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RESUMO

A quitosana é um polimero catidonico bioadesivo, biocompativel e
biodegradavel, e estas propriedades fazem da quitosana um material atrativo para
inimeras aplicagbes no campo biotecnoldgico e farmacéutico. O escopo do
presente trabalho se insere na investigagdo da modificacdo enzimatica da
quitosana, visando produgdo de polimeros de baixa massa molar e quitooligdmeros
utilizando papaina livre e imobilizada.

Quitina foi utilizada como suporte para imobilizagdo da papaina, sendo o
glutaraldeido utilizado como agente reticulante. A analise da superficie do suporte
foi executada, e 0s dados sugerem que a papaina se distribui tanto na superficie
como nos poros da matéria fibrosa.

Os experimentos de hidrolise foram conduzidos em reator batelada em
diferentes condigdes de pH e temperatura na presenca de papaina livre e
imobilizada. Em termos da producdo de polimeros de menor massa molar, enzima
imobilizada apresentou maior atividade nas condi¢des de pH 3,2 e temperatura
50°C, enquanto a enzima na forma livre apresentou maior atividade a pH 5,3 e
54°C. Os perfis cromatograficos obtidos por cromatografia de permeacdo em gel
(CPG) foram progressivamente alterados pela agao enzimatica, apresentando um
shift para a regido de menor grau de polimerizacdo (GP).
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ABSTRACT

Chitosan is a cationic biopolymer that is bioadhesive, biocompatible and
biodegradable, and these unique properties makes it an attractive material for
numerous potential applications in biotechnological and pharmacological fields. The
scope of this work is to investigate enzymatic modification of chitosan in order to
produce low molar mass polymers and chitooligomers with the aid of free and
immobilised papain.

Papain was immobilised onto chitin fibers, with glutaraldehyde as cross-
linking agent. Surface area analysis of chitin was performed, and data suggests
that papain is covalently bound to chitin both at the surface and into the pores of
the fiber.

Hydrolysis experiments were performed in a batch reactor at different pH
and temperature conditions with 1% chitosan — lactic acid solutions in the
presence of free and immobilised papain. Immobilised enzymes showed higher
activity at pH 3,2 and 50°C, whereas free form showed higher activity at pH 5,3
and 54°C in terms of polymer modification. Chromatographic profiles are
progressively altered by papain-promoted hydrolysis both for free and immobilised
form and showed a shift towards the region of lower degrees of polymerisation
(DP).

viii



INDICE

(0=Ta143 110 AR g1 e U [o FUURU SRR 1
Capitulo 2 ~ ReVISE0 BIDlOGrAfICa. .....ciceeriveerreeesriesreessesseseessressbeesressreeseresanes 2
B R @ ¥ {1 | - TSRO 2
2.2 = QUILOSANA . eevuecerrerirnsrrerrensrenssnnssenssernsransrsnnssanseennsensssenssennsnnsssesnnsannss 2
2.3 — Derivados de quitina & qUItoSana......c..oooiiimmiimsmsssi s 3
2.3.1 — HidroliSe QUIMICA. ..cccievrirerriicurerrereeesssseeeeeresssenvssssnnereeseasssastnsnssnssisssanssesesesrsasss 5

2.3.2 - Hidrdlise enzimdtica — quitinases € qUItOSANASES ......ovvrreeerrerrricrenrreessrrsasinersersnnen 6
2.3.3 — Hidrdlise enzimatica — OULTas ENZIMAS ....c.cecrrereereeerserasssoncersessscsessssnresssssasssnssenees 7
2.3.4 = PADAIMNE 1.eeeiiueuriiriirinnnnneinnrsiensesssssistersmmerresaeessererasessssssarssersartsssssssressreseasnnesnans 9

2.4 — Imobilizacdo de eNZiMas ......cccuiireeerimereciiriririrr e rree s reeeseseeeeneees 9
2.5 — Quitina como suporte de imobilizacdo de enzimas.........ccceeerrvvnnnennncnn. 12
2.6 — Cromatografia de permeacdo em gel de alta eficiéncia [CPGAE]........... 14
2.6.1 — Relacionamento entre massa molecular e volume de eluig80...........covverinriiiniiinnn, 14
2.6.2 ~ Determinagdo da distribuicdo de massas molares — Curva cumulativa ............oeeenenn. 16

2.6.3 — Aplicacdo da CPGAE em determinacdo de massas molares de solugbes de quitosana.17

Capitulo 3 - Materiais € MELOAOS ...cveererireerrrrrerersnrrerse s ere e csesresnessenssssens 19
3.1 — Preparacdo e caracterizagdo dos SUDStratoS.......uvurveeerereeeeeeemneenererenenes 19
3.2 — Imobilizacdo de papaina em qQUItING ......ccevererrreeeirrerrerereeneeereeeeeereeeeeee 19
3.3 —Caracterizacao do suporte para imobilizac0.......ccccveveevrreerrmennniirererenen 20

3.3.1 — Classificagado granUoMELriCa ..cooovvervriiiieir e s eces s s s e s rr s e e e e e s eneessaraeeenes 20
3.3.2 ~ Andlise da area superficial da QUItING.......ccoivereeeererirererinrrrrreesrerrsrerenrrseneresrereee 20
3.3.3 ~Microscopia eletronica de VarredUra ... ..cccuvevcerceeriressisessirerssssssssssssssssssesassssssennnes 20
3.4 — Hidrdlise da quitosana por papaina livre e imobilizada ..........cccovveenenees 21
3.5 — Hidrdlise de quitina coloidal pela enzima quitinase flngica.......c........... 21
3.6 — Analise viscosimétrica da mistura reacional.......cccccveeeeeviiennrreeennennicenns 22
3.7 — Andlise das amostras por CPGAE .........cccecivriveererecssrneessssrssressersnnsenss 22
 3.7.1 = PrepPar0 das AIMOSITES ..v.uevsseeessiessiseersesssessesissesessesesssessssssessssasesessssenssssssssars 22
3.7.2 — Preparo doS PadrGeS....ccresererirerrerrerrermmsmsersacemmsmieseossensmrsmmereermemsmenesenmenmmemmsnrmnnn 23
3.7.3 — Condig0es analitiCas.......orricrcarernmerrinissssnsrercrnnrerssssssssssreeeeisaessessasssnssensesnsessseans 23
3.7.4 — AnAliSE A0S rESUMAUOS. e uuueereererrreerresrirerirerreeeereresssneseesesseeasssssrssesssvsverssassanses 23
3.8 — Andlise das amostras por CLAE................ Crrresrrrssreeesseernasreansernnnssenanss 25

ix




3.8.1 — Preparo dos padrdes de oligdmeros de qUItOSANA.......ocrveeesvavmermrrenrneernerraesiins 25

3.8.2 — Preparo dos padroes aCetilados ... uuuuurrerieriiieririreis s sereessessesessssssansnenesssausssessne 25

3.8.3 ~ CondigBe5 @NalitiCaS. . vveerreeiiririieeriieriirisinererssesssevssreercesessasasserssnssvsssnsersssassrent 25

3.9 — Determinagao de Proteinas — SEDMAK & GROSSBERG 1977.........cccee. 25
3.9.1 — Preparagao dO COrante......ciiciiircsiiinirrrsrsssssersnnmensmensssssserersnranssssnssensssrassnns 26

3.9.2 — Construgdo da Curva Padrdo de Albumina de soro bovino (BSA) .....ccccccomaressminiinns 26

3.9.3 — Dosagem de proteinas €M AmMOSIIAS ..crevivercveerereisrsisssonenrersansmsanrenensasssessenersssaces 26
Capitulo 4 - Modificacio Enzimética do Polimero QUItOSaNa .......ceeeveeveeesueeeseenes 27
4.1 — Grau de acetilacdo da QUIt0SANA ........cccovreirierrerssssisinneenransennaenenrenes 27
4.2 - Distribuicdo de massas molares - QUIt0SANA.......ccorrrrerrrreesisersnreresssesas 29
4.3 - Efeito das condigdes de reagdo na atividade catalitica ..........cccccvverrrnns 31
4.3.1 — CondigB0 1 PH 3,2 T=500C.....ccuereueeereimseessssseesssecssesesersesssssssssssssssssssssssssanees 33

4.3.2 — CoNdIGE0 2: PH 4,3, T=540C...ccuuuireereerersesnssesesnssessenssssessesesssssssessesesssnsssesessens 38

4.,3.3 ~ CondigB0 3: PH 5,3, TE540C....cueirererraerresrressesrmressessessssessessesssssasssssssessnsssssssens 42
4.4~ Acompanhamento prolongado da melhor condigao imobilizada.............. 47
4.5 — Teste de reaproveitamento do catalisador ...........uueeereeemmeermermermeneeennen 51
Capitulo 5 - Produg8o de Oligossacarideos .......cueerueeireereereerieesreesseesiesssnens 54
5.1 — Produgao de oligossacarideos de quitoSana .........coceerrriinererreecrnnenssenne 54
5.2 — Produgdo de oligossacarideos de qUItiNg .......ccecevviercrivcnmermeeceresieninanns 55
Capitulo 6 - IMobilizacd0 da PAPAING .eecvevceereerireire e rere s s e e e reeeseesses 56
6.1 — Efeito da carga enzimdtica na atividade catalitica..........cceeereeerinrerinnnne 56
6.2 — Caracterizagdo das superficies — FiSISSOrCa0........uvvereriuereereerserereesannnes 57
6.3 — Andlise superficial do SUPOrtE — MEV ......cceeveeiereeicrerenicsnsneessessnneenens 59
6.4 — Efeitos da Transferéncia de Massa no sistema reacional ............c.cee.... 61
6.5 — Hipdteses sobre a Transferéncia de Massa no sistema reacional........... 62
CAPIUIO 7 - CONCIUSBES +vevvrirerrerireerereeiiseesseeseseesarensessessassssssesssesssasessassesanes 67
Capitulo 8 - Sugestdes para trabalnos FULUIOS ....uvevveerireeireeereereeeeeessenesseeeenes 68
Capitulo 9 -Refer@ncias BiblOGrafiCaS. ... .cceoveeeeeisreeierereesseesaeeseeessensrsseesanes 69
ANBXOS......ceiiiieiiirrireasassrtereesesssrrteessssaareessesassneeseaasnteresesasneeesssesssbessersasanns 76



NOMENCLATURA |

v — COEFICIENTE ESTEQUIOMETRICO (-)

BSA — ALBUMINA DE SORO BOVINO

¢ — CONCENTRAGAO MEDIA (mol.m™)

CLAE — CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

CPGAE — CROMATOGRAFIA DE PERMEACAO EM GEL DE ALTA EFICIENCIA
EDTA- ETILENODIAMINA TETRAACETATO (s6dico)

GA — GRAU DE ACETILACAO

GD - GRAU DE DESACETILACAO

GIcNAc - B (1-4) N-ACETIL -D — GLICOSAMINA

GIcNH; — D — GLICOSAMINA

kij~—COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE MASSA DE I EM RELAGAO A J (m.s™)
k; m—COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE MASSA DE I EM RELACAO A
MEMBRANA (m.s ™)

MEV — MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

M, — MASSA MOLAR MEDIA NUMERICA (g.MOL™)

Mp — MASSA MOLAR MEDIA NO PICO — CPGAE (g.MOL™)

Mw— MASSA MOLAR MEDIA PONDERAL (g.MOL™)

Mz — MASSA MOLAR MEDIA DISTRIBUIGAO Z (g.MOL™?)

Mz.1 — MASSA MOLAR MEDIA DISTRIBUICAO Z+1 (g.MOL™)

N; — FLUXO MASSICO DE i EM RESPEITO A INTERFACE(mol. m™2. s)
PD — POLIDISPERSAO

x - FRACAO MOLAR MEDIA (-)

xi



INTRODUGAO

Polimeros sdo uma classe promissora de biomateriais, sendo extensivamente
aplicados na medicina e biotecnologia, assim como na industria de cosméticos e
alimenticia. Estes materiais podem ser selecionados e modificados (quimica ou
enzimaticamente) de acordo com suas caracteristicas-chave, como resisténcia mecanica,
degradabilidade, permeabilidade e solubilidade. As aplicacdes para estes materiais incluem
aparatos cirlrgicos, como préteses, Orgdos artificiais e suturas; sistemas de liberagao
controlada de drogas com diferentes rotas de administragdo, suportes de enzimas
imobilizadas e células, biossensores, bioadesivos e materiais para aplicages ortopédicas.

Materiais poliméricos podem ocorrer naturalmente, ser sintetizados ou serem uma
combinagdo dos dois efeitos. Biopolimeros de procedéncia natural s3ao abundantes e
usualmente sdo biodegradaveis. A principal desvantagem destes produtos reside na
dificuldade de se desenvolver métodos de producdo reprodutiveis, devido a complexidade
estrutural que varia de acordo com a procedéncia. Nesta classe de materiais reside a
quitina, que é derivada da biomassa de crustaceos e frutos do mar, e a quitosana, que é
obtida pela desacetilacdo quimica da quitina, mas que também pode ocorrer
naturalmente.

Quitosana e seus derivados sdao conhecidos por sua excelente biocompatibilidade e
nao toxicidade. Tem como principais potencialidades a formagao de filmes e membranas,
sendo largamente utilizados em sistemas de liberacdo de drogas. Os oligdbmeros de
quitosana (cujo grau de polimerizagdo é menor que 20) agregam potencialidades
farmacéuticas e alimenticias.

Este trabalho tem por objetivo a modificagdo enzimatica do polimeros quitina e
quitosana pelo emprego de quitina de Trichoderma spp. e papaina imobilizada,
respectivamente. Desta forma, o trabalho se insere no estudo de novas aplicages para as
enzimas imobilizadas, bem como na biotransformagdo de um recurso renovavel em

produtos de grande valor agregado.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Quitina

A quitina é um polimero linear B(1,4)-N-acetilglicosamina (GIcNAc) de alta massa
molar. E um polissacarideo estrutural, sendo o principal constituinte do exoesqueleto de
crustaceos e artropodes e da parede celular de fungos e plantas.

HO HO HO

HO 0 NHR HO

HO @)
NHR NHR
HO

Figura 2.1 — Estrutura dos polimeros quitina (R=Ac) e quitosana (R=H, 100% desacetilada).

Depois da celulose, a quitina é o material renovavel mais abundante na natureza.
No entanto, aproximadamente 75% do peso total de crustdceos e frutos do mar é
considerado residuo, enquanto 20 - 58% do peso seco deste é representado pela quitina,
dependendo das condigdes de processamento [CHEN & LEE, 1995]. Ha, portanto, a
necessidade de se utilizar este potencial renovavel de forma a obter produtos de maior
valor agregado.

2.2 - Quitosana

A quitosana é um dos numerosos derivados da quitina. Sua estrutura difere da
matéria-prima por ser total ou parcialmente desacetilada, constituida de grupos D-
glicosamina (GIcN) e GIcNAc, o que confere a este polimero maior solubilidade comparado
a quitina.

A quitosana é produzida a partir da quitina através de um tratamento quimico por
hidrdlise alcalina e também pela acdo de enzimas que promovem a desacetilacdo de

(2



Revisdo Bibliografica

quitinas, as quitinas desacetilases [TSIGOS et al, 2000]. Em geral, as quitosanas
comerciais sdo materiais disponiveis com uma ampla faixa de massas molares, tipicamente
entre 50 a 2000 KDa, para as quais o grau de desacetilagdo (GD) situa entre 60 a 90%
[REGE & BLOCK, 1999]. Sua denominagdo ndo identifica um Unico composto, mas uma
familia de compostos, cada um diferindo no grau de acetilagdo, tipo de seqgiiéncia,
comprimento de cadeia e distribuigdo de massas molares.

Em solugdes acidas a quitosana comporta-se como um polieletrdlito e interage
fortemente com proteinas e polissacarideos ani6nicos, devido a alta densidade dos grupos
aminados presentes no polimero [MUZZARELLI et a/., 1987].

2.3 — Derivados de quitina e quitosana

Os polimeros nativos ou quimicamente modificados combinam caracteristicas
fisico-quimicas significativas e convenientes, proporcionando larga atuagao no campo
biotecnoldgico como suportes para liberacdao controlada de drogas [SENEL et a/ 2000,
RUEL-GARIEPY et a/,, 2000, KUMAR et /., 2000, HE et a/, 1999], como material estrutural
em engenharia de tecidos [CHUPA et al, 2000, KATO et a/, 2000] e no tratamento de
efluentes fendlicos [IKEHATA et al, 2000]. Biodegradabilidade in-vivo [ONISHI et al,
1999], biocompatibilidade [DODANE et a/, 1999], acdo antimicrobiana [REDDY et a4,
2000], cicatrizante também sdo propriedades destes polimeros, que se comportam como
fontes de liberag@o controlada de glicosaminas [ZHANG &HIRANO, 1995].

