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Resumo

No presente trabalho, procedeu-se a imobilizagdo de invertase em bucha vegetal (Luffa cylindrica)
para produgdo de xarope de acucar invertido. A imobilizagdo consistiu de tratamento da bucha com
NalO, seguido do uso de composto diamino, glutaraldeido e posterior imobilizagdo da enzima. Os
melhores resultados foram: atividade de invertase imobilizada: 4,510 (mmols/g de suporte x min x
mL); rendimento de imobilizacdo: 0,428 %, atividade recuperada: 1,5% e extensdo de hidrolise da
sacarose de 2,6x107%.h-".
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Abstract

Invertase immobilization in loofa sponge (Luffa cylindrica) for invert sugar syrup production has been
carried out. Loofa sponge was treated with NalO, followed by the use of diamine compound,
glutaraldehyde and enzyme immobilization. The best results obtained were: invertase immobilized
activity: 4.510 (mmols/g matrix x min x mL); enzyme coupling efficiency: 0.428%, recovered activity:
1.5% and the extent of hydrolysis was of 2.6x10%.h".
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Introducao

Nos ultimos anos, o estudo da imobiliza¢do de
enzimas tem enfocado diversos aspectos, tanto nos
suportes usados como o fundamento do método da
imobiliza¢do. Entretanto muito dos materiais
utilizados em imobiliza¢do sdo sintéticos ¢ nao-
biodegradaveis, o que causa problemas no meio
ambiente ap6s sua utilizagdo. Outros, por sua vez,
sdo toxicos ou mesmo conferindo ao produto
propriedades indesejaveis tais como cor, sabor e
aroma, o que os tornam inapropriados para
imobilizacdo principalmente na industria de
alimentos (GEMEINER; STEFUCA; BALES, 1993;
OGBONNA; TOMIYAMA; TANAKA, 1996).
Existe, assim, a necessidade da busca de materiais
alternativos para serem usados como suporte. As
qualidades esperadas dos materiais alternativos ¢ que
sejam renovaveis, biodegradaveis, de baixo custo,
bem como de facil disponibilidade particularmente
em paises em desenvolvimento (OGBONNA;
TOMIYAMA; TANAKA, 1996). Tem sido relatado
o uso de diversos compostos de natureza celuldsica
que apresentam essas caracteristicas. Entre eles
citam-se o bagago de cana, pedagos de madeira, po-
de-serra e casca de arroz (CHEUNG et al., 1986;
CHOU; JASOVISKY, 1993).

A bucha vegetal (Luffa cylindrica) é de
crescimento facil em nosso pais. E leve, cilindrica e
apresenta naturalmente uma arquitetura entrelacada
¢ altamente porosa. Essas caracteristicas conferem a
esse material um potencial de uso como suporte em
imobilizagdo (OGBONNA; TOMIYAMA;
TANAKA, 1996).

O Parana ¢ o segundo maior produtor de a¢ticar e
alcool e na regido de Londrina estdo localizadas
diversas usinas de agucar e alcool.

Sendo assim, essa grande produ¢do de cana-de-
agucar representa um desafio para utilizagdo do
acucar, caldo ¢ melaco de cana-de-agucar como
matéria prima na produgdo de compostos de valor
agregado mais elevado que o agticar e o etanol.

O termo xarope de agucar invertido descreve uma
mistura de agucares em solugdo, principalmente
glicose, frutose e sacarose obtida através da reacdo
de hidrélise da sacarose, também denominada
inversdao (CHOU; JASOVISKY, 1993). Para a
produgao do agucar invertido, dois métodos podem
ser usados: a hidrélise enzimatica, catalisada pela
enzima invertase e a hidrolise acida, catalisada por
um acido. Entretanto, na hidrolise acida ocorre a
formag@o de produtos secundarios, os quais devem
ser removidos. Embora a invertase seja uma enzima
de custo relativamente baixo, sua utilizagao na forma
livre em sistema de batelada reduz a eficiéncia do
processo. Sendo assim, o desenvolvimento de uma
tecnologia de invertase imobilizada oferece uma
alternativa de reutilizagdo da enzima e para baratear
o processo (GEMEINER; STEFUCA; BALES,
1993). Dessa maneira, o desenvolvimento de uma
tecnologia de invertase imobilizada oferece uma
alternativa para um sistema continuo de hidrolise da
sacarose no qual possibilita a reutilizagcdo da enzima.

Materiais e Métodos

Aminoacido: Solu¢ao composta de 0,1g/mL de lisina,
asparagina, histidina, arginina, glutamina e ornitina
dissolvidos em tampao citrato-fosfato (0,1 M).

