18mg (1umol de glicose).

As atividades B-glicosidase (celobiase) foram determinadas pela hidrolise de celobiose

0,015M. A reagao foi conduzida em frascos de vidro de 10 mL contendo 2mL de celobiose
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em tampao citrato de sédio 0,05 mM (pH 5,0) e 100 pL. de amostra previamente diluida
(enzima livre) ou 200mg de derivado (enzima imobilizada). A reagdo foi mantida a 50°C por
30 minutos sob agitacdo de modo que a concentracdo de agucar redutor ndo passasse de
0,5g.L"". Apés 30 minutos, a reagdo foi interrompida pela adigio de NaOH e a glicose
produzida foi quantificada através de um kit enzimatico. Uma unidade celobiose (Ucgr) foi
definida como a quantidade de enzima que hidrolisa o respectivo substrato para gerar 2pumol
de glicose por minuto nas condi¢des descritas acima. A atividade pode ser calculada de

acordo com a equagdo 3.4.

_ CG(mg/mL)xV, (mL)

3.4
T, x0,36mg =<V, (mL)

U/mL

sendo CG (concentragdo de glicose); V,( volume do reator); 7, (tempo de hidrdlise em

minutos); V. (volume de enzima) e 0,36mg (2umol de glicose).

3.2.12 Estabilidade térmica:

Eram preparadas solucdes das enzimas soliiveis (quimotripsina, CPA ou celulase) e
suspensdes das enzimas imobilizadas em tampao fosfato de s6dio 0,1M e pH 8,0 (para
quimotripsina a 55°C e 65°C) ou tampao tris/HCI 0,025M, pH 7,5 contendo NaCl 0,5M (para
a CPA a 55°C) ou tampao citrato de sodio 0,05M, pH 4,8 (para celulase a 65°C). As solugdes
e suspensdes eram incubadas em frascos fechados. De acordo com a velocidade de inativacao
térmica da enzima nas condi¢des ensaiadas, eram coletadas amostras em intervalos pré-
determinados de tempo e as atividades residuais eram medidas. Para casos onde a inativagao
térmica fosse muito rdpida, as amostras eram colocadas imediatamente em banho de gelo e

em seguida as atividades eram mensuradas.

Um modelo de dois parametros proposto por Sadana e Henley [13] foi ajustado aos
dados experimentais de inativagdo térmica. O modelo admite decaimento segundo uma reagao
de 1* ordem para a frag¢do (1-a) da enzima, sendo o uma constante conforme mostra a equagao

3.5.

a, =(1—a)xexp(-kt)+a (3.5)

62



Capitulo 3 - Materiais e Métodos Adriano, W.S.

sendo ar atividade relativa (adimensional); o € a relacdo entre a atividade especifica no
estado final A4 e no estado inicial 4;; k constante de desativagio de primeira ordem (tempo™) .
O parametro k descreve o processo de desdobramento ou inativagdo enzimatica e a, o nivel de
estabilizacdo da atividade [14]. Fatores de estabilidade (FE) foram obtidos como a razdo entre
o tempo de meia vida (t;2) dos derivados e o tempo de meia vida da enzima livre nas mesmas
condigdes do ensaio. No entanto, para quimotripsina, devido a rapida desativa¢do a 65°C, o
fator de estabilidade do derivado mais ativo foi obtido da seguinte maneira: (t;, do derivado /
ti» do derivado de referéncia) x FE do derivado de referéncia a 55°C. O emprego desta

equacdo para quimotripsina serd explicado mais detalhadamente nos resultados e discussoes.

3.2.13 Ensaios de temperatura — atividade enzimatica:

Para quimotripsina, foram preparadas solu¢des de enzima livre ou suspensdes contendo
enzima imobilizada em tampao fosfato de sdédio 0,1M, pH 8,0. As atividades eram medidas

em uma faixa de temperatura de 30 a 70°C com BTEE como substrato.

Para CPA, foi usado tampao tris/HCI 0,025M, pH 7,5 contendo NaCl 0,5M. As

atividades eram obtidas numa faixa de temperatura de 25 a 70°C com H-PHE como substrato.

Para a celulase, foi usado tampao citrato de sédio 0,05M, pH 4,8. As atividades eram

obtidas numa faixa de temperatura de 20 a 80°C com papel de filtro como substrato.

Atividade relativa foi definida como a razdo entre a atividade inicial enzimatica medida

a uma determinada temperatura e a atividade inicial enzimatica maxima.

3.2.14 Ensaios de pH — atividade enzimatica:

As atividades para quimotripsina foram medidas a 25°C com BTEE como substrato
variando o pH do meio reacional. Sendo tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH (6,0 a 8,5) e

tampao bicarbonato soédico 0,1M, pH 9,0 a 10,0.

Com a CPA, utilizou-se H-PHE como substrato a 25°C com tampao fosfato de sédio
0,025M, pH (6,4 a 8.,5), tampao tris/HCl 0,025M com NaCl 0,5M, pH (7,5) e tampao
bicarbonato sddico 0,025M, pH 10,0 e 11,0.

Para a celulase, mediu-se a atividade com papel de filtro a 50°C com tampao citrato de

sodio 0,05M, pH (2,0 a 5,0), tampao fosfato de soédio 0,05M, pH 7,0 e 8,0.

Atividade relativa foi definida como a razdo entre a atividade inicial enzimatica medida

a um determinado pH e a atividade inicial enzimatica méaxima.
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3.2.15 Avaliacio da intera¢io enzima-suporte:
A avaliagdo da interacdo enzima-suporte foi realizada incubando-se os diversos
derivados obtidos em solugdes de NaCl 0,5M durante 24h a temperatura ambiente. Apds
incubacdo, verificou-se a atividade enzimatica na suspensdo, bem como a concentracdo de

proteina pelo método de Bradford.

3.2.16 Analise de aminoacidos de enzima livre e imobilizada:

Enzima livre e imobilizada (ambos contendo aproximadamente 2mg de proteina) foram
hidrolisados em HCI (6,8M) a 105°C por 24h. A mistura foi seca a 75°C por 24h. O extrato de
aminoacidos foi dissolvido em tampao citrato de so6dio 0,2M, pH 2,2 e a suspensdo foi
centrifugada a 10.000xg por 4 minutos. Diluiu-se a parte liquida em acido tricloroacético 10%

v/vem 1/1 e centrifugou-se novamente.

A andlise de aminoacidos em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) seguiu o
método da Waters Pico-Tag®. Antes da separacdo em coluna, os aminoacidos presentes na
amostra reagiram com fenilisotiocianato (PITC) formando derivados de feniltiocarbamil
(PTC). O sistema era HPLC modelo 717 mais detector 486 UV-Vis (Waters, Milford, MA)
com uma coluna de fase reversa de 300mmx3,9mm (Pico Tag®; Waters) a 50°C. Foi
utilizado um gradiente de duas fases moveis (A): 0,14M acetato de sodio contendo 0,5uM
EDTA e 6% acetonitrila (pH 5,7) e (B): 60% acetonitrila. Utilizou-se uma vazao de 1,0-1,5
mL.min"' para as fases moveis: 0,0 —12,0 min, gradiente linear de A/B (99:1) a A/B (0:100);
12,0-12,5 min, elui¢do com A/B (99:1).

3.2.17 Acompanhamento do processo de imobilizacdo através do rendimento e

atividade recuperada:

A caracterizacdo da enzima, primeiramente, dava-se pela obtencdo da atividade
enzimatica (U.mL™" de extrato ou U.mg™ de enzima liofilizada) ¢ a massa de proteina.mg™ de
enzima liofilizada ou massa de proteina.mL™ de extrato através de metodologias padrdes de

atividade enzimatica (3.2.12) e método de Bradford [7].

Ao iniciar a imobilizago, era conhecida a carga enzimatica oferecida (U.g"' de gel e mg

de proteina.g™ de gel).

O rendimento de imobilizacao era calculado medindo-se as concentracdes de proteina,

bem como atividade enzimatica no branco (contendo somente tampao apropriado e enzima),
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na suspensao para verificar efeito de dilui¢ao devido a adicao de gel e no sobrenadante ao

decorrer do processo de imobilizacao.

Atividades medidas no branco nas mesmas condigdes de imobilizagdo sempre
preservaram 100% de sua atividade inicial ao decorrer deste trabalho. A percentagem de
enzima ndo imobilizada (%NI) era calculada dividindo-se a atividade remanescente no
sobrenadante (47r) pela atividade enzimatica no branco ao final da imobilizagdo (4zr), tendo
em conta a diluicdo devido a adicdo do suporte, que era determinada pela razdo entre
atividade no branco inicial (4p) e atividade na suspensao (4s.s). Assim, conhecendo-se o
numero de unidades enzimadticas oferecidas por grama de gel, obtinha-se a quantidade de

enzima remanescente, isto €, que ndo fora imobilizada de acordo com a equacao 3.6.

X Ay
%Nl = —2 %100 (3.6)
BF
Logo, a atividade teoricamente imobilizada (A¢resics) fo1 obtida como (100-N1)%. Ao
finalizar a imobilizacdo, a atividade aparente do gel era medida (A¢s.) € comparada a
atividade teoricamente imobilizada (A¢7esrica). A atividade recuperada (Atgecuperads) f01 entdo a
razao entre atividade aparente obtida no gel pela atividade teoricamente imobilizada de

acordo com a equagdo 3.7.

%At _ Alsa 109 (3.7)

Re cuperada
At . .
Teorica

Vale ressaltar que o rendimento de imobilizagdo também era acompanhado pelo

desaparecimento de proteina no processo através do método de Bradford.

3.3 Estudos de imobilizacao e estabilizacao de quimotripsina

A Figura 3.4 representa todas as etapas do estudo de imobiliza¢do de quimotripsina em
diversos suportes ativados em diferentes condigdes. Cada etapa ¢ descrita detalhadamente ao

longo do capitulo.
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Preparacio das particulas

Ativacio do suporte

Imobilizac¢io enzimatica

Parametros de imobilizagio |

Planejamento Fatorial 25

Influéncia da adi¢éo de
copolimeros na imobilizacio

Influéncia da lise celular na
imobiliza¢do

Rendimento Atividade recuperada Estabilidade Térmica

| Biocatalisador |

|
| I I |

| pH e temperatura 6timos | | Ensaios de carga maxima | | Efetividade com soro de queijo | | Andlise de aminoacidos |

Figura 3.4 Fluxograma representativo das etapas dos estudos de imobilizacdo e estabilizagdo

de quimotripsina.

3.3.1 Planejamento fatorial 2°:

Ao comecar esse projeto de pesquisa, buscavam-se alternativas para se alcancar bons
rendimentos de imobilizacio com boa retencdo de atividade e estabilizagdo para
quimotripsina. Assim, optou-se por utilizar um estudo através de planejamento fatorial,
usando como suporte, hibridos de quitosana apenas com gelatina e glutaraldeido como
ativante. A partir destes resultados, prosseguiu-se com o emprego de outros polimeros com

diferentes ativacoes.

Entdo, realizou-se a imobilizagdo multipontual de quimotripsina com o objetivo de se chegar
ao melhor derivado quitosana-gelatina ativado com glutaraldeido em condi¢cdes de
imobilizacdo de pH 10,05 por 2h. O processo foi estudado através de um planejamento
fatorial 2° [15] e se utilizou o software Statistica® 7.0 para tratamento dos dados. Esta
metodologia permitiu pesquisar os principais efeitos e interagdes entre os parametros
analisados reduzindo o numero e custos de experimentos [16,17]. De acordo com a Tabela
3.1, os parametros selecionados para este estudo foram concentragdo de quitosana (A),
gelatina (B), NaOH (C), temperatura da solucdo de NaOH (D) e concentragao de
glutaraldeido (E). As respostas escolhidas foram: rendimento do processo de imobilizacao,
atividade recuperada e estabilidade dos derivados obtidos em relacdo a enzima livre a 55°C.
Todos os experimentos foram feitos nos niveis (-1) e (+1) com a execuc¢do de quatro
experimentos no ponto central (zero) para estimativa de erros experimentais.
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Tabela 3.1 Varidveis e niveis do planejamento fatorial 2°, sendo (A) concentracio de
quitosana, (B) concentracdo de gelatina, (C) concentracio de NaOH, (D) temperatura de

coagulacao e (E) concentracdo de glutaraldeido.

Variavel Nivel -1 0 +1
concentracio de quitosana (%) 2 3 4
concentracio de gelatina (%) 1 2 3
concentraciao de NaOH (mol.L'l) 0,1 0,5 1,0
temperatura de coagulagao (°C) 0,0 20,0 40,0
concentracio de glutaraldeido (%) 2,5 5,0 7,5

3.3.2 Imobilizagdo multipontual de quimotripsina em suportes ativados com
glutaraldeido:

Quimotripsina (600 Ugrge .g" de gel ou 5mg de enzima liofilizada .g" de gel) foi
adicionada ao suporte ativado (razdo m/v de 1/10) em tampao fosfato de s6dio 0,1M, pH 7,0 a
4°C ou tampao bicarbonato sodico 0,1M, pH 10,05 a 25°C por 2h. Os derivados incubados em
pH 10,05 foram reduzidos com NaBH4 (0,1% m/v) sob branda agitagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente sendo lavados com agua destilada para eliminacdo do borohidreto

residual e em seqiiéncia agua Milli-Q.

3.3.3 Imobilizacdo multipontual de quimotripsina em suportes ativados com glicidol
ou epicloridrina:

Quimotripsina (600 ou 1200 Ugtgg .g'1 de gel, isto ¢, 5 ou 10mg de enzima liofilizada

.g" de gel) foram adicionadas ao suporte ativado (razio m/v de 1/10) em tampéo bicarbonato
sodico 0,IM, pH 10,05 a 25°C. Os derivados foram mantidos sob branda agitacdo por
diferentes tempos de contato enzima-suporte (24, 48, 72 e 96 horas), Em seguida, o melhor
derivado obtido foi reduzido com NaBH4 (0,1% m/v) sob branda agitacdo por 30 minutos a
temperatura ambiente [3,8] sendo lavados com 4gua destilada para elimina¢do do borohidreto

residual e em seqiliéncia com agua Milli-Q.
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3.3.4 Ensaios de capacidade maxima de imobiliza¢io:
Ensaios de capacidade maxima de imobiliza¢do de quimotripsina foram realizados para
os melhores derivados ativados com glutaraldeido, glicidol e epicloridrina. As cargas

enzimaticas oferecidas variaram de 5 a 200mg de enzima liofilizada.g™ de gel.

3.3.5 Ensaios de hidrolise de soro de queijo utilizando quimotripsina imobilizada:

Os ensaios de hidrélise de soro de queijo com quimotripsina livre e imobilizada foram
feitos com auxilio de um titulador automatico e em reator com controle de temperatura. As
velocidades iniciais de hidrolise foram determinadas através do consumo de hidroxido de
sodio ao longo do tempo para manter o pH da reacdo constante e igual a 8,0. As condi¢des
experimentais foram: soro de queijo 46g.L'1, NaOH 0,05M, 55°C, tempo de hidrélise de 1 a 5
minutos. O cdalculo para efetividade () ¢ a razdo entre a velocidade de reagdo da enzima

imobilizada (V,

i) € enzima livre (V,) sendo (C,,. ) e (C,) concentragdo de enzima

deriv

imobilizada e de enzima livre no reator, equagao 3.8.

%

deriv
—C, (38)
VL % deriv

CL

]7:

3.4 Estudos de imobilizacdo e estabilizacio de carboxipeptidase

A (CPA)

A Figura 3.5 representa todas as etapas do estudo de imobilizacdo de CPA em diversos
suportes ativados em diferentes condi¢gdes, bem como, ensaios cinéticos e determinacdo de
parametros de transferéncia de massa. Cada etapa ¢ descrita detalhadamente ao longo do

capitulo.

68



Capitulo 3 - Materiais e Métodos Adriano, W.S.

Preparaio das particulas Influéncia da adi¢éo de n-

| acetil-l-tirosina y cilcio na
imobilizacio

Ativacio do suporte

| Influéncia da etapa de
Imobilizacio enzimatica redugio com NaBH,

Parametros de imobiliza¢io |

Influéncia do tempo de

imobilizacio para o suporte
| | epoxilado
Rendimento Atividade recuperada Estabilidade Térmica
| Biocatalisador |
| pH e temperatura 6timos | | Ensaios de carga mixima | | Efetividade com H-PHE | Pariametros cinéticos e

transferéncia de massa

Figura 3.5 Fluxograma representativo das etapas dos estudos de imobilizacdo e estabilizagdo

da CPA.

3.4.1 Imobiliza¢do multipontual de CPA em suporte ativado com glutaraldeido:

Uma solugio de CPA em tampéo bicarbonato sodico 0,1M, pH 10,05 (44 Uypye.g " de
gel ou Img de enzima.g”" de gel) contendo ou nido N-acetil-L-tirosina 0,01M, foi adicionado
ao suporte ativado (razdo m/v de 1/10). A preparacao foi mantida sob agitagdo moderada a
25°C por 3h. Apods imobilizagdo, alguns derivados foram reduzidos com NaBH4 (0,1% m/v).
Na etapa de reducdo, avaliou-se a influéncia de alguns compostos: a) L-tirosina, de modo a se
obter concentracdo de 0,01M, e ions zinco 0,001M; b) somente L-tirosina 0,01M e c)
somente ions zinco 0,001M, que foram adicionados a suspensdo ja contendo NaBHy (0,1%
m/v). A suspensao foi mantida sob branda agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente.
Passado este tempo, os derivados foram lavados com &4gua destilada para eliminagdo do
borohidreto residual, dgua Milli-Q e com tampao tris/HCI 0,025M, pH 7,5 contendo NaCl
0,5M para remocdo de alguma proteina ndo ligada covalentemente. Em algumas
imobilizacdes, apos ativagdo, o suporte foi submetido a um tratamento com CaCl, 1% m/v por
lh em agua Milli-Q a temperatura ambiente para verificar a influéncia do célcio na

imobilizagdo.

69



Capitulo 3 - Materiais e Métodos Adriano, W.S.

3.4.2 Imobilizacdo multipontual de CPA em suporte ativado com epicloridrina:

A imobilizagdo multipontual de CPA foi estudada através de oito experimentos onde os
fatores escolhidos a se observar foram: (i) uma prévia reticulagdo com glutaraldeido 5% v/v
em tampao fosfato de s6dio 0,1M, pH 7,0 por 1h e redu¢do com NaBH4 0,12M por 2h [18].
(i) um prévio contato do suporte ativado, mas ndo oxidado, com CaCl, 1% m/v por 1h e
depois oxidado com periodato de sddio e (iii) a presenga ou ndo de N-acetil-L-tirosina 0,01M
durante a imobilizacdo. A Tabela 3.2 mostra a matriz experimental. As respostas analisadas
foram: rendimento de imobiliza¢cdo (R;), atividade recuperada (Ag) e estabilidade térmica a

55°C (Fp).

Tabela 3.2 Imobilizacdo de CPA em tampao bicarbonato sédico 0,1M pH 10,05 a 25°C por
3h em suporte ativado com epicloridrina (quitosana — carragenana) em diferentes condig¢des

com carga enzimatica de Img de enzima.g”'gel (44Up.pue.g " gel); (+) indica presenca e (-)

auséncia.
Ensaio Glutaraldeido + NaBH,4 Ca(Cl, N-acetil-L — tirosina
1 + + -
2 + + +
3 + - -
4 + - +
5 - + +
6 - + -
7 - - -
8 - - +

Uma soluc¢do de CPA em tampao bicarbonato sddico 0,1M, pH 10,05 (44 Up.pur .g'l de
gel ou Img de enzima.g”' de gel) foi adicionada ao suporte ativado (razio m/v de 1/10). A
preparacdo foi mantida sob agitacdo moderada a 25°C por 3h. Apds imobilizagdo, o melhor
derivado entre os oito estudados foi reduzido com NaBHj (0,1% m/v) contendo L-tirosina
0,01M e ions zinco 0,001M. A suspensdo foi mantida sob branda agitagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente sendo lavados com dgua destilada para elimina¢do do borohidreto
residual, dgua Milli-Q e com tampao tris/HCI 0,025M, pH 7,5 contendo NaCl 0,5M para

remogao de alguma proteina ndo ligada covalentemente.

3.4.3 Imobilizacio multipontual de CPA em suporte epoxilado:
Uma solu¢do de CPA em tampao bicarbonato 0,02M e pH 10,05 (44 Up.pug .g'1 de gel
ou 1mg de enzima.g” de gel) foi adicionada ao suporte ativado (razio m/v de 1/10). A

suspensdo contendo solugdo enzimatica e suporte foi mantida sob branda agitacdo a 25°C por
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um periodo de 24 a 96 horas na presenca de 0,01M de N-acetil-L-tirosina. Ao final, os
derivados foram incubados em solugdao 3M de glicina pH 8,0 por 24 h [19] e lavados com

agua destilada, 4gua Milli-Q e tampao tris-HCl 0,025M e pH 7,5 contendo NaCl 0,5M.

3.4.4 Ensaios de capacidade maxima de imobilizacio:
Ensaios de capacidade maxima de imobilizagdo de CPA foram realizados para os
melhores derivados ativados com glutaraldeido, epicloridrina e epoxilado. As cargas

enzimaticas oferecidas variaram de 1 a 4mg de CPA.g "' gel.

