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RESUMO

Neste trabalho, a protease Alcalase® foi imobilizada inicialmente em suporte ativado com
grupos epoxi, Immobead 350. O derivado da imobilizacdo (a pH 10, por 24 h) nesse suporte,
com atividade de 26,1 Ugane/g, foi aplicado na reacdo de hidrolise da gelatina de tilapia,
visando a obtencdo de peptideos com atividade antioxidante. Apds 3 ciclos reacionais, 0
biocatalisador insoluvel perdeu a capacidade de produzir peptideos bioativos. Diversas
condicdes de imobilizacao foram, entdo, testadas, alterando-se pH, tempo de incubacao, carga
oferecida, reticulacdo da enzima imobilizada e presenca de inibidor durante o processo, além
de uma modificagdo quimica no suporte para insercdo de grupos aldeidos. Todos os derivados
obtidos apresentaram estabilidade térmica inferior a enzima ndo imobilizada. Utilizou-se,
também, quitosana ativada com trés agentes diferentes — glutaraldeido, divinilsulfona e
glioxil — como suporte para imobilizacdo de Alcalase®. Condi¢des de pH e tempo de
imobilizacdo foram avaliadas. Para as imobilizacdes em suporte ativado com glutaraldeido, o
rendimento de imobilizacdo para todos os tempos estudados (15h a 96h) foi de 100% e os
biocatalisadores apresentaram atividades em torno de 30 a 45 Ugane/g. J& as imobilizacdes
em suporte ativado com divinilsulfona apresentaram rendimentos inferiores a 60% para todos
os tempos estudados (24h a 96h) e valores de atividade catalitica em torno de 5 a 10 Ugane/Q
para as imobilizacBes a pH 7, e em torno de 20 a 30 Ugane/g para as imobiliza¢bes a pH 10.
As imobillizagbes em quitosana ativada com glioxil apresentaram valores de rendimento
inferiores a 35% para todos os tempos estudados (24h a 96h) e valores de atividade catalitica
gue nao ultrapassram 6 Ugane/g. Ensaios de inativacdo térmica a 60 °C e pH 8 foram
realizados, e os derivados mais estaveis foram os das imobilizacdes em Glutaraldeido-
Quitosana a pH 7 por 72h (FE = 4,4), em DVS-Quitosana a pH 10 por 24h (FE = 3,3) e em
Glioxil-Quitosana a pH 10 por 24h (FE = 3,3). Avaliou-se a estabilidade operacional dos
derivados através da hidrolise da Azocaseina. Ap6s 6 ciclos consecutivos, os derivados da
imobilizacdo Glutaraldeido-Quitosana ndo apresentaram perda de atividade, enquanto que o
derivado da imobilizacdo em DVS-Quitosana a pH 10 por 24 horas reteve 75,5% de sua
atividade e o derivado da imobilizacdo em Glioxil-Quitosana a pH 10 por 24 horas reteve
apenas 10% de sua atividade. Assim, os derivados de Glutaraldeido-Quitosana apresentaram

os melhores resultados de atividade catalitica, estabilidade térmica e estabilidade operacional.

Palavras-chave: Alcalase®, imobilizag&o, estabilidade, hidrolise da gelatina de tilapia.



ABSTRACT

In this work, the protease Alcalase® was immobilized initially on an epoxy-activated support
— Immobead 350. The derivative (immobilization at pH 10, for 24 hours), which showed
activity of 26,1 Ugane/g, was applied in the tilapia gelatin hydrolysis, aiming to obtain
peptides with antioxidant activity. After 3 reactional cycles, the insoluble biocatalyst lost the
ability to produce bioactive peptides. Several immobilization conditions were then tested by
altering pH medium, incubation time, loading offered, immobilized enzyme crosslinking and
presence of inhibitor during the process, and also a chemical modification of the support for
aldehyde groups insertion was tested. All the derivatives obtained showed lower thermal
stability than the non-immobilized enzyme. Also chitosan activated with three different agents
— glutaraldehyde, divinylsulfone and glyoxyl — was used as support for Alcalase®
immobilization. Immobilization conditions such as time and pH medium were evaluated. For
immobilizations in support activated with glutaraldehyde, the immobilization yield for every
studied times (15h to 96h) was 100%, and the biocatalysts showed activities around 30 to 45
Ugane /g. The immobilizations in divinylsulfone-activated support showed yields of less than
60% for every studied times (24h to 96h) and values of catalytic activity around 5 to 10
Ugane/g for immobilizations at pH 7, and around 20 at 30 Ugane /g for immobilizations at pH
10. The immobilizations on chitosan activated with glyoxyl showed values of yield lower than
35% for every studied times (24h to 96h) and values of catalytic activity which did not exceed
6 Ugane/g. Thermal inactivation assays at 60 ° C and pH 8 were performed, and the most
stable biocatalysts were those of immobilization on Glutaraldehyde-Chitosan at pH 7 for 72h
(SF = 4,4) on DVS-Chitosan at pH 10 for 24h (SF = 3,3) and on Glyoxyl-Chitosan at pH 10
for 24h (SF = 3,3). The operational stability of the derivatives was evaluated by the hydrolysis
of Azocasein. After 6 consecutive cycles, the derivatives of Glutaraldehyde-Chitosan
immobilization showed no loss of activity, whereas the derivative of DVS-Chitosan
immobilization at pH 10 for 24 hours retained 75,5% of its activity and the derivative of
Glioxil- Chitosan immobilization at pH 10 for 24 hours retained only 10% of its activity.
Thus, the Glutaraldehyde-Chitosan derivatives presented the best results of catalytic activity,

thermal stability and operational stability.

Keywords: Alcalase®, immobilization, stability, tilapia gelatin hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

O emprego de catalisadores quimicos nos diversos processos de obtencdo de
produtos e intermediarios de interesse industrial apresenta algumas limitacdes referentes a
diferentes aspectos como, por exemplo, a alta demanda energética requerida por esses
processos quimicos e a baixa versatilidade e especificidade desses catalisadores, a qual
promove a formacdo de subprodutos, ou até produtos contaminados, requerendo, assim,
etapas e custos adicionais ligados a processos de purificacdo (MENDES et al., 2011). Diante
disto, varios processos biotecnoldgicos, como os fermentativos e enzimaticos, vém sendo
constantemente estudados para implementacdo de novas tecnologias que atendam as
necessidades econdmicas e ambientais dos processos de producdo, abrangendo os diversos
setores industriais (SANTOS et al., 2015a; TEIXEIRA et al., 2014).

As enzimas se apresentam como biocatalisadores com propriedades de grande
interesse industrial: atuam em condi¢fes mais brandas de temperatura e pressao, possuem
elevada especificidade e ainda apresentam alta enantio e regioseletividade (MATEO; GRAZ,
FERN, 2007; RIOS et al., 2016). Além disso, as enzimas proporcionam velocidades de
reacao bem superiores aos catalisadores quimicos convencionais (MENDES et al., 2011).

Enzimas proteoliticas, conhecidas como proteases, possuem grande atuacdo na
indUstria, abrangendo setores como o farmacéutico, de laticinios, formulacdo de detergentes,
indGstria de couro, sintese de proteinas e tratamento de residuos (ANWAR;
SALEEMUDDIN, 1998; SOUZA, 2016). A Alcalase® ¢é uma protease comercial obtida a
partir de uma cepa selecionada do micro-organismo Bacillus licheniformis (CHEN; CHEN;
WANG, 1992). A utilizacdo da Alcalase® estd envolvida, principalmente, em processos de
formulacdo de detergentes, devido a sua alta tolerancia a pHs alcalinos, e na producdo de
hidrolisados proteicos (CORICI et al., 2011; TARDIOLI et al., 2003; YUST et al., 2003).

Para que a aplicacdo de uma enzima na industria tenha éxito, é necessario que esse
biocatalisador apresente atividade e estabilidade sob diversas condi¢Bes de processo, 0 que é
muitas vezes improvavel, ja que essas condi¢cBes geralmente diferem do ambiente natural
dessas biomoléculas (LIESE; HILTERHAUS, 2013). Além do mais, a solubilidade das
enzimas em meio aquoso representa um problema para a industria, pois 0 reuso desse
biocatalisador se torna complexo, trazendo custos ainda maiores, ja que a obtencdo dessas
moléculas, bem como o processo de recuperacdo delas do meio, sdo de elevado custo
(SANTOS et al., 2015b).
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A imobilizacdo de enzimas é uma técnica que possibilita a facil recuperagédo
dessas biomoléculas apdés um ciclo reacional para seu posterior reuso e permite a
simplificacéo do design do reator (RODRIGUES et al., 2008; SANTOS et al., 2015c; ZHOU,;
WANG, 2009). Além disso, a imobilizacdo objetiva 0 aumento da estabilidade da enzima
contra agentes desnaturantes como temperatura, pH e solventes quimicos (BEZERRA et al.,
2015; POPPE et al., 2013). Dessa forma, essa técnica € usualmente requerida para a maioria
das aplicagdes industriais de enzimas e um dos pontos mais criticos no desenvolvimento dessa
técnica com uma enzima especifica é a escolha do suporte onde essa biomolécula ficara
fixada (SANTOS,et al., 2015a; MATEO; GRAZ; FERN, 2007).

Diversos materiais poliméricos podem ser utilizados como suporte de
imobilizacdo. Alguns desses suporte sdao comercializados em sua forma ja funcionalizada, néo
sendo necessario a utilizacdo de agentes ativantes para modificacdo quimica de sua superficie,
como é o caso do Immobead (MATTE, 2015). J& outros materiais necessitam de uma
modificacdo quimica em sua superficie através de diversos agentes ativantes, como € 0 caso
de alguns biopolimeros naturais, que podem ser ativadas com Glutaraldeido, Glicidol,
Epicloridina, Divinilsulfona, Formaldeido e outros agentes (ALBUQUERQUE et al., 2016;
SANTOS et al., 2015c; TARDIOLI et al., 2003; VIEIRA, 2009).

Diante disto, o presente trabalho avaliou a imobilizagdo da protease Alcalase® em
Immobead 350 e em Quitosana ativada por 3 agentes diferentes — Glutaraldeido,
Divinilsulfona e Glioxil — objetivando a insolubilizagéo e estabilizacdo da enzima a fim de

aplica-la em reacdo modelo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enzimas

Nos ultimos anos, o interesse das industrias por processos biotecnologicos que
substituam 0s processos quimicos convencionais tem aumentado e, por conseguinte, 0s
estudos e pesquisas com bioprocessos aplicaveis industrialmente é também crescente. Parte
desse interesse deve-se ao efeitos econdmico e ambientalmente benéficos causados pela
utilizacdo de tecnologias de uma menor demanda energética, com grande possibilidade de
utilizacdo de matérias-primas de fontes renovaveis ou até mesmo de residuos industriais
(COELHO; LEITE; ROSA, 2001). Nessa busca por processos mais "verdes", 0S
biocatalisadores surgiram com um papel muito importante para um grande conjunto de
reacOes de interesse industrial.

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores de alta especificidade e
grande eficiéncia, reduzindo a energia de ativacdo, acelerando, assim, a reacdo quimica sem
interferir no equilibrio da mesma. Essas moléculas podem elevar a velocidade de reacGes em
até 20 ordens de magnitude (ARANTES, 2008; VIEIRA, 2009).

Como proteinas, as enzimas sdo constituidas por subunidades de aminoacidos
com diferentes residuos que se ligam para formar uma cadeia polipeptidica. Assim, a estrutura
primaria dessas enzimas é a propria sequéncia formada por esses aminoécidos. Essa cadeia
pode localmente se arranjar no espaco de duas formas diferentes, a-hélice e folha , ou uma
mesclagem das duas, formando, assim, uma estrutura secundaria. Por meio de interacGes entre
0s grupos presentes nos residuos dos aminoacidos, a cadeia polipeptidica se enovela,
dobrando sua estrutura secundéria e formando uma estrutura tridimensional terciaria, na qual
existe uma regido de maior interesse: o sitio catalitico. A alta especificidade das enzimas
deve-se a esse arranjo tridimensional, que permite que apenas determinados substratos
posicionados adequadamente alcancem o sitio ativo dessa enzima. Algumas delas possuem
ainda uma estrutura quarternaria, que é formada quando ha unido de duas ou mais cadeias
polipeptidicas (BRIGIDA, 2010; TARDIOLI, 2003)

Do ponto de vista bioldgico, enzimas sdo catalisadores de natureza organica que
atuam em inUmeras reacdes bioquimicas dos processos mais diversos do metabolismo de
seres vivos (COELHO; LEITE; ROSA, 2001). Quimicamente, enzimas sao macromoléculas

que possuem funcdes cataliticas e sdo sollveis em &gua, podendo essa solubilidade ser de
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grau minimo, que sdo as enzimas quase completamente insollveis, ou até mesmo chegar a
centenas de miligramas por mililitro (LIESE; HILTERHAUS, 2013).

Sdo diversas as vantagens ligadas a utilizacdo de enzimas como substitutas dos
catalisadores quimicos. Além do aumento do rendimento devido a alta eficiéncia e
especificidade desses biocatalisadores, o que também diminui a formacdo de subprodutos e
reduz, assim, os custos ligados as etapas de separacdo e purificacdo, as condi¢cbes mais
brandas nas quais esses biocatalisadores atuam sdo também de grande interesse para a
industria. Essas moléculas sdo capazes de catalisar reacdes atuando em temperaturas, pH e
pressdes mais suaves (MENDES et al., 2011). Esses biocatalisadores s&o empregados em
diversos setores industriais como de limpeza doméstica, bioenergia, alimentos e bebidas,
cosméticos, téxtil e racdo animal (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; KIRK; BORCHERT;
FUGLSANG, 2002; SOUZA, 2013).

Para que uma enzima seja adequada para utilizagdo industrial, € necessario que a
molécula seja estavel e mantenha suas funcOes cataliticas sob as condi¢Ges do processo de
interesse. Esse é um dos fatores limitantes da utilizacdo de muitas enzimas industrialmente, ja
gue o ambiente natural dessas proteinas difere, muitas das vezes, do ambiente reacional da
indUstria, tanto em termos de solventes, como de temperatura e pH (LIESE; HILTERHAUS,
2013). As condicOes reacionais da inddstria causam frequentemente uma instabilidade na
enzima e a sua atividade catalitica pode ser afetada ndo s6 pela exposicado a fatores ja citados,
mas inclusive pelo préprio substrato ndo natural utilizado (LITTLECHILD, 2015).

A nivel mundial, o mercado de enzimas gira em torno de bilhdes de ddlares por
ano (SILVA, 2016). Assim, a busca por novas moléculas com fungdes cataliticas e suas
condicBes Gtimas de estabilizacdo e utilizacdo, bem como sua aplicabilidade industrial, é de
elevado interesse econémico. A Engenharia Enzimatica tém relevante papel na busca pela
estabilizacdo dessas enzimas com técnicas que ndo se restringem aos campos de pesquisas,
mas que sdo bastante empregadas na inddstria em geral (LITTLECHILD, 2015; MIGUEL et
al., 2013).

Dentre as enzimas utilizadas industrialmente, as proteases apresentam grande
destaque, sendo utilizadas em inUmeras aplicagdes, predominantemente catalisando a
hidrdlise de ligagbes peptidicas de proteinas (ZUZA et al., 2017). Assim, essas enzimas tém
atuacdo em diversos setores industriais como o farmacéutico, em formulacdo de detergentes,
na industria de couro, fotografia, e na industria de alimentos e agricultura (DAS; PRASAD,
2010).
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2.2 Proteases

De acordo com a classificacdo internacional estabelecida pela Comissdo
Enzimatica da IlUBMB (Enzyme Comission of International Union of Biochemistry and
Molecular Biology), as enzimas proteoliticas, conhecidas como proteases, pertencem a
categoria das hidrolases (grupo 3) e estdo incluidas no subgrupo 4, sendo, assim, intituladas
como EC 3.4 (Peptideo hidrolases). Essas enzimas séo, portanto, moléculas de proteinas que
hidrolisam outras proteinas (GAMBOA, 2010; GIANOTT]I, 2008; TARDIOLI, 2003).

Além de categorizadas como enzimas hidroliticas, as proteases podem ser
especificadas de acordo com o sitio ativo, 0 mecanismo catalitico, 0 peso molecular e a
especificidade ao substrato. De acordo com os residuos de aminoacidos presentes no sitio
catalitico e encarregados de realizarem a hidrdlise, essas enzimas podem ser divididas em
glutamil proteases, serino proteases, cisteino proteases, metalo proteases, treonino proteases e
aspartil proteases (GIANOTTI, 2008; GIONGO, 2006; TARDIOLI, 2003).

As proteases sdo enzimas com atividade proteolitica e promovem a quebra, por
hidrolise, de ligacdes peptidicas das cadeias que formam as moléculas de proteinas, como
mostra a Figura 1 (GAMBOA, 2010). Essas quebras podem ocorrer em éreas diferentes do
substrato e, de acordo com a localizagcdo em que essa quebra é realizada, a enzima responsavel
por esse processo pode ser denominada de endopeptidase ou exopeptidase. Quando a diviséo
da ligacdo peptidica é feita nos grupos amino ou carboxilas terminais, a protease é chamada
de exopeptidase, ja quando a quebra é realizada em ligacOes afastadas dos grupos terminais a

protease é denominada de endopeptidase (MIGUEL et al., 2013).

