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RESUMO

Tanino acil hidrolase (TAH) conhecida como tanase (EC 3.1.1.20) é uma enzima
que hidrolisa ésteres e taninos hidrolisaveis produzindo glicose e acido galico
guando o meio reacional for polar. No entanto, a literatura indica sua capacidade
de esterificar também ésteres de acidos galico em meio organico. Nosso grupo de
pesquisa isolou um fungo, Paecilomyces variotii, produtor de tanase no ano de
2005 e desde entdo vem desenvolvendo estudos de produgdo, purificagao,
caracterizacdo e aplicacbes desta enzima. Dando continuidade a linha de
pesquisa, 0 objetivo deste trabalho foi estudar um processo de imobilizacao da
tanase de Paecilomyces variotii empregando diferentes suportes e técnicas.
Foram avaliados os parametros do processo de imobilizagdo, a tanase livre e
imobilizada foi caracterizada bioquimicamente ainda foi investigada a
quimioseletividade da tanase imobilizada e livre para reacdes de sintese. A tanase
foi imobilizada pelo método de adsorcdo em alumina, Amberlite, Accurel e celite;
por ligacdo covalente em amberlite e Dowex ativados com polietilenoimina e
glutaraldeido e em silica, accurel e celite ativados com 3-aminopropiltrietoxisilano
e glutaraldeido e por gelificacao i6bnica em alginato de sddio, alginato de alga
marrom, carragena, quitosana, pectina e goma gelana. A tanase imobilizada foi
avaliada quanto a porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem de
eficiéncia de imobilizacdo. O processo de imobilizacdo de tanase em alginato de
sédio foi otimizado empregando a ferramenta de planejamento de experimentos. A
tanase imobilizada em alginato na condicdo otimizada, foi avaliada quanto ao
reuso e caracterizada bioquimicamente quanto ao pH e temperatura 6timos de
atividade e de estabilidade e quanto a atividade frente a inibidores. Em adi¢ao ao
processo de imobilizacdo, foi avaliado o efeito do emprego de reticulantes:
genipina, glutaraldeido, transglutaminase Activa® e transglutaminase de
Streptomyces sp. CBMAI 837. As cépsulas obtidas foram avaliadas quanto a
atividade enzimatica, eficiéncia de imobilizacdo e sua morfologia foi avaliada por
microscopia eletrbnica de varredura. Dentre os suportes empregados para

XV



imobilizacdo de tanase por adsorcdo, ligacdo covalente e gelificacdo ibnica
obteve-se maior porcentagem de atividade enzimatica utilizando os suportes
celite, silica ativada com 3-aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido e alginato de
sédio, respectivamente. A condicdo otimizada para a imobilizagcado de tanase em
alginato de sddio foi com 3,6% de alginato de so6dio, cloreto de célcio 0,1M, 3,6mg
de tanase/mL de alginato e 6h de cura. Apds o processo de otimizacdo a tanase
aumentou 35 vezes sua atividade enzimatica. A tanase imobilizada em alginato de
sédio nas condicdes otimizadas pode ser reutilizadas por até 5X mantendo 60%
de sua atividade catalitica, as capsulas apresentaram maior estabilidade quanto
ao pH, temperatura e inibidores comparando com a tanase livre. Por fim, avaliou-
se a capacidade da tanase livre e imobilizada em sintetizar ésteres de acido
galico. A tanase livre mostrou-se efetiva na sintese de galatos, especialmente,
propilgalato com porcentagem de esterificacdo de 65%, ja& com a tanase
imobilizada em alginato de sddio somente 8% de esterificacdo do propilgalato foi
observado.
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ABSTRACT

Tannin acyl hydrolase (TAH) known as tannase (EC 3.1.1.20) is an enzyme that
hydrolyzes esters of hydrolysable tannins producing gallic acid and glucose as the
reaction medium is polar. However, the literature indicates their ability to produce
also gallic acid esters in organic media. Our research group has isolated a fungus,
Paecilomyces variotii, tannase producer in 2005 and since then has been
conducting studies of production, purification, characterization and applications of
this enzyme. Continuing the research, the objective of this work was study a
process to immobilize tannase from Paecilomyces variotii using different supports
and techniques. Were evaluated the parameters of the immobilization process, free
and immobilized tannase were characterized biochemically and yet been
investigated quimioseletivity of tannase immobilized and free for synthesis
reactions. Tannase was immobilized by adsorption onto alumina, Amberlite,
Accurel and celite, by covalent binding in Amberlite and Dowex activated with
polyethyleneimine and glutaraldehyde on silica, celite and Accurel activated with
glutaraldehyde and 3-aminopropyltriethoxysilane and ionic gelation by sodium
alginate, alginate from brown seaweed, carrageenan, chitosan, pectin and gellan
gum. The immobilized tannase was evaluated as the percentage of enzyme activity
and percentage of immobilization efficiency. The immobilization process of tannase
in sodium alginate was optimized using the experimental design method. After the
optimization process the tannase immobilized in alginate was evaluated for reuse
and characterized biochemically for pH and temperature optima for activity and
stability and the activity against inhibitors. In addition to the immobilization process,
we evaluated the effect of the use of cross-linking: genipin, glutaraldehyde,
Transglutaminase Activa ® and the transglutaminase from Streptomyces sp.
CBMAI 837. The capsules obtained were evaluated for percentage of enzymatic
activity, percentage of immobilization efficiency and their morphology was studied
by scanning electron microscopy. Among the carriers used for immobilization of
tannase by adsorption, covalent and ionic gelation has been a higher percentage
of enzyme activity using the supports celite, silica activated with glutaraldehyde



and 3-aminopropyltriethoxysilane and sodium alginate, respectively. The optimal
conditions for immobilization of tannase in sodium alginate were 3.6% sodium
alginate, calcium chloride 0.1 M, 3.6 mg of tannase / mL alginate and 6h of cure.
After the optimization process, the tannase activity increased by 35 times.
The tannase immobilized on sodium alginate in the optimized conditions can be
reused up to 5X keeping 60% of its catalytic activity, the capsules showed greater
stability for pH, temperature and inhibitors compared with free tannase. Finally, we
evaluated the ability of free and immobilized tannase in synthesizing esters of gallic
acid. The free tannase proved to be effective in the synthesis of gallates, especially
propyl gallate with a percentage of esterification of 65%, with the immobilized

tannase in sodium alginate was observed only 8% of propyl gallate esterification.



1 INTRODUGAO

Enzimas sao biocatalisadores com importantes propriedades como
seletividade e especificidade, o que permite realizar uma grande variedade de
processos quimicos sob condi¢cdes brandas, em solugcdo aquosa, temperatura
ambiente e pressédo atmosférica (DIXON e WEBB, 1979).

A aplicacdo industrial das enzimas pode ser limitada devido a fatores como
o elevado custo de producdo, alta solubilidade em agua, menor estabilidade
guando comparadas com catalisadores quimicos, baixa atividade em temperaturas
elevadas e ndo ser viavel sua recuperacdao apdés a utilizacdo. Devido a isto,
diversos estudos vem sendo desenvolvidos com o intuito de aumentar a atividade
catalitica. Utilizando técnicas de imobilizacao de enzimas, modificacdo enzimatica

e modificacdo genética do micro-organismo produtor (KIM et al., 2006).

Enzimas imobilizadas sdo definidas como enzimas que estao fisicamente
confinadas ou localizadas em certa regidao do espago, com retencdo de sua
atividade catalitica e que podem ser utilizadas de forma continua e/ou repetidas
vezes (CHIBATA, 1978). O emprego de enzimas imobilizadas em bioprocessos
oferece vantagens como, aumento da produtividade ja que a mesma enzima pode
ser usada por um longo periodo de tempo, maior controle e automagdo do
processo, bem como a eliminagédo da etapa de inativacdo da enzima.

A tanino acil hidrolase, tanase, (EC 3.1.1.20) é uma esterase que tem
capacidade de realizar reagdao de hidrélise em taninos hidrolisaveis e ésteres de
acido galico em meio aquoso (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2011) e sintese de
ésteres de acido galico em meio orgénico (LEKA e LONSANE, 1997).

A tanase pode ser utilizada para diversas finalidades como a producéo de
acido galico, cujo éster é utilizado como agente antioxidante na industria de
alimentos e farmacéutica (BAJPAI e PATIL, 2008), diminuicdo de fatores



antinutricionais (SCHONS et al.,, 2011b), elaboracdo de chas instantaneos,
clarificacdo e prevencado de precipitacdo em vinhos, cervejas e sucos € no
tratamento de efluentes de curtumes (LEKA e LONSANE, 1997, AGUILAR e
GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

Na industria de alimentos os aditivos sintéticos utilizados como
antioxidantes sao regulados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) de forma limitada. Os antioxidantes sintéticos mais empregados
atualmente sao: butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), propilgalato
(PG) e t-butilhidroxiquinona (TBHQ). Desta forma, uma especial atengao tem sido

dada aos antioxidantes naturais, em especial, o propilgalato.

O estudo da seletividade da tanase livre e imobilizada nas reacbes de
hidrélise e sintese servira como base para estudos e aplicacbes futuras, pois
ainda sao poucos os relatos sobre tanase nesta area do conhecimento.



2.1 Tanases

Tanino acil hidrolases conhecidas como tanases (EC 3.1.1.20) séao
esterases capazes de hidrolisar ligacées éster (entre o grupo anel aromatico e o
residuo de glicose) e ligacdes depsidicas (ligacao éster entre os anéis aromaticos)
em substratos como acido tanico, epicatequina galato, epigalocatequina galato em
meio aquoso (Figura 1) e sintetizar ésteres de acido galico utilizando distintos
alcodis em meio organico (LEKHA e LONSANE, 1997), como ilustrado pela Figura
2. A tanase é uma glicoproteina esterase formada predominantemente por uma
acido gdlico esterase e uma depsidase (AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ,
2001), sendo em geral extracelular, induzivel e produzida na presenca de acido
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tanico por fungos, bactérias e leveduras (AGUILAR et al., 1999).
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Figura 1. Hidrélise de acido tanico por tanase formando acido galico e
glicose (AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).
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Figura 2. Equilibrio da reagéo da tanase em fungdo do meio reacional.

A producédo da tanase que foi empregada neste estudo foi otimizada por
Battestin e Macedo (2007a) e caracterizada por Battestin et al. (2007b, c), esta
apresenta pH de estabilidade na faixa de 4,0 — 7,5, com pH 6timo de atividade a
6,5, temperatura de estabilidade entre 20°C e 70°C, e atividade 6tima a 70°C. A
enzima possui massa molecular entre 71kDa e 88kDa e é inibida por Ba®*, Ca®",
Zn**, Mn** e Agg?, tiossulfato, carbonato, bissulfito de sédio, EDTA, 2-
mercaptoetanol, acido 4-aminobenzdico, azida sddica, n-bromo succinato,

cisteina, tween 80 e tween 20.

Segundo Aguilar e Gutiérrez-Sanchez (2001) estas propriedades

dependem fortemente das condi¢des de cultura e também da linhagem utilizada.

Battestin et al. (2007d) estudaram a aplicacdo de tanase de Paecilomyces
variotic em chas, analisando a capacidade da enzima em hidrolisar
epigalocatequina galato em epicatequina e acido gélico e a atividade antioxidante
dos compostos formados. Os autores verificaram uma 6tima acao da enzima na
hidrélise de galato de epigalocatequina extraido de cha verde comercial € em
tanino comercial purificado e constataram que a atividade antioxidante € maior

apoés a hidrélise enzimatica.

Macedo et al. (2011) constataram aumento significativo na atividade
antioxidante de extrato de cha verde e erva-mate apds biotransformacdo dos
compostos fendlicos pela tanase de Paecilomyces variotii. Os compostos
majoritarios, determinados por meio de HPLC, no extrato de cha verde e erva-

mate foram epigalocatequina galato e acido clorogénico, respectivamente. Os



autores sugerem que a tanase possui capacidade de hidrolisar estes compostos

em outros com maior atividade antioxidante.

Schons et al. (2011b) estudaram o efeito in vivo de uma dieta elaborada a
base de sorgo (Sorghum bicolor), tratada com tanase de Paecilomyces variotii e
fitase comercial (Natuphos — BASF). Foi constatado que o tratamento enzimatico
do sorgo com as enzimas promoveu a diminui¢do nas concentragdes de taninos e
aumento da concentracao de fosforo inorganico. O ensaio biolégico mostrou que
0s animais alimentados com a dieta feita a base de sorgo tratado enzimaticamente
foi melhor em relagdo a dieta a base de sorgo cru, quanto a digestibilidade
aparente de fosforo, niveis de glicose, colesterol e triacilgliceréis, além de resultar
em menor atividade das enzimas aspartato amino transferase e alanina amino

transferase.

Madeira, Macedo e Macedo (2011) constataram a capacidade da tanase de
Paecilomyces variotii em detoxificar residuo de mamona pela biotransformacao de
ricina ap6s 48h de fermentacédo. A efetividade da detoxificacdo foi avaliada por

meio de estudo citotdxico, o qual comprovou a efetividade do processo.

Schons et al. (2011a) avaliaram a imobilizagdo da tanase de Paecilomyces
variotii por encapsulagdo em alginato, alginato de alga marrom, pectina e goma
gelana. Dentre os suportes empregados o alginato de sddio foi o0 mais adequado.
A enzima imobilizada e livre apresentaram temperatura 6tima de atividade a 40 e
60°C, respectivamente e atividade 6tima em pH 5,5. A enzima imobilizada reteve

60% da atividade catalitica ap6s 5 ciclos de uso.

Como citado anteriormente a tanase tem capacidade de realizar a
hidrélise de taninos bem como a sintese de ésteres dependendo do solvente
empregado, sendo que para as reacdes citadas € recomendado o uso de solvente
polar (agua, tampdes) e solvente apolar (hexano e benzeno), respectivamente.
Acredita-se que as enzimas sejam cataliticamente ativas em meio organico porque
estas permanecem na sua forma original. Esta caracteristica deve-se,

principalmente, ao aumento das interacdes -eletrostaticas entre 0s grupos



integrantes da enzima e, solventes organicos e a baixa constante dielétrica da
maioria deles e, também ao aumento do numero de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares (KLIBANOV, 2001).

Ja foi comprovado que moléculas de dgua sdo componentes essenciais
na retencdo da atividade catalitica da enzima, contudo, como citado acima, a agua
no meio reacional favorece a reagao de hidrolise. Alguns estudos ja relataram que
a reacao de sintese necessita de uma concentragdo minima de agua para que
esta possa acontecer (YU et al., 2005; YU et al., 2007; YU, LI e WU, 2004b).

O éster mais estudado atualmente por meio da sintese com tanase é o
propilgalato, resultante da reacdo entre acido galico e propanol (Figura 3).
Propilgalato é um antioxidante seguro e muito utilizado na producgéo de alimentos,
cosméticos, produtos para cabelo, adesivos e lubrificantes. Atualmente este
aditivo € produzido por via quimica, apesar dos métodos quimicos oferecerem
geralmente rendimentos altos, possuem também diversas desvantagens como
producdo de subprodutos, requerem condicoes extremas, como elevada
concentracdo de acidos, bases, temperaturas, pressao. Ja em contrapartida, os
métodos biolégicos sdo mais eficientes e empregam condicdes brandas de
reagentes, temperatura e pressdo; além disto, origina-se por este método
composto considerado natural, o que aumenta consideravelmente o seu valor
agregado (YU e LI, 2005).
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Figura 3. Reacéao de sintese de propilgalato pela tanase a partir de acido galico e
propanol.



Yu et al. (2004b) estudaram a sintese de propilgalato em meio orgéanico
com tanase imobilizada, empregando as seguintes condi¢cdes reacionais, 1mL de
acido galico 0,1M, 2mL de solvente e 1mg da enzima imobilizada, a 40°C, 200
rom, pH 5,5, durante 12 horas. Os autores avaliaram o rendimento de propilgalato
variando a relagdo agua:solvente (hexano) no meio reacional e obtiveram maior
producédo deste éster empregando 100% de solvente na reagdo. No estudo com
diferentes solventes e alcodis foram obtidos rendimentos de 44,3% e 35,7% de
propilgalato utilizando benzeno e hexano, respectivamente. Os autores também
constataram a importancia do emprego de peneiras moleculares ou o emprego de

sais na remocao de agua do sistema reacional.

Sharma e Gupta (2003) utilizaram uma rota alternativa baseada na
transesterificacdo do acido tanico a propil galato. A adicdo de agua e sorbitol ao
meio até 1% e 5 mmol/g de tanase, respectivamente, promoveram aumento no
rendimento da reagdo. Em condigbes otimizadas foi obtido 86% de conversédo do

acido tanico em propil galato.

2.2 Métodos de imobilizacao de enzimas

A imobilizagcdo de enzimas, de uma forma sucinta, corresponde a
interacdo ou ligagdo quimica da mesma com determinado suporte insolavel, ou
seu confinamento dentro de uma matriz polimérica prevenindo assim sua
migracdo para o meio, ou fase movel, onde se encontram o substrato e produto
(BICKERSTAFF, 1997; ROSEVEAR, 1984).

Na década de 1960, houve um grande interesse na imobilizacdo de
enzimas devido a possibilidade de reutilizagdo e aumento da estabilidade, todavia
o confinamento e encapsulamento das enzimas ndo apresentaram muito sucesso,
devido a nao retencdo no suporte, baixa transferéncia de massa e
consequentemente baixo desempenho. Isso foi compensado com 0s progressos

no entendimento do processo de desenvolvimento de microcipsulas para enzimas



e a aceitacdo de que enzimas imobilizadas ndo necessitam possuir a mesma
atividade catalitica, j& que poderao ser reutilizadas por sucessivas vezes.
Basicamente, as diferencas entre o encapsulamento de enzimas e células sao:
células possuem grandes dimensdes (poucos micrdmetros) ao contrario das
enzimas (poucos nandmetros), assim enquanto as células sdo realmente
imobilizadas, as enzimas podem se difundir no suporte; as células podem se
multiplicar quando encapsuladas e a perda de determinado numero de células
pode ser aceitavel, uma vez que elas podem aumentar durante o processo de
fermentacao, diferente das enzimas que podem ter sua concentracao no suporte
diminuida, porém isso pode ser compensado com aumento de atividade em
alguns casos (PONCELET, 2006).

Em termos de aplicagdes industriais, a imobilizagdo de enzimas e/ou
células oferecem diversas vantagens em relacao a utilizagdo do biocatalisador na
sua forma livre, por exemplo, a possibilidade de reutilizacdo, maior facilidade da
separacdo do produto, aumento da estabilidade da enzima e possibilidade de
processos continuos (OLIVEIRA et al., 1997).

O emprego de enzima livre acarreta a inevitavel presencga do biocatalisador
como parte integrante do meio (se ndo houver uma etapa de separacdo da
enzima) o que em muitos casos pode gerar alteracdo de flavor e ainda a
necessidade de uma nova batelada de biocatalisador (SANGEETHA et al., 2005).
Tragos de enzima no produto final, em alimentos ou medicamentos, podem ainda,

ser um fator de risco, ao desencadear reacdes alérgicas em seus usuarios finais.

O reuso e aumento na estabilidade enzimatica sdo atualmente uma das
maiores razdes para o emprego de enzimas imobilizadas industrialmente (HAKI e
RAKSHIT, 2003). Os avancgos cientificos na area de imobilizagao fornecem uma
enorme gama de suportes e diferentes técnicas de imobilizacdo. Contudo, poucos
estudos detalham e explicam as diferencas entre os métodos de imobilizagdes.
Desta forma, ndo ha um suporte ideal ou técnica que possa ser empregada como
padrao. A escolha do suporte e do método de imobilizacao deve ser feito levando
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em consideracao as caracteristicas e propriedades requeridas para a aplicacao do
material imobilizado frente as propriedades, limitacbes e caracteristicas da

combinacao entre suporte e método de imobilizacao (BICKERSTAFF, 1997).

Para que enzimas imobilizadas sejam efetivamente empregadas pelas
industrias de alimentos, estas devem ser economicamente viaveis, isto pode ser
atingido de duas maneiras: quando a imobilizacdo resultar em um aumento
significativo na estabilidade da enzima, resultando em aumento do tempo de uso
deste biocatalisador e/ou quando o preco do processo de imobilizacao for baixo
(suportes baratos e reutilizaveis) (PESSELA et al., 2003).

Uma das grandes desvantagens que devem ser evitadas no processo de
imobilizacdo é a inativagdo da enzima devido as mudangas na sua estrutura
conformacional (KLIBANOV, 1983; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005b). Quando a
enzima imobilizada é inativada, ambos enzima e suporte tornam-se residuo para
as industrias. Desta forma processos de imobilizacdo que permitam a dessorcao
da enzima apds a sua inativacdo e reaproveitamento do suporte sao muito
atrativos industrialmente, especialmente pelo elevado custo que alguns suportes
possuem. A dessorcao do biocatalisador e reaproveitamento do suporte € possivel
nos métodos que envolvam interacées quimicas entre enzima e suporte como

adsorcao, ligacao idnica e ligacao covalente (TORRES et al., 2005).

Enzimas imobilizadas podem ter suas propriedades cataliticas (atividade,
especificidade e enantioseletividade) modificadas em fungdo do protocolo e
suportes utilizados no processo (PALOMO et al., 2003).