3.4.5 Determinacao dos parametros cinéticos da hidrolise de hipuril-L-fenilalanina:

O efeito da concentragdo de H-PHE na velocidade inicial da reagcdo de hidrolise por

CPA livre e imobilizada foi estudada numa faixa de 0,1 a 0,7mM a pH 7,5 e 37°C.

Experimentos foram realizados com os melhores derivados obtidos para cada agente ativante

em tampao tris-HC1 0,025M, pH 7,5 contendo NaCl 0,5M. Ajustou-se modelo cinético de
Michaelis-Menten (equagdo 3.9) aos pontos experimentais obtidos.

VaxxCS

m:

= 39
K, +Cq (39)

sendo (V) velocidade da reagao, (V.

max

) velocidade méaxima, ( K, ) constante de Michaelis-

Menten e (Cy ) concentragdo de substrato.

3.4.6 Determinacio dos parimetros de transporte de massa na hidroélise de hipuril-
L-fenilalanina:

Depois de calculados os pardmetros cinéticos da reacdo usando CPA livre e
imobilizada, foi estimada a efetividade experimental através da equacgdo 3.8 (3.3.5). Deste
modo, usando um abaco que correlaciona efetividade experimental interna com modulo de
Thiele observado (®) para um determinado adimensional 3 (K,/Cs) foi possivel determind-lo

[20]. A equagdo 3.10 correlaciona coeficiente de difusio efetiva do substrato (D,; ) € modulo
de Thiele observado (®), sendo (R) raio da particula, (V) velocidade da reagdo e (Cy)

concentragdo de substrato.

2
@:(EJ v (3.10)
3 Deﬁ.sz
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3.5 Estudos de imobilizacao e estabilizacao de celulase

A Figura 3.6 representa todas as etapas do estudo de imobilizagdo de celulase em
diversos suportes ativados em diferentes condi¢des e ensaios de hidrolise do bagago de cana.

Cada etapa ¢ descrita detalhadamente ao longo do capitulo.

Preparacio das particulas

Ativacdo do suporte

Imobilizacdo enzimatica

Parametros de imobilizacao

Rendimento Atividade recuperada Estabilidade Térmica
Biocatalisador
Hidrélise do bagaco de Deslignificacio do bagaco
cana-del-ac;l'lcar de cana-de-acucar
|
Cilculo da conversao das Concentracio de celobiose e
reacdes glicose

Figura 3.6 Fluxograma representativo das etapas dos estudos de imobilizacao de celulases e

hidrélise do bagago de cana.

3.5.1 Imobilizagao covalente de celulase em suporte ativado com glutaraldeido e/ou

glicidol:

Celulase (10mg de proteina.g” de gel ou 27 Upp.g™' de gel) foi adicionada a quitosana-
alginato com diferentes ativacdes e condigdes de imobilizacao , (i) ativado com glutaraldeido,
(i) ativado com glicidol, (iii) ativado com glicidol com imobilizacio na presenca de
ditiotreitol (DTT) 0,05M, (iv) pré ativado com glutaraldeido e depois com glicidol (razdo m/v
de 1/10) em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,0 a 25°C por 24h. Depois foram reduzidos
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com NaBH, por 30 minutos (Img.mL™" de suspensio). Os derivados foram lavados com

tampao fosfato sddico 0,2M, pH 7,0 4gua destilada e em seqiiéncia dgua Milli-Q.

Vale ressaltar que o derivado utilizado em bateladas seqiienciais de hidrdlise de bagago
de cana foi preparado com a ativagdo (iv) de acordo com a metodologia proposta por Martins
[21], com carga oferecida de (100mg de proteina.g™ de gel ou 270 Upp.g”' de gel) obtendo-se
uma atividade tedrica imobilizada de 68 Upp.g'1 de gel e atividade aparente de 15 UFp.g'1 de

gel.

3.5.2 Imobilizagao covalente de celulase em suporte epoxilado:

Uma solucdo de celulase em tampdo fosfato de sodio 0,02M e pH 7,0 (10mg de
enzima.g™' de gel ou 27 Ugp.g™' de gel) foi adicionado ao suporte ativado (razdo m/v de 1/10).
A suspensdo contendo solu¢do enzimatica e suporte foi mantida sob branda agitacao a 25°C
por um periodo de 5h a pH 7,0 e a pH 8,5 até completar 24h. Ao final, os derivados foram

lavados com 4gua destilada e agua Milli-Q.

3.5.3 Imobilizagdo de celulase por encapsulacio e conseqiiente reticulacio com

glutaraldeido:

Preparou-se uma solucdo de quitosana 1% m/v em acido acético 1% v/v (40mL). A esta
solucdo foi adicionada celulase, de modo a se obter uma concentragdo de 1mg de proteina por
mililitro de solug¢do de quitosana. Como o pH de solu¢do de quitosana era de 4,3, ndo havia

desnaturacdo enzimatica, ndo existindo inconveniente para a enzima.

A solucdo (enzima-quitosana) foi homogeneizada e adicionada lentamente em 200mL
de tampao tris/HC1 0,1M, pH 8,0, acompanhando-se o pH em banho de gelo por 30 minutos e
depois adicionado glutaraldeido lentamente, de modo a atingir uma concentracao de 0,1% v/v.

Depois disto, a suspensao foi mantida sob agitagao branda por 24h a temperatura ambiente.

O gel j& contendo enzima imobilizada foi filtrado e lavado com é4gua destilada e tampado
fosfato de sodio 0,1M, pH 7,0. A massa de gel lavado e seco foi medida para calcular

rendimento de imobilizacdo e atividade recuperada do processo.

O branco foi acompanhado (enzima e tampao tris/HCI, pH 8,0) durante o processo, nao
havendo perda de atividade enzimatica. Calculou-se a atividade e concentracdo de proteina no

tampao de coagulagdo do gel durante a imobilizacdo.

Sabendo-se o quanto de atividade enzimatica e proteina desaparecida no processo ¢ a

massa de gel produzida, calculou-se a quantidade de enzima teoricamente imobilizada (Upp.g"
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'gel ou mg proteina.g” gel). Com estes dados, foi possivel obter o rendimento de imobilizago

e atividade recuperada.

3.6 Hidrolise do bagaco de cana utilizando celulase livre e

imobilizada

3.6.1 Deslignificacdo do bagaco de cana-de-acucar:
O tratamento foi conduzido medindo-se 100 g do bagago de cana, o qual foi
autoclavado (121°C; 30 minutos) em 2L de solugdo de hidroxido de sodio a 4% m/v. O
material recuperado (celulignina) foi lavado e filtrado até pH 5,5 e seco em estufa a 50°C por

24h [22].

3.6.2 Determinacio do teor de celulose no bagaco de cana-de-acuicar:

O reagente antrona foi preparado pela dissolucao de 0,4g de antrona em 200mL de
acido sulfurico 72% v/v e permanecendo em repouso por 45 minutos devendo ser uma
solugdo fresca e usada no mesmo dia do ensaio. Cuidados devem ser tomados no manuseio do

acido, bem como nas dilui¢des por se tratar de reagdes altamente exotérmicas.

Uma amostra (10mg) de bagaco seco foi submetida a hidrolise com acido sulftrico 72%
v/v (15mL) em banho de gelo com agitacdo intermitente por 1h. Tomou-se 0,ImL e diluiu-se
para ImL com agua destilada e se adicionou em 5SmL do reagente antrona. Agitou-se
lentamente e levou-se a fervura por 10 minutos e se resfriou em banho de gelo.
Posteriormente, leu-se a absorbancia em 620nm de comprimento de onda [23]. A curva de
calibragdo foi elaborada a partir de aliquotas de 0,1mL, utilizando-se como padrdo celulose
cristalina (Avicel). O padrdo foi preparado dissolvendo-se 10mg em acido sulfurico 72% v/v
(3mL) e completando-se o volume para 100mL com &4gua destilada seguindo a mesma

metodologia acima. As concentracdes de celulose variaram de 0,02 a 0,1 g.L'l.

3.6.3 Ensaios de hidrdlise do bagaco de cana-de-acgicar utilizando celulase livre e

imobilizada:

Perfis de conversdo foram obtidos em sacarificacdes usando enzima livre ou

imobilizada de modo a compara-los ao longo de oito dias de reagdo a 50°C e pH 5,0.

A uma suspensao 8,8% m/v de celulignina com 88% de celulose em tampao acetato de
sodio 0,05M, pH 5,0 foi adicionada enzima livre em duas concentragdes distintas (4,3 ¢ 8,6

Urp.g”!' de celulignina) ou enzima imobilizada (4,3 Upp.g”" de celulignina). O derivado
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apresentava atividade teoricamente imobilizada de 7,7 Upp.g” de gel e atividade aparente de
4,3 Upp.g"' de gel. A conversdo da reagdo foi determinada através do método de DNS para

quantifica¢do dos acucares redutores ao longo do tempo.

Ensaios de sacarificagdo também foram realizados em reator batelada e termostatizados
a 47°C durante 10h passando a 37°C até completar 36h de reacdo. As condigdes foram
similares as utilizadas por Vasquez e colaboradores [22] durante ensaios de sacarificagdo e

fermentacdo simultaneas para producdo de etanol.

Bateladas seqiienciais foram realizadas utilizando-se celulase livre e imobilizada de

modo a avaliar a reusabilidade do biocatalisador contendo enzima imobilizada.

A uma suspensdo 10% m/v de celulignina com 88% de celulose em tampdo acetato de
sodio 0,05M, pH 5,0 foi adicionada enzima livre (20 Ugp.g™' de celulignina). Ja para bateladas
com enzima imobilizada, adicionaram-se 2g de derivado, isto €, 15 UFp.g'lde celulignina mais

0,1mL de enzima livre (5 Upp.g”' de celulignina).

No sistema contendo celulase imobilizada, apds cada batelada, a celulignina e o
catalisador do meio eram lavados e filtrados e adicionados de volta ao reator com a adig¢ao de
0,1mL de enzima livre, tampao acetato de sodio 0,05M, pH 5,0 e celulignina fresca 10% m/v.
Em intervalos de tempo, amostras eram coletadas, centrifugadas, diluidas e analisadas quanto

a concentracao de glicose e celobiose.

A concentragdo de glicose foi medida através de kit enzimatico especifico para
glicemia. Celobiose foi analisada em HPLC usando uma coluna de troca idnica para agucares
Shodex KS 801 (300mmx8mm ; Shoko Co.,Ltd., Téquio) a 50°C tendo como fase movel

agua Milli-Q numa vazdo de 1,0 mL.min™".

3.6.4 Calculo da conversao da hidrdlise do bagaco de cana-de-acucar utilizando
celulase livre e imobilizada:
De posse dos valores da concentracdo de glicose e celobiose, pode-se calcular a

conversao das hidrolises de bagago através das equagoes (3.11 a 3.13).

M -M...
M . — Amostra Sélido % C ) 3 ) l l
Glicose Dj() XIOOO Glicose ( )

Miicose= massa de glicose na amostra, (mg);
M 4mosira = massa de amostra retirada do reator, (mg);

Mss1i40= massa de solido na amostra (massa seca a 50°C),(mg);
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Caiicose = concentragdo de glicose no sobrenadante,(g.L'l);

20
Dy - densidade relativa da glicose em relagdo a 4gua a 4°C, (Kg. L™).

M — MGlicose ><j\lo

Glic Re ator
M Sélido

(3.12)

M Giicreator = massa de glicose no reator, (mg);
MGiicose = massa de glicose na amostra, (mg);
M, = massa inicial de sélido, (mg);

Mssiq, = massa de so6lido na amostra (massa seca a 50°C),(mg);

M Glic Re ator

4 = GficReator 3.13
(Glicose) = pp o (celulose) 3-13)

X (Glicosey = conversao em glicose;
MGiicreator = massa de glicose no reator, (mg);

M, (celulose) = massa inicial de celulose (0,88 x 2x 1,1), (mg).

A conversao em celobiose seguiu 0 mesmo raciocinio seguido acima, bem como a
conversdao em aglcar redutor que neste trabalho foi considerada como a soma de glicose e

celobiose.
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4 Resultados: Preparacao e caracterizacio de derivados de
quimotripsina

Pretende-se neste capitulo discutir a estabilizagdo de quimotripsina, por imobilizacdo
covalente multipontual em quitosana e em hibridos contendo copolimeros com ou sem
microrganismos utilizando diferentes protocolos de ativacdo (glutaraldeido, glicidol e

epicloridrina). A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.

4.1 Planejamento Fatorial 2°

Ao comegar a imobiliza¢do de quimotripsina, buscavam-se alternativas para se alcangar
bons rendimentos de imobilizacdo com boa retengdo de atividade e estabilizagdo. Assim,
optou-se por utilizar um estudo através de planejamento fatorial e usando hibridos de
quitosana apenas com gelatina e somente glutaraldeido como ativador e a partir destes
resultados obtidos através deste planejamento preliminar, prosseguiu-se com o emprego de

outros polimeros com diferentes ativagdes.

As cinco varidveis pesquisadas em dois niveis em torno do ponto central foram:
concentragdo de quitosana (A), gelatina (B), NaOH (C), temperatura da solu¢cao de NaOH (D)
e concentragdo de glutaraldeido (E). As variaveis respostas utilizadas para avaliar a influéncia
das varidveis pesquisadas na imobilizagdo de quimotripsina foram: rendimento de
imobilizacao, atividade recuperada e fator de estabilidade a 55°C. A matriz experimental e os
resultados dos trinta e seis experimentos realizados permitiram estimar os efeitos principais e

as interagoes entre eles (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 Matriz experimental e resultados obtidos através do planejamento fatorial 2°,
sendo R; (rendimento de imobilizacdo), Ar (atividade recuperada) e FE ( fator de

estabilidade a 55°C.

Ensaio Variaveis de estudo Respostas

Quitosana Gelatina NaOH T (°C) Glutaraldeido Ry(%) ARr(%) FE
1 1 1 1 1 1 81 36 24
2 1 1 1 1 -1 67 37 199
3 1 1 1 -1 1 98 33 58
4 1 1 1 -1 -1 85 16 118
5 1 1 -1 1 1 99 26 63
6 1 1 -1 1 -1 97 8 14
7 1 1 -1 -1 1 87 22 163
8 1 1 -1 -1 -1 92 18 80
9 1 -1 1 1 1 78 31 83
10 1 -1 1 1 -1 83 26 189
1 1 -1 1 -1 1 67 8 273
12 1 -1 1 -1 -1 88 36 72
13 1 -1 -1 1 1 77 31 15
14 1 -1 -1 1 -1 73 28 22
15 1 -1 -1 -1 1 95 3 130
16 1 -1 -1 -1 -1 92 11 16
17 -1 1 1 1 1 62 19 18
18 -1 1 1 1 -1 75 3 91
19 -1 1 1 -1 1 99 9 70
20 -1 1 1 -1 -1 95 52 50
21 -1 1 -1 1 1 82 6 26
22 -1 1 -1 1 -1 91 14 18
23 -1 1 -1 -1 1 91 8 123
24 -1 1 -1 -1 -1 97 5 80
25 -1 -1 1 1 1 68 37 149
26 -1 -1 1 1 -1 69 11 58
27 -1 -1 1 -1 1 93 31 134
28 -1 -1 1 -1 -1 94 9 14
29 -1 -1 -1 1 1 99 2 98
30 -1 -1 -1 1 -1 98 3 15
31 -1 -1 -1 -1 1 91 31 118
32 -1 -1 -1 -1 -1 95 25 110
33 0 0 0 0 0 94 35 221
34 0 0 0 0 0 92 34 224
35 0 0 0 0 0 97 30 202
36 0 0 0 0 0 88 34 208
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Como pode ser observado, o rendimento, atividade recuperada e estabilidade variaram
de 62 a 99%, de 2 a 52% e de 15 a 273, respectivamente. Observa-se que a interagdo
quitosana-gelatina foi importante nas trés respostas analisadas. Com o aumento da
concentragdo de quitosana, aumenta-se o numero de grupos aldeido formado durante ativagao,
pois a area superficial disponivel para a ativagao € proporcional a concentragdo de polimero.
Isso implica em mais ligagdes multipontuais que podem ser formadas, aumentando a
estabilidade do derivado. De um modo semelhante, a gelatina contribui com mais grupos
aminos e sua presenca permite a formag¢ao de poros maiores quando comparados ao gel de
quitosana sem a proteina. Uma malha interna ¢ formada no hibrido quitosana-gelatina,
causado pela agdo do glutaraldeido entre as moléculas de quitosana e gelatina [1].
Este comportamento pode ser notado pela interagdo dos dois fatores (Figura 4.1-C), pois
existiu um aumento na estabilidade dos derivados obtidos quando a concentracdo dos dois
polimeros empregados foi aumentada, quando comparado com o aumento de apenas

quitosana ou gelatina.

As andlises estatisticas para cada resposta analisada sao apresentadas na Tabela 4.2. De
acordo com os resultados do teste “¢” de Student’s, o fator mais importante para as trés

respostas como ja explicado, foi a interagdo entre quitosana-gelatina.

Tabela 4.2 Efeitos estimados, teste ¢ de Student’s para o planejamento fatorial 2°, sendo (A)
concentragdo de quitosana, (B) concentracao de gelatina, (C) concentragdo de NaOH, (D)

temperatura de coagulacao e (E) concentracdo de glutaraldeido.

Fatores Rendimento Fatores Atividade Recuperada Fatores  Fator de Estabilidade

Efeitos t Efeitos t Efeitos t

Média 86,98 60,16  Média 20,63 7,75 Média 95,72 6,79

C:NaOH  -9,68° -3,16  A: Quitosana 8,22° 1,45° C: NaOH 38,17° 1,28°

D:T(°C) -9,96° -3,25°  C:NaOH 11,01° 1,95 AB 2,42° 0,08°

AB 420" 1,37 AB 1,91¢ 0,34¢ BE -44,22° -1,48°

AD 3,82°  124°  AD 7,75 1,37° DE -47,43° -1,59°

CE -6,93* 2,26 - - - - - _

“p<0,05;

°(0,15< p < 0,25);

‘p>0,25.

O efeito da concentracdo de base esta relacionado provavelmente ao processo de

coagulacdo. Quanto maior a concentracdo de NaOH, mais rdpida serd a coagulacio,
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resultando em poros menores e bem definidos com uma estrutura externa do gel mais fibrosa
[2]. Assim, espera-se que quanto menor a concentragdo de NaOH, maior serd a porosidade do
gel, o que resulta em menores efeitos de difusdo e, por conseguinte, uma atividade recuperada
mais proxima ao verdadeiro valor e um melhor rendimento de imobilizagdo. Entretanto, o
NaOH apresentou efeito positivo na atividade recuperada e estabilidade. A concentragao de
glutaraldeido, na faixa estudada, apresentou efeito negativo nas variaveis de resposta testadas
quando em interacdo com NaOH (rendimento), gelatina e temperatura (fator de estabilidade)
estando possivelmente em excesso mesmo para a menor concentragdo testada. Logo,
concentragdo de glutaraldeido de 2,5% ja ¢ bastante para preparar o suporte para imobiliza¢do

da enzima.

Para um estudo inicial das variaveis de processo, baixos valores de p (p < 0,05) ndo ¢ o
objetivo principal quando na verdade, interessa a importancia da variavel e ndo encontrar uma
equagao ou superficie resposta que descreva o processo. Assim, selecionando os efeitos com
valores maiores de p havera uma maior facilidade de detectar um efeito importante e nao

resultando em um resultado falso negativo.

O teste estatistico foi feito usando o método do ponto central. A Tabela 4.3 mostra as

médias e desvios padrdes calculados no ponto central.

Tabela 4.3 Anélise de significancia do planejamento fatorial 2° através do ponto central.

Y., média do ponto central; Sy, desvio padrao.

Numero de

experimentos 36
Analise do ponto central; nivel de confianca (95%).
Ym 80,31 33,08 257
Sy 0,9 1,8 12,6

A Tabela 4.3 mostra que o importante ¢ além do screening de varidveis de estudo para a
imobilizacdo de quimotripsina em hibridos de quitosana-gelatina, a reprodutibilidade do
processo na quadruplicata do ponto central. Mesmo ndo se obtendo modelos estatisticos em
nivel de 95% de confianca, observaram-se quais os fatores que deveriam ser modificados e

quais poderiam ser aprofundados nos ensaios seguintes.

O estudo permitiu encontrar a influéncia de todas as varidveis de estudo na
imobilizacdo de quimotripsina em quitosana-gelatina ativado com glutaraldeido e mostrou
que a presenca do copolimero permitiu um melhor controle do processo de imobilizagdo.

Podendo assim ser realizados estudos futuros para se obter superficies de resposta e
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eliminando fatores que se mostraram despreziveis neste estudo como temperatura do banho de
coagulacdo e concentracdo de glutaraldeido.

Observando-se que as condigdes utilizadas na preparacdo e ativagdo dos suportes
quitosana-gelatina ndo foram otimizadas e sim, feito apenas um screening, resolveu-se adotar
as condi¢Oes utilizadas anteriormente ao planejamento, como NaOH 0,1M a temperatura
ambiente, glutaraldeido 5% v/v como ativagdo e concentracdes maximas de quitosana e
gelatina de 4 e 3% m/v, respectivamente. Concentragdes maiores de quitosana e gelatina nao
foram empregadas devido a alta viscosidade do gel e consequente manuseio, mantendo-se

uma menor concentragdo de quitosana pura 2,5% para validar resultados anteriores ao

planejamento.

