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INTRODUCAO

As enzimas passaram a ser isoladas e aplicadas em diversos processos industriais devido a
algumas caracteristicas como alto grau de especificidade e eficiéncia, biodegradabilidade, condi¢des
reacionais amenas de temperatura e pH, sendo, portanto, uma alternativa ambientalmente amigével a
catalise quimica'.

Contudo, para aumentar a escala de transformacdes cataliticas, algumas enzimas apresentam
modificagdes negativas de suas caracteristicas quando submetidas aos processos, como perda de
atividade e impossibilidade de reciclagem. Para contornar tais efeitos negativos, diferentes técnicas
foram desenvolvidas, como a imobiliza¢do, uma tecnologia promissora de modificacdo de enzimas
que torna sua estrutura mais rigida e insolivel no meio reacional, visando proteger, estabilizar,
separar e reciclar essas biomoléculas, dentre outras finalidades?.

Os métodos de imobilizagdo podem ser por encapsulacio, ou por formacao de ligacdo. Estes
variam de adsorcdo fisica, ligagOes iOnicas e quelagdo, que sdo reversiveis, as ligacdes
covalentes, que sdo irreversiveis e mais estdveis®. A imobilizaciio de enzimas por ligaciio covalente é
um dos métodos mais estudados por se tratar de uma interagao forte, havendo pouca ou nenhuma
liberagdo da enzima para o meio em diversas condi¢des operacionais'.

Deve-se escolher um suporte adequado para realizagao da imobiliza¢do enzimatica, podendo
ser organico ou inorganico. A quitosana € um polissacarideo com grande atuagc@o na imobilizacao de
enzimas, por apresentar grupos funcionais amino e hidroxila em sua superficie, formando ligacdo
covalente®.

O objetivo deste trabalho foi imobilizar uma protease comercial alcalina de Bacillus
licheniformis (Protezyn APP 3000) por ligagdo covalente em quitosana modificada por glutaraldeido
e caracteriza-la bioquimicamente utilizando parametros de imobilizacao.

METODOLOGIA

Os suportes foram obtidos a partir da modificacdo de géis de quitosana e alginato com
glutaraldeido. Para o gel de quitosana, foram preparadas diferentes concentragdes (2,5 € 5,0% m/v)
por dissolu¢@o em 4cido acético (5% v/v) e posterior agitacdo durante 1 h. Em seguida, os géis foram
pulverizados em NaOH (1 mol/L) na propor¢do de 1:9 (gel de quitosana:NaOH v/v) e a suspensdo
obtida foi agitada suavemente durante 24 h a temperatura ambiente. As particulas de quitosana
coaguladas foram lavadas exaustivamente com 4dgua destilada e filtradas a vacuo.
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O gel de quitosana-alginato (2,5% m/v de cada) foi preparado de forma anédloga ao anterior,
sendo que o alginato s6 foi adicionado a mistura apds a dissolu¢do da quitosana sendo agitada por
mais 30 min. Os suportes foram entdo modificados sendo suspensos em uma solucdo aquosa de
glutaraldeido (5% v/v) na propor¢ao de 1:10 (suporte:solugdo m/v) e mantidos sob agitacdo suave
durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, os suportes foram lavados exaustivamente com
dgua destilada e filtrados a vacuo. O suporte modificado foi armazenado sob refrigeragao até o uso.

A enzima Protezyn APP 3000, gentilmente doada pela empresa Prozyn, foi imobilizada nos
suportes produzidos na propor¢do padrao de 1:100 (enzima:suporte m/m). Os suportes modificados
foram adicionados a uma solucdo aquosa de enzima na proporcao de 1:10 (suporte:solucdo m/v). As
suspensodes foram suavemente agitadas durante 2 h a temperatura de 20°C. Em seguida, apds coletar
aliquotas do sobrenadante para determinacao da atividade proteolitica e do teor de proteina residuais,
as enzimas imobilizadas produzidas foram lavadas exaustivamente com dgua destilada, filtradas a
vacuo e armazenadas sob refrigeracdo até o uso.