A especificidade enzimatica baseia-se nas interagdes entre a molécula do
substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima, como, por exemplo, as ligagdes de
hidrogénio, as interagbes de Van der Waals e as interacdes eletrostaticas. Isto
ocorre somente quando varias dessas interagdes acontecem simultaneamente
entre as duas moléculas (enzima e substrato/inibidor) em uma estrutura
tridimensional (DIXON e WEBB, 1979).
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Dentre os métodos empregados para imobilizar enzimas, a adsorcao € o
método mais utilizado, pois, € o0 método mais simples, barato e que menos
influencia a atividade catalitica da enzima. As interagdes envolvidas sao
eletrostéaticas, como forgcas de Van der Waals, ligagao ibnica, ligagdo de hidrogénio
e interagao hidrofébica. Estas interagdes séo relativamente fracas, contudo se elas
coexistirem em um grande numero podem resultar em uma boa eficiéncia de
imobilizacdo. O procedimento consiste em misturar o material a ser adsorvido
junto a um suporte, sob condi¢cdes adequadas de pH, forca ibnica e temperatura,
por determinado tempo. Em seguida, o material suporte+enzima deve ser coletado
e lavado para remover a enzima que nao foi adsorvido ao suporte (PAIVA et al.,
2000).

Segundo Villeneuve et al. (2000) o sucesso e a eficiéncia da adsorcao fisica
da enzima ao suporte dependem, de alguns parametros como, forca idnica,
temperatura, agitacdo, tamanho e concentragdo da enzima, area superficial do
suporte (porosidade e tamanho dos poros), natureza da superficie do suporte
(carater hidrofébico e hidrofilico), estabilidade quimica e fisica, resisténcia
mecanica, caracteristica hidrofobica e hidrofilica.

Como vantagens da imobilizacao por adsor¢cao pode-se citar pequeno ou
nenhum dano a enzima; metodologia simples, rapida e barata; ndo sao feitas
modificacées quimicas no suporte e/ou enzima; o suporte pode ser reutilizado e
nao sao empregados reagentes toxicos. As desvantagens sao perda do material
adsorvido durante a reacdo; ligacao nao especifica entre enzima e suporte;
sobrecarga do suporte e impedimento estérico. Algumas vezes, um biocatalisador
fortemente adsorvido a um suporte pode ser dessorvido durante a reacdo como
resultado da ligacdo com o substrato, ligacdo com contaminantes presentes no
substrato, mudanca do meio devido a formacao de produto, ou outras condicdes
que mudem a conformagdo da proteina. Fatores fisicos como fluxo, agitacéo,
abrasdao também podem provocar a desorcdo. A desorcdo pode ser positiva
quando se deseja remover um biocatalisador antigo com atividade diminuida e
adsorver um novo (BICKERSTAFF, 1997).
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A imobilizacdo por ligagdo covalente vem sendo bastante estudada, pois
esta ligacao formada entre enzima e suporte € a mais estavel, dentre todas as
interacdes possiveis no processo de imobilizacao, (PEREZ et al., 2007) por esta
razao, esta metodologia mostra-se muito efetiva quanto a eficiéncia e melhoria na
estabilidade da enzima (KIM et al., 2006). Este método de imobilizacdo envolve a
formacao de ligacdo covalente entre o biocatalisador e o suporte, feita por meio

dos grupos funcionais presentes na superficie dos mesmos.

Como vantagens, a imobilizacao covalente evita o fenbmeno de desorcao, a
diminuicdo da velocidade de desativacdo espontdnea além de aumentar o tempo
de vida util e da estabilidade térmica do biocatalisador. As ligacdes covalentes
promovem rigidez na estrutura da enzima, limitando seu movimento quando
submetida as altas temperaturas. No entanto, apresenta como desvantagem a
facilidade em alterar a estrutura terciaria nativa da enzima, com subseqlente
reducao da atividade catalitica (GIRELLI e MATTEI, 2005).

Na imobilizagdo por ligagdo covalente é de extrema importancia considerar
0s aminoacidos presentes na enzima e seus respectivos grupos funcionais através
dos quais a enzima pode ser ligada ao suporte, bem como caracteristicas fisicas e
quimicas do suporte, as quais possibilitardo a ligacdo com a enzima. As proteinas
enzimaticas podem ser formadas por 20 aminoacidos distintos e os grupos
funcionais que podem ser envolvidos na ligacdo covalente com o suporte sao:
grupos amino (NH>) da lisina e arginina, NHz terminal, grupos carboxilicos (COOH)
do acido aspartico e glutdmico, hidroxilas (OH) da serina e treonina e grupos
sulfidrilicos (SH) da cisteina. Quando estes grupos funcionais forem utilizados
para estabelecer a ligacdo covalente entre enzima e o suporte é de fundamental
importancia que os mesmos nao estejam envolvidos com a atividade catalitica da
enzima (MORENO et al., 1997; PEREZ et al., 2007).

O grupo amino (NH,) da lisina e NH.-terminal das proteinas sdo os mais
utilizados na imobilizacdo por ligacdo covalente, pois, a maioria das enzimas

possuem diversos residuos de lisina que geralmente nao estdo envolvidos com o

13



sitio ativo e encontram-se na sua superficie, sdo altamente reativos (sem nenhum
processo prévio de ativacao) com diversos grupos funcionais como aldeidos,

epoxi, ciano brometo.

Quando se trata de imobilizacao um fator extremamente importante é o pK
do composto em questao, pois a desprotonacdo torna os grupos quimicos mais
reativos. No caso especifico dos grupos amina o pK da lisina e do NHz-terminal é
entre 10,5 - 10,7 e 6,0 - 8,0, respectivamente. Sendo assim, quando o pH do
processo de imobilizacdo for neutro a interagdo entre suporte enzima vai ocorrer
predominantemente por meio NHx-terminal. Se o pH for superior a 10 a interagéo
é favorecida com o NH; da lisina. Dentre estas duas formas de interagcao enzima-
suporte a mais estavel é por meio dos grupamentos NH. da lisina, pois,
geralmente, se encontram em maior numero e na superficie da estrutura
conformacional da enzima, isso possibilita a imobilizagdo multipontual, a qual
origina derivados imobilizados mais estaveis. A desvantagem de imobilizar a
enzima por meio dos grupos NH, da lisina é devido ao elevado pH requerido, pH =
10, o que pode inativar a enzimas, ja que estas sdo sensiveis as condicdes
extremas de temperatura, pH e pressdo (MATEO et al., 2005).

A interacdo entre enzima e suporte pode ser monopontual, quando ha
somente uma ligacao covalente entre enzima e suporte ou multipontual, quando a
enzima se liga ao suporte por meio de varias ligacoes covalentes. A grande
vantagem da imobilizagdo multipontual é a maior estabilidade da enzima devido a
uma maior resisténcia a modificacdes conformacionais frente a meios adversos
como temperatura e pH extremos, presenca de solventes organicos. Como
desvantagem da imobilizacdo multipontual pode-se ressaltar o envolvimento de
aminoacidos fundamentais para a atividade catalitica nas ligacbes covalentes.
Além disso, outra desvantagem é o impedimento estérico, o qual pode ser
solucionado ou melhorado pelo uso de agentes que servem como bracos
espacadores e possibilitam maior mobilidade da enzima sem diminuir a eficiéncia
de imobilizacdo (GUISAN, 1988). A Figura 4 representa a ligacdo covalente

enzima-suporte monopontual, ligacdo covalente enzima-suporte utilizando
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modificacbes quimicas na enzima e ligagdo covalente multipontual enzima-

suporte.

Imobilizagdo por ligagdo covalente monopontual entre enzima e suporte

Q Ligagdo covalente

v

Estabilidade +

Imobilizagdo de enzima modificada quimicamente

R

O Modificagdo quimica R R Ligagdo covalente
R
—_—

R R

Estabilidade +++

Imobilizagdo multipontual de enzima modificada quimicamente

Ligagdo covalente

Modificagdo quimica R R’ multipontual
R R —_—

Estabilidade +++++++

Figura 4. Imobilizacdo de enzima por ligacdo covalente monopontual, por
modificacdo quimica e por modificagdo quimica e ligacdo covalente multipontual.
Adaptado de Lopez-Gallego et al. (2005a).

Como relatado acima a imobilizagdo de enzimas por ligagdes covalentes
ocorre por meio de combinagdes quimicas entre grupos reativos do suporte e
grupos funcionais da enzima que ndo sdo essenciais para a atividade catalitica,
porém poucos suportes contém naturalmente esses grupos reativos que permitam
o acoplamento direto da enzima, necessitando, na maioria das vezes, de um
processo conhecido como ativacdo, no qual o suporte € modificado por meio de
reacdes quimicas e grupamentos reativos sdo introduzidos. Basicamente duas

etapas sao fundamentais na imobilizacdo por ligacao covalente, primeiramente é
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feita a ativacdo dos grupos funcionais do suporte por meio de reagente especifico
apds esta etapa a enzima é adicionada para formar a ligacdo covalente com o
suporte ativado (BICKERSTAFF, 1997).

Em alguns casos, a ligacdo covalente altera a estrutura conformacional e
o centro ativo da enzima, resultando em um aumento ou diminuicdo da atividade

catalitica e/ou mudanca da especificidade pelo substrato (CHIBATA, 1978).

Os agentes reticulantes sdo aqueles que possuem capacidade de fazer
ligagbes intra e intermolecular unindo diferentes compostos, sendo interessante
neste estudo aqueles que fazem essa ligacdo com aminoacidos, peptideos ou
proteinas.

No sentido de se ter maior controle na liberacdo do material de recheio,
varios agentes reticulantes como glutaraldeido, formaldeido, carbodiimida,
transglutaminase, genipina, éster N-hidroxisuccinimida e epdxidos sao utilizados
para diminuir a liberacdo destes compostos (MAJI et al., 2007; KUMBAR et al.,
2002). Contudo, a maioria dos reticulantes sado toxicos ao organismo, este
problema aumenta a demanda de agentes reticulantes capazes de formar ligacao
estavel e biocompativel, com menos problemas citotoxicos (DEVI e MAJI, 2010)

A reticulacao quimica entre as subunidades deveria ser uma das melhores
abordagens para se estabilizar a estrutura multimérica da enzima. No entanto,
essa € uma estratégia muito dificil, pois, ndo ha controle sobre as reacgdes
formadas. A reacdo de enzimas com agentes reticulantes pode promover ndao sé
uma rapida e intensa reticulagcdo inter-subunidades, mas também um elevado
namero de reacdes colaterais indesejaveis, o que podera resultar na distorcao e
conseqiiente inativacdo da enzima (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1999).

O glutaraldeido é um dos reticulantes mais utilizados devido ao baixo custo
e elevada reatividade. As ligagdes que se formam entre a enzima e o glutaraldeido
sdo estaveis diante dos efeitos de pH, forga idnica, solvente e temperatura (Figura

5). A maior desvantagem é que muitas enzimas sdo sensiveis a reacdo com o
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glutaraldeido e podem perder a atividade catalitica. Entretanto, a efetividade da
imobilizagcdo depende das condi¢cdes experimentais em que o procedimento €
realizado, devido a multiplicidade de estruturas quimicas possiveis em cada
situacdo (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2001).

/ NH;
o]
ya
0 \/\/\/\c\/
~mng? H
N
H 0
O\/W"\C
V. H
el 5 A1)
H W\/\C// A adll NH>
0] ~ ~
Y H
‘\/\/\/\C/

Figura 5. Ligacdo covalente entre o grupo
amina da enzima e o grupo aldeido do
glutaraldeido. = Adaptado de Fernandez-
Lafuente et al. (1999).

A transglutaminase (TG) (EC 2.3.2.13) € uma enzima capaz de catalisar
reacdes de transferéncia de grupos acil formando ligagcdes cruzadas intra e
intermoleculares em proteinas, peptideos e varias aminas primarias,
principalmente através de ligacdes covalentes entre o grupo y-carboxilico dos
residuos de glutamina e o grupo €-amino da lisina (Figura 6). A vantagem deste
reticulante sdo as condicdes brandas da reacdo, o que € muito importante quando
da imobilizagdo de enzimas instaveis e a possibilidade do uso desta enzima na
area alimenticia (SYNOWIECKI e WOLOSOWSKA, 2006).
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Figura 6. Ligacbes cruzadas entre residuos de glutamina e lisina de proteinas
(BAGAGLI, 2009).

Genipina é um reticulante natural encontrado na natureza, atdxico e
biocompativel (SUNG et al., 1999; CHANG et al., 2003) ele é extraido de Gardenia
jasminoides na forma de geniposideo, um glicosideo, que quando hidrolisado pela
B-glicosidase produz genipina (FUJIKAWA et al., 1987). Genipina pode ligar-se
espontaneamente com aminodacidos, proteinas como gelatina, polissacarideos
como, pectina, quitosana e carragena (LIANG et al., 2004; PALACE et al. 1999),
esta reacdo produz coloracdo azul. A Figura 7 demonstra a forma como este

composto pode se ligar a quitosana.

A encapsulacao de enzimas ou células é outra técnica de imobilizacdo bem
difundida, ocorre por meio do envolvimento do material biolégico em membranas
semipermeaveis, desta forma a enzima fica livre na solu¢cdo, mas restrita em um
espaco. Proteinas de elevada massa molecular ndo conseguem entrar ou sair da
capsula, contudo substratos e produtos de menor massa molecular podem passar
livremente pela membrana semipermeavel. A limitacdo difusional € o maior

obstaculo desta técnica, podendo levar a ruptura da membrana.
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Figura 7. Ligacao entre genipina e quitosana. Adaptado de Muzarelli (2009).

O alginato de sédio é um polimero extensivamente utilizado na imobilizagao
de enzimas por gelificagdo ibnica por ser um método simples, nao téxico,
biodegradavel e barato (MOHAPATRA, MONDAL e PATI, 2007). O alginato de
sédio é um polimero extraido de algas marinhas, constituido por varias unidades
de sais dos acidos B-D-manurdnico e a-L-gulurbénico, unidos por ligacdes
glicosidicas (MOFIDI, 2000). Estes monémeros podem ser organizados em
cadeias consecutivas de residuos G (G)n, de residuos M (M)n, ou alternando
residuos M e G (MG)n (Figura 8). A diferenca na sequiéncia e no conteudo de
blocos destes polimeros determinara a flexibilidade da cadeia, influenciando na
solubilidade e estabilidade do gel que sera formado. Blocos MG, por exemplo,
formam cadeias mais flexiveis e mais soluveis em valores de pH baixos e a
estabilidade do gel estd diretamente relacionada ao conteudo de blocos G
(ERTESVAG e VALLA, 1998).
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Figura 8. Composicao de alginatos. (a) cadeia de residuos
de acidos manurénicos (M). (b) cadeia de residuos de acidos
gulurdnicos (G). (c) cadeia de residuos de acidos
manurdnicos e acidos gulurbnicos alternados (MG).
(KAWAGUTI e SATO, 2008).

Acido alginico é o Unico polissacarideo que contém, naturalmente, grupos

carboxilicos em cada constituinte residual, e possui varias habilidades funcionais.
A propriedade mais empregada é sua habilidade de reagir com cations
polivalentes, especialmente ions calcio, para produzir géis fortes ou polimeros
insoliveis (GRANT et al., 1973; KING, 1983). Allen et al. (1963) classificaram o
cloreto de calcio como o agente gelificante mais efetivo, tendo a funcdo de
estabelecer a associagcdo cooperativa dos segmentos poliméricos M e G,

formando estruturas agregadas. O efeito desses ions é estabelecer ligagdo entre
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as cadeias de alginato através de interagbes idnicas, apds terem ocorrido as
ligacbes de hidrogénio entre as mesmas. Essa estrutura reticulada tridimensional
tem grande capacidade de reter agua, formando assim um gel muito estavel. O
mecanismo de formagao do gel de alginato pode ser explicado pelo modelo “caixa
de ovos”, para as interacées de segmentos G com ions de calcio. As regides de
blocos G sao alinhadas lado a lado, resultando na formagdo de uma cavidade,
onde os ions calcio fazem a jungédo entre as cadeias, semelhante ao ovo numa

embalagem de ovo formando uma rede tridimensional (Figura 9).
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Figura 9. Formacao do gel de alginato de célcio. (a) ligacdo entre as cadeias
homopoliméricas através dos ions calcio situados entre os grupos com carga
negativa. (b) formagdo da rede de gel com cadeias homopoliméricas unidas
através dos ions calcio. Adaptado de Kawaguti e Sato (2008).
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A quantidade relativa de cada tipo de cadeia varia entre os diferentes
alginatos. Existem distintas diferengas estruturais entre os tipos de cadeias (KLEIN
et al., 1983; ERTESVAG e VALLA, 1998; CHAN et al., 2002). Géis com grande
quantidade de (G)n exibem alta porosidade, baixo encolhimento durante a
formagdo do gel e menor inchamento apds secagem, no entanto, tém maior
propensdo em apresentar sinerese. Com o aumento da quantidade de (M)n, os

géis tornam-se mais macios e apresentam poros de menor tamanho.

Pectina é um polissacarideo extraido da parede celular de plantas, sendo a
casca de frutas citricas e polpa da maca as principais fontes de pectina comercial.
A pectina é usada industrialmente como agente gelificante e espessante e é
constituida essencialmente por cadeias lineares de residuos de acido D-
galacturénico unidos por ligacbes a-1,4 (THAKUR et al., 1997). Este
polissacarideo € usualmente caracterizado quanto ao seu grau de metoxilas dos
grupos carboxilicos, assim solugdes aquosas de pectina com grau de esterificacao
inferior a 50% formam géis em presenca de ion calcio (IMESON, 1997). A
gelificacdo ionotropica da pectina BTM é um método simples, brando e barato,
sendo o gel formado facilmente pelo gotejamento da solucdo de pectina em

solucao ibnica de cloreto de calcio.

Os estudos referentes a imobilizacao de tanase obtidas de diferentes micro-
organismos sao consideraveis, e diversas técnicas vem sendo utilizadas com éxito
para a obtencao de derivados imobilizados, dentre os trabalhos cientificos pode-se
ressaltar aqueles desenvolvidos empregando adsorcéao fisica, ligacao covalente e
ibnica, coacervacao complexa e encapsulacdo. Na Tabela 1, encontram-se
sumarizados em ordem cronoldgica os trabalhos publicados sobre a imobilizacao
de tanase, os suportes empregados, método empregado e principais resultados.
Estes estudos foram adequadamente descritos e comparados com os dados
obtidos no presente trabalho na parte que se refere aos “Resultados e Discussao”.
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Tabela 1. Publicacées cientificas sobre imobilizacdo de tanase em ordem cronolégica de desenvolvimento descrevendo
0s suportes, métodos empregados e principais resultados obtidos

Suporte

Método

Resultados

Autores

Silica alquilamino-

Ligagéo covalente

O pH o6timo da enzima imobilizada apresentou
pequeno aumento

Weetal e Detar

glutaraldeido (1974)
A enzima imobilizada apresentou maior estabilidade
Eupergit C-etilenodiamino Ligacao covalente térmica (20-60°C), ja a tanase livre foi estavel entre Nicolas et al.
20-40°C. Quanto ao reuso a tanase imobilizada (1998)
permaneceu ativa apos 400 ciclos
Alumina, Quitina Adsorcao
Dowex-50W Ligacéo ibnica Melhor resultado de eficiéncia de imobilizacdo
DEAE-Sephadex A-25 (26,6%), foi obtido utlizando-se  quitosana-

Quitina-glutaraldeido
Quitosana-glutaraldeido

Ligagéo covalente

Poliacrilamida
Alginato de calcio

Encapsulacao

glutaraldeido. A tanase imobilizada apresentou
atividade relativa menor que a tanase livre frente a
taninos de diferentes fontes

Abdel-Naby et al.
(1999)

Alginato, Quitosana
Carragena, Pectina

Encapsulacao

Alginato-quitosana de
baixa massa molecular
Alginato-quitosana de alta
massa molecular

Coacervagao complexa

Alginato+ glutaraldeido
Pectina+ glutaraldeido

Encapsulacao e ligacao
covalente

Alginato-quitosana+
glutaraldeido

Coacervagao complexa e
ligacao covalente

A tanase imobilizada em alginato recoberto com
quitosana reticulado com glutaraldeido foi a mais
eficiente em reduzir turbidez de cha. Tanase
encapsulada em carragena mostrou-se muito instavel
no cha e encapsulada na pectina ndo apresentou
atividade catalitica

Boadi e Neufeld,
(2001)

Concavalin A-Sepharose

Ligagéo covalente

A enzima imobilizada mostrou pH 6timo similar a da
enzima livre, Km maior e ap6s 3 ciclos de uso reteve
81% da atividade

Sharma, Bhat e
Gupta, (2002)
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Continuacao Tabela 1. Publicacdes cientificas sobre imobilizacdo de tanase em ordem cronol6gica de desenvolvimento
descrevendo os suportes, métodos empregados e principais resultados obtidos

Celite

Adsorcao

Rendimento de 86% de

transesterificagao

propilgalato  por

Sharma e Gupta,
(2003)

Alginato-quitosana

Coacervagao complexa

Rendimento de 34,6% de propil galato

Yu et al. (2004a)

Alginato-quitosana

Coacervagao complexa

Rendimento de 44% de propil galato

Yu et al. (2004b)

Alginato-
carboximetilcelulose

Coacervagao complexa

Atividade enzimatica recuperada de 36,8%

Yu et al. (2004c)

Alginato-quitosana

Coacervagao complexa

Rendimento de 36% de propil galato

Yu e Li, (2005)

Aumento de 1,7 vezes na producao de tanase pelo Mohapatra,
Alginato Encapsulacéao Bacillus licheniformis KBR6 Mondal e Pati
(2007)
A enzima imobilizada reteve 85% da atividade catalitica
: ~ . . L o Sharma, Agarwal
Amberlite IR Adsorcéo apos 9 ciclos. A determinacdo do Km indicou que a
. . . et A e Saxena (2008)
enzima possui maior afinidade € o &cido tanico
. ) A producao ,d.e aled.o galico foi maior quando Cruz-Aldaco et al.
Alginato Encapsulagéo empregou-se acido tanico como substrato, comparado (2009)
com o metil galato
Alginato Dentre os polissacarideos utilizados e os diferentes

Alginato-glutaraldeido
Glutaraldeido-alginato-
Glutaraldeido

Encapsulacao e ligacao
covalente

Quitosana
Quitosana-glutaraldeido
Glutaraldeido- Quitosana
Glutaraldeido- Quitosana
-glutaraldeido

Encapsulacao e ligacao
covalente

métodos de imobilizacdo a maior atividade recuperada
(76,6%) foi empregando glutaraldeido-alginato-
glutaraldeido. pH e temperatura 6timos de atividade da
enzima imobilizada foram de 5,0 e 35°C, para a enzima
livre foi 5,0 e 45°C, respectivamente. A enzima reteve
87% de atividade catalitica ap6s 30 usos

Su et al. (2009)

Agarose-CNBr
Agarose-glioxil

Ligacao covalente

A maior estabilidade foi obtida com o suporte glioxil-
agarose

Curiel et al. (2010)
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Continuacao Tabela 1. Publicacdes cientificas sobre imobilizacdo de tanase em ordem cronol6gica de desenvolvimento
descrevendo os suportes, métodos empregados e principais resultados obtidos

Alginato

Encapsulacao

Quitina-glutaraldeido
Gelatina-glutaraldeido
Proteina bovina sérica-

glutaraldeido

Ligagcéo covalente

A imobilizacdo por ligagdo covalente com gelatina
resultou em maior % de imobilizacdo e atividade
especifica. A enzima imobilizada apresentou maior
estabilidade frente ao pH e temperatura. O valor de Km
para a enzima imobilizada foi maior que o Km para a
enzima livre e quanto ao reuso esta reteve 84% de
atividade ap6s 5 ciclos

El-Tanash, Sherief
e Nour, (2011)

Agarose-CNBr
Agarose-glioxil

Ligagao covalente

A enzima imobilizada em agarose-glioxil foi 10 vezes
mais estavel que aquela imobilizada em agarose-CNBr.
O rendimento de propilgalato foi de 45% quando se
utilizou o substrato metilgalato, ja a transesterificagcao
com &cido tanico produziu 45% de propilgalato e 55%
de &cido galico

Fernandez-
Lorente et al.
(2011)

Alginato de sédio
Alginato de alga marrom
Pectina
Goma gelana

Encapsulacao

Dentre os suportes empregados o alginato foi o mais
adequado. A enzima imobilizada e livre apresentaram
temperatura 6tima de atividade 40 e 60°C,
respectivamente e atividade 6tima em pH 5,5. A enzima
imobilizada reteve 60% da atividade apos 5 ciclos de
uso.