Assim, notando-se que os polimeros influenciariam positivamente no processo,
resolveu-se utilizar outros compostos e diferentes protocolos de ativacdo os quais serdo
discutidos nas sessoes a seguir, mas mantendo NaOH 0,1M e glutaraldeido 5% v/v, pois ndo
se sabia o comportamento do processo com outros polimeros e se tornaria inviavel um

planejamento para cada suporte.

4.2 Preparacao e caracterizacao de hibridos de quitosana

4.2.1 Ativados com glutaraldeido:

Géis de quitosana puro e hibrido foram preparados na presenga e auséncia de células de
microorganismos. Os suportes foram ativados com glutaraldeido e usados para imobilizagdo
de quimotripsina a pH 7,0 e 4°C. A Tabela 4.4 apresenta os parametros de imobilizagdo para
estes derivados. Observa-se que a variavel mais significante foi a concentracao de polimero.
O aumento da concentragao de quitosana de 2,5% a 5,0% levou a um aumento no rendimento

de imobilizagao de 24% para 78% e o fator de estabilidade passou de 29 para 132.
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Tabela 4.4 Parametros de imobilizagdo de quimotripsina em tampao fosfato de sédio 0,1M
pH 7,0 a 4°C em suportes ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 5 mg
de enzima liofilizada.g™ gel (600Ugrge.g ' gel) por 2h, sendo (R;) rendimento de imobilizagao,
(Ar) atividade recuperada, (A,p) atividade aparente, (ti2) tempo de meia-vida e (FE) fator de

estabilizacao a 55°C.

Biocatalisador R (%) Agr (%) Aqp UBTEE.g'lgel t1» (horas) FE
enzima livre - - - 0,02 1

quitosana 2,5% 24 51 73 0,57 29
quitosana 5,0% 78 17 80 2,63 132
quitosana 4,0%-gelatina 3,0% 65 29 113 3,34 167
quitosana 2,5%-alginato 2,5% 62 59 219 4,32 216
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% 82 58 285 2,84 142

Estes resultados podem ser explicados pelo aumento de grupos aldeido capaz de gerar
bases de Schiff com os grupos amino da enzima. Quanto maior a concentragcdo de polimeros,
maior nimero de grupos amino e outros grupos quimicos capazes de reagir com glutaraldeido.
Entretanto, a alta reatividade deste dialdeido também levou a uma excessiva reticulagao na
matriz ¢ a formacdo de pequenos poros. Em conseqiiéncia, a atividade aparente da enzima

imobilizada ndo aumentou.

Tabela 4.4 também mostra que a formagao de hibridos pela mistura de quitosana com k-
carragenana, alginato ou gelatina, para uma mesma concentragdo total de polimeros (5,0 %)
deve ter melhorado a estrutura interna do suporte, pois derivados obtidos a partir de suportes
hibridos apresentaram maior atividade recuperada e estabilidade térmica quando comparados

a quitosana pura.

A interagdo entre os polimeros permitiu que houvesse mais ligagdes € mais poros que
serviram como uma malha que favoreceu a estabilizacdo da enzima, bem como, tornou o
suporte mais resistente a altas temperaturas. A quitosana interage formando pontes de
hidrogénio com alginato e «-carragenana. Portanto, a porosidade torna-se diferente
modificando a conformacdo espacial da quitosana tornando o composito mais resistente as
condigdes drasticas de temperatura e pH [1]. Quitosana também forma polieletrolitos estaveis

com alginato sendo apenas dissociados sob condi¢des severas de temperatura e pH [3].
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Assim, o derivado mais ativo foi obtido usando Kk-carragenana, com 285 Ugree.g ~gel
FE igual a 142, enquanto o mais estavel foi usando alginato, 216 vezes mais estavel que a

enzima livre e atividade aparente de 219 Uprgg.g = gel.

A estabilidade térmica dos derivados produzidos foi analisada a 55°C e pH 8,0. O
modelo de Sadana-Henley de desativagdo foi ajustado aos pontos experimentais (atividades
relativas de quimotripsina para diferentes tempos de incubacao a 55°C). A Figura 4.1 mostra
os resultados do modelo ajustado aos pontos experimentais. Percebe-se que o modelo ajustou-
se bem para todos os derivados preparados e para enzima livre. Os tempos de meia-vida para

os biocatalisadores preparados sdo mostrados na Tabela 4.4.

Os tempos de meia-vida para derivados feitos a partir de quitosana apresentados na
Tabela 4.4 foram muito mais baixos quando comparados a derivados de quimotripsina em
agarose durante 3h de imobilizacdo a 25°C [4]. Estes valores estdo relacionados com as
condi¢des de imobilizagdo usadas nestes ensaios a pH 7,0, 4°C e 2h de tempo de contato
enzima-suporte. Neste pH, a concentracdo de grupos amino das lisinas protonados ¢ alta.
Assim, a possibilidade de formacdo de ligacdes covalentes multipontuais via bases de Schiff
ndo ¢ muito alta. Além disso, o alinhamento correto da proteina para formar multipontuais
requer tempo de imobilizagdo mais longo que 2h e a uma temperatura maior que 4°C

promoveriam interagcdes mais intensas.

0,8 1

0,6 1

04

Atividade Relativa

0,2

0,0

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tempo (horas)
Figura 4.1 Inativacio térmica de derivados ativados com glutaraldeido e com imobilizagdo a
pH 7,0 e 4°C por 2h, com carga oferecida de Smg enzima liofilizada.g "' gel (55°C e pH 8,0)
de (#) quimotripsina soluvel, (0) quitosana 2,5%; (¢) quitosana 5,0%; (©) quitosana 4,0%-
gelatina 3,0%; (m) quitosana 2,5%-alginato 2,5%; ( A) quitosana 2,5%-carragenana 2.5%. As

linhas indicam ajuste do modelo de inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.
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Buscando melhorar a multi-interagdo entre a quimotrispsina € os suportes, foram
realizadas imobilizagdes a pH 10,05 por 24h a 25°C, ainda que a estabilidade do suporte ndo

fosse boa devido as propriedades quimicas do glutaraldeido [5].

O suporte escolhido para verificar a influéncia do pH foi quitosana 2,5%-alginato 2,5%.
De acordo com a Figura 4.2, percebe-se que a pH 10,05 o fator de estabilidade foi 240,
enquanto que para pH 7,0 foi de 216. Em pH 10,05, um maior nimero de grupos amino de
lisinas deveriam estar desprotonados e prontos para reagir com os aldeidos do suporte, todavia
parece ndo ter havido uma maior formagdo proporcional de novas bases de Schiff. O
rendimento de imobilizacdo foi de 65% a pH 7,0 e 100% em menos de 2h de contato a pH
10,05 indicando que mais moléculas de enzima deveriam estar ligadas ao suporte através das
lisinas. Por outro lado, atividade recuperada mais baixa de 12,2% a pH bésico ja era esperada
devido a alta reatividade do glutaraldeido com maior grau de reticulagdo e polimerizacdo do
suporte aumentando os problemas nos efeitos de transferéncia de massa. Apesar de a
imobilizacdo ter sido de 24h, a atividade recuperada e estabilidade térmica foram estimadas

com 2h de reacao.

1,04

0,8

0,6

0,4

Atividade Relativa

0,2

0,0

— 1+ T ' 1T ' T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (horas)

Figura 4.2 Inativacdo térmica de derivados ativados com glutaraldeido com carga oferecida
de 5mg enzima liofilizada.g " gel (55°C e pH 8.0), (¢) quimotripsina solivel; (m) quitosana
2,5%-alginato 2,5% imobilizacdo a pH 7,0; (0) quitosana 2,5%-alginato 2,5% imobilizagdo a
pH 10,05 ambos a 25°C. As linhas indicam ajuste do modelo de inativacdo de Sadana-

Henley aos pontos experimentais.
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4.2.2 Ativados com glicidol:

Tabela 4.5 apresenta os parametros de imobilizagdo para quimotripsina livre e
imobilizada em quitosana pura e seus hibridos ativados com glicidol e oxidados com
periodato de sodio. Ativagdo via glicidol levou a um aumento de quase 100% na estabilizagdo
da enzima quando comparada a ativagdo com glutaraldeido. A imobilizagdo enzimatica
através da reacdo entre glioxil (aldeidos) do suporte com grupos amino da enzima necessita de

pelo menos duas ligagdes simultaneas as quais agem de modo sinérgico.

Este comportamento pode explicar-se pelo aumento observado no fator de estabilidade
de derivados glioxil-quitosana. Provavelmente, imobilizacao via glutaraldeido foi unipontual
e com glioxil através de pelo menos duas ligacdes. Pode-se observar que o melhor derivado
obtido foi quitosana-carragenana ao apresentar 34% de rendimento de imobilizagdo com 76%
de atividade recuperada e um fator de estabilidade de 243 vezes. Isso implica em menor
volume de catalisador gasto em reator, pois apresenta uma maior carga de enzima imobilizada
mesmo com a estabilidade sendo aproximadamente a metade do derivado quitosana-alginato
que foi 425 vezes mais estavel que a enzima soluvel, mas apresentou baixa capacidade de

imobilizacdo expressa em seu rendimento de 17%.

Tabela 4.5 Pardmetros de imobiliza¢do de quimotripsina em tampao bicarbonato sddico 0,1M
pH 10,05 a 25°C em suportes ativados com glicidol com carga oferecida de 10mg de enzima
liofilizada.g'gel (1200 Ugrge.g" gel) por 24h, sendo (R;) rendimento de imobilizagdo (Ag)
atividade recuperada, (A,p) atividade aparente, (ti2) tempo de meia-vida e (FE) fator de

estabilizacao a 55°C.

Biocatalisador Ri (%) Ar(%) Ay UBTEE.g'lgel ti2 (horas) FE
enzima livre - - - 0,02 1

quitosana 5,0% 50 13 78 1,89 95
quitosana 2,5%-alginato 2,5% 17 43 88 8,50 425
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% 34 76 310 490 243

4.2.3 Ativados com epicloridrina:

Resultados da Tabela 4.6 mostram que a ativacdo de quitosana pura e seus hibridos com
epicloridrina, posteriormente, oxidado com periodato de sédio levaram a uma significante

melhora na estabilidade térmica dos derivados quando comparados aos outros agentes
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ativantes. Com glicidol, quitosana 2,5% - alginato 2,5% teve um fator de estabilidade maior
que a quitosana 5% (Tabela 4.5). Quitosana pura foi mais estavel que o hibrido quitosana-
alginato. Entretanto, o derivado mais estavel usando epicloridrina foi quitosana 2,5%-

carragenana 2,5%.

A presencga de diferentes grupos reativos em cada polimero e a diferenca de reatividade
dos ativadores permite diferentes interagdes enzima-suporte. O mesmo hibrido ndo foi melhor
nas trés ativacdes empregadas devido as caracteristicas quimicas de cada um de acordo com
cada ativagdo. Além de grupos hidroxila, os polimeros apresentam outras fungdes reativas:
grupos amino da quitosana, grupos acidos no alginato e grupos sulfatos na carragenana. O
glutaraldeido reagird preferencialmente com grupos amino da quitosana e grupo reativos do
alginato (hidroxilas), essa reagdo ¢ rapida e de dificil controle, explicando a alta velocidade de

imobilizacdo com baixa recuperagdo e estabilizagdo.

A reacdo de aminos da quitosana com epicloridrina além de gerar glioxil também
formara epoxidos, os quais estdo disponiveis para se ligarem a enzima. Glicidol apresenta em
sua estrutura um anel oxirano e uma hidroxila, diferenciando-se da epicloridrina apenas pelo

atomo de cloro que esta apresenta em sua cadeia e por isso sendo mais reativo.

Como epicloridrina ¢ mais reativa que glicidol, mais grupos aldeidos serdo formados no
suporte além de grupos oxirano, o que permitiria a formacao de mais ligagdes enzima-suporte,
explicando assim o aumento no fator de estabilidade. Os melhores resultados obtidos foram
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% com uma estabilizacdo de 517 vezes a 55°C. As diferentes
reatividades de grupos funcionais envolvidos e a conformacao helicoidal da carragenana

devem ter promovido a forma¢do de uma maior malha de poros internos [6].

Tabela 4.6 Parametros de imobiliza¢do de quimotripsina em tampao bicarbonato soédico 0,1M
pH 10,05 a 25°C em suportes ativados com epicloridrina com carga oferecida de 10 mg de
enzima liofilizada.g" gel (1200 Ugrge.g” gel) por 24h, sendo (R;) rendimento de imobilizacao,
(Ar) atividade recuperada, (A,p) atividade aparente, (t12) tempo de meia-vida e (FE) fator de

estabilizacdo a 55°C.

Biocatalisador Ri (%) Agr (%) Ay UBTEE.g'lgel ti2 (horas) FE
enzima livre - - - 0,02 1

quitosana 5,0% 77 19 176 9,00 455
quitosana 2,5%-alginato 2,5% 65 24 187 6,70 335
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% 71 22 187 10,34 517
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4.2.4 Influéncia da adicao de microorganismos durante a preparacao do suporte:

A influéncia da presenca de células durante a preparagdo de suportes e conseqiiente
formagao de poros foi estudada para quitosana pura e seus hibridos produzindo os melhores
derivados de quimotripsina ap6s ativagao com glutaraldeido, glicidol ou epicloridrina. A
adicao de Saccharomyces cerevisiae (Sc) ou Bacillus megaterium (Bm) foi estudada em duas

concentragdes distintas. A Tabela 4.7 apresenta os resultados obtidos.

Esperava-se que a presenca de células promoveria uma significante melhora nas
condig¢des intra-particula do suporte com conseqiiente aumento de porosidade e permitindo
que uma maior quantidade de moléculas de quimotripsina se ligaria ao suporte ativado. No
entanto, os parametros de imobilizacdo ndo foram afetados consideravelmente quando
ativados via glutaraldeido. A alta reatividade deste composto pode ser responsavel por esses
resultados. Reagdes laterais devem formar produtos de cadeias laterais hidrofobicos que
dificultariam um correto alinhamento enzima-suporte diminuindo a estabilizacdo da enzima
[7]. Tabela 4.7 também mostra que usando glicidol, os parametros de imobilizacdo foram
afetados ao utilizar células. Os melhores resultados obtidos foram para o suporte quitosana-
carragenana-Sc 5,0% com 72% de rendimento, 31% de recuperacdo de atividade e 442 vezes
mais estavel a 55°C. O uso de Saccharomyces cerevisiae conduziu a melhores resultados que
Bacillus megaterium. Os microorganismos estudados tém tamanhos similares, S. cerevisiae

com aproximadamente 40um’ de volume [8] B. megaterium com cerca de 60 pm’ de volume

[9].
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Tabela 4.7 Influéncia da adi¢do de células na preparagao de suportes durante imobilizagao de
quimotripsina ativados com glutaraldeido (GLU), glicidol (GLI) e epicloridrina (EPI) nas
mesmas condi¢cdes de imobilizacdo usadas nas Tabelas (4.4; 4.5 e 4.6), respectivamente.
Sendo (R;) rendimento de imobilizacdo, (Ar) atividade recuperada, (A,p) atividade aparente,

(t12) tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizacao a 55°C.

Biocatalisador Ativagio R, (%)  Agr(%) A“'l’ (:lj) g t;»(h) FE
enzima livre - - - - 0,02 1
quitosana 5,0% GLU 78 17 80 2,63 132
quitosana 2,5%-alginato2,5% GLU 62 59 219 4,32 216
quitosana 5,0% -Sc 5,0% GLU 88 17 90 2,25 114
quitosana 2,5%-alginato2,5%-Sc 5,0% GLU 54 37 120 3,38 169
quitosana 2,5%-alginato2,5%-Bm 5,0% GLU 69 38 157 5,22 261
quitosana 4,0%-gelatina 3,0% - Bm 1,75% GLU 69 41 170 4,02 201
quitosana 5,0% GLI 50 13 78 1,89 95
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% GLI 34 76 310 4,90 243
quitosana 5,0%-Sc 5,0% GLI 54 10 65 3,50 177
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc1,25% GLI 38 47 214 8,38 419
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% GLI 72 31 268 8,84 442
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Bm 5% GLI 20 46 110 6,90 345
quitosana 5,0% EPI 77 19 176 9,00 455
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% EPI 71 22 187 10,34 517
quitosana 5,0%-Sc 5,0% EPI 76 17 155 12,00 610
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 1,25% EPI 82 49 482 21,04 1052
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5,0% EPI 91+ 2 57+10 622 £ 62 268 17
+1,4 +44
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Bm5,0% EPI 69 33 273 8,30 415

Entretanto, diferengas entre a composi¢cdo das paredes celulares destas duas espécies
podem explicar estes resultados. B. megaterium ¢ uma bactéria gram-positiva e sua parede
celular ¢ composta por uma camada delgada de 4cido teicdico e um complexo de
peptideoglicanas sem lipidios [10] com espessura entre 24 ¢ 37nm [11]. Ja a parede da espécie
S. cerevisiae, contem B(1—3)-D-glicana, B(1—6)-D-glicana, quitina, e manoproteina(s).

Kolla’r e colaboradores [12] estudaram a parede celular de S. cerevisiae e reportaram que os
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polissacarideos parecem ter uma fungao estrutural, considerando que manoproteina(s) podem

agir como protetoras e sdo importantes para a permeabilidade da parede celular.

Neste trabalho, a lise da parede celular do fungo foi mais eficiente devido a sua
estrutura de parede ser mais rica em macromoléculas levando as melhores configuragdes
internas de poros. Mesmo apds a lise celular e lavagem do gel, parte de biomoléculas
existentes nas células poderiam estar retidas no gel contribuindo com grupos funcionais

reativos capazes de reagir com glicidol ou epicloridrina.

Os melhores resultados de estabilizagdo com a adi¢do de células foram obtidos com
ativacdo via epicloridrina apresentando rendimento de imobilizacdo de 91%, atividade

recuperada de 57% e 1335 vezes mais estavel a 55°C.

4.2.5 Influéncia do grau de ativacio ao usar epoxidos como ativador:

Fragmentos de células devem ter aumentado a concentracao de polimeros susceptiveis a
serem ativados com epdxidos. Como bons resultados foram obtidos com derivados ativados

com epoxidos, um estudo das condi¢des de ativagdo com glicidol e epicloridrina foi realizado.

Usando o suporte quitosana 2,5%-carragenana 2,5-Sc 5,0%, foram testadas diferentes
concentragdes de glicidol e NalO4 com uma carga enzimatica oferecida de 50mg de enzima
liofilizada.g'gel. A concentragdo de glicidol variou de 0,48 a 0,96mL.g " gel e periodato de 2 a
4mL.g'gel (Tabela 4.8). Rendimentos de imobilizagdo variaram de 44 a 46% e atividade
recuperada de 19 a 22%, mostrando que as condigdes empregadas ja eram adequadas (0,48mL
de glicidol e 2mL de periodato). Para epicloridrina, concentracdes acima de 2mL.g ' gel ndo
melhoraram significativamente os pardmetros de imobilizagdo e as concentragdes de
periodato acima de 2mL.g"gel levou a géis mecanicamente mais frageis ndo interessando no

desenvolvimento de biocatalisadores.
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Tabela 4.8 Parametros de imobilizagdo de quimotripsina em pH 10,05 a 25°C em suportes
ativados com glicidol e oxidados com NalO4 0,1M, carga enzimatica oferecida de 50 mg de

enzima liofilizada.g " gel (6000 Ugree.g ™' gel).

Condicao de ativacio R; (%) Ag (%)
0,48mL de glicidol.g™ de gel e oxidado com NalO, 100mM (2mL.g"'de gel) 44 19
0,72mL de glicidol.g" de gel e oxidado com NaIO, 100mM (3mL.g"'de gel) 46 19
0,96mL de glicidol.g™ de gel e oxidado com NaIO, 100mM (4mL.g"'de gel) 46 22

4.2.6 Ensaios de carga maxima de imobilizacao:

A capacidade maxima de imobilizagdo ¢ uma propriedade importante de um suporte.
Ensaios visando a saturacdo de suportes com diferentes protocolos de ativagao foram
realizados. Na Tabela 4.9, observa-se que o derivado com maior quantidade de proteina
imobilizada foi quitosana 2,5%-alginato 2,5-Bm 5,0% ativado com glutaraldeido com 52mg
de enzima liofilizada.g gel. O derivado que apresentou maior estabilidade, quitosana 2,5%-
carragenana 2,5-Sc 5,0% (epicloridrina) atingiu a saturacdo com 40mg de enzima liofilizada.g

“gel, J4 o derivado obtido via glicidol, alcangou 20mg de enzima liofilizada.g " gel.

Tabela 4.9 Quantidade maxima de quimotripsina teoricamente imobilizada (Cyax: mg de
enzima liofilizada.g'gel) para diferentes processos de ativacdo. Ag: atividade recuperada,
Acorica: - atividade tedrica, A,y atividade aparente. (Img de enzima lioﬁlizada.g'lgel

corresponde a 120 Ugrge.g” gel).

. « Ateor Ay
Suporte Ativante Cyax  Ag (%) Usnne'ze) (Usmnn, ;'lgel)

quitosana 2,5%- alginato 2,5% GLUT 42 nd nd nd
quitosana 2,5%- alginato 2,5%-Bm 5% GLUT 52 14,2 6240 886
quitosana 2,5%- carragenana 2,5% GLI 22 6,0 2640 158
quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5,0% GLI 21 18,0 2520 454
quitosana 2,5%- carragenana 2,5% EPI 30 17,0 3600 612
quitosana 2,5%- carragenana 2,5%-Sc 5,0% EPI 40 35,0 4800 1680
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4.2.7 Influéncia do tratamento de lise celular:

A adicdo de células durante a preparagdo do suporte seguida da lise, teve como objetivo
principal a obtencdo de uma estrutura de gel mais aberta. O suporte foi submetido a uma
seqiiéncia de diferentes tratamentos quimico e enzimatico para eliminar a maior quantidade
possivel do conteudo celular existente no processo. Os resultados obtidos sdo apresentados

nas Figuras 4.3 e 4.4 para os suportes ativados com glicidol e epicloridrina, respectivamente.