Os oligbmeros de quitosana e de quitina (de 1 a 10 unidades monomeéricas)
possuem grande diversidade de efeitos farmacoldgicos, devido a facilidade de penetragao
nas células. Efeitos antitumorais foram descritos na literatura, em particular para os
derivados com estrutura hexa-N-acetilquitohexose. Além do retardo no crescimento do
tumor, foi observado o efeito antimetastasico contra carcinomas de puimdo tipo Lewis,
promovendo a inibicdo em 50% quando administrado por via intravenosa. A administragao
destes compostos também protege os animais portadores de tumores contra infecgbes
microbianas de Listeria monocyytogenes e Candida albicans. A hexa-N-acetilquitohexose
ndo demonstrou nenhuma atividade téxica aguda, mutagénica ou de pirogenicidade até
concentragao de 100 mg/Kg de peso corporal [MUZZARELLI, 1993; MUZZARELLI £T AL.,
1994].
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Com a emergéncia do potencial biomédico e aplicagdes alimenticias e cosméticas
da quitosana e quitooligossacarideos, processos viaveis de transformagdes da quitina
foram desenvolvidos.

Biomassa: cascas de camarao, lagosta e kiill

l Extragéo

Quitina
Hidrolise Acida
Hidrolise Enzimdtica Desaceti lag Go
N-Acetil ~ QuitoOligossacarideos -
Polissacarideos de Quitina Quitosanas
Hidrélise Acida
Hidrdlise Enzimdtica
N- Acetilagéo QuitoOligossacarideos

Polissacarideos de Quitosana

Figura 2.2 -~ Biotransformag0es de Quitina e Quitosana.

A Tabela 2.1 resume os principais efeitos farmacoldgicos citados quando da
administracdo de quitooligossacarideos.

Tabela 2.1~ Efeitos farmacoldgicos observados. *citados por OLSEN ef a/, 1988.

Efeito Farmacoldgico descrito Referéncia

Ativagdo de células de exudato pelos oligbmeros com 4 aglicares, no minimo | SUZUKI et al. [1985]*
e méaximo 5 ou 6 acucares aminados.

Inibicdo da atividade hidrolitica da trombina por heparindides de quitina. NISHIMURA et af, [1986]
' Ativagao da defesa do organismo; prevencdo contra infecgdes microbianas. | NISHIMURA et a/ [19841*
Ativaco de células polimorfonucleadas em c3es. USAMI et a/., [1997] 7
Inibicdo de tumores e infecgdes microbianas em animais portadores de | MUZZARELLI et al., [1994] e :
tumores. MUZZARELLI, [1993]
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Os oligossacarideos de quitina e quitosana podem ser obtidos através da
despolimerizacdo da cadeia polimerica pela clivagem das ligagoes B-(1-4)-glicosidicas. A
hidrélise pode ser obtida pelo uso de acidos inorganicos (Hidrdlise quimica) -ou pela
utilizacdo de enzimas hidroliticas, especificas ou ndo especificas (Hidrdlise enzimatica).

2.3.1 — Hidrdlise quimica

A produgdo de oligossacarideos da quitosana com acido inorganico concentrado
foi descrita por HORQWITZ et a/ [1957]. Neste estudo pioneiro, a quitosana foi
hidrolisada com HCI 35% a 53°C e 8h de reacdo, gerando oligossacarideos com grau de
polimerizagdo (GP) de 1 a 5 unidades monoméricas.

RUPLEY [1964] em um estudo sobre a producdo de oligobmeros de quitina
descreveu que a reacdao com HCl concentrado, a temperatura de 40°C e 20h de reagao
promoveram a condicdo 6tima para a producdao de oligbmeros de 1 a 6 unidades
detectaveis.

LEE et al. [1999] descreveram um estudo sobre a produgdo de oligbmeros de
quitosana utilizando- &cido concentrado (HCl 35%) a 80°C e 2h de reagdo seguido de
precipitagao a baixas temperaturas, utilizando metanol para promover a precipitagao dos
oligbmeros . Obteve-se por este método oligdbmeros de GP 1 — 7 no material precipitado,
com preponderancia de pentameros e hexameros, com rendimento total de 70% em
massa; entretanto, a adigdo de metanol proporcionou também a precipitagdo de
oligdmeros menores (GP 1 — 4).

Outros acidos inorganicos foram utilizados para a producdo de oligossacarideos.
Foram descritos na literatura a utilizacdo de acido fluoridrico [BOSSO et a/.,1986] e acido
fosforico [HASEGAWA et al., 1993].

Em contraste com a hidrédlise acida, a hidrélise enzimatica da quitina e quitosana
por quitinases e quitosanases permite a producdo de diferentes oligdbmeros. Por serem
especificas, ha uma maior possibilidade de controle das varidveis de producdo quando
comparadas com hidrdlises quimicas.
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2.3.2 — Hidrdlise enzimatica — quitinases e quitosanases

Quitinases (3.2.1.14) e quitosanases (3.2.1.132) pertencem ao grupo das
hidrolases, atuantes sobre a ligagdo pB-(1-4)-glicosidica dos polimeros, originando
oligossacarideos de menor massa molar [DIXON & WEBB, 1979].

O complexo de enzimas quitinoliticas pode ser observado em microorganismos
marinhos e terrestres, plantas e animais. A producdo, isolamento e caracterizacdao de
enzimas quitosanoliticas foi observada na literatura para cepas de Streptomyces sp.
[BOUCHER et al., 1992], Penicillium islandicum [FENTON & EVELEIGH, 1981], Bacillus
megaterium [PELLETIER & SYGUSH, 1990] e Bacillus cereus [PIZA et al., 1999].

As enzimas quitinoliticas sao geralmente induzidas como um complexo enzimatico

e sao divididas em duas classes principais [SHAIKH et a/., 1993]:
(1) Endo - enzimas, sendo neste caso a quitinase e quitosanase;

2) Exo - enzimas, envolvendo as enzimas P-N-acetii — D -
glicosaminidase (BNAGase) (3.2.1.30), a-N-aceti — D - glicosaminidase
(3.2.1.50) e B-N-acetil — D — hexosaminidase (3.2.1.52).

No primeiro tipo de degradagdo, as endoenzimas catalisam a clivagem da ligacdo
o-glicosidica dos polimeros, originando oligdbmeros de menor massa molar [PELLETIER &
SYGUSH, 1990]. Segundo DIXON & WEBB [1979], a acdo individual e prolongada das
endoenzimas ndo promove a producdo de mondmeros. O segundo tipo de degradagdo
proporciona a hidrdlise dos oligdbmeros formandos a mondmeros.

AIBA [1994], no estudo da hidrdlise da quitosana por endoquitinases comerciais
de Bacillus sp PI-7S e Streptomyces griseus, obteve oligossacarideos com GP 2 - 5, e
langou a hipdtese que as quitinases poderiam reconhecer o residuo GicNAc em quitosanas
parcialmente acetiladas, clivando o polimeros nestes /odi.

STOYACHENKO et al. [1994] observaram duas quitinases no sobrenadante de
cultura de Streptomyces kursanovii, nomeadas Chi26 e Chi42. As duas enzimas
hidrolisaram a quitina, a quitosana (GD 85%) e Carboximetil-quitina (CM-quitina, 69%
substituida) por clivagem endoglicolitica, hidrolisaram tetrémeros e pentdmeros de NAG, e
trimeros, mais lentamente. O estudo de CLAE dos produtos de hidrélise indicou que a
enzima Chi42 atuou também na catdlise da reagdo de transglicosilagdo, visto que foram
detectados oligdbmeros de maior GP do que os substratos iniciais.
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Segundo IZUME et al. [1987], a quitosanase de Bacillus sp. n° 7-M promove a
hidrélise de quitosanas (GD 99%), produzindo quitooligbmeros com GP 2 — 6, sugerindo a
acdo endoglicolitica da enzima. A andlise dos grupos redutores gerados pela clivagem
evidenciou a especificidade de clivagem entre as ligagdes GlcN-GlcN do polimero.

FENTON & EVELEIGH [1981] relataram que o ataque hidrolitico da quitosanase
de Penicillium islandicum sobre quitosanas com GA 30 — 60% promove a formagao de
heterooligbmeros de 2 — 3 unidades, e nao houve atividade da enzima contra a quitina,
sugerindo que o ataque enzimatico ocorre entre ligagdes GIicN — GlcNAc do polimero.

2.3.3 — Hidrélise enzimatica — outras enzimas

A acdo hidrolitica ndo especifica frente a quitosana tem sido extensivamente
descrita na literatura como uma alternativa efetiva com respeito a obtencdo de
oligossacarideos e de polimeros de menor massa molar e, ao mesmo tempo, de custo
relativo baixo em comparacdo as enzimas especificas. Foi evidenciada a atividade
hidrolitica sobre quitina e quitosana para as enzimas papaina (de origem vegetal), lipase,
celulase, pectinase, glucanase e protease (de origem microbiana). [PANTALEONE et al.,
1992, MUZZARELLI et al., 1994; MUZZARELLI et a/.,1995; IZUME et a/., 1992].

De acordo com MUZZARELLI et al. [1994], a atividade da papaina sobre o lactato
de quitosana a 50°C e pH acido promoveu o decréscimo de 94% da viscosidade da
solucdo quando comparada a viscosidade do controle, sugerindo a clivagem do polimero
em fracdes poliméricas menores. Nao foi descrita na literatura a potencialidade da papaina
no sentido da producdo de quitooligdmeros.

TERBOJEVICH et al. [1996] indicaram que a ruptura polimérica no sistema
descrito anteriormente acontece entre ligacoes heterogéneas do tipo GIcNAc-GIcNH, ,
denotando uma forma de ataque seletivo a cadeia polimérica. Suporte a essa hipdtese
advém da indiferenca da papaina frente a quitina, material no qual a papaina pode ser
imobilizada [FINLEY et al, 1977] e pela indiferenca também frente a quitosanas
totalmente desacetiladas [YALPANI & PANTALEONE, 1994].

KURITA et a/. [2000] apresentaram potencialidade da lisozima para a degradagao
de quitinas e quitosanas. O ataque enzimatico de quitinas desacetiladas teve maior
efetividade (em termos do n® de unidades redutoras) para quitinas com GA 0,43,
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apresentando baixa atividade para quitinas (GA 0,89) e quitosanas (GA 0,03).

VARUM et a/. [1996], em um estudo de RMN*3C, relataram que a lisozima catalisa
a hidrdlise da ligacdo 2-acetamida-2-deoxi-D-glicosidica de quitosanas de GD 0,32,
gerando novos grupos redutores e ndo redutores acetilados, indicando a alta
especificidade das unidades acetiladas em relagao aos subsitios C, e E, da lisozima. Um
estudo mais detalhado da sua especificidade foi desenvolvido para a hidrélise de
quitosanas com GA 0,35, mostrando que, mesmo para estas condigdes, mais de 90% dos
grupos terminais eram acetilados [STOKKE et a/., 1995].

ZHANG et al. [1999] descreveram a degradacdo da quitosana via utilizagao de
uma mistura complexa de enzimas comerciais constituida de celulase, alfa-amilase e
proteinase. A taxa de decréscimo da viscosidade da solugdo reacional foi rapida, mas a
massa molar da amostra manteve-se em torno de 10000 Da. Esses resultados sugeriram
que a mistura teria potencial de hidrolisar quitosanas e obter oligbmeros com grau de
polimerizacdo entre 5 e 17 unidades monoméricas.

A tabela 2.2. apresenta um quadro resumo de alguns dos trabalhos existentes na
literatura sobre hidrdlise inespecifica de quitinas e quitosanas.

Tabela 2.2. Hidrdlise de quitosanas pela acdo inespecifica de varias enzimas.

Enzima Fonte Substrato Resultados Obtidos Referéncia

Celulase Trichoderma viride ~ Quitosana 1. 99% redugao de 1.PANTALEONE et al,
1. [GA 0,15] viscosidade [25°C, 10 min] 1992
2. [GA 0,05] 2. Producdo de oligdbmeros de 2. MURAKI et a/,, 1993.

5-7 unidades
Papaina Carica papaya Quitosana 98% reducdo de viscosidade MUZZARELLI et al, 1994.
; [GA0,15]  [50°C, 60 min] |
Lisozima GemadeOvo Quitosana  Enzima  indiferente  ao YALPANI & PANTALEONE,
[GA ~ 0] - Substrato 1994,
Lipase 1. Gérmen de Trigo Quitosana 1. 35% de reducio de 1. MUZZARELLI et ai
viscosidade [25°C, 10 min] 1995,
2. Aspergillus niger 2. 100% de reducdo de 2. PANTALEONE et al,
viscosidade [25°C, 18 h]. 1992.




2.3.4 — Papaina

A papaina (3.4.4.10) é uma cisteina protease extraida do latex de frutos nao
maduros de Carica papaya. E classificada como uma hidrolase, e tem aplicacdo vasta na
indistria de alimentos devido a sua forte acgdo proteolitica, tendo como principais
aplicacoes clarificacdo da cerveja, 0 amaciamento de carnes e processamento de couro em
curtumes. Na medicina experimental a papaina é aplicada intra-articulacdo para induzir a
osteoartrite, rompendo a matriz intracelular da cartilagem, de modo que possam ser
testadas drogas anti-reumaéticas /n vivo.

A papaina, na sua forma cristalina, apresenta grande estabilidade, sendo estavel
na faixa de temperatura de 30 a 75°C, com temperatura dtima em 60°C, e pH de
estabilidade na faixa de 3,0 a 9,5 com pH 6timo em torno de 6,5. A enzima pode ser
mantida em solugdo de NaCl a 4°C por meses sem perda de atividade detectavel. A
propriedade mais surpreendente desta enzima é a sua estabilidade frente a altas
temperaturas e quando em contato com solventes organicos [ARNON, 1970].

O sitio ativo da papaina é bem conhecido, e inclui os aminoacidos histidina 159,
triptofano 177 e cisteina 25. Como uma enzima sulfidrilica, a papaina necessita de um
grupo sulfidrila livre para a sua atividade catalitica. A ativagdo 6tima da papaina ocorre
pela adicdo simultanea de agentes redutores suaves, como a cisteina, sulfetos e cianida, e
de um agente sequestrante de metais, como EDTA. Alternativamente pode ser utilizado o
2,3 — dimercaptopropanol, agente que combina as duas propriedades necessarias para a
ativacdo da enzima [SLUYTERMAN, 1967].

Por outro lado, a papaina é reversivelmente inativada na presenga do ar e de
baixa concentragdo de cisteina no meio, tendo sua atividade restabelecida pela utilizagdao
de altas concentracdes de cisteina [BLUMBERG et a/,, 1970]. Metais pesados, como Cd*",
Fe?*, zn**, Cu**, Hg’* e Pb** sdo inibidores da papaina, mas a atividade pode ser
restabelecida pela adigdo de EDTA e cisteina.

2.4 — Imobilizacdo de enzimas

A grande inovagdao tecnoldgica do uso de enzimas em processos industriais
advém da capacidade destas de aumentar a taxa de reacdo e melhorar a seletividade de

um determinado processo. Uma determinada reacdo pode ser catalisada pela agdo
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enzimatica com supressao parcial ou completa de reagOes paralelas, aumentando a
produtividade do processo e também reduzindo passos adicionais de purificagdo pds-
reacdo. Uma vez que as enzimas operam em condigdes brandas de temperatura, pressdao
e pH, ha a possibilidade de redugdo de consumo de energia do processo, reduzindo os
custos operacionais. Porém, o alto custo agregado para o isolamento e purificacdo de
enzimas ainda inviabiliza o seu uso em larga escala.

A técnica de imobilizagdo de enzimas a suportes poliméricos se apresenta como
uma forma de viabilizar a utilizacdo das enzimas em processos industriais. O termo
“imobilizagdo” ndo quer dizer que a enzima perde completamente sua mobilidade
molecular, mas que parte desta esta fixada em um suporte insolGvel [CHAPLIN & BUCKE,
1990]. E necessario que a enzima, quando imobilizada, mantenha méxima atividade
catalitica, uma vez que a ligagdo com 0 suporte pode ocasionar o comprometimento do
sitio ativo por ligagdo intra-sitio ou deformagdo deste, promovendo conformagdes ndo

ativas.

