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Resumo

Este trabalho descreve a imobilizacdo da enzima invertase em polianilina sintetizada
quimicamente e ativada com glutaraldeido (PANIG) para produgdo de xarope de aglcar invertido
a partir de caldo de cana. Atividade da invertase livre, presente no extrato bruto (E.B.), obtido a
partir de células de Saccharomyces cerevisiae, foi caracterizada e estabelecida em temperatura de
50°C; pH de 4,5 em tampdo acetato de sodio 0,1 mol L™ e tempo de reagdo de 10 minutos, com
uma atividade de 11,31 + 0,36 UE mL™". A partir da imobilizagdo por liga¢ao covalente, testou-se
alguns parametros de otimiza¢do da imobiliza¢do enzimatica, como quantidade de enzima, tempo
de imobilizagdo, pH e temperatura de imobilizagdo. A imobilizagdo 6tima foi obtida em tampao
acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 4,5, tempo de imobilizacdo de 1 hora, temperatura de 50°C e
169,55 UE mg'l de PANIG. A eficiéncia de imobilizagdo foi de 0,86. A estabilidade do sistema
PANIG-Invertase foi testada frente ao tempo de armazenamento e termoestabilidade, sendo que
apos 75 dias de armazenamento em tampao acetato de sodio 0,1 mol L™ pH 4,5 obteve-se 94% da
atividade inicial, com apenas 17% retidos para a enzima livre. A invertase imobilizada ndo
apresentou variagdo nas condigdes Otimas em comparagdo a livre, porém a imobilizada
apresentou-se mais estavel em condigdes adversas, como pH abaixo ¢ acima das condigdes 6timas
e apresentou aumento da termoestabilidade. Algumas caracteristicas do produto hidrolisado foram
avaliadas (Atividade de agua, viscosidade e coloragdo), em comparacdo ao caldo de cana in
natura, mostrando que o sistema testado possibilita modificagdes no caldo de cana que ampliam
as possibilidades de utilizagdo do xarope obtido na produgdo de doces, sorvetes e xaropes ricos
em frutose. A elevada estabilidade do sistema testado, junto a sua retencdo elevada de atividade,
sugerem a aplicagdo do sistema em reatores.

Palavras-chave: Invertase imobilizada, polianilina (PANIG), caldo de cana e xarope de agucar
invertido.



Abstract

This work describes the immobilization of invertase on chemically synthesized polyaniline
and activated with glutaraldehyde (PANIG) for production of invert syrup from sugarcane
juice. Free invertase activity present in crude extract (E.B.) obtained from cells of
Saccharomyces cerevisiae, was characterized for an evaluation of interferents present in the
extract on enzyme activity (optimum conditions: temperature 50 °© C, pH of 4.5 in sodium
acetate buffer 0.1 mol L and reaction time of 10 minutes, with an activity of 11.31 £ 0.36
EU mL"). We tested some parameters optimization of enzyme immobilization, such as
amount of enzyme, immobilization time, pH and temperature of immobilization. The optimal
immobilization was obtained in buffer sodium acetate 0.1 mol L pH 4.5, immobilization
time of 1 hour at 50°C and 169.55 EU mg"' PANIG. The efficiency of immobilization was
0.86. The stability of the system PANIG-Invertase was tested against the storage time and
thermostability, and after 75 days storage in buffer sodium acetate 0.1 mol L' pH 4.5 was
obtained for 94% of initial activity with only 17% retained for the free enzyme. The
immobilized invertase didn’t change the optimal conditions compared to the free, but the
immobilized was more stable in adverse conditions such as pH below and above optimum
conditions showed an increase in thermostability. Some features of the hydrolysis product
were evaluated (water activity, viscosity and color), compared to the sugarcane juice in
nature, showing that the reactors allowed changes in sugarcane juice that expand the
possibilities for using syrup obtained in the production of sweets, ice cream and syrups rich in
fructose. The high stability of the system tested, along with its high retention of activity
strongly suggests the use of the system in reactors.

Keywords: Invertase immobilized polyaniline (PANIG), sugarcane juice and invert syrup.
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1. Introducao

O acgucar invertido ¢ uma mistura de agucares, cujos principais constituintes sao
glicose, frutose e sacarose residual. Em solucdo, também chamado de xarope de aglcar
invertido, ¢ obtido pela reacdo de hidrolise ou inversdo da sacarose, resultando em uma
mistura equimolar de glicose e frutose (CABRAL, 1989 ¢ ALMEIDA et. al., 2005).

A reacdo de hidrolise da sacarose pode ser catalisada por enzimas, por acidos ou por
resinas trocadoras de cations (AKGOL et al., 2001; VICENTE, 2000 ¢ CHEN et al., 2000).
Do ponto de vista industrial, a inversdo quimica apresenta maior simplicidade operacional,
porém o produto final apresenta qualidade inferior quando comparado ao obtido por inversao
enzimatica, uma vez que na primeira observa-se certo escurecimento devido a formagao de
subprodutos toxicos nas reacdes secunddrias, como hidroximetilfurfural (RODRIGUES,
2000).

A principal enzima utilizada na inversao de sacarose — a invertase (E.C. 3.2.1.26 - - D
fructofuranosidase) — ¢ um catalisador bioldgico que apresenta uma elevada especificidade em
relacdo ao substrato e sua utilizagdo reduz a geracdo de subprodutos indesejaveis na reacao,
facilitando a separacdo dos produtos e reduzindo problemas de tratamento de efluentes.

Um modo para utilizar a hidrdlise enzimatica ¢ a imobilizacdo da invertase, pois
garante os beneficios da especificidade da catalise e pode-se reduzir o custo do processo, por
permitir a reutilizacdo da enzima e eliminar etapas posteriores ao processo de hidrdlise, tais
como etapas de purificagdo da solucdo de aglcar invertido. Alta produtividade, alta
estabilidade e o baixo custo para imobilizacdo da invertase sdo requisitos fundamentais para
competir com o processo acido tradicional (BERGAMASCO et. al., 2000; COUTINHO
FILHO et. al., 2005 ¢ MANSFELD et al., 1992)

1.1. Caldo de cana

A cana-de-aglcar (Saccharum ssp) ¢ uma das gramineas mais cultivadas nas regides
tropicais e subtropicais devido a grande contribuicdo socioecondmica que sua exploracao
representa, em razao de seu grande teor de sacarose e outros nutrientes (STUPIELLO, 1987).
O setor sucroalcooleiro esta em plena ascensdo em funcao da forte demanda interna e externa,

0 que se manifesta pela expansdo da capacidade produtiva existente e pela implantacdo de
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novas unidades, bem como, melhoria tecnologica no processo de produ¢ao de cana-de-actucar,
tais como: introducao de novas cultivares adaptados ao clima, tipo de solo e sistema de corte
(manual e mecanico) e maior uso de irrigacio (CONAB, 2007). O Brasil ¢ o maior produtor
mundial de cana-de-ac¢ticar (CONAB, 2009).

Os produtos da cana-de-agtcar ocupam posi¢do de destaque na economia nacional e
possuem ampla utilizacdo, podendo ser utilizados in natura sob forma de forragem para
alimentagdo animal, ou como matéria-prima na fabricacdo de caldo de cana, rapadura,
melado, cachaca e, principalmente, na produgdo do agucar e do alcool
(MENDES, 2006).

O caldo de cana ou garapa ¢ uma bebida energética, ndo alcoolica, de sabor doce,
popularmente consumido no Brasil (OLIVEIRA, 2006). Essa bebida ¢ caracterizada como um
liquido opaco, de coloragdo que varia de parda ao verde escuro, viscoso, cuja composi¢ao
quimica pode mudar em fun¢ao da variedade, idade e higieniza¢do da cana-de-agucar (FAVA,
2004). O liquido preserva todos os nutrientes presentes na cana, entre eles minerais como
ferro, célcio, potassio, sodio, fosforo, magnésio, além de vitaminas do complexo B e vitamina
C. (FAVA, 2004).

O caldo de cana ¢ constituido basicamente por agua (75-82%), tendo entre 18 e 25%
de soélidos totais dissolvidos. Dentre os solidos totais dissolvidos tém-se os agucares, tais
como sacarose (14,5-23,5%), glicose (0,2-1,0%) e frutose (0,0-0,5%), matéria organica (0,8-
1,5%) e componentes inorganicos (0,2-0,7%) (DELGADO, 1975). A matéria organica
compreende: matéria nitrogenada (proteinas, amidas, aminoacidos), gorduras e ceras, pectina,
acidos, matérias corantes (clorofila, antocianina e sacaretina); os inorganicos sao 0s minerais
como silica e potéssio (principalmente) além de fosforo, célcio, sodio, magnésio, enxofre,
ferro, aluminio e cloro (DELGADO, 1975).

O pH do caldo ¢ pouco acido, variando entre 5 e 6, sendo mais comum o intervalo 5,2
- 5,4. Estes valores de pH associados a presenca de altas concentragdes de agtcares e elevada
atividade de 4gua, tornam a garapa um produto altamente perecivel em termos
microbiologicos. (LEME Jr.; BORGES, 1965 e MARTUCCI, 1983).

Tal produto se constitui num sistema coloidal muito complexo, no qual o meio de
dispersdo ¢ a agua. As particulas dispersas podem ser grosseiras (bagacilho, areia, terra,
gravetos); coloidais (cera, gordura, proteinas, gomas, corantes, dextranas, amido);
moleculares ou i6nicas (agucares, sais minerais, acidos organicos) (COPERSUCAR, 1994).