Quanto aos ensaios analiticos, o teor de proteina inicial e residual das solugdes de
imobilizacdo foi determinado pelo método modificado de Lowry® e a atividade enzimdtica foi
determinada utilizando azocaseina como substrato conforme protocolo proposto por Charney e
Tomarelli® e adaptado por De Castro e Sato’.

As enzimas imobilizadas foram entdo caracterizadas quanto aos seguintes parametros:
carregamento, eficiéncia e efetividade. O carregamento € a relacio entre a concentracdo de enzima
imobilizada (diferenca entre o teor de proteina em solucdo antes e apds a imobilizacdo) e a
concentragdo de enzima disponibilizada (teor de proteina na solucdo inicial). A eficiéncia foi definida
em relacdo a atividade recuperada, sendo a razdo entre a atividade proteolitica da enzima imobilizada
e a atividade proteolitica na solu¢do inicial (antes da imobilizacdo). E a efetividade foi definida como
a relac@o entre a atividade proteolitica da enzima imobilizada e a atividade proteolitica esperada
(diferenca entre a atividade proteolitica em solucd@o antes e apds a imobilizacao).

A partir da andlise dos parametros de imobiliza¢do foi selecionada a melhor estratégia de
imobilizacdo da enzima para estudo nas etapas seguintes. O efeito da temperatura sobre a atividade
proteolitica foi avaliado no intervalo de 45 a 60°C, sendo esta ultima a temperatura 6tima da enzima
livre informada pelo fabricante.

Para determinar a estabilidade térmica, as enzimas livre e imobilizada foram incubadas na
auséncia de substrato durante 180 min nas temperaturas de 55 e 60°C, pH 9,0. Periodicamente,
amostras foram retiradas para determinagao de suas atividades residuais. O tempo de meia vida
(tempo necessdrio para que a atividade residual da enzima atinja metade da atividade inicial) foi
determinado a partir do seguinte modelo de decaimento exponencial que expressa a inativacao

—kgt

térmica das enzimas: Atv = Aty - e (onde ¢ € o tempo, Atvp € a atividade proteolitica inicial, Atv

¢ a atividade proteolitica no tempo ¢ € ks € a constante de inativagao).

Por fim, foi determinada a estabilidade operacional da enzima imobilizada selecionada a partir
de sua capacidade de reutilizacdo em termos de retencao de atividade proteolitica e foi analisada ao
longo de sucessivos ciclos operacionais de reagdo com azocaseina.

Todos os ensaios serdo realizados em triplicata e a diferenca entre as médias foi avaliada por
andlise de variancia (ANOV A) seguida do teste de Tukey ao nivel de significancia de 5% com auxilio
do software Minitab® 19 de Minitab Inc. (Pensilvania, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores dos parametros de imobilizacdo obtidos utilizando os
diferentes suportes produzidos. A imobilizacdo da protease Protezyn APP 3000 em quitosana na
concentracdo de 5% (m/v) apresentou os melhores resultados para todos os parametros avaliados,
apresentando um carregamento de 69,9%, uma eficiéncia de 35,6% e uma efetividade de 48,3%. Isso
estd relacionado ao fato de a quitosana apresentar grupos amino e hidroxila em sua superficie,
realizando ligacdo covalente com o glutaraldeido. O alginato, por sua vez, ndo possui grupos amino
em sua superficie, resultando em parametros inferiores aos detectados para quitosana. Assim, a
protease imobilizada em quitosana (5% m/v) foi utilizada para os estudos posteriores.

Tabela 1. Efeito da composicao do suporte na imobilizacao da enzima Protezyn APP 3000.

Suporte Carregamento (%) Eficiéncia (%) Efetividade (%) Atividade relativa (%)
Q5 69,9+08* 356+£23% 483+3,6°2 100,0 £4,7 2
Q2,5 493+24°¢ 20,5+2,0° 44,0+5,72 57,5+4,1°
QA 549+09° 11,4+09¢ 220+12P° 322+£28¢

*Médias (n = 3) + DP seguidas por letras diferentes diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.
Q5: Quitosana a 5% (m/v); Q2,5: Quitosana a 2,5% (m/v); QA: Quitosana a 2,5% (m/v) misturada com Alginato a 2,5%
(m/v).