Ofereceu-se uma carga de 50mg de enzima liofilizada.g 'gel ao suporte quitosana
2,5%-carragenana 2,5-Sc 5,0%. Figura 4.3 mostra a influéncia de diferentes protocolos
durante o tratamento do suporte ativado com glicidol nos parametros de imobilizagdo de
quimotripsina. Nota-se que o rendimento de imobiliza¢do variou somente 7% para todas as
condicdes testadas, um efeito ndo muito expressivo. No entanto, a atividade recuperada
melhorou apés a utilizagio de SDS e Alcalase® indicando que a presenca de células durante a

formacao do gel seguida de lise celular pode melhorar as caracteristicas do gel.
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Figura 4.3 Influéncia do tratamento de lise celular no rendimento de imobilizacdo (A) e na
atividade recuperada (B), para gel ativado com glicidol, nos seguintes casos: 1: sem levedura;
2: gel com levedura e sem tratamento; 3: tratamento com SDS antes de ativar o gel; 4:
tratamento com SDS e alcalase antes de ativar o gel; 5: tratamento de lise celular apds

ativacao.
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Resultados da Figura 4.4 mostram que a adi¢do de células e lise em suportes ativados
com epicloridrina melhorou rendimento e atividade recuperada Deve ser uma conseqiiéncia
do maior nimero de grupos reativos no suporte quando comparados ao glicidol. Contudo,
observa-se que o tratamento ¢ importante para aumentar a atividade recuperada da enzima

imobilizada.

Outra metodologia foi estudada buscando simplificar o procedimento de lise celular. O
gel contendo células foi submetido a um tratamento mais barato, rapido e facil usando sabao
em po6 comercial a pH 9,0 e 40°C por 24h, seguido de lavagem abundante com agua destilada
e Milli-Q antes do processo de ativagdo. Os parametros de imobiliza¢ao resultantes foram
muito similares ao obtido usando SDS e enzima como apresentado nas Figuras 4.3 ¢ 4.4,

sendo este novo procedimento que estd descrito no item 3.2.3, usado durante o restante do

trabalho para imobilizagdo de quimotripsina.

Figura 4.4 Influéncia do tratamento de lise celular no rendimento de imobilizacdo (A) e na
atividade recuperada (B), para gel ativado com epicloridrina, nos seguintes casos: 1: sem
levedura; 2: gel com levedura e sem tratamento; 3: tratamento com SDS antes de ativar o gel;
4: tratamento com SDS e alcalase antes de ativar o gel; 5: tratamento de lise celular apos

ativagao.
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Para observar a modificagdo da estrutura do gel apos o tratamento de lise celular com
remocdo de seus fragmentos, quitosana 2,5%-carragenana 2,5% preparados na presenga e
auséncia de microorganismos (seguido da remocdo de fragmentos celulares) foram
observados junto a um microscopio eletronico de varredura (MEV). A Figura 4.5 mostra as
micrografias sem (A e C) e com adi¢ao de células seguido da remocao (B e D). A partir destas
fotos, percebe-se que os poros dos suportes sdo irregulares em forma e tamanho, tornando-se
dificil estimar um tamanho médio dos poros com significAncia estatistica. No entanto,
observa-se que a presenca de células levou a uma clara mudancga na estrutura do gel. Os géis
preparados na auséncia de células (A e C) apresentaram uma menor disponibilidade de area
superficial interna que os géis preparados com células (B e D), resultados este que estdo de

acordo com os melhores resultados de imobilizagao obtidos.

Figura 4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie de uma fratura de
quitosana 2,5%-carragenana 2,5% (A e C) e quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% (B ¢

D) com resolugdo de 36.000x (A e B) e 100.000x (C e D).

4.2.8 Influéncia do tempo de imobilizacao:

A multi-interagdo enzima-suporte ndo ¢ um processo rapido. Quanto maior o tempo de
imobilizacao, maior serda o numero de ligacdes covalentes formadas e, consequentemente,
uma maior estabilidade do biocatalisador ¢ esperada. Os derivados obtidos pela imobilizagao
em suportes ativados com reagentes epoxidos a pH 10,05 sdo mais susceptiveis a promover

multi-interacdo devido ao comportamento dos aminoacidos lisina neste pH. Todos os
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derivados ativados com glicidol ou epicloridrina previamente apresentados foram preparados

com 24h de tempo de contato enzima-suporte.

Os resultados de novos ensaios para verificar a influéncia do tempo de imobiliza¢ao
estdo na Figura 4.6. Como esperado, para o mesmo derivado, maior estabilizagdo ¢ uma
diminui¢do na recuperagao de atividade foi observada ao longo do tempo. Derivados
preparados usando ativagdes usando glicidol ou epicloridrina apresentaram o mesmo
comportamento. Entretanto, a influéncia do tempo foi mais significativa para a epicloridrina.
Com este ativante, o derivado foi cerca de 8000 vezes mais estavel com 72h de imobilizag3o.
A influéncia do tempo de reacao na estabilizacdo e sua correlagdo com o nimero de ligagdes
formadas entre enzima-suporte ja foi estudada para a tripsina [13], lipase [14], quimotripsina

[15].

Estes dados também mostram que quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% ativado
com epicloridrina alcangou uma maior estabilidade e recuperagdo que o ativado com glicidol.
Logo, o primeiro deve ter formado mais ligagdes multipontuais explicando que o decréscimo
na recuperagdo de atividade foi devido a distor¢do do centro ativo da enzima, pois ndo havia

nenhum substrato ou inibidor para a protecao deste sitio catalitico ao longo da imobilizagao.
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Figura 4.6 Influéncia do tempo de imobilizagdo na estabilizacdo e atividade recuperada de
derivados de quimotripsina. Tempo de meia-vida (t;,) determinado a 65°C, pH 8,0. Carga
oferecida: 5mg enzima liofilizada.g"'gel. (0) quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5%

epicloridrina e (®) quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% glicidol.

A Figura 4.6 indica que 72h j& ¢ o tempo de contato adequado, uma vez que tempos
mais longos ndo melhoraram significativamente a estabilizacdo, tdo pouco a atividade
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recuperada. Finalmente, faltava verificar o comportamento do melhor catalisador apos a etapa
de redugdo com borohidreto de sodio (Tabela 4.10). A redug¢do diminuiu a atividade da
enzima imobilizada. No entanto, aumentou a estabilidade. Outros autores [15,16] ja
reportaram a perda de atividade depois desta etapa, mostrando que o borohidreto exerce acao

deletéria na estrutura tercidria da enzima, o que foi comprovado também neste trabalho.

Tabela 4.10 Influéncia da reducdo com NaBH, ap6s a imobilizagdo em pH 10,05 e 25°C nos
parametros de imobilizagdo: quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5,0%, ativado com

epicloridrina. Carga oferecida: 5mg de enzima liofilizada.g ' gel (600 Ugreg. g gel).

Derivado Ri(%) Ar(%) A Ugree- g'gel  ti (h) a 65°C FE
derivado referéncia * 100 12 72 0,19 240 b
sem reducio 100 45 270 6,50 8211 ¢
reduzido 100 34 204 7,80+ 0,5 9853+ 631°

* quitosana 2,5%-alginato 2,5% glutaraldeido a pH 10,05.
b fator de estabilidade do derivado referéncia a 55°C.
¢ (t12 do derivado a 65°C / ty), referéncia a 65°C) x fator de estabilidade do derivado

referéncia a 55°C.

4.2.9 Analise de aminoacidos de quimotripsina livre e imobilizada:

A Tabela 4.11 apresenta os resultados da analise de aminoécidos de hidrolisados de
enzima livre e imobilizada. A quantidade de lisinas varia de acordo com a ativacao e as
condigdes de imobilizagdo empregadas. O melhor catalisador obtido apresentou a maior

percentagem de lisinas envolvidas na imobiliza¢do multipontual, cerca de 55% do total.
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Tabela 4.11 Analise de aminoacidos de hidrolisados de quimotripsina livre e imobilizada.

Quantidade Relativa de Aminoacido (+ O)

Derivados Asp Glu Pro Phe Lys
quimotripsina soluvel 1,00+ 0,1 1,00+0,06 1,00+0,02 1,00+0,1 1,00+0,1
quit 2,5%-algin 2,5% glutaraldeido a pH 7,0 0,84+ 0,1 0,89+0,06 1,00+0,02 1,00=0,1 0,90+0,1
quit 2,5%- algin 2,5% glutaraldeido a pH 10,05 0,88+ 0,1 0,75+0,06 1,10=0,02 1,20+0,1 0,65+0,1
quit 2,5%-carrag 2,5%-SC 5% glicidol 0,93+0,1 0,93+0,06 1,00=0,02 0,94+0,1 0,64=+0,1
quit 2,5%- carrag 2,5%-SC 5% epicloridrina 1,10£0,1 0,95£0,06 1,00£0,02 1,00£0,1 0,45+0,1

Este ¢ um claro indicio que o aumento na estabilidade estava correlacionado com a

formagao de ligagdes covalentes. A quimotripsina tem 14 lisinas em sua estrutura por

molécula e a enzima usada neste trabalho tem um grau de pureza de 92%, logo,

aproximadamente 7 a 8 residuos de lisina por molécula de proteina estavam ligados ao

suporte.

Derivados preparados a pH 7,0 e 10,05 com glutaraldeido tiveram 1 e 5 residuos de

lisina por molécula ligados ao suporte, respectivamente, enquanto que quitosana 2,5%-

carragenana 2,5%-Sc 5% ativado com glicidol apresentou 5 lisinas por molécula.

Estes resultados para os catalisadores preparados com glutaraldeido, confirmam a

importancia do pH durante a imobiliza¢do: a pH 10,05, a multipontualidade ¢ favorecida

quando comparado ao pH 7,0. J& para aqueles ativados com os epdxidos mostrados na Tabela

4.9, estdo de acordo com o nimero de grupos reativos gerados no suporte (Tabela 4.12).

Tabela 4.12 Concentragdo de grupos aldeido e oxirano nos melhores derivados obtidos.

pmol de oxirano.g™ gel

Suporte Ativado pmol de aldeido.g™ gel

quitosana 2,5%-alginato 2,5%

83 1.0
glutaraldeido

quitosana 2,5%-carragenana

o 49+5.0
2,5%-Sc 5% glicidol

quitosana 2,5%- carragenana

66 +0.5

2,5%-Sc 5% epicloridrina

68 +£2.5
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4.2.10 Ensaio de temperatura — atividade enzimatica:

Figura 4.7 apresenta os perfis de temperatura/atividade para quimotripsina livre e
estabilizada nas melhores condigdes obtidas neste trabalho. As atividades foram mensuradas a

pH 7,0 com BTEE 8mM como substrato.

1,0 ml
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© d
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T | |
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©
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0,4 ]

T T T T T T T T T T T T T
40 45 50 55 60 65 70 75
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Figura 4.7 Efeito da temperatura na atividade da (0) quimotripsina livre e (m) imobilizada
em quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% ativado com epicloridrina. Os experimentos

foram realizados em tampao fosfato de sodio 0,1M pH 7,0.

Observa-se que a enzima livre apresentou uma atividade maxima a 50°C e o derivado a
56°C. A imobilizacdo nao somente deslocou a temperatura para valores maiores como
também protegeu a enzima, pois o decréscimo de atividade foi muito menor quando
comparado com a livre. Enquanto a quimotripsina livre reteve aproximadamente 40% de sua

atividade maxima a 70°C, o biocatalisador reteve 58%.

4.2.11 Ensaio de pH — atividade enzimatica:

O perfil de pH/atividade da quimotripsina foi modificado como um efeito de prote¢ao
devido a imobilizagdo, contudo o pH 6timo para atividade da quimotripsina imobilizada foi de
8,0 sendo praticamente idéntico ao obtido para a enzima livre. A faixa de pH 6timo para a

atividade da quimotripsina foi deslocada para valores mais basicos tanto para a enzima livre
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quanto para imobilizada (Figura 4.8). Enquanto a quimotripsina livre reteve aproximadamente

60% de sua atividade maxima a pH 9,0, o biocatalisador reteve 70%.

1,04 0

0,8

0,4 1 O

Atividade Relativa
o
(o>}
1
| |
O
O

0,2+ Ll

pH
Figura 4.8 Efeitos do pH na atividade da (O0) quimotripsina livre ¢ (m) imobilizada em

quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% ativado com epicloridrina, medido a 25°C com

BTEE como substrato.

4.2.12 Ensaios de hidrolise de soro de queijo utilizando quimotripsina imobilizada:

Neste ensaio, foi usado o suporte quitosana 2,5%-carragenana 2,5%-Sc 5% ativado com
epicloridrina com diferentes cargas de quimotripsina imobilizadas. Derivados com menores
quantidades de enzima imobilizada ndo deveriam apresentar problemas difusionais, pois a
reacdo ocorreria na superficie do catalisador, de modo que as moléculas de substrato nao

reagiriam no interior dos poros do gel (Figura 4.9).

Na hidrélise do soro de queijo, nota-se que os atrasos reacionais aparecem também para
géis com baixa carga, o que significa que o atraso difusional devido ao tamanho da proteina
esta sendo muito importante. Contudo, € possivel que no caso da hidrolise das proteinas sejam
os efeitos estéricos os maiores responsaveis pela queda na velocidade aparente da reacdo. Nos
derivados com baixa carga, a maior parte das moléculas de enzima estd imobilizada na parte
mais externa do suporte, assim o substrato ndo precisaria difundir até o interior dos poros para
reagir. A menor efetividade observada nesses casos indica existéncia de severos efeitos
estéricos e/ou conformacionais, devido ao tamanho do substrato. Isso mostra que o tamanho
do substrato ¢ de extrema importancia para a reacdo heterogénea na qual ocorrem efeitos

estéricos e difusivos que tornam a reagdo mais lenta. A medida que se aumenta a carga

101



Capitulo 4 — Resultados: Preparacdo e caracteriza¢do de derivados de quimotripsina Adriano, W. S.

enzimatica, esses efeitos estéricos se combinam com os atrasos difusivos decorrentes do

tamanho das particulas, tornando a reagdo mais lenta [17].

Além disso, mesmo que haja uma quantidade alta de enzima ndo mensuravel nas
condi¢gdes de reacdo usadas, ¢ importante em operagdes industriais usar suportes altamente
carregados permitindo uma alta estabilidade operacional ao catalisador e, consequentemente,

aumentando sua reusabilidade. [18].

0,80

0,75+

0,70

0,65 —

0,60 —

Efetividade (n)

0,55

0,50

J .\
0,45 ]

— 1 - 1 T T T T T T T T T T 7
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Quimotripsina teoricamente imobilizada (mg.g'1gel)
Figura 4.9 Efetividade de quimotripsina imobilizada na hidrélise de soro de queijo a 55°C,

pH 8,0 como fungdo da carga de enzima teoricamente imobilizada.

4.2.13 Imobilizacido de quimotripsina — comparacio com trabalhos da literatura

A Tabela 4.13 apresenta comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho com aos
obtidos na literatura. Observa-se que Mateo e colaboradores [19] obteve uma estabilizacao de
apenas 6 vezes usando Eupergit C* para imobilizar quimotripsina. Entretanto, Galvdo [15] e
Pedroche e colaboradores [17] ao utilizarem glioxil-agarose 6% BCL conseguiram uma
estabilizacdo de 14235 e 1620, respectivamente. Foram boas estabilizacdes de quimotripsina
imobilizada, entretanto, trata-se de suporte caro, aproximadamente 2000 reais por 1Kg de

suporte.

Por outro lado, neste trabalho conseguiu-se uma estabilizacdo de 9900 vezes utilizando
suportes de baixo custo e facil manuseio e preparados no proprio laboratorio “home-made”,
apresentando excelentes resultados na imobilizagdo e estabilizacdo de quimotripsina em

hibridos de quitosana. Ressalta-se que 1Kg de quitosana em pd custa 90 reais tornando-se,
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assim, bastante viavel sua utiliza¢do para imobilizacao de quimotripsina para fins industriais

na hidrolise das proteinas de soro de queijo.

Tabela 4.13 Imobilizagdo de quimotripsina — comparagdo com trabalhos da literatura.

Condicoes de Imobilizaciao

pH T(°C) Tempo de contato (h) Estabilizacao Referéncia

10 20 96 6 [19]
10,05 25 24 14535 [17]
10,05 25 3 1620 [15]
10,05 25 72 9900 Neste trabalho

4.3 Conclusoes parciais

O planejamento fatorial permitiu escolher os melhores fatores para uma futura
otimiza¢do da imobilizagdo de quimotripsina em glutaraldeido-quitosana-gelatina e mostrou
que a presenca do copolimero (gelatina) permitiu maior controle do processo de imobilizacao,
com aumento da estabilidade térmica do derivado. O planejamento serviu também para
mostrar a reprodutibilidade do processo através dos experimentos no ponto central. Este
estudo também possibilitou a aplicacdo de novos polimeros na producdo de suportes com
quitosana visando ao aumento da estabilidade térmica e a melhoria na obtencdo de derivados

de quimotripsina.

Os resultados obtidos permitiram verificar que ha uma influéncia positiva na adi¢do de
copolimeros e de diferentes métodos de ativagdo no protocolo de imobilizacdo de
quimotripsina em quitosana. Para géis ativados com glutaraldeido, o compdsito quitosana-
alginato apresentou melhores resultados com rendimento de imobilizacdo de 62%, atividade
recuperada de 59% , estabilidade térmica de 216 vezes em relagdo a enzima soltivel a 55°C e

capacidade maxima de imobiliza¢io de 42 mg de enzima.g™' de gel.

Para o glicidol, o melhor derivado foi quitosana-carragenana com rendimento de
imobilizacdo de 34%, atividade recuperada de 76% , estabilidade térmica de 243 vezes em
relagdo a enzima solivel a 55°C e capacidade méaxima de imobilizagdo de 22 mg de
enzima.g” de gel sendo este o melhor também ao se utilizar epicloridrina com rendimento de

imobilizagdo de 71%, atividade recuperada de 22% , estabilidade térmica de 517 vezes em
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relagdo a enzima soluvel a 55°C e capacidade maxima de imobilizagdo de 30 mg de

enzima.g” de gel.

A adig@o de microrganismos e conseqiiente lise celular incrementaram os parametros de
imobilizacdo para os trés agentes ativantes empregados. Para o glutaraldeido, o melhor
derivado foi quitosana 2,5% - alginato 2,5% - Bm 5% com 69% de rendimento de
imobilizagdo, 38% de atividade recuperada sendo 261 vezes mais estavel que a enzima
solavel a 55°C e capacidade méxima de imobilizagio de 52 mg de enzima.g' de gel;
enquanto para o glicidol, o melhor derivado foi quitosana 2,5% - carragenana 2,5%-Sc 5% e
apresentou 72% de rendimento de imobilizacdo com 31% de atividade recuperada sendo 442
vezes mais estavel que a enzima solivel a 55°C e capacidade maxima de imobilizagdo de 21
mg de enzima.g' de gel e para epicloridrina o melhor derivado foi quitosana 2,5% -
carragenana 2,5%-Sc 5% apresentando 91% de rendimento de imobilizagdo com 57% de
atividade recuperada sendo 1379 vezes mais estavel que a enzima soluvel a 55°C e

capacidade maxima de imobilizagio de 40 mg de enzima.g” de gel.

O tratamento de lise celular por meios quimico e enzimatico apresentou efeito positivo
nos parametros de imobilizacdo e a substituicdo por um método mais pratico, barato e
eficiente, utilizando sabao em p6, mostrou-se bastante satisfatorio uma vez que foram obtidos

resultados semelhantes aos resultados obtidos pelo tratamento empregando SDS e alcalase.

Assim, um aumento significativo na estabilizacdo de quimotripsina foi alcangado apos
imobilizacdo covalente multipontual em hibridos de quitosana. O tempo de meia vida de

derivados de quimotripsina aumentou de 0,57h a 55°C a 7,8h a 65°C.

O derivado mais instavel foi quitosana 2,5% ativado com glutaraldeido a pH 7,0 por 2h
de imobilizacdo a 4°C sem reducdo com NaBH4. O mais estavel foi quitosana 2,5%-
carragenana 2,5%-Sc 5% seguido de lise celular para remog¢do de fragmentos de células
depois da preparagdo do gel sendo a ativagdo com epicloridrina, tempo de contato enzima-
suporte de 72h a pH 10,05 e 25°C com redugdo com NaBH,. Obteve-se uma estabilizacao de
9900 vezes em relacdo a enzima livre. Este suporte obteve uma saturagdo de imobilizacdo de

40mg de enzima liofilizada.g gel, sendo uma boa propriedade para usos industriais.

Os excelentes resultados obtidos podem ser justificados pela determinagdo de nimero
de aldeidos e oxiranos formados no suporte e de aminodcidos lisina da enzima envolvidos na

imobilizacdo multipontual, bem como, imagens de MEV das estruturas do gel.
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5 Resultados: Preparacio e caracterizacio de derivados de

carboxipeptidase A

Pretende-se neste capitulo discutir a estabilizagdo de carboxipeptidase A, por
imobilizacdo covalente multipontual em hibridos de quitosana contendo copolimeros
utilizando diferentes protocolos de ativagdo (glutaraldeido e epicloridrina). A seguir sdo

apresentados e discutidos os resultados obtidos.