Neste sistema alguns constituintes como os agucares, as amidas e os aminoacidos,

estdo em dispersao molecular de dificil separacdo; os acidos organicos e 0s sais minerais
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apresentam-se dissociados; as matérias corantes, silica, gomas, pectinas, proteinas e particulas
de cera estdo em estado de dispersdao coloidal. Também, pode-se encontrar em suspensao,
particulas de bagago e outras impurezas (LEME Jr.; BORGES, 1965; BAYMA, 1974;
DELGADO; CESAR, 1977 e COPERSUCAR, 1994).

Do ponto de vista da clarificacdo do caldo de cana, os constituintes mais importantes
sao aqueles responsaveis pela opacidade e cor do caldo: proteinas (albumina), coldides
(polissacarideos como dextrana), sais (cinzas), pigmentos naturais (clorofila), pectina e
compostos resultantes de reagdes quimicas no caldo (sacaretina) (JENKINS, 1966).

O nitrogénio ¢ encontrado no caldo de cana, principalmente na forma de aminoacidos
(30,5% do total de nitrogénio) e amidas (24,1% do total de nitrogénio), existindo menores
quantidades de proteinas e outros compostos, como nitratos (17,8% do total de nitrogénio).
Dentre as proteinas destacam-se: albumina (9,5% de nitrogénio), nucleinas (6,3% de
nitrogénio), e albuminoses (5,3% de nitrogénio) (DELGADO, 1975 e HOING, 1973).

O teor de coldides (gomas/polissacarideos) presente no caldo ¢ estimado entre 0,02-
0,29%. Sua permanéncia no caldo retarda a sedimentacdo de impurezas, dificultando a
clarificagdo (DELGADO, 1975). As gomas existentes sdo compostas por agucares como:
arabinose, xilose, galactose, glucose, manose e ramnose, com predominancia da arabinose e
galactose. H4 também as pentosanas, que estdo presentes no caldo na faixa de 0,02-0,05% do
total dos constituintes (HOING, 1973). A maior parte destes componentes permanece no
caldo clarificado na forma de coldides de prote¢do, contribuindo assim, para o aumento da
viscosidade do xarope, das massas cozidas e dos méis (DELGADO, 1975).

A cana ¢ uma graminea que absorve pouca substancia mineral do solo, fato que pode
ser observado pelo contetido total de cinzas. Os constituintes inorganicos consistem de silica
(0,351%) e o potassio (0,158%) sdo os minerais mais abundantes no caldo, além do fésforo
(0,098%), calcio (0,018%) e magnésio (0,014%) presentes em menores proporgdes (BAYMA,
1974).

De acordo com estudos realizados por Prati e Moretti (2002) e Prati et al. (2003, 2004,
2005) ¢ possivel elaborar a partir do caldo de cana uma bebida a base de garapa parcialmente
clarificada-estabilizada misturada ou ndo a sucos de frutas 4cidas. Nesse produto seriam
preservados grande partes dos nutrientes presentes no caldo de cana, associando-se ainda ao

beneficio de um tempo de armazenamento em prateleira prolongado.
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1.2. Enzimas — Invertase

De uma maneira geral, a grande maioria das enzimas pode ser definida como
proteinas globulares formadas por residuos de aminoéacidos unidos por ligagdes peptidicas.
Sdo catalisadores biologicos que diminuem a energia de ativacgdo, acelerando uma reacdo
termodinamicamente possivel, sem alterar a constante de equilibrio e a energia livre de reacao
(GURSEL et al., 2003; ISIK et al., 2003).

As enzimas sdo os catalisadores eficientes e hoje sdo amplamente utilizados em
varias areas; na biocatdlise industrial, na sintese de aminoacidos, peptideos, nucleotideos e
antibioticos, na tecnologia de alimentos, em aplicacdes em diagnosticos clinicos € na
bioconversao (BUCHHOLZ et al., 2006; KAPLAN; PESCE, 1989 ¢ CABRAL, 1982).

Na industria de alimentos o uso de enzimas ¢ bastante comum devido sua alta
especificidade e a ndo geragdo de subprodutos toxicos, o que pode ocorrer com a utilizagdo de
catalisadores sintéticos ou acidos (SANJAY; SUGNAN, 2005).

Invertase ou B-D-frutofuranosidase (E.C.3.2.1.26) ¢ uma enzima que catalisa a hidrolise
da extremidade ndo redutora do residuo B-D-frutofuranosideo em frutofuranosideos. Além
disso, a invertase catalisa reagcdes de transferéncia com outros aceptores, resultando na
formagao de oligossacarideos constituidos por unidades de glicose e frutose (VICENTE,
2000).

A principal fonte de invertase industrial sdo as leveduras, sendo que 80% das enzimas
sdo externas e os 20% restantes intracelulares. A forma externa ¢ uma glicoproteina com cerca
de 50% de carboidratos, ao passo que a interna ¢ destituida dos mesmos. Apresentam
atividade catalitica similares, mas sua composi¢do de aminoacidos ¢ diferente. A invertase
externa contém cisteina enquanto a interna ndo (ISIK et al., 2003; VICENTE, 2000 e
CABRAL, 1982).

Andjelkovic et al. (2009) em seus estudos com invertase extraidas de células de
Saccharomyces cerevisiae, utilizando uma metodologia de extracdo semelhante a desse
trabalho, mostraram a existéncia de quatro isoformas de invertase extracelular. A isoforma
mais utilizada na industria alimenticia corresponde a mais estavel, que pode ser purificada e
utilizada pelos métodos tradicionais. Foi mostrado ainda que utilizando se das diferencas nas
reatividades quimicas das isoformas poder-se-ia aumentar os rendimentos dos processos de

imobilizacao covalente.
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O mecanismo de acdo da invertase ndo ¢ totalmente conhecido, mas estudos com a
enzima tém sugerido o envolvimento de um anion carboxilato e uma histidina residual na
atividade catalitica (WISEMAN; WOODWARD, 1975). Um mecanismo para a formacao do
complexo ativo invertase-sacarose foi proposto por Bowski et al. (1971), o qual estd
representado na figura 01. Pode-se observar a influéncia do pH no mecanismo de ligacao do
sitio ativo da invertase com grupos acidos e basicos, sendo que o complexo ativo so ¢

formado na condigdo intermedidria de pH do meio reacional.

Neste mecanismo observa-se que as formas carregadas eletricamente s3o ativas.
Assim existe um pH no qual a concentragao da forma ativa ¢ maxima, sendo este considerado

como pH 6timo, acarretando a atividade maxima da enzima (CABRAL, 1989).

Hz2 OH

enzima| pH<3 enzima| hegg |enzima

enzima ’

Figura 01 — Mecanismo sugerido para a formacio do complexo ativo invertase-sacarose segundo

Bowski et al. (1971)
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1.3. Imobilizacdo de enzimas

A imobilizagdo de enzimas reune um cabedal de técnicas, que tem como finalidade
comum a retencdo ou confinamento da molécula enzimdtica em uma regido definida do
espaco, preservando sua atividade catalitica, de modo a permitir seu uso repetido e
continuamente (SILVA, 2000).

A imobilizagdo reduz o custo operacional do uso desses catalisadores, uma vez que
eles podem ser reutilizados em varios ciclos. Além disso, a imobilizacdo possibilita a
interrupg¢do do curso da reacdo, pela remoc¢do do complexo enzima/suporte do meio reacional,
garantindo maior controle da qualidade dos produtos, o que nem sempre ¢ possivel com a
enzima livre (MORAIS, 2004).

Hé varios meios de se classificar os métodos utilizados atualmente para imobilizar
enzimas. Cada método de imobilizagdo possui vantagens e desvantagens, considerando que,
ao se imobilizar uma enzima, hd geralmente uma mudanga nos pardmetros da reagdo
catalisada, como por exemplo, velocidade maxima da reagdo, constante de Michaelis -
Menten, temperatura 6tima ¢ pH de imobilizacdo. O grau ou natureza dessa mudanca
dependera ndo somente do método de imobilizagdo utilizado, mas também das caracteristicas
intrinsecas da enzima em questdo, do tipo de suporte adotado, assim como da reagdo
catalisada (AKSOY et al., 1998).

A escolha do método de imobilizagdo dependerd, portanto, do sucesso da
imobilizacao. Tal escolha depende, por sua vez, das maiores vantagens apresentadas, como
tempo de preparo, custo, estabilidade da ligacdo e, portanto, a durabilidade do sistema
(LOPES, 2003).

Os métodos de imobilizagao podem ser divididos nas seguintes categorias: oclusdo em
gel, microencapsulacdo, adsorcao fisica, ligacdo quimica covalente e ligacdo quimica cruzada.
A figura 02 representa os diversos métodos de imobilizagdo de enzimas, proposto por Blanch

e Klark, (1996).
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METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS [
IMOBILIZACAQ POR LIGACAO IMOBILIZACAO POR RETENCAO FiSICA

LIGACAO A SUPORTES | | LIGACOES CRUZADAS OCLUSAO EM MATRIZ APRISIONAMENTO EM
MEMBRANAS
Iénica ou | Metilica Ligacdes Ligacoes Particulas | Fibras Encapsulacieo MemhmuaJ
Adsorgio covalente cruzadas | Co-cruzadas
7S
v n\‘ E- -
|'I :'E"E' : E
] vOCw
\\ \E ,’ E

-

| )| EE E
EPE AP P

Figura 02- Classificacio dos métodos de imobilizacdo de enzimas. Onde E representa a enzima e S o

suporte proposto por Blanch e Klark (1996).