Figura 1 - Representacdo esquematica de possiveis clivagens de ligacGes peptidicas de uma

proteina por hidrélises catalisadas por proteases.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Por clivarem ligagBes proximas a extremidade da molécula, apds a catalise, as
exopeptidases podem liberar tanto um residuo Unico de aminoacido, quanto um dipeptideo ou
até mesmo um tripeptideo (Figura 2). As exopeptidases que hidrolisam préximo a uma
extremidade N-terminal de uma proteina e liberam um residuo Unico sdo nominadas de
aminopeptidases, as que liberam um dipeptideo sdo chamadas de dipeptidil peptidases e as
que liberam um tripeptideo sdo denominadas de tripeptidil peptidases. As exopeptidases que
quebram ligacdes peptidicas proximo a extremidade C-terminal e liberam um Unico residuo
sdo chamadas de carboxipeptidases, ja as que liberam um dipepetideo sdo denominadas de
pepetidil dipepetidases (GIANOTTI, 2008).

Figura 2 - Classificacdo de enzimas proteoliticas de acordo com a localizacdo da clivagem
hidrolitica realizada pela enzima. () Residuos de aminoacidos que permaneceram na cadeia
polipeptidica apés a hidrolise; @ Residuos de aminoacidos liberados apés a hidrélise
(adaptado de GIANOTTI, 2008).

EXOPEPTIDASES
Clivagem proxima 2 extremidade C-terminal | Clivagem proxima a extremidade N-terminal
.-;—O—O—O—O— = = aminopeptidase - _O_O-O_O*i'. carboxipeptidase

.—.-?O—O—O— ~ — dipeptideo peptidase | - - —O—O—O-i-.—. peptideo dipeptidase
._._.%O-O— — — tripeptideo peptidase

ENDOPEPTIDASES

Clivagem distante dos grupos terminais

---0-0-O4O-0-O--~

Fonte: Adaptado de (GIANOTT], 2008).

Devido a indispensabilidade das proteases nas diferentes atividades metabdlicas
dos seres vivos, essas enzimas podem ser produzidas tanto por animais e plantas, como por
micro-organismos, podendo a producéo por estes ultimos ser realizada tanto por fermentacdo
submersa como por fermentacdo em estado solido. Os micro-organismos sdo a fonte mais
requerida de proteases pois, além de proporcionarem crescimento rapido e possuirem uma

producéo mais simples, eles fornecem enzimas geralmente mais estaveis (GIONGO, 2006).
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Dentre as fontes microbianas, as bactérias sdo preferiveis frente aos fungos.
Proteases bacterianas aciddfilas, com pH 6timo entre 2,0 e 4,0, tém sua maior aplicacdo na
fabricacdo de queijos, ja as neutras, com pH ideal na faixa entre 5,0 e 8,0, ttm grande
aplicacdo na industria de alimentos em processos de hidrolise de proteinas com maior teor de
aminoacidos hidrofdbicos, e as alcalofilas, com pH 6timo entre 6,0 e 13,0, tém sua maior
aplicacdo na producdo de detergentes, indUstria do couro e na resolugdo de misturas racémicas
de aminoacidos. Dentre as bactérias produtoras, as do género Bacillus tém grande aplicacéo
tanto na industria quimica como na de alimentos, tendo alta eficiéncia na producédo de
enzimas alcaldfilas, sendo os Bacillus spp 0s que mais produzem enzimas de forma
extracelular (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998; GIONGO, 2006).

O conjunto de aplica¢des industriais das proteases é amplo e diversificado. Essas
enzimas estdo presentes em setores como de alimentos e bebidas, papel e celulose, em
formulacdo de detergentes, na indUstria de couro, industria farmacéutica e agroindustria. Em
produtos detergentes, as proteases atuam como removedores de manchas de proteinas em
tecidos. Na industria de laticinios, elas sdo empregadas nos processos de coagulacédo do leite e
em formulacdes para lactantes e sabores, e na industria de panificacdo elas estdo presentes na
producdo de biscoitos e cookies. No setor de papel e celulose, as proteases agem na remogao
do biofilme formado durante a fabricagdo desses produtos. Na industria de couro, essas
enzimas atuam, ainda que de forma ndo tdo ampla, no processo de depilacdo de pele animal,
substituindo o processo quimico convencional que gera efluentes altamente poluentes
(ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998; DAS; PRASAD, 2010; GIONGO, 2006; KIRK;
BORCHERT; FUGLSANG, 2002; NEVES; PORTO; TEIXEIRA, 2006).

2.3 Alcalase®

Em 1960 foi descoberta, acidentalmente, uma enzima que detinha propriedades de
grande relevancia para os produtores de detergentes da época, tais como a retirada de manchas
de suor e sangue de dificil remocdo e que mantinha sua atividade mesmo na presenca de
outras substancias contidas nos detergentes. Essa enzima comecou, entdo, a ser produzida por
fermentagdo e comercialmente distribuida pela Novo Nordisk A/S com o nome de Alcalase®
(NORDISK, 2011).

A Alcalase® é classificada como uma serino-protease e pode ser produzida por
células de micro-organismos ndo patogénicos do género Bacillus (Bacillus licheniformis ou B.

pumilu, por exemplo) de forma extracelular (MABROUK et al., 1999). Comercialmente a
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Alcalase® é fornecida como uma subtilisina (EC 3.4.21.62), ou seja, uma serino-protease
produzida por células de Bacillus subtilis ou alguma bactéria correlata. A pHs muito acidos
(entre 1 e 2) as subtilisinas sdo desnaturadas, e em pH 4 ocorre autolise devido a formacéo de
uma mistura de enzimas ativas e inativas (TARDIOLI, 2003).

O sitio catalitico de proteases que, assim como a Alcalase®, sdo classificadas
como serino-proteases tém residuos fortemente nucleofilicos, que se alinham mais facilmente
aos residuos eletrofilicos doadores de protons da molécula de proteina do substrato. Assim,
durante a catalise, forma-se uma ligacdo covalente da enzima com uma parte do substrato,
dando origem, portanto, a um intermediario covalente. Em geral, a triade catalitica das serino-
proteases é formada por um residuo nucleofilico (serina), um residuo doador de prétons
(histidina) e um residuo responsavel pela orientacdo da histidina (acido aspartico)
(GIANOTTI, 2008).

Em seu trabalho, TARDIOLI (2003) esquematizou 0 mecanismo catalitico da
quimotripsina, que € uma serino-protease. O grupo hidroxila da serina doa um préton para a
histidina e forma ligagdo com um carbono da cadeia polipeptidica do subtrato. Um fragmento
do substrato é, entédo, liberado e o grupo amino-terminal captura o proton anteriormente doado
ao residuo de histidina. Nesse ponto a histidina esta em sua forma original, enquanto a serina
estd ligada covalentemente ao outro fragmento do substrato formando, assim, um
intermediario covalente. Novamente a histidina captura um préton, dessa vez da molécula de
agua, engquanto que a hidroxila restante se liga ao carbono da ligacdo peptidica do substrato. O
residuo de serina libera, entdo, o outro fragmento de substrato e o de histidina libera o préton
que esta, entdo, disponivel para se ligar com o grupo carboxila-terminal do segundo
fragmento do substrato. Na reacdo ha, portanto, o consumo de uma molécula de &gua e a

formacédo de dois produtos a partir de um substrato, como mostra a Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo esquemaética do mecanismo catalitico de uma serino-protease.
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O principal componente da preparacdo enziméatica Alcalase® é a subtilisina
alcalina Carlsberg, que possui uma ampla especificidade. Essa proteina é constituida por 274
residuos de aminoacidos em uma unica cadeia polipeptidica, com peso molecular proximo a
27 KDa e pH otimo entre 8 e 9 (CHEN; CHEN; WANG, 1992; TARDIOLI, 2003;
TARDIOLI et al., 2003). Em seu trabalho, NEIDHART e PETSKO (1988) apresentaram a
estrutura cristalina da Carlsberg, tendo dimensdes de 76.67A, 55.65 A e 53.08 A e
identificaram que a sua triade catalitica € composta pelos residuos Asp 32, His 64 e Ser 221,

como mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Estrutura cristalina da protease Carlsberg. Sitio catalitico formado por Asp 32, His
64 e Ser 221.

Asp 32

His 64

Ser 221

Fonte: Elaborado pelo autor. Cédigo PDB: 1SBC.

A Alcalase® possui uma extensa especificidade, hidrolisando substratos como a
Caseina, acidos de a-L-aminoéacidos, substratos fluorogénicos, proteinas da soja e proteinas de
origem animal, como do plasma de sangue bovino e de peixes como o albacora (Thunnus
albacares), o salmdo (Salmo salar) e a tilapia (Oreochromis niloticus) (BALLERINI;
ORTEGA; GIORDANENGO, 2016; BRIGIDA et al., 2016; GUERARD et al, 2011; HYUN;
SHIN, 2000; SEE; HOO; BABJI, 2011). Essa enzima cliva sobretudo ligacdes peptidicas de
aminoéacidos de residuos hidrofébicos no lado carboxilico, liberando cadeias peptidicas com
residuos carboxi-terminais hidrofébicos como Ser, His, Tyr, Gly, Val, Phe e Leu. A gama de
utilizagbes dessa enzima em processos industriais e biotecnologicos é ampla (TARDIOLI,

2003). Essa protease tém sido utilizada como aditivos em detergentes comerciais, na
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resolugdo de misturas racémicas de aminoacidos e tambeém na sintese de hidrolisados
proteicos com atividades bioldgicas (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998; CHEN; CHEN;
WANG, 1992; LICEAGA-GESUALDO,; LI-CHAN, 1999).

2.4 Imobilizagdo de Enzimas

E crescente o interesse por enzimas no ambito industrial e, para que o uso desses
biocatalisadores seja feito em larga escala, a tecnologia enzimética é de grande relevancia no
estudo e desenvolvimento de novos recursos que potencializem as vantagens e reduzam as
desvantagens ligadas ao uso de enzimas (GAMBOA, 2010). O mercado mundial de enzimas é
comandado por enzimas ndo imobilizadas, sobretudo hidrolases, sendo essas comercializadas
na forma liquida ou granular, que € solubilizada posteriormente no meio reacional
(DICOSIMO et al., 2013).

Enzimas imobilizadas, no entanto, oferecem, por muitas vezes, inlimeras
vantagens frente as enzimas sollveis. Entre elas estdo o aumento de estabilidade contra
agentes desnaturantes como pH, temperatura e alguns solventes, maior controle operacional,
reducdo de etapas de purificacdo, reutilizacdo do biocatalisador, possibilidade de atuar em
processos continuos e facil interrupcdo da reacdo pela retirada das enzimas imobilizadas do
meio reacional (LIESE; HILTERHAUS, 2013; MENDES et al., 2011; TARDIOLI et al.,
2003). Além disso, a imobilizacdo em suportes sélidos impossibilita a autélise de enzimas
(BEZERRA et al., 2015). As enzimas imobilizadas possuem, também, diversas vantagens
sobre varios catalisadores quimicos heterogéneos, como as condi¢cbes mais suaves de
operacdo e alta seletividade estrutural e estereoquimica (DICOSIMO et al., 2013).

Existem, porém, algumas desvantagens, por vezes inevitaveis, do processo de
imobilizacdo, tais como a reducdo da atividade catalitica devido a interacOes aleatorias entre
enzima e suporte e, também, a problemas com transferéncia de massa por efeitos difusionais
no microambiente catalitico, possibilidade do desprendimento da molécula de enzima durante
os ciclos reacionais, aléem do custo adicional envolvido com o processo de imobilizacdo
enzimatica (SILVA et al., 2008).

A imobilizacdo enzimatica € um processo no qual moléculas de enzimas séo
confinadas na superficie, interna ou externa, de um suporte sélido, e é, portanto, uma técnica
para retengdo dessas biomoléculas, apds um ciclo catalitico, alternativa a ultrafiltracdo muitas

vezes invidavel em processos industriais. No grupo de enzimas imobilizadas se encontram,
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também, aquelas que passaram por modificacbes para se tornarem insollveis em agua
(LIESE; HILTERHAUS, 2013; MENDES et al., 2011; TARDIOLI, 2003).

O processo de imobilizacdo de uma proteina sobre uma superficie sélida envolve
interacdes fisico-quimicas particulares a cada sistema. Visto que a variedade dessas
biomoléculas é muito grande, assim como a quantidade de materiais que podem ser utilizados
como suporte também &, sdo inumeras as possibilidades de metodologias de imobilizagao.
Essas técnicas devem se basear, portanto, em caracteristicas particulares a cada enzima, como
dimensbes da molécula, sua carga elétrica e natureza hidrofilica-hidrofobica dos residuos
localizados na superficie externa da enzima. As caracteristicas do suporte sdo igualmente
importantes e serdo analisadas nos proximos topicos (GAMBOA, 2010).

A imobilizacdo de enzimas pode ser feita tanto pela formacdo de ligacGes
guimicas e outras interacdes, como pelo aprisionamento fisico dessas moléculas em matrizes
ou membranas. A classificacdo feita por IUPAC (1995) divide os processos de imobilizagédo
em 4 tipos principais: imobilizacdo por adsor¢cdo da enzima em um suporte sélido,
imobilizacdo por ligacdo covalente entre enzima e suporte, encapsulamento da enzima em
uma matriz polimérica ou em membrana, sendo todos esses suportes insollveis em agua e,
por Gltimo, o processo de insolubilizacdo de enzimas por formacdo de ligacBes cruzadas
covalentes entre suas moléculas promovidas por reagentes multi-funcionais (Figura 5).

Existe, portanto, uma variedade de métodos de imobilizacdo que podem ser
usados na preparacdo de biocatalisadores para aplicacdo em diversas reaces. A metodologia
mais apropriada depende de caracteristicas bioquimicas da proteina, das caracteristicas fisicas
e quimicas do suporte e da aplicacdo desejavel para esse biocatalisador, bem como do reator a
ser utilizado (BRIGIDA, 2010).
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Figura 5 - Classificacdo dos diferentes metodos de imobilizagdo de enzimas pela IUPAC,
1995.

Métodos de Imobilizagao

1
Sem suporte | Com suporte / matriz/ membrana |
| Encapsulamento |

|

Ligagao cruzada Matriz Microcapsulas Membrana . ~ .
intermolecular _ macroscépica Fisica: Adsorcdo Quimica: Covalente
o[CI] ¢ ——
:)f}(: Jelel iam veev @lews BP9y
o2 - ————

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.5 Suportes para Imobilizacéo

A escolha do suporte para a imobilizagdo da enzima de interesse € de grande
importancia. Essa selecdo deve ser feita observando-se propriedades fisicas e quimicas do
suporte como insolubilidade, tamanho e formato da particula, permeabilidade, natureza
quimica, resisténcia mecanica e resisténcia ao ataque microbiano, densidade, porosidade da
particula e custo (LIESE; HILTERHAUS, 2013; MENDES et al., 2011).

Suportes de imobilizacdo podem ser de natureza organica ou inorganica, naturais
ou sintetizados. Suportes organicos sdo os mais utilizados, sendo 0s naturais 0s de menor
custo e de mais facil degradacdo. Morfologicamente, esses materiais podem ser porosos, nao
porosos ou mesmo géis (BEZERRA et al., 2015; MENDES et al., 2011).

Com relacdo ao tamanho e estrutura das particulas, as de menor tamanho e
porosas disponibilizam uma maior &rea, por grama de suporte, para a imobilizacdo. Além
disso, suportes porosos oferecem uma maior estabilidade a enzima frente a agentes
desnaturantes. Sabe-se, porem, que nesse tipo de material, apesar da afinidade entre enzima e
suporte, as moléculas do biocatalisador alcangam superficies de profundidade limitada devido
as interagdes, por vezes até repulsivas, entre moléculas de enzimas sollveis e moléculas
imobilizadas. Além do mais, para que os efeitos difusionais sejam minimizados, é necessario

observar se o didmetro do poro é suficiente para a penetracdo das moléculas de enzima e do
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substrato no momento da reagdo, sobretudo quando se imobiliza proteases, que tém substratos
de grande tamanho como as proteinas (Figura 6). Quando se deseja um maior recobrimento
em um tempo ndo tdo longo, é aconselhavel que esse poro seja de 4 a 5 vezes maior que 0
diametro da enzima a ser imobilizada. E preciso notar, também, que a utilizacio de particulas
muito pequenas pode levar a uma maior dificuldade de recuperacdo do biocatalisador apds
uma reacdo, quando em processos batelada, ou provocar um aumento da perda de carga,
quando utilizadas em leitos continuos (BEZERRA et al., 2015; LIESE; HILTERHAUS,
2013; SANTOS et al., 2015a).

Figura 6 - Limita¢Ges difusionais em suportes com poros de diferentes didmetros

Suporte com tamanho de poro insuficiente para Suporte com tamanho de poro suficiente para
penetragdo do substrato apds a imobilizagdo penetragdo do substrato sem probelmas difusionais

€ Enzima @ Substrato de grande tamanho (proteinas)

Fonte: Adaptado de (SANTOS et al., 2015a).

Duas técnicas bem empregadas para imobilizagdo de enzimas sdo adsorcéo e
ligagdo covalente. A adsor¢do é a metodologia mais simples e de menor custo, e ocorre com a
ligacdo da enzima ao suporte por interacdes fracas, como idnicas, hidrofébicas e forcas de van
der Waals. Tais ligacbes podem ser facilmente desfeitas com pequenas alteracdes em
condicBes do meio como pH, forga idnica, temperatura e até com a aproximacao do substrato.
Varios suportes podem ser utilizados para esse tipo de imobilizacdo e a selecdo do mesmo
deve levar em conta, em muitos casos, a natureza hidrofilica/hidrofébica e a capacidade de
adsorcéo da proteina (BRIGIDA, 2010).