As propriedades das enzimas imobilizadas sdao governadas pela interagdo das
propriedades da enzima e do material usado como suporte para imobilizacdo. A
quantificagdo da performance de enzimas imobilizadas € dependente de trés fatores
interdependentes como apresentado na Figura 2.3.

f
Propriedades bioquimicas |

Tipo de reagdo e cinética |
I

Caracteristicas quimicas

Propriedades mecénicas |

| Método de imobilizacédo | Efeitos de Transferéncia de Massa | Estabilidade Operacional |-
Rendimento (%) - (Eficiéncia - h) | NOciclos de reaproveitamento |

Performance o
Consumo de enzima (Unidades/kg produto) |
Produtividade (kg produto/Unidade) -

Figura 2.3 — Fatores primordiais a serem considerados em imobilizacdo de enzimas. Extraido de
TISHER & KASCHE, 1999.
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Método de Imobilizacdo

Imobilizagao por ligagao covalente pode envolver a ativagao quimica do suporte
(acoplamento de um grupo funcional reativo através de reagdao quimica) bem como o
comprometimento de parte da cadeia lateral das enzimas. Neste método, as enzimas
estdo fortemente ligadas ao suporte e ha pequena possibilidade de dissociagdo; entretanto
apenas pequenas quantidades de enzima podem ser imobilizadas por este método (por
volta de 200mg.g'matriz). Como as interacdes enzima/suporte sdo muito intensas, ha a
possibilidade de a enzima sofrer mudanga em sua conformagao espacial, ocasionando a
conseqtiente diminuigdo ou perda total da atividade enzimatica.

Efeitos de transferéncia de massa

Para que uma enzima, quando imobilizada, possa catalisar uma reagdo, os
substratos devem difundir através da solugdo até o sitio catalitico e, no movimento
contrario, os produtos devem difundir para o seio da solugdo. A forca motriz para o
processo difusivo é devido aos gradientes de concentracdo gerados pelo movimento dos
solutos na direcao da maior para menor concentracdo. O movimento dos solutos é
descrito em termos dos seguintes passos:

- Difusdo Externa — transporte de substratos e produtos estda em série com a

conversao catalitica;

- Difusao Interna — transporte de substratos e produtos através dos poros ocorre
em paralelo com a conversao catalitica.

A modificagdo enzimatica de macromoléculas pode ser fortemente controlada por
efeitos difusionais no processo. Polimeros difundem em solugdo muito lentamente e, apos
serem catalisados pela acdo de uma enzima imobilizada, os fragmentos também podem
agir como substratos. Os produtos difundem pelos poros, entretanto, estes sdo quebrados
inUmeras vezes enquanto em contato com a enzima. Este fato pode causar uma diferenca
significativa nos perfis de massas molares médias produzidas pelo uso de enzima livre e
imobilizadas, e pode ser fomentado pelo uso de biocatalisadores porosos, onde ha maior
restricdo a difusdo interna de moléculas maiores [CHAPLIN & BUCKE, 1990]. Além disso, a

determinagdo de constantes intrinsecas a catdlise e a transferéncia delegam arduos

esforcos para se determinar, devido a complexidade tanto do sistema reacional, quanto a
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presenga de efeitos difusivos mistos, combinando difusdo externa e interna.

Ciclos de reaproveitamento

O fator determinante da utilizacdo de enzimas em um processo tecnoldgico € o seu
custo. Uma vez que sdo catalisadores, as enzimas nao sao usadas diretamente nos
processos em que sdo envolvidas. Sua produtividade estd relacionada, assim como
catalisadores quimicos, ao fator de conversdo e ao periodo de utilizacdo, bem como a sua
capacidade de ser reutilizada apds regeneragao.

2.5 — Quitina como suporte de imobilizacdao de enzimas

A quitina e seus derivados tém sido extensivamente utilizados como suporte de
varias enzimas, por preencherem a maioria dos quesitos necessarios para utilizagdo como
suporte de enzimas. E um polissacarideo inerte, hidrofilico, resistente, insol(ivel em agua
e em praticamente todos 0s solventes. Sua estrutura apresenta grupos hidroxila e amina
livre, que podem ser utilizados para a adsorgdo fisica de proteinas. Associada a um agente
promotor de ligagdes cruzadas, como glutaraldeido em doses que variam de 0,1 a 2%, a
quitina se torna um suporte para ligagdo covalente de proteinas com alta capacidade, e
baixa taxa de dessorgao. Exemplos de aplicagdo sdo descritos na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Imobilizacdo de enzimas em quitina, técnicas de imobilizacdo utilizadas e retencdo da
atividade pds imobilizagdo.

Enzima* Suporte Técnica Utilizada Retencdo da
Atividade [%]
Fosfatase Acida [3.1.3.2] Quitina em pé Ligagdo covalente com pré 20%

tratamento com glutaraldeido
Pepsina [3.2.1.1] Quitosana em gel ligacdo cruzada da solucdo 3%
enzima suporte com glutaraldeido
Glucoamilase [3.2.1.3] Quitina em p6 Ligacdo covalente e tratamento 90%
com glutaraldeido
Pérolas de quitosana Ligagdo covalente com pré 53%
com ligacdo cruzada tratamento com glutaraldeido
Lactase Quitina em po Ligacdo covalente e tratamento 60%**
com glutaraldeido

* KRAJEWSKA, 1991;** STANLEY et a/ 1977.
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ILYINA et a/ [1999] imobilizaram o complexo de enzimas quitinoliticas de
Streptomyces kurssanovii em quitina macroporosa por adsorgao fisica. As quitinases deste
complexo apresentaram alta afinidade ao suporte e apresentaram atividade especifica de
25U/g suporte, retendo totalmente a atividade da enzima livre.

Papaina foi inicialmente imobilizada em quitina para a utilizacdo na industria
cervejeira, com o objetivo de clarificar a cerveja pds-fermentagdo [FINLEY ef 3/, 1977]. A
turbidez da cerveja foi reduzida em 70% em relagdo 3 inicial para o tratamento com
papaina livie e com complexo quitina:papaina em batelada. Para tratamentos continuos
em coluna de leito fixo, a turbidez da cerveja foi reduzida em até 75%. Estes dados
indicam que a enzima imobilizada em quitina retém praticamente 100% da atividade da
enzima livre, e se mostrou efetiva no tratamento de 5 litros de cerveja diluida, a vazdo de

2 mi/min.

A acdo da papaina imobilizada em quitina sobre a quitosana foi descrita por
MUZZARELLI ef al [1994]. Em estudos de hidrdlise de quitosana a 50°C, a solugdo
reacional apresentou uma redugdo de 66% na viscosidade apds 90 minutos de reagdo com
relagdo ao controle. A enzima se manteve ativa por 168 horas sem perda de atividade, o
que possibilita a utilizag8o deste sistema em continuo.

2.6 — Relacdes de Transporte de Massa — aproximacdo de
Maxwell-Stefan [WESSELINGH & KRISHNA, 2000]

A primeira lei de Fick define que as espécies em uma mistura é proporcional ao
gradiente de concentragdo e ao coeficiente de difusdo. O fluxo é definido relativamente a
uma referéncia, como a velocidade média molar da mistura.

J, = ~—D,.—c?& Lei de Fick
dz

~ J,==D,%% -t ac,
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Usualmente, problemas de transferéncia de massa estdo vinculados em definir os
fluxos em referéncia a alguma interface ou fronteira. Neste caso, o fluxo N estd definido
como:

de, . .
N=-D, -;1-+ N.x, ,onde N=) N, éofluxo da mistura como um todo.
z i

O movimento em uma mistura € governada por forgas inerentes as espécies
individuais na mistura. Existem, nesse caso, dois tipos de forgas:

1. Forcas motrizes, que derivam de gradientes potenciais das espécies, e

2. Forgas de arraste entre as espécies, que sdo conseqiiéncia das diferencas de
velocidade entre elas.

O primeiro conceito € o do potencial quimico. O potencial quimico é relacionado
com a composicdo da mistura, e usualmente aumenta com a concentracio das espécies. E
dado por:

w, = const( p,T )+ RT.Ina,
onde g, =v,x.

Como se pode observar, o potencial quimico é uma funcdo logaritmica da
atividade das espécies em solugdo, e esta atividade € o produto do coeficiente de
atividade e a fracdo molar da espécie.

O uso de gradientes potenciais permitem a incorporacdo de forcas motrizes
diferentes, como gradientes de potencial quimico e elétrico, gradientes de pressdo e
campos centrifugos.

O segundo conceito é o da fricgdo entre as espécies de uma mistura.

A aproximacdo da friccao para a interacdo entre espécies de uma mistura permite
o manuseio consistente de qualquer nimero de componentes

2.7 - Cromatografia de permeacio em gel de alta eficiéncia
[CPGAE]
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A CPGAE tem como principio separagdo de moléculas de acordo com seu
tamanho em solugdo. A solugdo de amostra € inserida na coluna, que é preenchida por um
gel poroso ndo carregado, e a amostra € carreada pelo solvente (fase mdvel) através da
coluna. Devido a dificuldade de transporte dentro dos poros do recheio, moléculas maiores
emergem primeiramente, enquanto gue moléculas pequenas sdo retardadas pela difusdo
destas através dos poros.

A separacdo por tamanho acontece pela troca repetida das moléculas do soluto
entre o seio do fluido e o liquido estagnado dentro dos poros do recheio. O tamanho do
poro das particulas do recheio determina a faixa de massas molares através da qual a
separagdo ocorre. Tipicamente, os géis sdo constituidos de macromoléculas com grande
afinidade com o solvente utilizado. Estes foram polimerizados, ou ligados em ligaces
cruzadas, de forma a tornd-lo insolGvel e, ao invés de solubilizarem em solugdo, estes
incham, tomando para si grandes quantidades de liquido.

O principio do método de CPGAE baseia-se somente nas diferencas de tamanho
das moléculas de uma solugdo complexa; por esta razdo, todas as substancias
constituintes de uma amostra devem ser eluidas da coluna cromatografica entre dois
pontos bem estabelecidos: V,, ou volume de exclusdo total (correspondente ao espaco
intersticial entre as particulas do recheio) e V, volume de permeacdo total
(correspondente ao volume total de liquido presente na coluna). Entre V, e V, ocorre ¢
processo de separagdo, dependente do tamanho das moléculas presentes na solucdo em
relagdo ao tamanho do poro.

VQ Vp Vt
Figura 2.4 — Variaveis usadas para caracterizar o recheio cromatogréfico.

Uma das mais importantes aplicacdes da CPGAE é a determinagdo de massas
molares, particularmente de proteinas e outros polimeros. Para muitos grupos de
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substancias a correlagdo entre as massas molares e seu comportamento na eluicdo é
muito préxima, e para propésitos praticos o volume de eluigdo € determinado inteiramente
pela massa molar.

2.7.1 - Relacdo entre massa molar e volume de eluicdo — curva de
calibraca@o

Na auséncia de fracGes padrao de polissacarideos a serem analisadas por CPGAE,
padrdes secundérios, constituidos de fragSes caracterizadas de outro polissacarideo
podem ser utilizados na calibragao. E importante ressaltar que valores de massas molares
obtidos desta maneira ndo tém nenhum significado em termos absolutos, a menos que a
conformacdo molecular dos padrles secundarios em solugdo seja similar & dos analitos
[CHURMS, 1995]. O grande valor de determinagBes de massa molar por CPGAE utilizando
padrBes secundarios de calibragdo reside na facilidade em se analisar mudancas
progressivas na massa molar do analito em experimentos de degradagdo ou agregagdo.

Uma vez obtidos os padrles, a fungdo de calibragdo pode ser escrita como uma
fungdo polinomial [SCHRODER et al,19891:

onde ap, aidy...,a, Sa0 constantes especificas do sistema cromatografico
utilizado, e Ve € o volume de eluigdo [em ml]. A curva log M versus volume de retencéo
fornece a curva de calibracio do sistema. E desejivel que o ajuste da curva seja
determinado pela regressdo linear, uma vez que é na faixa linear onde ocorrerd a
separagao. O volume de retencdo pode ser substituido pelo tempo de retengdo na coluna

se o fluxo é constante durante a aquisicdo dos cromatogramas.

Uma vez que muitas propriedades fisicas e quimicas dos polimeros podem variar
com o tamanho da molécula, as curvas de calibragdo sdo validas apenas para uma
condicdo de operagdo bem estabelecida. Uma vez alterada esta condicdo, a curva se torna
invalida.
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Figura 2.5 — Curva de calibracdo tipica em CPGAE.

2.7.2 -~ Determinac@io da distribuicio de massas molares — Curva
cumulativa

A massa molar de uma molécula é caracterizada pelo seu diametro em solugdo.
Enquanto uma substéncia de baixa massa molar apresenta uma massa molar uniforme,
todos as substancias sintéticas e muitas substancias macromoleculares naturais sdo
polidispersas em sua massa molar, apresentando uma distribui¢do de massas molares.

A relacao entre a massa molar de compostos polidispersos e o comportamento de

eluicdo em colunas de CPGAE torna possivel determinar as massas médias molares, bem
como sua curva cumulativa, de maneira rapida.
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A curva cumulativa informa gquantitativamente o teor de material presente no

analito. A area sob a curva gerada pelo cromatograma é correspondente & massa total do

analitc aplicado, portanto, € possivel determinar a fragdo massica do polimero

correspondente a uma certa massa molar.

080

0.60+

dwtid(iogh)

.40 /
/

/

0.20- / /’

ol

/ )
&
8
Cunnlative %

U ——
640 620 600 58 580

T T T T T
540 520 500 480 460 440 420 400 380 360
Log Mol W
—— MW Distribution
Total Area

Figura 2.5 — Curva de distribuicdo cumuiativa,

Uma vez determinada a

curva de distribuicdo é possivel calcular as relacdes de

pesos médios moleculares caracteristicos do polimero, que tem como férmula geral:

M* =

onde:

__Z_E_i___Mi__ [2.2]
M

M*

Massa molar média numérica [Mn]
Massa molar média ponderal [Mw]
Massa molar média z

Massa molar média z+1



E importante ressaltar aqui que as massas médias molares obtidas por CPGAE s30
de natureza relativa, ou seja, sdo calculadas por uma relacdo indireta entre o tamanho das
moléculas dos padres utilizados na calibracdo e o analito. Individualmente estas médias
podem ser determinadas por métodos absolutos, tais como os descritos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Métodos absolutos utilizados na determinacéo de pesos médios moleculares.

Método Faixa de massa molar Massa média
[g/mol] determinada
Osmometria de membrana 10* - 10° Mn
Ebulioscopia, Crioscopia <10* Mn
Espalhamento de luz 10%-108 Mw
Equilibrio de sedimentacio <10° Mw, Mz, Mz+1

2.7.3 — Aplicagdo da CPGAE em determinacio de massas molares de
solucdes de quitosana

Quitosanas (G.A.20%) sdo soltiveis em dcido acético diluido, no qual o polimero
se comporta como um polieletrdlito catibnico [TERBOJEVICH et af 1993]. Para
polissacarideos neutros, como a dextrana, a caracterizacdo de polieletrélitos em CPGAE
aquoso € muito complexa, devido a possibilidade de interagdo com a resina se a fase
movel ndo for cuidadosamente selecionada.

BERI ef al (1993) descreveram a caracterizacdo de quitosanas por CPGAE -
fotdmetro de espalhamento de luz de angulo multiplo (ELAM), que permite a obtencdo das
massas molares absolutas das amostras de quitesana. Foram utilizadas as colunas BioGel
TSK60 (7,5x300mm, matriz poliéter hidroxilado) e duas colunas BioGel TSK50
(7,5x300mm, matriz poliéter hidroxilado) e fase mével acido acético (AcOH) 0,33M/
acetato de sodio (NaOAc) 0,1M pH 4,2 e fluxo 0,6 mi/min. Verificou-se que esta técnica
proporcionou dados confidveis em termos das distribuigbes das massas molares absolutas
na faixa estudada. A determinacdo das massas molares pela calibracdo secundaria
(utilizando dextranas como padrdes) superestimou o valor das massas molares das
amostras, devido a dissimilaridade entre as amostras e os padrfes em solucgo.

TERBOJEVICH ef al (1993) descreveram a curva de calibragdo utilizando
amostras polidispersas de quitosana (GA 15%) obtidas por hidrdlise quimica com HC
0,6M, temperatura de 50°C e tempo de reacdo 30 minutos, 12 h e 33 h. Foram utilizadas
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A quitina em pé (5 g, Sigma), de granulometria controlada (peneiradas entre 0,35-0,50
mm de didmetro) foi suspensa em tampao fosfato (30 mi, 0,1 M, pH 7,6) e incubada a
40C até a hidratacdo da fibra. Separadamente, a enzima (220 mg) foi dissolvida na
seguinte solugdo (10 ml): cisteina 5mM, EDTA 5mM; mercaptoetanol 1pM. A solugao
enzimatica foi adicionada a quitina e mantida sob refrigeragao a 4°C por 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado 500 ul de solugdo de glutaraldeido a 10% (concentragdo final
0,1%) e a mistura foi mantida sob baixa agitagao por 12 horas a 4°C. O complexo quitina-
papaina foi filtrado, misturado a uma solugao de NaCl 3M com agitagao por 3 horas e a
seguir lavado com agua destilada para a retirada da solugdo salina.