O método de imobilizagdo por ligagdo covalente emprega os mais variados tipos de
ligacdo, sendo possivel imobilizar uma enzima por meio de qualquer um de seus grupos
reativos. Sendo assim, hd inumeras opg¢des de reacdes que podem ser utilizadas para
imobilizacdo via ligagdo covalente. Uma atengdo especial deve ser dispensada para que a
regido da estrutura da enzima responsavel pelo desempenho da atividade catalitica ndo seja
envolvido na formacao da ligagdo covalente entre a enzima e o suporte, 0 que representaria
como conseqiiéncia uma enzima retida desprovida de atividade (SILVA, 2000).

O método da ligagdo quimica escolhido para a imobiliza¢do da enzima nesse estudo
foi a ligagdo covalente, que é muito utilizado e investigado, ¢ baseia-se na formacdo de
ligagdes covalentes entre as moléculas da enzima e/ou do suporte com reagentes funcionais. O
glutaraldeido, devido suas propriedades bifuncionais, tem sido um dos reagentes mais
utilizados na imobilizacdo de enzimas, devido a formacdo de ligacdes covalentes entre o
suporte solido e a enzima, conferindo a enzima maior estabilidade (OLIVEIRA; VIEIRA,
2006).

1.4. Suportes

Atualmente uma imensa variedade de suportes tem sido utilizada para a imobilizagao

de enzimas. De um modo geral, classificando-os de acordo com sua natureza quimica,
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podemos descrever duas classes: suportes organicos e inorganicos, sendo possivel apontar
uma série de vantagens e desvantagens a cada um desses tipos de suporte.

Os suportes organicos, que podem ser naturais ou sintéticos, tém sido propostos para a
imobilizagdo de enzimas. Sua principal vantagem constitui da sua versatilidade de
participarem em um grande nimero de diferentes reagdes, o que favorece sua ativagdo. Como
desvantagem apresenta limitacdes na sua aplicagdo em algumas areas devido a sua pobre
estabilidade, bem como a dificuldade de reaproveitamento do suporte por métodos simples e
ainda a sua susceptibilidade ao ataque microbioldgico (SILVA, 2000).

Os suportes inorganicos tém a silica e vidros de poros controlados como seus
principais representantes. Sua caracteristica mais promissora se deve a possibilidade de
obtencdo de materiais com propriedades morfologicas variadas, tais como didmetros do poro,
area superficial e forma das particulas, somadas as propriedades mecanicas, particularmente, a
baixa compressibilidade, tornou tais suportes os elementos de escolha para montagem de
reatores para aplicagdo industrial (KENNEDY; WHITE, 1986).

O suporte utilizado nesse estudo, pertencente a classe dos polimeros organicos
sintéticos, foi a Polianilina (PANI). A PANI sintetizada quimicamente tem sido utilizada
como suporte para imobilizagdo de enzimas devido a suas propriedades quimicas tais como
estabilidade durante armazenamento, reatividade com glutaraldeido, alta capacidade de
retencdo de proteinas e capacidade de estabilizar enzimas em pH alcalino (FERNANDES,
2003; 2004; 2005). O termo polianilina refere-se a uma familia ou classe de polimeros
constituidos de 1000 ou mais unidades repetitivas, cuja forma bésica encontra-se representada

na figura 03, obtida pela polimerizacdo quimica ou eletroquimica da anilina:

Forma bésica da polianilina ou Esmeraldina

Figura 03- Forma basica da polianilina ou p-poli(fenilenoaminaimina)
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A invertase tem sido reportada como a primeira enzima que foi imobilizada. Este

relato originou do trabalho de Nelson e Griffin (1916) que apresentou a atividade hidrolitica

da invertase apos adsor¢ao em carvao ativado. A partir deste trabalho ¢ possivel verificar uma

ampla aplicagdo da invertase em diversos tipos de suportes, como pode ser observado na

tabela 01.

Tabela 01 — Revisdo bibliografica sobre imobilizagdo de invertase

Autor/Ano Suporte Tipo de Aplicac¢io
Imobiliza¢ao
Chibata et al./1978 DEAE- Adsorgao Resolucao de
Sephadex misturas
racémicas de
aminoacidos;
Chen et al./2000 Filme Covalente Obtencao de
copolimerizado superficie ativa;
de polianilina e
acido acrilico
Tanriseven; Dogan/ 2001 Cépsulas de Encapsulamento Producao de
alginato acucar invertido;
D’Souza; Godbole/ 2002 Casca de arroz Adsorgdo e Reaproveitamento
covalente de residuos
cruzada alimenticios;
Amaya-Delgado et al.” 2005 Nylon Covalente Produgao de
xarope rico em
frutose;
Coutinho et al. / 2005 Silica porosa Adsorgao, Produgao de

Sanjay; Sugunan/ 2005

Montmorillonite

K-10

16nica e cruzada

Adsorc¢ao e

covalente

xarope de aglcar
invertido;
Construcao de

reatores;
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Bagal; Karve/ 2006

Empregul et al./ 2006

Marquez/ 2007

Membrana Aprisionamento
porosa
Gelatina e Covalente
poliacrilamida cruzada
Resinas Adsorc¢ao e
trocadoras de i0nica
ions

Fabricacao de
biossensores;
Aplicagoes
biotecnoldgicas;
Producao de

agucar invertido.

Os intimeros trabalhos sobre invertase imobilizada descritos na literatura aplicam a

enzima imobilizada na hidrélise de uma solucdo de sacarose. Muito pouco foi investigado

sobre o uso dessa enzima imobilizada na catalise de sacarose presente em outros produtos.

Existem inimeros produtos naturais € manufaturados ricos em sacarose que podem ser

utilizados como substrato dessa enzima. Pode se citar como exemplos sucos de frutas, bebidas

acucaradas, bem como o caldo de cana. No presente trabalho, escolheu se o caldo de cana

como substrato para a invertase imobilizada em polianilina ativada com glutaraldeido

(PANIG), uma vez que o produto hidrolisado poderia apresentar vantagens em suas

propriedades e utilizacdes.

1.6. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ usar a invertase imobilizada para hidrolisar a sacarose de

caldo de cana.

1.6.1. Objetivos especificos

- Extrair a enzima invertase de Saccharomyces cerevisiae;

- Caracterizar a atividade da invertase presente no Extrato Bruto (E.B.);

- Otimizar a imobiliza¢do da invertase;

- Analisar a estabilidade da enzima livre e imobilizada;

- Analisar o uso repetido do complexo enzima-suporte.
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2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao do extrato bruto (E.B.) de invertase

O extrato bruto (E.B.) foi obtido segundo Chaplin (1990). Foram adicionados 30 mL
de uma solugio de bicarbonato de sédio 0,1 mol L' em 10 g de fermento biolégico seco
(fermento de panificagio Fleishmann — A.B. BRASIL INDUSTRIA E COMERCIO DE
ALIMENTOS LTDA, Pederneiras SP). A mistura foi mantida a 40°C por 24 horas e
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos para a separacdo dos componentes celulares da

enzima solubilizada no sobrenadante. O sobrenadante foi liofilizado e armazenado a — 4°C.

2.2. Determinacio de proteina no extrato bruto (E.B.)

O E.B. liofilizado (0,5 g) foi diluido em 30 mL de tamp#o acetato 0,1 mol L, pH 4,6.
A determinacao da concentracao de proteinas foi feita pelo método do micro Bradford (1976)
tendo como padrdo uma curva de albumina bovina (BSA). Para cada ensaio, foram utilizados
100 pL da amostra para 1 mL do reativo de Bradford, com um tempo de reacdo de 10
minutos. Findado o tempo de reagcdo fez-se a leitura a 595 nm em espectrofotdmetro (Be/
photonics Spectrophotometer SP2000 UV). O valor de absorbancia obtido foi convertido em
valor de concentracao de proteina pela equacgdo: Y = 0,0394x + 0,3047, com R’= 0,999, onde
X representa a concentracio (ng 100pL™) e Y representa o valor da absorbancia. Testes em

branco foram feitos com dgua em substitui¢do a amostra.

2.3. Ensaio de atividade da invertase livre e imobilizada

A atividade da enzima invertase nas formas livre e imobilizada foi determinada pela
concentracdo de acucares redutores produzidos apos o tempo de ensaio. A quantificagdo de
acucares redutores foi realizada segundo Miller (1959), com adaptacdes, utilizando o acido 3-
5-dinitrossalicilico (ADNS) como reagente de cor.

Para determinacdo da atividade da invertase soltivel, adicionou-se 25 uL de extrato

bruto (3,46 pg mL™; 11,31 UE mL™), 1 mL de tamp#o acetato de sodio 0,1 mol L™ e 1 mL de
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solugio de sacarose 1% (0,029 mol L), ¢ a mistura foi incubada & 50°C por 10 minutos. Em
seguida foram retirados 100 pL da mistura que foram adicionados a 1,0 mL do reagente
ADNS. A mistura foi levada a banho-maria fervente por 5 minutos e resfriada em agua
corrente. A leitura da absorbancia foi realizada a 550 nm. Testes em branco foram feitos com
agua em substituicdo a amostra.

O teor de agucar redutor foi determinado por curva padrdo, a qual apresentou um faixa
de linearidade de 0,1 a 1,4 mg de glicose (R2 =0,9977). A conversao dos valores absorbancia
em concentragdo de acucar redutor obedeceu a equacdo Y = 0,9975x — 0,1428; onde x
corresponde a concentragio de agucares redutores (mg mL™) e Y corresponde aos valores de
absorbancia.

Uma unidade de enzima (UE) foi definida como a quantidade de enzima capaz de

produzir 1,0 umol de agtcar redutor por minuto, nas condi¢des especificas de ensaio.