Para a CPA, escolheu-se o suporte quitosana 2,5%-alginato 2,5% para a imobiliza¢do
com ativagdo através do glutaraldeido (83umol de aldeidos.g”gel). Isto foi devido ao prévio
estudo feito com quimotripsina que mostrou que esse suporte apresentou os melhores
resultados quando ativados com glutaraldeido. Deste modo, ndo se realizou um novo
escalonamento de suportes para tentar se buscar o melhor derivado. O mesmo raciocinio foi
seguido para o glicidol e epicloridrina. Em ensaios preliminares, foram também preparados
derivados com quitosana-carragenana-Sc, mas os resultados foram similares aos obtidos pelo
suporte quitosana-carragenana, ndo se observando assim melhoria nos parametros de
imobilizacao de CPA com a adi¢dao de microrganismos durante a preparagao do gel. Quanto a
ativacdo, os ensaios preliminares mostraram que o glicidol na ativa¢do conduzia a derivados
com baixa retengio de atividade. Ativagdo com epicloridrina (66umol de aldeidos.g”'gel e
63umol de oxiranos.g'gel) apresentou os melhores resultados e, como o mesmo
comportamento havia sido observado no estudo de quimotripsina, resolveu-se estudar apenas

a ativagdo via glutaraldeido e epicloridrina.

Diferentemente da quimotripsina, a CPA ¢ uma metaloenzima e sua imobilizagdo em
quitosana estd limitada pela afinidade que tem esse suporte por ions bivalentes [1,2,27]
prejudicando sua estabilizagdo devido a adsor¢do de ions zinco que estdo coordenados em seu
centro catalitico. Assim, buscou-se investigar condigdes de imobilizagdo que minimizassem

esse problema. A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.

5.1 Preparacio e caracterizacio de hibridos de quitosana

5.1.1 Ativados com glutaraldeido:

Algumas estratégias para imobilizagdo de CPA usando quitosana-alginato ativado com
glutaraldeido foram estudadas usando agentes protetores durante o processo de imobilizacao,

inclusive na etapa de redu¢do com NaBH4. A Tabela 5.1 mostra todos os resultados obtidos.
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A primeira estratégia foi usar agentes protetores durante a imobilizacao e a segunda, proteger

a enzima na etapa de reducao.

Tabela 5.1 Parametros de imobilizagdo de CPA em tampao bicarbonato sédico 0,1M, pH
10,05 a 25°C por 3h (quitosana — alginato) com glutaraldeido 5% (v/v) em diferentes
condigdes com carga oferecida de 1mg de enzima. g gel ou (44Uypue CPA.g" gel), sendo
atividade recuperada (Ag), atividade aparente (A, ), tempo de meia-vida (ti») e fator de

estabilidade (FE) a 55°C.

Agente protetor Reducio

durante com Ar (%) Ay Uppue-g'gel  ty; (min) FE
imobilizacio NaBH,
— _— 48 22.4 6,12 1,7
tirosina 49 22,9 8,20 2,3
zinco 44 20,7 15,19 4.2
N-acetil-L- 60 16,7 10,14 2.8
tirosina
tirosina 63 17,5 6,95 1,9
zinco 73 13,4 15,17 4,2
Calcio -— 70 29,0 6,63 1,8
tirosina 71 29,3 10,17 2.8
zinco 43 17,8 14,49 4,0
Calcio e N-
acetil-L-tirosina T >0 22,0 8,74 2,4
tlro.sma e 43 212 19,14 5,3
zinco

Estes agentes protetores (N-acetil-L-tirosina e ions calcio previamente adsorvidos no
suporte) tinham a fungdo de inibir a adsor¢do zinco do centro catalitico da CPA pelo suporte
com conseqiiente perda de atividade. Ativantes como glutaraldeido reagiriam com aminos da
quitosana e consequentemente, esses grupos ja estariam disponiveis em menor quantidade
para a formacao de complexos e sua capacidade de adsor¢ao diminuiria [3,4]. Somado isso ao

efeito da N-acetil-L-tirosina e calcio, buscavam-se alcancar melhores resultados.

Quanto a redugdo, utilizou-se o protocolo desenvolvido para a CPA por Tardioli [5] no
qual se usava L-tirosina como inibidor enzimatico para proteger o centro catalitico e, neste
trabalho, resolveu-se também adicionar ions zinco de modo a verificar sua influéncia na etapa

de redugao.
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Quanto a atividade recuperada, um decréscimo ¢ notado apds a redugdo usando L-
tirosina, zinco ou ambos. No derivado preparado com calcio durante imobilizagdo e nao
reduzido (29,0 Uypye.g 'gel), quando comparado ao reduzido usando zinco (17,8 Uppug.g
: gel) ¢ observado uma diminui¢do de 30%. Este fendmeno esta relacionado ao efeito redutor
do borohidreto sobre os ions zinco existentes no sitio catalitico da enzima necessario a fun¢ao
catalitica. Esta redugdo foi realizada para transformar as bases de Schiff em ligacdes aminos
secundarios mais estaveis e grupos aldeidos remanescentes em hidroxilas [6]. Mesmo na
presencga de zinco, a etapa de reducdo resultou na perda de atividade enzimatica. No entanto,
na presenga de N-acetil-L-tirosina e célcio na etapa de imobilizagdo com L-tirosina e zinco na
reducdo, a perda de atividade do derivado ndo reduzido (22,0 UH_pHE.g'lgel) quando
comparado ao reduzido (21,2 Up.pye.g ' gel) foi somente 2%, mostrando o efeito positivo

destes compostos utilizados visando a estabilizagdo da CPA.

Célcio promoveu algumas modificacdes quimicas, principalmente nas moléculas de
alginato e diminuindo a afinidade do suporte pelo zinco. Reporta-se na literatura [7,8] que
fons calcio se ligam em regides mais seletivas contendo blocos homogéneos de
poliguluronato, assim géis de alginato contendo calcio formarao géis mais porosos facilitando

assim a imobilizagdo de proteinas.

Estes resultados estdo de acordo aos obtidos por Tardioli e colaboradores [6] que
perderam cerca de 10% de atividade usando glioxil-agarose como suporte e L-tirosina como

inibidor na etapa de redugao.

Quanto ao fator de estabilidade dos derivados comparados a CPA livre, nota-se que,
mesmo o zinco ndo evitando a perda de atividade na redugdo, melhorou as estabilidades em
todos os ensaios realizados. Logo, na presenca de L-tirosina e zinco na redugdo, foi possivel
inibir a perda de atividade catalitica e incrementar a estabilidade (5,25) a 55°C. O zinco
funcionou como um protetor ao competir com o metal do sitio ativo pelo suporte e diminuiu
os efeitos deletérios do NaBH4 na enzima junto com a L-tirosina agindo sinergicamente e

aumentando a estabilidade e diminuindo a perda de atividade.

As estabilidades dos derivados preparados foram realizadas a 55°C, pH 7,5 e se
ajustando o modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais obtidos. Os tempos de meia-
vida foram calculados através dos parametros obtidos a partir do modelo de desativagao.
Neste caso, a temperatura foi mantida a 55°C até os derivados perderem mais de 50% de sua
atividade inicial. Os ajustes do modelo aos pontos experimentais sdo exibidos na Figura 5.1.
O modelo se adequou bem para todos os ensaios realizados. Os tempos de meia-vida sdao

apresentados na Tabela 5.1.
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Atividade Relativa
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Figura 5.1 Inativagao térmica (55°C e pH 7,5) de (#) carboxipeptidase A soluvel, (@) sem
redugdo, (A) redugdo na presenga de tirosina 0,02M (m) redugdo na presenga de ions zinco
(o) reducdo na presenga tirosina 0,02M e zinco. (A) Imobilizacdo sem agente protetor, (B)
presenga de N-acetil-L-tirosina, (C) com calcio, (D) com N-acetil-L-tirosina e calcio. As

linhas indicam ajuste do modelo de inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.

Os baixos tempos de meia-vida para os derivados de CPA em quitosana-alginato
ativado com glutaraldeido podem ser explicados pelo curto tempo de imobilizagao (3 horas) e
o numero de ligacdes formadas entre enzima-suporte ndo serem muitas [9], bem como, a
baixa congruéncia geométrica entre a CPA e o suporte. Na literatura, reporta-se que quanto
melhor esse arranjo entre a molécula de proteina e o suporte, maiores sdo as possibilidades de
se atingir uma melhor estabilizacdo [10,11]. O curto tempo de imobilizagdo para a CPA foi
necessario a fim de se evitar ou inibir qualquer adsor¢do de zinco pela quitosana, de modo que
fosse possivel obter bons parametros de imobilizagdo. Periodos mais longos foram testados,

mas ao final do processo de imobiliza¢cdo, nenhuma atividade era detectada no derivado.
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5.1.2 Ativados com epicloridrina:

Tabela 5.2 apresenta os resultados obtidos dos oito ensaios realizados utilizando
quitosana-carragenana. As respostas analisadas foram: rendimento de imobilizagdo (Ry),

atividade recuperada (Agr), e fator de estabilidade a 55°C (FE).

Tabela 5.2 Parametros de imobilizagdo de CPA em tampao bicarbonato sédico 0,1M pH
10,05 a 25°C por 3h de imobilizagdo no suporte (quitosana — carragenana) com epicloridrina
em diferentes condi¢des com carga de enzima oferecida de 1mg de enzima.g” gel (44Uypye.g
! gel), sendo rendimento de imobilizagdo (R;). atividade recuperada (Ag), atividade aparente

(Aqp ), tempo de meia-vida (t1,2) e fator de estabilidade (FE) a 55°C.

Ensaio Gluta§2§3?0 ¢ cacy, N;;coestiilll-;- ((l;:) (1:/:) UHP:ETpglgel ty2 (min) FE
1 + + - 65 37 16 11,32 3,1
2 + + 52 33 14 17,60 4.8
3 + - - 49 29 14 8,67 2.4
4 + - + 48 30 15 20,61 5,7
5 - + 58 44 18 10,55 2,9
6 - + - 81 56 25 31,88 8,8
7 - - - 55 22 8 32,26 8,9
8 - - + 60 47 22 13,82 3,8
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O modelo de Sadana-Henley foi ajustado aos pontos experimentais conforme ilustrado

na Figura 5.2

Atividade Relativa

Tempo (minutos)

Figura 5.2 Inativagdo térmica (55°C e pH 7,5) de (#) CPA livre e ensaios: (A) 1, (V) 2, (m)
3, () 4, (V) 5, (0) 6, (0) 7 ¢ (A) 8 Todos derivados foram preparados apos 3h de
imobilizagdo entre enzima-suporte a 25°C e pH 10,05 com carga oferecida de 1mg de
enzima.g ' gel (44Upppe.g” gel) e ativado com epicloridrina sem redugdo por NaBHy. As

linhas indicam ajuste do modelo de inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.

Observou-se que dentre os experimentos feitos, a melhor condi¢do foi o sexto. Os
efeitos mais importantes foram interpretados por contrastes geométricos e quando trés
respostas sdo consideradas, a figura representativa ¢ um cubo. Os experimentos realizados da
matriz experimental correspondem ao vértice do cubo, enquanto as diagonais mostram as
interagdes entre os fatores e se analisam mais facilmente os efeitos nos pardmetros de
imobilizacao. Interacdes e efeitos principais para cada resposta obtida sdo ilustrados na Figura
5.3 (A, B e C). Quanto ao rendimento de imobilizacdo, a influéncia mais importante foi a

presenca de célcio durante a imobilizagao.

Percebe-se que a presenca do célcio antes da ativagdo foi positiva, aumentando o
rendimento de imobilizag¢do (Figura 5.3-A), deve ser devido as modificagdes na estrutura do
suporte que contribuiram para um aumento da afinidade do suporte pela enzima. Quanto ao
N-acetil-L-tirosina, durante imobilizagcdo teve um efeito negativo, pois este funcionou como

um competidor com a enzima pelos sitios reativos do suporte.
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Figura 5.3 Andlise cubica para os oito ensaios realizados para cada resposta obtida. A)

Rendimento de imobilizacdo (R;); B) Atividade recuperada (Ar) e C) Fator de estabilidade a
55°C (FE).

Na atividade recuperada (Figura 5.3-B), a interacao entre N-acetil-L-tirosina e o calcio
foi positiva, bem como o efeito principal de cada um deles. A velocidade de imobilizacdo via
epicloridrina ¢ mais lenta quando comparada ao glutaraldeido, assim as moléculas de CPA
foram imobilizadas na superficie devido ao bloqueio parcial ou total das entradas dos poros
devido ao pré-tratamento com glutaraldeido e NaBH4. A enzima, provavelmente, ndo perdera

atividade enzimdtica devido a presenca de calcio e N-acetil-L-tirosina que protegerao

indiretamente o centro ativo da CPA durante a imobilizagao.

Por outro lado, estes derivados apresentaram uma melhora na atividade recuperada e
baixa estabilidade térmica (Figura 5.3-C), pois, a0 mesmo tempo em que esta interagdo entre

glutaraldeido e N-acetil-L-tirosina foi positiva na atividade recuperada, apresentou-se
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negativa no fator de estabilidade. Um fator muito importante ¢ a congruéncia geométrica entre

enzima-suporte.

Geralmente, quanto maior a congruéncia, maior a possibilidade de se alcangar uma
multipontualidade durante a imobilizagdo aumentando a estabilizacdo da enzima [11]. No
entanto, esta alta estabiliza¢do ndo foi verificada durante a imobilizagdo. Esses ensaios foram
realizados sem reducao com NaBH, ap6s a imobilizagdo, de modo que era necessario realiza-
la e observar o comportamento destes derivados, mas a redu¢do promoveu a perda total de
atividade do catalisador tornando invidvel determinar atividade recuperada e fator de

estabilidade.

Reducdo com borohidreto de so6dio pode causar efeitos deletérios na estrutura de
proteinas, causada pela clivagem de pontes dissulfeto e/ou ligagdes peptidicas. Este efeito
pode ser mais pronunciado em metaloenzimas como a CPA por ter um atomo de zinco
coordenado no seu centro catalitico, tornando-a mais sensivel. Analisando os derivados
obtidos com ativagdo pelo glutaraldeido e os produzidos com ativacdo por epicloridrina, ¢
possivel discutir algumas hipoteses: (i) glutaraldeido ¢ mais reativo que a epicloridrina e apos
a imobilizagdo grupos aldeidos remanescentes podem ser reduzidos a hidroxilas inertes, de
modo que a estrutura da enzima nao seja tao prejudicada, enquanto a epicloridrina ndo gerara
tantos aldeidos quanto o primeiro. Logo, a concentracio do redutor empregada de lmg.mL"
de suspensdo poderia ser alta e reduzir importantes regides da enzima com conseqiiente perda
de atividade, pois NaBH, estaria em excesso nesta situacdo e seria de, certo modo, menos
prejudicial com o glutaraldeido. Adriano e colaboradores [12] notaram um efeito negativo na
etapa de redugdo durante imobilizacdo de penicilina G acilase em quitosana e Manrich [13]

que concluiu a indiferenca da redugao no sistema de imobilizagdo de tripsina em quitosana.

Deste modo, seria necessario um estudo da melhor concentracdo de redutor e tempo de

reagao nestes derivados de CPA em hibridos de quitosana.

5.1.3 Ativados com epicloridrina (epoxilado):

Uma nova estratégia foi estudada. A imobilizacdo multipontual através de epoxidos
gerados no suporte € ndo via bases de Schiff. Em geral, a imobilizagdo de enzimas em
suportes epoxido deve apresentar dois tipos de grupos funcionais (i) para promover a adsor¢ao
fisica de proteinas e (ii) grupos capazes de imobilizar covalentemente a enzima (grupos
epoxido). O wuso de suportes heterofuncionais se torna importante para a

imobilizacao/estabilizagdo de enzimas [14,15]. O desenvolvimento do suporte foi dividido em
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duas partes: (i) uma acetilacao parcial dos grupos aminos da quitosana com anidrido acético,
pois isso diminuiria a capacidade de adsor¢do do zinco, diminuindo a perda de atividade de
CPA durante imobilizagdo e (ii) geracdo de grupos oxiranos através de reagdo com
epicloridrina com metodologia desenvolvida por Fangkangwanwong e colaboradores [16]
com pequenas modificagdes. O gel obtido apresentou um carater altamente hidrofébico com
230 pmoles de epoxido.g'gel. O hibrido escolhido foi quitosana-alginato, provou-se
quitosana-carragenana, mas devido a alta hidrofilicidade da carragenana, ndo se obteve um
gel de facil manuseio. Carboxipeptidase A foi imobilizada em quitosana 2,5% - alginato 2,5%
- epoxilado em diferentes tempos de contato enzima-suporte como se pode observar na Tabela

5.3.

Tabela 5.3 Influéncia do tempo de imobilizagdo nos parametros de imobilizagdo da CPA
quitosana 2,5%-alginato 2,5%-epoxilado. Carga enzimatica oferecida de 1mg de CPA.g"' de
gel (44 Uppne.g” de gel) sendo rendimento de imobilizagdo (Ry), atividade recuperada (Agr),
atividade aparente (A,p ), tempo de meia-vida (t,2) e fator de estabilidade (FE) a 55°C a pH
10,05 e 25°C. Rendimento de imobilizacao foi de 100% em 2h de imobilizagao.

Tempo (h) Ag (%) Ayp (UH_pHE.g'lgel) t12 (minutos) FE
CPA soluavel - - 3,64 1
3 100 44 - -

24 87 38 32 8,8

48 57 26 72 20,0

72 49 22 76 21,0

96 31 14 62 17,0

Observa-se que com 3h de imobilizagdo, toda atividade era recuperada (100%)
diferentemente dos demais derivados produzidos ao longo deste estudo da CPA. Mostrando
que melhores condi¢gdes de imobilizacao tinham sido alcangadas através da acetilacao de 53%
dos grupos amino calculados por titulacdo potenciométrica [16,17]. A velocidade de
imobilizacdo devido a adsor¢do foi muito rapida, atingindo 100% de imobilizacdo e por isso
deixou-se por tempos maiores de modo a realizar a formacdo de mais ligagdes covalentes

multipontuais [14,15].

O mais interessante foi um aumento do fator de estabilidade de 2,3 vezes quando
comparado ao melhor derivado obtido (8,8) e que depois de 48h de imobilizacdo o derivado

apresentava ainda 57% de atividade recuperada.
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Ao aumentar o tempo de contato enzima-suporte, mais ligagdes covalentes se formaram
e, consequentemente, houve um decréscimo da atividade recuperada e aumento do fator de
estabilidade. Entretanto, para tempos mais longos, a interacdo j4 comeca a distorcer a
molécula enzimatica de modo a cair a estabilizagdo alcangada (Figura 5.4). Comportamento
semelhante aconteceu com Tardioli e colaboradores [6], estudando imobilizagao de CPA em

glioxil-agarose.

Esta estratégia permitiu trabalhar por tempos mais longos de imobilizagdo sem grandes
perdas de atividade catalitica, pois o decréscimo de atividade pode estar relacionado ao
numero de ligagdes covalentes formadas e ndo ao efeito deletério dos aminos da quitosana

sobre os ions zinco da estrutura enzimatica.
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Figura 5.4 Influéncia do tempo de imobilizagdo nos parametros de imobilizacao da CPA
quitosana 2,5%-alginato 2,5%-epoxilado. Carga enzimatica oferecida de Img de CPA.g " gel
(44 Uppue.g” gel) a pH 10,05 e 25°C: (M) Atividade recuperada e (CJ) Fator de estabilizagio

Os resultados destas imobilizagdes foram comparados com os obtidos da literatura e sdo
apresentados na Tabela 5.4. Percebe-se que dentre as condi¢des de imobilizacdes estudadas
[18,19], a imobilizacdo desenvolvida nesta tese logrou a melhor estabilizagdo em menor
tempo. O mais importante ¢ que se utilizou um suporte de baixo custo quando comparados
aos demais que imobilizaram penicilina G acilase e quimotripsina em resina comercial
Eupergit C* [18] que ¢ bastante onerosa em relagdo a quitosana-alginato. Apesar de serem
enzimas diferentes, mostra o avango na imobilizagdo de CPA em quitosana, pois trata-se de

uma metalo enzima quando comparadas a quimotripsina ¢ PGA que sdo enzimas bem mais
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estudadas e resistentes a mudancas conformacionais durante diferentes condicoes de

imobilizacao.

Tabela 5.4 Comparagcdo de diferentes derivados de enzimas industriais obtidos por

imobilizacao em suportes epoxilados.

Condicoes de Imobilizacao

pH T(°C) Tempo (h) Enzima Estabilizacao
10 20 96 quimotripsina 6
10 20 120 PGA 18

10,05 25 48 CPA 20

5.1.4 Efeito da concentracio de enzima oferecida no rendimento de imobilizacao e

na atividade recuperada:

Hibridos de quitosana com utilizando diferentes protocolos de ativagdo; glutaraldeido,
epicloridrina (glioxil) e epoxilado foram preparados utilizando diferentes quantidades iniciais
de enzima oferecida, variando de 1,0 a 4,0mg.g”'gel (44 a 180Up.pupg gel). Resultados
mostrados na Figura 5.5 indicam que ndo houve saturacdo do suporte em nenhum dos trés
casos. Isto ja era esperado, visto que para quimotripsina estes suportes apresentaram uma
capacidade maxima de imobilizagio de aproximadamente 40mg de enzima.g™'gel. Outro fator
a ser levado em consideracao ¢ o alto custo da CPA que ndo permitiu realizar ensaios para

saturagdo do suporte.
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Figura 5.5 CPA teoricamente imobilizada (UH_pHE.g'1 gel) como funcdo da carga enzimatica

oferecida. (A) glutaraldeido, (B) epicloridrina e (C) epoxilado.