Scions et al.
(2011a)
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2.3 Efeitos da imobilizacao nas propriedades bioquimicas e cinéticas das

enzimas

Apébs a imobilizacao, as propriedades fisicas e quimicas da enzima podem
sofrer modificagdes. Devem ser considerados os efeitos da imobilizagdo sobre a
estabilidade, as propriedades cinéticas e especificidade além da atividade
catalitica da enzima (MARKGLOU e WAINER, 1976).

As diferengas no comportamento da enzima imobilizada, quando

comparada a sua forma em solucdo, devem-se aos seguintes fatores:

- Efeitos conformacionais: modificagdo conformacional da molécula de

enzima devido a alteracao na estrutura terciaria do sitio ativo;

- Efeitos estereoquimicos: uma parte da molécula da enzima é imobilizada

numa posicao tal que o sitio ativo é relativamente inacessivel,

- Efeitos difusionais ou de transferéncia de massa: tém origem na
resisténcia de difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto da

reacao;

- Efeitos microambientais: resultantes do método de imobilizacao utilizado
ou da presenca e natureza (hidrofébica ou hidrofilica) do suporte na vizinhanca da

enzima.

Todos esses fatores podem influenciar as propriedades da enzima
imobilizada que adquirem novas propriedades cinéticas, modificagdes em seus
valores de Km e Vmax e deslocamento dos valores de pH e temperatura
(MARKOGLOU e WAINER, 2003; VITOLO, 2001).

O aumento da estabilidade pode ocorrer em funcdo da estabilizacdo da
estrutura da proteina ou simplesmente porque enzimas imobilizadas estdo menos
acessiveis a agentes desnaturantes ou a micro-organismos. Essa estabilidade é

regida pelo nimero e a natureza das ligacoes formadas entre a enzima e o
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suporte; pelo grau de confinamento da enzima ao suporte; pelo microambiente
formado entre a enzima e o0 suporte e pelas condicbes de imobilizacao
(MARCONI, 1989).

Algumas estratégias podem ser utilizadas para aumentar a estabilidade de
enzimas imobilizadas (MARKGLOU, 1976). A imobilizagdo multipontual, por
exemplo, pode promover o aumento da rigidez da molécula da enzima tornando-a
mais resistente as mudancas conformacionais. Outra estratégia é a introducao de
espacadores, o que permite o distanciamento entre a enzima e suporte
promovendo maior liberdade reduzindo assim, a ocorréncia de impedimentos
estéricos (MATEO et al.,, 2000). Além disso, a resisténcia a transferéncia de
massa diminui com o aumento da vazdo e da agitacdo, tornando importante a
investigagdo do efeito da vazdo sobre os valores de Km e Vmax em enzimas
imobilizadas. Além do efeito de impedimento estérico causado pelo suporte, as
mudancas conformacionais e na estrutura tridimensional da molécula da enzima,
especialmente no sitio ativo, tornam esse centro menos acessivel causando uma
diminuicéo da atividade catalitica (BALCAO et al., 2001).

A estrutura terciaria das enzimas é formada através de interacoes
intermoleculares, como ligacdes hidrogénio, pontes de dissulfeto e interacdes
eletrostéticas. As interacdes eletrostaticas sdo sensiveis ao pH de sua vizinhanca
e mudancgas nesse pH podem resultar em mudangcas no padrdo de cargas e,
conseqlentemente, em mudangas na estrutura terciaria da enzima. Essas
mudancas podem alterar o sitio ativo da enzima, promovendo o aumento ou
diminuicdo da atividade enzimatica. Estudos do efeito do ambiente da enzima,
causado pelo processo de imobilizacdo, demonstraram que o uso de suportes com
cargas pode causar o deslocamento do pH de maior atividade da enzima
(BALCAO et al., 2001).

Um aspecto fundamental durante o processo de imobilizagdo é que a enzima
mantenha sua atividade catalitica. Para tanto, deve-se assegurar que o sitio ativo
nao esteja envolvido com o processo de imobilizacdo. Isso pode ser feito pela
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imobilizagdo da enzima na presenca do substrato, do produto da reacao catalitica,
ou de um inibidor competitivo em concentragdes de saturacdo. Esse procedimento
reduz a percentagem de enzima imobilizada em conformacdo nao catalitica
(CHAPLIN e BUCKE, 1990).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Estudar o emprego de diferentes técnicas e suportes para a imobilizagéo de
tanase de Paecilomyces variotii visando maior atividade enzimatica e maior
eficiéncia de imobilizagdo da enzima. Além disso, estudar os parametros de
imobiliza¢do, caracterizar bioquimicamente a tanase livre e imobilizada, estudar a

quimioseletividade da tanase imobilizada e livre para reagdes de sintese.

3.2 Objetivos especificos

- Estudar a imobilizacdo de tanase empregando técnicas de adsorcdo, ligacéo
covalente e encapsulacao em diferentes suportes;

- Otimizar o processo de imobilizacdo de tanase que se mostrar mais adequado;

- Caracterizar a enzima imobilizada e livre quanto ao pH e temperatura étimos de
atividade e estabilidade, atividade da enzima frente a inibidores;

- Selecionar alcodis para a reagdo de sintese de ésteres de acido galico com
tanase livre;

- Estudar a sintese de ésteres de acido galico com tanase imobilizada.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos e no Laboratério de
Microscopia Eletrbnica de Varredura no Instituto de Biologia da UNICAMP,
Campinas - SP.

Os principais equipamentos empregados foram centrifuga (Beckman
Coulter, Allegra ™ X-22R Centrifuge), bomba peristaltica (Masterflex modelo n®
7523-40), espectrofotébmetro (Beckman Coulter DU640), microscopio eletrénico de
varredura, liofilizador L101 (Liotop), agitador orbital (Edison), estufa de secagem
(FANEM).

Os reagentes empregados para a imobilizacdo da enzima foram os
seguintes: quitosana de baixa massa molecular (Sigma-Aldrich Brookfield
viscosidade 20.000cps), quitosana de média massa molecular (Sigma-Aldrich
Brookfield viscosidade 200.000cps), carragena (Genugel® tipo Cl-121 CPKelco);
alginato de sédio (viscosidade da solucao 2% a 25°C de aproximadamente 25cps,
Sigma), alginato de alga marrom (viscosidade da solugdo a 2%, 25°C de
aproximadamente 250cps, Sigma), goma gelana (GelzanCM CPKelco), pectina de
baixo teor de metoxilagdo (CPKelco), alumina neutra (Synth), Amberlite IR 120
(Aldrich), Amberlite IRC-50 (Rom and Haas), Dowex-1 (benzil-trimetilaménia —
Fluka), Accurel XP 100 (Plasteng), celite 545 (Synth), silica (Merck), glutaraldeido
(Sigma), polietilenoimina (Sigma) 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma-Aldrish),
cloreto de calcio (Vetec), genipina (Sigma), transglutaminase (Ajinomoto) e
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI 837.

Os reagentes empregados nas determinac¢des analiticas foram acido tanico
(Sigma-Aldrich), albumina sérica bovina (Biogras), cloreto férrico (Vetec), azul de
Coomassie Brilhante G-250 (VETEC). Os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico.
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4.1 Producao de tanase

A produgédo da enzima tanase foi realizada conforme estudo desenvolvido
anteriormente por Battestin e Macedo (2007a) com algumas modificacoes, através
de fermentacdo semi-soélida empregando farelo de trigo e o fungo Paecilomyces
variotii, selecionado por Macedo et al. (2005).

O micro-organismo Paecilomyces variotii foi mantido em meio Agar batata —
PDA, sob refrigeragdo a 7°C. A linhagem foi repicada em tubos inclinados neste
mesmo meio contendo 0,2% (m/v) de &cido tanico (Tanal B — Omnichem) e
incubados a 30°C por 72h. O pré-in6culo foi preparado adicionando-se 2,5mL de
agua esterilizada nos tubos de ensaios para obter uma suspensado de esporos
contendo 1,6 X 10 esporos/mL.

O meio de fermentacao foi composto por 20g de farelo de trigo, 20mL de
agua destilada e 10% (m/m) de &cido tanico (Tanal B — Omnichem). Este meio foi
transferido para frascos Erlenmeyer de 500mL e autoclavados a 121°C por 15
minutos. Apds atingir a temperatura ambiente, adicionou-se a suspensao de
esporos (2,5 mL) do Paecilomyces variotii contendo 1,6 X 10” esporos/mL. Apés a

inoculacao os frascos Erlenmeyers foram incubados em estufa a 30°C por 120 h.

Posteriormente procedeu-se a extracao das enzimas adicionando-se 160mL
de tampéao acetato pH 5,0 - 0,02M em cada Erlenmeyer, estes foram agitados em
agitador orbital a 200 rpm durante 1h, o meio foi filtrado em gase e centrifugado a
10.070xg por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante saturado com 80% de sulfato de
aménio (561¢g/L) e mantido refrigerado over night. A amostra foi centrifugada a
10.070xg por 30 minutos a 4°C, o precipitado foi dissolvido em pequena
quantidade de agua destilada e dializado por 48 horas contra agua destilada a fim
de remover o excesso de sulfato de aménio. O extrato bruto obtido foi congelado a
-18°C e liofilizado, a enzima liofilizada foi mantida a - 18°C.
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4.2 Imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii por adsorcao

A imobilizacao de tanase pela técnica de adsorcao foi testada de acordo
com a metodologia descrita por Sharma, Agarwal e Saxena (2008) utilizando-se os
suportes alumina, Amberlite, Accurel e celite. A imobilizacédo foi feita por contato,
empregou-se 500mg do suporte e 5mL de suspensao enzimatica (1mg/mL em
agua destilada). O suporte e a enzima foram colocados em recipiente de vidro e
permaneceram sob agitacdo a 200rpm por 1h a 20°C. Apds este periodo o
material foi separado por filtragcdo em papel de filtro Whatman n°1. Os respectivos
suportes foram lavados por 3 vezes empregando em cada uma das lavagens 5mL
de agua destilada refrigerada a 10°C. O material retido no papel de filtro foi
armazenado aberto em placa de petri sob refrigeracao de aproximadamente 7°C a
fim de evaporar a agua remanescente. As amostras de enzima imobilizada foram
utiizadas na determinagcdo da atividade enzimatica residual e eficiéncia de
imobilizagdo como descrito no item 4.6 e 4.8, respectivamente.

Apbs este experimento selecionou-se o suporte para imobilizacdo da
tanase que resultou em maior atividade enzimatica e maior eficiéncia de
imobilizacdo para estudar o efeito de diferentes proporcdes entre enzima:suporte.
As proporgoes estudadas foram 1:100, 1:50 e 1:10 e o processo de imobilizagdo
da tanase empregado foi 0 mesmo citado acima. A avaliagdo dos suportes foi em
relagéo a atividade enzimatica e eficiéncia de imobilizacdo como descrito no itens

4.6 e 4.8, respectivamente.

4.3 Imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii em Amberlite e Dowex
ativados com polietilenoimina e glutaraldeido

Empregou-se a resina catidbnica Amberlite e resina aniénica Dowex (1-
benzil-trimetilambénio - mesh de 200 — 400) na imobilizacdo de tanase de
Paecilomyces variotii. A imobilizacdo foi feita de 3 formas distintas para ambos

suportes, empregando o suporte natural (submetido somente a etapa de lavagem,
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como descrito abaixo), suporte ativado com polietilenoimina (PEl) e suporte
ativado com PEI e glutaraldeido (GLU).

Os procedimentos de imobilizacao foram executados com adaptagdes como
descrito por Obon et al. (2000). A lavagem efetuada em cada um dos suportes foi
distinta, amostras de 10g de Amberlite foram lavadas 2 vezes com 100mL de agua
destilada, 2 vezes utilizando 100mL de tampéao acetato 0,01M, pH 4,5. O suporte
Dowex foi lavado 2 vezes utilizando 100mL de agua destilada e 1 vez utilizando
100mL de solucao tampao fosfato 0,1M, pH 7,0. Ambos os suportes foram secos a
40°C em estufa durante 3h.

O processo de ativagcao para ambos os suportes foi 0 mesmo, ativagdo com
PEI na proporcgéo 2,5:1 (PEl:suporte) a 20°C sob agitacdo de 100 rpm durante 2h,
posteriormente os suportes foram filtrados e lavados com 300mL de agua
destilada e secos. O suporte-PEI foi ativado com 2,5% de glutaraldeido em
tampao fosfato 0,1M pH 7,0, na proporcao 5:1 (GLU:suporte) agitando-se por 1h a
20°C a 100 rpm. Os suportes produzidos foram lavados abundantemente com
agua destilada e secos em estufa a 40°C durante 3h.

Para os testes de imobilizacdo adicionou-se 5mL de solugdo de tanase
(1mg de tanase em 10mL de tampao acetato 0,02M pH 5,0) em aliquotas de 1g de
suporte Amberlite ou Dowex previamente tratados (suporte normal, suporte-PEl,
suporte-PEI-GLU). As amostras foram incubadas a 100 rpm, durante 2h nas
temperaturas de 7°C e 20°C. Ap6s a imobilizacao, as amostras foram lavados 3
vezes com 5mL de agua destilada resfriada a 10°C e armazenadas sob

refrigeracao até o momento da analise.

A tanase imobilizada nos diferentes suportes foi avaliada quanto a atividade
residual e eficiéncia de imobilizagdo como descrito nos itens 4.6 e 4.8.
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4.4 Imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii em silica, celite e
Accurel ativados com 3—-aminopropiltrietoxisilano (ATPS) e glutaraldeido

Os suportes estudados para imobilizar tanase de Paecilomyces variotii
foram silica, celite e Accurel. O processo de imobilizacdo proposto consiste em
ligar covalentemente a enzima ao suporte, apds ativacdo com 3-
aminopropiltrietoxisilano (ATPS) e glutaraldeido (GLU), Figura 10. A primeira
etapa é chamada de silanizacao e refere-se a formacao de ligacao covalente por
meio da reacdo entre grupamentos hidroxila do suporte com o ATPS, gerando
uma terminacdo amina. A segunda etapa da ativacdo consiste em ligar o
grupamento amina formado na reacao de silanizacdo ao glutaraldeido, originando
aldeidos livres que poderao ligar-se aos grupamentos amina da enzima por
ligacdo covalente (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1999).

OC,Hs
VOH T HsC20 - Sil' (CH2)sNH, + COH - (CHz)3 - COH + HzN-@
OC,Hs
Suporte ATPS l Glutaraldeido Enzima
OC,Hs
>—o- Si - (CHg)sN = HC - (CHa)s - HC=N-@
OC,Hs
Enzima Imobilizada

Figura 10. Ativacdo dos suportes com 3—aminopropiltrietoxisilano (ATPS) e
glutaraldeido. Adaptado de Melo et al. (2005).

Primeiramente o0s suportes alumina, silica, celite e Accurel foram
submetidos a uma etapa de limpeza, na qual foram aquecidos em mufla a 370°C

por 3h (exceto o Accurel). Em seguida os suportes foram lavados com solucéo de
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acido sulfurico 10% (v/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente, na razao de
30 mL/g suporte e posteriormente foram lavados em abundancia com &agua
destilada e secos a 40°C durante 3h. Os suportes limpos foram silanizados com
solucao de ATPS 0,5% (v/v) em tampao acetato 0,1M pH 4,0 sob agitacdo de 100
rom durante 3 horas, na razdo de 3 mL de solugdo/g de suporte. Apbs a
silanizacao, repetiu-se a etapa de lavagem com agua destilada e secagem como
descrito anteriormente. O suporte silanizado foi ativado com solucao de
glutaraldeido a 2,5% (v/v) em tampao fosfato 0,1M, pH 7,0 a 100 rpm durante 1
hora a temperatura ambiente. Utilizou-se a razdo de 3mL de solugéo/g de suporte.
Apos a ativagéo, os suportes foram lavados exaustivamente com agua destilada.
Para os testes de imobilizacao, adicionou-se 5mL de solucdo de tanase (1mg de
tanase em 10mL de solugcao de tampao acetato 0,2M pH 5,0) em aliquotas de 1g
de suporte ativados. A imobilizacdo foi feita a 20°C por 2 horas, sob agitacao de
100 rpm (MELO et al., 2005).

A tanase imobilizada nos diferentes suportes foi avaliada quanto a atividade
residual e eficiéncia de imobilizagdo como descrito nos itens 4.6 e 4.8.

4.5 Selecao de suporte para a imobilizacao de tanase de Paecilomyces
variotii por gelificacao ionica

O estudo da imobilizacdo da tanase por meio da técnica de gelificacdo
ibnica foi realizado utilizando-se os polissacarideos, quitosana de baixa massa
molecular e quitosana de média massa molecular 1% (m/v) em acido acético 1%
(viv); carragena a 2% (m:v), alginato de sédio a 4% (m:v), alginato de alga marrom
a 4% (m:v), goma gelana a 2% (m:v) e pectina de baixo teor de metoxilagéo
(BTM) a 2% (m:v) em agua destilada.

As suspensdes de polissacarideo (nas concentracdes citadas acima) foram
incubadas em agitador orbital a 200 rpm a temperatura ambiente por 1h para
homogeneizacdo. Adicionou-se 25mg de tanase as amostras de 10mL de cada
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suspensao de polissacarideo e apds homogeneizacdo, as suspensdes foram
gotejadas com o auxilio de uma bomba peristaltica (Masterflex®, modelo n? 7523-
40) em béquer contendo 60mL de solucdo de 0,55M de cloreto de calcio. As
capsulas obtidas permaneceram na solucao de cloreto de calcio sob refrigeracao a
7°C por 3h, posteriormente foram separadas por peneiramento, lavadas 2 vezes
com 50mL de agua destilada e reservadas em placas de Petri (GANGADHARAN
et al.,, 2009). A Figura 11 ilustra o processo de imobilizacdo. As respostas
avaliadas foram porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem de eficiéncia
de imobilizacdo como descrito nos itens 4.6 e 4.8, respectivamente.

Tanase +
polissacarideo Bomba
peristaltica
\‘/
¢ L
E— -
. his
CaCl, g, = q;_.s‘f‘

Figura 11. Esquema do processo de imobilizacdo de tanase de Paecilomyces
variotii por gelificagao iénica.