Um dos fatores mais importantes na escolha do suporte € o tipo de interagdo que
este pode estabelecer com a enzima. As vezes a estabilizacdo da enzima so se é alcancada
com a formacdo de multiligacbes. Além do mais, ap6s a imobilizacdo, € possivel que

interagBes da enzima com o suporte continuem modificando a superficie ou estrutura da
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mesma. Outro ponto importante é a presenca e a natureza dos grupos ativos na superficie do
suporte, o0 grau de ativacdo, sobretudo quando se deseja construir multiligacdes, e o tamanho
do braco espacador desse grupo, principalmente em microambientes com possiveis problemas
difusionais como em suportes porosos. (SANTOS et al., 2015a)

Imobilizagdo de enzimas por ligacdo covalente € uma das metodologias mais
usadas devido a estabilidade da ligacdo entre enzima e suporte que previne o desprendimento
da enzima para 0 meio reacional. Assim, biocatalisadores mais resistentes podem ser
produzidos e utilizados em diferentes meios aquosos, multifasicos ou viscosos. Para uma
maior estabilizacdo da enzima, ligacGes covalentes multipontuais podem ser formadas e
suportes com grupos epoxi, grupos amino ativados com glutaraldeido ou divinilsulfona ou
suportes glioxil sdo alguns exemplos de materiais que podem ser aplicados nesse tipo de
imobilizacdo (BEZERRA et al., 2015; CORIClI et al., 2011).

2.5.1 Immobead 350

A resina acrilica Immobead é um copolimero reticulado de metacrilato com
grupos oxirano (epdxi), também chamado de epoxi-PMMA (epoOxi-polimetilmetacrilato). As
particulas tém tamanhos de 300 a 700 um, com poros de 100nm e a especificagdo 350
corresponde a uma érea superficial de 100 & 300 m%g (ABREU et al., 2014; DHAKE et al.,
2012a; MATOS, 2014; RODRIGUEZ-ALONSO et al., 2015). Suportes ativados com esses
grupo sdo bem populares, sendo comercializados por diversos fornecedores para fins de
imobilizacdo e ja adotados na preparacdo de alguns biocatalisadores industriais (LIMA et al.,
2015; SANTOS et al., 2015a).

A estabilidade que os grupos epoOxi oferecem as enzimas imobilizadas em sua
superficie é devida a alta estabilidade desses grupos, diferentemente dos suportes ativados
com grupos aldeidos, como o glioxil agarose, em que 0s grupos sdo altamente reativos
(MATOQOS, 2014; POPPE et al., 2013). Esses materiais possibilitam imobilizacGes por longos
periodos permitindo, assim, um maior recobrimento da superficie do suporte. Esses grupos
funcionais tém um curto brago espacador e ndo oferecem impedimentos estéricos para a
reacdo. Varios desses suportes estdo disponiveis no mercado, tais como Eupergit®, Sepabeads
e Immobead (MATEO; GRAZ; FERN, 2007; MATTE et al., 2014; SANTOS et al., 2015a).
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Figura 7 - Imobilizacdo da enzima em Immobead por ligacdo covalente entre o grupo amina

do residuo Lis da enzima e o grupo epdxi do suporte.

Tampao pH 10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupos epdxi presentes nesse tipo de suporte reagem principalmente com
grupos amino dos residuos lisina da enzima (Figura 7) (POPPE et al., 2013). Esses grupos
epoOxi sdo, no entanto, pouco reativos, principalmente a pH neutro e tampdao de baixa forca
ibnica. Para que uma interacdo forte entre enzima e suporte seja estabelecida, é necessario
uma imobilizacdo em duas etapas: uma rapida adsorc¢ao fisica, em pH neutro, seguida de uma
reacdo com formacgédo de ligacdo covalente, em pH alcalino, entre a enzima adsorvida e os
grupos epoxi presentes nas vizinhangas (Figura 8). Para que essa primeira adsorc¢do ocorra, é
preciso estabelecer interacbes hidrofébicas sob condicdes de alta forca ibnica, sendo
necessario que o suporte seja, portanto, de natureza hidrofobica. Nesse caso, a adsorcdo €
causada pela hidrofobicidade da superficie do suporte, e ndo pela atuacdo dos grupos epoxi
presentes no mesmo. Para facilitar a permeabilizacdo da solucdo aquosa de enzima e a difusao
da mesma pelos poros do suporte, pode-se utilizar etanol como pré-umedecedor desse
material (MATEO; GRAZ; FERN, 2007; MATOS, 2014).
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Figura 8 - Representacdo esquematica de imobilizacdo em duas etapas: adsorcdo em pH 7
seguida de ligacdo covalente em pH 10.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Esses suportes séo chamados de multifuncionais pois possibilitam tanto interacdes
hidrofébicas para adsorcdo, como ligacBes covalentes pelo grupo epOxi presente em sua
superficie (MATQOS, 2014). Suportes ativados com grupos epoxi possibilitam a formacéo de
ligacdo covalentes multipontuais. As ligacdes covalentes formadas entre grupos epdxi e a
enzima tem um curto braco espacgador, deixando as enzimas mais fixas em suas posicoes.
Além do grupo amino do residuo lisina, esses suportes sdo capazes de formar ligacGes
extremamente fortes com diversos grupos presentes em outros residuos, como 0s grupamentos
tiol, fenol, hidroxil, imidazol e até acido carboxilico. Ademais, a formacéo de ligacbes entre
enzima e suporte pode ser rapidamente interrompida com a adigdo de diferentes reagentes,
como mercaptoetanol, etanolamina, glicina e outros (MATEO et al., 2000; MATEO; GRAZ,;
FERN, 2007; SANTOS et al., 2015a).

A literatura relata varios estudos de imobilizacdo de algumas enzimas, sobretudo
lipases, em suportes ativados com grupos epoxi, como o Immobead 350 (DHAKE et al.,
2012b; KAHAR et al., 2016; MATOS, 2014; MATTE, 2015; MATTE et al., 2014). Estudos
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de imobilizacdo de algumas enzimas, dentre elas proteases, amilases e lipases, em suporte
Immobead s@o relatados na literatura (DHAKE et al., 2012a; ESPOSITO et al., 2016;
KAHAR et al., 2016). No entanto, ndo foram encontrados estudos de imobilizacdo da protease

Alcalase® nesse tipo de suporte.

2.5.2 Quitosana

A quitosana é um polimero organico natural, renovavel, biodegradavel e de baixo
custo. Devido ao seu custo reduzido, as suas diferentes configuracbes geométricas (po,
escamas, hidrogéis, membranas e outras) e a disponibilidade de grupos funcionais em sua
superficie (hidroxila e amino), esse material tem sido bastante usado como suporte de
imobilizacdo de enzimas (MENDES et al., 2011; VIEIRA, 2009). Diversas enzimas, como
hidrolases, liases, oxidorredutases e isomerases tém sido imobilizadas em quitosana através de
diferentes processos de imobilizagcdo, como adsor¢éo, encapsulacéo e ligacdo covalente, para
diferentes aplicacGes de interesse industrial (MENDES et al., 2011).

A quitosana € um derivado parcialmente desacetilado da quitina, o segundo
polimero mais abundante da natureza, a qual pode ser extraida a partir de cascas e esqueletos
de animais marinhos (ADRIANO, 2008). Esse polimero é insoltvel em solugdo aquosa neutra
mas é soltvel em solucdo acida devido a presenca dos grupamentos amino (-NH,) em sua
superficie que se comportam como base (ALMEIDA et al., 2007). Os grupamentos reativos
presentes em sua superficie (-NH, e -OH) podem ser quimicamente modificados para
formarem ligacGes covalentes com 0s grupos reativos presentes nos residuos de aminoacidos
das enzimas (RODRIGUES et al., 2008).

Diversos agentes quimicos tém sido utilizados para modificacdo quimica da
quitosana, como glicidol, epicloridrina, glutaraldeido, genipina e glioxal. Essas modificacdes,
que envolvem os grupamentos reativos da sua superficie, além de ativarem o material para
formacéo de ligagOes covalentes entre a enzima e o suporte, oferecem uma maior estabilidade
guimica e fisica a quitosana (MENDES et al., 2011).

2.5.2.1 Quitosana ativada com glutaraldeido
A ativacdo de suporte com glutaraldeido para imobilizagdo de enzimas € um

método comumente utilizado para proporcionar a formacao de ligagGes intermoleculares entre

a biomolécula e o polimero e &, talvez 0 método mais utilizado para formacao de ligacoes
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covalentes usado na literatura. Essa ativacdo com glutaraldeido ocorre com a modificacdo do
grupo amino presente na superficie da quitosana, transformando-o em um grupamento aldeido
(Figura 9). Assim, as ligacOes covalentes se ddo entre grupos amino da enzima e grupos
aldeidos do suporte modificado, as quais sdo também conhecidas como bases de Schiff.
(RODRIGUES et al., 2008; SANTOS et al., 2015a; SILVA et al., 2012).

Figura 9 - Representacdo esquematica da ativacdo de quitosana com glutaraldeido.

Quit—nh, T - N —_ Quit\ P N
o) 0 N 0

Quitosana Glutaraldeido GLUTARALDEIDO-QUITOSANA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além de ser irreversivel, a ligacdo formada entre os grupos amino da quitosana e
0 grupo aldeido desse agente ativante é resistente a temperatura e pHs extremos (MENDES et
al., 2011). Ademais, devido a presenca de grupos hidrofdbicos, grupos ibnicos e regiGes
capazes de interagir covalentemente com a enzima, os suportes ativados com glutaraldeido
sdo bastante versateis (R1OS et al., 2016).

A alta reatividade desse reagente requer que a utilizacdo do suporte ativado seja
feita logo apo6s sua modificacdo quimica, o que impossibilita a estocagem desse material em
sua forma ativa. Apds a imobilizacdo, os grupos aldeidos ativos remanescentes na superficie
do suporte podem, no entanto, ser bloqueados através da reducdo com borohidreto de sodio
(MATTE, 2015; SANTOS et al., 2015a).

A literatura relata a utilizacdo do glutaraldeido para ativacdo de suporte para
imobilizagdo de diversas proteases. FERREIRA et. al. (2003) imobilizaram e estabilizaram
Alcalase® em silica modificada com glutaraldeido para formacao de ligacdes multipontuais.
ADRIANO (2008) imobilizou Quimotripsina e Carboxipeptidase A em géis de quitosana pura
e hibridos ativada com glutaraldeido, obtendo derivados mais estaveis termicamente que a
enzima soluvel. TARDIOLI et al. (2003) imobilizaram Alcalase® em agarose ativada com
glutaraldeido e obtiveram derivados, também, mais estaveis que a enzima soltvel dialisada. A
literatura relata, também, estudos de imobilizacdo de Alcalase® em quitosana utilizando
glutaraldeido como agente reticulante, no entanto com metodologia que difere bastante da
metodologia aqui utilizada.
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2.5.2.2 Quitosana ativada com divinilsulfona

Suportes ativados com divinilsulfona vem sendo utilizados para imobilizacdo de
diversas proteinas. Esses grupos vinilicos podem reagir com diferentes grupos dos residuos de
enzimas sem necessidade de ativacdo prévia dessa biomolécula. Suportes ativados com
divinilsulfona podem reagir com a mesma gama de residuos que os suportes ativados com
grupos epoxi, por exemplo, sendo que a imobilizacdo é, nesse caso, mais rapida, devido a
maior reatividade da divinilsulfona, e sem a necessidade de uma etapa inicial de adsorcédo
(SANTOS et al., 2015d).

A divinilsulfona € capaz de modificar quimicamente a quitosana reagindo tanto
com 0s grupamentos amino quanto com os grupamento hidroxila presentes na superficie desse
suporte, como mostra a Figura 10. A ligacdo covalente formada pela ativacdo dos grupos
amino da quitosana € resistente a diferentes pHs e temperaturas. Devido a alta reatividade dos
grupos DVS, pode haver a formacdo de crosslink entre uma molécula de DVS e dois grupos
amino da quitosana, ou até mesmo a polimeriza¢do da propria divinilsulfona (PINHEIRO,
2017).

Figura 10 - Representacdo esquematica da ativacdo de quitosana com divinilsulfona.

O [

S S
wo * o 1 NN TN
Quitosana Divinilsulfona DIVINILSULFONA-QUITOSANA

I T’

S S
i, * o/ | \\CH—>2 "\, f
Quitosana Divinilsulfona DIVINILSULFONA-QUITOSANA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sob condicgdes especificas, 0s grupos vinilicos sdo capazes de imobilizar enzimas
pela formacdo de fortes ligagdes covalentes multipontuais (R1OS et al., 2016). Essas ligacOes
sdo formadas entre o grupos vinilico e grupos presentes na enzima, como aminas primarias e

secundarias, hidroxil, fenil, tiol e imidazol. Um dos fatores que mais influenciam na
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reatividade de cada um desses grupos é o pH do meio. Assim, ao se alterar o pH de incubacéo,
é possivel imobilizar a enzima por diferentes orientagdes, utilizando diferentes grupos da
biomolécula, o que pode influenciar, também, no nimero de ligagcbes multipontuais formadas
e, assim, na estabilizacdo da enzima imobilizada (SANTOS et al., 2015b).

Apesar da utilizagdo de divinilsulfona como agente ativantes ser mais recente que
com glutaraldeido, a literatura relata alguns estudos de imobilizacdo de proteases em suportes
ativados com DVS. SANTOS et al. (2015b) imobilizaram quimotripsina em agarose ativada
com DVS e PRYKRYL et al. (2012) imobilizaram a-quimotripsina em particulas de celulose
magnéticas ativadas com DVS, por exemplo. Nao foram encontrados, no entanto, relatos de

estudos de imobilizacdo de nenhuma protease em quitosana ativada com DVS.
2.5.2.3 Quitosana ativada com glioxil

Suportes ativados com grupos glioxil vém sendo bastante empregados para
imobilizacdo de enzimas por meio de formacdo de ligacbes covalentes multipontuais,
obtendo-se resultados satisfatorios de estabilizacdo de diversas enzimas (ADRIANO, 2008).
Essa ativacdo envolve os grupamentos hidroxila presentes na superficie da quitosana e gera
aldeidos alifaticos altamente estaveis, 0 que permite sua estocagem por longos periodos
(TARDIOLI, 2003). A ativacdo com glioxil é realizada em duas etapas: uma inicial
eterificacdo do suporte usando o reagente glicidol, gerando o suporte quitosana-gliceril, com
posterior oxidacdo desse grupo gliceril por periodato de sddio para formacdo do suporte

glioxil-quitosana (GUISAN, 1988), como mostra a Figura 11.

Figura 11 - Representacdo esquematica da ativacao de quitosana com glioxil.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Sao diversas as vantagens ligadas a utilizacdo de suportes ativados com glioxil. O
seu curto braco espacador, além de apresentar poucos impedimentos estéricos para reacao
entre 0s grupos amino da proteina e os grupos glioxil do suporte, fazem com que a formacéo
de ligacbes multipontuais entre a enzima e o0 suporte aumente a rigidez da bimolécula,
podendo proporcionar uma maior estabilizagdo a mesma. As ligacfes formadas entre enzima e
suporte (bases de Schiff) sdo muito fracas para causarem uma distor¢cdo na estrutura da
enzima, mantendo a funcionalidade da biomolécula. Ademais, para que a imobilizacdo nesses
suportes ocorra, € necessario haver uma alta concentracdo de grupos amino na enzima, o que
faz com que a imobilizacdo estabeleca-se pela formacdo de intensas ligagcOes covalentes
multipontuais (RODRIGUES et al., 2008; VIEIRA, 2009).

A imobilizacdo em suportes glioxil deve ocorrer a pH 10, devido a alta
concentracdo de residuos lisinas ndo ionizadas na enzima nessas condi¢Bes capazes de
formarem as bases de Schiff com o suporte. Apds esse processo, 0s grupos que ndo reagiram
devem ser bloqueados usando borohidreto de sédio, que vai converter os grupos aldeidos em
hidroxilas inertes, e, também, as ligacbes reversiveis formadas com a enzima em ligacdes
mais estaveis (ADRIANO, 2008; SANTOS et al., 2015a)

A literatura relata alguns estudos de imobilizacdo e estabilizacdo de proteases
utilizando suportes ativados com glioxil. TARDIOLI (2003) imobilizou Carboxipeptidase e
Alcalase® em glioxil-agarose, obtendo derivados mais estaveis que a enzima soltvel. Adriano
(2008) imobilizou guimotripsina em glioxil-quitosana e obteve um derivado 33 vezes mais
estdvel que a enzima livre. YUST et al. (2007) imobilizaram e estabilizaram diversos
componentes da preparacdo comercial de proteases e aminopeptidases Flavourzyme em
agarose ativada com glioxil. N&o foram encontrados, no entanto, estudos de imobilizacdo de

Alcalase® em quitosana ativada com glioxil.

2.6 Reac0es de hidrolise catalisadas por proteases livres e imobilizadas

Diversas proteases, livres e imobilizadas, sdo utilizadas como catalisadores em
reacOes de hidrolise de proteinas de diferentes fontes. A literatura relata muitos estudos de
hidrolise de proteinas, principalmente de origem animal, catalisadas pela Alcalase® em sua
forma livre ou imobilizada em suporte solido. Alguns estudos envolvem proteinas do leite,
como a Caseina, proteinas de soro de queijo bovino e de carne de frango, por exemplo
(BERNSTEIN, ROSSINI, BRANDELLLI, 2007; CRUZ et. al., 2016; CRUZ, 2017; ROSSINI,
2008; SCHIMIDT, 2009). A literatura também relata alguns estudos da utilizagdo de
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Alcalase® na hidrolise de proteinas de origem de animais marinhos, como 0s peixes corvina e
tilapia (BRIGIDA et. al., 2016; CENTENARO, MELLADO, 2008; MARTINS, COSTA,
HERNANDEZ, 2009).