2.4. Analise dos parametros de reacio sobre a atividade invertase livre (pH, temperatura

e tempo de reagdo)

Para determinar as condi¢oes o0timas de reagdo foram utilizados os seguintes tampades:
acetato de sodio 0,1 mol L! (para valores de pH situados na faixa de 3,5 a 5,5) e fosfato de
sodio 0,1 mol L™ ( para valores de pH situados na faixa de 6,0 a 7,5). A temperatura de
reacdo foi variada em valores entre 24 ¢ 60°C, controlada por banho termostatizado. O tempo

da reacao foi variado de 5 a 60 minutos.

2.5. Sintese de polianilina (PANI)

A sintese de polianilina foi realizada seguindo a metodologia descrita por Fernandes et
al. (2003), adicionando-se, volume a volume, uma solugio de 0,61 mol L' do agente oxidante
persulfato de aménio ((NH4),S,05) a uma solugdo 0,44 mol L' de anilina (C¢HsNH,), ambas
preparadas em é4cido cloridrico (HCI 2 mol L™).

A reagdo de polimerizacdo se processou pela adicdo gota a gota de solucdo de agente
oxidante sobre a solu¢do de anilina, com leve agitacao, por um periodo minimo de duas horas,
mantendo-se as solugdes em temperatura proxima a — 4° C. Findada a adicdo de agente

oxidante a solucao permanecia sob agitacao por 30 minutos, seguido por 2 horas de repouso,
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finalizando a sintese. O precipitado resultante da sintese, constituido do polimero recém
sintetizado, foi separado por filtracdo a vacuo em funil de Biichner e entdo lavada
exaustivamente com HCI 2,0 mol L. Finalmente o polimero foi seco em dessecador a
temperatura ambiente. O polimero foi armazenado em frasco de pléstico opaco (polietileno de

alta densidade), ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

2.6. Ativacao da polianilina com glutaraldeido (PANIG)

A ativagdo da polianilina foi realizada pela ligacdo de poliglutaraldeido segundo a
metodologia adotada por Fernandes (2003). Esta ativacdo se baseia na ligagdo de moléculas
de glutaraldeido em sitios especificos na estrutura da PANI. Essas ligagdes propiciam a
ligacdo da enzima durante a imobilizagdo. Na ativagdo, inicialmente preparou-se uma solug¢ao
de glutaraldeido 2,5 % (v/v) em tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 7. Misturou-se a solugio de
PANI na proporcao de 10 mL de glutaraldeido para 1 mg de PANI. A suspensdo foi mantida
em sistema aquecido, parcialmente vedado, por duas horas. Lavou-se a polianilina ativada
com glutaraldeido em funil com tampao fosfato 0,05 mol L™, pH 7 e 6, para retirar o excesso
de glutaraldeido nao ligado. O polimero ativado (PANIG) foi seco em dessecador a vacuo
(PANIG), sendo entdo armazenado em frasco plastico opaco (polietileno de alta densidade),

ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

2.7. Imobilizacio de invertase em polianilina (PANIG)

Foram pesados 5 mg de PANIG e adicionados a 75 pL de solug@o de invertase com
11,31 UE mL™, juntamente com 925 pL de solug¢io tampdo de acetato de sodio 0,1 mol L™,
pH 4,6. O conjunto foi agitado por 1 hora em determinada temperatura. Apos a reagdo de
imobilizagdo, o sistema foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante (Sy)
foi recolhido. Para remocdo completa de qualquer residuo de imobilizacdo ndo ligado
covalentemente foram feitas lavagens do conjunto PANIG-Invertase com 1 mL de solugdo
salina (NaCl 0,5 e 1%), preparadas em tampao acetato de sodio 0,1 mol.L'l, pH 4,6, obtendo
os sobrenadantes S; e S,. Os sobrenadantes resultantes (S, S; e S;) foram recolhidos,
reunidos, dialisados contra dgua destilada e liofilizados para a determinacdo da concentracao

de proteinas e verificagdo da eficiéncia da imobilizagao.
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2.8. Otimizacdo dos parametros de imobilizacdo (quantidade de enzima, tempo de

imobilizacdo, pH e temperatura)

2.8.1. Quantidade de enzima

A quantidade de enzima ofertada para o processo de imobilizagdo foi variada, nos
valores de 25, 50, 75, 100 e 150 pL de solucdo de invertase contendo 11,31 UE mL™". Aos
volumes da solu¢do de invertase foram adicionados volumes de solugdo tampao de acetato de
sodio 0,1 mol L™, pH 4,6 complementares a 1 mL (975 pL; 950 pL; 925 pL; 900 pL e 850
uL, respectivamente). A quantidade de PANIG foi mantida fixa em 5 mg, o tempo de

imobilizagao foi de 1 hora e a temperatura de 30 °C.

2.8.2. Efeito do tempo de imobiliza¢do

Em seguida o tempo de imobiliza¢do foi variado. A massa de PANIG utilizada foi
mantida fixa em 5 mg de PANIG. O volume da solucdo de invertase utilizada foi de 75 pL,
que corresponde a 169,65 UE para cada grama de PANIG. A temperatura foi fixada em 30° C.
Os tempos de imobilizacao foram variados de 30 minutos a 24 horas. A atividade foi medida

pela metodologia ja descrita acima (item 2.3.).

2.8.3. Efeito do pH

Foram feitos testes para verificar o efeito do pH sobre o processo de imobilizacao de
invertase em PANIG. Nestes testes, a enzima invertase foi solubilizada em tampao acetato de
so6dio 0,1 mol L, para os valores de pH entre 3,5 ¢ 5,5 e em tampao fostato de so6dio 0,1 mol
L' para os valores de pH entre 6,0 ¢ 7,5. Aliquotas de 75 puL de uma solugdo de invertase
(169,65 UE para cada grama de PANIG), junto com 925 pL da solu¢do tampdo em questao,
foram adicionadas a 5 mg de PANIG e deixada sob agitacdo, a temperatura de 30 °C, por lh.

A atividade foi medida pela metodologia ja descrita acima (item 2.3.).

2.8.4. Efeito da temperatura

Foram realizados testes para verificar o efeito da temperatura sobre a imobilizagdo.

Nesses testes o tempo foi de 1 hora, 75uL de solugdo de invertase (169,65 UE para cada



28

grama de PANIG) e 5 mg de PANIG, em banho termostatizado, ajustado nas seguintes

temperaturas: 4, 30 e 40 °C. A atividade foi medida pela metodologia ja descrita no item 2.3.

2.9. Determinacao da eficiéncia da imobilizacio (PANIG-Invertase)

Apds o processo de imobilizacdo enzimdtica e separacdo da matriz polimérica
insoluvel (PANIG) por centrifugacao a 10.000 rpm, por 10 minutos, o sobrenadante resultante
do processo de imobilizagao e as trés solu¢des de lavagem foram coletadas, dialisados contra
agua destilada, liofilizadas e dissolvidas novamente em tampéo acetato 0,1 mol.L”' pH 4,6 ¢ a
concentragdo de proteinas foi mensurada através do método de micro Bradford. A atividade

enzimatica do sobrenadante foi medida pela metodologia ja descrita acima (item 2.3.).

2.10. Analise da estabilidade do sistema contendo invertase imobilizada em polianilina

ativada com glutaraldeido: armazenamento e termoestabilidade.

Armazenou-se, em ambiente climatizado com temperatura reduzida e ajustada em 4
°C, aliquotas de 500 pL de solugdo de invertase (11,31 UE mL™") e aliquotas da invertase
imobilizada em PANIG suspendidas em 500 pL de solugdo tampio acetato 0,1 mol.L™" pH 4,6
(7,32 UE mL™). Foram realizados ensaios de atividade apos armazenamento de 4 a 75 dias de
armazenamento.

A estabilidade térmica para as formas livre e imobilizada da invertase foi determinada
apos a sua incubacao por periodo de tempo entre 5 ¢ 60 minutos, com temperatura entre 40 e
60° C. Apés a incubagdo foram feitos os testes de atividade para a enzima livre e

imobilizada.
2.11. Ensaios de uso repetido do sistema (PANIG-Invertase)
Nos ensaios iniciais de uso repetido do sistema contendo invertase imobilizada em

PANIG, apods a reagdo de hidrdlise da sacarose, o sistema foi submetido a 3 lavagens com

excesso de tampao acetato pH 4,6, sendo que a separacao da enzima imobilizada foi feita por



29

centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos. A atividade foi medida pela metodologia ja

descrita acima (item 2.3.).

2.12. Otimizacao do sistema

O sistema para reagdo em batelada apresentava camara de reagdo em formato tubular,
constituido de polietilieno de alta densidade, com capacidade maxima de 34 mL, volume util
de 20 mL. Junto a base inferior possuia um tubo capilar de vidro, com 3 camadas de filtro de
nylon que separava o produto hidrolisado da enzima imobilizada em PANIG apds o tempo

reacional.

2.12.1. Variagao da massa de PANIG-Invertase

As massas de PANIG- Invertase testadas foram entre 10 e 200 mg, com solucdo de
sacarose de 20 % (p/v). A concentragdo da solugdo de sacarose escolhida foi de 20%, pois
esse valor se aproxima da concentracdo média de sacarose encontrada no caldo de cana de
muitas espécies de cana de agucar. A atividade foi medida pela metodologia ja descrita acima

(item 2.3.).

2.12.2. Variagdo da concentragdo de substrato

Para se verificar o efeito da concentracdo na eficiéncia hidrolitica do sistema de
batelada, foram testadas concentragdes de 15, 20 e 25% (p/v) de sacarose. A atividade foi

medida pela metodologia ja descrita acima (item 2.3.).