Solucio bloqueadora: A solucdo bloqueadora foi
preparada numa concentragdo de 2,5mg de
aminoacidos (triptofano, leucina, glicina, arginina e
ac. aspartico) / mL dissolvidos em tampao citrato-
fosfato (0,1 M).

Invertase: A enzima invertase (*>-frutofuranosidase;
E.C. 3.2.1.26) de S. cerevisiae, gentilmente cedida
pela Novo Nordisk Bioindustrial Ltda, foi utilizada
na concentragdo de 220mg% de proteinas, em tampao
citrato-fosfato (0,1 M).

Polietilenoimina (PEI): Solugao de Polietilenoimina
1%(v/v) tamponada em citrato-fosfato pH 7,0.

Atividade enzimatica: Foi determinada na solugao
de enzima livre inicial, na solugao de pos-
imobilizagdo, na dgua de lavagem com tampao

54 Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londrina, v. 25, n. 1, p. 53-58, jan./jun. 2004



citrato-fosfato e na enzima imobilizada. Transferiu-
se 1 mL de solugdo de invertase ou trés pedacos de
bucha com a invertase imobilizada para 25mL de
sacarose 1% (P/V) em tampao citrato-fosfato,
temperatura de 37°C. Decorrido o tempo de hidrélise
(1 a 5 minutos), o agucar redutor formado foi
determinado pelo método de Somogy e Nelson
(NELSON, 1944). As unidades para atividade de
invertase livre e imobilizada sdo respectivamente
pmols/mL x min. e mmols/g de suporte x min x mL.
Para calcular a atividade enzimatica de invertase
livre, pos-imobilizac¢do e da agua de lavagem com
tampdo citrato-fosfato, utilizou-se a seguinte
formula: Absorvancia x (1/ inclinagdo da curva de
calibragao) x (1/ volume Enzima) x (1/ volume
hidrolisado) x (1/ tempo de reacdo) x diluicdo. A
unidade desta férmula ¢ dada como: umols/mL x
min. Para calcular a atividade enzimatica de invertase
imobilizada utilizou-se a seguinte formula:
Absorvancia x (1/inclinagao da curva de calibragio)
x (1/g de suporte) x (1/volume hidrolisado) x (1/
tempo de reacdo) x dilui¢do. A unidade desta formula
¢ dada como: pmols/g de suporte X min.

Rendimento de imobilizacdo: para calcular o
rendimento da imobiliza¢do (%), utilizou-se a
seguinte formula: [ Atividade enzimatica da invertase
imobilizada / Atividade enzimatica livre X volume
enzimatico utilizado] x 100.

Atividade recuperada: para calcular a atividade
recuperada (%) utilizou-se a seguinte férmula:
[Atividade enzimatica imobilizada / absorbancia
enzimatica livre x (1/g de suporte) x fator de dilui¢ao
x (1/inclinagdo) x (1/tempo de reagdo) | x 100.

Extensao de hidrolise: para calcular a extensao de
hidrélise (conversdo de substrato em produto)
utilizou-se a seguinte formula: [ (quantidade de
glicose no hidrolisado) / (quantidade tedrica de
glicose no substrato x tempo) ] x 100%.

Procedimento padrao de Imobilizacao:
Utilizaram-se trés pedagos de bucha vegetal de 2cm?
(0,08g cada pedago) tratados com 150mL de NalO,
(20mM) tamponado, por 30 minutos na temperatura

de 4°C com agitacdo. Decantou-se o sobrenadante e
lavaram-se as buchas com agua destilada trés vezes.
A seguir, os pedacgos de bucha foram embebidos em
150mL da solugdo de aminoacidos por 24 horas na
temperatura ambiente com agitagdo. Decantou-se o
sobrenadante e lavaram-se as buchas com agua
destilada trés vezes. A seguir, os pedacos de bucha
foram embebidos em 150mL de glutaraldeido (2,5%
V/V) tamponado por 30 minutos na temperatura
ambiente com agitagao.

Decantou-se o sobrenadante e lavaram-se as
buchas com agua destilada trés vezes. Em seguida,
os pedagos de bucha foram embebidos em 150mL
da solugdo de invertase tamponado por 24 horas na
temperatura de 4°C com agitagdo. Decantou-se ¢
reservou-se o sobrenadante. Em seguida, os pedacos
de bucha forem embebidos em 150mL de tampao
citrato-fosfato (0,1 M) por alguns minutos. Decantou-
se e reservou-se o sobrenadante. A seguir, lavaram-
se os pedacos de bucha duas vezes com tampao
citrato-fosfato. A seguir, os pedagos de bucha foram
embebidos em solugdo bloqueadora por 2 horas na
temperatura de 4°C com agitacdo. Decantou-se o
sobrenadante e¢ lavaram-se as buchas com tampao
citrato-fosfato trés vezes. Em seguida, os pedagos
de bucha foram embebidos em 150mL de NaBH,
(0,1M) por 30 minutos na temperatura ambiente com
agitacdo. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se os
pedacos de bucha trés vezes com tampao citrato-
fosfato. Em seguida, os pedacos de bucha foram
lavados trés vezes em 150mL de NaCl (1,0M) por
alguns minutos na temperatura ambiente. A seguir,
os pedagos foram embebidos em tampao até serem
utilizados.