2.6.1 Hidrdlise da gelatina de tilapia

Residuos do processamento de animais de origem marinha, como peixes e
camarfes, sdo considerados uma fonte segura de proteinas com elevadas propriedades
nutricionais e grande presenca de aminoacidos essenciais. Esses materiais, normalmente
aproveitados na alimentagéo de animais, podem ser usados para a producéo de hidrolisados
proteicos sob condicdes controladas, tendo, assim, um maior valor agregado (GUERARD et
al., 2001).

A quebra dessas proteinas por hidrélise €, portanto, um processo gque agrega valor
a esses materiais, ja que podem gerar peptideos funcionais. Os hidrolisados proteicos possuem
diversas aplica¢bes, como na formulagdo de suplementos proteicos, de substitutos do leite, de
realcadores de sabores e outros (GIONGO, 2006; MARTINS; COSTA; PRENTICE-
HERNANDEZ, 2009). Essas reacBes de hidrolise podem ser catalisadas por enzimas
proteoliticas, o que j vem sendo bastante utilizado na industria devido & maior especificidade
desses catalisadores, a sua ndo toxicidade e & ndo redugdo do valor nutricional das proteinas
hidrolisadas. A hidrélise enzimética pode melhorar, também, as propriedades quimicas,
fisicas e organolépticas desses alimentos (GIONGO, 2006; TARDIOLI et al., 2003).

A protease Alcalase® tém sido explorada como biocatalisador em reagdes de
hidrélise de proteinas para formacdo de peptideos bioativos utilizados na producdo de
alimentos proteicos nutricional e funcionalmente melhorados (TARDIOLI et al., 2003; YUST
et al., 2003). Além da hidrélise das proteinas de alimentos como as proteinas do leite, a
Alcalase® vem sendo estudada, também, como catalisador na hidrolise de residuos da
indUstria de alimentos, como rejeitos de camardo, de subprodutos como o gérmen de trigo, e
de coprodutos como o soro de leite (TARDIOLI, 2003; TEIXEIRA et al., 2014; ZHU;
ZHOU; QIAN, 2006).

A Alcalase® ja foi estudada como catalisador na hidrdlise de proteinas de peixes
como o Arenque, um peixe encontrado em alguns mares do hemisfério norte, e o0 pescado, que
possui baixo valor comercial e, por muitas vezes, ndo atinge a filetagem exigida para
comercializacdo (LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999; MARTINS; COSTA;
PRENTICE-HERNANDEZ, 2009). Alguns estudos relatam a utilizagio de Alcalase®, livre e
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imobilizada em DEAE Sepharose, na reacdo de hidrdlise da gelatina de til&pia para formacao
de peptideos bioativos (FARIA; MESQUITA; BRIGIDA, 2016; SANTOS et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O principal objetivo desse trabalho foi estudar a imobilizagdo da enzima Alcalase® em
Immobead 350 e em Quitosana ativada por diferentes agentes e posterior aplicacdo dos

derivados obtidos em reacfes modelo.

3.2 Objetivos especificos

e Estudar a imobilizacdo de Alcalase® em suporte Immobead 350 com e sem
modificacdo quimica da superficie do mesmo, analisando a influéncia das condicoes
de imobilizacdo e de procedimentos p6s imobilizagdo, como a reticulagdo com
glutaraldeido, na estabilidade da enzima imobilizada;

e Estudo da imobilizacdo de Alcalase® em Quitosana ativada por diferentes agentes —
Glutaraldeido, Divinilsulfona e Glioxil — e avaliacdo da influéncia das condigdes de
imobilizacdo — tempo e pH — na atividade e nas estabilidades térmica e operacional da
enzima imobilizada;

e Aplicar os derivados de imobilizacdo obtidos em rea¢do modelo;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A enzima Alcalase® (Protease de Bacillus licheniformis, concentragéo > 2.4U/g)
foi adquirida pela Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Nesse trabalho, utilizou-se extrato de dois
lotes diferentes. Immobead 350 foi fornecido pela empresa Chiral Vision® e Quitosana de
baixo peso molecular em po, o substrato BANE (Ester p-nitrofenilico de N-butiloxicarbonil-
L-alanina, Boc-Ala-ONp), Glicidol, Divinilsulfona, Glutaraldeido, DPPH (2,2- difenil-1-
picrilhidrazila) e Azocaseina foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes

quimicos utilizados sdo de grau analitico e de marcas diversas.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacéo do Immobead 350

A fim de se retirar o ar acumulado dentro dos poros das esferas de Immobead e
facilitar, assim, a permeabilizacdo da solucdo enzimatica e a difusdo dessas biomoléculas
pelos poros, realizou-se uma preparacdo do suporte, segundo a metodologia apresentada por
DHAKE et. al. (2012), com algumas modificagdes. O procedimento consistiu na lavagem do
suporte com alcool 95% na propor¢do de 12,5 MLaicool / Qimmobead 350, POF 4 horas, a 25 °C. Em
seguida, o suporte foi lavado com agua destilada abundante, seco a vacuo e armazenado a 4
°C.

4.2.2 Modificacao quimica do suporte Immobead 350

Algumas imobilizacdes foram feitas utilizando o Immobead 350 modificado
quimicamente, conforme a metodologia apresentada por ALAGOZ et al. (2016) para adicéo
de grupos aldeidos ao suporte, com algumas modificacdes. Primeiramente, 100 mL de acido
sulfurico 0,5M foram adicionados a 10 g de Immobead 350 e submetidos a agitacdo, a
temperatura ambiente, por 15 horas. O material foi lavado e ressuspendido em agua destilada
na propor¢do de 1:10 e uma solugdo de periodato de sédio 0,1M foi adicionada na propor¢éo
de 1 mL/g e colocados sob agitacdo suave por 2 horas. Apos isso, 0 material foi lavado com
agua destilada em abundancia e seco a vacuo. O suporte foi armazenado a 4 °C.
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4.2.3 Preparacao do gel quitosana

Gel de quitosana foi preparado conforme a metodologia utilizada por ADRIANO
et al., 2005 e RODRIGUES et al. (2008), com algumas modificacGes. Inicialmente 10g de
quitosana foram colocados em contato com 240 mL de &cido acético 5% e homogeneizados
ao maximo possivel. A solugéo foi, entdo, adicionada a 250 mL de NaOH 1M e colocada sob
agitacdo suave, a 25 °C, por 24 horas. Apos isso, 0 material foi lavado com agua destilada

abundante e seco em bomba a vacuo.

4.2.4 Ativacao do suporte quitosana com glutaraldeido

Gel de quitosana foi ativado com glutaraldeido segundo a metodologia
apresentada por RODRIGUES et al. (2008), com algumas modificagfes. Na proporgédo de
194ei/9MLsoiucao, 0 gel foi colocado em contato com solugéo de glutaraldeido 5% preparada em
tampdo fosfato de sodio 0.1M, pH 7 e colocados sob agitacdo durante 1 hora, a 25 °C. O
material foi, entdo, lavado com agua destilada em abundéancia e seco a vacuo. Assim, tinha-se
0 suporte nomeado de GLU-Qui no presente trabalho. Esse suporte ndo poderia ser
armazenado, devido a alta reatividade do grupamento inserido pelo glutaraldeido, e a sua

utilizacéo foi, entdo, imediata.

4.2.5 Ativacao do suporte quitosana com divinilsulfona

O procedimento de ativacdo de gel de quitosana com divinilsulfona foi adaptado
de metodologias descritas na literatura para ativacdo de agarose (SANTOS et al., 2015c) e
octil-agarose (ALBUQUERQUE et al., 2016). 10 gramas de gel de quitosana foram colocados
em contato com 200mL de solucdo carbonato de sddio 333mM. Ajustou-se o pH da solugéo
para 10 e 7,5 mL de divinilsulfona foram adicionados e a nova solucdo foi colocada sob
agitacdo constante por 35 minutos, a 25 °C. O material foi, entdo, lavado com &gua destilada
em abundancia e seco a vacuo. Tinha-se, com isso, 0 suporte denominado DVS-Qui. O

material foi armazenado a 4 °C.

4.2.6 Ativacgao do suporte quitosana com glioxil
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A ativacdo da quitosana com grupos glioxil foi realizada em duas etapas: uma
eterificacdo do suporte utilizando glicidol, seguida de uma oxida¢do com periodato de sodio
(GUISAN, 1988). O procedimento foi executado segundo a metodologia utilizada por
ADRIANO (2008), com algumas modificacdes. Para cada grama de gel de quitosana,
adicionou-se, a frio, 3 mL de uma solucdo aquosa contendo NaOH (1,7M) e NaBH, (0,75M) e
em seguida adicionou-se 0,48 mL glicidol. A solucéo foi colocada sob agitagao suave por 18
horas e em seguida o suporte foi lavado e seco. A esse material foi adicionada uma solucéo de
NalO, 0,1M na proporcdao de 2 mL/g e colocados sob agitacdo por 2 horas. ApoOs esse
procedimento, o suporte foi lavado em &gua destilada abundante e seco & vacuo. Tinha-se,
entdo, o suporte denominado nesse trabalho de GLI-Qui. O material foi, entdo, armazenado a
4°C,

4.2.7 Imobilizagéo de Alcalase® em Immobead 350

A imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350 foi realizada por diferentes
processos, 0s quais estdo esquematizados na Figura 12. Utilizou-se dois tipos de suporte: o
comercial apenas tratado com etanol, e o0 comercial modificado quimicamente para insercao
de grupos aldeidos (secdo 4.2.2). Como se observa no esquema, as imobiliza¢cdes ocorreram
tanto em tampdo pH 7 (Tampéo Fosfato de Sédio com forca idnica variando de acordo com o
ensaio, como descrito na sessdo de resultados) para adsor¢do das moléculas de enzima ao
suporte, seguido de incubacdo a pH 10 (Tampdo Carbonato-bicarbonato de Sodio 100mM),
quanto de forma direta em tampdo pH 10. O tampé&o pH 10 deveria proporcionar a formacao
de ligacBes covalentes entre a enzima e o suporte, tanto na imobilizacdo diretamente a pH 10,
como na imobilizacdo onde as enzimas eram primeiramente adsorvidas a pH 7. A adicdo de
solucdo enzimatica ao suporte foi feita na propor¢éo de 1gsyporte/ 10MLsyspensao CONtendo uma
carga proteica que variou de 10 a 100 MQproteina/Gsuporte d& acordo com o ensaio realizado. Os
tempos de adsor¢éo & pH 7 (tagsorcao) € de incubagdo & pH 10 (tcovatente) também variaram para

cada imobilizacao.
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Figura 12 - Fluxograma dos procedimentos utilizados para imobilizacdo da enzima
Alcalase® em suporte Immobead 350 a partir do suporte comercial e da enzima sollvel até a

obtencdo do biocatalisador insoltvel.
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Algumas imobilizagcdes conduzidas diretamente em pH 10 foram realizadas na
presenca de um inibidor competitivo da enzima Alcalase®. O inibidor utilizado foi a
Azocaseina, um substrato cuja hidrélise € mais lenta que a do substrato utilizado no presente
trabalho como padrdo para medidas de atividade (BANE) e € amplamente utilizado na
literatura para medidas de atividade proteolitica (BRIGIDA, 2010; GIONGO, 2006; NEVES;
PORTO; TEIXEIRA, 2006; SOUZA, 2016).

Em todas as imobilizacGes, apos o tempo de incubacdo a pH 10 (tcovatente), O
derivado era submetido a uma reacdo para bloqueio dos grupos ativos do suporte que ndo
reagiram durante a imobilizacdo (secdo 4.2.9 que serd abordada adiante) e, apos isso, 0
derivado era lavado e media-se, entdo, a atividade proteolitica do biocatalisador insoltvel.
Realizou-se a reticulagdo com glutaraldeido de alguns derivados, a qual era feita logo ap6s o
bloqueio do suporte, como descrito na secdo 4.2.10, abordada mais adiante. Em todas as

etapas demonstradas no fluxograma, a temperatura de processo foi 25 °C.

4.2.8 Imobilizacdo de Alcalase® em Quitosana ativada por diferentes agentes

A imobilizacdo de Alcalase® em quitosana ativada por diferentes agentes foi
realizada pelos processos demonstrados no fluxograma da Figura 13. Para os suportes GLU-
Qui e DVS-Qui, as imobilizacGes foram conduzidas a pH 7 (em tampéo Fosfato de Sédio ,
100mM) ou a pH 10 (em tampédo Carbonato-bicarbonato de Sodio, 100mM). Para o suporte
GLI-Qui, as imobilizacdes foram realizadas a pH 10 (tampdo Carbonato-bicarbonato de
Sédio, 100mM) somente. A carga enzimatica oferecida a todas as imobiliza¢cbes em quitosana
foi de 160 U/g, na proporc¢ao de 1gsuporte/8MLsuspensao- O tempo de imobilizagéo (timonit.) Variou
de acordo o ensaio realizado, conforme descrito na se¢do 5.2, abordada adiante. Ao final deste
tempo, os derivados eram submetidos a reacdo de bloqueio do suporte (secdo 4.2.9) e, apds
isso, 0 derivado era lavado e media-se, entdo, a atividade proteolitica do mesmo. Em todas as

etapas demonstradas no fluxograma, a temperatura de processo foi 25 °C.
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Figura 13 - Fluxograma dos procedimentos utilizados para imobilizacdo da enzima
Alcalase® em suporte Quitosana, ativada por diferentes agentes, a partir do suporte comercial

e da enzima soluvel até a obtencéo do biocatalisador insoluvel.
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4.2.9 Bloqueio dos grupos ativos do suporte remanescentes apds a imobilizacao

Apbs a imobilizacdo, realizou-se o bloqueio dos grupos ativos do suporte que nao
reagiram durante a imobilizacdo a fim de prevenir reacdes indesejadas entre a biomolécula e o
suporte (SANTOS et al., 2015d). Esse processo foi realizado tanto para o Immobead 350,
como para Quitosana ativada pelos trés agentes utilizados. O blogueio foi realizado segundo a
metodologia utilizada por (SANTOS et al., 2015b), com algumas modificacdes. Adicionou-se
a mistura de imobilizacdo, contendo o derivado, o reagente hidreto de boro e sodio (NaBHy,)
na proporcdo de 1MQreagente/MLsuspensio, Para as imobilizagées em Immobead 350, e na
propor¢do de 0,5 MQreagente/MLsuspensio, Para as imobilizagdes em Quitosana. A mistura foi

colocada sob agitacdo suave por 30 minutos, a 25 °C, e o derivado foi lavado e seco a vacuo.

4.2.10 Recobrimento do derivado com glutaraldeido

O reagente glutaraldeido foi utilizado como agente reticulante da enzima
imobilizada, conforme a metodologia apresentada por MATTE et al. (2014), com algumas
modificacfes. Para isso, uma solucdo de glutaraldeido foi preparada em tampdo fosfato de
sodio pH 7 200mM e colocada para agitar juntamente com o derivado, na propor¢do de
19gerivado/ 10MLsyspensio POr 1 hora, a 25 °C. A concentracéo de glutaraldeido na solugdo foi de
1% para os derivados de quitosana, e de 0,5 a 5% para os derivados de Immobead 350. Apés

o0 periodo de 1 hora, o derivado foi lavado com agua destilada abundante e seco a vacuo.

4.2.11 Determinac&o da atividade enzimética e calculo de Rendimento de Imobilizacéo

A atividade hidrolitica da enzima Alcalase® foi medida segundo a metodologia
apresentada por TARDIOLI (2003) com algumas alteragdes. O substrato utilizado foi o
reagente Boc-Ala-ONp (BANE), com concentragcdo de 100 mM, preparado em acetonitrila. A
reacdo aconteceu em tampdao Fosfato de Sodio 50 mM, pH 7, contendo 20 % de etanol, a 25
°C.

A quantificacdo do produto formado era feita por spectrofotometria, com medida
de absorbancia em 405 nm, utilizando-se cubeta de vidro com caminho 6ptico de 1 cm. Para a
medida de atividade da enzima solGvel, a reagcdo acontecia na propria cubeta, que continha um
agitador magnético, colocando-se 1,98 mL de tampdo, 20 uL de solugdo enzimatica e 50 pL

de solucdo de BANE para reagir durante 2 minutos, sendo a absorbancia medida
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automaticamente pelo espectrofotometro a cada 2 segundos. Para a enzima imobilizada em
Immobead 350, a reacdo ocorreu em um reator de 30 mL, sob agitacdo mecénica, onde se
colocou 20,3 mL do tampéo, 200 uL de solucdo de BANE e a massa do derivado (valores
préximos a 10mg e que variavam de acordo com o ensaio), tendo uma duracdo de 9 a 12
minutos. Nesse caso, aliquotas foram retiradas da reacdo periodicamente, e colocadas em
cubeta de vidro para medida de absorbancia pelo espectrofotometro. Para a enzima
imobilizada em Quitosana, a medida de atividade era semelhante a medida da enzima livre,
substituindo-se apenas o volume de solucdo enzimatica pela massa de derivado desejada (que
variava de 3 a 20 mg, dependendo do ensaio).

A partir dos dados de absorbancia e inclinagdo da curva formada de absorbancia x
tempo obtidos com a reacdo de hidrélise do BANE, calculou-se a atividade enzimatica da
enzima livre e imobilizada e o rendimento de imobilizacdo segundo TARDIOLI (2003) e
SILVA et al. (2012).