2.12.3. Variag¢do do tempo de reagdo

Os tempos de reacdo testados foram de 5 a 50 minutos, com concentragdo de sacarose
de 20% (p/v). Foi realizado ainda o teste de uso repetido para o sistema de batelada para
verificar a manutencdo da atividade da invertase apds os ciclos de uso desse sistema, sendo
que a atividade foi mensurada pela metodologia descrita acima para esse tipo de determinacgao

(item 2.3.).
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2.13. Analises do caldo de cana

2.13.1. Obtencao do caldo de cana

O caldo de cana utilizado no processamento foi extraido de cana de agucar (Sacharum
ssp.) variedade RB867515, obtidas da Usina Agucareira Centroalcool S/A., Inhumas-GO.
Ap6s o recebimento, as canas foram raspadas para elimina¢do de contaminantes presentes nos
colmos. Para a extracao do caldo, foi utilizado moedor de cana de material inoxidavel.

Apbs a obtengdo, o caldo foi filtrado a vacuo em filtro de nylon, centrifugado a 10.000
rpm por 10 minutos e acondicionado em recipiente vedado a temperatura de 4°C até a

realizagdo das analises.

2.13.2. Determinacado de agucares totais

A determinag¢do dos acucares totais foi realizada pelo método do fenol sulftrico
(DUBOIS et al.,1956). Os teores de acucar foram determinados por espectrofotometria a 490
nm utilizando curva padrio de glicose a 1%, com intervalo de 10 a 90 pg. Para a analise do

caldo de cana a amostra teve que ser diluida em 1:1000.

2.13.3. Determinacdo de acucares redutores

A determinagdo de actcares redutores no caldo de cana seguiu a mesma metodologia
utilizada nos testes de verificagdo de atividade enzimdtica, segundo Miller (1959). A
concentragdo determinada no caldo de cana foi descontada dos valores de concentracdo de

acucares redutores obtidos apos a hidrdlise enzimatica (item 2.3).

2.13.4. Determinagdo da atividade de agua

A determinagdo da atividade de dgua (Aw) das amostras de caldo de cana e do produto
hidrolisado testados foi feita em aparelho AqualLab, digital, (CX-2, DECAGON), acoplado a
um banho termostatizado. As determinagdes foram realizadas a uma temperatura média de
25°C. As amostras eram colocadas nos recipientes de pléstico especificos do aparelho até o
preenchimento de um ter¢o da sua altura. O recipiente era entdo encaixado no suporte do

aparelho, a gaveta era fechada e era feita a leitura da atividade de agua.
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2.13.5. Determinacdo da viscosidade

A viscosidade foi determinada em viscosimetro de Ostwald acoplado a um controlador
de temperatura SCHOTT CT 52 e a um aspirador SCHOTT AVS 350. Um volume de 10 mL
da amostra foi transferido para o viscosimetro limpo e seco e foi deixado estabilizar por 10
minutos até atingir a temperatura de 25°C. O liquido foi aspirado e o tempo de escoamento
era medido. Para a determina¢do da viscosidade através desta metodologia, se faz necessario a
medida da densidade dos liquidos testados. Para tanto, foi pesado, inicialmente o picndmetro
vazio, limpo, seco e com tampa. Posteriormente foi pesado com dgua destilada e depois com o
liquido teste e as massas especificas foram determinadas. Os picnometros completamente
cheios foram levados a um banho termostatizado a 25°C por 10 minutos.

O viscosimetro de Oswald permite uma determinag¢do simples do coeficiente de
viscosidade a partir de uma substincia padrio. Neste caso as medidas de viscosidade sdao
feitas por comparacao entre o tempo na vazao do fluido de viscosidade conhecida, geralmente
agua, e o de um fluido de viscosidade desconhecida. Neste caso a equacao usada é:

ni/n2=diti/drtr

onde d; e d; sdo as densidades dos fluidos conhecido e desconhecido, respectivamente
e t; e ty s@o os tempos correspondentes para que escoem volumes iguais dos liquidos. A
precisdo na operagdo com este viscosimetro depende do controle das variaveis temperatura,

tempo, alinhamento vertical e volume da substancia estudada.

2.13.6. Analise da coloracdo do caldo de cana

A coloracdo do caldo de cana in natura e do caldo de cana hidrolisado foi determinada
pela leitura da transmitancia da amostra a 420 nm em espectrofotometro, segundo Pulzatto

(1995).

2.14. Analise Estatistica

Todos os ensaios foram feitos em triplicata para a obten¢do das médias e dos desvios
padrao. Os dados obtidos tiveram suas médias comparadas pela Andlise de Varidncia
(ANOVA) segundo um unico critério, com nivel de significancia (a) igual a 0,05 e feste ¢

pareado (0. igual a 0,05) e teste Tukey (DMS).
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3. Resultados e discussao

3.1. Atividade da invertase presente no extrato bruto (E.B.) usada no trabalho

O E.B. obtido apresentou uma concentragdo média de proteinas de 3,46 + 0,12 pug
mL™". Obteve-se uma atividade em unidades de enzima de 11,31 + 0,36 UE mL™. A atividade
especifica (AE) da enzima foi de 3269 + 10 U mg™.

3.2. Influéncia do pH, temperatura e tempo de reacao na atividade da invertase livre

No presente trabalho, a enzima extraida de células de Saccharomyces cerevisiae e
utilizada para os processos de imobilizagdo e constru¢do do sistema ndo passou por nenhum
processo de purificacdo. Assim sendo, a atividade da enzima livre foi caracterizada para
observar se havia interferéncia de algum constituinte do E.B. na reagdo enzimatica em
diferentes condicdes de catdlise e também para fins de comparacdo com a enzima
imobilizada.

O valor 6timo de pH encontrado foi 4,5, estando de acordo com os valores 6timos de
pH descritos na literatura (GASCON et al. 1981; SEGEL, 1979; DIXON; WEBB, 1979 ¢
ANDJELKOVIC et al., 2009). A temperatura 6tima foi de 50° C, valor também de acordo
com a literatura (BAGAL; KARVE, 2006 e MARQUEZ, 2007). Com relagdo ao tempo de
reacdo foi escolhido o tempo de 10 minutos como valor para o ensaio padrdo, por ser o ponto

central da regido de resposta linear.

3.3. Sintese e ativacao da polianilina com glutaraldeido (PANIG)

A sintese quimica de polianilina usando persulfato de amoénio e HCI resultou em
rendimento médio de 88,3%, resultando em um material na forma de pé fino, de cor verde-
brilhante. O rendimento foi mantido ap6s processo de ativacdo com glutaraldeido. A ligagdo
do glutaraldeido a PANI confere a presenga de sitios para ligagdo covalente das enzimas que
possuem grupos amino periféricos. As caracteristicas fisico-quimicas do polimero sao
alteradas apds o procedimento de ativagdo, resultando em um pd de aspecto negro opaco.

Resultados similares foram obtidos por Lopes (2003) e Fernandes (2003).
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3.4. Otimizacdo dos parametros de imobilizacdo (quantidade de enzima, tempo de

imobilizacdo, pH e temperatura )

Foi avaliada, inicialmente, a quantidade de enzima presente no E.B. que representaria
a condigdo Otima para o processo de imobilizagdo. Os resultados obtidos estdo representados
na figuras 04.

Apos andlise estatistica dos resultados (anexo 01) verificou-se que hd um aumento
significativo na atividade da enzima imobilizada quando a quantidade ofertada foi aumentada
de 56,55 UE g de PANIG até 169,65 UE g’ de PANIG. A partir desse ponto ha um
decréscimo na atividade de enzima imobilizada, provavelmente devido a formacado de varias
camadas de enzimas que se depositam umas sobre as outras, resultando em excessiva

proximidade dos sitios ativos, o que pode levar a impedimento estéreo ao substrato (SILVA,

2000).
.
.
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Figura 04- Variacdo da quantidade de enzima utilizada para a imobilizacdo da invertase em PANI. 5 mg
de PANIG; 30 °C de temperatura; tempo de lhora; agitacio mecéinica por inversio; volumes de E.B.
utilizados ( 25, 50, 75, 100 e 150 pL) e tampio acetato de sédio 0,1 mol.L™, pH 4,6.

A variacdo do tempo de imobilizagdo em valores entre 30 minutos e 24 horas, nas
condigdes testadas, ndo resultou em alteragdo estatisticamente significativa na quantidade de
enzima retida (anexo 2), conforme mostra a figura 05. Foi escolhido entdo o tempo de
imobilizacdo de 60 minutos, pois apresenta menores variagdes e desvios na atividade da

enzima imobilizada, quando comparada com o tempo de 30 minutos.
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Figura 05- Variacio do tempo de imobilizacio de invertase em PANIG. 5 mg de PANIG; 30 °C de

temperatura; agitacio mecinica por inversio; 75 nL de E.B.e tampio acetato de sédio 0,1 mol.L”'pH 4,6.

O pH 6timo para imobilizagdo de uma enzima ¢é aquele em que os grupos reativos do
suporte € da enzima estdo apropriadamente reativos (SILVA, 2000). Conforme demonstrado
na figura 06, na faixa entre 3,6 e 5,0 ndo existe diferenca significativa entre as médias de
imobilizacdo quando comparadas. Os valores de pH 6,0 e 7,0 diferem significativamente das
demais médias, comprovados por feste t (anexo 03). A solu¢do tampao utilizada para
imobiliza¢do da enzima nos ensaios seguintes foi o acetato de sodio 0,1 mol L™ pH 4,6 sendo
esse tampdao o mais utilizado em ensaios de imobilizagdo de invertase (KOTWAL;
SHANKAR, 2009).