A Figura 1 mostra que a imobilizacdo ndo afetou a temperatura 6tima de atuagdo da enzima,
uma vez que a preparagdao comercial Protezyn APP 3000 em sua forma livre possui atividade 6tima
na temperatura de 60°C, conforme informacdes do fabricante (Prozyn).
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Figura 1. Atividade relativa da Protezyn APP 3000 imobilizada em funcdo da temperatura de
incubacao.

No que concerne a estabilidade da enzima em funcao da temperatura e do tempo de incubagao,
os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que a atividade relativa da enzima decai com o
tempo, seja na forma livre ou imobilizada, tendo um decaimento muito maior na forma livre em
ambas as temperaturas. Além disso, pode-se notar que na temperatura de 55°C, a enzima imobilizada
teve um decaimento bem menor do que na temperatura de 60°C.
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Tabela 2. Atividade relativa da Protezyn APP 3000 livre e imobilizada sob tratamento térmico

a 55 °Ce 60 °C em fun¢ao do tempo.

Atividade relativa (%)

Tempo 55°C
(min)
Enzima Enzima Enzima Enzima

livre imobilizada livre imobilizada
100,0 £ 0,8 @ 100,0+£3,5® 100,0+3,0° 100,0+3,5®
78,4 +2,0° 94,4 +1,8% 82,8+1,2¢% 88,6+4,0°
70,3+1,4°¢ 91,0+2,0° 56,0+0,6° 75,7+19°¢
61,6 £0,7 ¢ 839+1,7° 41,1+0,5%% 69,2+2,6°
54,6 +0,7° 802+1,5¢ 374+1,3° 604+1,04
421+29° 75,7264 172+16° 493+25¢

*Médias (n = 3) = DP seguidas por letras diferentes diferem entre si ao nivel de 5% de significincia pelo teste de

Tukey.

A Tabela 3 apresenta os valores de ks e tempos de meia vida (¢;2) obtidos. Nota-se que as
constantes de inativa¢cdo da enzima na forma livre apresentaram valores muito maiores que aqueles
detectados para a forma imobilizada, em ambas as temperaturas. Porém, na temperatura de 60°C, os
valores foram muito maiores que os observados na temperatura de 55°C, em ambas as situacdes. Isso

da-se pelo fato de a enzima imobilizada ser menos afetada pelo aumento da temperatura, mantendo a
atividade enzimadtica por mais tempo.

Tabela 3. Constantes da taxa de inativacdo (ks) Protezyn APP 3000 em sua forma livre e
imobilizada em funcdo da temperatura de incubagao.

Temperatura (°C) Enzima k4 (min™) t12 (min) R’?
Livre 0,0053 130,78 0,992
> Imobilizada 0,0017 407,73 0,991
Livre 0,0101 68,63 0,991
% Imobilizada 0,0042 165,04 0,998

A Figura 3 apresenta a estabilidade da enzima Protezyn PP 3000 imobilizada em quitosana ao
ser reutilizada por 6 ciclos sequenciais. A atividade relativa diminuiu ao longo dos ciclos, diferindo-
se estatisticamente (p < 0,05) entre os 4 primeiros ciclos. Essa diminui¢do pode estar relacionada a
danos na estrutura do suporte, reduzindo a atividade enzimédtica com o passar dos ciclos.
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Figura 3. Estabilidade da Protezyn APP 3000 imobilizada em quitosana entre ciclos
sucessivos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicaram que foi possivel imobilizar uma protease comercial
de Bacillus licheniformis (Protezyn APP 3000) por ligacdo covalente em quitosana modificada por
glutaraldeido. A enzima apresentou alta capacidade de reutilizacdo, sendo indicada para aplicagdes
em processos continuos ou batelada alimentada. Assim, pode-se concluir que o processo de
imobilizac¢do foi promissor, por estabilizar uma enzima que estd sendo reportada nesse tipo de estudo
pela primeira vez.
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