Para o célculo da atividade da enzima livre, utilizou-se a equacéao 1:

Atividade (UBANE/ L) _ 1000 * inclinagdo * Vyoqgs0 * Diluigdo (1)
m

f*Lx* Vsotugio enzimatica

Em que f é o coeficiente de extinsdo molar, 7840 L/(mol*cm), e L é o caminho Gptico da
cubeta utilizada, 1 cm.
O célculo de atividade da enzima imobilizada (derivado) foi feito utilizando-se a

equacéo 2:

1000 = inclinag@o * Vyeqeao (2)
f * L ox Mderivado

Atividade (UBANE/g> _

Uma unidade (1 Ugane) corresponde a quantidade de enzima necessaria para
hidrolisar 1 pmol de BANE por minuto, nas condi¢fes descritas.

O célculo do rendimento de imobilizacao foi feito segundo a equagéo 3:

Atvl- - Atvf

100 ©)
Atvi *

R (%) =
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Em que Atv; é a atividade da solucéo enzimatica no inicio da imobilizacéo e Atvs é a atividade

da solucéo enzimatica ao final da imobilizag&o.

4.2.12 Eletroforese SDS-PAGE

A andlise qualitativa de proteinas foi realizada por eletrofrese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo a metodologia de LAEMMLI (1970). O tampéo de
ruptura para desnaturacdo da enzima foi preparado de acordo com a metodologia utilizada por
GARCIA-GALAN et al. (2014). Para a anélise de enzimas imobilizadas, 10 mg de derivado
foram suspensos em 100 uL de tamp&o de ruptura a 100 °C durante 10 minutos. Apés esse
periodo, uma aliquota de 12 pL foi colocada pra correr no gel de eletroforese (12 %), a uma
tensdo constante de 150 V em uma célula tetra-Miniprotean (Biorad). Um marcador de baixo
peso molecular (14,4 - 97 kDa) foi utilizado. Ap6s o periodo de corrida, o gel foi corado com
Azul de Coomassie e analisado utilizando-se o programa Gel Analyzer.

4.2.13 Dialise da enzima comercial Alcalase®

A didlise da enzima comercial Alcalase® foi realizada com o propésito de
eliminar conservantes e estabilizantes do extrato para melhor comparagdo entre a enzima
soltvel e a enzima imobilizada (livre de conservantes e estabilizantes) em termos de
estabilidade e obter, assim, a real estabilizacdo da biomolécula promovida pela sua
imobilizacdo (TARDIOLI, 2003). Uma solucdo enzimética preparada a partir do extrato
comercial com uma diluicdo de 1:50 foi submetida a dialise contra 4gua por um periodo de
aproximadamente 7 dias a 4 °C utilizando membrana semipermeavel com poros de 12 a 16

kDa. Ap0s esse periodo realizou-se a estabilidade térmica da enzima dialisada.

4.2.14 Estabilidade térmica

Os ensaios de estabilidade térmica foram realizados a 60 °C em tampao fosfato de
sodio pH 8 e 100 mM. Inicialmente colocou-se 0 tampéo em banho a temperatura desejada.
Ap0s atingir a temperatura desejada, adicionou-se ao tampdo uma amostra de enzima livre ou
enzima imobilizada. Periodicamente, amostras eram retiradas e medida sua atividade através
da metodologia descrita nas secGes 4.2.11. A atividade inicial (t=0) foi considerada como

100% e, assim, os resultados séo apresentados em termos de Atividade Relativa (%). O tempo
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de meia-vida foi obtido através do modelo de desativacdo de SADANA e HENLEY (1987). A
estabilizacdo conferida pela imobilizagdo a cada derivado obtido foi quantificada através do

Fator de Estabilizacdo (FE), calculado por meio da equacéo 4:

FE = Y2 gsima tmobitizada (4)

t1/2

Enzima Livre Dialisada

4.2.15 Reacao de hidrolise da gelatina de tilapia

A hidrolise da gelatina de tilapia foi inicialmente selecionada como reagdo modelo
para aplicacdo dos derivados obtidos da imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350. A
hidrolise da gelatina obtida a partir da pele de tilapia foi realizada sob condi¢des estudadas e
otimizadas pelos autores FARIA et al. (2015), com algumas alteracdes. Os experimentos
ocorreram no Laboratério de Bioquimica da Embrapa Agroinddstria de Alimentos (Rio de
Janeiro - RJ). A reacdo foi conduzida sob agitacdo constante, a 55 °C e pH 6. Como
catalisador, uma massa de derivado equivalente a 50 Ugane foi utilizada para 50 mL de
solucdo aquosa 1% (p/p) de gelatina. O branco da reacdo foi considerado como uma amostra
da solucdo reacional retirada apés 1 minuto de reacdo. Para obtencdo do perfil peptidico
cinético, aliquotas da reacdo eram tomadas periodicamente e colocadas em banho-maria a 100
°C por 15 minutos para inativacdo da enzima. A analise das amostras foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). O equipamento utilizado
foi HPLC da marca Jasco, com detector ultravioleta (UV) e software Jasco ChromNAV. As
analises foram feitas em coluna Hypersil BDS C18 (Thermo), com corridas de 40 minutos,
com fluxo de ImL/min, a temperatura de 30 °C, com pressdao média de trabalho de 12,6 MPa.
O comprimento de onda para detec¢do foi de 216 nm. A fase movel utilizada foi acetonitrila
em agua programada em gradiente (5 - 95%, v/v), contendo acido trifluoroacético (TFA)
0,1% (MELLINGER-SILVA et al., 2015). Para a analise da estabilidade operacional do
derivado, ciclos de 2 horas foram realizados e, ao final de cada ciclo, o derivado foi filtrado,
lavado e seco para ser reutilizado no ciclo posterior.

A atividade antioxidante dos peptideos formados na reacdo de hidrolise foi
determinada pela habilidade dos mesmos em sequestrar o radical estdvel DPPHe, conforme a
metodologia apresentada por YANG et al. (2009). Inicialmente, uma solugdo 0,1 mM desse
reagente foi preparada em etanol. A medida de atividade foi realizada misturando-se 1,5 mL

da amostra de produto da reacdo de hidrdlise contendo os peptideos e 1,5 mL da solucdo de
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DPPH. A mistura foi colocada em tubo de ensaio e agitada em vortex por 10 segundos. Apés
um periodo de 30 minutos de repouso a temperatura de 25 °C, leu-se a absorbancia da mistura

em spectrofotdmetro a 517 nm. Os célculos de atividade foram feitos conforme a equacao 6.

Abs — Abs
Atividade DPPH (%) = —-Branco Amostra . 100 (6)

AbSBranco

Em que Absgranco representa a absorbancia obtida quando se realizava todo o procedimento

descrito com uma mistura de 1.5mL de &gua destilada e 1.5 mL de solu¢do de DPPH.

4.2.16 Reacdo de hidroélise da Azocaseina

A realizacdo da hidrolise inicialmente selecionada como reacdo modelo (secéo
4.2.15) tornou-se inviavel para os derivados de imobilizacdo em Quitosana. Assim,
selecionou-se a hidrolise da Azocaseina como rea¢do modelo para aplicacdo dos derivados de
Quitosana. A Azocaseina é uma proteina (caseina) conjugada a um corante Azo (SIGMA-
ALDRICH, 1947) e, portanto, uma molécula mais complexa que 0 BANE (um éster de cadeia
média que possui uma ligacdo peptidica), o substrato utilizado nas medidas de atividade
descritas na secdo 4.2.11. A fim de analisar a estabilidade operacional dos derivados de
Quitosana, realizou-se ciclos consecutivos da reacdo de hidrdlise da Azocaseina. Essa reacdo
foi conduzida utilizando-se a metodologia apresentada por CHARNEY e TOMARELLI
(1947), com algumas modificacGes. Uma solucdo 0,5% (p/v) de azocaseina foi preparada em
tampdo acetato de sédio pH 5, 50 mM. Em tubos falcons de 15 mL, misturou-se 2 mL de
substrato (azocaseina 0,5%), 2 mL de tampdo acetato e a massa de derivado. A reacdo foi
conduzida em agitador orbital a 32 °C e 120 rpm, por 40 minutos. Apds esse periodo, 0
derivado foi separado, lavado com &gua abundante, seco a vacuo e pesado para ser utilizado
no ciclo seguinte. A solugdo sobrenadante, foram adicionados 2 mL de &cido tricloroacético
15% (p/v) para precipitacdo das moleculas de proteinas ndo hidrolisadas pela enzima.
Centrifugou-se a 3000 rpm, por 15 minutos. Em seguida, 2 mL do sobrenadante foram
colocados em tubo falcon juntamente com 2 mL de KOH 5N. Foi feita, entéo, a leitura da
absorbancia da amostra em espectrofotdmetro a 428 nm. Para “zerar" o espectrofotometro,

uma solugéo de acido tricloroacético e substrato, sem a presencga da enzima imobilizada, era
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preparada e submetida ao mesmo procedimento descrito acima. Para o calculo de atividade, a
equacéo 5 foi utilizada:

g 0,01 * At * massagerivado

Em que At é o tempo de reagdo (40 minutos) € massa gerivado € Massa do derivado que era
medida antes de cada ciclo (em g).
O valor de atividade foi dado em U, onde 1 U ¢é equivalente ao aumento de 0,01

de absorbancia que a amostra apresentou em relacdo ao “zero", por minutos, nas condicGes de

reacionais citadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350

Diversas caracteristicas do Immobead 350 tornam esse material atrativo para
utilizacdo como suporte de imobilizacdo. Sua alta porosidade permite que as biomoléculas
figuem totalmente dispersas no interior da particula sem interagirem diretamente com o
ambiente externo aos poros (MATEO et al., 2007). Os grupos epoxi presentes na superficie
desse material podem formar ligacbes com diferentes grupamentos — como tiol, fenol, e
amino — presentes nos mais diversos residuos da molécula de enzima (MATTE et al., 2014).
Ademais, esses grupamentos epOxi possuem um curto brago espagador, proporcionando,
assim, uma maior rigidez a enzima imobilizada, além de ndo oferecerem impedimentos

estéricos desfavoraveis a reagdo (SANTOS et al., 2015a)

5.1.1 Imobilizacéo a pH 10

Immobead 350 foi, entdo, testado como suporte para a imobilizacdo de Alcalase®.
Primeiramente realizou-se a imobilizacdo, incubando-se a enzima juntamente com o suporte
em pH 10 (condicdo que deveria proporcionar a formacao de ligagdes covalentes entre enzima
e suporte, devido a reatividade dos grupos epoxi do Immobead nesse pH), com uma carga
inicial de 17 mMQproteina /Jsuporte (COrrespondente a 1150 Ugane/Osuporte). COM 24 horas, 0
rendimento de imobilizacdo foi de 98,35% e o derivado obtido mostrou uma atividade

catalitica de aproximadamente 26,1 Ugane/g.

5.1.1.1 Funcionalidade do derivado de imobilizacdo na hidrdlise da gelatina de peixe

A fim de avaliar a funcionalidade do biocatalisador insoltvel obtido a partir da
imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350 na reacdo de hidrolise da gelatina de tilapia,
aplicou-se o derivado, com atividade catalitica correspondente a 26,1 Ugane/g, Nessa reacdo
modelo, conforme a metodologia descrita na secdo 4.2.15. A Figura 14 apresenta 0S
cromatogramas de amostras do meio reacional em diferentes tempos, ao longo de 5 horas, em
que pode-se observar a mudanca do perfil peptidico com o decorrer da hidrdlise catalisada

pelo derivado da imobilizagdo em Immobead 350.
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Figura 14 - Cromatograma do perfil proteico e peptidico obtido por RP-HPLC durante a
reacdo de hidrolise da gelatina de tildpia ao longo de 5 horas utilizando Alcalase®

imobilizada em Immobead 350 como catalisador.

— gelatina Branco_001 - CH1
— Hidrolisado de gelatina 1¥6 alcalase emimmobead_A_0h_003 - CH1
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l

— Hidrolisado de gelatina 1o alcalase emimmobead_A_4h_007 - CH1
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Absorbéancia a 216 nm (em unidades arbitrarias)
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Tempo de retengdo (min)
Fonte: Elaborado pelo autor

Para todos os tempos de reagcdo em que o produto foi analisado, observa-se que 0s
perfis proteicos e peptidicos obtidos possuem uma intensidade ndo tdo baixa, evidenciando
uma concentracdo adequada de proteinas e peptideos detectados em um tempo de retencao
entre 10 e 25 minutos. Pelos cromatogramas obtidos nota-se, porém, uma grande diferenga
entre o perfil peptidico da gelatina integra (em preto) e o do produto da reacdo apds 30
minutos (em laranja), indicando que o biocatalisador hidrolisou, na primeira meia-hora da
reacdo, boa parte da proteina inicialmente contida na gelatina, gerando peptideos que sdo
detectados em um menor tempo de retencdo que as proteinas da gelatina integra, sugerindo
que houve, portanto, uma hidrolise eficiente nesses primeiros 30 minutos que descontruiu boa
parte da proteina integra. Em 0,5 e 1h, ainda observa-se picos referente a proteina integra na
faixa de 20 a 25 min no tempo de retencdo. E 2 horas de reagéo, a intensidade desses picos
sdo praticamente nulas, indicando que neste tempo estdo presente apenas polipeptideos. A
partir desse tempo a mudanca no perfil é pequena, ndo observando-se diferenca entre 4 e 5h

de reagéo.
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Utilizando a enzima Alcalase® soluvel como catalisador dessa hidrolise, nas mesmas
condicBes de reacdo, os autores SANTOS et al., (2017) obtiveram um rico perfil peptidico,
formado por varios picos de baixa intensidade em uma faixa mais ampla de tempo de
retencdo, sugerindo uma hidrdlise mais intensa e uma formacdo mais heterogénea de
peptideos. Essa diferenca de resultados entre a enzima imobilizada e a livre deve-se,
provavelmente, a um aumento dos efeitos difusionais causados pela presenca do suporte de
imobilizacdo, dificultando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima. CORICI et al.
(2011), ao utilizarem Alcalase® livre e imobilizada na sintese de peptideos, também

observaram a mesma diferenca de resultados devido a efeitos difusionais.

5.1.1.2 Reciclos da reacao de hidrolise da gelatina de peixe

A fim de analisar a estabilidade operacional da enzima imobilizada na hidrélise da
gelatina de peixe, aplicou-se o mesmo derivado de imobilizacdo em ciclos reacionais
consecutivos de 2 horas. Os produtos formados ao final de cada ciclo foram submetidos a
analise de atividade antioxidante para verificar se os hidrolisados proteicos possuiam esta
atividade biologica. Essa andlise foi feita avaliando-se a capacidade dos peptideos em
sequestrar o radical estavel DPPHe, segundo a metodologia apresentada na se¢do 4.2.15. Ao
final do primeiro ciclo, o hidrolisado mostrou capacidade sequestrante de aproximadamente
7% e, ao final do terceiro ciclo, essa capacidade ja era nula, indicando que ndo houve
formacdo de peptideos bioativos nesse ciclo, sugerindo que a enzima tinha perdido boa parte
de sua atividade catalitica para obtencdo de hidrolisados bioativos em apenas 3 ciclos
reacionais. O derivado obtido da imobilizagdo de Alcalse em Immobead 350 a pH 10 por 24

horas possuia, portanto, baixa estabilidade nas condi¢6es da reacao da hidrolise de gelatina.

5.1.2 Imobilizacéo a pH 7 seguida de incubacéo a pH 10

Considerando o carater hidrofébico do suporte e a possibilidade de imobilizacdo
da enzima inicialmente por adsor¢do a pH neutro, decidiu-se conduzir o processo em duas
etapas: uma rapida adsorcéo fisica em pH 7 seguida de incubacdo em pH 10 da enzima ja
adsorvida para formacdo de ligacbes covalentes entre a biomolécula e 0s grupos epoxi
presentes no suporte. Para isso, realizou-se a adsor¢do da enzima em tampéo Fosfato de Sodio
pH 7, 100 mM, por 5 horas, & 25 °C, com posterior incubagdo a pH 10 (Tampéao Carbonato-

Bicarbonato de Sodio, 100mM) por trés diferentes tempos, com carga inicial de 17
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MQproteina/Jsuporte- A fim de avaliar a influéncia da etapa de adsorgéo a pH 7 antes da incubagcéo,
imobilizacBes sem essa etapa tambem foram realizadas, colocando-se a enzima em contato

com o suporte diretamente a pH 10, como mostra a Figura 15.

Figura 15 - Parametros da imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350. Imobilizagdes
realizadas a pH 10 ou a pH 7 (adsorcdo) com posterior incubacdo a pH 10. Tempos de

imobilizacdo/ incubacdo a pH 10 variaram entre 15, 24 e 43 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se que a etapa de adsorcdo influenciou positivamente na atividade dos
derivados formados. O pH do meio de imobilizacdo interfere na orientagdo da enzima
imobilizada e, portanto, na sua especificidade (SANTOS et al., 2015b). Assim, quando a
enzima se imobiliza ao suporte em pH 7, mesmo apds a incubacdo a pH 10, o seu sitio ativo
fica mais disponivel para atuar na reacdo que quando essa imobilizacdo ocorre diretamente em

pH basico.

5.1.2.1 Influéncia da forca idnica do tampéo na etapa de adsor¢ao

Para otimizar a etapa de adsor¢do do processo de imobilizagcdo, estudou-se a
influéncia da forca idnica do tampéo neutro utilizado nessa primeira etapa da imobilizacdo da
enzima. Para isso, foram realizados ensaios de adsor¢éo com 17 mQproteina / Gsuporte Variando-se

de 5 mM a 1000 mM a concentra¢do do tampdo Fosfato de Sédio pH 7. Os resultados de
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rendimento de imobilizagdo variando com o tempo de contato estdo apresentados na Figura
16.