3.3 —Caracterizacdao do suporte para imobilizacao

3.3.1 — Classificagdo granulométrica

Quitina (Sigma, lote 68H7014) foi classificada de acordo com sua granulometria
com o auxilio de peneiras do tipo Tyler. A partir da classificacdo granulométrica o material
com faixa entre 0,35 e 0,50 mm foi escolhido.

3.3.2 — Analise da area superficial da quitina

As amostras foram previamente desumidificadas em estufa a vacuo (FANEM) a
60°C por quatro horas. Aproximadamente 250 mg das amostras foram submetidas a um
tratamento de 140°C por duas horas até que toda a umidade fosse retirada. A
caracterizagdo da drea superficial do adsorvente e do complexo quitina: papaina foi
conduzida em um equipamento de fisissorcao de N, — Micromeritics ASAP 2000, a 77K, do
Laboratério de Uso Comum da FEQ. A partir das isotermas obtidas, o volume de micro,
meso e macroporos foi calculado.

3.3.3 —Microscopia eletronica de varredura da superficie

Quitina (natural e submetida a imobilizacdo de papaina) foram submetidas a
analise de superficie por microscopia eletronica de varredura. Os materiais foram
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3.1. Grau de Acetilagdo da Quitosana [Roberts, 1997]

Aliquotas de 1 ml de solugdo de corante (0,5 uM de corante Orange II em acido
acético 0,1M) foram adicionadas a 10 frascos volumétricos de 10 ml e 4 ml de acido
acético 0,1M foram a seguir acrescentados. Volumes entre 0 e 2,5 ml de solucdo de
quitosana (0,1 g/l em &cido acético 0,1M) foram adicionados aos tubos e completados
para 10 ml com a solugdo de acido acético. Apds agitacdo, os valores de absorbancia a

484 nm, foram determinados usando o acido acético como referéncia.

A intersecdo entre as curvas de tendéncia fornece a concentragdo
equivalente de grupos acetila da molécula, calculada por:

Ew=YMS . onde:
Cc

EW= peso equivalente de grupos acetilados;
Ms= massa seca de amostra;
Cc= concentragdo de corante ( padronizada em 4,5x10™ M).

(EW —161) *100 _

9 Acetilacdo = EW - 42 ;

onde 161 e 42 sdo as massas molares da glucosamina e do grupo acetila,
respectivamente.

3.2 - Imobilizacdo de papaina em quitina

Papaina comercial foi gentilmente cedida pela Prozyn, com atividade de 45.900
USP/mg e dosagem de proteinas 0,35 g proteinas/g [SEDMAK & GROSSBERG, 1977]. A
imobilizacdo foi realizada de acordo com FINLEY et a/. [1977], com algumas modificacles.
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submetidos a metalizacdo por liga Au-Pd a frio e alto vacuo por 180 segundos.
Posteriormente as amostras foram submetidas a analise em Microscopio Eletronico de

Varredura Jeol, da Faculdade de Engenharia Mecanica da Unicamp.

3.4 - Hidrdlise da quitosana por papaina livre e imobilizada

A quitosana GD 80% utilizada foi gentiimente fornecida pelo Parque de
Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal do Ceara (Ceara), proveniente de
cascas de caranguejo.

Papaina livre e imobilizada (em concentragdo final 0,45 Gproteinas/l) foram
adicionadas a solugao de quitosana (10 g/l em acido lactico 0,15 M) em reatores batelada
(com volume de 40 ml) encamisados a 50°C. O pH resultante da mistura reacional foi de
3,2. 0 acompanhamento da viscosidade foi feito a 25°C simultaneamente ao experimento.
Amostras foram retiradas periodicamente, centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos e
separadas do material sélido. Uma solugdo controle foi conduzida paralelamente a todos
0s ensaios, nas mesmas condigoes do experimento, diferindo das anteriores pela auséncia
de enzimas na mistura reacional.

A atividade da papaina frente a quitosana foi avaliada pela modificacdo da
solucdo polimérica utilizando técnicas de viscosimetria e analise por CPGAE

Para a avaliagdo da produgdo de oligbmeros de quitosana, amostras do
hidrolisado de quitosana (3 ml) foram neutralizadas pela adicao gradativa de NaOH 5M (30
ul), resfriadas por 10 minutos em banho de gelo e centrifugadas por 15 minutos a 10000
rpm. O sobrenadante (1 ml) foi separado e submetido a liofilizagdo. O produto resultante
foi solubilizado em 1 mi de acetonitrila: agua 50:50 (v/v), filtrado por membranas Millipore
de 0,45 um, e submetidos a analise por CLAE.

3.5 — Hidrdlise de quitina coloidal pela enzima quitinase fiingica

Vinte mililitros de quitina coloidal 1% em tampao acetato de sédio 100mM, pH
5,2) e 19,6 mi de tampdo acetato 100mM foram adicionados a um reator encamisado de
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40 ml a temperatura de 37°C. Adicionou-se 400ul de caldo de fermentacdao de
Trichoderma sp com tempo de fermentagdo de 24 horas e atividade de 1,08 U/ml
[RIBEIRO, 2000].

Imediatamente apds a adi¢do do caldo a reacdo foi incubada e as amostras foram
retiradas periodicamente e centrifugadas para a retirada do material sélido.

Para a avaliagdo da producdo de oligbmeros, amostras do hidrolisado (5 ml)
centrifugadas por 15 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante (5 ml) foi separado por
filtracdo e submetido a liofilizagdo. O produto resultante foi solubilizado em 1 ml de
acetonitrila: agua 70:30 (v/v), filtrado por membranas Millipore de 0,45 pm, e submetidos
a analise por CLAE.

3.6 — Analise viscosimétrica da mistura reacional

A viscosidade da solugdo reacional foi determinada a temperatura ambiente pela
medida do tempo de escoamento livre de um volume de 0,5 ml em pipetas de 1,0 ml
consideradas idénticas. As medigGes foram repetidas 10 vezes para a obtengdo do desvio
experimental. A alteragao da viscosidade foi calculada da seguinte forma:

% Re dugiio = T—C_;—-]—-E—X 100 (3.6)

C

onde Tz é o tempo de escoamento (em segundos) referente a mistura reacional de
hidrolise e Tc¢ corresponde ao tempo de escoamento (em segundos) do controle,
conduzido as mesmas condi¢cdes do experimento.

3.7 - Analise das amostras por CPGAE

3.7.1 — Preparo das amostras

Amostras de quitosana foram preparadas na concentragao de 1,0 mg/ml em fase
movel AcOH 0,33 M/ NaOH 0,1 M, pH 3,9 + 0,2. Apds a solubilizagdo, as amostras foram
filtradas para vials de 1,0 ml por membranas Millipore de 0,45 um.
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As amostras de quitosana hidrolisada, com concentragao inicial de 10 mg/mli,
foram diluidas para 1,0 mg/ml com a fase mével e filtradas para frascos especiais por
membranas 0,45 um (Millipore). Todas as amostras foram mantidas em freezer a analise
para prevenir a hidrdlise acida.

3.7.2 — Preparo dos padroes

Foram utilizados padrdes de dextrana (Sigma) em concentragdo de 2,5 mg/mi,
com massa molar 2x10°, 473.000, 65.282, 38.800 e 9.400 g.mol’. Um padrdo de D-
glucosamina HCl (Seikagaku, peso molar 212 g.mol™) foi utilizado. Os padrdes foram
preparados em fase mével AcOH 0,33 M/ NaOH 0,1 M, filtrados para frascos especiais por

membranas (0,45 um) Millipore e mantidos em geladeira até a injegdo.

3.7.3 — Condigoes analiticas

O equipamento utilizado era formado por duas bombas modelo 515, injetor
automatico de amostras modelo 717 plus e detetor indice de refragdo modelo 410, todos
da marca Waters e software Millenium32® GPC utilizado como controlador do sistema
cromatografico. O estojo de colunas utilizado foi constituido das colunas Ultrahydrogel
1000 e Ultrahydrogel 500 (Waters), de poli-metilmetacrilato hidroxilado, com volumes de
exclusdo de 5x10° e 8x10°% respectivamente, conectadas em série. O volume de amostra
injetado foi de 200 pl. A fase movel utilizada foi AcOH 0,33M/ NaOH 0,1M pH 3,9 + 0,2,
fluxo de 0,8 mi/min e temperatura 40°C, com detetor indice de refracao.

3.7.4 — Andlise dos resuitados

As massas molares médias foram calculadas empregando o software Millenium®
32, pela integracdo dos perfis cromatograficos obtidos na regido de massas molares
maiores (correspondentes a regido entre 2x10° e 2500). Para realizar estes célculos, o
software emprega a curva cumulativa (grafico percentual que representa a relacao entre
as massas molares e a sua fragao massica). Uma vez construida a curva cumulativa, é
possivel calcular relativamente as massas molares caracteristicas utilizando as equagGes
previstas na se¢ao 2.6.
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Figura 3.1. Modelo de documento gerado pelo programa. (a) Area integrada, (b) tabela de massas

molares calculadas, e (¢) curva de distribuicdo cumulativa.
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3.8 — Analise das amostras por CLAE
3.8.1 — Preparo dos padroes de oligbmeros de quitosana

Foram utilizados padrdes de oligobmeros de GIcN (Seikagaku), monOmero a
hexamero, em concentracdo de 1 mg/ml. Os padrGes foram preparados em fase movel
(acetonitrila : agua 50:50 v/v), filtrados para frascos especiais por membranas (0,45 um)
Millipore e mantidos em freezer a até a injecdo.

3.8.2 — Preparo dos padroes acetilados

Foram utilizados padroes de oligbmeros acetilados (Seikagaku), mondémero a
heptamero, em concentragdao de 1 mg/ml. Os padres foram preparados em fase mével
(acetonitrila : agua 70:30 v/v), filtrados para frascos especiais por membranas (0,45 pm)
Millipore e mantidos em geladeira até a injegao.

3.8.3 — Condicoes analiticas

As amostras acetiladas foram analisadas por CLAE de acordo com o método. A
coluna utilizada foi a uBondapak NH, (3,9 mm x 30 cm) Waters, de silica aminada. Foi
utilizado gradiente linear com fluxo de 0,8 ml/min de solugdes A e B. Solucdao A:
acetonitrila : agua, em proporg¢ao 70:30 (v/v) e Solucdo B: acetonitrila:agua 50:50 (v/v). A
absorbancia a 210 nm foi monitorada por detetor UV486 (Waters).

Para as amostras desacetiladas, o procedimento foi conduzido de acordo com
IZUME & OTHAKARA (1987) com modificacdes. A coluna utilizada foi a uBondapak NH,
(3,9 mm x 30 cm) Waters, de silica aminada, em sistema isocratico de fase movel
acetonitrila : d4gua, em proporgdo 55:45 (v/v), em fluxo ide 0,8 ml/min e detetor de indice
de refracao modelo RI 410 (Waters), com 8x atenuacdo.

3.9 — Determinacdo de Proteinas [SEDMAK & GROSSBERG, 1977]

A determinacgdo de proteinas usando o corante Coomassie Blue G250 depende da
conversdo entre a forma livre (que tem cor marrom-avermelhada) a sua forma ligada (que
apresenta cor azul intenso) devido a interagdo do corante com os grupos NHs;* das
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proteinas em meio acido. As vantagens do uso deste método estdo na simplicidade e
rapidez do ensaio, sua alta reprodutibilidade e sensibilidade, detectando menos de 1 ug de
proteina em amostras e na auséncia de interferéncia dos aminodacidos livres. Entretanto, a
intensidade da leitura depende da composicdo da proteina, e a precisdo dependera da
proteina padrao escolhida.

3.9.1 — Preparacao do Corante

O corante Coomassie Blue G250 (Sigma) foi preparado como solug@o a 0,06 %
em HCl 1,5 % (m/v), mantido sob agitacdo por 12 horas e filtrado em papel Whatman
n°1. As solugBes tem validade longa a temperatura ambiente se estocada em frascos

escuros.

3.9.2 - Construcao da Curva Padrao de Albumina de soro bovino (BSA)

Foi preparada uma solu¢do estoque de BSA (0,2 mg/ml) em agua destilada, e
desta foram preparadas solugbes em triplicata contendo de 1,0 a 100,0 pg , e
completadas com agua destilada até volume de andlise de 1,5 ml. Posteriormente foi
adicionado aos tubos 1,5 ml do corante Coomassie-Blue. A absorbancia das amostras foi
medida em dois comprimentos de onda, a 465 nm (espectro vermelho — forma livre) e 595
nm (espectro azul — forma ligada) em espectrofotometro, com agua destilada como
referéncia. A curva foi construida levando em consideragdo a relagdo entre a média das
absorbancias a 595 nm e 465 nm (ABS595/ABS465) e a massa de proteinas adicionada
(em ng de proteina).

3.9.3 — Dosagem de proteinas em amostras

As solugdes foram convenientemente diluidas a volume final de amostra 1,5 ml,
em triplicata. Adicionou-se 1,5 ml do corante as amostras de proteina, agitou-se por
inversdo e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro para dois comprimentos de onda,
a 465 nm (espectro vermelho — forma livre) e 595 nm (espectro azul — forma ligada), com
agua destilada como referéncia. A massa de proteinas foi calculada pela relacdo entre os
comprimentos de onda (ABS465/ABS595) interpolado na curva de calibragdo de BSA.
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4.1 — Grau de Acetilacdo de Quitosana

A determinacdo do grau de acetilacdo é baseada na protonagao do grupo
acetila das moléculas dos polimeros quando este se encontra em solucdo acida. O corante
usado foi o0 Orange II, anionico, cuja absorbancia € maxima a 484nm.

R R
l?|{ I\IIH+ IlIH+ -corante
NH AcOH_ A corante o
Q:C\ 0.1M O‘"“C\ —_— O(——-C\
CH; CH; CH;

R= grupo piranosidico.

A titulagdo metacromatica € um método rapido, consistindo na mistura entre as
solucdes de quitosana e a solucdo de corante, com posterior leitura da absorbancia a
484nm em espectrofotometro.

A medida que a concentragdo de grupos acetila aumenta, a absorbancia da
solucdo decresce até um valor de concentragdo critica de quitosana em equilibrio com
corante. Volumes acima do volume critico ndo alteram os valores de absorbancia.
Graficamente ha uma mudanca de tendéncia da curva de titulagdo, como apresentada na

Figura 4.1.
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Figura 4.1 ~ Determinacdo do grau de acetilagdo para a Amostra Primex 90%.

Foram analisadas amostras de quitosana de varias procedéncias. A Tabela 4.1

resume 0s principais resultados obtidos por este método.

Tabela 4.1 -Grau de desacetilacgdo de quitosanas obtidos por titulagdo. * - Grau de
desacetilagdo especificado no rétulo, obtidos por Infravermelho [referéncia Primex]; ** - NI - ndo
informado; *** - Informado pelo fabricante.

| Amostra Procedéncia G.D.(%)* | GD analise | Erro
(%)

- Quitosana Grau Pratico Sigma NI** 86,9 -

Quitosana “From Crab Shells” Sigma NI 80,0 -
Quitosana Grau Alimenticio Primex 80,0 75,0 6,3
Quitosana Grau Alimenticio Primex 85,0 78,4 7,7
Quitosana Grau Alimenticio Primex 90,0 80,7 10,4

: Quitosana Grau Alimenticio Primex 95,0 95,05 ~0,0
Quitosana Polymar — Ceara ~8OF*K* 80,03 -

Obteve-se um desvio relativamente grande (10%) para a amostra de quitosana
da Primex, com grau de desacetilagdo de rétulo 90%. No entanto, praticamente ndo ha
erro para a amostra de 95% do mesmo fabricante. Os valores de erro podem ser
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explicados devido ao fato de o método determinar indiretamente a concentragdo dos
grupos acetila da molécula.

O método é de rapida execucdo, apresenta resultados apenas comparaveis aos
obtidos por espectroscopia de infravermelho, mais precisos do que este método por
determinar diretamente a concentracdo dos grupos acetilados da molécula.

4.2 — Distribuicdo de massas molares - Quitosana

As quitosanas de procedéncias diferentes foram analisadas pela técnica de CPGAE
e foram representadas nas Figuras 4.2 e 4.3.
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Figura 4.2 — Perfil dos padrbes (—) ( 2x10°, 473000, 65282, 38800, 9400 e D-glucosamina,
respectivamente), e quitosana Padetec [GD 0,80] (—), 1 mg/mi, volume de injecdo 200ul.
Colunas Ultrahydrogel 1000 e 500 (Waters), fase mdvel AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min.
Temperatura das colunas: 40°C. Detetor indice de refracdo.