Apébs estes experimentos selecionou-se o suporte que resultou em maior
atividade enzimatica e melhor eficiéncia de imobilizacdo e procedeu-se a
otimizagdo da imobilizacdo utilizando a ferramenta de planejamento de

experimentos.
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4.5.1 Otimizacao da imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii por
gelificacao i6bnica com alginato de so6dio por meio de planejamento
experimental fracionado

Apl6s avaliacdo prévia dos suportes para a imobilizagdo de tanase, foi
selecionado o suporte que resultou em maior atividade enzimatica. Desta forma,
foi realizado planejamento fracionado usando o alginato de sédio como material de
suporte a fim de otimizar a imobilizacdo da tanase. As variaveis em estudo foram
concentracdo de alginato (%), concentracdo de cloreto de célcio (M), tempo de
cura (horas) e concentracdo de tanase (mg tanase/mL alginato), os niveis
estudados estédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores codificados utilizados no planejamento experimental fracionado
(2*") para o estudo da influéncia do alginato de sédio, CaCly, tempo de cura e
concentragdo de tanase na atividade enzimatica e eficiéncia de imobilizacdo da
tanase

Variaveis -1 0 1
Alginato de sédio (%) X1 1 3 5
CaCl, (M) X2 0,1 0,55 1
Tempo cura (h) X3 1 4 7
Tanase (mg enzima bruta /mL alginato) X4 1 5 10

4.5.2 Otimizacao da imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii por
gelificacao i6nica em alginato de so6dio por meio de planejamento

experimental completo

Apés avaliar o efeito da concentracdao de alginato de s6dio, concentracao
de cloreto de calcio, tempo de cura e concentragdo de tanase foi feito um
planejamento completo ajustando os niveis de cada variavel. No delineamento
composto central rotacional as varidveis em estudo foram concentragdo de
alginato de sédio, concentracdo de cloreto de célcio e de tanase (Tabela 3).

Quanto ao tempo de cura foi feito uma avaliacdo cinética, onde as capsulas
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permaneceram por 6, 12 e 24h em contato com o cloreto de célcio, para serem
avaliadas posteriormente quanto a porcentagem de atividade enzimatica e

porcentagem de eficiéncia de imobilizacao.

Tabela 3. Valores codificados utilizados no delineamento composto central
rotacional (2°) para o estudo da influéncia da concentracdo de alginato de sédio,
concentragdo de CaCl, e concentracdo de tanase na atividade enzimatica e
eficiéncia de imobilizagdo da tanase

Variaveis -1 0 1
Alginato de sodio (%) X1 2,4 3 3,6
CaCly (M) X2 0,28 0,55 0,82
Tanase (mg enzima bruta /ml alginato) X3 3,6 5 7,4

Os ensaios para imobilizacdo de tanase foram feitos como demonstrado na
Figura 11. Adicionou-se tanase liofilizada em 15mL de alginato (a solucdo de
alginato foi preparada adicionando-se alginato em &gua destilada, a solucdo
permaneceu sob agitacdo a 200 rpm em temperatura ambiente por 1 hora para
completa homogeneizacao). A solucédo de alginato e tanase foi gotejada com o
auxilio de uma bomba peristéltica (Masterflex, modelo n°® 7523-40), a uma altura
de 10cm, em CaCl,, na concentracao estipulada para cada ensaio, a relacao entre
volume de alginato e de cloreto de calcio foi de 1:6 (viv). Ap6s o0 gotejamento,
deixou-se as capsulas na solucdo de CaCl, em repouso sob refrigeracdo a 7°C
durante o tempo de cura de 6, 12 e 24h. Transcorrido o tempo de cura removeu-se
as esferas por peneiramento e estas foram lavadas com 200mL de agua destilada
a 10°C. Amostras controle foram obtidas pelo gotejamento da solucao de alginato
sem a adicao de enzima no cloreto de célcio (GANGADHARAN et al., 2009).
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4.5.3 Imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii por gelificacao ionica
em alginato de sédio com o uso de reticulante

Apbs determinar as melhores condigdes para imobilizar tanase de
Paecilomyces variotii em alginato de sédio por gelificacdo ibnica procedeu-se o
estudo do emprego de reticulante. Os reticulantes avaliados foram genipina
(Sigma), glutaraldeido 25% (Sigma), transglutaminase Activa® (Ajinomoto),
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI 837, enzima cordialmente cedida
pelo grupo de pesquisa da Prof. Hélia Harumi Sato, a producdo da enzima foi
realizada conforme Macedo et al. (2007), Bagagli (2009) e Lima (2010).

A solugdo de alginato (10mL) e enzima adicionou-se, separadamente, 5mg
de genipina, 20mg de TG Activa®, 20mg de TG de Streptomyces sp. CBMAI 837
ou 100uL de glutaraldeido 25%. O alginato, enzima e reticulante permaneceram
em contato por 30 minutos a temperatura ambiente e foram gotejados na solugéao
de cloreto de calcio, como demonstrado na Figura 12 (SYNOWIECKI e
WOLOSOWSKA, 2006).

Tanase +
polissacarideo +
reticulante Bomba
peristaltica
\*/
e
— (
CaCl, S
(0,1M)

Figura 12. Esquema do processo de imobilizacdo de tanase de Paecilomyces
variotii por gelificacao ibnica com reticulante.
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4.6 Determinacao de atividade enzimatica de tanase livre e imobilizada

A tanase livre e imobilizada foram avaliadas quanto a capacidade em
hidrolisar acido tanico utilizando-se a metodologia desenvolvida por Mondal et al.
(2001) que consiste em quantificar o tanino que nao foi hidrolisado pela tanase por
meio de precipitacdo com proteina e posterior reacao colorimétrica com FeCls, o
qual reage com compostos fendlicos do tanino por atragdo nucleofilica formando
uma coloragdo marrom, quantificada por espectrofotbmetro (Beckman Coulter
DU640).

A reacao foi realizada em recipientes de vidro adicionando-se 5mL de &cido
tanico 0,2% (m:v) em tampao acetato de sédio 0,2M pH 5,5, que permaneceu
durante 10 minutos a 60°C para homogeneizar a temperatura do substrato.
Adicionou-se a enzima imobilizada ou livre, a reacado ocorreu a 60°C em banho
maria termostatizado durante 1h. Apos este periodo transferiu-se uma aliquota de
150uL da mistura de reacédo para tubos Eppendorf contendo 1,5mL de solucao
1mg/mL de albumina de soro bovino (Biogras) em tampao acetato 0,2M - pH 5,0
contendo 0,17M de cloreto de sédio, em seguida centrifugou-se a 10.070xg por 15
minutos a 4°C (Centrifuga Beckman Coulter, Allegra ™ X-22R Centrifuge). O
precipitado contendo o acido tanico que a enzima nao hidrolisou foi ressuspenso
em 1,5mL de solucdo de dodecil sulfato de sddio (SDS)-trietanolamina (SDS 1%
(p/v) adicionado de 5% (v/v) de trietanolamina em agua destilada) acrescido de
0,5mL de solucdo de FeCls (0,01M de FeCl; em 0,01M de acido cloridrico). Ap6s
15 minutos de repouso procedeu-se a medida da absorbancia a 530nm. A
atividade enzimatica foi calculada através de uma curva de calibragdo de acido
tanico (Merck). A solucdo enzimatica de tanase livre foi preparada com 1mg da
enzima liofilizada em 1mL de agua destilada. No tubo “controle” foi feita a reagao
substituindo-se a solugcdo enzimatica por agua destilada. A absorbancia final foi
obtida como mostra a equacéo 1.

Abs = Abs controle — Abs teste (Equagéo 1)
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Uma unidade de atividade especifica foi definida como a quantidade em
umol de acido tanico hidrolisado durante 1 minuto de reagéo por 1mg de proteina.

A porcentagem de atividade enzimatica (%AE) da tanase imobilizada foi
expressa em relacdo a atividade especifica da tanase livre como mostra a

equacao 2.

%AE = atividade especifica tanase imobilizada X 100 (Equagéo 2)

atividade especifica tanase livre

4.7 Proteina total no extrato de tanase liofilizada

O método de Bradford é utilizado para quantificar proteinas totais e se
baseia na interacdo entre o corante Azul Brilhante de Coomassie BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos basicos (histidina, lisina e
arginina) ou aromaticos (tirosina, triptofano e fenilalanina). No pH de reacao, as
interacdes entre as proteinas e o corante provocam o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anibnica, que absorve fortemente em 595 nm
(BRADFORD, 1976).

O reagente de Bradford foi preparado em baldo volumétrico de 1000mL,
adicionou-se 100 mg de Azul Brilhante de Coomassie BG-250, 50mL de etanol,
100mL de acido fosférico 85% (PA), o volume foi completado com agua destilada.
A solucao foi agitada e filtrada em filtro Whatman n°1.

As proteinas totais foram determinadas de acordo com Bradford (1976),
utilizando 100uL da solugdo enzimatica (1mg/mL em &agua destilada) e 2,5mL do
reagente de Bradford, ap6s 5 minutos de reacdo a temperatura ambiente
determinou-se a coloragdo espectofotométricamente a 595nm. A curva de
calibracao foi elaborada com albumina de soro bovino (Biogrds) nas mesmas
condicOes reacionais citadas acima. Preparou-se tubo “branco” substituindo-se o

padrao de proteinas pelo mesmo volume de agua destilada.
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4.8 Determinacao da porcentagem da eficiéncia de imobilizacao de tanase de

Paecilomyces variotii imobilizada

A determinagao da porcentagem da eficiéncia de imobilizacdo de tanase de
Paecilomyces variotii foi realizada pelo método de Bradford (1976) utilizando como
amostra aliquotas da solucao de cloreto de célcio ap6s o tempo de cura quando a
imobilizacao foi feita por meio de gelificacdo ibnica, ou a agua de lavagem dos
suportes apds imobilizagdo quando empregou-se técnica de imobilizacao
adsorcao e ligacao covalente. Retirou-se aliquota de 100uL da solugéo contendo a
enzima que nao foi imobilizada e adicionou-se 2,5mL do reagente de Bradford.
Agitou-se e mediu-se a absorbancia ap6s 5 minutos em espectrofotbmetro a
595nm. A porcentagem da eficiéncia de imobilizagdo foi determinada pela
equacéao 3 (CHANG et al., 2007).

El (%) = (mg de proteina encapsulada) x 100  (Equagéo 3)
(mg proteina empregada)

4.9 Reutilizacao da enzima imobilizada em bateladas

O estudo de reuso da tanase imobilizada foi feito em bateladas, sendo que
apds cada reacdo, uma aliquota foi retirada para verificar a porcentagem de
atividade enzimatica, utilizando como substrato solucdo de acido tanico 0,2% em
tampé&o acetato 0,2M pH 5,5 incubado a 60°C durante 60 minutos, como descrito
no item 4.6. Ap6s cada reagdao a tanase imobilizada foi removida por filtracao,
lavada e utilizada novamente na reacdo de hidrélise do &acido ténico, este

procedimento foi realizado por seis vezes.

4.10 Determinacao de umidade nas capsulas

A determinagdo da umidade nas capsulas foi feita em estufa a 105°C
segundo Association of Official Analytical Chemists — AOAC (2006).
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4.11 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As capsulas de tanase imobilizada por meio de gelificacdo ibnica em
alginato de sédio e reticuladas com genipina, glutaraldeido, TG Activa®
(Ajinomoto) e TG de Streptomyces sp. CBMAI 837 e controle (sem adicao de
reticulantes) foram analisadas quanto as caracteristicas da sua superficie por
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Primeiramente capsulas secas foram
aderidas por meio de uma fita de cobre sobre o stub de aluminio, as amostras
permaneceram em dessecador até o momento da analise. Posteriormente foram
recobertas por uma fina camada de ouro em evaporador (Balzers — Sputter Coater
SCD050) 40mA/180s, a 24°C. Na seqliéncia foram observadas em microscopio
eletrénico de varredura com aceleracao de 20kv.

4.12 Caracterizacao bioquimica da enzima livre e imobilizada
4.12.1 Determinacao do pH 6timo de atividade e de estabilidade

O pH 6timo de atividade e de estabilidade da enzima livre e imobilizada
foram determinados empregando amostra de 30mg de tanase encapsulada ou
0,25mL de solucdo para tanase livre (1mg/mL em agua destilada) em 5mL do
substrato &cido tanico 0,2%, a 60°C durante 60 minutos.

O pH étimo de atividade e de estabilidade foram determinados utilizando
valores de pH entre 3,5 e 9,0. Para valores de pH 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 e 5,5
empregou-se tampéao acetato 0,2M, para valores de pH entre 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 e
9,0 empregou-se tampao tris-HCI 0,2M. Na determinacao do pH de estabilidade a
enzima imobilizada ou livre permaneceu durante 1h a temperatura ambiente nos
pH citados acima, apos este periodo o pH foi ajustado para o valor correspondente
a metodologia de atividade (pH 5,5) e a atividade relativa da enzima foi
determinada como descrito no item 4.6, considerando-se a atividade maxima
como 100%.
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4.12.2 Determinacao da temperatura 6tima de atividade e de estabilidade

O efeito da temperatura étima na atividade da tanase livre e imobilizada foi
avaliada incubando-se amostra de 30mg de tanase encapsulada ou 0,25mL de
solucdo de tanase livre (1Img/mL em &gua destilada) em 5mL do substrato acido
tanico 0,2% em tampao acetato 0,2M pH 5,5, nas temperaturas de 20, 30, 40, 50,
60, 70 e 80°C durante 60 minutos. A temperatura de estabilidade foi determinada
incubando aliquota de 30mg de tanase encapsulada ou 0,25mL de solucdo para
tanase livre (1mg/mL em agua destilada) nas mesmas temperaturas citadas para a
temperatura étima durante 60 minutos. Apds o tratamento térmico a atividade
residual foi determinada como descrito em 4.6 utilizando como substrato o acido

tanico, considerando-se a atividade maxima como 100%.

4.12.3 Atividade da enzima livre e imobilizada frente a inibidores

Avaliou-se a atividade da tanase frente a inibidores como iodoacetamida,
azidasoddica, EDTA e 4-cloromercuribenzoato a uma concentracao de 1mM.
Incubando-se amostra de 30mg de tanase encapsulada ou 0,25mL de solucao de
tanase livre (1mg/mL em agua destilada) em 5mL do substrato acido tanico 0,2%
em tampao acetato 0,2M pH 5,5, Determinou-se a atividade residual da tanase

livre e imobilizada usando o procedimento descrito no item 4.6.

4.12.4 Quimioseletividade de tanase livre de Paecilomyces variotii nas
reacoes de sintese de ésteres de acido galico

A tanase de Paecilomyces variotii livre foi avaliada, pela primeira vez,
quanto a sua capacidade em sintetizar ésteres de acido galico. As reacdes foram
realizadas em frascos de vidro ambar cilindricos de 8,5cm de comprimento, 3,5cm
de diametro, capacidade para 60mL, com tampa de rosca e selados com
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Parafilm®, para evitar que os alcodis com baixo ponto de ebulicdo fossem
evaporados, a Figura 13 demonstra o sistema utilizado.

Figura 13. Materiais e metodologia
empregada para efetuar as reacdes de
sintese de ésteres de 4cido galico.

A reagao de sintese de ésteres utilizando tanase de Pecilomyces variotii
livre foi conduzida em banho-maria a 45°C, sob agitacao de 200 rpm durante 96h,
empregando 2mL de acido galico 0,184M (Sigma-Aldrich) dissolvido em diferentes
alcodis, a saber: metanol (Ecibra), etanol (Synth), propanol (Synth), 2-propanol
(Ecibra), 3-metil-1-butanol (Vetec), butanol (Vetec), terc-butanol (Vetec), pentanol
(Sigma-Aldrich), hexanol (Fluka), octanol (Vetec), dodecanol (Vetec). Empregou-
se 7% em massa de tanase livre em relacdo a massa total dos reagentes
utilizados. Decorrido o tempo das reacdes, os frascos foram retirados do banho-
maria e colocados em um recipiente plastico contendo agua e gelo na temperatura
de aproximadamente 0°C. Este procedimento objetivava paralisar a reacao, bem
como promover a condensacao dos reagentes utilizados no meio reacional. Desta
forma o vapor resfriado no sistema fechado voltava ao estado liquido, através da
combinacao de pressao e temperatura do meio. Retirou-se aliquotas de 10uL para
a identificacdo de ésteres de galato por meio de cromatografia em camada
delgada (item 4.14). Posteriormente as aliquotas foram adicionadas 10mL de
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acetona:etanol (1:1 v/v); o que também garantia o processo de paralisacao e
determinou-se a porcentagem de esterificacdo por meio de reacao de

neutralizagéo do acido gélico restante (item 4.13).

4.12.5 Quimioseletividade de tanase de Paecilomyces variotii imobilizada por
gelificacao idnica em alginato de so6dio nas reacoes de sintese de ésteres de
acido galico

A tanase imobilizada em alginato de so6dio por gelificacdo ibnica nas
condi¢des otimizadas pelo delineamento composto central rotacional foi avaliada
quanto a capacidade de sintetizar propilgalato. A reacao foi realizada utilizando
840mg de tanase encapsulada e 2mL de &cido gélico 0,184M em propanol. A

reacao foi conduzida em banho-maria a 45°C, sob agitagao de 200 rpm.

A formacdo de propilgalato foi avaliada através da determinacdo da
porcentagem de esterificacdo apés 1, 2, 12, 24, 48, 72 e 96h de reacdao, como
descrito no item 4.13. A identificacdo do propilgalato foi realizada por meio de
cromatografia em camada delgada como descrito no item 4.14.

4.13 Determinacao da porcentagem de esterificacao

A andlise das porcentagens de esterificacao nestes ensaios de sintese de
ésteres de acido galico foi realizada por titulacao do acido residual do sistema.
Este método foi escolhido por ser representativo e rapido, atendendo as
necessidades deste estudo. As amostras foram tituladas contra NaOH 0,1M em
pHmetro, pois, a tanase possui coloracdo escura, impossibilitando a visualizacao
do ponto de viragem. O final da titulagéo foi estabelecido no pH de 8,72.

Foram preparadas ainda amostras “branco” contendo todos os reagentes
do meio e a enzima inativada em banho-maria a temperatura de ebulicdo durante

10 minutos. A porcentagem de esterificacdo foi calculada considerando 100% de
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acido gélico livre nas amostras “branco” e subtraindo a porcentagem residual de
acido livre presente em cada amostra calculada pela equagéo 4.

% de Esterificacdo = V. NaOH branco — V NaOH (amostra) X 100 (Equacéo 4)
V NaOH branco

Onde V = volume

A curva de calibracado foi preparada com 2mL de acido galico em propanol
na faixa de concentracdo de 0,02 a 0,2M e 7% de tanase desnaturada por

ebulicdo durante 10 minutos.

4.14 Identificacao dos ésteres formados por cromatografia em camada
delgada

A identificacdo dos ésteres formados foi confirmada por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD), para isto empregou-se placas de silica
gel (60, 10x10cm, ALUGRANR Sil G/UV254), utilizando como fase movel
cloroférmio:metanol (4:1 v:v) adicionado de 2 gotas de &cido acético, a
temperatura de 25°C. As placas foram previamente ativadas em estufa a 105°C
por um tempo de 30 minutos.

Aplicou-se na extremidade inferior da placa, a cerca de 1cm, aliquotas de
10uL das misturas de reacdes com auxilio de pipetador automatico. A aplicacao
da amostra foi efetuada em pequenas doses seguidas por secagem com secador
para evitar alargamento de banda. A placa contendo as amostras das misturas de
reacdes de sintese foi colocada em uma cuba retangular de vidro, devidamente
limpa e saturada com a fase mével durante 20 minutos. Apds o término da corrida
foi feita a revelagcdo emergindo a placa em forma de aluminio contendo 5% de
acido sulfurico em etanol, seguido de secagem em estufa a 100°C. A cada corrida
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cromatografica utilizou-se 10uL de propilgalato 0,184M em propanol (Vetec) e
10puL de acido galico 0,184M em &gua destilada (Sigma-Aldrich).

4.15 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa Statistica 8.0 para determinacéo
da analise de variancia, comparacao entre as médias dos tratamentos pelo teste
de Tukey com nivel de confianca de 95%; a andlise do planejamento de

experimentos foi realizada empregando o mesmo software.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii por adsorcao

A tanase de Paecilomyces variotii foi imobilizada pelo processo de adsorcéao
em diferentes suportes, alumina, Amberlite, Accurel e celite. Os resultados da
porcentagem de atividade enzimdtica e da porcentagem da eficiéncia de

imobilizagdo encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem de eficiéncia de
imobilizacdo de tanase imobilizada por adsorcdo em alumina, Amberlite, Accurel e
celite

Atividade enzimatica (%) Eficiéncia de imobilizacao (%)
Alumina 0 43,16 £ 2,85
Amberlite 0 50,40 £ 4,62
Accurel 26,10 £1,32 19,57 + 1,38
Celite 42,11 £ 0,33 81,00 + 4,31

Dentre os suportes estudados para a imobilizacdo de tanase por adsorcao
apresentados na Tabela 4, a celite resultou em maior porcentagem de atividade
enzimatica de tanase (42%), seguida pelo Accurel (26%). Ja a enzima imobilizada
em alumina e Amberlite ndo demonstraram atividade -catalitica apesar de
possuirem eficiéncia de imobilizacdo de 43 e 50%, respectivamente. Em relacéao
ao derivado alumina observou-se ainda, por meio da reacédo controle (somente
suporte) que este material por si s0, foi capaz de hidrolisar 4cido tanico, acredita-
se que esta hidrélise do &cido tanico seja devido ao pH alcalino atingido pela
solugéo, pH 9,0 (GOUVEA e MURAD, 2001).

Resultado semelhante foi obtido por Wu et al. (2007), os autores estudaram
a imobilizacao da lipase de Mucor javanicus em 4 suportes distintos e constataram
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que o suporte que resultou em maior eficiéncia de imobilizacdo n&o resultou em
maior atividade enzimatica. Os autores sugerem que a forte adsorcao da lipase ao
suporte tenha alterado a conformacdo da enzima, modificando sua atividade
catalitica.