Figura 16 - Rendimento de imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350 por adsorcdo a pH

7, a0 longo de 1 hora, a 25 °C, utilizando tampdes de diferentes forgas idnicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados acima mostram que, para o sistema Alcalase® - Immobead 350, a forca
ibnica do tampdo neutro, dentro da faixa estudada (5 a 1000 mM), possui uma leve influéncia
na velocidade de adsor¢do da enzima, sendo os tampdes de concentragdo intermediaria (50 e
200 mM) os que proporcionaram maiores valores de rendimento. Na teoria, o protocolo de
imobilizacdo de enzimas em suporte ativado com grupos epoxi exige que a etapa inicial de
adsorcdo seja feita em tampdo de alta forca idnica (1M), a fim de forcar a adsorcao
hidrofébica da enzima (VIEIRA, 2009), o que ndo ocorreu no estudo realizado com
Alcalase® e IM 350, onde o tampdo 1M apresentou resultado de rendimento de imobilizacédo
inferior aos demais. Para todas as for¢as i6nicas testadas, observou-se rapida adsorcdo, sendo
alcancado valores superiores a 90 % de rendimento em apenas 1 hora para os trés tampdes de
menor forca idnica (5, 50 e 200 mM). Assim, foi dado prosseguimento as imobilizacdes,
realizando-se essa primeira etapa com um dos tampdes que proporcionaram mais rapida

adsorcéo, o de 200mM.
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5.1.2.2 Estabilidade térmica

Para avaliar a forca das ligacGes formadas entre enzima e suporte, realizou-se
ensaios de inativacdo térmica da enzima imobilizada. A Alcalase® é uma protease levemente
alcalina e tem um pH 6timo de estabilidade em torno de 8,2 (ANWAR; SALEEMUDDIN,
1998). Com isso, 0s ensaios de inativacao térmica foram realizados em Tampdo Fosfato de
Sodio pH 8, 100mM e a uma temperatura de 60 °C. Para fins de comparacéo, inicialmente a
enzima livre, dialisada (livre de estabilizantes e conservantes) e ndo dialisada, foi submetida a

inativacdo térmica nessas mesmas condi¢Bes, como mostra a Figura 17.

Figura 17 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) da enzima soltvel dialisada e ndo dialisada. A

atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar dos perfis de inativacdo térmica das duas amostras terem sido bem
diferentes a partir de 10 minutos de ensaio de estabilidade, os tempos de meia-vida de
inativagéo térmica da enzima livre dialisada e n&o dialisada foram bem proximos. No entanto,
a comparacéo entre a estabilidade de uma enzima imobilizada e da enzima livre deve ser feita
considerando-se a enzima dialisada, que é livre de estabilizantes, e o tempo de meia-vida de
13,18 minutos foi tomado para fins de comparagéo. O processo de imobilizagcdo de enzima

constitui-se na formacéo de ligacGes, a partir de interacOes fisicas ou quimicas, entre a enzima
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e 0 suporte, as quais, se forem estabelecidas de forma multipontual, devem oferecer a
biomolécula uma maior rigidez, impedindo, assim, a degradacdo da sua estrutura
tridimensional diante de condicGes de inativacdo (RODRIGUES et al., 2008). Dessa maneira,
a imobilizacdo deve conferir a enzima imobilizada uma maior estabilidade que a enzima livre
dialisada e, nas mesmas condicfes de inativacao termica, o derivado deve reter mais que 50%
de sua atividade com, neste caso, 13,18 minutos de ensaio de desativagao.

Preparou-se dois derivados para serem submetidos a inativacdo térmica nas
mesmas condi¢bes da enzima solGvel. A imobilizagdo teve 17 MQproteina / Jsuporte d€ Carga
oferecida e foi, agora, realizada com periodo de incubacdo a pH 10 de 96 horas, a fim de
proporcionar ao sistema Alcalase®-Immobead 350 o tempo necesséario para formacgdo de
ligacbes covalentes multipontuais. Derivados com e sem a etapa de adsorcdo foram

preparados e os resultados sdo mostrados na Figura 18.

Figura 18 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em Immobead 350.
Imobilizacao realizada a pH 10 durante 96 horas ou a pH 7 (adsor¢do) seguida de incubagédo a

pH 10 por 96 horas. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Mesmo com o aumento do tempo de imobilizacdo/incubacdo a pH 10 para 96
horas, o derivado obtido perdeu mais de 90% de sua atividade inicial com apenas 5 minutos
de inativacdo térmica sendo, portanto, menos estavel a inativacdo térmica que a propria
enzima livre mesmo dialisada.

O suporte IMB 350 é um material macroporoso e, com isso, quando a
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imobilizacdo acontece com baixa carga proteica, a maioria das moléculas ndo penetra para o
interior dos poros e ficam predominantemente imobilizadas na parte mais externa do suporte
(ADRIANO, 2008). A fim de avaliar a estabilidade térmica de enzimas imobilizadas no
interior do suporte IMB 350, realizou-se, entdo, imobilizacbes com variadas cargas protéicas,
verificando-se a estabilidade térmica das enzimas imobilizadas.

Para isso, novos derivados foram preparados, aumentando-se o tempo de
imobilizagdo/ incubacdo a pH 10 para 162 horas e variando-se de 10 a 100 Myproteina/ Jsuporte @
carga oferecida para a imobilizacdo. Novamente derivados com a sem a etapa de adsor¢édo
foram preparados para serem submetidos a inativagdo térmica a 60 °C e pH 8. Os dados sdo

apresentados na Figura 19.

Figura 19 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em Immobead 350.
(A) Imobilizacéo realizada a pH 10 durante 162 horas, com diferentes cargas oferecidas. (B)
Imobilizacdo realizada por adsorcdo a pH 7 seguida de incubacdo a pH 10 por 162 horas, com

diferentes cargas oferecidas. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A etapa inicial de adsorcdo dura em torno de 1 hora, e ap0s esse periodo o suporte
que contém enzimas adorvidas é lavado e colocado em contato com tampdo pH 10 e, entéo,
passa-se 0 periodo de 162 horas até o final da incubacdo. A carga inicial é, nesse caso,
oferecida & imobilizacdo somente no periodo de adsorcédo e, portanto, a enzima pode ndo ter

tido tempo suficiente para penetrar nos poros com somente 1 hora de adsorcéo, ficando
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imobilizadas principalmente na parte externa do suporte. A incubacdo a pH 10 por 162 horas
ndo tem por objetivo o deslocamento das enzimas para dentro do suporte mas proporciona,
somente, o ambiente para formacdo de ligacGes covalentes no local onde elas estdo
adsorvidas. Provavelmente devido a esse fato, os derivados das imobilizagdes com a etapa
inicial de adsorcdo, em geral, apresentaram uma estabilidade ligeiramente inferior aos
derivados preparados sem a etapa inicial de adsorgdo. No entanto, todos os derivados
estudados perderam mais que 60% de sua atividade inicial em apenas 5 minutos de incubacao
a 60 °C e pH 8, mostrando-se menos estaveis que a propria enzima livre.

A baixa estabilidade térmica dos derivados obtidos pode indicar a ndo formacéo
de ligacOes covalentes entre a enzima e o suporte, sugerindo que haja a formacéao de ligacoes
por interacfes mais fracas, como adsorcdo hidrofébica, as quais sdo vulneraveis a condigfes
de desnaturacdo como as utilizadas nos ensaios de inativacdo térmica. A reticulacdo da
enzima imobilizada com agentes bifuncionais é uma estratégia utilizada para aumentar a
estabilidade da enzima imobilizada e evitar a liberagdo dessa molécula (ADRIANO, 2008).
Alguns dos agentes bifuncionais empregados como reticulantes sdo o glutaraldeido, a
epicloridrina e a etilenodiamina, sendo o glutaraldeido um dos mais utilizados, devido a sua
alta reatividade, baixo custo, versatilidade e disponibilidade de grupamentos aldeidos capazes
de reagir com os grupos aminos da enzima (MATTE, 2015; VIEIRA, 2009).

Decidiu-se, entdo, recobrir o derivado obtido da imobilizacdo realizada
diretamente a pH 10 e com carga inicial de 60 MQpyroteina/Gsuporte COM glutaraldeido 1% a fim de
promover a reticulacdo intermolecular das enzimas ja imobilizadas ao suporte e, assim,
aumentar sua estabilidade (SANTOS, 2015).

Esse derivado foi submetido a inativacdo nas mesmas condi¢fes anteriores, como
mostra a Figura 20. O biocatalisador reticulado com glutaraldeido perdeu aproximadamente
100% de sua atividade inicial apds 5 minutos de inativacdo térmica. Comparando-se com 0
mesmo derivado néo reticulado (Figura 19 - A, derivado 60 mg/g), o qual perdeu 82,3% de
sua atividade com 5 minutos de inativacdo térmica, verifica-se que a reticulagdo provocou
uma diminuigdo na estabilidade da enzima imobilizada. A reticulacdo com glutaraldeido pode,
além de aumentar a rigidez da biomolécula imobilizada, alterar propriedades globais da
superficie da enzima, afetando tanto sua atividade como estabilidade, o que nesse caso
ocorreu de forma negativa (SANTQOS, 2015).
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Figura 20 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em Immobead 350.
Imobilizagéo conduzida a pH 10, por 162 horas, com carga oferecida de 60 Myproteina/suporte- A
enzima imobilizada foi reticulada com glutaraldeido 1%. A atividade inicial da enzima foi

considerada igual a 100 %.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1.2.3 Ensaio de SDS-PAGE

A fim de identificar o tipo de ligagdo formada entre a enzima e o suporte durante a
imobilizacdo, realizou-se um ensaio de eletroforese com alguns dos derivados apresentados
anteriormente, os quais foram foram inativados a 100 °C na presenca de tampdo de ruptura.
Nessas condi¢des, todas as enzimas que ndo estdo ligadas covalentemente ao suporte devem
ser liberadas e suas bandas apresentadas nos respectivos pocos onde foram colocadas as
amostras (ALBUQUERQUE et al., 2016). Os géis obtidos apds o ensaio sdo mostrados na
Figura 21.

Segundo resultados obtidos por TARDIOLI (2003) o principal componente da
preparacdo comercial da Alcalase® possui massa em torno de 30 KDa. Considerando-se até
mesmo o branco da imobilizacdo (solucdo enzimatica preparada para ser colocada em contato
com o suporte durante a imobilizacdo), sé foi possivel observar as bandas a partir das
imobilizacGes com carga igual ou superior a 60 MQproteina/ 9 suporte (POGOS 2, 5 € 7 da Figura 21
A e pocos 2 e 5 da Figura 21 B), pois provavelmente abaixo disso a concentracdo de enzimas

foi muito pequena para ser revelada nas bandas do gel de eletroforese.



64

Figura 21 - Eletroforese da enzima Alcalase® livre e imobilizada em Immobead 350 sob
diversas condigdes. (A) Pogo 1: Padrdes de massa molecular em kDa; Poco 2: Branco de
Imobilizacdo (10 mg/g); Poco 3: Derivado de imobilizacdo (pH 10, 10mg/g, 162 h); Poco 4:
Derivado de imobilizacdo (pH 7 e 10, 10 mg/g, 162 h); Poco 5: Branco de Imobilizacdo (30
mg/g); Poco 6: Derivado de imobilizacdo (pH 10, 30mg/g, 162 h); Poco 7: Branco de
Imobilizagdo (60 mg/g); Poco 8: Derivado de imobilizacdo (pH 10, 60mg/g, 162 h); Pogo 9:
Derivado de imobilizacdo (pH 7 e 10, 30mg/g, 162 h). (B) Poco 1: Padrdes de massa
molecular em kDa; Poco 2: Branco de Imobilizacdo (80 mg/g); Poco 3: Derivado de
imobilizacdo (pH 10, 80mg/g, 162 h); Poco 4: Derivado de imobilizagédo (pH 7 e 10, 80 mg/g,
162 h); Poco 5: Branco de Imobilizagdo (100 mg/g); Poco 6: Derivado de imobilizacdo
recoberto com Glutaraldeido (pH 10, 60mg/g, 162 h); Poco 7: Derivado de imobilizacdo (pH
7 e 10, 100 mg/g, 162 h); Poco 8: Derivado de imobilizacdo (pH 10, 100mg/g, 162 h).
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Analisando-se, no entanto, os derivados das imobilizacbes com carga igual ou
superior a 60 MQproteina/Isuporte (POGO 8 da Figura A, e pogos 3, 4, 7 e 8 da Figura B) | tanto as
que ocorreram a pH 10, como as que ocorreram a pH 7 (adsorcédo) seguida de incubacao a pH
10, observou-se que 0s pocos apresentaram a banda da enzima Alcalase®, mostrando que em
nenhum dos casos houve imobilizagdo covalente de fato. Entretanto, o pogo 6 da Figura 21 B,
correspondente ao derivado que foi recoberto com glutaraldeido, ndo apresentou a banda da
enzima Alcalase®, mostrando que a reticulacdo da enzima foi efetiva e fixou a biomolécula
ao suporte, porém essa reticulacdo néo foi suficiente para estabilizar a enzima como mostrado

na Figura 20.

5.1.3 Imobilizacdo no suporte modificado quimicamente

Apos todos os resultados insatisfatérios obtidos a partir da imobilizagdo de
Alcalse em Immobead 350, resolveu-se modificar o suporte quimicamente. Uma caracteristica
atrativa no suporte Immobead é o seu curto brago espacador que, além de diminuir os efeitos
difusionais, deve proporcionar maior rigidez a molécula imobilizada. Com o intuito de avaliar
a interacdo da Alcalase® com outro tipo de grupo ligante, mas usufruir, simultaneamente, do
curto braco espacador dos grupos epoxi do IMB 350, realizou-se a hidrolise desses grupos
para formacéo de grupamentos hidroxila e posterior ativacdo desses grupos com periodato de
sodio para formacdo de grupos aldeidos (MATTE et al., 2014). Foi realizada, entdo, uma nova
imobilizagdo da Alcalase® no suporte modificado, com carga de 30 MJproteina/ Jsuporte, COM
120 horas de imobilizacdo a pH 10. O derivado foi submetido a inativagdo térmica como
mostra a Figura 22.
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Figura 22 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalse imobilizada em Immobead 350
modificado quimicamente. Imobilizacdo conduzida a pH 10, por 120 horas, com carga

oferecida de 30 MQproteina/suporte- A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Novamente o derivado obtido mostrou-se menos estavel que a enzima sollvel,
perdendo mais de 80 % de sua atividade em 5 minutos de inativacdo térmica. Decidiu-se,
entdo, reticular o derivado com glutaraldeido em diferentes concentracdes e submeté-los a

inativacdo térmica nas mesmas condic@es anteriores, como mostra a Figura 23.

Figura 23 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalse imobilizada em Immobead 350
modificado quimicamente. Imobilizacdo conduzida a pH 10, por 120 horas, com carga
oferecida de 30 MQproteina/Jsuporte: A €Nzima imobilizada foi reticulada com glutaraldeido de
diferentes concentragdes. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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Diferentemente do que ocorreu com o suporte ndo modificado, a reticulagdo com
glutaraldeido aumentou a estabilidade da enzima imobilizada em todas as concentra¢fes
testadas. No entanto, esse derivado ainda foi menos estavel que a enzima livre, apresentando

uma reducao de 40 a 60 % de sua atividade inicial com 5 minutos de inativacdo térmica.

5.1.4 Imobilizag&o na presenca de inibidor competitivo

Uma estratégia que pode ser utilizada para manter a integridade do sitio ativo da
enzima durante a técnica de imobilizagdo é realizar esse processo na presenga de um inibidor
da enzima (BLANCO; GUISAN, 1989; TARDIOLI, 2003). Com isso, realizou-se a
imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350, com e sem modificagdo quimica do suporte,
na presenca de Azocaseina, com posterior reticulacdo utilizando glutaraldeido. A
imobilizagdo foi realizada com 30 MQproteina/Jsuporte, diretamente a pH 10, por 120 horas. Os
derivados foram submetidos, entdo, a inativacdo térmica a 60 °C e pH 8, como mostra a
Figura 24.

Figura 24 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalse imobilizada em Immobead 350.
Imobilizagdo conduzida a pH 10, por 120 horas, com carga oferecida de 30 Myproteina/Gsuporte,
na presenca de inibidor competitivo Azocaseina. A atividade inicial da enzima foi considerada
igual a 100 %.
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A presenca de um inibidor competitivo no processo de imobilizag&o néo conferiu
a enzima imobilizada maior estabilidade, ja que os derivados obtidos perderam mais de 60 %
de sua atividade em 5 minutos de inativacdo térmica e enzima imobilizada apresentou,
portanto, menor estabilidade que a enzima livre.

Todas as estratégias estudadas de imobilizacdo da Alcalase® em IMB 350,
alterando-se tanto a natureza quimica da superficie do suporte, como as condi¢Ges de
imobilizacéo e etapas posteriores a esse processo, ndo mostraram resultados satisfatérios de
estabilizacdo da enzima. Os resultados apresentados nessa secdo revelaram, portanto, que o
suporte Immobead 350 ndo é apropriado para estabilizacdo da enzima Alcalase® por meio de

imobilizacéo.