De acordo com a analise do cromatograma, observa-se que a quitosana Padetec
apresenta uma distribuigdo de massa molar larga, apresentando um perfil mais distribuido
na regido de massas molares e indicando elevado grau de polidispersdo.
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A Figura 4.3 apresenta os resultados para as analises de amostras diferentes de
quitosanas, fornecidas pela Sigma. Estas sao denominadas AV (alta viscosidade), MV
(média viscosidade) e BV (baixa viscosidade).
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Figura 4.3 — Perfil dos padrdes (—) e amostras de quitosanas Sigma AV(—), MV(—), BV
(—), 1 mg/ml, volume de injegdo 200pl. Colunas Ultrahydrogel 1000 e 500 (Waters), fase movel
AcOH 0,33M/NaCH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min. Temperatura: 40°C. Detetor indice de refracgo.

As quitosanas Sigma apresentam menor valor de polidispersdo, como pode ser
observado nos cromatogramas. A reducdo da polidispersdo torna os polimeros mais
homogéneos com respeito aos tamanhos de cadeia.

Tabela 4.2 — Massas médias molares obtidas por CPGAE.

%Amostra M, My, M, M, PD

Quitosana Padetec  179.757 627.746  1.031.490 [1.283.705 7,87
Quitosana Sigma AV |1.079.582 1.243.371 1.389.014 1.507.981 1,15
Quitosana Sigma MV 783.027  1.074.351 1.301.376 1.462.988 1,38
Quitosana Sigma BV  173.750  670.755 998.423 1.234.584 3,88
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E importante notar, pela Tabela 4.2, que a classificagdo como alta, média e baixa
viscosidade para os polimeros da Sigma pode ser conseqiiéncia da variagdo de M, na
amostras, sendo este o parametro que mais apresentou variagdo entre as amostras.
Observou-se também que a distribuicdo de massas molares obtidas para quitosana
Padetec se assemelha a quitosana de baixa viscosidade.

A ndo disponibilidade de padrdes tem ditado o uso de padrdes indiretos na
determinagdo de polimeros naturais, como dextranas. A analise das amostras da Sigma
sugere que estas podem ter sido obtidas através de fracionamento preparativo. Uma vez
caracterizadas por técnicas absolutas de determinacdo de massas moleculares, as
amostras poderiam ser potencialmente empregadas como padrdes de alta massa molar,
minimizando o erro ocasionado por técnicas indiretas de calibragdo.

4.3 - Efeito das condicOes de reacdo na atividade catalitica

Para todos os estudos a concentracao de enzima foi mantida a 0,45 g/l e a
hidrdlise foi acompanhada por 240 minutos. Viscosidade do meio reacional foi
determinada a 25°C pelo tempo de escoamento de 0,5 ml de solugdo em pipetas idénticas
de 1 ml. O tempo de homogenizacdo da mistura reacional foi padronizado em 2 minutos
para todos os experimentos.

Com o objetivo de se estudar a agdo catalitica da papaina na estrutura polimérica
da quitosana, amostras de hidrolise foram retiradas do meio reacional e analisadas por
CPGAE. As massas molares médias foram calculadas empregando o software Millennium
32, pela integracdao dos perfis cromatograficos obtidos em quatro regides diferentes
compreendidas no intervalo entre 2x10° e 2500.

Os valores das massas molares (Mz+1, Mz, Mw, Mp e Mn) foram tomados como
parametros na analise da alteragdo das massas molares, mas estes ndo devem ser
considerados valores absolutos, uma vez que a técnica de GPC fornece estes dados
relativos a curva de calibracdo utilizando dextranas como padroes estreitos.

A curva de distribuigdo cumulativa (baseada na area integrada da regido abaixo
da massa molar desejada) foi utilizada para determinar a fragao massica correspondente
as massas molares caracteristicas. A percentagem é determinada utilizando graficos
similares ao apresentado na Figura 4.4, pelo prolongamento do eixo da ordenada até a

[31



Feayltsdos e Discussio

curva cumulativa, em uma certa massa molar (logM). Foram analisadas quatro regides do

cromatograma com respeito a distribuicdo cumulativa, e estas sdo representadas na
Figura 4.5.
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Figura 4.4 — Exemplo de célculo desenvolvido a partir da curva de distribuicdo cumulativa (—).

dwt/d(logV)

] --100.00
0.35-] - e
0.30 -80.00
025 | 60.00 5

4 - . g
0.20 s

] E

] -40.00 3
0.15 .~ Regido I Regido IV
0.10-3 120.00
0.05/ -0.00

S L B B B R B I s @ Ty

5.00 4.50 4.00 3.50
Log Mol Wt

Figura 4.5 — Exemplo de calculo desenvolvido a partir da curva de distribuigdo cumulativa (—).
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4.3.1 — Condigdo 1: pH 3,2 T=50°C

Os resultados obtidos para a hidrdlise de solugdo de quitosana (10 g/l) apH 3,2 e
50°C com papaina livre e imobilizada (13 mg proteina/g quitina) estdo apresentados na

Figura 4.6.
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Figura 4.6 — Tempo de escoamento da solugdo de hidrdlise (10 g/I) pela papaina imobilizada em
quitina (13 mg proteina/g quitina) (O) e pela papaina livre ( = ), com concentragdo final de 0,45
g/l a 50°C e pH 3,2, com relacdo ao controle (&).

Pode-se observar para este experimento que a acdo da enzima imobilizada frente
ao substrato se torna gradativamente mais pronunciada que a enzima livre apdés 90
minutos, e apds 240 minutos de reacdo a reducdo de tempo de escoamento atinge 70%
para os ensaios com enzima imobilizada. Para o ensaio com enzima livre a redugdo de
tempo de escoamento atinge 55%. As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam a progressdo cinética
de hidrolise enzimatica acompanhada por CPGAE.



Resultaios e Discusséo

15.0

] I
10.00] :

5.004

0.004

MY 500

10004

-15.00+

-20.00]

L s e S S R e S e s e S S B S e e
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00

L B S s s e
25.00 30.00 35.00 40.00
Minutes

Figura 4.7 — Progressao temporal da hidrdlise enzimatica de quitosana com papaina imobilizada
(0,45 g/l) a pH 3,2 e 50°C. (—) Quitosana; (—) t=0 min; (—) t=120 min; (—) t=240 min.
Colunas Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 ml/min,
temperatura: 40°C. Detector indice de refragdo.
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Figura 4.8 — Progressdo temporal da hidrdlise enzimatica de quitosana com papaina livre (0,45
g/l) a pH 3,2 e 50°C. (—) Quitosana; (—) t=0 min; (—) t=120 min; (—) t=240 min. Colunas

Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min,
temperatura: 40°C. Detetor indice de refracdo.
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Pela andlise do perfil dos cromatogramas, observou-se para a acdo da papaina
imobilizada o deslocamento dos picos para a regido de menor massa molar em
comparacao aos perfis do controle, que se mantiveram praticamente constantes ao longo
do tempo. O desaparecimento gradativo das cadeias maiores da moléculas poderia sugerir
atividade da enzima em termos da modificacdo do polimero, confirmando a agao da

papaina no rompimento polimérico da quitosana.

A agdo da enzima livre sobre a modificacdo enzimatica do polimero apresenta
estabilizacdo da reacdo apods 60 minutos, conforme indicado pelos perfis cromatograficos
idénticos. Notou-se entretanto ascensdo de concentragdo na regido de menores massas

molares, ndo acusado para enzima imobilizada.

A tabela abaixo resume os resultados das distribuicoes de massas molares médias

para esta condigao.

Tabela 4.3 . Distribuicdo de massas médias molares, calculados pelo software Millenium32, para a

condicdo 1.
Amostra Mn Mw Mz Mz+1 PD
Quitosana 0 68.503+267 | 659.373+5.551 | 1.067.412+5.176 | 1.321.267+3079 | 9,63+0,04
Controle
T= 0 min 134.529+£1.293 | 683.202+1465 | 1.081.931£863 | 1.331.994+778 | 5,08%0,04
T=120 min 50.205+1.647 | 644.188+727 | 1.055.745+1.119 | 1.310.705+1.130 | 12,84+0,41
T= 240 min 72.611+£2612 646.095+981 | 1.044.816+1.360 | 1.299.781+1.356 | 8,90+0,33

Enzima Livre
T= 0 min 69.4221+900 560.595+3.268 | 979.198+4.620 | 1.254.220+4.318 | 8,08+0,06

T=120 min 73.435+14.004 | 558.768+17.170 | 967.452+3.432 | 1.241.495+1.392 | 7,73%1,24

T= 240 min 57.565+22.700 | 525.494+34.430 | 949.276+8.767 | 1.227.600+3.162 | 9,77+3,25

Enzima Imobilizada

T= 0 min 89.590+46.151 | 609.115+22.911 | 1.019.269+4.605 | 1.284.174+1.942 | 7,76+3,74

T=120 min 68.018+26.454 | 492.065+24.554 | 869.043x5.352 | 1.143.316£1.345 | 7,75+2,65

T= 240 min 76.527+£7.477 | 452.568+917 | 792.125£5.011 | 1.059.910+6.677 | 5,94+0,57
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Pela andlise dos dados gerados pela integracdo dos cromatogramas, observa-se
que os valores de Mz em cada ponto sao menores para a reagao com enzima imobilizada,
quando comparados com a solugdo controle. Para a reagdo com enzima livre o decréscimo
em Mz é mais suave, indicando que em termos da quebra de moléculas maiores a enzima
imobilizada foi mais efetiva. Verifica-se uma reducao de 30% para o valor de Mw (massa
molar média ponderal) e, para a reacdo com enzima livre a reducdo é apenas
sensivelmente maior do que a obtida para a solugao controle. Observou-se que as massas
molares médias mais influenciados na solugdo reacional encontram-se na regido de maior
massa molar, e essa alteracdo nao influencia a regido de menores massas molares (M,).

Os resultados indicam que a agao da enzima perante o substrato, nesta condigdo,
predomina na regido de maiores massas molares, onde a redugdo é visivel para ambos os
tratamentos como pode ser observado na Tabela 4.4. Para o tratamento com enzima
imobilizada a redugao chega a 60% com relagdo ao controle, e alcangando 31% para
tratamento com enzima livre.

Tabela 4.4 — Percentagem de area correspondente aos intervalos das massas médias para

condigdo 1.
Amostra % acima % entre % entre %abaixo
de 10° 10°e 4x10°  4x10°e 1x10* de 10*
Quitosana 26,94+0,08 35,19+0,27 35,88+0,17 2,01+0,01
Controle
T= 0 min 28,94+0,01 35,7740,13 34,13+0,14 1,19+0,01
T=120 min 26,00+0,00 34,52+0,12 37,40+0,68 2,09+0,79
T= 240 min 25,78+0,14 35,75+0,74 36,47+0,61 2,00+0,00
Enzima Livre
T= 0 min 20,074+0,34 35,9443,06 40,76+2,77 3,25+0,07
T=120 min 19,47+0,70 34,95+0,44 42,57+0,33 2,98+0,83
T= 240 min 17,72+1,35 32,99+2,20 44,87+1,45 4,42+2,10
Enzima Imobilizada
T=0min 22,85+1,62 36,10+0,14 38,72+0,06 2,33£1,43
T=120 min 13,78+0,79 34,82+1,87 48,19+0,93 3,24+1,72
T= 240 min 10,47+0,15 34,62+0,27 52,60+0,31 2,31+0,44
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Observa-se na Tabela 4.4 que a reducdo da fracdo de polimeros de maior massa
molar é acompanhada por um acréscimo progressivo na regidao III (entre 400.000 e
10.000) para a agdo da enzima imobilizada, evidenciando que o ataque enzimatico

produziria polimeros de menor massa molar nesta regido.

A agdo da enzima livre é mais amena nesta condicdo de reacdo, como sugerem
os dados comparados ao controle. Por outro lado, em termos da formacgdo de polimeros
com massa menor que 10* a enzima livre apresentou maior atividade. A a¢do da papaina
imobilizada foi considerada mais pronunciada do que a observada para a enzima livre,
entretanto observou-se que a progressao da reacdo praticamente ndo influencia a
distribuicio de areas abaixo de 10*
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4.3.2 — Condicdo 2: pH 4,3, T=54°C

Uma condicdo intermediaria de pH foi avaliada com o objetivo de estudar o
comportamento da enzima (tanto livre como imobilizada) cobrindo a faixa de pH estudada.
Os resultados sao apresentados a seguir.
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Figura 4.9 — Tempo de escoamento de solucdo de hidrdlise (10 g/I) pela papaina imobilizada em
quitina (13 mg proteina/g quitina) (O) e pela papaina livre (= ), com concentragdo final de 0,45 g/!
a 54°C e pH 4,3, com relacdo ao controle (#).

Verificou-se que a agao da enzima imobilizada frente ao substrato, para esta
condicdo, se torna gradativamente mais pronunciada que a acdo da enzima livre apds 120
minutos, e apds 240 minutos de reagdo a redugdo de tempo de escoamento atinge 64%
para 0s ensaios com enzima imobilizada. Para o ensaio com enzima livre a redugdo de
tempo de escoamento atinge 56%. E importante observar que para as amostras controle
também observa-se redugao de tempo de escoamento (da ordem de 13%), sugerindo que
a hidrdlise provocada pelo ataque acido a molécula de quitosana ndo é desprezivel.
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Figura 4.10 — Progressdo temporal da hidrélise enzimatica de quitosana com papaina imobilizada
(0,45 g/l) a pH 4,3 e 54°C. (—) Quitosana; (—) t=0 min; (—) t=120 min; (—) t=240 min.
Colunas Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase movel AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min,
temperatura: 40°C. Detector indice de refragao.
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Figura 4.11 — Progressao temporal da hidrdlise enzimatica de quitosana com papaina livre (0,45
g/l) a pH 4,3 e 54°C. (—) Quitosana; (—) t=0 min; (—) t=120 min; (—) t=240 min. Colunas
Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 ml/min,
temperatura: 40°C. Detector indice de refracdo.

(39



Resuliados e Discussio

Pela andlise do perfil dos cromatogramas, observou-se para a ambas as solugdes

reacionais a agao comparavel da papaina no deslocamento dos picos para a regidao de

menor massa molar em comparacgao ao perfil do controle.

A acdo da enzima livre sobre a modificacdo enzimdtica do polimero foi

estabilizada ap6s 120 minutos, conforme indicado pelos perfis cromatograficos idénticos.

Para esta condigao de reacdo observou-se 0 aumento da concentra¢ao na regiao

externa a de detecgdo do polimero, correspondente ao tempo de retengdo do mondmero,

para ambos tratamentos enzimaticos executados.

A tabela 4.5 apresenta os dados calculados para as distribuigdes de massas

molares médias para esta condigdo.

Tabela 4.5. Distribuicdo de massas médias molares, calculados pelo software Millenium32, para a

condicdo 2.
Amostra Mn Mw Mz Mz+1 PD
Quitosana 16.473+1.433 | 564.375+17.544 1.101.228+10.412 1.365.115+4.819 34,35x1,92
Controle
T= 0 min 25.465+3.553 | 630.336+3.009 @ 1.118.596+5.172 | 1.374.116+4.540 24,99+3,37
T=120 min 111,107+8.133 | 652.827+6.101 | 1.054.058+2.123 @ 1.310.340+625 | 5,89+0,38
T=240 min 83.945+21.331 | 562.910+10.658 @ 952.590:+1.025 1.219.589+95 6,91+1,63
Enzima Livre
T= 0 min 150.811+£5.836 | 632.780+6.690 | 1.044.030+1.198 | 1.310.770+£2.766 4,17+0,08
T=120 min 54.948%632 530.930+2.847 | 947.004%2.672 | 1.225.986+1.899 | 9,66%0,16
T=240 min 108.654+2.867 518.620%£1.605 & 912.547%1.587 | 1.192.124+1.653 | 4,77%0,12
Enzima Imobilizada
T= 0 min 71.160+15.462 = 651.336£1.991 | 1.076.088+4.830 1.334.174+3.082  9,38+2,07
T=120 min 136.905+5.172 | 574.893+£1.103 | 944.921+2.485 | 1.212.015%2.305 & 4,20+0,17
T=240 min ‘ 118.450+5.793 496.989+6.356 | 838.444%7.788 @ 1.102.817%9.022 | 4,20%0,15

Os dados gerados pela integragdo dos cromatogramas indicam que os valores de

Mz em cada ponto s3o menores para a reacdao com enzima imobilizada, quando
comparados com a solugdo controle. Para a reacdo com enzima livre o decréscimo em Mz
é sensivel, evidenciando que em termos da quebra de moléculas maiores, o tratamento
com enzima imobilizada ainda foi mais efetivo do que o observado para tratamento com
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enzima livre. Verificou-se uma redugao inferior do valor de Mw para este caso em
comparagao a primeira condigdo (12% para enzima imobilizada, 8% para enzima livre).

Verificou-se novamente a reducdo da fracdo de maiores massas molares (acima
de 10°) para as solugdes enzimaticas com respeito ao controle, como apontado na Tabela
4.6 . Como visto anteriormente, a redugao da fragdo de polimeros de maior massa molar
é acompanhada por um acréscimo sensivel na regido III (entre 400.000 e 10.000) para a

acado das enzimas.