Contesini (2009) constatou que as condigdes 6timas de imobilizagdo da
glicosiltransferase bruta em celite foram pH 4,0 e 1.700 U/mL de enzima. A
glicosiltransferase imobilizada converteu cerca de 50% de sacarose em
isomaltulose, porém a conversdo diminuiu com o tempo. O tratamento da
glicosiltransferase imobilizada em celite com 0,1% de glutaraldeido n&o resultou

em aumento da retencéo e estabilidade da enzima.

Sharma et al. (2008) estudaram a imobilizacdo de tanase de Penicillium
variable por adsor¢cdo em Amberlite IR 1204, Amberlite XAD 7, DEAE celulose,
celite e silica, sendo que a eficiéncia de imobilizacdo foi de 69, 25, 46, 13 e 5%,

respectivamente.

Em estudo desenvolvido por Reshmi, Sanjay e Sugunan (2006) foi
constatado que a imobilizacdo de a-amilase em alumina previamente tratada com
hidréxido de aménio e calcinada a 500 e 700°C ocorre por meio de ligacées com
os grupamentos OH da alumina. Os autores constataram também que a
calcinacao do suporte em temperatura de 700°C resultou em maior estabilidade

enzimatica.

Ivanov e Schneider (1997) avaliaram a capacidade de sintese de ésteres e
reuso de lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada nos seguintes suportes:
celite 545, octilsilica, Eupergit C250L, silica ativada com 3-aminopropiltrietoxisilano
e silica ativada com 3-aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido. Os pesquisadores
constataram que a lipase imobilizada nos suportes citados acima foi capaz de
sintetizar ésteres, contudo dentre estes suportes a celite foi bem superior aos
demais. Ja no estudo avaliando o reuso da enzima imobilizada obtiveram melhor
resultado com a lipase imobilizada em Eupergit C250L, a qual reteve 30% da sua
atividade apés 11 ciclos.
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A partir destes dados foi feito um estudo utilizando celite como suporte, no
qual variou-se a proporcao enzima:suporte, os dados para %AE e %EIl encontram-

se na Tabela 5.

Tabela 5. Porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem da eficiéncia de
imobilizacdo de tanase adsorvida em celite variando a proporcao enzima:suporte
(v/m).

_ Proporgao Atividade enzimatica (%) . _Cliciencia de
enzima:suporte (v:m) imobilizacao (%)
Celite 1:100 59,16 £ 3,90 4,83 £2,75
Celite 1:50 0,00 £ 2,94 0,00 £1,87
Celite 1:10 0,00 £0,17 0,00 £ 0,05

Tanto para a porcentagem de atividade enzimatica (%AE) quanto para a
porcentagem de eficiéncia de imobilizacdo (%EIl) observa-se neste estudo que
somente a maior quantidade de suporte empregado em relacdo a enzima resultou
em alguma atividade enzimatica. A imobilizagdo de tanase em celite utilizando

relacdo enzima:suporte de 1:50 e 1:10 nao resultou em atividade enzimatica.

Estes resultados podem ser justificados em funcdo da forma pela qual a
enzima é adsorvida em sistemas com quantidade insuficiente de suporte, nestes
casos havera formacao de multicamadas da enzima em torno do suporte, gerando
agregados enzimaticos. Estes agregados formados podem ser dessorvidos muito
facilmente, quando se tratar de simples adsor¢éo, ja que a interacdo entre enzima
e suporte ocorre por meio de interacdes fracas como pontes de hidrogénio, forcas
de van der Walls e interacoes hidrofébicas (YADAV e JADHAV, 2005). Além disto,
0 excesso de enzima resulta em impedimento estérico e dificulta a dispersao entre
substrato e produto (BAI et al., 2006; SOARES et al., 2003). Por outro lado, em
processos de imobilizacdo de enzima por adsorcdo, baixas concentracbes de
enzima imobilizada resultam em baixa atividade enzimatica devido a inativacao da

enzima pelo suporte, pois pode ocorrer alteracao conformacional ja que existe
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uma grande area de interacdo da enzima com o suporte (MANSOUR e DAWOUD,
2003).

Resultado semelhante foi relatado por Sharma, Bari e Singh (2009) visando
imobilizar polifenoloxidase em celulose ativada com 1,1-carbonildiimidazol, foi
constatado que quando a proporcdo enzima: suporte passou de 12:1000 a

36:1000 a atividade especifica da polifenoloxidase foi reduzida de 84 para 33%.

Bai et al. (2006) avaliaram a proporcéo ideal entre enzima:suporte para a
imobilizacdo de lipase. A concentracdo de lipase variou de 12-32mg/60mg de
silica, os autores constataram que a maior atividade -catalitica da lipase
imobilizada foi quando se empregou propor¢ao de 24mg de lipase:60mg de silica.

Adriano et al. (2005) também constataram diminuicdo na eficiéncia de
imobilizacdo de penicilina G acilase em quitosana ativada com glutaraldeido a
medida que a concentracdo da enzima foi aumentada. Os autores justificaram este
comportamento devido a dificuldade da interacao entre enzima e suporte ativado a

medida que a concentracdo da enzima foi aumentada.

5.2 Tanase imobilizada em Amberlite e Dowex ativados com polietilenoimina
e glutaraldeido

Realizou-se estudo de imobilizagdo de tanase em resinas de troca ibnica
Amberlite IRC-50 (resina catibnica fraca) e Dowex-1 (resina anibnica forte) por
meio da ativacdo dos suportes utilizando polietilenoimina (PEI) e glutaraldeido
(GLU). A imobilizacdo da enzima foi realizada a temperatura ambiente e sob
refrigeracdo. A Figura 14 ilustra os resultados obtidos quanto a porcentagem de
atividade enzimatica da tanase imobilizada em Amberlite, Amberlite ativada com
PEl e Amberlite ativada com PEIl e GLU. Em todos os experimentos descritos
abaixo e também para a imobilizagdo de tanase em Dowex-1 a eficiéncia de
imobilizacao foi superior a 80%.
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Figura 14. Porcentagem de atividade enzimatica de tanase imobilizada em
Amberlite IRC-50 ativada com polietilenoimina (PEIl) e glutaraldeido (GLU) a
temperatura de 7 e 20°C. Letras distintas sobre as colunas indicam que houve
diferenca estatistica significativa pelo teste Tukey (p<0,05).

Observa-se na Figura 14 que a enzima imobilizada a 7°C em Amberlite
resultou na maior %AE dentre todos os ensaios realizados, ja para a enzima
imobilizada pelo mesmo processo variando apenas a temperatura empregada,
para 20°C observa-se uma diminuicado de 72% na %AE. Pode-se concluir que
baixas temperaturas (em torno de 7°C) exercem efeito positivo na atividade
catalitica da tanase de Paecilomyces variotii imobilizada em Amberlite IRC-50 por
meio de adsor¢do. Resultado semelhante foi relatado por Chang et al. (2007), para
imobilizacdo de lipase de Candida rugosa em celite, no qual os autores

constataram que a temperatura étima foi de 10,7 °C.

Quando a tanase foi imobilizada a 7°C no suporte Amberlite IRC-50+PEI e
Amberlite IRC-50+PEI+GLU a %AE foi diminuida em 84 e 83%, respectivamente.
Relata-se que a imobilizagcdo de enzima em suporte ativado resulta em maior

estabilidade da enzima, contudo nem sempre isto ira acontecer.
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A %AE da tanase imobilizada a temperatura de 20°C em Amberlite IRC-50
foi de 24%, j& para o suporte Amberlite IRC-50+PEI houve diminuigdo da atividade
para 19%. Pode-se constatar ainda que a tanase imobilizada no suporte Amberlite
IRC-50+PEI+GLU teve sua atividade catalitica reduzida a zero. A diminuicao da
atividade catalitica da enzima imobilizada em suporte ativado provavelmente
esteja relacionada a alteragcbes na estrutura da enzima, limitagdo difusional,
impedimento estérico, causando alteragbes nas suas caracteristicas cinéticas
(RESHMI, SANJAY e SUGUNAN, 2006).

Palomo et al. (2003) por meio de dados obtidos de estudo da imobilizacdo
de lipase de Mucor miehei empregando distintos suportes e diferentes ativadores,
afirmam que as propriedades cinéticas das enzimas imobilizadas estdo
intimamente associadas aos protocolos de imobilizacao utilizados. Estudo similar
foi realizado por Bevilaqua (2005), no qual os autores constataram que a enzima
lipase de Candida rugosa (CRL) apresentou alteracbes importantes em suas
propriedades cataliticas (atividade, especificidade e enantioseletividade) quando
esta foi imobilizada através de adsor¢cdo em suporte hidrofébico ativado com
polietilenoimina e glutaraldeido. A lipase imobilizada no suporte por adsorcéo
interfacial mostrou-se mais ativa na hidrélise de substratos mais simples como etil
butirato, enquanto que a lipase imobilizada ao suporte ativado com
polietilenoimina mostrou-se mais ativa na hidrélise de substratos idnicos (acido 2-

fenil-2-butiroilacético em pH 7,0) ou metil mandelato.

Relatos indicam que a imobilizacdo de enzimas promovem alteracbes na
sua estrutura conformacional, levando a reducédo ou até, perda de sua atividade
catalitica. Esta alteracdo conformacional também pode estar associada com
modificagcdes na atividade enzimatica, caracteristicas bioquimicas, afinidade com o
substrato, enantioseletividade, entre outras (PESSELA et al., 2007; PEREZ et al.,
2007).

O mesmo procedimento de imobilizagéo foi feito utilizando a resina anibnica

Dowex® 1, apesar de constatar elevada El, superior a 95%, ndo foi observada
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atividade catalitica da tanase. Além disto, também, pode-se observar por meio da
reacdo controle que o substrato empregado pela enzima tanase, o acido tanico
nao foi estavel frente ao suporte Dowex-1, sendo hidrolisado sem que houvesse
nenhum efeito da tanase. Tomotani e Vitolo (2006) estudaram a imobilizacdo de
invertase em Dowex® (1x8:50-400; 1x4:50-400 e 1x2:100-400), 1x8:50 apresentou
elevada El da invertase (87%) e baixa atividade enzimatica retida no suporte (2%),
esta baixa atividade foi justificada devido a alteracdo conformacional na estrutura
ou sitio ativo da enzima e/ou devido a impedimento estérico resultante da
imobilizagdo, principalmente em fungdo desta resina possuir poros muito
pequenos (50 mesh) quando comparada as demais resinas utilizadas. Os autores
sugerem que a resina Dowex 1x4-200 (constituida de 2% de divinilbenzeno e 4%
de stireno e 400 mesh) foi a mais apropriada devido a completa adsorcao das

moléculas de invertase e a sua retencao de atividade catalitica de 100%.

Abdel-Naby et al. (1999) imobilizaram tanase de Aspergillus oryzae
empregando distintas técnicas de imobilizacdo, adsorcdo em alumina e quitina
coloidal; ligacao i6bnica em Dowex 50W, DEAE-Sephadex; ligagdo covalente em
quitina e quitosana ativados com glutaraldeido e encapsulagédo em poliacrilamida e
alginato de calcio. Os melhores resultados para eficiéncia de imobilizagéao (27%) e
atividade especifica (15U/mg proteina) foram obtidos com tanase imobilizada por
ligacdo covalente em quitosana ativada com glutaraldeido. A imobiliza¢do resultou
em atividade catalitica distinta quando empregavam substratos de diferentes
origens. Ja os piores resultados foram constatados quando a tanase foi
imobilizada em Dowex 50W em que foi obtido 7% de eficiéncia de imobilizacao e

atividade especifica igual a 8U/mg proteina.
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5.3 Tanase imobilizada em silica, Accurel e celite ativados com 3-
aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido

A tanase foi imobilizada por adsorcdo nos seguintes suportes: silica,
Accurel e celite. Os suportes foram empregados na sua condicdo normal,
suporte ativado com 3-aminopropiltrietoxisilano (ATPS) e suporte ativado com
ATPS e glutaraldeido (GLU), a Figura 15 mostra os resultados da %AE.

Atividade Enzimati

%

2%

Silica Accurel Celite
| Suporte |

Figura 15. Porcentagem de atividade enzimtica de tanase
imobilizada em diferentes suportes (suporte normal, suporte
ativado com 3-aminopropiltrietoxisilano e suporte ativado com 3-
aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido).

A Figura 15 demonstra que os suportes silica, Accurel a celite foram
efetivos na imobilizacdo da tanase nas 3 condi¢des estudadas, suporte-normal,
suporte+ATPS e suporte+ATPS+GLU, sendo que a maior %AE (144%) foi
observada para o suporte silica+ATPS+GLU, comparando a atividade catalitica da

enzima livre. A imobilizacdo de tanase em silica, silica+ATPS, Accurel,
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Accurel+ATPS, celite e celite+ATPS resultou em valores de %AE, na faixa de 58 —
73%. As amostras de tanase imobilizadas em Accurel e celite ativadas com
ATPS+GLU nao apresentaram atividade catalitica. O processo de imobilizacéo de
tanase realizado no presente estudo em alumina, silica, celite e Accurel ocorreu
em pH 5,0, independente da ativacao que o suporte havia sofrido. Esta condicao
indica que a ligacao covalente entre o grupo aldeido dos suportes ativados com

glutaraldeido ocorreu por meio do NH.-terminal da enzima.

Alonso et al. (2005) pesquisaram o efeito da concentracdo de glutaraldeido
(0 — 2%) como ativador na imobilizacdo de glutarilacilase, e verificaram que a
maior atividade catalitica foi obtida empregando glutaraldeido na faixa de 0,5 —
2%. Os autores constataram ainda que quando a concentracado de glutaraldeido
empregada variou de 0 a 0,5% a atividade da enzima glutarilacilase variou de 0 a
100%. Este estudo indica que ha um limiar muito discreto na concentracao de

glutaraldeido para a obtencao da enzima imobilizada ativa e estavel.

Yadav e Jadhav (2005) imobilizaram lipase em silica por adsorcdo e
constataram que a enzima era dessorvida muito rapidamente. Para solucionar
este problema os autores usaram como estratégia encapsular a lipase ja
adsorvida na silica utilizando alginato. O resultado obtido foi satisfatério, a enzima

manteve sua atividade catalitica até o quarto reuso.

Ivanov e Schneider (1997) obtiveram baixissima atividade de lipase de
Pseudomonas fluorescens quando esta foi imobilizada em silica ativada com 3-
aminopropiltrietoxisilano e silica ativada com 3-aminopropiltrietoxisilano e

glutaraldeido.

Segundo Mateo et al. (2005) a eficiéncia de imobilizacdo enzimatica
depende da ativacdo do suporte e principalmente dos grupos funcionais reativos
da enzima, em funcéao disto pode-se concluir que enzimas devem ser imobilizadas
pelo grupo funcional que se encontra em maior quantidade, geralmente grupos
lisina. Estas caracteristicas individuais das enzimas sdo as responsaveis por

tornar o processo de imobilizacdo e as respostas obtidas tdo distintas.
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Pedroche et al. (2007) estudaram a imobilizacdo de proteases em agarose
ativada com 4 e 10% de glioxil e verificaram que as enzimas imobilizadas em
agarose ativada com 10% de glioxil foram mais estaveis comparando com aquelas
produzidas em agarose ativada com 4% de glioxil, segundo ao autores isto
ocorreu devido ao maior numero de ligacbes multipontuais entre a enzima e a

agarose ativada com 10% de glioxil.

Segundo Fernandez-Lorente et al. (2001) muitas enzimas sao sensiveis e
podem perder a atividade catalitica quando se utiliza glutaraldeido. Entretanto, a
efetividade da imobilizacdo depende das condi¢cdes experimentais em que o
procedimento é realizado, devido a multiplicidade de estruturas quimicas possiveis
em cada situacgéao.

De acordo com Freire (1988) o processo de imobilizacdo normalmente
ocasiona modificacbes nas propriedades fisico-quimicas da enzima com
consequente alteracao na estabilidade e nas propriedades cinéticas. Desta forma,
a reducdo da atividade catalitica pode ter ocorrido devido a mudangas na estrutura
da enzima e/ou alteragdo no sitio ativo desta. Esse comportamento também se
deve a menor transferéncia de massa do meio reacional para o sistema
imobilizado, pois 0 processo da imobilizagao reduz a difusdo do substrato para o
interior do suporte (MATEO et al., 2000).

Estudo semelhante foi desenvolvido por Ivanov e Schneider (1997) que
avaliaram a capacidade de sintese de ésteres e reuso de lipase de Pseudomonas
fluorescens imobilizada nos seguintes suportes: celite 545, octilsilica, Eupergit
C250L, silica ativada com 3-aminopropiltrietoxisilano e silica ativada com 3-
aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido. Os pesquisadores constataram que a
lipase imobilizada nos suportes citados acima foi capaz de sintetizar ésteres,
contudo dentre estes suportes a celite foi bem superior aos demais. Ja no estudo
avaliando o reuso da enzima imobilizada obtiveram melhor resultado com a lipase
imobilizada em Eupergit C250L, a qual reteve 30% da sua atividade apo6s 11

ciclos.
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Perez et al. (2007) avaliaram o efeito da imobilizagcao de lipase de Candida
rugosa utilizando como suporte madeira de Eucalyptus grandis a qual foi ativada
com carbodiimina, gutaraldeido e meta-periodato de sodio nas caracteristicas
bioquimicas e afinidade de substrato nas reagbes de hidrélise e sintese. Os
autores concluiram que o emprego de diferentes ativadores na imobilizacdo
resultou em distintas interacbes entre enzima-ativador-suporte, culminando
consequentemente em alteracdes nas suas condicdes 6timas. Nas reacdes de
hidrélise foi observada menor afinidade entre o substrato (p-nitrofenil palmitato) e
lipase imobilizada com madeira-carbodiimina, quanto a reacdo de sintese a
atividade catalitica da lipase imobilizada em madeira ativada com os trés

compostos foram muito proximas.

Curiel et al. (2010) imobilizaram tanase de Lactobacillus plantarum
expressa em Escherichia coli com adi¢cdo de grupos histidina em CNBr-agarose
(interacdo enzima:supore monopontual) e glioxil-agarose (interagdo multipontual) e
avaliaram a atividade e estabilidade enzimatica. Dentre o0s processos de
imobilizacdo de tanase desenvolvidos foi obtida maior estabilidade (500 vezes
maior) com o suporte glioxil-agarose (altamente ativado a 25°C, pH 10 durante 24
horas). Em meio reacional contendo 30% de propanol a estabilidade do suporte foi
1000 vezes maior quando comparado com a enzima imobilizada em CNBr-
agarose. Os autores concluiram que maior estabilidade de tanase foi obtida
quando a ativacdo do suporte, a temperatura e o tempo de imobilizacdo foram
maiores, o0 que indica que a estabilidade enzimatica esta diretamente relacionada

com a intensidade de interagdo multipontual entre enzima e suporte.
5.4 Imobilizacao de tanase de Paecilomyces variotii por gelificacao i6nica

Tanase de Paecilomyces variotii foi imobilizada por gelificacdo ibnica em
varios suportes entre eles, alginato de sédio, alginato de alga marrom, goma
gelana, carragena e pectina, a Tabela 6 mostra a porcentagem de atividade

enzimatica (AE) e a porcentagem da eficiéncia de imobilizagao.
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Tabela 6. Porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem da eficiéncia de
imobilizacdo de tanase imobilizada por gelificacdo ibnica em alginato de sodio,
alginato de alga marrom, goma gelana e pectina

Eficiéncia de

Polissacarideo Atividade enzimatica (%) Imobilizacéio (%)
Alginato de sodio 9,67 +1,02 38,69 + 3,52
Alginato de alga marrom 4,63 £1,73 12,65 + 1,59
Goma gelana 3,65 £ 0,89 15,60 + 2,70
Pectina 1,55 £ 0,64 65,81 £ 3,98

Resultados estimados em triplicata (n= 3) £ desvio padrao.

A Tabela 6 mostra que a %AE da tanase imobilizada em alginato de sédio
foi superior a aquela observada pela tanase imobilizada nos demais suportes
avaliados. Quanto a %EIl percebe-se que os melhores resultados foram obtidos
para os suportes pectina e alginato de sédio, contudo a %AE da tanase
imobilizada em pectina foi a menor dentre os 4 suportes avaliados. Na Figura 16
estao ilustradas as capsulas obtidas. Por meio destas imagens pode-se constatar
que as capsulas de pectina ndo apresentam formato circular uniforme e também,
nao possuiam resisténcia mecanica quando comparado as capsulas formadas
pelo alginato de sddio, alginato de alga marrom e goma gelana. Observou-se
ainda que, as capsulas formadas com alginato de sédio mostraram-se superiores
do que as formadas com os demais polissacarideos com relagdo a esfericidade,

resisténcia mecanica e uniformidade de tamanho.
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Figura 16. Imobilizacao de tanase por gelificagcao i6bnica em alginato de
sédio (A), alginato de alga marrom (B), pectina (C) e goma gelana (D)

O método de imobilizacdo por gelificagdo idnica forma uma membrana
porosa em torno da enzima, semelhante as células vivas, as quais controlam o
tamanho das moléculas que entram e saem da célula. Moléculas de alta massa
molecular como proteinas podem ser mantidas no interior da capsula e moléculas
de menor massa molecular como, produtos e substratos podem passar livremente
pelos poros da membrana (XIAOWEI et al., 2004). Desta forma € evidente que
quando se emprega membranas porosas para encapsular enzimas a massa
molecular do substrato enzimatico e do produto formado é de extrema
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importancia, pois, estdo diretamente relacionadas a limitagdo difusional e ao

impedimento estérico do sitio ativo da enzima.