5.2 Imobilizacao de Alcase em Quitosana ativada por diferentes métodos

A enzima Alcalase® foi imobilizada em suporte quitosana modificada por 3
agentes ativantes: glutaraldeido, glioxil e divinilsulfona. Além das 3 diferentes ativacdes,
variou-se as condicGes de pH e tempo de contato entre enzima e suporte nos ensaios de
imobilizagdo. Os pHs de imobilizacdo analisados foram 7 e 10, e os tempos estudados
variaram de 15h a 96h. A carga enzimatica oferecida a todos os ensaios de imobilizacdo em

quitosana foi de 160 Ugane/Gsuporte (COrrespondente a 2mgroteina/Gsuporte)-

5.2.1 Imobilizacdo em suporte Glutaraldeido-Quitosana

Com relacéo aos suportes ativados com glutaraldeido, a literartura reporta estudos
de imobilizacBes de proteases e outras enzimas tanto a pH 7 (TARDIOLI, 2003; TARDIOLI
et al.,, 2003; VIEIRA, 2009) como a pH 10 (SOUZA, 2013) e realizou-se, portanto,
imobilizacdo nesses dois pHs, variando-se, também, o tempo. O menor tempo de imobilizacdo
estudado — 15 horas — ja foi o suficiente para imobilizar praticamente todas as enzimas
disponiveis, tanto nas imobilizagdes a pH 7 como nas imobilizagdes & pH 10. Portanto, todas
as imobilizacdes da protease em suporte ativado com Glutaraldeido apresentaram valores de
rendimento em torno de 100%, como mostra a Figura 25 (A). A maior parte dos derivados
apresentou atividades em torno de 30 a 40 Ugane/g, com excecdo do valor obtido com 96 h de

incubacéo a (47,53 Ugane/Q).
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Figura 25 - Pardmetros da imobilizacdo de Alcalase® em quitosana ativada com
glutaraldeido. (A) Rendimento de Imobilizagdo (%). (B) Atividade do derivado de
imobilizacdo (Ugane/g). Imobilizacdes realizadas a pH 7 ou pH 10 com tempos variaram

entre 15 e 96 horas. Reticulacdo de alguns derivados com glutaraldeido 1%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como mostra a Figura 25 (B), em geral, o recobrimento com glutaraldeido apds a
imobilizacdo diminuiu, mesmo que sutilmente, os valores de atividade do derivado. O
tratamento pos-imobilizacdo com glutaraldeido pode trazer mais estabilidade para a enzima
em certos sistemas, sendo até recomendado em alguns casos de imobilizacdo por adsorcéo,
em que as ligagbes formadas sdo mais fracas que as covalentes (SANTOS et al., 2015e).
Porém, até mesmo em alguns casos de estudos de imobilizacdo por adsorcdo, esse
recobrimento pode diminuir a atividade catalitica da biomolécula.

Em seus estudos, VIEIRA (2009) verificou uma drastica reducdo da atividade
hidrolitica da B-galactosidase imobilizada em MANAE por adsor¢cdo quando o derivado era
submetido ao processo de reticulagdo com glutaraldeido. O mesmo autor observou diminuicao
na atividade da enzima imobilizada em gel de quitosana e submetida ao processo de
reticulacdo, sendo possivel que a enzima tenha sofrido dessorcéo, j& que o glutaraldeido pode
ter reagido covalentemente com o0s grupos amino do suporte, facilitando o processo de
dessorcdo. No presente estudo, é provavel que essa dessorcdo ndo tenha ocorrido, ja que a
enzima deve ter sido imobilizada covalentemente no suporte (0 que sera avaliado

posteriormente). A diminuicdo da atividade catalitica deve-se, provavelmente, a distorcéo
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causada pela reticulacdo intermolecular e a existéncia de uma maior barreira difusional,
causada pela insercdo do glutaraldeido, o qual devido a sua alta reatividade pode ter se
polimerizado, prejudicando a difusdo do substrato e dificultando, assim, a reacdo (VIEIRA,
2009).

5.2.2 Imobilizag&o em suporte Divinilsulfona-Quitosana

Suportes que possuem grupos vinilsulfona podem imobilizar enzimas a diversos
pHs (5 a 10) e envolver grupos de diferentes residuos, dependendo do pH do meio. No
entanto, as imobilizagcbes a pHs mais acidos sdo muito mais lentas que a pHs alcalinos e
neutro (ALBUQUERQUE et al., 2016). Com isso, 0s ensaio de imobilizacdo no presente
estudo foram realizados em pH 7 e pH 10, em diferentes tempos, e os resultados sdo

apresentados na Figura 26.

Figura 26 - Parametros da imobilizacdo de Alcalase® em quitosana ativada com
divinilsulfona. (A) Rendimento de Imobilizacdo (%). (B) Atividade do derivado de
imobilizacdo (Usane/g). Imobilizagdes realizadas a pH 7 ou pH 10 com tempos que variaram
entre 24 e 96 horas. Reticulacdo de alguns derivados com glutaraldeido 1%.

(A) (B)
70 T T T T 45 T T T T
1 [ pH 7
60 [ pH 7 i 40+ B pH 7 + Recobrimento
I pH 10 35 I pH 10
50 4 | ] Il pH 10 + Recobrimento
30 i
404 25 i
20 1 i

Rendimento de Imobilizacao (%)
o ©o o
1 " 1 " 1 "
1 1 1

o
1

Atividade do Derivado (UgANE/9)

o
I "

30 .

20 -

10 4 -
24h 48h 72h 96h

24h 48h 72h 96h
Tempo de Imobilizagao (h) Tempo de Imobilizagao (h)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando-se os valores de rendimento de imobilizagdo, que ndo ultrapassaram
50%, e comparando-se com os valores obtidos nas imobilizacbes em GLU-Qui, onde utilizou-

se 0s mesmos pHs (7 e 10) e tempos de incubacdo o obteve-se aproximadamente 100% de
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rendimento. Em todos os casos, observa-se uma dréstica diminuicdo do percentual de enzimas
que foram imobilizadas. Diferentemente da ativagdo de quitosana com glutaraldeido, que
ocorre preferencialmente com os grupos amino da superficie do suporte (MENDES et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2008; SILVA et al., 2012), a divinilsulfona pode reagir tanto com
grupos hidroxila, quanto com grupos amino que estdo presentes na superficie da quitosana
(SANTOS et al., 2015c). Assim, a ativagdo com DVS deveria proporcionar a inser¢do de mais
grupos capazes de se ligarem com a enzima que a ativacdo com glutaraldeido e o rendimento
de imobilizacdo em DVS-Qui deveria ser, portanto, maior que em GLU-Qui. No entanto, a
alta reatividade do reagente DVS pode provocar um crosslink com algumas de suas
moléculas, que ocorre entre dois grupos amino da quitosana e uma molécula de DVS,
impedindo a formacdo de um maior nimero de ligacbes covalentes entre a enzima e a
quitosana (PINHEIRO, 2017).

A diminuicdo do percentual de enzimas que formaram ligagdes covalentes com o
suporte resultou na diminuicdo dos valores de atividade catalitica dos derivados produzidos.
Assim, para cada pH estudado, os maiores valores de atividade do derivado (10,96 Ugane/g €
28,84 Ugane/g) foram obtidos no tempo em que houve os maiores rendimentos de
imobilizacdo (49,5% e 43,5%), 72 h para ambos 0s pHSs.

Observa-se também que a atividade da enzima imobilizada a pH 10 foi superior
que a pH 7, chegando até aproximadamente 5 vezes maior na imobilizacdo de 24 h (Figura
26). 1sso deve-se ao fato de que as reacdes entre os grupos vinil-sulfona e alguns grupos das
enzimas sdo favorecidas quando a incubacao ocorre em pH alcalino. SANTOS et al. (2015b)
estudaram a reatividade, a pH 7 e pH 10, de alguns dos grupos localizados frequentemente na
superficie da enzima e constataram que a reatividade desses grupos era bem superior a pH 10.
Novamente, o recobrimento com glutaraldeido diminuiu a atividade catalitica dos derivados,

provavelmente pelo mesmo motivo ja discutido anteriormente.

5.2.3 Imobiliza¢ao em suporte Glioxil-Quitosana

A ativacdo da quitosana com glioxil insere, na superficie do suporte, aldeidos
alifaticos de alta estabilidade que reajem, em pHs alcalinos, com 0s grupamentos aminos
desprotonados dos residuos de lisina da enzima (TARDIOLI, 2003). Para que haja o
estabelecimento simultdneo de vérias ligacBes covalentes entre a enzima e o suporte, é
necessario que o pH de incubacdo seja em torno de 10 e, assim, apds o processo de

imobilizacdo, a enzima tera uma maior fixacdo no suporte (SANTOS et al., 2015a). No caso
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das imobilizag¢des com suporte GLI-Qui, os ensaios foram, portanto,conduzidos somente a pH
10, variando-se o tempo de imobilizacdo. Os resultados sdo apresentados na Figura 27.

Figura 27 - Parametros da imobilizacdo de Alcalase® em quitosana ativada com glioxil. (A)
Rendimento de Imobilizacdo (%). (B) Atividade do derivado de imobilizacdo (Ugane/Q).
ImobilizacBes realizadas a pH 10 com tempos que variaram entre 24 e 96 horas. Reticulacdo

de alguns derivados com glutaraldeido 1%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Essas imobilizagOes apresentaram, em geral, os menores valores de rendimento de
imobilizacdo dentre todos os suportes estudados, sendo superiores somente aos valores
obtidos na imobiliza¢do a pH 7 por 24h em DVS-Qui. Com relacédo a atividade catalitica, os
derivados obtidos nessas imobilizagfes apresentaram valores em torno de 4 Ugane/g, 0 que
representa apenas 12% da maioria dos valores de atividade obtidos nas imobiliza¢des a pH 7 e
pH 10 utilizando suporte GLU-Qui. Os grupos aldeidos inseridos no suporte na ativacdo com
glioxil sdo menos reativos que os grupos aldeidos inseridos na ativacdo com glutaraldeido
(VIEIRA, 2009). O resultado disso é que a imobilizacdo em suporte ativado com
glutaraldeido proporciona um maior numero de ligagGes entre enzima e suporte, resultando na
grande diferenca entre valores de rendimento de imobilizagéo e atividade do derivado citada
anteriormente.

Ao se comparar 0s trés suportes estudados em termos de rendimento de
imobilizacdo, observa-se uma grande diferenca de afinidade entre a enzima e cada suporte

estudado. Os valores de rendimento de imobilizagdo para os suportes ativados com glioxil
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foram em torno de 4 vezes menores que aqueles para os suportes ativados com glutaraldeido,
por exemplo. J& quando se compara a atividade dos derivados entre esses dois suportes,
observa-se que os valores para o glioxil estdo em torno de 7 a 9 vezes menores. Sabendo-se
que a quantidade de enzimas que ficam imobilizadas em cada suporte €, portanto, diferente,
esse resultado mostra que as enzimas que j& estdo imobilizadas em suporte glioxil sdo
aproximadamente 50% menos ativas que as que estdo imobilizadas em suporte ativado com
glutaraldeido.

Se a comparacao para rendimento de imobilizacdo for feita entre o suporte ativado
com divinilsulfona e o ativado com glutaraldeido, observa-se que os valores para imobilizagdo
em DVS-Qui sdo em torno de 2 a 4 vezes menores que os valores para GLU-Qui. Com
relacdo a atividade do derivado, os valores obtidos a pH 7 em DVS-Qui sdo em torno de 3a 7
vezes menores, mostrando que as enzimas ja imobilizadas em suporte DVS-Qui a pH 7 séo
menos ativas que as imobilizadas em GLU-Qui. J&4 os valores de atividade do derivado
obtidos a pH 10 s&o em torno de 1,3 a 1,5 vezes menores que os das imobiliza¢cGes em suporte
GLU-Qui, o que mostra que as enzimas ja imobilizads em DVS-Qui a pH 10 sdo mais ativas
que as ja imobilizadas em suporte ativado com glutaraldeido. Apesar desse fato, a atividade
dos derivados obtidos com GLU-Qui em qualquer pH permanece maior que a atividade dos
derivados obtidos com DVS-Qui a pH 10, pois o valor de atividade do derivado, dado em
Ugsane/gger, NA0 considera o percentual de enzimas que foram imobilizadas, que, nesse caso, é
2 a 4 vezes maior para o0 GLU-Qui.

A intensidade das interacdes enzima-suporte e a orientacdo da biomolécula sobre
cada superficie depende tanto do suporte como do protocolo de imobilizacdo. Com isso, a
variacdo dos grupos inseridos na quitosana e das condic¢Ges de imobilizacdo faz com que cada
um desses processos gerem sistemas enzima-suporte com diferentes especificidades e
estabilidades (MATTE, 2015). Os valores apresentados acima revelaram um pouco das
caracteristicas de cada sistema enzima-suporte obtido nas imobilizagcdes. Os resultados que
serdo mostrados na se¢do seguinte permitirdo uma melhor andlise da quantidade e intensidade

das interagdes estabelecidas entre cada biomolécula e o suporte.

5.2.4 Estabilidade térmica de Alcalase® soltvel e imobilizada nos diferentes suportes

A enzima Alcalse em sua forma soltvel e imobilizada nos diferentes suportes foi

submetida ao estudo de estabilidade a 60 °C (pH 8). A atividade inicial foi considerada igual a
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100%. Utilizou-se 0 modelo de desativacdo térmica proposto por Sadana e Henley para o

ajuste aos dados experimentais e célculo de tempo de meia-vida.

5.2.4.1 Estabilidade térmica da enzima livre

Para as imobilizagOes realizadas em Quitosana ativada, foi utilizado um extrato de
Alcalase® de um outro lote comercializado. Assim, foi necessario a realizacdo de um novo
ensaio de estabilidade térmica da enzima solGvel e os dados experimentais, bem como o
modelo ajustado a esses dados, sdo apresentados na Figura 28. A inativacdo térmica da
enzima dialisada também foi realizada ja que a influéncia de agentes estabilizantes presentes
no extrato comercial pode prejudicar a intepretacdo dos resultados e analise da verdadeira
estabilizacdo da enzima causada por sua imobilizacdo em suporte insoltvel (BRIGIDA, 2010;

TARDIOLLI, 2003). A didlise foi realizada conforme a metodologia descrita na secdo 4.2.13.

Figura 28 - Inativacéo térmica (60 °C, pH 8) da enzima soluvel dialisada e ndo dialisada. A

atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100%.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Como se observa, devido & presenca de estabilizantes na composi¢do dessa

solucdo, a enzima ndo dialisada é aproximadamente 3 vezes mais estvel que a enzima que

sofreu dialise. Para fins de comparacdo com a enzima imobilizada (livre da acdo de agentes
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estabilizantes), tomou-se, portanto, o valor de t;, da enzima dialisada para o célculo do fator
de estabilizacdo (FE) e, assim, essa comparacdo ocorrerd entre enzima sollvel livre de

estabilizantes e enzima imobilizada.
5.2.4.2 Estabilidade térmica da Alcalase® imobilizada nos diferentes suportes

Derivados das imobilizacdes de Alcalase® nos trés suportes diferentes (GLU-
QUi, DVD-Qui e GLI-Qui) a pH 7 ou 10, com diferentes tempos de incubacdo, sendo alguns
desses derivados reticulados com Glutaraldeido 1% ap6s a imobilizacéo, foram submetidos a
ensaios de inativacdo térmica a 60 °C e pH 8. Os resultados dos parametros da equacdo de
Sadana e Henley, bem como o tempo de meia-vida para cada ensaio de inativacgdo, e o fator de
estabilidade (FE) de cada derivado sdo mostrados na Tabela 1. Os graficos contidos nas
Figuras 30 a 34 do anexo A mostram o decaimento de atividade de cada um dos derivados
citados na Tabela 1.

O modelo de Sadana e Henley ajustou-se bem aos dados experimentais e a maior
parte dos valores de R* foram superiores a 0,98. Em todos os ensaios de imobilizac&o onde o
derivado foi postiormente reticulado com Glutaraldeido, observou-se ndo somente uma
diminuicdo na atividade (como mostrado nas sec¢@es 5.2.1 a 5.2.3) como, também, reducédo da
estabilidade térmica desses biocatalisadores. A alta reatividade do agente reticulante
Glutaraldeido pode ter provocado uma distor¢do na estrutura da proteina, diminuindo tanto a
atividade do derivado como sua estabilidade (VIEIRA, 2009).
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Tabela 1 - Resultados de tempo de meia-vida (t1,), fator de estabilizacéo (FE) e parametros
do modelo de Sadana e Henley (k e c) utilizado para ajuste aos dados de inativagdo térmica a

60 °C e pH 8 dos derivados das imobilizacbes em quitosana ativada por trés agentes

diferentes.