Amaya-Delgado et al. (2005) obtiveram resultados similares ao imobilizar invertase

extracelular de Saccharomyces cerevisiae em nylon ativado com glutaraldeido.
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Figura 06- Variacio do pH de imobilizacio da invertase: tampio acetato de sédio 0,1 mol L, para os
valores de pH 4,0 e 5,0 e em tamp3ao fostato de sodio 0,1 mol L' para os valores de pH 6,0 , 7,0 e 8,0; S mg
de PANIG; 30 °C de temperatura; agitacio mecinica por inversao e 75 pL de E.B. e solucio de sacarose

1% (p/v) como substrato.

A andlise da temperatura do ambiente de imobilizacdo também ¢ de grande
importancia. O nivel de agitagdo da molécula pode refletir diretamente na quantidade de
enzima que interage com o suporte, ligando-se e ficando entdo imobilizada

A figura 07 representa a resposta da imobilizagdo frente a variagdo da temperatura,
sendo que a temperatura 6tima, com maior retencao da atividade para a enzima imobilizada
foi alcangada com 30° C. Os resultados apontam que houve diferenca significativa entre as
médias analisadas (anexo 04). Bagal e Karve (2006) avaliaram também a influéncia da
temperatura ¢ do pH no processo de imobilizagdo de invertase e obtiveram resultados
proximos aos deste estudo, com temperatura 6tima entre 30 e 40 °C e pH de 4,5.

Marquez (2007), analisando as influéncias da temperatura e do pH na imobilizagdo,
simultaneamente, através do Planejamento Composto Central (PCC) obteve resultados
similares: a faixa de temperatura que resultou em alta atividade ficou compreendida nas

proximidades de 30°C e o pH 4,5 foi o responsavel pela maior atividade enzimatica.
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Figura 07- Variacdo da temperatura de imobilizacdo. Temperaturas de 4, 30 e 40°C,5 mg de PANIG-
Invertase; agitacio mecénica por inversio; 75 pL de E.B.e tampio acetato de sédio 0,1 mol.L'pH 4,6 e

soluciio de sacarose 1% (p/v) como substrato.

Assim sendo, foi definido como condigdes 6timas de imobilizagdo em PANIG para a
invertase presente no E.B. como sendo: pH de 4,6; temperatura de 30°C; 169,63 U g de
PANIG, e tempo de imobilizagdo de 1 hora.

3.5. Eficiéncia de imobilizacao de invertase em PANIG

O processo de imobilizagdo, nas condi¢des Otimas, resultou numa retengdo de
atividade enzimatica equivalente a aproximadamente 62% ¢ uma eficiéncia de 0,86. Esse e
outros aspectos referentes a retencdo de atividade, retencdo de proteinas e eficiéncia da
imobilizacdo estdo representados na tabela 02, assim como a relagdo existente entre a
atividade especifica e a quantidade em massa de PANIG, o que representa de fato a atividade

funcional das particulas de PANIG-/nvertase obtidas:
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Tabela 02- Eficiéncia da PANIG na retencio de invertase ativa

AE/
% %
UE ngP AE | Eficiéncia mg
imobilizada imobilizada
PANIG
Livre 11,31 3,46 3,27 0,504
62 75 0,86
Imobilizada | 7,32 2,6 2,82

Alguns aspectos devem ser considerados quando se avalia a eficiéncia de um processo
de imobilizacdo. Dentre eles, deve-se dispensar maior atencdo a imobilizacdo por grupos
funcionais relacionados com a atividade enzimatica, que traz como conseqiiéncia, a
imobilizacdo de enzimas desprovidas de atividade, assim como o chamado overloading ou
sobrecarga, que ocorrem quando varias camadas de enzimas se depositam umas sobre outras,
resultando em excessiva proximidade de sitios ativos o que pode levar ao impedimento
estéreo pelo substrato (FERNANDES, 2000).

A eficiéncia do método foi medida pela razdo de atividade especifica da enzima livre e
a atividade especifica da enzima imobilizada. Obteve-se uma eficiéncia de imobilizacdo de
0,86, ou seja, aproximadamente 86 % da proteina retida preservou sua atividade catalitica.
Pode-se considerar aqui que a fonte de enzimas utilizada constituia-se de um extrato bruto,
possibilitando a imobilizagao de outras proteinas, além da enzima invertase. Eficiéncia igual a
1 ou 100 % sdo alcancadas na maioria das vezes em sistemas que utilizam enzimas puras
como fonte de proteinas em processos completamente otimizados — relagdo 6tima de suporte,
espagador e condi¢gdes de imobilizagao — (SILVA, 2000).

Chen et al., 2000, imobilizou covalentemente invertase em filmes de polianilina na
forma esmeraldina com superficie modificada com acido acrilico, obteve uma eficiéncia de 40
%. A baixa eficiéncia foi atribuida a acessibilidade reduzida do substrato e mudancas

conformacionais na enzima induzidas pela imobilizagao.

3.6. Analise dos parametros de reacio sobre a atividade da invertase livre e imobilizada

(pH, temperatura e tempo de reagdo)

3.6.1. Variag¢do do pH de reagdo
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As condigdes nas proximidades do ambiente catalitico influenciam notoriamente a
catdlise de uma enzima, bem como o processo de imobilizacdo. Dentre esses fatores, o pH
exerce grande influéncia na atividade e estabilidade das enzimas. Os varios aminodcidos que
compde a proteina possuem grupos laterais basicos, neutro ou acidos, portanto a enzima pode
ser carregada positivamente ou negativamente, dependendo do pH. Tais grupos ionizaveis sao
freqlientemente parte do sitio ativo, ja& que um mecanismo catalitico acido-base esté ligado a
catalise enzimatica. Assim, para a enzima estar cataliticamente ativa, s6 existe um estado
particular de ionizagdo. Dessa forma, a enzima ativa serda uma fragdo maior ou menor da
concentragdo total da enzima, dependendo do pH. A velocidade da reagdo aumenta com pH
até um valor o0timo a partir do qual a velocidade decresce, ou devido a desnaturacdo ou a
existéncia de estados de ionizagdo inadequados (SEGEL, 1979 e DIXON; WEBB, 1979).

Na figura 08, apresenta-se a atividade relativa das forma livres e imobilizadas frente a

variacdo do pH do meio reacional.
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3,5 4,5 55 6,5 7.5
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Figura 08- Variacdo do pH de reacio para a invertase nas formas livre e imobilizada. Tampées utilizados:
acetato de sédio 0,1 mol L™ (para valores de pH situados na faixa de 3,5 a 5,5) e fosfato de sodio 0,1 mol L~
' ( para valores de pH situados na faixa de 6,0 a 7,5). 5 mg de PANIG-Invertase; 50 °C de temperatura de

reacio e tempo de 10 minutos e solucio de sacarose 1% (p/v).
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Ambas formas apresentaram pH 6timo de 4,5, porém a forma livre mostrou-se menos
estavel em condigdes mais basicas e acidas, indicando que o processo de imobilizagdo
estabilizou a atividade da invertase.

Andjelkovic et al. (2009) em suas investigacdes com purificagdo e caracterizacao das
4 diferentes isoformas de invertase extracelulares produzidas por Saccharomyces cerevisiae
determinaram que essas apresentam um valor de pH oOtimo na faixa de 3,5 — 5,0. Foi
demonstrado ainda que essas enzimas apresentam a mesma massa molecular e outras
propriedades cataliticas, como Km, temperatura 6tima, porém com diferengas no pl,
estabilidade térmica e reatividade quimica. Bora et al. (2005) obtiveram o pH 6timo para a
invertase livre igual a 5,0.

Invertases de outros organismos apresentam valores bastante proximos de condicao
otima de pH de reagdo: Alegre et al. (2009), pesquisando as formas intra e extracelular da
invertase do fungo Aspergilus caespitosus em diferentes condi¢des de crescimento,
obtiveram, para todas as formas de invertase, valores 6timos de pH na faixa de 4,0 — 6,0;
Stano et al. (2008), em seus trabalhos com invertase de Melissa officinalis L. obtiveram o
valor de 4,5 como pH 6timo.

A imobilizagdo de enzimas em PANIG tem-se mostrado bastante favoravel para a
estabilizacao da atividade desses catalisadores biologicos em condigdes extremas de pH
(FERNANDES et al., 2003, 2004; 2005 ¢ PURCENA et al., 2008).

Supde-se que o polimero forneca a enzima um microambiente favoravel a catalise. No
caso do pH, acredita-se que a PANIG forneca protons a enzima quando o ambiente reacional
apresenta caréncia desse cation, evitando ou minimizando alteragdes estruturais na enzima,

estabilizando-a (BENEZETH, 2009).

3.6.2. Variagdo da temperatura de reagdo

Outro fator influente na catalise enzimatica ¢ a temperatura. O perfeito funcionamento
das enzimas requer condi¢des especificas, pois elas sdo ativas em estreitas faixas de pH e
temperatura (ERGINER et al., 2000). A resposta da invertase livre e imobilizada frente a

variacdo da temperatura esta representada na figura 09:



40

120

100

80

60

== |ivre
== imobilizada

Atividade Relativa (%)

40

20

24 30 40 50 55 60 70 80
temperatura (°C)

Figura 09- Variacdo da temperatura de reacido para invertase nas formas livre e imobilizada. Tampao
acetato de sodio 0,1 mol L! pH 4,6; 5 mg de PANIG-Invertase; tempo de reacio de 10 minutos e solucio

de sacarose 1 % (p/v) como substrato.

Observa-se que o processo de imobilizagdo da invertase em PANIG ndo alterou o
valor da temperatura 6tima, porém a enzima imobilizada apresenta atividade superior a forma
livre em temperaturas mais elevas (60 - 80°C), indicando que a imobilizagdo estabilizou a
enzima nessas condigoes.