Quando sao oferecidas quantidades de enzima mais altas, outro fendmeno acontece.
Durante um tempo fixo de imobilizacdo, uma diminuicdo significante no rendimento de
imobilizacdo ¢ obtida quando a concentragdo de enzima em solugdo ¢ aumentada. Este
comportamento pode ser creditado a uma combinagdo de difusdo e exclusdo existentes na

entrada dos poros.

Quando suportes altamente ativados sdo mantidos em contato com uma alta carga
enzimadtica, a imobilizagdo ¢ muito rapida causando um bloqueio parcial ou total das entradas
dos poros do suporte o que afetara a difusdo do substrato. Este fendmeno torna-se mais
evidente em suportes ativados com glutaraldeido [19] e epoxilado. Entretanto, esse
comportamento ndo foi tdo evidente para a CPA, pois se utilizaram baixas cargas de enzima

para imobilizacao.
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Figura 5.6 mostra o comportamento da reagdao de hidrolise (relagdo entre a atividade
aparente imobilizada e a atividade de CPA teoricamente imobilizada) como uma fung¢io da

CPA teoricamente imobilizada (desapareceu do sobrenadante), em duas temperaturas.
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Figura 5.6 Relacdo entre atividade aparente e tedrica em fungdo da carga enzimatica em duas

temperaturas (A) glutaraldeido, (B) epicloridrina e (C) epoxilado.

Estes experimentos serviram para avaliar os efeitos de difusdo nas velocidades iniciais
da reagdo. A velocidade intrinseca da reagdo aumenta exponencialmente com o aumento da
temperatura (segundo Arrhenius) e a difusividade molecular varia linearmente. A efetividade
tedrica da reacdo diminui com o aumento do médulo de Thiele observado e este é diretamente
proporcional a velocidade intrinseca da reacdo e inversamente proporcional a difusividade do
substrato [20,21]. Assim, o modulo de Thiele observado aumenta com a temperatura e, em
conseqiiéncia, diminui a efetividade da reagdo. Ainda, se a atividade aparente da enzima
estiver limitada pela taxa de transferéncia de massa, mais alta a quantidade de enzima

teoricamente imobilizada, maior sera a velocidade da reagdo intrinseca.
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Em catalise heterogénea, trabalha-se com velocidade da reagdao por volume de
catalisador - no caso volume de gel e, por conseguinte, maior a carga enzimatica e a
temperatura, mais visivel sera o efeito do atraso difusional. Os resultados mostrados na Figura
5.6 confirmam a presenga de fortes efeitos difusivos na medida da atividade da enzima. Pode-
se observar que a efetividade experimental da reagdo (atividade da enzima
imobilizada/atividade enzimatica desaparecida do sobrenadante) ¢ inversamente proporcional
a quantidade de CPA teoricamente imobilizada a 25 e 37°C, sendo este efeito mais

pronunciado para a temperatura mais alta.

Esses resultados, portanto, indicam que a enzima imobilizada estd ativa e a baixa
recuperacdo de atividade a 37°C ¢ realmente devido aos efeitos de difusdo. Os valores de
atividade recuperada (efetividade x 100) medidos a 25°C sdo mais altos. Embora a
efetividade em temperaturas altas seja baixa, ¢ importante em operacdo industrial usar
derivados com uma alta carga de enzima imobilizada. Quanto maior a carga de enzima
imobilizada, maior serd a estabilidade operacional aparente deste catalisador permitindo

operar em reatores continuos por tempos prolongados [1].

Através da Figura 5.6, nota-se que para todos os derivados obtidos a limitacao
difusional ¢ bem pronunciada para cargas enzimaticas maiores. Isso pode ser observado
através da efetividade em duas temperaturas. Para derivados ativados com epicloridrina, a
proximidade de efetividade entre duas temperaturas foi menor, deve-se talvez ao erro

experimental na medigdo de atividade enzimatica que foi de aproximadamente 4,5%.
5.1.5 Influéncia da temperatura na atividade enzimatica:

Figura 5.7 mostra os perfis de temperatura/atividade de CPA solavel e imobilizada em
suportes ativados com glutaraldeido (A), epicloridrina (B) e epoxilado (C), medido em pH 7,5
com hipuril-L-fenilalanina como substrato. Observa-se que a enzima solivel apresentou
maxima atividade a 55°C, enquanto o derivado de CPA (glutaraldeido) apresentou atividade
maxima a 65°C e ndo somente apresentou atividade maior, mas também a diminui¢cdo da
atividade foi menor a altas temperaturas. Em temperaturas mais baixas, a enzima livre
apresentou maior atividade devido a auséncia de problemas difusionais quando comparada
aos derivados. Entretanto a 70°C, a enzima livre perdeu 85% de sua atividade e
aproximadamente 40% quando imobilizada, demonstrando que o processo de imobiliza¢dao

conferiu uma maior prote¢do a molécula de proteina.

O aumento na atividade enzimdtica com incremento da temperatura foi parcialmente

compensado pela diminui¢do da difusdo do substrato através dos poros. Além disso, a 65°C
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(A) e 55°C (B e C), a resisténcia interna ao transporte de massa do substrato atingiu 0 maximo
valor envolvendo um decréscimo no coeficiente de difusividade efetivo do substrato. Assim,
esse fator foi, provavelmente, mais dominante que o aumento da atividade enzimatica nestas
temperaturas, impedindo o aumento na velocidade aparente da reacdo e conseqiientemente

nao havendo um deslocamento a direita da temperatura (B e C) [22].
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Figura 5.7 Efeito da temperatura na atividade de (m) soluvel CPA e (O0) imobilizada: (A)
glutaraldeido, (B) epicloridrina e (C) epoxilado. Experimentos foram realizados em tampao

tris/HC1 0,025M Tris/HC1 (NaCl 0,5M) a pH 7,5.

5.1.6 Influéncia do pH na atividade enzimatica:

A Figura 5.8 apresenta as atividades enzimadticas relativas em fung¢do do pH do meio.
Pode-se observar que a maior atividade relativa da enzima livre ocorreu proxima do pH 7,5 e
para os derivados obtidos com epicloridrina e epoxilado, proximo de pH 8,5. Resultados
semelhantes sdo encontrados na literatura [6,19]. Observa-se um acréscimo no valor do pH
para os derivados em suas maximas atividades com excegcdo daquele obtido com
glutaraldeido. Para valores de pH mais acidos, o suporte epoxilado apresentou-se bem estavel

apos ativacdo e essa tendéncia se manteve depois da imobilizagdo da enzima como se pode
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ver na Figura (C). Isto acontece devido as modificagdes conformacionais nas moléculas do

biocatalisador devido aos efeitos causados pela imobilizagdo [23,24].
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Figura 5.8 Efeito do pH na atividade de (m) solivel CPA e (O) imobilizada: (A)

glutaraldeido, (B) epicloridrina e (C) epoxilado. Experimentos foram realizados a 25°C.

5.1.7 Determinagdo dos parametros cinéticos e de transferéncia de massa:

Uma caracterizagdo resumida foi realizada das particulas de hibridos de quitosana
apresentando um didmetro médio Sauter de 62 um, com densidade aparente de 1,007 g.cm™,
com 4area superficial de 0,13 m’.g" e porosidade de 0,90. A distribuicio de tamanho de

particulas pode ser observada na Figura 5.9.

Essa caracterizacao foi importante, de modo a se obter o raio da particula, o qual sera

usado nos calculos dos parametros de transferéncia de massa.
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Figura 5.9 Distribuicdo do tamanho de particula para hibridos de quitosana (quitosana-

alginato) e (quitosana-carragenana).

O modelo cinético de Michaelis-Menten foi usado para ajustar-se aos pontos
experimentais obtidos durante a hidrolise de hipuril-L-fenilalanina em diferentes
concentragdes, utilizando CPA livre e imobilizada a 37°C. A Figura 5.10 mostra um bom
ajuste, permitindo uma satisfatéria estimativa dos pardmetros cinéticos intrinsecos e

aparentes.

Obtidos os valores de velocidade maxima e constante de Michaelis-Menten (Viax € Ky)
intrinsecas e efetividade experimental (1), foi possivel calcular o coeficiente de difusao
efetivo (D.p) do derivado obtido neste trabalho calculando o moédulo de Thiele observado (@)

através de um abaco que o correlaciona com a efetividade experimental [20].

Parametros aparentes (derivado com alta carga de CPA) tiveram como referéncia
parametros intrinsecos obtidos da CPA livre. Vale ressaltar que foram utilizadas as mesmas
quantidades de enzima em todas as reacdes, tanto para enzima livre quanto para imobilizada.
Assim, foi assumido que todos os problemas usando enzima imobilizada foram devido a

efeitos difusionais.

125



Capitulo 5 — Resultados: Preparagdo e caracteriza¢do de derivados de carboxipeptidase A Adriano, W. S.

81 (A) . ®
E
< 6 =
E ‘ g
° °
£ 51 E 47
N =
g ] g 0
® © O
o TS 2
(&) (]
o . o
O 34 al 9]
> g >
0+
2 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,1 02 03 04 05 06 07 0,0 02 04 06 08
Hipuril -L- Fenilalanina (mM) Hipuril-L-Fenilalanina (mM)
—~ | ©
18
€
e
€
S
ge
E
(O]
el
(]
el
'S 44
o
(]
>
24
T T T

0,1 0,2 ' 0:3 ' 0:4 ' 0:5 ' 0:6 ' 0:7
Hipuril-L-Fenilalanina (mM)

Figura 5.10 Curvas de pontos experimentais e cinéticas de acordo com modelo de Michaelis-
Menten para CPA livre (m); (A) glutaraldeido 4mg CPA.g ' gel, (B) epicloridrina 4mg CPA.g’

'gel e (C) epoxilado 4mg CPA.g ' gel (()a pH 7,5 e 37°C.

A hidrolise foi limitada pela difusdo do substrato no interior dos poros e nao pela reagao
enzima-substrato, mostrando a natureza rigida e restrita dos géis preparados. Assim, pode ter
havido um sinergismo entre limitagdo difusional e impedimento estérico. Os valores de
difusividade efetiva calculados foram inferiores aos obtidos para L-fenilalanina em éagua a
25°C 7,00.10"" m*.s" [25] mostrando a dificuldade maior do substrato em difundir nos poros
dos géis preparados. Isto ja era esperado devido ao efeito de reticulagdo do glutaraldeido, bem
como da epicloridrina que como conseqiiéncia fecha a malha de poros do suporte. Resultados
semelhantes foram obtidos com quitosana na adsor¢do de amoxicilina [26] e na reagdo de

hidrolise da caseina utilizando tripsina imobilizada em quitosana [27].

Observa-se na Tabela 5.5 que os valores de difusividade efetiva observados para os trés

derivados foram baixos indicando um sistema com alta limitagdo difusional, o qual pode ser
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comprovado pela baixa efetividade e um decréscimo na velocidade méxima quando

comparados a enzima livre.

Tabela 5.5 Determinacao dos parametros cinéticos e de transferéncia de massa para diferentes
derivados de CPA preparados utilizando hipuril-L-fenilalanina como substrato a pH 7,5 e

37°C.

Biocatalisadores
Quitosana- Quitosana-
Pariametros cinéticos e de CPA Quitosana-alginato carragenana alginato-

transferéncia de massa solavel (glutaraldeido) (epicloridrina) (epoxilado)
Efetividade - 0,29 0,40 0,25
V max (Uﬂ_pﬂE.mg'1 proteina ) 7588 2183 3095 1921
K., (mM) 0,28 0,12 1,03 0,30
D - 2,1 1,5 1,6
Dy (m’.s").10" - 5,41 5,59 5,10

5.2 Conclusoes parciais

Algumas estratégias para imobilizagdo de CPA usando quitosana-alginato ativado com
glutaraldeido foram estudadas usando agentes protetores durante o processo, bem como, a
etapa de reducdo com NaBH,4. Quanto a atividade recuperada, um decréscimo foi notado apos
a reducdo usando L-tirosina, zinco ou ambos. No derivado preparado com calcio durante
imobilizacdo e ndo reduzido quando comparado ao reduzido usando zinco foi observado uma

diminui¢ao de 30%.

A presenca de N-acetil-L-tirosina e célcio na etapa de imobilizacdo com L-tirosina e

zinco na redugdo, apresentaram efeito positivo quanto a atividade recuperada.

Quanto ao fator de estabilidade dos derivados comparados a CPA livre, o zinco, mesmo
ndo evitando a perda de atividade na redu¢@o, melhorou a estabilidade da enzima em todos os
ensaios realizados. Assim, as melhores condigdes para esta ativagdo foram: imobilizagdo na
presenca de calcio e N-acetil-L-tirosina e redugdo com borohidreto na presenca de L-tirosina e

zinco.

Algumas estratégias para imobilizagdo de CPA usando quitosana-carragenana ativado
com epicloridrina foram analisadas. Os resultados mostraram que o melhor derivado foi sem

pré-tratamento com glutaraldeido e redugdo por borohidreto com incubagdo em calcio e
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auséncia de N-acetil-L-tirosina durante a etapa de imobilizacdo com rendimento de 81% e

atividade recuperada de 56% sendo 8,8 vezes mais estavel que a enzima livre a 55°C.

Os baixos tempos de meia-vida para os derivados de CPA em quitosana-alginato
ativado com glutaraldeido e quitosana-carragenana ativado com epicloridrina podem ser
explicados pelo curto tempo de imobilizacao (3 horas) e o nimero de ligacdes formadas entre
enzima-suporte ndo serem muitas, bem como, a limitacdo do uso de quitosana nestas
condi¢des de imobilizagdo de CPA devido a presenga de grupos amino que adsorverdo o

zinco localizado no centro catalitico da enzima, inativando-a.

Derivados epoxilados na presenca de N-acetil-L-tirosina durante incubagao,
apresentaram bons resultados nos parametros de imobilizagdo. O tempo ideal de imobilizagao
foi 48h com rendimento de imobilizacdo de 100%, atividade recuperada 57% sendo 20 vezes
mais estavel que a enzima livre a 55°C. O protocolo de imobilizagdo mostrou-se simples e
barato sendo promissor para futuros avangos na imobilizagdo de CPA em hibridos de
quitosana, pois apresentou melhores resultados quando comparados a PGA e quimotripsina

imobilizadas em Eupergit C* nas mesmas condigdes de imobilizagio deste trabalho.

Quanto aos testes de dessor¢do dos derivados preparados com ativacdo por
glutaraldeido, epicloridrina e epoxilado, ndo apresentaram liberacdo de proteina quando
incubados a altas forcas iOnicas, mostrando a natureza covalente das interacdes enzima-

suporte.

Os derivados preparados apresentaram problemas difusionais na hidroélise do hipuril-L-
fenilalanina sendo os coeficientes de diffusividade efetiva de 5,41.10™"% m*.s™ (glutaraldeido);

5,59.10"% m?.s™! (epicloridrina) e 5,10.10" m?s™ (epoxilado).
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6 Resultados: Preparacio e caracterizacio de derivados de

celulase

Até entdo, trabalhou-se nesta tese com enzimas que apresentam pH 6timo de atividade
na regido alcalina (proteases) e, portanto, estdveis a pH 10,0. Essa propriedade facilita a
imobiliza¢ao multipontual em diversos suportes com diferentes protocolos de ativagdo em pH
10,05, pH esse em que havera varios grupos amino dos residuos de lisina desprotonados e
disponiveis para reagir com o suporte.

Entretanto, buscou-se imobilizar e estabilizar a celulase, um consorcio enzimatico
complexo, composto por quatro classes de enzima e que apresentam seus pHs otimos de
atividade na regido acida. Assim, torna-se mais complicado realizar uma imobilizagdo
multipontual “padrao”, isto ¢, em pH 10,05, pois a enzima ndo suporta essa condi¢ao

perdendo sua atividade catalitica rapidamente.

Pretende-se neste capitulo discutir varias estratégias de producdo de derivados
estabilizados de celulase por imobilizacdo covalente da enzima em quitosana e quitosana-

alginato utilizando glutaraldeido, glicidol e epicloridrina (epoxilado) como agentes ativantes.

O unico hibrido de quitosana utilizado na imobilizagdo de celulase foi quitosana 2,5%-
alginato 2,5% por ter sido o suporte que apresentou os melhores resultados na ativagdo com
glutaraldeido na imobilizagdo de quimotripsina e apresentar boas caracteristicas fisico-
quimicas para se trabalhar em pH &cido [1,2]. Quitosana 1% m/v somente foi utilizada como

suporte na encapsulagdo da celulase seguida de reticulagdo com glutaraldeido.

A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos e organizados dentro dos

seguintes topicos:
e (Caracterizagdo da preparacao enzimatica utilizada;

® Preparagdo dos suportes de hibridos de quitosana e estudo dos parametros de

imobilizacao;

e Influéncia da adi¢do de alginato de sodio e de diferentes condi¢cdes de imobilizagdo de

celulase em quitosana;

e [nfluéncia dos métodos de ativagao utilizando glutaraldeido, glicidol e epicloridrina na

imobilizacdo da celulase em quitosana e hibridos;
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® Desempenho do melhor derivado obtido na hidrélise do bagaco de cana-de-agucar
para verificar a viabilidade da utilizacdo de celulase imobilizada no processo em

bateladas seqiienciais.

6.1 Preparacio e caracterizacao de derivados de celulase

6.1.1 Caracterizacio da Celluclast® (celulase) livre:

A Celluclast” (celulase) ¢ uma preparagio enzimatica que além de conter as enzimas
principais: endo e exocelulases e P-glicosidase, contem uma série de outras pequenas
proteinas que funcionam como impurezas no processo de imobilizacdo. Além disso, a solucao
enzimatica comercial apresenta agentes estabilizantes (cloreto de sodio e sorbitol) e
conservantes (sorbato de potassio) de acordo com a Novozymes, protegendo a enzima contra
autdlise ou inativagdo. Estes compostos, mesmo ndo possuindo grupos aminos livres que
poderiam formar ligagdes covalentes com o suporte, podem se adsorver a ele, bloqueando

centros ativos possiveis de ligagdo com a enzima.

As endocelulases hidrolisam majoritariamente as ligacdes internas no polimero da
celulose, produzindo novas cadeias terminais, logo causam uma diminui¢ao consideravel no
grau de polimerizacdo da celulose. As exocelulases iniciam a hidrolise nas extremidades da
cadeia, e ndo produzem uma quantidade significativa de novas cadeias terminais na superficie
da celulose e as P - glicosidades completam a hidrolise catalisando a hidrolise da celobiose a
glicose. As atividades enzimaticas em funcdo de diferentes substratos sdo apresentadas na

Tabela 6.1.

Tabela 6.1 Valores das atividades enzimdtica e especifica do consércio enzimatico
(Celluclast™) contendo 41,4+0,5 mg de proteina. mL™ de extrato frente a diferentes substratos.

Celluclast”
. s ’ -1
Substrato Atividade.mL™" de extrato Atividade espe’:c1ﬁca .mg
proteina

Papel de filtro 110,4 £ 0,5 Ugp 2,7 Upp

Avicel 30,4 £ 0,8 Uayicel 0,74 Unpyicel

CMC 21,0 +0,2Ucmc 0,51 Uemc
Celobiose 5,0 + 0,3 Ucelgbiose 0.12 Uceiohios

Pode-se observar que a atividade do complexo quando se utiliza celobiose, substrato
especifico de B-glicosidase (5,0Uceiobiose) € muito baixa. Portanto, uma das principais

limitacdes deste extrato enzimatico ¢ a baixa quantidade de B-glicosidase (5,0Ucelobiose)- Esta
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enzima ¢ importante na hidrolise de bagaco de cana-de-agucar, pois ela € responsavel pela
etapa final da hidrolise, hidrolisando celobiose a glicose. Celobiose ¢ um inibidor da
exocelulase, responsavel pela remogao de celobiose das extremidades das cadeias de celulose.
Assim, baixas quantidades de B-glicosidase conduzirdo a baixas conversdes de celulose em
glicose.

A estabilidade térmica do extrato foi a seguir avaliada. A presenca dos estabilizantes e
conservantes no extrato enzimatico ndo permite a correta avaliacdo da estabilidade térmica da
enzima imobilizada, pois estes ndo estardo presentes ao se medir a atividade do derivado,
prejudicando a interpretagdo dos resultados. Portanto seria necessaria a eliminagdo destes
compostos por didlise para se obter a real estabilizacdo dos derivados obtidos ao longo do
trabalho.

A dialise da preparagdo enzimatica comercial teve assim por objetivo eliminar
impurezas e preservantes, a fim de se poder comparar a estabilidade térmica da enzima
imobilizada (livre de conservantes e estabilizantes) com a enzima soluvel dialisada.