Entrada Ativacéo Condigdes de imobilizagéo Estabilidade térmica
Agente pH Tempo Pos- k c ti FE
ativante imobilizacéo (min)

1 15h - 0,0214 | 0,2288 | 48,86 | 2,4
2 Reticulado | 0,0315 | 0,1472 | 28,02 14
3 24h - 0,0198 | 0,3405 | 71,62 | 3,5
4 H7 Reticulado | 0,0241 | 0,2277 | 43,22 | 211
5 P 48h i 00152 | 0,3122 | 8562 | 4.2
6 79h - 0,0135 | 0,2852 | 89,38 | 4,4
7 Reticulado | 0,0248 | 0,2626 | 45,66 | 2,2
8 Glutaraldeido 96h - 0,0184 | 0,2563 | 60,56 | 3,0
9 15h - 0,0382 | 0,1368 | 22,66 | 1.1
10 Reticulado | 0,0621 | 0,1478 | 14,23 | 0,7
11 24h - 0,0308 | 0,3731 | 51,83 | 2,5
12 pH 10 Reticulado | 0,0411 | 0,3236 | 32,69 | 1,6
13 79h - 0,0243 | 0,2517 | 45,38 | 2.2
14 Reticulado | 0,0402 | 0,1916 | 23,97 | 12
15 96h - 0,0264 | 0,2367 | 40,39 | 2,0
16 24h - 0,0136 | 0,1084 | 60,49 | 3,0
17 Reticulado | 0,0425 | 0,2210 | 24,15 | 1.2
18 H7 48h - 0,0316 | 0,1464 | 27,9 14
19 P 72h - 0,0329 | 0,1501 | 26,99 | 1,3
20 Reticulado | 0,0373 | 0,2124 | 27,02 | 1,3
21 Divinilsulfona 96h - 0,0252 | 0,0764 | 30,96 | 15
22 15h - 0,0237 | 0,1044 | 34,45 1,7
23 24h - 0,0130 | 0,413 | 67,2 3,3
24 oH 10 Reticulado | 0,1150 | 0,2537 | 9,64 0,5
25 48h - 0,0166 | 0,1520 | 5359 | 2,6
26 72h - 0,0680 | 0,2138 | 14,87 | 0,7
27 Reticulado | 0,1215 | 0,2033 | 8,13 0,4
28 24h - 0,014 | 0,1769 | 66,79 | 3,3
29 Reticulado | 0,0416 | 0,1296 | 20,54 | 1,0
30 Glioxil oH 10 48h - 0,0173 | 0,0555 | 4359 | 21
31 72h - 0,0288 | 0,1671 | 31,86 | 1,6
32 Reticulado | 0,0401 | 0,2067 | 24,83 | 1,2
33 96h - 0,0232 | 0,1536 | 38,59 | 1,9

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para os derivados GLU-Qui obtidos a pH 7 sem recobrimento com glutaraldeido,
observa-se que o tempo de meia vida cresce & medida que o tempo de imobilizacdo aumenta
de 15h até 72h e, a partir dai, tem-se uma queda com o tempo de 96h. Um maior tempo de

incubagdo proporciona ao sistema enzima-suporte a formagdo de um maior nimero de
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ligagbes covalentes e a biomolécula fica, entdo, ligada ao suporte multipontualmente
(SANTOS et al.,, 2015c). Com 48h de contato, ttm-se formado a quantidade de ligagOes
covalentes ideais para esse sistema, ja que de 48h a 72h ndo houve um aumento significativo
da estabilizacdo da enzima e os ty, foram bem proximos: 85,6 min e 89,4, respectivamente.
Com o0 aumento do tempo de incubacgéo para 96h, pode ter havido formacdo de mais ligagdes
entre a enzima e 0 suporte que acabaram distorcendo seu sitio ativo ou até mesmo
enrigecendo a enzima ao ponto de prejudicar sua estabilidade térmica e o FE passou de 4,4
para 3,0 (ADRIANO, 2008; SANTOS, 2015; TARDIOLI et al., 2003). O derivado da
imobilizacdo com 48h de incubacdo, sem recobrimento com glutaraldeido, o qual manteve
aproximadamente 60% da sua atividade com 1 hora de inativacdo térmica, foi escolhido para

0 posterior ensaio de estabilidade operacional.

Os derivados da imobilizagcdo em GLU-QUi a pH 10 também foram submetidos a
ensaios de inativacdo térmica e os resultados estdo apresentados na Tabela 1. O derivado com
maior t;, foi obtido na imobilizacgio com 24 h de contato, sem recobrimento com
glutaraldeido. Como aconteceu com os derivados da imobilizacdo em GLU-Qui a pH 7, o ty,
dos derivados aumenta com o tempo de incubacdo até um certo ponto, onde ha a formacéo de
ligacbes multipontuais suficientes para a maxima estabilizacdo da enzima. Apds esse ponto, 0
aumento do tempo de imobiliza¢do diminuiu o ty, do derivado obtido. Comparando-se com o
resultado das imobilizacbes em GLU-Qui a pH 7, observa-se que houve uma diminuicdo de
mais de 40% da méaxima estabilidade obtida pela imobilizacdo a pH 7 (t1, = 89,38) para a
méaxima estabilidade obtida pela imobilizacdo a pH 10 (ty, = 51,83). A diferenca de
estabilidade obtida em cada pH deve estar relacionada ao fato de que o pH do meio influencia
na reatividade de diferentes regides da molécula enzimatica, as quais possuem variadas
relevancias para a estabilidade da enzima (SANTOS et al., 2015a). Dentre os derivados
obtidos na imobilizacdo a pH 10, o derivado de 24 horas, sem recobrimento com
glutaraldeido, que apresentou o maior ty; (51,83 min), foi escolhido para o posterior ensaio de
estabilidade operacional.

Para as imobilizacbes em DVS-Qui a pH 7, o derivado mais estavel (24 horas,
sem recobrimento com glutaraldeido) apresentou um ty, de 60,49 min sendo 3 vezes mais
estavel que a enzima livre. Para essa imobilizacdo, o tempo de 24 horas foi suficiente para
proporcionar a formacéo de ligacdes covalentes suficientes para estabilizar a enzima. Como
aconteceu com o suporte GLU-Qui (imobilizacdo a pH 10), o aumento do tempo de

imobilizacdo de 24h para 48h néo trouxe resultados positivos e prejudicou a estabilidade da
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enzima imobilizada fazendo com que seu tj, reduzisse pela metade (derivado sem
recobrimento com glutaraldeido), aproximadamente. Considerando-se os valores de ti;
correspondentes as entradas 18, 19 e 21 da tabela, observa-se, ainda, que o prolongamento do
tempo de contato de 48 h para 72 h e 96 h ndo alterou significativamente o tempo de meia-
vida dos derivados, mantendo o valor de t;;, desses 3 biocatalisadores em torno de 29 min,
mostrando que nesse intervalo a formagdo de novas ligagcbes covalentes nédo altera a
estabilidade da enzima j& imobilizada.

Com os derivados de DVS-Qui obtidos a pH 10 observa-se que a méaxima
estabilizacdo foi alcancada, também, em 24 horas de imobilizacdo. Com 15 horas, a
quantidade de ligagbes formadas ndo foram suficientes para trazer uma estabilizacdo
satisfatoria a enzima. Ja com o aumento do tempo de imobilizacdo para além das 24 horas,
observou-se um decréscimo continuo do tempo de meia-vida dos derivados. Ao imobilizar, a
pH 10, uma lipase em quitosana ativada com divinilsulfona, PINHEIRO (2017) também
relatou que, a partir de um certo ponto, o aumento do tempo de imobilizagcdo ndo apresentou
efeitos positivos sobre a estabilidade do seu derivado.

A reatividade do grupo vinilsulfona com cada um dos residuos da enzima é
diferente em cada pH. Esse fato representa uma vantagem pois possibilita o controle da
orientag@o da enzima imobilizada ao se manipular o pH do meio, favorecendo a reatividade de
um grupo especifico e envolvendo os aminoacidos desejados na imobilizacdo da enzima.
Além do mais, existem areas na molécula de enzima que possuem uma maior importancia na
estabilidade da enzima ou possuem uma maior concentracdo de certos grupos pertencentes a
alguns residuos de aminoacidos. Assim, a manipulacdo da reatividade de DVS com esses
grupos da enzima através do pH do meio influencia, também, na quantidade de ligacGes que
podem ser formadas entre uma molécula de enzima e o suporte e, portanto, na estabilizacdo da
biomolécula (SANTOS et al., 2015c). Essa relacdo entre pH do meio e reatividade do grupos
vinilsulfona explica a diferenca dos derivados obtidos nas imobiliza¢cbes em DVS-Qui a pH 7
e pH 10, tanto em termos de atividade do derivado (Figura 26) como de estabilidade térmica
dos mesmos (Tabela 1). Os derivados obtidos com 24 horas de imobilizacdo, tanto a pH 7
como a pH 10, sem reticulacdo com glutaraldeido, foram escolhidos para o posterior ensaio de
estabilidade operacional.

Os derivados da imobilizagcdo em GLI-Qui (& pH 10) também foram submetidos a
ensaio de inativacao térmica nas mesmas condigdes dos outros derivados. Novamente o tempo
de 24 horas foi suficiente para formar a quantidade de ligagdes que proporcionassem a

méaxima estabilizacdo da enzima nesse suporte e 0 mesmo efeito de diminuicéo do ty, com o
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prolongamento do tempo foi observado. A ativagdo com grupos glioxil é relatada como muito
apropriada na geracéo de suportes capazes de imobilizar e estabilizar enzimas com a formacéo
de intensas ligacdes multipontuais (CORICI et al., 2011; SANTOS et al., 2015b). Esse
derivado de GLI-Qui com tempo de imobilizacdo de 24 horas foi escolhido para o posterior

ensaio de estabilidade operacional.

5.2.5 Estabilidade operacional dos biocatalisadores na reacdo modelo

A realizacdo da reacdo modelo selecionada como aplicacdo para os derivados da
imobilizacdo em Immobead — hidrdlise da gelatina de peixe — tornou-se inviavel para os
derivados de Quitosana. A hidrdlise da Azocaseina foi, entdo, escolhida como nova reacao
modelo.

Para uma melhor caracteriza¢ao dos derivados produzidos por cada imobilizacéo,
realizou-se a estabilidade operacional dos biocatalisadores obtidos. Cada derivado foi
utillizado como catalisador na reacdo de hidrolise da Azocaseina, conforme a metodologia
descrita na secdo 4.2.16, baseada em CHARNEY e TOMARELLI (1947). Ao todo 6 ciclos
consecutivos foram realizados. Ao final de cada ciclo o derivado era lavado com excesso de
agua para retirar todo resquicio de meio reacional, seco e pesado antes do ciclo posterior. Os

resultados sao apresentados na Figura 29.
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Figura 29 - Estabilidade operacional dos derivados com maior estabilidade térmica. 6 ciclos
cataliticos consecutivos da reacdo de hidrdlise da Azocaseina (32 °C, 120 rpm, 40 min). (A)
Derivado de GLU-Qui (pH 7, 48h). (B) Derivado de GLU-Qui (pH 10, 24h). (C) Derivado de
DVS-Qui (pH 7, 24h) (D) Derivado de DVS-Qui (pH 10, 24h). (E) Derivado de GLI-Qui (pH
10, 24h). A atividade da enzima no primeiro ciclo foi considerada igual a 100 %.
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Os derivados das imobiliza¢cBes em Quitosana ativada com Glutaraldeido, tanto a
pH 7 como a pH 10, mantiveram 100% de sua atividade ao final dos ciclos reacionais
realizados, mostrando a alta estabilidade operacional desses biocatalisadores na reacdo de
hidrolise da Azocaseina

As imobilizagdes em DVS-Qui, tanto a pH 7 como a pH 10, produziram derivados
que reteram menos atividade catalitica ao longo dos ciclos que os derivados de GLU-Qui.
Enquanto que o derivado obtido a pH 7 perdeu mais de 50% da sua atividade ao final dos 6
ciclos, o derivado da imobilizacéo a pH 10 perdeu de 20 a 30 % da sua atividade inicial em 6
ciclos. A imobilizagdo em DVS-Qui com pH mais basico produziu, portanto, derivados nao sé
com maior atividade catalitica (Figura 26, secdo 5.2.2), como também com melhor
estabilidade térmica (entradas 16 a 21 e 22 a 27 da Tabela 1) e operacional (Figura 34 C e D,
anexo A). Resultados semelhantes de estabilizacdo de enzima em diferentes pHs de
imobilizacdo foram encontrados pelos autores SANTOS et al. (2015e) ao estudarem diversos
protocolos utilizando pH &cido, neutro e basico para imobilizacdo de uma protease em suporte
ativado com divinilsulfona e analisaram, também, a influéncia da incubacéo pds-imobilizacédo
da enzima a pH 10 para aumentar a interacdo entre enzima e suporte. Os protocolos que
utilizavam pH 10 para imobilizacdo da enzima, ou para incubagdo apds a imobilizacéo,
produziram derivados que apresentaram os melhores resultados na maioria dos ensaios de
estabilidade conduzidos pelos autores, mostrando que o pH influencia tanto na orientacéo das
moléculas ao se imobilizarem, como na quantidade de ligacGes formadas entre a enzima e 0
suporte.

O derivado da imobilizacdo em GLI-Qui perdeu mais de 60% de sua atividade ja
no segundo ciclo de hidrélise, e aproximadamente 90% ao longo de 6 ciclos. A literatura
relata que suportes ativados com grupos glioxil podem proporcionar menor estabilizacdo da
enzima por formacdo de ligacdes multipontuais que suportes ativados com divinilsulfona, por
exemplo, ja que o primeiro possui um menor braco espagador, o que dificulta a formacdo de
multiligacdes com uma mesma molécula de enzima (SANTOS et al., 2015a). Assim, dentre
todos os derivados estudados das imobilizagdes em quitosana, esse ultimo apresentou a pior
estabilidade operacional, além dos menores valores de rendimento de imobilizacéo e atividade

do derivado mostrados na se¢éo 5.2.3.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados da imobilizacéo de Alcalase® em Immobead 350 conclui-
se que esse suporte ndo é apropriado para a estabilizacdo da enzima através de imobilizacéo,
pois todos os resultados de inativacdo térmica mostraram que a enzima imobilizada era menos
estavel que a enzima solUvel dialisada. Esse derivado foi aplicado como catalisador na reagéo
modelo inicialmente selecionada, a hidrolise da gelatina de peixe para formacéo de peptideos
com bioatividade funcional e, no terceiro ciclo consecutivo de reacdo reutilizando a enzima, a
biomolécula j& se mostrou ineficiente para a aplicacdo desejada, revelando a instabilidade
operacional desse biocatalisador nessa reacdo modelo selecionada. Ensaios de eletroforese
revelaram que a imobilizacdo de Alcalase® em Immobead 350 ndo estava sendo feita por
meio de ligacdes covalentes.

A imobilizagbes de Alcalase® em Quitosana ativada com diferentes agentes,
mostraram que a ativacdo com Glutaraldeido 5% gerou um suporte com maior capacidade de
imobilizar (rendimentos de imobilizacdo em torno de 100% para todos 0s casos, € maxima
atividade de derivado igual a 47,52 Ugane/Q) e estabilizar a Alcalase®, sendo o derivado da
imobilizacéo a pH 7, por 72 horas, 4,4 vezes mais estavel termicamente que a enzima soldvel
dialisada. Devido a inviabilidade de realizar a reacdo modelo inicialmente selecionada — a
hidrolise da gelatina de peixe — uma nova reacdo modelo foi escolhida para aplicacdo dos
derivados de imobilizacdo em Quitosana, a hidrélise da Azocaseina. Os derivados da
imobilizacdo em Glutaraldeido-Quitosana apresentaram, também, a maior estabilidade
operacional em ciclos consecutivos da reacdo de hidrolise da Azocaseina, e mantiveram 100%
de sua atividade inicial apés os 6 ciclos. Constatou-se, também, que, dentre os pHs de
imobilizacdo estudados para os suportes Glutaraldeido-Quitosana e DVS-Quitosana, 0 que
proporciona a formacdo de derivados mais ativos e estaveis para a imobilizacdo de Alcalase®
em Glutaraldeido-Quitosana € o pH 7, ja para o suporte DVS-Quitosana é o pH 10.

Dentre as imobilizagbes realizadas em Quitosana modificada por diferentes
agentes ativantes, a que ocorreu em Quitosana ativada com Glutaraldeido proporcionou o0s
resultados mais satisfatérios de atividade do derivado, estabilidade térmica e estabilidade
operacional na hidrélise de Azocaseina sendo esse suporte, portanto, 0 mais adequado para

insolubilizagdo e estabilizacdo da enzima Alcalase®.
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ANEXO A - INATIVACAO TERMICA DOS DERIVADOS
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Figura 30 - Inativacéo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em quitosana ativada

com Glutaraldeido. Imobilizacdo a pH 7 com tempos que variaram de 15 a 96 horas. (A) 15
horas. (B) 24 horas. (C) 48 horas. (D) 72 horas. (E) 96 horas. Reticulacdo de alguns derivados

com glutaraldeido 1%. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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Figura 31 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em quitosana ativada
com Glutaraldeido. Imobilizagdo a pH 10 com tempos que variaram de 15 a 96 horas. (A) 15
horas. (B) 24 horas. (C) 72 horas. (D) 96 horas. Reticulacdo de alguns derivados com

glutaraldeido 1%. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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Figura 32 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em quitosana ativada
com divinilsulfona. Imobilizacdo a pH 7 com tempos que variaram de 24 a 96 horas. (A) 24
horas. (B) 48 horas. (C) 72 horas. (D) 96 horas. Reticulacdo de alguns derivados com

glutaraldeido 1%. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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Figura 33 - Inativacéo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em quitosana ativada
com divinilsulfona. Imobiliza¢&o & pH 10 com tempos que variaram de 15 a 72 horas. (A) 15
horas. (B) 24 horas. (C) 48 horas. (D) 72 horas. Reticulacdo de alguns derivados com

glutaraldeido 1%. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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Figura 34 - Inativacdo térmica (60 °C, pH 8) de Alcalase® imobilizada em quitosana ativada
com glioxil. Imobilizacdo a pH 10 com tempos que variaram de 24 a 96 horas. (A) 24 horas.
(B) 48 horas. (C) 72 horas. (D) 96 horas. Reticulacdo de alguns derivados com glutaraldeido

1%. A atividade inicial da enzima foi considerada igual a 100 %.
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