Tabela 4.6 — Percentagem de area correspondente aos intervalos das massas médias para a

condicdo 2.
Amostra % acima % entre % entre %abaixo
de10° 10°e4x10° 4x10°e 1x10*| de10*
Quitosana 24,31+0,60 | 27,45+1,51 | 37,56+2,32 |10,67+0,22
Controle
T= 0 min 27,92+0,12 | 29,49+0,34 . 36,08+0,55 | 6,51+0,78
T=120 min 25,26+0,25 | 38,67+3,07 | 34,45+3,08 | 1,6240,24
T=240 min 17,71+£0,78 | 37,27+0,32 | 42,73+0,37 | 2,29+0,74
Enzima Livre
T= 0 min 23,48+0,97 @ 36,30+1,82 | 39,25+0,68 | 0,97+0,17
T=120 min 17,49+0,12 & 33,48+0,18 @ 45,20+0,34 | 3,83%0,05
T=240 min 15,90+0,1 | 33,21+0,38 | 49,07+0,52 | 1,83%0,24
Enzima Imobilizada
T= 0 min 26,23+0,71 | 35,16+0,53 | 35,87+0,74 | 2,73+0,55
T=120 min 18,66+0,08 | 37,42+0,39 | 42,93+0,57 | 0,99+0,11
T=240 min 13,13+0,76 | 36,12+0,71 | 49,53+0,01 @ 1,22+0,07

A agdo da enzima imobilizada é mais amena nesta condigdo de reacdo e é
praticamente equivalente aos resultados obtidos para os tratamentos com enzima livre
como sugerem os dados acima. Observou-se que a progressao da reagao praticamente
ndo influencia a distribuic3o de areas abaixo de 10°*
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4.3.3 — Condicdo 3: pH 5,3, T=54°C

Tendo em vista avaliar o comportamento da papaina comercial frente a condi¢des
de pH e temperatura préximos ao 6timo da enzima (condigOes fornecidas pela Prozyn), foi
desenvolvido um novo teste de hidrdlise nestas condigbes. Os resultados estdo

apresentados a seguir.
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Figura 4.12 — Tempo de escoamento de solugdo de hidrdlise (10 g/l) pela papaina
imobilizada em quitina (13 mg proteina/g quitina) (O) e pela papaina livre ( = ), com concentracdo
final de 0,45 g/l a 54°C e pH 5,3, com relacdo ao controle ().

Para esta condigdo observa-se o efeito contrario do observado para a primeira
condigao, sendo a enzima livre mais ativa do que a imobilizada. Também nesta condi¢do o
efeito do ataque acido a quitosana ndo é desprezivel, atingindo até 18% de redugcgo.
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Figura 4.13 — Progressdo temporal da hidrélise enzimatica de quitosana com papaina imobilizada
(0,45 g/l) a pH 5,3 e 54°C. (—) Quitosana; (—) t=0 min; (—) t=120 min; (—) t=240 min.
Colunas Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min,
temperatura: 40°C. Detector indice de refragdo.
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Figura 4.14 — Progressdo temporal da hidrdlise enzimatica de quitosana com papaina livre (0,45
g/l) a pH 5,3 e 54°C. (—) Quitosana; (—) t=0 min; (—) t=120 min; (—) t=240 min. Colunas
Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mil/min,
temperatura: 40°C. Detector indice de refracdo.
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Para esta condicdo a tendéncia observada pelos dados de tempo de escoamento
se confirmam, sendo a agao da enzima livre mais efetiva do que os tratamentos com a
enzima imobilizada. Pela analise do perfil dos cromatogramas, observou-se para a ambas
as solugbes reacionais a acdo da papaina no deslocamento dos picos para a regiao de
menor massa molar em comparacao ao perfil do controle.

A agdo da enzima livre sobre a modificacdo enziméatica do polimero apresenta
estabilizacdo da reacdo apds 120 minutos, conforme indicado pelos perfis cromatograficos
idénticos. Observou-se 0 aumento progressivo da concentracdo na regido externa a de
deteccdo do polimero, correspondente ao tempo de retengdo do mondmero, para ambos
tratamentos enzimaticos executados.

A tabela abaixo resume os resultados das distribuicdes de massas molares
médias para esta condigdo.

Tabela 4.7. Distribuicdo de massas médias molares, calculados pelo software Millenium32, para a

condicdo 3.

Amostra Mn Mw Mz Mz+1 PD
Quitosana 94.438+41.216 = 696. 485+4.483 = 1.106.818+2.410 @ 1.358.105£1.670  7,93+3,29
Controle
T=0 min 118.478+10.982 | 690.334£13.500 | 1.101.942+2.565 | 1.351.868+77 | 5,85+0,43
T=120 min | 122.205+16.598 652.835+28.368 = 1.051.512+16.848 | 1.306.889+11.524  5,38+0,50
T=240 min  |113.527+14.013  647.726£25 | 1.047.045+8.620 | 1.302.211%7.328 | 5,75%0,71
Enzima Livre
T=0 min 142.786+4.351 | 606.589+4.528 = 1.013.763+7.644 & 1.283.855+6.561  4,250,16
T=120 min 117.190+4.865 | 516.644%13.610 | 916.599+9.195  1.198.666+7.242 = 4,41%0,07
T=240 min 115.859+6.816 = 494.25543.392 = 866.701%4.594 | 1.141.217+4.913 | 4,27+0,22

Enzima Imobilizada T
T=0 min 135.073+£2.369 | 656.686:1.879 = 1.060.442+1.768 = 1.320.166+971 | 4,86:0,07
T=120 min  128.952+57.874 586.271£16.623  968.258%2.971 | 1.236.028+827 | 5,02+2,13
T=240 min 141.436+7.051 547.621£2.578 = 910.166+557 | 1.180.352+1.207 | 3,88+0,18

Os dados gerados pela integragao dos cromatogramas indicam que os valores de

Mz em cada ponto s3o menores para a reagao com enzima livre, quando comparados com
o resultado obtido para os tratamentos com enzima imobilizada. Nesta condicao o

decréscimo em Mz é maior para os tratamentos com enzima livre, invertendo-se a

[44



Fasuftados e Discussio

tendéncia prevista para as condi¢Bes anteriores. E observada também a redugio dos
valores de massa molar média ponderal (Mw) para os tratamentos com enzima livre,

chegando a valores de cerca de 24% de redugao com relagdo ao controle.

Tabela 4.8 — Percentagem de area correspondente aos intervalos das massas médias para

condicdo 3.
Amostra % acima | % entre % entre % abaixo
de 10° 10°e 4x10° 4x10°e 1x10* de 10*
Quitosana 29,41+£1,10] 32,06+0,35 36,20+0,03 | 2,33+0,78
Controle
T= 0 min 28,85+0,45| 35,70+1,00 | 33,88+1,07 | 1,57+0,38
T=120 min 25,28+2,40 36,80+0,24 36,37+£2,17 | 1,54+£0,47
T= 240 min 24,71+0,31 37,01+0,05 36,67+£0,00 |1,61+0,26
Enzima Livre
T= 0 min 22,51+0,56| 33,22+0,02 43,28+0,66  1,00+0,08
T=120 min 15,87+0,85 32,93+0,84 49,70+0,30 | 1,50+0,31
T= 240 min 13,55+0,17 34,81+0,13 50,01+0,16  1,63%+0,47
Enzima Imobilizada
T= 0 min 26,14+0,34 36,09+0,43 36,50+0,17 | 1,27%0,08
T=120 min 18,53+0,13| 37,83+0,79 42,31£0,21  1,34%1,12
T= 240 min 16,57+0,08 37,20+0,23 45,42+0,18 | 0,81+0,13

Na comparagdo dos resultados verificou-se que os pesos médios mais
influenciados na solugdo enzimatica encontram-se na regido de maior massa molar.
Verificou-se, para estes dados, que ha reducdo da fragdo massica na regido I para
tratamentos com enzima livre, indicando que parte dos polimeros de maior massa molar
presentes no controle foram quebrados pela agao da enzima sobre o substrato.

A acdo da enzima imobilizada é mais amena nesta condicao de reagdo, sendo a
acdo da enzima livre mais pronunciada como sugerem os dados acima. Observou-se que a
progressio da reagdo praticamente ndo influencia a distribuicdo de areas abaixo de 10%.

De acordo com os resultados apresentados, observa-se que, a medida que o pH
da solucdo reacional é aumentado, menor € a atividade da enzima imobilizada. Este efeito

é contrario a tendéncia natural da enzima livre, que é mais ativa a pH mais altos,
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sugerindo que o processo de imobilizagdo acarreta uma mudanga nas condigdes 6timas de
reacao para a enzima.

Verificou-se tanto pelos dados de tempo de escoamento, quanto pelos
cromatogramas gerados, que a diminuicao do pH da solugdo reacional favoreceu a agao
da enzima imobilizada com respeito aos tratamentos com enzima livre. Este fato sugere
que o processo de imobilizagdo alterou as condigdes otimas da enzima em termos da
hidrdlise de quitosana.

Os resultados indicam que apesar das modificacOes ao nivel da estrutura
polimérica serem visiveis por CPGAE, estas foram consideradas suaves e por vezes ndao
conclusivas, uma vez que o desvio observado entre algumas amostras tratadas e o
controle foram minimas.

Tabela 4.9 — Efeito das condigdes de reagdo na atividade da papaina livre e imobilizada.

% Reducdo de Viscosidade (240 min)*
Condicao Enzima Livre | Enzima Imobilizada |Controle
pH 3,2 , T=500 55% 70% 13%
pH 4,3, T=54° 56% 64% 13%
pH 5,3, T=54° 64% 55% 18%

* relativa a viscosidade inicial da solugdo de quitosana para cada condigao.

De acordo com MUZZARELLI et a/. [1994], a acdo da papaina imobilizada em
quitina frente a solugdo de quitosana com grau de acetilagdo (GA) de 0,15 promove a
reducdo de 88% da viscosidade apds 180 min de reacdo a pH 3,2 e temperatura 50°C.

TERBOJEVICH et al [1996] descreve que o ataque hidrolitico da papaina
imobilizada sobre a quitosana (GA 0,23) promove a redugao de 65% na viscosidade apds
48 h de reagdo a 20°C, bem como a diminui¢cdo da massa molar da quitosana (GA 42%)
em pelo menos uma ordem de magnitude para os tratamentos a 20°C, apos 7 dias de
ensaio. No entanto, a concentracdo de enzima utilizada nos ensaios de hidrdlise ndo foi
apresentada em nenhum dos dois trabalhos.
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Tabela 4.10 — Comparagdo com a literatura. NI — ndo informado.

CondicGes de Reagdo Redugdo de viscosidade Mw do produto final Referéncia
pH 3,2, T=50°C papaina 88% (treagdo=180 min) NI MUZZARELLI,
imobilizada (10 mg/g quitina) 1994

pH 3,2, T=20°C papaina|65% reducdo apés 48 h 201000 (apés 7 dias) | TERBOJEVICH et
imobilizada (10 mg/g quitina) al,, 1996

pH 3,2, T=50°C papainai85% reducao apds 48h 200167 Este trabalho
imobilizada (12,5mg/g quitina)

4.4- Acompanhamento prolongado da melhor condigdo
imobilizada

A potencializacdao do efeito enzimatico frente a um substrato pode ser alcancada
de duas formas. Uma delas seria o aumento da concentracdo enzimatica na solugado,
minimizando a relagdo enzima substrato, de modo a magnificar a modificacdo esperada
em um mesmo intervalo de tempo. Esta alternativa traria um efeito operacional negativo
pois, uma vez estando a enzima imobilizada em baixa concentracdo a um suporte, insere-
se a dificuldade de agitagao do sistema, proporcionando baixo rendimento com relacdo a
recuperagao das amostras.

Outra forma é proceder ao acompanhamento prolongado da hidrdlise, mantendo-
se a mesma relagdo enzima:substrato. Este também traria efeitos negativos devido a alta

temperatura de reagao, que poderia trazer efeitos de evaporagdo da solucdo reacional.

Tendo em vista obter resultados mais conclusivos com relagdo a modificagao,
procedeu-se ao acompanhamento prolongado da reacdo a pH 3,2 e 50°C, condicdo
considerada melhor para tratamentos com enzimas imobilizadas. Os resultados obtidos
para a agao na redugao de viscosidade da solugdo reacional sdo apresentados na Figura
4.15.
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Figura 4.15 — Tempo de escoamento de solugdo de hidrélise (10 g/1) pela papaina
imobilizada em quitina (13 mg proteina/g quitina) (&), com concentracdo final de 0,45 g/l a 50°C e
pH 3,2, com relacdo ao controle ().

Os dados de decréscimo do tempo de escoamento das solugGes evidenciam que
ha estabilizagdo da reagdo a partir de 24h de reagdo, chegando a 85% de reducdo com
relagdo ao controle. A agao do acido lactico proporciona uma reducédo de 38% apds 48 h

de reagdo.

Conforme obtido anteriormente, observou-se que, para a relagdo enzima
substrato empregada, a estabilizagdo da reacdo € obtida para aproximadamente 4h em
termos do tempo de escoamento da solucdo. Por outro lado, pode-se observar que a
estabilizagdo ndo é decorrente de perda de atividade da enzima imobilizada, uma vez que
o polimero é continuamente modificado no decorrer do periodo total. Os resultados
obtidos para a analise em CPGAE sdo apresentados na Figura 4.16.
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Figura 4.16 — Progressdo temporal da hidrélise enzimatica de quitosana com papaina imobilizada
(0,45 g/l) a pH 3,2 e 50°C. (—) Quitosana; (—) t= 4h; (—) t= 24h; (—) t= 48h. Colunas
Ultrahydrogel 1000 e 500 em série, fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min,
temperatura: 40°C. Detector indice de refracdo.

A acao da enzima imobilizada proporciona um deslocamento progressivo do pico
para a regidao de menores massas molares, seguida pela reducdo da polidispersdo do
polimero, gerando polimeros de distribuicdo de massa molar mais estreita. Os resultados

inerentes a analise de CPGAE estdo apresentados na tabela 4.9.

Tabela 4.9 . . Distribuigdo de massas médias molares, calculados pelo software Millenium32, para
o acompanhamento prolongado de hidrdlise a pH 3,2 e T=50°C.

Amostra Mn Mw Mz Mz+1 PD
Controle ’
Quitosana 0 30723 656410 1104020 1355724 21,37 |
T= 4h 107383 654418 1049500 1300176 6,09
T= 24h 89049 581761 963918 1223131 6,58
T=48h 45541 493321 865249 1126887 11,00 |
Hidrolise — Enzima Imobilizada
T=4h 53533 448834 800158 1064611 8,38
T=24h 47064 265743 490184 681159 5,66
T=48h 28717 200167 390295 547556 6,97
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Observa-se que a acdo da enzima imobilizada frente ao substrato ¢ verificada.

Obteve-se para este experimento o deslocamento progressivo de todas as médias das

massas molares para a regido de menores massas molares, chegando a 52% de redugao

para a média Mz, com relagao ao controle. O ataque enzimatico as cadeias maiores da

moléculas evidencia a atividade da enzima em termos da modificagao do polimero.

Tabela 4.10 — Percentagem de area correspondente aos intervalos das massas médias para o

acompanhamento prolongado de reagdo com papaina imobilizada, a pH 3,2 e 50°C.

Amostra % acima % entre % entre Y%abaixo
De 10° 10°e 4x10° 4x10°e 1x10* de 10*
Controle
‘Quitosana 0 28,00 33,00 34,84 1,49
T= 4h 25,54 36,77 36,20 1,49
T= 24h 19,00 37,81 41,10 2,10
T=48h 13,30 35,78 47,46 3,46
Hidrélise — Enzima Imobilizada
T= 4h 10,6 34,1 62,20 3,70
T=24h 1,71 21,41 74,26 4,33
T= 48h 0,00 14,26 78,68 7,32

Os dados de distribuicdo cumulativa para este ensaio indicam a a¢do da enzima

maioritariamente sobre a regido de maior massa molar e, apds 24h, sobre a regiao de

massas molares médias. Adicionalmente, observa-se o aumento progressivo das regides

s

subsequentes, ocasionando a geracdo de polimeros cuja distribuicdo é mais estreita e

oligbmeros, envolvidos na regido IV da analise.
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4.5 — Teste de reaproveitamento do catalisador

Uma das principais propriedades atribuidas a utilizagdo de enzimas imobilizadas
em processos industriais € a sua capacidade de reutilizagdo, minimizando custos
operacionais inerentes a processos enzimaticos via enzima livre.