No trabalho de Bagal; Karve (2006), as influéncias da temperatura e do pH foram
analisadas e obtiveram resultados proximos aos deste estudo para a invertase livre.

Marquez (2007), analisando as influéncias da temperatura e do pH, simultaneamente,
através do planejamento experimental Planejamento Composto Central (PCC) obteve
resultados bastante similares para a enzima livre, sendo a temperatura 6tima igual a 47°C e
pH 4,7.

Resultados semelhantes com invertase imobilizada foram encontrados por Amaya-

Delgado et al. (2005); Danisman et al. (2004) e Bora et al. (2004).

3.6.3. Variag¢do do tempo de reagdo
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ApoOs a imobilizacao fatores como limitagdes a difusdo e transferéncia de massa
podem interferir na cinética de aparecimento de produto em fungdo do tempo. Na figura 10
estdo representados os resultados da variagdo do tempo de reagdo para invertase livre e

imobilizada:
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Figura 10- Variacdo do tempo de reacio para invertase nas formas livre e imobilizada. Tampao acetato de
sodio 0,1 mol L! pH 4,6; 5 mg de PANIG-Invertase; tempo de reacio de 10 minutos e solucio de sacarose

1 % como substrato.

Nota-se que a invertase livre e imobilizada em PANIG apresentam o mesmo perfil
frente a varia¢do do tempo de reagdo, indicando que o processo de imobilizagdo ndo causou
interferéncia na acessibilidade do substrato ao sitio catalitico da enzima ou mudancas

conformacionais significativa que resultassem em perdas de atividade catalitica.

3.7. Analise da estabilidade do sistema

3.7.1. Estabilidade de armazenamento



42

O uso de enzimas como catalisadores para processos industriais em larga escala ¢
limitado por seu alto custo de produgao e baixa estabilidade de armazenamento. A tecnologia
de imobilizacdo enzimdtica vem se mostrando uma excelente ferramenta para melhorar as
propriedades enzimaticas, tais como: estabilidade, especificidade, reprodutibilidade,
seletividade e reducdo da influéncia de interferentes presentes no meio reacional
(BETANCOR; LUCKARIFT, 2008). A maioria das enzimas nao sdo estaveis durante o
armazenamento em solugdes e sua atividade decresce gradualmente com o tempo. A figura 11
apresenta as atividades relativas referentes as formas livre e imobilizada em PANIG quando

armazenadas em tampao acetato 0,1 mol L'l, pH4,6a4°C:
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Figura 11- Analise da estabilidade de armazenamento da invertase livre e imobilizada em PANIG. 500 pL
de soluciio de E.B. e 5 mg de PANIG-Invertase armazenados em tampio acetato de sédio 0,1 mol L pH

4,6; 24 °C.

O sistema contendo invertase imobilizada em PANIG (PANIG-Invertase) mostrou-se
claramente mais estavel durante o armazenamento, mantendo aproximadamente 94% de
atividade apos 75 dias de armazenamento, sendo que a forma livre apresentou apenas cerca de

17% de atividade remanescente no mesmo periodo.
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Timtiirk (2000) ao imobilizar invertase no dimero granular de &cido-co-alquil-
poliamina, conseguiu a manutencao de 100% de atividade da invertase imobilizada apds um

més de armazenamento, enquanto a forma livre manteve apenas 21% de sua atividade inicial.

3.7.2. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica representa outro fator importante para a aplicagdo de enzimas
em reatores de escala industrial. Dependendo do suporte escolhido pode-se aumentar ou
diminuir a estabilidade da enzima. Suzuki et al. (1966) imobilizaram invertase em DEAE-
celulose, resultando em um decréscimo da termoestabilidade ¢ mudanga do pH 6timo em
dire¢do ao lado 4cido, enquanto Gémez et al.(2006) obteve um aumento da estabilidade
térmica e de armazenamento da invertase imobilizada em pectina. Na figura 12 estdo
apresentadas as atividades relativas das formas livre e imobilizada depois de variados tempos

de incubacao:
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Figura 12- Analise da estabilidade térmica da invertase livre e imobilizada em PANIG. 75 pL de solucio de E.B. e 5
mg d PANIG-Invertase incubados nas diferentes temperaturas em tampéo acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 4,6. Tempo

de reacio de 10 minutos e solucio de sacarose 1% (p/v) como substrato.

No presente estudo, em temperaturas mais amenas (40 e 50°C) ambas as formas
mantiveram-se estaveis por até 60 minutos de incubagdo. Porém, a 60°C a forma livre

mostrou-se menos estavel que a imobilizada, sugerindo entdo que as interagdes entre enzima e
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suporte fornecem condigdes mais favordveis para que a enzima conserve sua atividade
catalitica nessas condi¢des adversas.

D’Souza e Godbole (2002) em seus estudos de imobilizagdo de invertase em
polietilenoimino coberto com casca de arroz observaram que a imobiliza¢cdo ndo alterou o
valor de temperatura 6tima, porém causou aumento na estabilidade térmica.

No trabalho de Amaya-Delgado et al. (2005), tanto para temperaturas mais altas
quanto para as mais baixas estudadas, o tempo de meia-vida obtido para invertase imobilizada
covalentemente em Nylon-6 foi maior se comparada a solivel. O mesmo ocorreu no trabalho
de Danisman et al. (2004) para invertase imobilizada por ligagdo covalente em membranas de

poli hidroxi metacrilato.

3.8. Ensaios de uso repetido do sistema (PANIG-Invertase)

Apbés a imobilizacdo nas condi¢des Otimas, testou-se o sistema frente a
reprodutibilidade e manutencdo da atividade enzimatica apds ciclos de uso do sistema
contendo PANIG-/nvertase. A figura 13 apresenta a atividade relativa remanescente apos sete
ciclos de reuso, mostrando que a atividade se mantém em 60 % apds os usos do sistema e
lavagens com tampao entre 0s ensaios.

A variagdo observada relaciona-se a0 método utilizado para a separagdo da PANIG,
visto que a sintese quimica de PANI resulta em uma preparagao heterogénea contendo
inclusive nanoparticulas que ndo podem ser recuperadas da reag¢do por centrifugagao.

O passo seguinte entdo foi a elaboracdo de um modelo experimental que minimizasse

esse tipo de erro, e possibilitasse ainda a hidrolise do caldo de cana.
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Figura 13- Analise da retencio de atividade do sistema PANIG-Invertase apés ciclos de reuso.
Tempo de reagio de 10 minutos, 3 50 °C, tampio acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 4,6 e sacarose 1% (p/v)

como substrato.

3.9. Otimizac¢ao do sistema de batelada

3.9.1. Variagdo da massa de PANIG-Invertase

A quantidade de PANIG-Invertase presente no sistema de reagdo em batelada foi
testada na hidrolise da solu¢do de sacarose 20 % (p/v). Conforme mostrado na figura 14, a
atividade da invertase imobilizada aumenta de 10 a 100 mg de PANIG-/nvertase, saindo da
linearidade a partir de 120 mg de material. Escolheu-se entdo a massa de PANIG-/nvertase de

100 mg para continuacdo da otimizagao.
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Figura 14- Otimizacio do sistema em batelada: variacdo da quantidade de PANIG-Invertase.
Temperatura de 50 °C; tempo de reacdo de 10 minutos, tampio acetato de sodio 0,1 mol L' pH 4,6,

solucdo de sacarose 20% (p/v) como substrato.

3.9.2. Variagdo da concentrag¢do de substrato

Verificou-se a influéncia da variagdo da concentracdo do substrato na resposta do
sistema, para 100 mg de PANIG-/nvertase. Foram variadas concentragdes proximas aos
valores encontrados no caldo de cana, em torno de 20% (p/v) de sacarose (ALMEIDA, 2005).
Na tabela 03 ¢é possivel verificar que a atividade da invertase imobilizada aumenta em fungao
da concentracdo da solucdo de sacarose até 20 % (p/v). A partir desse valor a reacdo atinge a

saturacao de substrato.
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Tabela 03- Otimizacao do sistema de batelada: variacao da concentracio de substrato utilizada

Concentracao da solucao de sacarose UE

em % (p/v)

15 133,34 + 3,36"
20 161,09 + 4,45°
25 162,82 + 5,22°
30 164,67 + 3,36

Valores apresentados como média + desvio padrdo de trés determinagdes. Dados na mesma coluna

acompanhados pela mesma letra ndo apresentam diferencga estatistica significava (p < 0,05)

3.9.3. Variagdo do tempo de reagdo

O proximo passo de otimizagdo do sistema foi a verificagdo do tempo de reacdo
necessario para completa conversdo do substrato. A determinacdo desse parametro ¢ de
fundamental importancia para os casos em que se deseja uma completa conversao. Pode-se, a
partir desse dado estabelecer o tempo de residéncia do substrato na camara de reacao.
Conforme exposto na figura 15, observa-se um aumento linear na faixa de variagdo de tempo
de 5 a 40 minutos (R*= 0,9967). Acima de 50 minutos a rela¢io perde-se a linearidade, nao
havendo aumento significativo na produgdo de xarope de acucar invertido. Escolheu-se entio
como valor de tempo de reacao de 40 minutos para o sistema em batelada, numa tentativa de
se obter a maxima hidrdlise de sacarose.

O sistema, contendo 100 mg de PANIG-Invertase, volume util de 20 mL e com um
tempo de reacdo de 40 minutos foi escolhido para a hidrdlise do caldo de cana. Nessas

condigdes, apresentou retencao acima de 90% para 25 ciclos de utilizagao.