O processo de didlise foi realizado em membrana celulose regenerada com tamanho de
corte de 3,000 Daltons (Millipore®, Ireland) usando como diluente agua Milli-Q e
centrifugado por 10 minutos a 10.000 xg. Solugdes enzimaticas dialisadas e nao-dialisadas
foram incubadas em tampao citrato 0,05M, pH 4,8 a 65°C e as atividades residuais foram
medidas utilizando papel de filtro como substrato. O valor do parametro £ do modelo de
inativacdo (equacdo 3.5) ajustado aos dados experimentais (Figura 6.1) foi de 0,557 min”
para a enzima dialisada e 0,200 min™' para ndo-dialisada. As meias-vidas, calculadas pela
equacdo 3.8 para celulase dialisada e ndo-dialisada foram de 1,51 e 3,75 minutos,
respectivamente, mostrando que a enzima dialisada era 2,48 vezes mais estavel que o extrato

comercial ndo dialisado.
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Figura 6.1 Inativagdo térmica de Celluclast® solavel, (@) dialisada e (O) ndo-dialisada, a
65°C e pH 4,8 (tampao citrato 0,05M). As linhas indicam ajuste do modelo de inativagdo de
Sadana-Henley aos pontos experimentais.
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Estes resultados estdo coerentes com Tardioli [3] que dialisou a Alcalase® em
membranas de celulose para retirada de impurezas e adjuvantes, sendo a enzima comercial 4,3
vezes mais estavel que a dialisada. A prepara¢do enzimatica apresentou uma temperatura de
atividade méaxima de 50°C e pH 4,5 usando como substrato papel de filtro (Figura 6.2).

Pode-se observar que para a Celluclast” , a maior atividade relativa ocorreu proxima
do pH 4,5. Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura, Villalonga e colaboradores
[4] encontraram a méxima atividade em pH 3,0. Gu e colaboradores [5] obtiveram o maior
valor da atividade relativa em pH préximo a 4,5.

Quanto a temperatura, observa-se pelos valores de atividade relativa que a enzima
imobilizada atua bem em temperatura de aproximadamente 60°C. Entretanto a 70°C, a enzima
perdeu boa parte da sua capacidade hidrolitica, demonstrando que temperaturas acima de

60°C nao sdo recomendaveis para a atuagao da celulase.
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Figura 6.2 Influéncia da temperatura e pH na atividade hidrolitica da celulase livre (Celluclast™)

(@) e imobilizada (m).

6.1.2 Imobilizaciao covalente de celulase em suporte ativado com glutaraldeido e/ou

glicidol:

Prepararam-se derivados utilizando quitosana-alginato ativado com glutaraldeido (83
umol de aldeido.g”'gel) ou pré-ativado com glutaraldeido e depois com glicidol sendo
oxidado com periodato de sodio (70 pmol de aldeido.g™'gel). Os resultados sdo apresentados

na Tabela 6.2.

136



Capitulo 6 — Resultados: Preparagdo e caracterizag¢do de derivados de celulase Adriano, W. S.

Tabela 6.2 Parametros de imobilizagao de celulase em tampao fosfato de sodio 0,1M pH 7,0
a 25°C em suporte ativado com glutaraldeido 5% (v/v) ou pré-ativado com glutaraldeido e
depois com glicidol com carga oferecida de 10 mg de proteina.g™'gel (27Ugp.g "' gel) por 24h,
sendo (R;) rendimento de imobilizacdo, (Agr) atividade recuperada, (A4p) atividade aparente,

(t12) tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizacao a 65°C.

Biocatalisador Ativacdo Ry(%) Ar (%) Ay UFp.g'lgel t1» (minutos) FE
enzima livre - - - 1,51 1

quit 2,5%-algin2,5% GLU 56 39 5,9 8,60 5,6
quit 2,5%-algin2,5%  GLU/GLI 58 20 3,1 30,80 20,1

A quitosana interage formando pontes de hidrogénio com alginato. Essa interacao
permite um melhor entrecruzamento entre os polimeros e formando uma malha interna que
facilita a imobilizagdo e permite uma melhor congruéncia geométrica entre enzima-suporte
melhorando os parametros de imobilizagdo. O glutaraldeido também permite a imobilizacao
de proteinas mesmo em pH 7,0, isto ¢, algum residuo da molécula de enzima pode estar
exposto com significante reatividade [6]. Quanto ao rendimento de imobiliza¢do, ambas as
ativagdes apresentaram, praticamente, o mesmo comportamento. Ambos continham
quantidades semelhantes de grupos aldeidos. O suporte ativado com glicidol apresentou
menor formagdo de aldeidos, pois grupos remanescentes da pré-ativacdo com dialdeido
sofreram modificag¢des apds tratamento com glicidol e periodato.

Outro fator que pode ter contribuido para ndo se atingir 100% de rendimento de
imobilizacdo ¢ a quantidade de proteinas menores (impurezas) que competiram com as
moléculas maiores e também uma provavel adsorcdo de adjuvantes presentes na preparagao
enzimatica [3].

Em relagdo a atividade recuperada, eram esperados baixos valores de atividade
aparente, pois a rea¢do ¢ solido-solido, tornando a difusdo do substrato muito dificil ao
interior dos poros do suporte. Esta limitacdo aconteceu em todos os derivados preparados ao
longo deste capitulo. Agitacdo vigorosa foi empregada de modo a facilitar a reacdo substrato-
catalisador.

A interagdo entre os polimeros permitiu que houvesse mais ligagdes e mais poros que
serviram como uma malha que favoreceu a estabilizagdo da enzima, bem como, tornou o
suporte mais resistente a altas temperaturas e pH [1]. Nota-se que a estabilidade do suporte
ativado com glicidol foi 3,6 vezes maior quando comparado ao suporte ativado somente com

glutaraldeido. A imobilizacdo com ativagdo através de glutaraldeido acontece de maneira
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rapida e desorganizada, assim, a configuragdo enzima-suporte ndo ¢ favorecida de modo a se
atingir uma boa estabilidade. Por outro lado, na ativa¢do com glicidol, os aldeidos gerados sdao
menos reativos e a reagdo acontece de maneira mais lenta, havendo uma interacdo enzima-
suporte mais organizada e isso ¢ evidente quando se analisa a estabilizagdo da enzima
alcancgada.

Mesmo sendo a imobilizacdo realizada em pH 7,0 algumas interagcdes covalentes
formaram-se, pois ndo houve dessor¢do de proteina quando estes derivados foram incubados
em alta for¢a i6nica (NaCl 0,5M). A estabilizacdo alcancada até aqui para celulase ¢ muito
relevante considerando a complexidade da enzima e das condigdes limitadas de imobilizagao
que esta molécula suporta. A Figura 6.3 mostra o ajuste do modelo de Sadana-Henley aos

pontos experimentais obtidos durante inativagao térmica.
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Figura 6.3 Inativacdo térmica de quitosana 2,5%-alginato 2,5% com diferentes ativagoes.
Carga oferecida de 10mg proteina.g ' gel (65°C e pH 4,8), (m) celulase soluvel; (A)
ativados com glutaraldeido ¢ (®) ativados com glutaraldeido e glicidol. As linhas indicam

ajuste do modelo de inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.

Como ja descrito, o derivado quitosana 2,5%-alginato 2,5% ativado com glutaraldeido e
glicidol foi o melhor obtido com uma boa estabilizacdo. Entdo, decidiu-se utiliza-lo para
ensaios de hidrolise de bagaco de cana-de-aglicar em comparagdo com a enzima livre, bem
como, bateladas seqiienciais utilizando o mesmo catalisador para analisar sua reusabilidade no
processo. Estes resultados serdo discutidos mais detalhadamente posteriormente. Em paralelo,
seriam realizadas a preparagdo e caracterizacdo de novos derivados buscando maior

estabilizacao da celulase.
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6.1.3 Imobilizaciao covalente de celulase em suporte ativado com glicidol e a

influéncia do ditiotreitol (DTT) na etapa de imobilizacao:

Resolveu-se entdo imobilizar a celulase em suportes ativados somente com glicidol, sem
a pré-ativacao com glutaraldeido. Essa estratégia dividiu-se em duas. A primeira na auséncia
de DTT e a segunda na presenca do mesmo. A imobilizagdo ocorreu em pH 7,0 e nessa
condicdo, a formagdo de ligagdes covalentes multipontuais ndo ¢ favorecida, pois os grupos

amino da lisina estardo protonados em pH 7,0 [7].

A imobilizagdo enzimatica através da reagdo entre agarose-glioxil (aldeidos) do suporte
com grupos amino da enzima necessita de pelo menos duas ligagdes simultdneas as quais
agem de modo sinérgico [7]. Portanto, imobilizacdo de enzimas em agarose-glioxil requer uso
de pH acima de 10, condicao essa onde os residuos lisinas das enzimas estardo desprotonados
e disponiveis para reagir com grupos aldeido do suporte e assim fazer a ligacdo pelo menos
bipontual. Contudo, em quitosana-alginato—glioxil, foi possivel a imobilizagao de celulases a
pH 7.0. Possivelmente, a presenca de grupos amino carregados positivamente no suporte
gerava uma atragdo idnica de moléculas da enzima através de residuos acidos carregados
negativamente nesse pH. Dessa forma a enzima se mantinha presa ao suporte até que a
redug¢do com borohidreto transformava as bases de Schiff reversiveis em ligacdes covalentes
estaveis. O carater covalente da ligacdo enzima-suporte foi testado através de lavagem do
derivado com solugdo de alta forga i6nica (tampao fosfato 0,2M, pH 7,0), ndo se observando
qualquer atividade enzimatica no sobrenadante da agua de lavagem. Contudo, durante a
medida de atividade a enzima imobilizada estd novamente sob for¢a i0nica baixa ¢ a atracao
i0nica entre enzima e suporte volta a se estabelecer, aumentando a estabilidade térmica do

derivado.

Esta imobilizacdo promoveu um aumento de estabilidade quando comparado ao pré-
ativado com glutaraldeido (20,1). Ao se utilizar o glicidol, houve um processo de formagao de
interacdes enzima-suporte mais lento e ordenado de modo a estabilizar a enzima [8], além de
um melhor alinhamento entre enzima-suporte e um brago espagador enzima suporte também
favoravel a estabilizacdo [9]. Com a presenca de glutaraldeido, essa reacdo se dd de maneira

rapida e desorganizada (Tabela 6.2).

O efeito do glutaraldeido pode ser observado ao comparar os rendimentos de

imobilizagao, pois houve um decréscimo de 14% sem a pré-ativagdo com glutaraldeido.

A utilizagdo do DTT (agente redutor) durante a imobilizagao de penicilina G acilase em

glioxil-agarose em pH 7,0 e depois passando a 10,05 surgiu no grupo do Dr. Jose M. Guisan
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(ICP-Madri). O mecanismo pelo qual o DTT funciona ainda ndo esta esclarecido, entretanto,
aumentou significativamente a estabilidade da penicilina G acilase. Assim, tentou-se através
de ensaios preliminares, verificar a influéncia do DTT no sistema de imobilizagdo de celulase.
Uma das principais limitagdes para seguir a metodologia foi o aumento do pH de 7,0 a 10,05,
pois a enzima nao resistiu mesmo com uso de inibidores (celobiose e glicose), curtos tempos
de contato (30 minutos) e baixas temperaturas (4°C). Assim, somente foi possivel estudar o
uso do DTT a pH 7,0 (Tabela 6.3). Os resultados mostraram que se atingiu um fator de
estabilidade de 13,5. Uma vez que ainda ndo ¢ compreendido o efeito efeito estabilizante de
DTT na imobilizacdo de PGA, torna-se dificil explicar por que ndo funcionou para as

celulases.

O DTT também promoveu uma diminui¢ao do rendimento e da atividade aparente. Este
composto deve competir com os sitios de imobilizacdo com a enzima e, possivelmente, sua
natureza redutora distorceu o centro catalitico da enzima, havendo decréscimo da atividade
aparente do derivado. Fenomeno semelhante ao ocorrido com a CPA durante a etapa de

reducdo com borohidreto de sddio.

Tabela 6.3 Parametros de imobilizagdo de celulase em tampao fosfato de s6dio 0,1M pH 7,0
a 25°C em suporte ativado com glicidol na presenca e auséncia de DTT com carga oferecida
de 10 mg de proteina.g”gel (27Ugp.g" gel) por 24h, sendo (R;) rendimento de imobilizagio,
(Ar) atividade recuperada, (A,p) atividade aparente, (t12) tempo de meia-vida e (FE) fator de

estabilizacao a 65°C.

Biocatalisador DTT Ri (%) Ar (%) Ay UFp.g'lgel t12 (minutos) FE
enzima livre - - - 1,51 1

quit 2,5%-algin2,5% ausente 42 13 1,5 59,00 38,5
quit 2,5%-algin2,5% presente 33 9 0,8 20,65 13,5

A Figura 6.4 mostra os ajustes do modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais

obtidos durante inativacao térmica da enzima.e derivados a 65°C.
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Figura 6.4 Inativacdo térmica de celulase livre e imobilizada em quitosana 2,5%-alginato
2,5% ativados com glicidol. Carga oferecida de 10mg proteina.g ' gel (65°C e pH 4,8), (m)
celulase soluvel; (A) presenca de DTT e (@) auséncia de DTT. As linhas indicam ajuste do

modelo de inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.

6.1.4 Imobilizacao covalente de celulase em suporte ativado com epicloridrina

(epoxilado):

Uma nova estratégia foi estudada. A imobilizagdo através de epdxidos gerados no
suporte. O gel obtido apresentou um carater altamente hidrofébico com 230 pmoles de
epoxido.g'gel e foi preparado de acordo a com metodologia desenvolvida por

Fangkangwanwong e colaboradores [10] com pequenas modificagdes.

Em geral, a imobilizacdo de enzimas em suportes epdxido deve apresentar dois tipos
de grupos funcionais (i) para promover a adsor¢ao fisica de proteinas e (ii) grupos capazes de
imobilizar covalentemente a enzima (grupos epdxido). O uso de suportes heterofuncionais se

torna importante para a imobilizagcdo/estabilizacao de enzimas [11,12].

A imobilizagado foi dividida em duas partes: (i) adsorcao fisica da celulase em tampao
fosfato de s6dio 0,02M e pH 7,0 por 5h (ii) imobilizagdo covalente elevando o pH de
imobilizagdo para 8,5 por 19h. A segunda etapa foi mais longa, pois a formacao de ligacdes
covalentes neste suporte precisa de tempos longos de contato enzima-suporte. O pH 8,5 ndo

prejudicou a enzima, pois esta ja estava adsorvida no suporte.

Observa-se na Tabela 6.4 que houve 88% de rendimento de imobilizagdo, 20% de

atividade recuperada e a enzima imobilizada foi 5,6 vezes mais estavel que a enzima livre. A
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atividade recuperada deste derivado foi relativamente alta. Isto se deve ao fato da celulase
estar localizada na superficie do suporte. Assim, o substrato teve seu acesso a enzima
facilitado. Por outro lado, a estabilidade ndo foi alta quando comparada aos demais derivados

obtidos neste capitulo.

Quanto a estabilizacao, a imobilizacdo ¢ muito rapida (adsor¢ao), contudo a segunda
etapa ¢ mais lenta. Deste modo, a enzima se liga ao suporte em uma conformacao ndo muito
favoravel a estabiliza-la, necessitando tempos mais longos de incubagdo. Neste trabalho,
apenas 24h de incubagdo foi analisado. Outro fator importante sdo os bracos espacadores
curtos deste suporte epoxilado que promovem uma rigidificagdo da estrutura da celulase,

diminuindo sua estabilidade.

Fato parecido aconteceu na sessdo 6.1.2 no suporte ativado com glutaraldeido. Garcia
IIT e colaboradores [13] verificaram o mesmo efeito ao imobilizar celulase em 6xido de ferro
(ITI) e melhoraram os parametros de imobilizagdo através de silanizacdo do 6xido com

insercao de um ligante com alta massa molecular.

Tabela 6.4 Parametros de imobilizagdo de celulase em quitosana 2,5%-alginato 2,5%-
epoxilado. Carga enzimatica oferecida de 10mg de proteina.g™ de gel (27 Upp.g”' de gel)
sendo rendimento de imobilizagdo (R;), atividade recuperada (Ar), atividade aparente (A, ),

tempo de meia-vida (t2) e fator de estabilidade (FE) a 65°C.

Biocatalisador Ri (%) Ar (%) Ay Upp.g'lgel t12 (minutos) FE
enzima livre - - - 1,51 1
quit 2,5%-algin2,5% 88 20 2.4 8,58 5,6

A Figura 6.5 mostra o ajuste de Sadana-Henley aos pontos experimentais. Observa-se
um decréscimo de atividade nos primeiros minutos de incubagdo, dando indicio que a maior
parte da celulase imobilizada estava apenas adsorvida precisando, talvez, maior tempo de

incubacdo para formar mais interacdes covalentes e lograr uma melhor estabilizagao.
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Figura 6.5 Inativacdo térmica de celulase livre e imobilizada em quitosana 2,5%-alginato
2,5% ativados com epicloridrina (epoxilado). Carga oferecida de 10mg proteina.g ' gel (65°C
e pH 4,8), (m) celulase soluvel; (A) imobilizada. As linhas indicam ajuste do modelo de

inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.

6.1.5 Encapsulaciao de celulase seguida de reticulacio com glutaraldeido:

A ultima estratégia analisada neste trabalho foi a imobilizagdo da celulase por
encapsulacdo seguida de reticulagdo com glutaraldeido. Esta estratégia foi baseada na
metodologia de Martino e colaboradores [14] que imobilizaram B-glicosidase em quitosana
por adsor¢do seguida de reticulagio com glutaraldeido. Por se tratar de uma enzima
pertencente ao consoOrcio enzimatico comercial, resolveu-se fazer um teste utilizando a

celulase.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 6.5. Observa-se uma relevante estabilizagao
para uma metodologia tdo simples e barata quando comparada as demais analisadas neste
capitulo. A imobilizacdo pode ser dividida em duas etapas. A primeira consiste em interagdes

eletrostaticas entre NH, da quitosana ¢ COO~ da enzima mais liga¢gdes de hidrogénio e

forcas de Van der Walls em pH 4,5 (enzima em solucdo de quitosana 1% m/v em acido
acético 1% v/v) [15] com encapsulagdo da enzima na coagulacdo da quitosana em tampao

tris/HC1 0,1M pH 8,0.

J& a segunda, consiste nas interagdes descritas acima e ligacdes entre glutaraldeido e a
celulase (bases de Schiff) durante a reticulagdo formando uma rede porosa de gel que impede

a liberacdo da enzima ja imobilizada. Possivelmente, muitas das interagdes eletrostaticas
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enzima-suporte sdao substituidas por outras ligagdes covalentes [14]. Esta seria uma possivel

explicacdo da estabilidade deste derivado (33,7) em relagdo a enzima livre.

Quanto ao rendimento de imobilizacdo, pode ser melhorado aumentando-se a
concentragdo de quitosana e glutaraldeido, sendo necessario uma otimizacdo deste processo
de modo a imobilizar a maior quantidade de proteina possivel sem prejudicar o processo de
estabilizacao da enzima. Entretanto, estes resultados conseguidos sao animadores por se tratar

de uma metodologia simples € ndo onerosa.

Tabela 6.5 Parametros de imobilizagdo de celulase em quitosana 1% m/v por encapsulacao
seguida de reticulacdo com glutaraldeido. Carga oferecida 40mg de proteina (108Ugp) sendo
rendimento de imobilizagdo (R;), quantidade de proteina imobilizada (P;), atividade
recuperada (Ar), atividade aparente (Agp), tempo de meia-vida (ti») e fator de estabilidade

(FE) a 65°C (massa de gel obtida de 2,0g).

Ry Py AR A

. . ap .

Biocatalisador (%) mg.g'lgel (%) UFp.g'lgel ti2 (minutos) FE
enzima livre - - - 1,51 1

quit 1% 75 14,5 5,4 2,1 51,56 33,7

A Figura 6.6 mostra o ajuste do modelo de Sadana-Henley aos pontos experimentais

obtidos durante inativacao térmica da enzima livvre e derivados a 65°C.
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Figura 6.6 Inativacdo térmica de celulase livre e encapsulada em quitosana 1% m/v
reticulado com glutaraldeido. Carga tedrica imobilizada de 14,5mg proteina.g ' gel (65°C e
pH 4.,8), (m) celulase soluvel; (A) imobilizada. As linhas indicam ajuste do modelo de

inativagdo de Sadana-Henley aos pontos experimentais.
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6.2 Hidrolise de bagaco de cana utilizando celulase livre e imobilizada

6.2.1 Tratamento térmico e alcalino do bagaco de cana-de-agtcar:

O pré-tratamento por explosdao a vapor ¢ uma das técnicas mais viaveis de pré-
tratamento de biomassa para aumentar sua susceptibilidade a conversdo biotecnologica. Na
parede celular das plantas, as fibras de celulose estdo reticuladas em uma matriz
extremamente rigida, composta majoritariamente por hemicelulose e lignina. Portanto, para
hidrolisar a celulose e a hemicelulose, ¢ preciso despolimerizar, solubilizar ou remover a
lignina presente nos materiais lignoceluldsicos. Dos métodos de pré-tratamento, o processo de
explosdo a vapor seguido de deslignificacdo alcalina, tem se revelado um dos mais
promissores para o fracionamento dos trés constituintes principais da fitobiomassa,
paralelamente a um aumento significativo da susceptibilidade da celulose a sacarificagdo
enzimatica [16]. A Tabela 6.6 mostra os teores de celulose apds deslignificagdo de bagacgos

em diferentes condigdes.

Tabela 6.6 Teores de celulose quantificados pelo método antrona em bagaco de cana-de-

acucar em diferentes etapas de tratamento.