Tendo em vista avaliar a performance da enzima imobilizada em termos da
reutilizacdo desta no processo de modificacdo do polimero quitosana, procedeu-se ao

acompanhamento da hidrolise em trés ciclos de operacdo de 4 horas. Os resultados
obtidos por CPGAE estdo apresentados a seguir.
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Figura 4.17 — Andlise de cidos de reaproveitamento do suporte (0,45 g/I) em turnos de 4 horas, a
pH 3,2 e 50°C. (—) Quitosana; (—) 1° Ciclo; (—) 2° Ciclo; (—) 3° Ciclo. Colunas Ultrahydrogel
1000 e 500 em série, fase mdvel AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 mi/min, temperatura: 40°C.
Detector indice de refragdo.

Pela analise dos perfis cromatograficos obtidos, observa-se o decréscimo da
atividade da enzima imobilizada em termos de sua reutilizagdo. A atividade obtida para o

primeiro ciclo ndo é alcangada no segundo ciclo, o que consequentemente denota redugado
de atividade da enzima devido ao processo de reutilizagdo.
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Como demonstrado na tabela 4.11, no primeiro ciclo obtém-se uma redugdo de
20% com respeito ao valor de M, na performance de atividade. Para o segundo ciclo,
porém, observa-se para o mesmo critério redugao de apenas 5%, ocasionando redugao de
75% na atividade da enzima. Por outro lado, observa-se uma tendéncia de decréscimo

nos valores relativos a M.

Tabela 4.11. . Distribuicdo de massas médias molares, calculados pelo software Millenium32, para o
acompanhamento de ciclos de operacdo, turnos de 4h, pH 3,2 e 50°C.
Amostra Mn Mw MP Mz Mz+1 PD

Controle
Quitosana 0 93.519 647.357 619.981 1.048.556 1.303.9499 6,92
Hidrélise — Enzima Imobilizada
19 turno 54.331 474.500 464.876 841.471 1.112.435 8,74
2° turno 45,226 596.964 622.374 998.469 1.245.527 13,21
30 turno 29.430 556.549 608.754 991.543 1.259.858 21,67

Os dados apresentados na Tabela 4.12 indicam a reducdo da atividade do
catalisador pela andlise da queda de percentagem obtida para a Regido I. Enquanto o
primeiro turno apresenta redugdo de mais 50% na fragdo massica da regido apds 4h, para
os ciclos subsequentes esta redugdo é de apenas 16% e 22%, respectivamente.

Tabela 4.12 - Percentagem de area correspondente aos intervalos das massas médias para o
acompanhamento de ciclos de operacao, turnos de 4h, pH 3,2 e 50°C.

Amostra % acima % entre % entre %abaixo
de 10° 10°e 4x10° 4x10°e 1x10* de 10*

Controle
Quitosana 0 26,03+0,77 35,59+0,62 36,57+0,33 1,82+1,06

Hidrélise — Enzima Imobilizada
1°turno  12,47+0,33 23,92+0,33  59,59+£0,25 4,01£0,25
20 turno  21,88%0,15 36,67+1,22  38,95+0,77 2,50+0,59
3%turno  20,2740,11 33,71+1,48 39,90+0,19 6,12+1,57

O processo de redugao de atividade da enzima imobilizada para os testes de
reutilizagao pode ter origem nas condigbes operacionais do processo. Entre um e outro

(52



Resultados e Discusséo

ciclo de reacdo, o suporte foi submetido a centrifugagdo para retirada da solugdo
reacional, lavagem e reutilizagdo. As centrifugagOes repetidas do suporte poderiam causar
danos a superficie do catalisador, ocasionando perda de atividade.

A redugdo da atividade observada poderia ser minimizada adicionando-se uma
etapa de ativagdo anterior ao reprocesso do suporte. De acordo com CHIOU et a/. [1987],
a papaina é labil ao ar e pode vir a ser inativada em presenca de oxigénio dissolvido
originado naturalmente no processo de agitacdo da solugdo reacional. Sugere-se,
portanto, que seja anexado um passo de ativacdo da enzima suportada com cisteina 1mM
antes da reutilizacdo na reagao.
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DEOS

5.1 — Producdo de oligossacarideos de quitosana

Com o objetivo de se avaliar o potencial da papaina imobilizada frente ao
substrato quitosana em termos da producdo de oligdbmeros menores (da ordem de 1-10
unidades monoméricas, o estudo de hidrdlise foi desenvolvido a pH 3,2 e 50°C. Os
resultados para estes ensaios estdo apresentados a seguir.
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Figura 5.1 — Hidrdlise de quitosana (10 g/l) por papaina imobilizada (—). (0,45 g/1), a 50°C e pH
3,2, por 48 horas, com relagdo ao controle (—). Acompanhamento da concentracdo de hexamero
de quitosana: detecgdo por CLAE. CondigBes: coluna uBondapak NH; (3,9 mm x 30 cm), fase
mével acetonitrila : dgua 50:50 (v/v) (solugdo B) em fluxo isocratico linear, fluxo 0,8 mi/min.
Detetor indice de refracao.

%

A analise dos perfis dos cromatogramas indica que a agao da papaina imobilizada

sobre a quitosana nao produz oligdmeros menores mesmo sob condigbes prolongadas de
tempo de exposicdo com respeito as amostras controle.
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5.2~ Producdo de oligossacarideos de quitina

O potencial hidrolitico de quitinase de Trichoderma spp T-6 , com atividade 1,08
U/ml, foi avaliado em planejamento experimental 22, cujas condicBes sdo apresentadas a
seguir.

Tabela 5.1 — Planejamento experimental 2°

Variaveis -1 0 +1
PH 4,7 52 57
T (°C) 32 37 42

A reagao foi acompanhada por 3 horas, e os resultados em termos do rendimento
da reagao quanto a produgdo de oligdbmeros (dados de HPLC) estdo relacionados a seguir.

Tabela 5.2 - Hidrdlise de quitina coloidal (0,5%) por quitinase fungica (10,8 mU/ml) nas
condicOes de planejamento experimental. Detecgdo de oligdmeros por CLAE. CondigOes: coluna
uBondapak NH; (3,9 mm x 30 cm), fase mével acetonitrila : dgua 70:30 (v/v) (solugdo A) e 50:50
(v/v) (solugdo B) em gradiente linear, fluxo 0,8 mi/min. Detetor Waters UV 486.

Condicoes Rendimento (%)
Experimento pH T (°C) | MonOGmero Dimero Trimero | Tetréamero | TOTAL
1 4,7(-1) | 32(-1) 0,47 4,47 1,43 ND 6,37
2 57(+1) | 32(-1) ND 0,49 ND 1,73 2,22
3 4,7(-1) | 42 (+1) ND 1,45 1,25 ND 2,70
4 57(+1) | 42 (+1) 5,45 0,42 ND 1,63 7,50
5(C) 52(0) | 37(0) 18,57 ND ND ND 18,57
6 (C) 52(0) | 37(0) 16,34 ND ND ND 16,34

ND = ndo detectado

Devido a evolucdo diferenciada de oligbmeros para cada condi¢do, ndo foi

possivel avaliar estatisticamente as condicdes étimas de produgdo destes.

Observa-se que acdo da quitinase flngica sobre a quitina coloidal apresenta
comportamentos diferentes conforme a condigdo avaliada. Uma vez que fungos do género
Trichoderma sao conhecidamente grandes produtores de enzimas, é possivel que a acao
da mistura sobre a quitina coloidal apresente respostas diferentes frente as condicdes de

reacao.
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IMOBILIZACAO DA PAPAINA

6.1 — Efeito da carga enzimatica na atividade catalitica

Com o objetivo de investigar o efeito da enzima imobilizada frente a quitosana
em funcdo da carga de enzima aplicada ao suporte, estudo de hidrdlise utilizando trés
cargas de enzima diferentes (13, 54 e 64 mg proteina/g quitina) de enzima foram
desenvolvidos. A comparacdo dos resultados esta apresentada a seguir.
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Tempo (min)

Figura 6.1 — Redugdo de viscosidade (%) para hidrdlise de quitosana (10 g/l) utilizando enzima
imobilizada em trés cargas diferentes: () 13 mg proteina/ g quitina, (B ) 54 mg proteina/g
quitina; ([] ) 64 mg proteina/g quitina. CondigGes de hidrdlise: pH 3,2, T=50°C.

Observa-se, para a condi¢do de maior carga de enzima, que reducdo de 40% na
viscosidade da solucdo ocorre prontamente. Entretanto, este fator permanece
praticamente constante ao longo do tempo. Para a condicdo intermedidria a hidrdlise
evolui mais gradativamente. A melhor condigao é aquela onde a carga de enzima aplicada

é menor.
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Sugere-se que este fato possa estar relacionado a maneira pela qual a enzima se
liga ao suporte. Na primeira etapa da imobilizacdo, a enzima foi aplicada ao suporte e
mantida em contato com a quitina. A adigdo de glutaraldeido promove ligagdes cruzadas
entre grupos aminados. A utilizagdo de uma grande carga de enzima neste processo pode
ter levado a constituicdo de camadas muiltiplas na superficie do suporte, impossibilitando a
acao da enzima adsorvida nas camadas mais internas.

Observou-se também que efeito da massa de enzima imobilizada também pode
ter influéncia sobre a efetividade da reacdo. Para a condicdo de menor carga, mantendo-
se constante a concentragao de enzima em reagao, houve uma maior utilizagdo de massa
do complexo que nas outras condigOes, proporcionando um aumento da superficie de
contato disponivel para a reacdo catalitica.

6.2 — Caracterizacao das superficies — Fisissorcao

Quitina e quitina com papaina suportada (13 mg proteina/g quitina) foram
submetidas a caracterizacdo de area superficial, e os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 5.1.

Tabela 6.1 — Caracterizagdo das superficies do suporte obtidos pela andlise de

fisissorgao.
Area superficial Volume de poros
(m?/g) (cm®/g)
Quitina 11,50 56,28
Quitina:papaina 3,23 19,13

O comprometimento da area do suporte apds imobilizagdo pode ser observado
nas Figuras 6.1 e 6.2. De acordo com os graficos cumulativos, observa-se que a adigao da
papaina a superficie, seguida da reacdo de ligagbes cruzadas com glutaraldeido,
proporciona uma reducdo de area superficial de 8,5 m?(77%). Em termos do volume dos
poros observa-se reducdo da ordem de 66% com relagdo a quitina. O processo de
imobilizacdo da papaina sobre o suporte origina uma nova superficie, agora “ativa” para a
reacdo enzimatica, que ocorrera mediante o contato com o substrato dentro ou fora dos

poros.
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Figura 6.2 - Distribuigdo cumulativa de area superficial dos materiais [ quitina; m complexo
quitina:papaina (13 mg proteina/g quitina). Dados de fisissorgao.
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quitina:papaina (13 mg proteina/g quitina). Dados de fisissorgdo.
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Tabela 6.2 — Distribuicdo de tamanho de poros dos suportes. Dados de fisissor¢do de N.

Macroporos Mesoporos Microporos
(acima de 50 nm) (50— 10 nm) (abaixo de 10 nm)
Quitina 8,64 40,75 56,13

Quitina: papaina 10,65 24,33 65,00

Observa-se pela Tabela 6.2 que a faixa de distribuicdo de tamanho de poros

estudado é reduzido na regido de mesoporos pela imobilizagdo da enzima ao suporte.

Devido a natureza polidnica e heterogénea das quitosanas, é dificil precisar o
volume hidrodindmico que o substrato ocuparia em solugdo, e este seria um parametro
de grande relevancia na determinagdo dos mecanismos de reagdo no sistema estudado.

Segundo Roberts [1980], quitosanas de diferentes procedéncias foram avaliadas
quanto ao parametro dn/dc (uma expressdo do volume molar) obtidos por espalhamento
de luz. Observou-se que este pardmetro variou entre 0,160 e 0,180 cm’.g™. Tomando
estes dados como estimativa de dimens2o da quitosana em solugdo, observa-se que este
é cerca de 100 vezes menor do que o obtido para a volume de poros do suporte apds
imobilizagdo. Entretanto é sabido que nem todos os poros estardo disponiveis para a
difusdo e reagcdo, uma vez que o suporte apresenta uma distribuicdo de poros.

6.3 — Analise superficial do suporte — MEV |

Tendo em vista a determinacdo da estrutura do suporte antes e apds a
imobilizacdo, quitina e o complexo quitina: papaina foram submetidos a analise de
superficie por microscopia eletronica de varredura (MEV). As Figuras 6.4 e 6.5 apresentam
os resultados obtidos.
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Figura 6.4 — Superficie da quitina livre por Microscopia EletrOnica de Varredura (JEOL). Aumento
de 4000 vezes.

Figura 6.5 — MEV para o complexo quitina: papaina, concentragdo 13 mg proteina/g quitina.
Aumento de 4000 vezes.

Observa-se nas figuras acima que a quitina em estado natural apresenta-se como
uma rede fibrosa, com uma distribuicdo de poros aparentemente heterogéneo, de acordo

com a Figura 6.4. Apds a reacdo com a enzima e posterior ligacdo com glutaraldeido, o
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suporte torna-se altamente compactado e homogéneo, e sdo originados poros de

didmetro bem definidos, da ordem de 0,1 um como mostra a Figura 6.5.

6.4 — Efeitos da Transferéncia de Massa no sistema reacional

O transporte de massa através dos poros do suporte é dependente do volume
hidrodindmico da quitosana em solugdo. Se Vporo>>Vhquitosana, € €ste volume é
suficientemente grande para o livre transporte da quitosana através dos poros, entdo o
efeito de particdo do soluto toma lugar, sequido de reagdo nos poros. A mesma
aproximagao € valida para os produtos da reagdo.

De acordo com ARNON (1977), a papaina em solucdo tem uma forma esferdide,
de dimensdes 36X48X36 A. Considerando-se a distribuigio de tamanho de poros para a
quitina apresentada na Tabela 6.2, sugere-se que a enzima tenha acesso a parte dos
poros do suporte, 0 que seria sustentado pela redugdo do volume de poros quando da
adicao da enzima ao suporte.

Se consideramos que os poros das particulas nas colunas de GPC possuem
didmetro médio de 1000 A, e a massa de corte para este sistema em particular é de
1x10%, apenas uma fracdo das moléculas maiores do que 10° seriam totalmente excluidas
e reagiriam na superficie da enzima imobilizada. Por sua vez, para didmetros de poro
médio de 50 nm o volume de exclusdo é de 4x10°. Se usarmos a mesma aproximagao e
considerando que a distribuicdo dos poros do suporte se estende na faixa entre 2-280 nm
apos a imobilizagdo da enzima, é plausivel admitir que parte da quitosana em solugdo tem
acesso aos poros do suporte. E necessario salientar que a natureza das superficies e
condicdes comparadas sdo distintas, mas podem ser usadas como aproximagdo na analise
do sistema reacional.

Como pdde ser observado na se¢dao 4.3, sugere-se que a papaina apresenta
especificidade diferente para as formas livre e imobilizada. Apés um pequeno grau de
hidrélise nas mesmas condig0es, os dados apresentados por CPGAE mostraram que a agao
da enzima imobilizada se mostrou mais efetiva na quebra de polimeros de maior massa
molar, produzindo polimeros de menor massa molar e reduzindo sua polidispersao, o que
nao foi evidenciado para tratamentos com enzima livre para as mesmas condigoes. Dados
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de viscosimetria mostraram um decaimento rapido da viscosidade da solugdo reacional
para tratamentos com enzima livre, enquanto a acdo da enzima imobilizada apresentou
efetividade semelhante apenas apds 2h de reagdo.

6.5 — Hipoteses sobre a transferéncia de massa no sistema

reacional

Com respeito a acdo da enzima imobilizada no sistema reacional, podem ser
delineadas algumas hipdteses:

1) No inicio, a reagdo ocorre apenas na superficie do suporte, quebrando
polimeros de maior massa molar que supostamente ndo difundiriam pelos poros devido a
impedimento estérico. A medida que a hidrélise progride e os produtos se formam em
polimeros de menor massa molar (e, portanto, com volume hidrodindmico menor), estes
tonam-se hdabeis para difundirem através dos poros, fazendo com que a papaina
imobilizada através dos poros esteja disponivel para a reagao;

2) O decréscimo tardio da viscosidade nesta condicdo é relacionado a efeitos de
entumescimento do suporte em solugdo, uma vez que estes sdo colocados na forma solida
no meio reacional.

6.6 — Relacdes de Transporte de Massa - Aproximacdo de
Maxwell-Stefan

19Caso — MODELO NAO ESTRUTURADO - reacdo na superficie externa do
suporte

Neste caso, a reacdo enzimatica ocorreria apenas na superficie do suporte. Tal
hipdtese seria valida na condigdc onde o substrato seria incapacitado de alcangar as
regides mais internas do suporte, onde moléculas de papaina também estariam acopladas.
Efeito direto desta aproximacdo seria a perda de atividade aparente em comparacdo com
a enzima livre, uma vez que as enzima imobilizada internamente aos poros do suporte ndo
estariam disponiveis para a reacdo. Neste caso, difusdo externa e reacdo na interface
ocorrem consecutivamente.
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Concentragéo

S

Onde [S] é o substrato quitosana (numerado por 1), [P] é o produto (numerado
por 2) e [W] é o diluente (acido lactico, numerado por 3). A regido ¢ delimita a interface
filme - seio do fluido.