48

800
700 -
600 -
500 A
= 400
300
200
100 - .
o | | | |
5 10 20 30 40 50
tempo (min)

Figura 15- Otimizac¢do do sistema em batelada: variacio do tempo de reagdo. 100 mg de PANIG-
Invertase; temperatura de 50 °C; tampao acetato de sédio 0,1 mol L! pH 4,6, solucio de sacarose 20%

(p/v) como substrato.

3.10. Analises do caldo de cana

O caldo de cana utilizado nesse trabalho teve alguns parametros analisados para
verificacdo da sua qualidade. Como pode ser visto na tabela 04, o caldo de cana apresentou
valores de pH, agucares totais e redutores, cor, viscosidade e atividade de agua compativeis
com aqueles apontados na literatura (MARTUCCI, 1983; PRATI; CAMARGO, 2008;
DELGADO, 1975; PULZATTO, 1995 e YUSOF et al., 2000).

Tabela 04- Analise das caracteristicas e propriedades do caldo de cana

Acuicares  Acucares Viscosidade Atividade PH Cor
Totais Redutores (cP) de agua (420 nm)
(mgmL”') (mgmL”) (Aw)
Caldo 252,55 + 4,92 + 2,03 + 0,997 + 5,25 3,613 +
de 1,21 0,73 0,11 0,09 +0,1 0,25
cana
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Apos tratamento no sistema otimizado, estas propriedades sofreram alteracdes,
particularmente a viscosidade, que passou de 2,03 cP (= 0,11) para 3,73 cP (£ 0,31). Este ¢
um parametro muito importante, pois reflete diretamente sobre potencialidades de aplicacao
do xarope obtido na industria alimenticia (producdo de doces e sorvetes) e farmacéutica
(produgdo de xaropes ricos em frutose) (SPOHR, 2008; SILVA et al., 2006).

Na tabela 05, sdo mostradas algumas propriedades do hidrolisado de caldo de cana,

obtidas em sistema de reacao em batelada.

Tabela 05- Analise do produto de hidroélise do caldo de cana em sistema de batelada

Atividade de agua (Aw) do produto Viscosidade do  Cor (420 nm)
hidrolisado produto
hidrolisado
(cP)
Resultado 0,968 + 0,09 3,73 £0,31 0,58 £0,11
obtido

Analisando os resultados obtidos na tabela 05 pode-se ressaltar que houve significativa
reducdo da cor entre o caldo de cana e os produtos hidrolisados, sugerindo que o sistema pode
ter funcionado como filtro seletivo de alguns componentes causadores do escurecimento do
caldo de cana (NOGUEIRA, 2007). Esses componentes podem ter se adsorvido a PANIG-
Invertase, ndo estando presentes no produto hidrolisado. Fernandes et al. (2004) relataram a
capacidade da PANIG em adsorver compostos fenolicos metoxilados coloridos, tais como
tetraguaicol e o-dianisina. Essa acdo adsorvente da PANIG pode ser utilizada na clarificagao
do acucar invertido obtido.

A atividade de agua (4w) apresentou uma ligeira redu¢do no produto hidrolisado em
comparag¢do ao caldo de cana. Mesmo nao alcancando valores que impossibilite a proliferagao
microbiologica, essa redugdao na quantidade de 4agua livre pode dificultar a contaminagdo do
caldo (AFONSO, 2003). A amplitude pequena dessa redugdo da atividade de dgua pode ser
justificada pela necessidade do acréscimo de quantidades muito grandes de agucar na solucao
para ocasionar reducdes da Aw (DITCHFIELD, 2000). Troller (1983) relatou que a atividade
de 4gua de uma solugdo de sacarose 25 % (p/v) apresenta valores de Aw de 0,96 e que uma

solucdo de 78 % apresenta a Aw de 0,95.
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O sistema otimizado apresenta propriedades vantajosas que justificam sua utilizagao,
como seu indice de conversdo, perfil de catalise regular durante os ciclos de usos, o que
possibilita um grande controle de qualidade do produto final. Somado a redugdo da Aw,
clarificagdo (redugdo de cor) e elevada conversdo, este sistema se mostrou bastante promissor
para aplicagcdes em reatores, podendo futuramente investigar suas potencialidades em escala
ampliada para aplicacdes industriais.

As caracteristicas do produto de hidrolise sdo favordveis para o tratamento do caldo de
cana em reatores contendo invertase imobilizada em PANIG, com possiveis aplicagdes em

larga escala, tanto na industria alimenticia ou farmacéutica.
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4. Conclusdes e Perspectivas

4.1. Conclusoes

- A enzima invertase foi extraida de células de Saccharomyces cerevisiae, com
atividade 6tima em tampdo acetato de sodio 0,1 mol L' pH 4,5, temperatura de 50°C
utilizando como substrato uma solug¢do de sacarose 1% (p/v) e um tempo de reacdo de 10
minutos. Nessas condigdes, o E.B. apresentou 11,31 + 0,36 UE mL"' ¢ atividade especifica de

3269+ 10 U mg™;

- O processo de imobilizagdo de invertase em PANIG foi otimizado, sendo as
condi¢des Otimas encontradas para o processo de imobilizagdo foram: tampdo acetato de
sodio 0,1 mol L pH 4,5; temperatura de 50°C; tempo de 1 hora de imobilizacio, agita¢io

mecénica e 169,7 UE g"'de PANIG;

- A eficiéncia de imobilizagdo de invertase em PANIG foi de 0,86; com retengido de

62 % de atividade enzimatica e 75% de retencdo de proteinas;

- A invertase imobilizada apresentou maior atividade em pH acido e alcalino

comparada a forma livre e em temperaturas mais elevadas, entre 60 e 80°C;

- Observou-se um aumento na estabilidade de armazenamento e na termoestabilidade

para a invertase imobilizada em PANIG, quando comparada com a forma livre;

-> O sistema otimizado testado em batelada apresentou uma consideravel regularidade
no padrdo de hidrolise da sacarose presente no caldo de cana. Reteve acima de 90 % de

atividade por 25 ciclos;
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- O produto de hidréolise obtido, quando comparado com o caldo de cana,
apresentaram caracteristicas vantajosas, como: menor cor; maior viscosidade e menor

atividade de agua.

4.2. Perspectivas

> Testar modelos de reatores contendo invertase imobilizada em PANIG para
hidrolise da sacarose presente no caldo de cana;

- Analisar a viabilidade econdmica dos reatores para a producao de xarope de agucar
invertido;

-> Transferir as escalas para aplicacdo em processos industriais.
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ANEXOS
Andalises Estatisticas

Anexo 01: Comparagdo das médias da quantidade de enzima para imobilizagdo por ANOVA

Causas da GL SQ QM F
Variacao
Tratamento 4 6,014 1,5035 26,6153
Residuos 10 0,5649 0,05649
Total 14 6,579

Anexo 02: Comparagdo das médias da variagao do tempo de imobilizagdo por ANOVA

Causas da GL SQ oM F
Variacao
Tratamento 6 0,34 0,056 0,845
Residuos 14 09177 0,0655
Total 20 1,2577

Anexo 03: Comparacdo das médias do pH de imobilizagao por ANOVA e teste t

Causas da GL SQ QM F
Variacio
Tratamento 5 4,397 0,8794 11,038
Residuos 12 0,956 0,0796
Total 17 5,3541

Teste t(4,6 — 6,0); a(0,05)GL (2): t calculado: 8,546 >t tabelado:4,30
Teste t(4,6 — 7,0); a(0,05)GL (2): t calculado: 6,782 >t tabelado:4,30

Anexo 04: Comparacgdo das médias da temperatura de imobilizagdo por ANOVA

Causas da GL SQ oM F
Variacio
Tratamento 2 38,07 19,035 114,21
Residuos 6 1 0,166
Total 8 39,07

Anexo 05: Comparagdo das médias da otimizacdo do sistema de batelada, variagdo da
concentragdo de substrato

Causas da GL SQ oM F
Variacao
Tratamento 3 1980,19 660,06 4,06
Residuos 8 139,46 17,43

Total 11
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Anexo 06- Resultados obtidos para avaliar a influéncia da quantidade de enzima, tempo de
imobilizacdo, pH e temperatura no processo de imobilizacao

Experimento Variavel Atividades Enzimatica obtidas (UE)
Quantidade de
engima(ul)
1 25 5,18228; 5,459532; 4,905045
2 50 6,129905; 5,994534; 6,2652
3 75 7,1150; 7,258409; 6,971597
4 100 6,288481; 6,600516; 5,976447
5 150 5,790647; 6,05404; 5,527253
Tempo de
Imobilizacdo( horas)
1 0,5 7,15132; 6,314065; 6,619892
2 1 6,519620; 6,765285; 6,750244
3 2 6,299024; 6,258916; 6,604851
4 4 6,549701; 6,294011; 6,258916
5 8 6,304037; 6,644959; 6,288997
6 12 6,19875; 6,354173; 6,810407
7 24 6,17869; 6,62490; 6,549702
PH de
imobilizacdo

1 3,6 6,614878; 6,253902; 6,43439
2 4 7,251599; 6,329106; 6,790352
3 4,6 6,760271; 6,700108; 6,519621
4 5 6,414336; 6,57477; 5,938049
5 6 6,018266; 6,003225; 5,907967
6 7 5,381545; 5,582087; 4,950379

Temperatura de

imobilizacdao(°C)
1 4 3,280867; 3,862439; 3,280867
2 30 8,264336; 8,860949; 8,409729
3 40 6,454444; 5,917995; 5,366504

Otimizacdo do sistema de
batelada (variacdo da

concentracdo-%)
1 15 133,3404; 129,9798; 136,7009
2 20 161,0904; 156,6354; 165,5454
3 25 162,8201; 157,5951; 168,0451
4 30 164,6751; 161,3145; 168,0356
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