Contesini (2009) avaliou a imobilizagdo da glicosiliransferase em gel de
pectina BTM com e sem adicdo de gordura. Foi constatado que a enzima
imobilizada em pectina BTM com adicao de gordura manteve maior atividade de
glicosiltransferase do que as preparagdes de enzima imobilizada sem gordura e
liofilizadas. Quando essa preparacao foi aplicada em processo de batelada foi
observada conversédo inicial em torno de 30% com queda gradativa nas
posteriores bateladas. Em colunas de leito empacotado foi observado converséao
de sacarose em isomaltulose maxima de 10,5% em 2 horas, sendo que apés 60
horas foi igual a 3%.

Na imobilizacdo de tanase utilizando carragena nao houve formacédo de
particulas esféricas quando a solucdo do polissacarideo contendo a enzima foi
gotejada na solucdo de cloreto de calcio. A carragena é um polimero natural
presente na estrutura de algas vermelhas. A solucdo de k-carragena pode formar
gel forte reversivel sob refrigeracdo na presenca especifica de cations.

Segundo Michel et al. (1997) em baixas concentragdes de ions a formacao
de gel com a carragena ocorre melhor na seguinte ordem K* > Ca?". A formagao
de gel de carragena com ions monovalentes e divalentes ainda nao sdao bem
explicados. Em estudos realizados por Chen et al. (2002) observou-se uma forte
sinergia no sistema de gel de carragena formado na presenca de ambos os ions

potassio e calcio.

A imobilizacdo em quitosana nao foi possivel por esta metodologia, pois a
enzima nao se misturou homogeneamente na solu¢do de quitosana, como mostra

a Figura 17.
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Figura 17. Solugao de quitosana de baixa (A) e média massa molecular (B)
com tanase.

Boadi e Neufeld, (2001) estudaram a imobilizagcdo de tanase comercial
utiizando como suporte alginato, pectina, carragena, quitosana e alginato
recoberto com quitosana de alta e baixa massa molecular. Os experimentos foram
realizados utilizando estes suportes com e sem reticulagdo através de
glutaraldeido. A tanase imobilizada foi aplicada em chas com o intuito de verificar
a capacidade em reduzir a turbidez e decantagdo. Tanase encapsulada em
carragena mostrou-se muito instavel no cha e encapsulada na pectina nao
apresentou atividade catalitica. A tanase imobilizada em alginato recoberto com
quitosana reticulado com glutaraldeido foi a mais eficiente. Os autores justificaram
a baixa atividade catalitica da tanase imobilizada devido a limitag&do difusional do
substrato pela céapsula.

O polissacarideo selecionado para a imobilizacdo de tanase de
Paecilomyces variotii em funcao da %AE e %El foi utilizado para os estudos de
otimizacao das condicdes de imobilizacdo como descrito a seguir.
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5.4.1 Estudo das condicoes otimas para imobilizacao de tanase de
Paecilomyces variotii em alginato de sodio

A fim de se determinar as condi¢des ideais para imobilizar a tanase de
Paecilomyces varioti  empregou-se a ferramenta de planejamento de
experimentos. Primeiramente fez-se um planejamento fracionado a fim de
determinar as variaveis importantes e estimar os niveis ideais para estas variaveis
e posteriormente foi feito um planejamento completo. As respostas avaliadas
foram porcentagem de atividade enzimdtica e porcentagem de eficiéncia de
imobilizagdo como descrito nos itens 4.6 e 4.8.

5.4.1.1 Planejamento fracionado

No planejamento fracionado avaliou-se o efeito das seguintes variaveis, X1 -
concentracado de alginato de sédio (%), x> - concentracao de cloreto de calcio (M),
X3 - tempo de cura (horas) e x4 - concentracdo de tanase (mg/mL de alginato), na
Tabela 7 estao descritos os niveis empregados para as variaveis citadas acima.

Por meio da analise estatistica dos resultados obteve-se os efeitos das
variaveis em estudo quanto a %AE e %El, os dados encontram-se nas Tabelas 8

e 9, respectivamente.
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Tabela 7. Delineamento composto central rotacional fracionado (2*') para o
estudo da influéncia da concentracdo do alginato de sddio, concentracdo do
CaCl,, tempo de cura e concentracdo de tanase na porcentagem de atividade
enzimatica e porcentagem de eficiéncia de imobilizacao

Ensaios X1 X2 X3 Xa %AE* %EI**
1 -1 (1) -1 (0,1) -1 (1) -1 (1) 1,62 12,68
2 1(5) -1 (0,1) -1 (1) 1 (10) 1,05 10,29
3 -1 (1) 1(1) -1 (1) 1(10) 0,84 16,81
4 1(5) 1(1) -1 (1) -1 (1) 0,57 50,97
5 -1 (1) -1 (0,1) 1(7) 1(10) 0,76 18,42
6 1(5) -1 (0,1) 1(7) -1 (1) 1,74 26,54
7 -1 (1) 1(1) 1(7) -1 (1) 1,00 42,72
8 1(5) 1(1) 1(7) 1(10) 0,59 19,76
9 0 (3) 0 (0,55) 0 (4) 0 (5) 0,95 26,11
10 0 (3) 0 (0,55) 0 (4) 0 (5) 1,08 20,48
11 0 (3) 0 (0,55) 0 (4) 0 (5) 1,07 21,77

*%AE = porcentagem de atividade enzimatica; ** %EI| = porcentagem de eficiéncia
de imobilizagao.

Tabela 8. Resultado dos efeitos da concentracdo do alginato de sddio,
concentracdo do CaCl,, tempo de cura e concentracdo de tanase na porcentagem
de atividade enzimatica

Parametros Efeitos Erropuro T (7) p-valor
Média 1,02 0,08 12,82 0,00
Alginato de sodio -0,07 0,19 -0,37 0,73
CaCl, -0,54 0,19 -2,89 0,03
Tempo de cura 0,00 0,19 0,02 0,99
Tanase -0,42 0,19 -2,27 0,05

Para a resposta %AE, Tabela 8, verifica-se que as variaveis concentragao
de cloreto de calcio e concentragdo de tanase tiveram efeito significativo e
negativo para esta resposta quando estas variaveis foram do nivel inferior (-1)
para o superior (+1), desta forma pode-se dizer que o emprego da maior
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concentracdo do CaCl; e tanase tiveram efeito negativo na %AE. Ja as variaveis
alginato e tempo de cura nao exerceram efeito significativo nesta resposta.

Tabela 9. Resultado dos efeitos da concentracdo do alginato de sddio,
concentracao do CaCl,, tempo de cura e concentracdo de tanase na porcentagem
de eficiéncia de imobilizacao

Parametros Efeitos Erropuro T (7) p-valor
Média 24,23 0,89 27,24 0,00
Alginato 4,23 2,09 2,03 0,18
CaCly 15,58 2,09 7,47 0,02
Tempo de cura 417 2,09 2,00 0,18
Tanase -16,91 2,09 -8,10 0,01

Por meio da Tabela 9 pode-se observar que os fatores alginato de sédio e
tempo de cura ndo tiveram efeito significativo na %EIl da tanase. O cloreto de
célcio e tanase tiveram efeito significativo, sendo que o cloreto de calcio exerceu
efeito positivo e a tanase efeito negativo, quando estas variaveis foram do nivel -1

para o nivel +1.

Pode-se constatar que as variaveis estudadas exerceram efeito importante
na %AE e na %El da tanase, contudo estes efeitos ndo tiveram o mesmo
comportamento em relagdo as variaveis cloreto de calcio e tanase, desta forma
optou-se por considerar a %AE como sendo a resposta de maior relevancia uma
vez que, somente imobilizar a enzima sem que ela retenha atividade catalitica nao

é interessante industrialmente.

Sendo assim, foram levados em consideracao para estabelecer as variaveis
e niveis que serao estudados pelo planejamento completo, os efeitos obtidos para
a resposta AE, os quais indicam que niveis menores para estas variaveis podem
resultar em maior atividade catalitica de tanase.
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5.4.1.2 Planejamento completo

concentracdo de alginato de sédio (%), X2 - concentracdo de cloreto de calcio
(molaridade) e x3 - concentracdo de tanase (mg/mL de alginato). O tempo de cura
foi retirado do planejamento e passou a fazer parte de um estudo de cinética no

qual as capsulas permaneceram durante 6, 12 e 24 horas em contato com o

No planejamento completo estudou-se o efeito das variaveis Xxq

cloreto de célcio. As respostas avaliadas foram %AE e %El, Tabela 10 e 13.

Tabela 10.

24horas quanto a atividade enzimatica

Delineamento composto central rotacional (2°) para o estudo da
influéncia da concentracdo do alginato de sédio, concentragcdo do CaCl, e
concentracdo de tanase na imobilizagdo de tanase com tempo de cura de 6, 12 e

Ensaios

X1

X2

Porcentagem de Atividade enzimatica

Apés 6h Apés 12h Apoés 24h
1 -1(2,4) -1(0,28) -1(3,6) 12,45a 8,83a 8,00a
2 1(3,6) -1(0,28) -1(3,6) 15,88a 11,55a 6,00b
3 -1(2,4) 1(0,82) -1(3,6) 8,28a 8,04a 8,25a
4 1(3,6) 1(0,82) -1(3,6) 3,80b 4,02b 8,82a
5 -1(2,4) -1(0,28) 1(7,4) 5,31c 8,08b 12,65a
6 1(3,6) -1(0,28) 1(7,4) 9,52¢ 15,97a 12,71b
7 -1(2,4) 1(0,82) 1(7,4) 14,09a 9,89b 7,28b
8 1(3,6) 1(0,82) 1(7,4) 10,30a 13,40a 12,86a
9 0(8) 0(0,55 0¢(5) 16,38a 8,09a 8,74a
10 0(8) 0(0,55 0¢(5 10,22a 9,49a 7,82a
11 0(8) 0(0,55 0¢(5) 9,91a 7,99a 10,50a

Letras distintas nas mesmas linhas indicam que ha diferenca estatistica pelo teste

Tukey (p<0,05).

de variancia e teste de Tukey com nivel de confianca de 95% para a %AE apés 6,
12 e 24h de cura. A Tabela 10 mostra que ndao houve padrdo no aumento da %AE
com o aumento no tempo de cura das capsulas, sendo que nos ensaios 1, 3, 8, 9,

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por meio de analise



10 e 11 ndo hé diferenca estatistica (p<0,05) na %AE quando o tempo de cura foi
de 6, 12 ou 24h. Nos ensaios 2 e 7 a %AE é diminuida significativamente com o
aumento no tempo de cura das capsulas, ja nos ensaios 4, 5 e 6 se observa
aumento na atividade em funcado do maior tempo de cura. Como na maioria dos
ensaios o0 aumento no tempo de cura de 6 para 12 ou 24h nao resultou em maior

%AE foi fixado o tempo de cura de 6h.

A analise estatistica para o Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) foi feita utilizando os dados obtidos para a %AE nas 6horas de cura das
capsulas. Nas Tabelas 11 e 12 encontram-se 0s coeficientes de regressao e
analise de variancia (ANOVA), respectivamente, para a %AE apds 6 horas de cura

com a tanase imobilizada em alginato de sodio.

Tabela 11. Resultados dos coeficientes de regressdo do estudo da imobilizacao
de tanase em alginato de sodio para a porcentagem de atividade enzimatica apds
6h de cura

Coeficiente de Erro

Parametros ~ T(7) P valor
regressao puro

Média 10,00 0,17 58,86 0,00

CaCl, (M) -0,71 0,20 -3,59 0,01

Interacdo alginato X CaCl, -2,35 0,20 -11,78 0,00

Interagéo alginato X tanase 0,71 0,20 3,56 0,01

Interacao CaCl, X tanase 3,30 0,20 16,57 0,00
R® = 98,65%

Os coeficientes de regressao obtidos na Tabela 11 podem ser usados para
gerar uma equacao de primeira ordem, onde Y representa a porcentagem de
atividade enzimatica. O modelo foi validado usando a andlise de variancia (Tabela
12), a qual demonstra erro puro minimo indicando uma boa reprodutibilidade dos
resultados, o coeficiente de correlacao foi de 99% e o Teste-F foram satisfatorios

para obter um modelo adequado que representa a real relagdo entre a resposta
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%AE e as variaveis. O modelo matematico foi utilizado para gerar as superficies
de resposta e curvas de contorno para encontrar as melhores condigdes de
imobilizacdo da tanase (Figura 18). O modelo matematico foi obtido considerando

somente as variaveis significativas para o processo como demonstra a Equacao 5.

Tabela 12. Analise de variancia no estudo da imobilizacdo de tanase em alginato
de sédio para a porcentagem de atividade enzimatica apés 6h de cura

Fonte de Soma Graus de Quadrado F
Variacao quadrados liberdade médio calculado
Regresséao 139,23 3 46,41 170,66
Residuos 1,90 7 0,27
Falta de ajuste 0,91 5 0,18 0,37
Erro puro 0,99 2 0,50
TOTAL 141,14 10

R® = 98,65%, F tab 3:7;: 0,05 = 4,35

Y =10-0,71 x2 — 2,35 x1X2 + 0,71 X1X3 + 3,3 XoX3 (Equacéo 5)

Sendo que:

X2 - concentracao de cloreto de célcio (molaridade);

X1 X2 — interagdo entre concentracdo de alginato de sodio (%) e concentracao de
cloreto de célcio (molaridade);

X1X3 - Interacdo alginato X tanase;

X2 X3 — interacdo entre concentragcdo de cloreto de calcio (molaridade) e
concentracao de tanase (mg/mL de alginato).

As superficies de resposta e curvas de contorno (Figura 18) indicam que a
maior %AE ocorreu com o0 aumento na concentragcdo de alginato de sodio,
contudo, o aumento na concentracao de alginato de sddio resulta no aumento da
viscosidade da solucdo, acima de 5% o processo de extrusdo por meio da bomba
peristaltica € dificultado. Em concentragdes menores que 2,5% as capsulas
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formadas possuem membranas muito porosas dificultando a formacao de esferas
e gerando capsulas extremamente sensiveis e facilitando a difusdo da proteina
encapsulada para o meio externo (CHI et al., 2008).

0,82

-
L

z ¥
=
g 5
= —
E o ¢ = 0,55
8 B 9 g~
25 0
=g °
3 ! | Rk
= iz
g [ RE
9 10
0,28 g
2.4 3 3,s=$
Alginato (%)
14
pe
3 = 1 =)
2 § 2
2 o 10 ﬁ‘
2% g
33’ £
S e g -
F_
I iz
= il 11
110
[l
1
' 7
@_,'9/ 0,28 0,55 0,82 = !
cacl, (M)

Figura 18. Superficies de resposta e curvas de contorno para a porcentagem de

atividade enzimatica de tanase imobilizada em alginato de sédio apds 6 horas de
cura
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Avaliando as superficies de respostas para a %AE pela tanase imobilizada
em alginato de sédio pode-se perceber que as melhores condicées para imobilizar
tanase e obter maior %AE foram alginato de s6dio no nivel superior 3,6%, cloreto
de calcio no nivel inferior 0,1M. A concentracdo de tanase nao teve efeito
significativo na %AE apds 6h de cura, por isto este parametro sera fixado no nivel

inferior, ou seja, 3,6mg/mL de alginato.

A eficiéncia de imobilizacdo enzimatica também foi avaliada apés 6, 12 e
24h, pelo mesmo planejamento completo, os resultados podem ser observados na
Tabela 13.

Tabela 13. Delineamento composto central rotacional (2% codificado para o
estudo da influéncia da concentragéo do alginato de sodio, concentragdo do CaCl,
e concentracdo de tanase na porcentagem de eficiéncia de imobilizacdo de tanase
com tempo de cura de 6, 12 e 24horas

Eficiéncia de imobilizacao (%)

Ensaios Xy X2 X3 TApos6h Apbs 12h  Apos 24h
i 1 (24) 1(028) -1(36) 6035a  5053ab 46,780
2 1(36 -1(0,28) -1(36) 6823 59230 53.70C
3 1(24) 1(082) -1(36) 7499  7368a 67.77a
4 1(36) 1(082) -1(36) 7414a  70,74b 59.38¢
5 1(24) -1(028) 1(7.4) 4873a  42,50ab  34,72b
6 1(36) -1(028) 1(7.4) 6099a  53,05b 44.10¢
7 1(24) 1(0,82) 1(7.4) 5942a 46,530 47,300
8 1(36) 1(0,82) 1(7.4) 7272a  60,20b 55,02b
9 0@3) 0(055 0(5) 5820  5511a 47,910
10 03) 0(055 0(5) 6300a  548lab  50,52b
11 03 0(055 0(5) 5954a  5178ab  42,76b

Letras distintas nas linhas indicam que ha diferenca estatistica pelo teste Tukey
(p<0,05).

A Tabela 13 indica que o tempo de cura das capsulas tem efeito
significativo (p<0,05) na %EIl da tanase, sendo que os melhores indices foram
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obtidos no menor tempo de cura. Nos ensaios 1, 3, 5,9, 10 e 11 a %EI para tempo
de cura de 6h e 12h ndo houve diferenca estatistica, ou seja, poderia ser usado o
tempo de cura de 6 ou 12horas. J& nos ensaios 2, 4, 6, 7 e 8 observou-se
diminuicao significativa (p<0,05) nesta resposta com o aumento do tempo de cura
de 6 para 12h. A %El no tempo de cura de 24h foi menor estatisticamente
(p<0,05) em todos os experimentos exceto o ensaio 3, em relagdo a cura de 6h.

Desta forma, para as respostas %AE e %El o tempo de cura foi fixado em 6 horas.

Nas Tabelas 14 e 15 encontram-se os coeficientes de regressao e anélise
de variancia (ANOVA) para a %El apds 6h de cura. Apds a ANOVA, satisfeitos os
parametros de R? e teste-F, o modelo matematico pode ser gerado, bem como as
superficies de resposta e curvas de contorno, Figura 19.

Tabela 14. Resultados dos coeficientes de regressdo do estudo da imobilizacao
de tanase em alginato de sédio para a resposta porcentagem de eficiéncia de
imobilizagdo apo6s 6h de cura

Coeficiente de Erropuro T (7) p-

Parametros ~
regressao valor
Média 63,40 0,27 237,18 0,00
Alginato de sodio 4,07 0,63 13,00 0,01
CaCl, (M) 5,37 0,63 17,15 0,00
Tanase (mg/mL alginato) -4,48 0,63 -14,30 0,00
Interagéo alginato X tanase 2,31 0,63 7,39 0,02
R°=86,11%

A andlise de variancia (ANOVA) mostra uma variacao explicada pelo modelo de
86% e F calculado 2 vezes maior que o F tabelado indicando que a partir destes
dados pode-se gerar um modelo matematico que represente este estudo, além de
superficies de resposta e curvas de contorno (Figura 19).
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Tabela 15. Andlise de variancia no estudo da imobilizacdo de tanase em alginato
de sbdio para a resposta porcentagem de eficiéncia de imobilizacao ap6s 6h de
cura

Fonte de Soma Graus de Quadrado F
Variacao quadrados liberdade médio calculado
Regressao 567,39 4 141,85 9,30
Residuos 91,51 6 15,25
Falta de ajuste 89,9401 4 22,49 28,61
Erro puro 1,5719 2 0,79
TOTAL 658,8995 10

R® = 86,11%, F tab 4;6; 0,05 = 4,53

O modelo matematico foi obtido considerando somente as variaveis

significativas para o processo como demonstrada a Equacao 6.

El = 63,4 + 4,07%; + 5,37xo — 4,48x3 + 2,310x1.X3 (Equagao 6)

Sendo que:

X1 - concentracao de alginato de sodio (%);

X2 - concentracao de cloreto de célcio (molaridade);

X3 — concentracao de tanase (mg/mL de alginato).

X1 X3 — interagdo entre concentracdo de alginato de sodio (%) e concentracao de

tanase (mg/mL de alginato).

Analisando as superficies de resposta e curvas de contorno (Figura 19) e os
coeficientes de regressao (Tabela 14) pode-se concluir que a maior porcentagem
de El da tanase foi obtida utilizando-se 3,6% de alginato, 1M de CaCl, e 3,6mg/mL

de tanase/mL de alginato e tempo de cura de 6 horas.

Niladevi e Prema (2007) constataram a maxima eficiéncia de imobilizagédo
de lacase em alginato a 2,5%. O tempo de cura esta relacionado com aumento na
concentracdo de ions calcio na membrana, resultando em uma membrana com
maior resisténcia mecéanica, o que pode reduzir a perda de proteinas (YU et al.,
2004a), bem como aumentar a limitacao difusional de produto e substrato.
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Estudo desenvolvido previamente por Chan et al., (2009) com o intuito de
desenvolver um modelo matematico preditivo para obter capsulas de alginato com
tamanho pré determinado, indicou que a concentracdo de alginato deve estar
abaixo de 5% (devido a elevada viscosidade da solucdo) e acima de 2,5% em
processo utilizando 10mM de CaCl, e distdncia de gotejamento das solugbes de
alginato de sédio no CaCl,de 10cm.

A imobilizacao da enzima a-amilase foi efetuada por geleificacao ibnica em
alginato de calcio utilizando a ferramenta de planejamento de experimentos e as
melhores condi¢cdes para a imobilizacdo foram 3% de alginato, 0,55M de CaCl, e
tempo de cura de 4,5h (GANGADHARAN et al., 2009).

Tanase de Aspergillus aculeatus foi imobilizada por gelificagdo ibnica em
alginato empregando 3 concentragdes distintas, 3, 5 e 7%. Os resultados
demonstraram que a medida que a concentracdo de alginato aumentou de 3 para
7% a eficiéncia de imobilizacdo diminuiu de 17 para 8% e atividade especifica
passou de 0,15 para 0,13U/ug de proteina (EL-TANASH, SHERIEF, NOUR, 2011).