~ - a3 - N Ed - r -
Relagdo de consisténcia > N, = —2 (relagdo estequiométrica)
A%

RelagOes de transporte > AX, = L o
k€ ki€
AX, = X;N, “_)_(2N1 + XN, _§2N3
ki, C kyC

20 Caso — reacdo na superficie externa do suporte + reacdo interna a superficie

porosa

A reacdo poderia ocorrer tanto na superficie externa como interna ao suporte,
originando a particdo dos solutos ao longo da interface solido liquido. Neste caso o
substrato seria habil para difundir e reagir tanto na superficie do suporte como
internamente aos poros. Ha de se considerar a resisténcia a difusdo na interface solido-
liquido como a resisténcia causada por uma membrana.
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Concentragéo

Onde [S] é o substrato quitosana (numerado por 1), [P] é o produto (numerado
por 2) e [W] é o diluente (acido lactico, numerado por 3). A regido o delimita a por¢do
diretamente em contato com a enzima; a regido B é designada pelo transporte intra-poro,
& é a regidao na entrada do poro (onde ocorre a particao do soluto), e ¢ delimita a interface
filme - seio do fluido.

., Cn N
Relagdo de consisténcia > N, = —2
N

Relagbes de transporte > AX, = XM = XN, XN = XN | Ny

k;,C k;sC K,mC
Ax. = X;N, —x,N, N X3N, —X,N; N N,
, = - — -
kj,C K, C K,mC

30 Caso: Alta viscosidade da solucdo reacional

Neste caso, a reagao poderia ocorrer tanto na superficie externa como interna ao
suporte, originando a particdo dos solutos ao longo da interface solido-liquido, entretanto,
ha uma resisténcia adicional relativa ao transporte de massa através do filme devido a alta
viscosidade do substrato. Ha de se considerar, além da resisténcia a difusdo na interface
sélido-liquido, a resisténcia causada pela interface filme:seio do fluido, como relacionado

abaixo.
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Concentragéo

Onde [S] é o substrato quitosana (numerado por 1), [P] é o produto (numerado
por 2) e [W] é o diluente (acido lactico, numerado por 3). A regido a delimita a porgdo
diretamente em contato com a enzima; a regido B € designada pelo transporte intra-poro,
8 é a regido na entrada do poro (onde ocorre a particdo do soluto entre o sélido e o
fluido), e ¢ delimita a interface filme - seio do fluido (onde ocorre a particao dos solutos
entre a interface e o seio do fluido devido a alta viscosidade da solugdo).

Relagdo de consisténcia > N, = N, (relagdo estequiométrica)
A%

Relagbes de transporte >

;;Ni - X_1N2 + X3N1 — XN, + N, N,

AXA = Xg— X0 = = — + -
k,C k;5C Kim€  Kp(A)C

;;N1 ”;(:Nz + X—3N1 "E;N3 + N1_~ + N,

AX,0 = X0 — X, = — =
19 = X0 =X KyC KaC  KyC | Kpy(A)C

Sugere-se que a determinagdo dos parametros cinéticos para a a¢do da enzima
imobilizada fornecam indicativos se o sistema reacional sofre influéncia dos efeitos

difusionais.
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Em termos da modificagdo enzimatica de quitosana:

> Verificou-se para todas as condicbes que a acdo da enzima livre frente a
quitosana é pronunciada, atingindo a estabilizagdo da viscosidade em um
curto espago de tempo. Para a enzima imobilizada, porém, a redugdo da
viscosidade é gradativa, atingindo estabilizacdo mais tardiamente.

> A melhor condicao para a agao da papaina imobilizada foram as de pH 3,2 e
T=50°C. Esta condigdo promoveu maior modificagdo polimérica, obtendo-se
polimeros com Mw =200.000 apds 48h de reacdo (contra Mw=660.000 para a
solugdo original). Entretanto, a acdo da papaina imobilizada ndo promoveu a
produgao de oligbmeros menores de quitosana com respeito ao controle,
sugerindo que a acdo majoritaria estd na quebra de polimeros, gerando
polimeros de massas molares menores, reduzindo a polidispersao.

> Atividade da enzima imobilizada foi detectada para 48h de reagdo, entretanto,
a reutilizacdo do suporte em ciclos de 4 horas promoveu a redugdo
progressiva da atividade catalitica.

Em termos da modificagdo enzimatica de quitina:

> A acao hidrolitica da quitinase flingica frente a solugdo de quitina coloidal é
diferenciada para as diferentes condi¢des estudadas pelo planejamento
estatistico. A condicdo central (pH 5,2, T=37°C) proporcionou rendimento
médio de 17% em D-glucosamina apds 3 horas de reacdo.

Em termos da imobilizagdo de papaina:

> Observou-se que a acdo da papaina imobilizada é favorecida frente ao
substrato para a menor carga de enzima aplicada ao substrato, devido
provavelmente a fatores estéricos.
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» O processo de imobilizagdo de papaina a quitina e crosslinking promoveu a
reducdo de area superficial em 77%, e reducdo de 66% no volume de poros,
comparados ao suporte natural. Sugeriu-se que a papaina teria habilidade de
difundir-se e acoplar-se internamente aos poros, gerando uma superficie
compacta e ativa para a hidrdlise.



Préximas Etapas

Como préximas etapas do projeto, pode-se apontar:

e Estudo da melhor relagdo massa de enzima imobilizada : substrato, de forma a
acelerar a cinética de reagdo de hidrdlise da quitosana;

e Padronizacdo de método de determinagdo de massa molar por viscosidade, utilizando
viscosimetros padronizados;

e Planejamento experimental visando a producao de quitosanas modificadas;

o Investigar a influéncia do grau de acetilacdo da quitosana na atividade da papaina
imobilizada;

e Imobilizacdo de papaina em suportes sintéticos.
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INTRODUCTION

Chitosan modification can be provided by the use of specific hydrolases (as
chitosanases and chitinases) or by means of other enzymes, like papain, trypsin and
amylase. Immobilisation of enzymes enables multiple reuse of enzymes for continuous

operation and rapid termination of reaction.

The scope of this work is to investigate enzymatic modification of chitosan in
order to produce low molar mass polymers and chitooligomers with the aid of free and

immobilised papain.
MATERIALS

Chitin and Chitosan — Chitin (lot n° 68H-7014, Sigma) was used as support for
immobilisation. Chitosan of deacetylation degree (DD) 80 %.was provided by Padetec
(Parque de Desenvolvimento Tecnologico do Ceard, Brazil), Papain (from Carica papaya,
lot n° B-80091700) was provided by Prozym Industries (Sdo Paulo, Brazil) with activity
45,900 USP mg"".

Enzyme immobilisation — Papain immobilisation was carried out according to
Finley et al. (1977). Chitin powder (15g, 0.35 — 0.5 mm) was suspended in phosphate
buffer (100 ml, 0.1 M, pH 7.6). Papain (660 mg, 0.35 mg protein/ mg solids) was dissolved
in the following solution (10 ml): cysteine 50 mM, EDTA 50 mM, mercaptoethanol 1 uM.
Papain solution was added to the chitin suspension and kept in a refrigerator at 4°C and 30
minutes. Then glutaraldehyde (1 ml, 10 %) was added and the suspension was kept under
mild stirring overnight. The chitin — papain complex was filtered and introduced into a 3 M

NaCl solution for two hours, washed with deionized water and dried at 50 °C. Protein
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balances were carried out using Coomassie Blue method (Sedmak and Grossberg, 1977).

Support characterisation — Powdered chitin (0.35 — 0.5 mm diameter) and
chitin:papain complex were dried under vacuum at 70°C for 6 h. Approximately 250 mg of
solid materials were then placed in a Micromeritics ASAP 2000 surface area analyser
(Micromeritic, Norcross, GA), and nitrogen adsorption isotherms were run at 77K. From

these isotherms, micro, meso and macropore volumes were calculated.

Scanning Electron Microscopy (SEM) — Chitin (natural and cross-linked with
papain) were coated with Au-Pd blend under high vacuum. Coated samples were examined

using a Jeol electron scanning microscopy.

Hydrolysis experiments — Chitosan (10 g/l) was dissolved in 1 % lactic acid
adjusted at two different pHs, 3.2 and 5.3. Modification experiments were carried out at
two different temperature conditions, 50 and 54°C in a 40 ml temperature-controlled batch
reactor. Free and immobilised papain (final concentration 0.45 g/l) were added to the

reactor and aliquots were taken and centrifuged to remove solid material.

Viscosimetric measurements — Viscosity of hydrolysis samples was determined
at 30°C in a 1-ml pipette from time measurement of 0.5-ml sample flow through the
pipette. Measurements were repeated 10 times in order to obtain experimental deviation.

Viscosity alterations were calculated as follows:

% Re duction = —]:C———-ZE-

C

x 100

where Tg is the 0.5-ml flow (in seconds) of hydrolysis samples and T¢ corresponds

to 0.5-ml flow (in seconds) of control solutions.

Gel permeation chromatography — A chromatographic system consisting of
Ultrahydrogel columns 1000 and 500 (7.8x300 mm, in series), a 515 HPLC pump Waters
automatic injector type 717 plus and a refractive index detector 410 were used, all from
Waters, USA. Mobile phase was AcOH 0.33M/ NaOH 0.1M, pH 3.9 at 40°C. Eluent and
polymer solutions were filtered through 0.45 Om Millipore filters. Polymer concentration
was 1.0 mg/ml, the injected volume 0.2 ml and flow was 0.8 ml/min. Calibration was
performed by means of dextran standards (Sigma, range of molar masses: 2x10° through

9.4x10° g mol™), plus D-glucosamine HCl standard (molar mass 212 g.mol™).
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RESULTS AND DISCUSSION
Immobilisation data

As obtained from surface analysis data, powdered chitin has surface area of 11.56
m?.g", and after papain immobilization the surface area was reduced to 3.05 m’.g". Figure
1 shows that chitin has the majority of its area distributed in the microporous region,

smaller than 10 nm.

It is known from crystalographic data [Arnon, 1977] that papain possesses an
ellipsoidal shape with rough dimensions (37x37x50 A). Its spherical diameter in solution
was calculated to be 36 A from partial specific volume data. Considering this order of
magnitude, it can be suggested that enzyme immobilisation is about to happen both at the

surface and into the pores of the support.
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Figure 1. Cumulative pore area distribution data. (o) free chitin; (w) chitin:papain complex, 13 mg protein. (g
chitin)™.

The effect of cross linking and enzyme immobilisation onto the fibers highly
affects the reduction of surface area of the support, as can be observed from SEM

photomicrographs. Natural chitin presents a disorganised fibrous structure, with interfiber
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spaces of variable size (Figure 2a). Cross-linked chitin, however, shows a more “compact”
structure, with regions of extreme organisation leading to the formation of real small pores
(Figure 2b). It is suggested that enzyme immobilization onto fibers and crosslinking lead to

the formation of another contact surface, that has to be available for hydrolysis process.

(A)

(B)

Figure 2. SEM micrographs. A) chitin, B)chitin:papain complex.

Hydrolysis experiments

Viscosimetric data of chitosan hydrolysates are shown in Figures 3a and 3b. The
curves show that free papain achieved higher activity towards chitosan in reaction
conditions next to its optimum, at pH 5.3 and temperature 54°C, leading to a viscosity
decrease of 64 % after 4h-treatment compared to control solution (against 55 % for
immobilised enzyme treatments). On the other hand, immobilised enzyme assays showed

higher activity at acidic conditions (pH 3.2 and T=50°C), as shown in Figure , leading to 72

80
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% viscosity decrease after 4h-reaction. The data suggest that the immobilisation technique

employed shifted the enzyme optimum conditions.
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Figure 3 — Viscosimetric profiles with time of chitosan (10 g.I'") in the presence of free (A) and immobilised
(o) papain (0.45 g.I'") in lactate solution at (a) pH 3.2, 50°C; (b) pH 5.3, 54°C. (m) control solution (enzyme

absent).



Anexos

Chromatographic profiles of papain-treated chitosan

For immobilised enzyme treatments, chitosan chains with higher molar mass were
more susceptible to hydrolytic attack. After 24 h, only 1.5 % of total polymer injected is
related to chains with molar mass above 10° g mol” (against 27 % present on original
solution), leading to total absence of polymer molar mass above 10° g mol after 48 h

reaction. Kinetic evolution of molecular modification of chitosan are presented in Figure 4.

For free enzyme treatments, the lower molar mass chains were readily modified by
papain, leading to a more marked decrease in M, rather than M, or M,;;, which remains
almost constant after 4 h reaction, as can be seen in Figure 5. In addition, it is observed the
progressive evolution of lower molar mass compounds in these samples, suggesting that the
free papain-promoted hydrolysis produced oligomers of chitosan. Control solutions also
showed a slight change in position and shape due to acidic hydrolysis during the 48-hour
study period.
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Figure 4 — HPSEC profiles for chitosan (DD 0.8) at various times of treatment with immobilised papain at pH
3.2 and 50°C.
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Figure 5 — HPSEC profiles for chitosan (DD 0,8) at various times of treatment with free papain at pH 3.2 and
50°C.

GPC parameters for these results are shown in Tables 1 and 2.

Table 1 — Gel Permeation Chromatography of Chitosan treated with papain. Molecular parameters

of generated polymers.

Sample Mw Mn Mz Mz+1
Chitosan 659373 68303 1067412 1321267
Immobilized enzyme assays
2h 492065 68018 869043 1143315
4h 448834 53533 800158 1064611
24h 265743 47064 490184 681159
48 h 200167 28717 390295 565555

Free enzyme assays
Oh 604668 143015 1002496 1267955
2h 516872 36264 958145 1235369
4h 496382 33891 934931 1215079
Control solutions (enzyme absent)
2h 644188 50205 1055745 1310705
4h 646098 72611 1044816 1299781
24h 581761 89049 963918 1223131
48h 493321 45541 865249 1126887

" Data obtained by gel permeation chromatography using Millenium 32 software, with dextran

standards as molar mass calibration parameters.
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Table 3 — Gel Permeation Chromatography of Chitosan treated with papain. Cumulative distribution of molar
mass (MM) fractions” Data obtained by gel permeation chromatography using Millenium 32 software, with
dextran standards as molar mass calibration parameters.

Sample % MM % MM % MM % MM

above 10° g mol” between 10° and 4x10° between 4x10° and  below 10° g

g mol™ 10*g mol! mol”!
Chitosan 27.0 33.0 34.8 4.0
Immobilized enzyme assays
2h 13.5 36.1 48.2 4.0
4h 10.0 341 62.2 4.0
24 h 1.5 21.3 74.1 4.6
48 h 0.0 14.0 78.7 8.0
Free Enzyme Assays
Oh 21.5 35.9 40.8 1.0
2h 17.0 35.0 42.6 6.5
4h 16.0 33.0 44.9 7.0
Control solutions (enzyme absent)

2h 26.0 33.0 374
4h 25.0 36.8 36.5 1.5
24 h 19.0 37.8 41.0 2.1
48 h 13.0 36.5 47.0 4.5

Although the use of indirect calibration can cause significant errors in molar mass
determination, it could be used here since the aim of this work is to investigate
modifications between papain treated chitosan and the original solution, which is a internal
reference. Absolute average molar mass of chitosans has been determined by coupled SEC-
LALLS techniques (Beri et al, 1993).

CONCLUSIONS

The immobilization process for papain on solid chitin affected the pore area

distribution of the support. It decreased the amount of pores larger than 10 nm.

Chitosan lactate solutions are modified by immobilised papain, which acts
preferably on the longest chains of the molecule, providing low molar mass polymers with
narrower molar mass distribution after 48 h reaction at pH 3,2 and 50°C. Free papain seems

to have no influence in high molar mass chains after 4 h reaction at the same conditions,
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according to the data provided by HPSEC technique.
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Anexo 10.2 — Curva de calibragio — padrées de dextrana
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Figura 10.1 — Perfil dos padrdes de dextrana (—) 2x10°, (—) 473000, (—) 65282,
(—)38800, (—) 9400 e (—)D-glucosamina, concentragao 2,5 mg/ml. Colunas Ultrahydrogel 1000 e
500 (Waters), fase mével AcOH 0,33M/NaOH 0,1M, fluxo 0,8 ml/min. Temperatura das colunas:
40°C. Detector indice de refragao.
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Figura 10.2 - Curva de calibragio de dextranas. Ajuste linear (log PM = -3,96x10!
(Tr)+1,31x10™). Coeficiente de correlagdo= 0,9957.