Bagaco de cana-de-acucar Teor de celulose (%)
explodido e ndo lavado 14
explodido lavado e seco 61
explodido lavado, seco e tratamento alcalino 88

Observa-se que a medida que se explode o bagagco e depois o lava (retirada da
hemicelulose) e seca e por ultimo, a etapa de deslignificagdo, o teor de celulose aumenta,

facilitando o ataque enzimatico e reduzindo as quantidades de hemicelulose e lignina.

6.2.2 Hidrolise do bagaco de cana-de-acucar utilizando enzima livre e imobilizada:

Os resultados apresentados na Figura 6.7 mostram os perfis de conversao em fung¢do do
tempo de hidrdlise para enzima livre e imobilizada. Nota-se que a enzima livre apresentou
velocidade de reagdo maior no inicio, conduzindo a uma maior conversao quando comparada

ao derivado até pouco mais de dois dias de reacdo. Esse comportamento ¢ devido a auséncia
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de efeitos difusionais na reagdo catalisada pela enzima solivel, isso pode ser percebido pelo

rapido aumento na conversdo e depois na reducao da velocidade da reacgdo.

J& para o derivado obtido, a conversdo foi mais lenta no inicio do processo devido ao
problema da alta resisténcia ao transporte de massa externo e interno. E importante ressaltar,
contudo, que apesar da maior conversao no inicio, a enzima livre conduz a menor conversao
final, devido a sua menor estabilidade operacional, pois sua estabilidade térmica ¢
aproximadamente 20 vezes menor que o derivado utilizado. Assim, com o passar das horas a

enzima livre foi inativando enquanto que a imobilizada permaneceu ativa.
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Figura 6.7 Conversdao do bagaco da cana-de-actcar (50°C e pH 5,0) com 8,8% m/v de
celulignina. Enzima soltvel 4,3Ugp.g"' celulignina (m); enzima solavel 8,6Ugp.g” celulignina
(®); enzima imobilizada em quitosana 2,5%-alginato 2,5% pré-ativados com glutaraldeido e

ativado com glicidol 4,3Ugp.g”' celulignina (A).

Através de estudos cinéticos das celulases na hidrolise de celulose com enzimas
soliveis, sabe-se que a acdo da endocelulase ¢ muito mais rapida que a das exocelulases.
Sabe-se também que embora seja esperado haver sérios problemas difusivos no processo (a
reacdo ¢ heterogénea, com a celulose insoluvel e enzima solivel em 4gua), esses parecem nao

limitar o processo global devido a baixa velocidade intrinseca das enzimas.

A imobilizacdo da enzima aumenta ainda mais a dificuldade de acesso do substrato a

enzima. Contudo, esse problema s6 ¢ muito grave no inicio da reagdo e a acdo da endoenzima
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¢ rapida, reduzindo o tamanho dos oligossacarideos e assim tornando mais facil o acesso deles
a enzima imobilizada. Além disso, a baixa velocidade intrinseca minimiza esse efeito
negativo. Como resultado final, vé-se que a maior estabilidade operacional da enzima
imobilizada deverd compensar a maior resisténcia ao transporte de massa, tornando

economicamente compensador seu uso em processos de sacarificacao de celulose.

6.2.3 Hidrolises seqiienciais do bagaco de cana-de-ac¢uicar utilizando enzima livre e

imobilizada:

A viabilidade da reutilizagdo de celulase imobilizada foi analisada durante uma
seqiiéncia de trés bateladas. Utilizou-se o derivado composto por quitosana-alginato pré-
ativado com glutaraldeido e seguido de ativacdo com glicidol. Imobilizaram-se 25mg de

proteina.g™' de gel com atividade aparente de 15Upp.g "' gel.

Ao iniciar cada batelada, 5Ugp.g" celulignina eram adicionados junto com o derivado,
tampao e bagaco de cana (celulignina). Durante o tempo de reagdo, foram analisados os perfis
de concentracdes de glicose, celobiose, agucar redutor total (Figura 6.8). Era de se prever que
0 aumento na resisténcia ao transporte de massa nas reagdes de hidrdlise seria especialmente
grave no inicio devido a insolubilidade da celulose, o que implicava substrato e catalisador
solido. Decidiu-se por isso adotar estratégia similar a utilizada na hidrélise de amido, também
um polimero de glicose, cuja hidrolise ¢ efetuada industrialmente usando agdo sinergistica de
a-amilase (endoenzima) e glicoamilase (exoenzima). A primeira quebra rapidamente o
polimero em varias fragdes, diminuindo a viscosidade do meio reacional e gerando
terminagdes para a agdo mais lenta da exoenzima. Imaginou-se, assim, que a adigdo de parte
da enzima livre permitiria superar a desvantagem do sistema imobilizado por ser um processo
solido-solido. Utilizou-se assim, um total de ZOUFp.g'lcelulignina, sendo SUgp livres € 15Ugp

imobilizadas.

Observa-se na Figura 6.8-C que a amostragem iniciou-se depois de 10h. Isto foi devido
a alta viscosidade do meio nas primeiras horas de reacdo provocada pela alta concentragao de

solidos presentes no reator (celuliginina) que dificultou a agitacdo do meio reacional.

Para todos os perfis (Figura 6.8), nota-se um aumento da concentracdo de celobiose
maior que a de glicose durante aproximadamente 10h. Depois, a velocidade de producao de
celobiose diminui e a de glicose aumenta. Isto era esperado devido a menor proporcao de [3-
glicosidase no extrato e ao efeito inibitorio da celobiose na acdo da celobiohidrolase e da

glicose na agdo da B-glicosidase. O efeito inibitério da glicose pode ser minimizado se for
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utilizado processo com sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF), limitado pela
fermentagdo, onde a glicose assim que produzida serd metabolizada a etanol pelo
microrganismo. Visando estudar o sistema imobilizado ja nessa condi¢do mais promissora de
processo, ap6s 10 horas a 47°C, reduziu-se a temperatura para 37°C, um valor de

compromisso entre a atividade enzimadtica e a sobrevivéncia do microorganismo.

As Figuras 6.8 mostram os resultados obtidos com toda a enzima livre (Figura 6.8-A) e
com 75% da carga enzimatica oferecida na forma imobilizada, em trés bateladas seqiienciais
(Figura 6.8-B,C,D). As baixas conversdes em glicose atingidas nos dois sistemas, mostrados
na Figura 6.10, se devem a redugdo da temperatura para 37 °C, a pequena propor¢ao de -
glicosidase e também menor propor¢ao de celobiohidrolase em reacdo a endocelulase no
extrato, além do efeito inibitério dos produtos celobiose e glicose na acdo das respectivas

enzimas geradoras dessas substancias.

E conhecido na literatura [16-18] que uma das limitagdes do processo de hidrélise esta
na baixa atividade B-glicosidasica do complexo enzimatico comercial utilizado neste trabalho
(Celluclast™). Essa enzima ¢ a geradora de glicose, deve ter acdo mais lenta que a endo e &
fortemente inibida pelo seu produto glicose. Assim altas conversdes de celulose a glicose

requerem forgosamente altas propor¢des dessa enzima no extrato.

Resultados semelhantes foram verificados por Martins [18] ao estudar a percentagem de
glicose e celobiose liberada na hidrolise de papel de filtro durante 1h de reagdo. Observou-se
que a hidrolise com uso da Celluclast” produziu 27% de glicose e 73% de celobiose enquanto
a mesma reacao utilizando celulase de P.echinulatum produziu 57% dos agucares redutores na

forma de glicose e 43% na forma de celobiose.

Comparando-se o desempenho do sistema livre com a primeira batelada imobilizada,
observam-se concentragdes de celobiose e de glicose inferiores no sistema imobilizado,
diferencas essas menores nas horas iniciais € que se torna um pouco mais significativa na
medida em que aumenta a concentracao de glicose no meio, o que inibe a acdo da B-
glicosidase. E evidente que a agdo da B-glicosidase foi mais afetada pela imobilizagdo. Uma
possivel explicagdo € que por ser a terceira a agir, ela tenha sentido mais os efeitos difusivos.
Outra explicagdo ¢ que a sua baixa concentragdo no extrato tenha ocasionado uma menor
propor¢ao ainda dessa enzima no derivado, ou seja, as 15 Upp de enzima imobilizada
contenham ainda menos [-glicosidase e celobiohidrolase que as 15Ugp livres. As trés

proteinas concorrem pelos sitios ativos do suporte durante a imobilizagdo e a velocidade de
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imobilizacdo sera maior para a proteina presente em mais alta concentracdo, ou seja, a

endocelulase e a exocelulase.

Uma vez que a conversdo a celobiose e glicose depende das exoenzimas, uma menor
propor¢do dessas no extrato ird provocar um pior desempenho do sistema imobilizado.
Possivelmente, um aumento na proporc¢ao das exoenzimas ira levar a um desempenho similar

do sistema imobilizado.

E importante notar também o excelente desempenho das duas bateladas repetidas, que
mostram que a enzima imobilizada continua ativa. As concentracdes de celobiose e glicose
inclusive aumentam da primeira para a segunda e para a terceira batelada devido ao aumento
da concentracdo de substrato. Uma vez que a conversdo ¢ parcial, ao se reciclarem os solidos,
celulose ndo convertida ¢ retornada ao sistema. Estes dados estdo de acordo com Vasquez e
colaboradores [17] que observaram um aumento de 4,5 vezes na concentracdo de glicose
quando variaram a percentagem em celulignina de 2 para 10% m/v para uma mesma carga

enzimatica e mesmas condi¢des operacionais.

Vale ressaltar que, na segunda e terceira bateladas, sdo também adicionados as mesmas
-1 . . . .
SUgp.g celulignina de enzima livre calculados para 10% de celulignina no reator, tal como

utilizada na primeira batelada.
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Figura 6.8 Perfis de concentracdo de glicose (@) e celobiose (M) na hidrolise de bagago de
cana utilizando enzima livre (A) e bateladas seqiienciais com enzima imobilizada. 1* batelada
(B), 2% batelada (C) e 3* batelada (D). Todos os ensaios foram realizados a 47°C durante 10h e
37°C até completar 36h em pH 5,0.

Realizou-se a seguir um outro ensaio visando entender qual a participacao relativa da
enzima livre e imobilizada na geracdo de celobiose e glicose, cujos resultados sdo mostrados
na Figura 6.9. Pode ser observada a diferencga de perfil entre as duas bateladas, uma realizada
apenas com enzima livre, 5Upp.g”'de celulignina, ¢ a outra realizada apenas com enzima
imobilizada, ISUFp.g'lde celulignina. Os dois ensaios foram realizados nas mesmas condigdes
operacionais. Os resultados mostrados na Figura 6.9 confirmam que a principal limita¢cdo no
sistema imobilizado se deve a baixa concentracdo de B-glicosidase. Sendo a terceira a agir,
essa enzima € quem mais sofre a restricdo dos efeitos difusivos. Nota-se que a concentracao
de celobiose ¢ muito maior na batelada com enzima imobilizada, sem a adi¢do de enzima
livre, enquanto que a concentracdo de glicose ¢ muito similar nos dois sistemas. Por outro

lado, a concentragdo de celobiose para enzima livre foi menor que a imobilizada e observa-se
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que a glicose ao passar do tempo alcangard uma concentragao maior que a celobiose, fato este
que ndo ¢ observado na enzima imobilizada. O efeito inibitorio de celobiose e glicose ficam
claros nesse ensaio, pois a soma das concentragdes dos dois produtos liberada nas duas

bateladas ¢ superior as obtidas na batelada onde havia 5Ugp livres e 15Ugp imobilizadas.

Os resultados mostrados aqui de hidrélise de celulose com enzimas imobilizadas
comprovam a viabilidade técnica do uso de celulases imobilizadas na hidrolise de celulose.
Evidentemente, a viabilidade econdmica s6 podera ser definida apds estudos de otimizagdo do
processo de imobilizagdo. Assim, o aumento na propor¢ao entre exocelulases e endocelulases
deverd favorecer o desempenho do complexo imobilizado, assim como a imobilizagdao
preferencial da endocelulase nas camadas mais externas do suporte. Quanto maior a
estabilidade térmica da enzima soltvel, mais vantajosa sua imobilizacdo e reutilizagdo.
Assim, as imobiliza¢des de extratos produzidos por microrganismos termoestaveis deverao
conduzir a derivados ainda mais promissores. Por outro lado, o uso de diferentes técnicas de
imobilizagdo pode aumentar ainda mais a estabilidade operacional da enzima. O aumento na
propor¢do entre exocelulases e endocelulases também deverd favorecer o desempenho do
complexo imobilizado, bem como a imobilizagdo preferencial da endo nas camadas mais
externas do suporte. No limite, se a imobilizacdo do complexo ndo se revelar ao final vidvel
economicamente devido a insolubilidade inicial da celulose, essa restricao deixa de existir
para as exocelulases, ou pelo menos para a B-glicosidase. Assim, hidrdlise de celulose com
celulases imobilizadas requer ainda muitos estudos para otimizacdo do uso delas, mas os
resultados aqui mostrados sdo promissores e justificam continuidade dos estudos nessa

direcao.
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Figura 6.9 Perfis de concentracdo de celobiose: (@) enzima imobilizada sem adi¢do de
livre;15Upp.g”" de celulignina (O) enzima livre 5Ugp.g " de celulignina. Glicose: (M) enzima
imobilizada sem adigdo de livre; (O) enzima livre 5Upp.g 'de celulignina na hidrolise de
bagaco de cana utilizando Todos os ensaios foram realizados a 47°C durante 10h e 37°C até

completar 33h em pH 5,0.

Quanto aos perfis de conversdo (Figura 6.10) para as trés bateladas repetidas, conforme
jé& discutido, embora a concentragdo de produto em um mesmo tempo de reacdo aumente,
observa-se um decréscimo na conversdo, devido ao aumento gradual da concentragdo inicial
de celulose da primeira para a terceira bateladas. Esses resultados, portanto, indica ser
bastante promissor o uso de enzimas imobilizadas para redu¢do de custos com catalisador,
pois a enzima imobilizada ainda estava ativa e produzindo glicose e celobiose, na terceira
batelada. Esse experimento mostrou também que a reutilizacdo da enzima pode ser feita de
forma bastante simples, requerendo apenas uma separacdo solido-liquido entre o liquido
contendo celulose hidrolisada e os solidos (lignina, celulose ndo convertida e enzima
imobilizada), uma operagdo unitaria muito simples industrialmente. No caso do processo SSF
seria separado apenas o vinho contendo etanol, com reciclo de todos os solidos até que a

perda gradual de atividade da enzima imobilizada ndo justifique mais seu reciclo.
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Figura 6.10 Perfis de conversao em glicose (A), celobiose (B) e agucar redutor total (C) na
hidrolise de bagaco de cana utilizando enzima livre (H) e bateladas seqiienciais com enzima
imobilizada. 1* batelada (@), 2* batelada (A) e 3 batelada (®). Todos os ensaios foram
realizados a 47°C durante 10h e 37°C até completar 36h em pH 5,0.

6.3 Conclusoes parciais

Celulase imobilizada em quitosana-alginato ativada com (i) glutaraldeido, (i1) glicidol,
(ii1) glutaraldeido e glicidol, (iv) epoxilado mostraram vantagens significantes quando
comparadas a enzima livre. Os resultados obtidos permitiram verificar que ha uma influéncia
positiva na adicdo de copolimeros e de diferentes métodos de ativacdo no protocolo de
imobilizacdo de celulase em quitosana. Para géis ativados com glutaraldeido, o compdsito
quitosana-alginato apresentou rendimento de imobilizagdo de 56%, atividade recuperada de
39% , estabilidade térmica de 5,6 vezes em relacdo a enzima soluvel a 65°C e ativados com
glicidol e pré-ativados com glutaraldeido, com rendimento de imobilizacdo de 58%, atividade

recuperada de 20% e estabilidade térmica de 20,1 vezes em relagdo a enzima solivel a 65°C.
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Entretanto, para derivados preparados ativados com glicidol e sem DTT na
imobilizacdo, a estabilizagdo da enzima foi a melhor obtida neste trabalho (38,5 vezes).

Tempo de imobiliza¢ao de 24h e pH 7,0 a 25°C.

No método de imobilizacdo de celulase por conjugacdo seguida de reticulagio com
glutaraldeido, o rendimento de imobilizagdao (75%) e a estabilizacdo atingida de 33,7 vezes

foram satisfatérios, visto que se trata de uma metodologia mais simples, barata e rapida.

Embora os valores de estabilidade térmica e atividade enzimdtica sejam baixos em
comparagdo com as demais enzimas reportadas na literatura [4,5] para a celulase os valores

sdo considerados satisfatorios.

A conversao da hidrélise do bagaco de cana-de-actcar utilizando o derivado de celulase
mostrou ser promissor no desenvolvimento de um processo industrial, os resultados
mostraram uma conversao de 1,8 vezes em relagdo a enzima livre, viabilizando um custo mais

acessivel em bioprocessos industriais para hidrolise de produtos lignocelul6sicos.

O derivado de celulase mostrou que pode ser usado em bateladas seqilienciais sem
perder sua eficiéncia catalitica podendo esse processo de sacarificagdo ser melhorado de

modo a realizar a fermentagdo simultidnea para produgdo de etanol.

Portanto, trata-se de um suporte de facil obtengdo e o processo de imobilizagcdo simples,
isto torna estes biocatalisadores promissores na aplicacdo e desenvolvimento de processos
industriais envolvendo a biocatalise de materiais celuloliticos e estimula a continuidade dos

estudos visando sua otimizagao.
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7 Conclusoes

Este projeto de pesquisa preparou e caracterizou diversos derivados de enzimas
industriais como quimotripsina, carboxipeptidase A e celulase, em quitosana pura e hibridos
de quitosana com outros polimeros de baixo custo utilizando diferentes protocolos de ativagao
e varios métodos de imobiliza¢do, e estudaram-se os melhores derivados obtidos nas

respectivas reagdes de interesse de cada enzima.

Esta tese de doutorado apresentou resultados significantes na imobilizagdo de enzimas

industriais em quitosana.

Observou-se uma melhora em todos os parametros de imobilizacdo ao longo da
discussdo dos resultados para todas as enzimas imobilizadas, mostrando uma evolu¢dao no
estudo da imobilizacdo de cada enzima utilizando suportes e ativagdes de baixo custo
logrando resultados muito significantes quando comparados a outros métodos de imobilizagdo

e utilizando suportes onerosos quando comparados a quitosana.

A partir desta tese, buscaram-se, além de promover uma alternativa de aproveitamento
de produtos nacionais como suportes de imobilizagdo, contribuir para a expansdo e
diversificacdo da tecnologia enzimatica, trazendo potenciais beneficios sdcio-econdomicos
através do desenvolvimento de uma tecnologia inovadora, bem como, contribuir com o
desenvolvimento do grupo de pesquisa em tecnologia enzimatica a respeito da imobilizagao

de diversas enzimas em quitosana.
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8 Sugestoes

Considerando-se os resultados obtidos neste trabalho, sugerem-se algumas atividades

para que possam ser executadas.

= Imobilizar quimotripsina em suportes hibridos de quitosana epoxilados e verificar sua

eficacia;

= Imobilizar quimotripsina na presenga de DTT para verificar incremento de

estabilidade durante o processo;
= Verificar estabilidade operacional do melhor derivado obtido;

= Preparar o melhor derivado de quimotripsina e realizar bateladas longas de hidrélise
de soro de queijo e levantar parametros cinéticos como base de comparagdao com

outros trabalhos desenvolvidos no grupo;

= Aplicar os melhores suportes desenvolvidos para imobilizacdo de outras enzimas

estudadas no grupo;

= Melhorar o suporte epoxilado bem como, as condi¢des de imobilizagio de CPA de

modo a estabiliza-la;

= Investigar a capacidade maxima de imobilizagdo no suporte quitosana-alginato
epoxilado, caracteriza-lo e aplicd-lo em hidrdlises de soro de queijo para remogdo de

fenilalanina e comparagdes com outros estudos desenvolvidos no grupo;

= Imobilizar CPA através de outros protocolos de imobilizagdo como conjugacao

seguida de reticulagdo;

= Utilizar dextranas apds imobilizacdo de modo a melhorar a estabilidade e reduzir a

perda de atividade catalitica;

= Verificar a influéncia dos ions zinco com a quitosana, bem como a influéncia do zinco

na enzima durante a imobilizagao;

= Estudar as condi¢des otimas na etapa de reducdo para ndo prejudicar a enzima e

melhorar sua estabilizacao;
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= Aprofundar a metodologia de imobilizacdo de celulase por conjugacdo e reticulacao
com glutaraldeido. Modificar a concentragdo de quitosana ou usar hibridos, verificar

capacidade méaxima de imobilizagdo e tempo de contato enzima-suporte;

= Desenvolver derivados de B-glicosidase e usa-los juntamente com os de celulase, de

modo a diminuir a inibigdo por celobiose;

= Imobilizar celulases de outras fontes que contenham maior quantidade de B-

glicosidase;

= Imobilizagdo simultinea de celulase e B-glicosidase de modo a obter um derivado com

alta atividade das duas enzimas;

= Realizar estudos de sacarificagdo utilizando um derivado que contenha celulase e -
glicosidase e otimizar parametros de reagdo como a percentagem de sélido, agitacao,

relacdo enzima-substrato

= Testar diferentes bagagos obtidos por diferentes tratamentos para retirada de

hemiceluloses e lignina.
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