Mohapatra, Mondal e Pati (2007) produziram tanase de Bacillus
licheniformis KBR6 empregando células imobilizadas em alginato, sendo que a
concentracdo de alginato neste estudo variou de 0,5 a 3%. Os autores relataram
qgue o maior rendimento de tanase ocorreu utilizando 2% de alginato, ja a menor
perda de células pelas capsulas ocorreu para capsulas com 3% de alginato. A
condicao selecionada pelos autores para imobilizar as células foi empregando 2%
de alginato.

Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a concentracdo de
alginato esta diretamente relacionada com o tamanho e distribuicdo dos poros na
membrana da capsula, influenciando consequentemente na difusividade da
enzima, produto e substrato. A formacdo e as propriedades estruturais das
capsulas de alginato dependem de diversos fatores como: relagdo entre os acidos

manurdnico e gulurdnico, presenca de impurezas e as condigdes do procedimento
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(CHAN et al.,, 2009; GANGADHARAN et al.,, 2009; OUWERX et al.,, 1998;
VELINGS e MESTDAGH 1995).

Yu et al. (2004a) estudaram a imobilizacdo de tanase por coacervagao
complexa usando os polissacarideos quitosana-alginato e constataram que a
maior eficiéncia de imobilizacdo de tanase ocorreu utilizando concentracdes de
1,5% de quitosana, 1,4% de alginato e 30 minutos de tempo de cura em solucao

de cloreto de calcio a 2%.

Yu et al. (2004b) imobilizaram tanase de Aspergillus niger, que foi purificada
utilizando precipitagdo fracionada com sulfato de aménia, purificacdo em coluna
de troca idbnica DEAE-celulose e liofilizagdo. Os autores investigaram a
imobilizacdo de tanase por coacervacdo complexa empregando quitosana-alginato
na sintese de propilgalato em meio organico. Os autores verificaram aumento
significativo no rendimento de propilgalato utilizando a enzima imobilizada
(aproximadamente 40%) comparado com a enzima livre (cerca de 18%) e
sugeriram que esse resultado era devido a inativacdo da enzima pelo solvente

organico hexano.

Analisando as condi¢oes étimas para imobilizacao de tanase e obtencéo de
maior %AE e %EI percebe-se que estes diferem quanto a concentracdo de CaCl,
(1M para melhor %El e 0,1M para maior %AE) e como justificado anteriormente foi
dada maior relevancia a atividade catalitica da enzima imobilizada. Desta forma
estabeleceu-se como condigcdo 6tima 3,6% de alginato, 0,1M de CaCl,, 3,6mg de
tanase/mL alginato e cura de 6h. A %AE de tanase imobilizada nas condi¢coes

otimizadas foi de 20%.

A analise de variancia e curvas de contorno possibilitaram a escolha das
variaveis que exercem efeito significativo e a determinagcédo das condi¢cbes 6timas
para obter a maxima %AE. A interacdo entre os componentes mais importantes
(Ex.; concentracdo de alginato de sodio, de CaCl, e tempo de cura) foram
estimados para a obtencdo de um modelo matematico que represente o0s
resultados obtidos. Desta forma pode-se afirmar que o emprego da ferramenta de
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planejamento de experimentos possibilitou aumentar a atividade enzimatica de
0,57 (Tabela 7) para 20% (Tabela 16), aumento de 35 vezes comparando com 0s

resultados obtidos anteriormente a otimizacgao.

5.4.2 Reuso da tanase imobilizada em alginato de sédio

Depois de estabelecida a melhor condicdo para a imobilizacdo de tanase de
Paecilomyces variotii, 3,6% de alginato de soédio, 0,1M de CaCl,, 3,6mg de
tanase/mL de alginato de sédio e tempo de cura de 6h, estudou-se o reuso da
enzima até a perda total da atividade catalitica (Figura 20). As condigdes
reacionais empregadas foram as mesmas dos demais ensaios 60°C e tempo de

reacao de 60 minutos.
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Figura 20. Reuso da tanase imobilizada em alginato de so6dio em
bateladas sucessivas
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A Figura 20 mostra que a tanase imobilizada em alginato de sédio pode ser
reutilizada, mantendo cerca de 100% da atividade enzimatica até o terceiro uso,
mostrando um leve aumento na atividade catalitica da enzima até o 3° uso.
Resultado similar foi constatado no reuso de aminopetidases imobilizadas por
gelificacdo ibnica, os autores sugerem que o inchamento das capsulas durante o
uso pode resultar no aumento do tamanho dos poros facilitando a difusdo do
substrato, aumentando consequentemente a atividade catalitica da enzima (CHI et
al., 2008). No quarto e quinto uso a atividade da enzima diminui para 60%,
confirmando que a enzima pode ser usada por pelo menos 5 vezes consecutivas.
Ja no 6° uso a tanase imobilizada em alginato de sddio ndo mostrou atividade

catalitica.

Resultados semelhantes ja foram relatados, tanase de Aspergillus
aculeatus imobilizada em gelatina reticulada com glutaraldeido reteve até 84% da
sua atividade original apos 5 ciclos (EL-TANASH, SHERIEF, NOUR, 2011), tanase
de Aspergillus niger encapsulada em alginato reteve 77% de atividade catalitica
apds 7 ciclos (SRIVASTAVA e KAR, 2010), tanase imobilizada em quitosana
ativada com glutaraldeido reteve ap6s o 17° uso cerca de 85% de atividade
catalitica (ABDEL-NABY et al., 1999), células de Bacillus licheniformis KBR6
encapsuladas em alginato para produzir tanase mantiveram 80% de atividade até
o 6°ciclo (MOHAPATRA, MONDAL e PATI, 2007); tanase comercial encapsulada
em alginato recoberto com quitosana reticulados com glutaraldeido reteve 100%
de atividade apos 3 ciclos de uso (BOADI e NEUFELD, 2001); tanase imobilizada
em Eupergit C ativada com etilenodiamino permaneceu ativa apés 400 ciclos
(NICOLAS et al., 1998).

Rocha et al. (2006) verificaram que inulinase imobilizada em Amberlite
ativada com polietilenoimina e glutaraldeido teve sua atividade catalitica diminuida
na 22 batelada para 60%, ja apés a 72 batelada a atividade residual da enzima

imobilizada foi diminuida para 25%.
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Sabe-se que a forga idnica do meio reacional pode influenciar a perda da
atividade das enzimas, no presente estudo utilizou-se o tampao acetato 0,2M.
Cloroperoxidase imobilizada em suportes ativados com grupos amina mostrou
diferenca consideravel no reuso da enzima em funcao da forca i6bnica do meio
reacional. Quando foi utilizado no meio reacional tampéao 0,01M a enzima manteve
70% de atividade ap6s 20 ciclos, ja quando utilizou-se tampao 0,1M a atividade

enzimatica foi mantida somente até o 15° ciclo de uso (HUDSON et al., 2007).

5.4.3 Estudo do efeito do pH, temperatura e inibidores na atividade e
estabilidade da tanase livre e imobilizada em alginato de sédio

Feita a otimizacao dos parametros para imobilizagdo de tanase em alginato
de sodio, procedeu-se estudo comparativo das condigdes étimas da atividade e
estabilidade da tanase livre e imobilizada. Estudou-se o pH 6timo de atividade e
de estabilidade, a temperatura 6tima de atividade e de estabilidade, analisou-se a
estabilidade da enzima frente a alguns inibidores. A determinagdo da atividade
relativa da tanase foi determinada como descrito no item 4.6 utilizando como
substrato o acido tanico 0,2% em tampéo acetato 0,2M pH 5,5.

5.4.3.1 Efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade da tanase livre

e imobilizada

A Figura 21 mostra o pH e temperatura 6timos e de estabilidade da enzima
livre e imobilizada em alginato de sodio em diferentes valores de pH e

temperatura.

O pH e a temperatura sdo parametros que afetam a atividade catalitica da
enzima. Como mostra a Figura 21a a maxima atividade da tanase livre e
imobilizada foi praticamente a mesma, em torno de pH 5,5. Quanto ao pH de
estabilidade na faixa estudada pode-se verificar que a tanase imobilizada mostrou-
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se mais estavel em pH entre 3,5 — 7,5, ja a tanase livre mostrou-se mais estavel
em pH entre 5,5 — 7,5 (Figura 21b). Tanase imobilizada e livre mostraram 100% de
estabilidade a pH 7,5 apds 1 horas de incubacdo. Ambas mostraram uma ampla
faixa de pH de estabilidade e foram moderadamente ativas em pH 8,0,
apresentando retencédo de 70 e 60% de atividade relativa, respectivamente e em
pH acido de 3,5 houve retencdo de 80 e 60% de atividade respectivamente.
Normalmente a imobilizacdo de enzima em suportes carregados ionicamente (H* e
OH") resulta em deslocamento do perfil de pH 6timo da enzima, devido a
mudanc¢as no microambiente reacional (CAO, 2005; PEREZ et al., 2007).

~ 120 120
< 100 & 100
5 80 £ 80
260 = 60
Q < bt
T 40 2 40
2 5 20
Z 20 3
c 0 T & 03‘5 4455557758850
3544555577588509 ’ ’ ’ : :
a
pH 6timo b pH estabilidade
120 7 120 —e—Imobilizada

100 100 —=—Livre

2]
e}

N
(e}

[\
e}

Atividade relativa (%)
foN
S

0 hd hd T T ! l T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80

Atividade relativa (%)

c Temperatura otima (°C)

Temperatura de estabilidade (°C)

Figura 21. pH e temperatura 6timos de atividade e de estabilidade da tanase livre
(quadrado vermelho) e imobilizada em alginato de sédio (circulo preto).
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A tanase imobilizada e livre apresentou temperatura étima de atividade a
60°C e 40°C respectivamente (Figura 21c) e mostraram-se estaveis a 50°C
durante 1h (Figura 21d). A tanase imobilizada e livre apresentou atividade residual
de 85% e 69% apods 1h de tratamento a 60°C. O aumento na temperatura étima de
atividade pode ser devido ao aumento na estabilidade da enzima devido a
membrana do alginato formada pelo processo de encapsulacdo (ABDEL-NABY et
al., 1999; YU et al., 2004c). Estes resultados corroboram com pesquisas ja
relatadas, nas quais foi reportado que o pH étimo da tanase de Aspergillus
aculeatus passou de 5,5 para 5,0 apds imobilizagdo e o pH de estabilidade foi de
5,0 — 6,0 para enzima livre e de 4,5 — 8,0 para a tanase imobilizada. A temperatura
6tima foi de 50 e 60°C, para a tanase livre e imobilizada, respectivamente. Quanto
a estabilidade térmica a enzima imobilizada mostrou-se mais estavel, retendo 83%
de atividade residual a 60°C enquanto que a enzima livre reteve apenas 76% de
atividade residual ap6s 90 minutos de aquecimento (EL-TANASH, SHERIEF e
NOUR, 2011).

Perez et al. (2007) verificaram que lipase imobilizada em celulignina de
Eucaliptus grandis ativada com glutaraldeido manteve o mesmo perfil de

estabilidade frente a temperatura que a enzima na sua forma livre.

Abdel-Naby et al. (1999) avaliaram a imobilizacdo de tanase de Aspergillus
oryzae em quitosana reticulada com glutaraldeido e observaram alteracdes nos
valores de pH e temperatura 6timos de atividade de 5,5 para 4,5 e de 40 para
55°C, para a tanase livre e imobilizada, respectivamente.

Nicolas et al. (1998) imobilizaram tanase em Eupergit C ativada com
etilenodiamino e verificaram que a enzima imobilizada apresentou maior
estabilidade térmica (20-60°C) frente a tanase livre (20-40°C).

Rocha et al. (2006) estudaram a imobilizagdo de inulinase em Amberlite
ativada com polietilenoimina e glutaraldeido a 4°C para a hidrélise de inulina, os
autores constataram que a imobilizagédo resultou em pequena modificacdo no pH e
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temperatura étima de atividade sendo que estes valores passaram de pH 4,5 para
pH 5,5 e de 55°C para 50°C.

Tanase de Aspergillus niger foi imobilizada por ligagdo covalente em
Concavalina Sepharose-A, a enzima imobilizada apresentou pH 6timo similar ao
da enzima livre (pH 6,0) (SHARMA, BHAT e GUPTA, 2002).

Sharma et al. (2008) reportaram que a tanase de Penicillium variable |1ARI
2031 imobilizada em Amberlite manteve praticamente as mesmas caracteristicas
bioquimicas da enzima livre, o pH e temperatura 6timos de atividade foram 5,0 e
50°C, respectivamente. A enzima reteve 60% da atividade residual em pH 3,0 e
20% da atividade em pH 10, e apresentou atividade residual de 60 e 80% apéds
24h de tratamento a 25 e 50°C, respectivamente.

Curiel et al. (2010) verificaram que a tanase de Lactobacillus plantarum

imobilizada em glioxil-agarose reteve 80% da atividade apo6s 24h a 50°C e pH 7,0.

O pH e temperaturas étimos de atividade de tanase de Aspergillus niger
para a enzima livre e imobilizada foram 5 e 30°C, e de 6 e 40°C, respectivamente.
O pH e temperaturas de estabilidade para a enzima livre e imobilizada foram de
3,0-55e30-45°C,e2,0-7,0e 20 - 60°C, respectivamente (YU et al., 2004c).

5.4.3.2 Efeito de inibidores na atividade da tanase livre e imobilizada

A Figura 22 mostra o efeito de diferentes inibidores como, iodoacetamida,
azida sodica, EDTA e 4-cloromercuribenzoato na atividade da tanase imobilizada
por gelificacdo ibnica em alginato de sédio e tanase livre. Os resultados estdo
expressos em atividade relativa e foram determinados comparando a atividade da

tanase sem e com a adicdo dos respectivos inibidores.

Observa-se ainda pela Figura 22 que a imobilizacao resultou em aumento

significativo na estabilidade da enzima quando comparada com a tanase na sua
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forma livre. Os efeitos dos inibidores utilizados foi bem distinto, na presenca de
iodoacetamida tanto a enzima imobilizada quanto a livre foram fortemente inibidas.
Frente a azida sédica, EDTA e 4-cloromercuribenzoato verificou-se que a enzima
livre manteve 60, 3 e 27% de atividade relativa, ja para a tanase imobilizada a

atividade residual foi de 93, 68 e 63%, respectivamente.

Inibidores enzimaticos sdo compostos que agem na enzima, geralmente em
grupos funcionais presentes no seu sitio catalitico ou alteram sua conformacéo,
diminuindo ou inibindo a atividade desta. Os inibidores podem ser utilizados para
paralisar uma reacado enzimatica, porém sua presenca pode inibir reacdes de

interesse, portanto o conhecimento de sua acéo é muito importante.
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Figura 22. Efeito de inibidores na atividade enzimatica da tanase livre e
imobilizada em alginato de sodio frente a iodoacetamida, azidasédica, EDTA e 4-
cloromercuribenzoato.

83



Observou-se que a azida sodica, EDTA e 4-cloromercuribenzoato
exerceram maior efeito inibidor sobre a tanase livre quando comparada com a
enzima encapsulada em alginato. Esse fato pode ser explicado devido a
dificuldade dos compostos atingirem o sitio catalitico da enzima quando esta se
encontra imobilizada. A tanase de Aspergillus niger foi inativada por EDTA
(BARTHOMEUF et al., 1994; KAR et al., 2003) e a tanase de Aspergillus oryzae
foi completamente inativada pelo EDTA (IIBUCHI et al., 1968). A diminuicao da
atividade catalitica de tanase na presenca de EDTA pode ser devido a influéncia
do EDTA entre a interface substrato enzima (LOPES et al., 2002), além disso, o
EDTA forma complexos com cations divalentes (WHITAKER, 1972). De acordo
com estudos realizados por Battestin et al. (2007b, c) cisteina, iodocetamida,
EDTA e azidasédica na concentracdo de 1mM apresentam efeito inibidor na
atividade hidrolitica da tanase de Paecilomyces variotii.

5.5 Efeito de reticulantes na imobilizacao de tanase

Estudou-se o efeito dos reticulantes, transglutaminase Activa® (Ajinomoto),
transglutaminase de Streptomyces sp., genipina e glutaraldeido na imobilizacao de
tanase de Paecilomyces variotii por gelificacdo ibnica em alginato de sodio. Os
dados obtidos foram comparados com ensaio controle (sem adicéo de reticulante),
quanto a porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem de eficiéncia de
imobilizacédo, Tabela 16
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Tabela 16. Porcentagem de atividade enzimatica e porcentagem de eficiéncia de
imobilizacdo de tanase imobilizada em alginato de sédio com e sem reticulante

%AE %El
Alginato+TG Streptomyces sp. CBMAI 837 10,55 +1,13° 60,89 +1,97 °
Alginato+TG Activa® Ajinomoto 9,91 +£0,55° 67,61 £11,73°
Alginato+Genipina 11,84 £0,29° 57,25 + 3,08 *°
Alginato+Glutaraldeido 5,73+0,76 ¢ 92,48 +1,202
Alginato (Controle) 19,88 +0,19 2 55,01 £3,92°

TG = transglutaminase; %AE = Porcentagem de atividade enzimatica; %EIl =
Porcentagem de eficiéncia de imobilizacao

A Tabela 16 mostra que foi obtida maior %AE no ensaio controle, ou seja,
sem adicdo de reticulante. Possivelmente os reticulantes utilizados formaram
ligacoes intra e inter-moleculares, comprometendo regides essenciais para manter
a atividade catalitica da enzima ou ainda, as ligagdes cruzadas podem ter
resultado em impedimento estérico do substrato ao sitio ativo.

Quanto a eficiéncia de imobilizacado foi observado exatamente o
contrario, o emprego dos reticulantes resultou em aumento bem significativo neste
parametro (Tabela 16). Esse fato ja era esperado, pois esses agentes promovem
a formacdo de ligacbes intra e inter moleculares, portanto houve uma maior
retencdo da enzima. A ligacdo covalente pode levar a diminuicdo da flexibilidade
da enzima e conseqliente diminuicao da sua atividade catalitica (GOTTSCHALK e
JAENICKE, 2011; CAO, 2005), além disto, o aumento da viscosidade do meio de
imobilizagdo pode restringir a interacdo entre suporte-enzima (ROCHA, GIL e
GARCIA, 1998; SOARES e SANTANA, 2003).

Soares e Santana (2003) evidenciaram efeitos distintos quando utilizaram
os reticulantes polietilenoglicol 10.000, polietilenoglicol 1.500 e albumina na
imobilizacdo de lipase em silica, quanto a eficiéncia de imobilizagdo e atividade
catalitica. Foi constatado pelos autores que a reticulacdo com polietlenoglicol
10.000 diminui a eficiéncia de imobilizacdo e atividade catalitica da lipase quando
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comparada com a imobilizacao controle, sem adicao de reticulantes. E concluiram
ainda que a eficiéncia de imobilizacdo e atividade catalitica de enzimas
imobilizadas e reticuladas depende do tipo de agente reticulante utilizado e da sua

concentragdo, bem como da concentragdo de enzima empregada.

Tanase de Aspergillus aculeatus foi imobilizada em gelatina e quitosana
ativados com glutaraldeido. A tanase imobilizada em gelatina ativada com
glutaraldeido resultou em maior eficiéncia de imobilizacdo (28%) e atividade
especifica (0,19U/ug proteina). A constante K, da enzima imobilizada e livre foi de
11,8 e 6,5mg/mL, respectivamente, os autores justificaram que o aumento no Kp,
para a enzima imobilizada é devido a resisténcia difusional e/ou impedimento
estérico (EL-TANASH, SHERIEF e NOUR, 2011).

Adriano et al. (2005) estudaram a imobilizacdo de Penicilina G acilase em
quitosana ativada com glutaraldeido em diferentes concentragdes (1 a 9%) e
constataram que a maior eficiéncia de imobilizacdo e estabilidade da enzima
ocorreram utilizando 1 e 5% de glutaraldeido, respectivamente. Segundo o0s
autores a interacdo multipontual resultante da imobilizacdo impediu que a enzima

mantivesse sua estrutura conformacional.

Kawaguti et al. (2006) verificaram o efeito da adicdo de glurataldeido e
polietilenoimina (simultaneamente) na imobilizacao de células de Erwinia sp. D12
por gelificacao ibnica em alginato de so6dio a 2% na producdo de isomaltulose. Os
autores verificaram que a reticulacao das cépsulas de alginato utilizando somente
o glutaraldeido a 0,06% resultou em células imobilizadas de elevada estabilidade,
as quais mantiveram 50% de conversao de isomaltulose ap6s 282h, enquanto as
células imobilizadas sem adicao de reticulantes perderam toda a sua funcao apés
96h.

Rocha, Gil e Garcia (1998) constataram que a ordem de adicdo dos
agentes reticulantes tem efeito significativo na eficiéncia de imobilizacdo e na
atividade enzimatica. Quando a lipase de Mucor miehei foi imobilizada em 3

etapas (12 — ativacao com carbodiimida, 22 - ativacdo com glutaraldeido e 32 —
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imobilizacdo da lipase) foi obtido diminuicdo da atividade lipolitica da enzima.
Quando o processo de imobilizagdo foi alterado juntando a 22 e 32 etapa foi
constatado aumento de 100% da atividade catalitica. Os autores justificaram que
quando a ativacao do suporte com glutaraldeido é feita antes da adicao da enzima
ocorre a formacédo de muitas ligacées entre NH, do suporte com o aldeido do
glutaraldeido, resultando em menor possibilidade para ligagbes entre enzima-

suporte.

Abdel-Naby et al. (1999) imobilizaram tanase de Aspergillus oryzae
empregando distintas técnicas de imobilizacdo, adsor¢cdo em alumina e quitina
coloidal; ligacdo i6bnica em Dowex 50W, DEAE-Sephadex; ligacao covalente,
quitina e quitosana ativados com glutaraldeido e encapsulacao, poliacrilamida e
alginato de calcio. Os melhores resultados para eficiéncia de imobilizacédo (27%) e
atividade especifica (15U/mg proteina) foram obtidos com tanase imobilizada por

ligacao covalente em quitosana ativada com glutaraldeido.

Na literatura ha diversos relatos que demonstram maior estabilidade
enzimatica ap6s o tratamento prévio da enzima com reticulantes, pois ha intensa
formacao de ligacbes multipontuais entre enzima-suporte (PALOMO et al., 2007;
LOPEZ-GALLEGO et al., 2005b; ALONSO et al., 2005; LOPEZ-GALLEGO et al.,
2005c).

Synowiecki e Wolosowska (2006) realizaram estudo da imobilizacdo de B-
glicosidase em silica gel ativada com ATPS e reticulada com transglutaminase
(TG) comercial (Ajinomoto). No processo de imobilizagcao primeiramente a silica foi
ativada com ATPS, posteriormente foram adicionados a B-glicosidase e a TG para
efetuar a imobilizacdo. Foi demonstrado que o emprego da TG como agente
reticulante aumentou a atividade da B-glicosidase imobilizada em silica gel ativada
com ATPS de 853 (U/g suporte) para 3883 (U/g suporte). Os autores também
verificaram que a maior atividade relativa de B-glicosidase ocorreu quando esta foi
imobilizada em pH de 5,5, utilizando 40mg/mL de TG a 50°C.
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Slusarewicz et al. (2010) compararam a eficiéncia de diferentes agentes
reticulantes em proteinas de tecido vivo, os reticulantes avaliados foram trealose
(TR), genipina (GP), metil glioxal (MG), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), procianidina (PC) e glutaraldeido (GLU). Foi observado que a eficiéncia na
ligacdo entre a proteina € dependente do pH e que a maioria dos reticulantes sdo
mais eficiente em pH mais alcalino. Empregando pH 6timo e saturagédo do agente
reticulante, foi observada a seguinte ordem de eficiéncia em unir proteinas PC =
GLU > EDC >GP > MG>> TR.

5.6 Microscopia eletrénica de varredura das capsulas de tanase imobilizada
em alginato por gelificacao idnica com ou sem reticulantes

As capsulas de tanase imobilizada por gelificacao ibnica em alginato de
s6dio com ou sem reticulantes foram submetidas a andlise de microscopia

eletrénica de varredura (MEV), as fotografias se encontram na Figura 23.

A Figura 23 mostra a estrutura das capsulas com aumento de 200X.
Observou-se que as capsulas obtidas usando como reticulante TG de
Streptomyces sp. (1) apresentaram forma esférica, superficie lisa e orificios na
superficie. Para o reticulante TG Activa® (2) as capsulas apresentaram forma
esférica e superficie lisa, porém nao apresentaram orificios na superficie. Genipina
(3) resultou em capsulas com forma esférica, superficie lisa e com orificios
menores que os observados no reticulante 1. Glutaraldeido (4) originou capsulas
com forma esférica, superficie lisa e com orificios na superficie. No controle (5) as
esferas obtidas sem reticulante apresentaram forma arredondada, superficie lisa e
orificios grandes, maiores que os observados quando se usou reticulante TG de
Streptomyces sp., genipina e glutaraldeido.
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Figura 23. Microscopia eletrénica de varredura com aumento de
200X de tanase encapsulada em alginato de sodio reticulado: 1 -
transglutaminase de Streptomyces sp. CBMAI 837; 2 -
transglutaminase Activa® (Ajinomoto); 3 - genipina; 4 -
glutaraldeido e 5 - controle (sem adicao de reticulante).
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As caracteristicas observadas com a MEV (Figura 23) corroboram com os
resultados demonstrados na Tabela 16 para a %El. As capsulas que possuem
orificios na superficie apresentaram menor %EI| e menor a %AE, exceto para as
capsulas controle. Quando a %El foi baixa, a %AE foi alta, acredita-se que isto
seja devido a liberacdo da tanase da capsula durante a reacdo, resultando em
maior atividade enzimatica. Contudo, se a enzima for liberada durante a reacao, a

capsula tera menor atividade enzimatica no reuso.

5.7 Quimioseletividade de tanase de Paecilomyces variotii livre e imobilizada
por geleificacdao ibnica em alginato de sédio nas reacGes de sintese de
ésteres de acido galico

Na Tabela 17 encontram-se os alcoois utilizados para a reacao de sintese,
n° de carbonos dos alcoois, logaritmo do coeficiente de particdo (log P) e % de
esterificacdo nas reacdes de sintese de ésteres de galato com tanase de P. variotii
livre. As condicbes empregadas nestes ensaios foram baseadas em estudo de
dissertacdo que ainda nao foram publicados. As reacdes foram realizadas sem
uso de solvente orgéanico, apenas o respectivo alcool e acido galico. O logaritmo
do coeficiente de particdo (log P) de um composto entre n-octanol e agua, tem
sido amplamente empregado para predizer o rendimento de uma reagdo, em
presenca de determinado solvente (KRISHNA et al., 2001).

Como mostra a Tabela 17, a maior taxa de esterificacdo ocorreu
empregando alcodis com cadeia carbdnica linear variando entre 3 - 5. A maior
esterificacdo foi de 65% para o propilgalato, seguido de 56% para butilgalato e
49% para pentilgalato. Quanto aos demais alcodis de cadeia linear ndao é
percebida uma diferenca muito grande, sendo que a maior taxa de esterificacéo,
32,5% ocorreu para o metilgalato e a menor 16,7%% para dodecanolgalato. A
baixa taxa de esterificacdo observada com alcodis mais polares como metanol e
etanol pode ser devido a capacidade destes alcodis em remover agua da camada
de hidratagdo da proteina, levando a sua desnaturagéo parcial.
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Tabela 17. Quimioseletividade da tanase livre de Paecilomyces varioti nas
reacdes de sintese de ésteres de acido galico e alcodis com cadeias carbbnicas
de tamanho distinto

Alcodis N°de carbonos Log P Esterificacao (%)
Metanol 1 -0,76 32,54 +1,12
Etanol 2 -0,24 28,57 + 2,24
Propanol 3 0,28 65,08 + 2,24
2-propanol 4 0,05 26,19 + 3,37
Butanol 4 0,8 56,35+ 1,12
Terc-butanol 4 0,8 23,81 £4,49
3-metil-1-butanol 4 1,22 24,60 +1,12
Pentanol 5 1,31 46,83 £1,12
Hexanol 6 1,8 24,60 £ 5,61
Octanol 8 2,9 26,98 + 4,49
Dodecanol 12 5,0 16,67 + 3,37

Quando empregou-se alcodis de elevada massa molecular e,
consequentemente mais hidrofébicos, C6 — C12, pode-se observar diminuicao da
esterificacao, o que esta associado a menor solubilidade do acido galico no meio e
também devido ao maior tamanho da cadeia do alcool dificultar/impedir a
interacdo com o sitio ativo da enzima (YU et al., 2004b; YU et al., 2007). Em
relacdo aos alcodis ramificados percebeu-se uma maior afinidade pelo iso-
propanol, seguido pelo terc-butanol e iso-amilico, onde a taxa de esterificacao foi
de 26, 25 e 24%, respectivamente, mas ndo sendo evidenciada maior atividade

por estes alcoois em relacédo aos alcodis de cadeias lineares.

Outro aspecto a ser ressaltado é que os solventes podem agir na enzima
inibindo sua atividade, alterando ligac6es de hidrogénio, interacdes hidrofébicas,
competindo pelo seu sitio ativo (MACARIE e BARATTI, 2000) e podem retirar a
agua essencial que se encontra na superficie externa das moléculas das enzimas
que é crucial para manutencao da atividade catalitica (WU et al., 2002). Yu et al.
(2005) constataram que quanto maior a hidrofobicidade do solvente menor a
producédo de propilgalato por tanase de Aspergillus niger.
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Na Figura 24 encontra-se a identificacdo dos ésteres formados por

cromatografia em camada delgada.

Esteres de galato formados

A

AG PG 1 2 3 4 5 & T o

Figura 24. Identificacdo de ésteres de galato sintetizados por
tanase de Paecilomyces variotii livre por cromatografia em
camada delgada. AG: acido galico, PG: propilgalato, 1:
metanol, 2: etanol, 3: propanol, 4: 2-propanol, 5:butanol, 6: 3-
metil-1-butanol, 7: t-butanol, 8: pentanol.

A identificacdo dos ésteres sintetizados a partir de acido galico e distintos
alcodis pela tanase de Paecilomyces variotii foi feita utilizando cromatografia em
camada delgada (CCD) (Figura 24), como pode-se constatar pela Tabela 17,
houve formacédo de éster de galato em todos os alcodis empregados, metanol,
etanol, propanol, 2-propano, butanol, 3-metil-1-butanol, terc-butanol, pentanol,
hexanol, octanol e dodecanol. Os respectivos ésteres formados sao metilgalato,
etilgalato, propil galato, 2-propil galato, butanogalato, 3-metil-1-butanogalato, terc-

butanogalato, pentagalato, hexagalato, octagalato e dodecagalato.
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Na CCD a identificacdo dos compostos pode ser feita pelo fator de
retencéo (Rf), que é determinado pela razdo entre a distancia percorrida pelo
composto a ser identificado e a distancia percorrida pelo composto padrdao. Nos
experimentos desenvolvidos utilizou-se como padrdo o propilgalato, pois nao foi
possivel adquirir o padrdao de cada um dos ésteres formados, em funcao disto o Rf
para o propilgalato ndo sera exatamente o mesmo para os demais alcodis
utilizados. Todavia em funcdo de usarmos reagentes padrées puros para as
reacdes, pode-se dizer que se houve diminuicdo do &acido galico do meio
reacional, foi devido a formacao do respectivo éster. Portanto, pode-se afirmar que
a enzima tanase de Paecilomyces variotii pode ser utilizada para sintetizar

propilgalato, obtendo-se rendimento de 65% (Tabela 17).

Yu et al. (2004b) estudaram a sintese de ésteres em meio organico
empregando tanase imobilizada em quitosana-alginato, os experimentos foram
realizados nas seguintes condi¢des reacionais, 1mL de acido galico 0,1M, 2mL do
solvente e 1mg da enzima imobilizada, a 40°C, 200rpm, pH 5,5, durante 12 horas.
O primeiro experimento verificou o rendimento de propilgalato variando a relacao
agua:solvente (hexano) no meio reacional, os resultados obtidos demonstraram
maior producdo deste éster empregando 100% de solvente na reacéo.
Empregando distintos solventes e alcodis, os autores obtiveram maiores
rendimentos (44,3% e 35,7%) na sintese do éster propilgalato utilizando propanol
e o0s solventes benzeno e hexano, respectivamente. Os autores também
constataram a importancia do emprego de peneiras moleculares ou de sais na

remocao de agua do sistema reacional.

Yu et al. (2007) avaliaram a sintese de éster de acido galico empregando
esporos de Aspergillus niger produtor de tanase. Os autores constataram que a
maior producao de propilgalato, 65% ocorreu empregando 0,35g de micélio, 7,3%
de propanol, 5,5mM de acido galico em 10mL de benzeno, agitacdo de 200rpm, a
40°C, durante 24h, com adicao de sulfato de sédio e polietilenoimina 10.000.
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Sharma, Gupta (2003) utilizaram rota alternativa baseada na
transesterificacdo do acido tanico a propilgalato. A adicdo de agua e sorbitol ao
meio até 1% e 5 mmol/g de tanase, respectivamente, promoveram aumento no
rendimento da reagdo. Em condigbes otimizadas foi obtido 86% de conversédo do
acido tanico em propil galato. Empregando condi¢cbes reacionais similares Beena
et al. (2011) avaliaram a capacidade de tanase de Aspergillus awamori
BTMFWO032 em sintetizar propilgalato por transesterificacdo de acido tanico,
contudo os autores obtiveram producéo baixa de propilgalato, 3,2%.

Khare et al. (2000) imobilizaram lipase de Rhizopus japonicus em celite. A
enzima imobilizada apresentou aumento na sua atividade de transesterificagdo em
6,34 unidades em relagdo a enzima nativa, no entanto ndo houve melhora quanto

a estabilidade térmica.

Yadav e Trivedi (2003) estudaram a transesterificacdo do n-octanol com
acetato de vinila empregando lipases de Pseudomonas sp, Canida rugosa,
Novozym 435 e Lipozyme IM-20, imobilizada em diatomita, macro-poros de resina
poliacrilica e resina de troca anibnica, respectivamente. Destas lipases a mais

eficiente foi a Novozym 435.

Weetall (1985) avaliou a sintese de diferentes ésteres de &cido gélico por
tanases livres e imobilizadas. No sistema de enzima livre, cujo solvente é o préprio
alcool utilizado na reagao, foi observada a sintese de metil e etilgalato com
conversdes de 40,1 e 17,9%, respectivamente. Em contrapartida, com a enzima
imobilizada foi verificada a sintese de propil (41,4%) e amilgalato (78,0%). Os

autores também relataram que a presenca de agua foi desfavoravel para a reacao.

O presente estudo serviu de base para os experimentos que se seguem,
nos quais avaliou-se a capacidade da tanase imobilizada em sintetizar
propilgalato. Empregou-se as mesmas condicoes reacionais, 2mL de acido galico
0,184M em propanol, a reacao foi conduzida em banho-maria a 45°C, sob
agitacao de 200rpm a quantidade de tanase imobilizada em alginato de sodio por
gelificacdo ibnica nas condigdes otimizadas anteriormente (3,6% de alginato, 0,1M
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de CaCl, e 3,6mg de tanase/mL de alginato) foi de 840mg. Esta quantidade foi
determinada levando em consideracdo a quantidade de proteina contida nas
capsulas de modo a equiparar a quantidade de proteina utilizada nas reacées com
a enzima livre. Na Figura 25 encontram-se os dados da sintese de propilgalato
pela tanase livre e imobilizada apés 1, 2, 12, 24, 48, 72 e 96h de reacéao.
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Figura 25. Cinética da reacédo de sintese de propilgalato por
tanase livre e imobilizada em alginato de sédio.

A Figura 25 mostra que a tanase imobilizada em alginato foi capaz de
sintetizar propilgalato, atingindo ap6s 96h de reagao 8% de propilgalato. Contudo,
quando empregamos tanase livre a producdo de propilgalato foi de 65%. Na
reacdo de sintese com a enzima livre observou-se que a sintese de propilgalato
aumentou significativamente ap6s 24h, ja a enzima imobilizada manteve
linearidade na reacdo de sintese entre 12 e 72h variando entre 2,8 e 4,2% de
esterificagao, entre 72 e 96h pode-se observar que a sintese de propilgalato, ainda
que pequena, dobrou.
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Resultado semelhante foi observado pelos estudos reportados
anteriormente, Yu et al. (2007) quando utilizaram esporos microbianos contendo
tanase obtiveram esterificacao de 65%, ja quando empregaram tanase imobilizada
em quitosana-alginato a esterificagdo foi diminuida para 44%. Possivelmente esta
diminuicdo na atividade catalitica da enzima ap6s imobilizacdo esteja relacionada
a limitagdes difusionais as quais podem ter sido aumentadas em funcédo da
remocdo de agua das capsulas, diminuindo significativamente a velocidade de
reacao e também pode ter ocorrido impedimento estérico por meio da remocao de
agua do sistema.

Yu et al. (2007) constataram que a concentragcdo de agua contida nos
esporos Aspergillus niger produtores de tanase exercem efeito muito significativo
na atividade da enzima para reagdes de esterificacdo. Os autores empregaram
esporos de Aspergillus niger em diferentes porcentagens de umidade,
desidratados por meio de estufa a vacuo e por liofilizacdo. Constataram que em
concentracdo de agua de 0% 0s esporos nao apresentaram atividade de tanase
para ambos os métodos de secagem. Os esporos secos em estufa a vacuo
apresentaram maior atividade catalitica quando comparados aos secos em
liofilizador. Provavelmente devido a maior alteracdo conformacional no processo
de liofilizagdo. A maior % de esterificacdo ocorreu com esporos secos em estufa a
vacuo que possuem 70% de umidade, o que indica que os esporos de tanase
necessitam de certa quantidade de agua para manterem sua atividade catalitica
em solvente organico. A remocao de agua causa uma desidratacdo excessiva
e/ou a perda da barreira de agua protetora frente a solventes organicos.

Fernandez-Lorente et al. (2011) imobilizaram tanase de Lactobacillus
plantarum expressa em Escherichia coli em agarose-CNBr (ligacdo monopontual)
e em agarose-glioxil (ligacdo multipontual). Foi constatado que a enzima
imobilizada em agarose-glioxil foi 10 vezes mais estavel que aquela imobilizada
em agarose-CNBr, portanto, os experimentos de producdo de propilgalato foram
efetuados com a tanase imobilizada em agarose-glioxil, a reacao foi realizada
empregando 100mg da enzima imobilizada, 5mL de acido tanico a 2mM ou 10mM
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de metilgalato, pH 5, 25°C, agitacao continua e 30% de propanol. A producéo de
propilgalato foi de 45% quando utilizaram o substrato metilgalato, ja a
transesterificacdo com acido tanico produziu 45% de propilgalato e 55% de acido

galico.

Yu e Li (2005) imobilizaram tanase de Aspergillus niger em alginato-
quitosana por coacervagao complexa e estudaram sua aplicacdo na sintese de
propilgalato. A reagao de sintese foi realizada empregando 20 capsulas de tanase
imobilizada, 10mM de acido gélico, 9% de propanol e 10mL dos seguintes
solventes: N-N-dimetilformamida, acetona, propanol, piridina, benzeno, hexano,
octano e dodecano, em pH de 5,5, 40°C, 200rpm durante 72h. Dentre os solventes
avaliados a maior producao de propilgalato foi com o solvente benzeno (26,8%).
Os demais solventes utilizados resultaram em baixissima esterificacao 0,2 a 4,9%.
A maior producdo de propilgalato (36,2%) ocorreu empregando as seguintes
condigbes 25 capsulas de tanase imobilizada, 10mL de benzeno, 9,1% de
propanol, 8mM de acido galico em pH de 5,5, 40°C, 200rpm durante 72h.

Melo, Pastore e Macedo (2005) realizaram experimento comparando lipase
de Rhizopus sp imobilizada em celite 545 e lipase livre quanto a sintese de
butirato de citronela, no qual avaliou a capacidade catalitica da enzima e sua
reutilizacdo, obtendo como resultado conversdo molar de 100% em 24 horas, o
que representou em aumento de 43,2% na atividade enzimatica em relacdo a

enzima livre nas mesmas condi¢des de estudo.
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6 CONCLUSOES

A tanase de Paecilomyces variotii pode ser imobilizada por adsorcéo e
ligacdo covalente empregando ativadores. Dentre os suportes e métodos
avaliados a imobilizacdo de tanase em silica ativada com 3-aminoetiltrietoxisilano

e glutaraldeido resultou em elevada atividade enzimatica recuperada (140%).

No estudo da imobilizacdo de tanase por gelificacao i6bnica os melhores
resultados foram obtidos empregando como suporte o alginato. As condicoes
otimizadas para a imobilizacdo de tanase foram 3,6% de alginato, 0,1M de CacCly,
3,6mg de tanase/mL de alginato e o tempo de cura das capsulas de 6 horas. A
imobilizagcdo da tanase nas condi¢cdes otimizadas através de planejamento de
experimentos resultou em aumento na atividade enzimatica recuperada de 35
vezes. As cdapsulas imobilizadas em alginato nas condigdes Otimas foram
avaliadas frente ao reuso em bateladas e mostraram atividade relativa de 60% até
0 5% uso em bateladas sucessivas. A caracterizacdo da enzima livre e imobilizada
mostra que estas sdo similares quanto ao pH e temperatura 6timos e de
estabilidade. Frente aos inibidores a tanase imobilizada mostrou-se mais estavel

quando comparada a enzima livre.

A gelificacdo ibnica em alginato de sodio nas condicbes oOtimas
estabelecidas pelo planejamento de experimentos, com uso de reticulantes, se
mostrou efetiva principalmente quanto a eficiéncia de imobilizacdo, ja a atividade
enzimatica foi menor quando comparado com as capsulas feitas sem adicéo de
reticulante. A microscopia eletrénica de varredura mostrou que as capsulas feitas
com os reticulantes possuiam orificios menores e maior esfericidade quando

comparadas com as capsulas controle.

Nas reacdes de sintese de ésteres de galato, a tanase na sua forma livre
mostrou-se promissora, obtendo taxa de esterificacdo de até 65% para o
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propilgalato. Nas mesmas condi¢des reacionais obteve-se taxa de esterificacao de
8% para o propilgalato empregando a tanase imobilizada em alginato nas

condi¢des otimizadas.
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1.

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Continuar os estudos de imobilizacdo da tanase por ligagdo covalente em
silica ativada com 3-aminopropiltrietoxisilano e glutaraldeido devido aos
resultados promissores demonstrados.

Estudar suportes e técnicas de imobilizagcdo para reacoes de sintese de
ésteres.

Avaliar os ésteres produzidos quanto a sua capacidade antioxidante em

produtos alimenticios.
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