Seqiiéncia dos procedimentos de imobilizagao:

A) Bucha - NalO, - Aminoacidos —» Glutaraldeido -
Invertase » Solugdo bloqueadora —» NaBH, - NaCl
B)Bucha - NalO, - Aminoacidos — NaBH, -
Glutaraldeido -~ NaBH, — Invertase - Solugdo Bloqueadora
- NaBH, - NaCl

C) Bucha- NalO,- PEI ® NaBH,- Glutaraldeido -

NaBH, - Invertase » Solugdo bloqueadora - NaBH, — NaCl
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D) Bucha - NalO, —» Amino4cidos — NaBH, -
Glutaraldeido — NaBH, - PEI — NaBH, — Glutaraldeido

— NaBH, — Invertase — Solugdo bloqueadora — NaBH,
— NaCl

Os procedimentos A ¢ B foram conduzidos
utilizando tampao citrato-fosfato pH 5 e 7, enquanto
os procedimentos C e D foram conduzidos somente
em pH 7.

Esses tampdes também foram usados no
procedimento B além de ter sido usado 3 vezes o
NaBH, (ap6s o uso de aminoacido, glutaraldeido e
enzima). O procedimento C usou PEI no lugar de
aminodcido e 3 vezes o NaBH,. O procedimento D
usou aminoacido, PEI e 5 vezes o NaBH, (apos
aminoacido, glutaraldeido, PEI, glutaraldeido e
enzima).

Resultados e Discussao

Considerando-se a potencialidade da aplicag@o de
enzimas imobilizadas particularmente na industria
de alimentos e a pouca exploragdo da utilizagdo de
materiais de baixo custo e isentos de toxidez, como
suporte na imobiliza¢do, estamos propondo o uso da
bucha vegetal. Em teoria, o tratamento da bucha

vegetal com periodato leva a oxidagao dos carbonos
adjacentes nas moléculas de glicose da celulose, que
resulta na formagdo de grupos aldeidos. O uso de
ativacdo de polissacaridios por meio do periodato
ndo ¢ novo ¢ foi inicialmente usado na ativacao de
sephadex em preparagdes imunoadsorventes
(WILSON; NAKANE, 1976). Em seguida, o
dialdeido reage com um composto diamino e cria-se
assim, a Base de Schiff. Em seguida, ¢ conduzido o
tratamento com glutaraldeido onde ocorre a formagao
da segunda Base de Schiff, entre o grupamento amino
livre do composto diamino e o glutaraldeido. Na
ultima etapa, a bucha vegetal ativada ¢ embebida na
solug@o enzimatica e uma terceira Base de Schiff ¢
formada, entre o grupamento aldeido livre do
glutaraldeido com algum grupamento amino livre da
enzima. As Bases de Schiff criadas sdo estabilizadas
pelo tratamento com NaBH,. As Bases de Schiff sdo
relativamente instaveis, especialmente em valores de
pH baixos, mas podem ser estabilizadas pela reducéo
com NaBH, (KENNEDY, 1990).

A invertase imobilizada na bucha vegetal foi
usada para hidrolisar a sacarose e os resultados
obtidos, nas diferentes seqiiéncias (A, B, C e D) do
procedimento de imobilizagdo, estdo apresentados
na tabela 1.

Tabela 1. Valores de atividade de invertase livre e imobilizada em Luffa cylindrica

Tratamentos com

NaBH, Atividade | Atividade | Rendimento de | Atividade
tamponado Livre Imobilizada | imobilizagao recuperada

Z pH (%) (%)

A 1 5,0 12,182 0,943 0,052 0,184

1 7,0 6,743 2,168 0,219 0,772

B 3 5,0 10,97 0,818 0,050 0,179

3 7,0 7,078 4,044 0,383 1,371

C 3 7,0 7,139 2,912 0,274 0,979

D 5 7,0 7,075 4,510 0,428 1,530

*Numero de vezes
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A celulose ¢é disponivel em diversas formas fisicas
e em processos industriais ¢ possivel o uso de
celulose menos pura: corda, polpa, bagaco, tecido
ou papel. Em imobilizagdo da invertase, o material
celuldsico mais rustico usado como suporte, foi o
pulverizado de sabugo de milho em processo de fluxo
continuo de inversdo da sacarose (MONSAN;
COMBES, 1984).

No presente trabalho, a metodologia foi testada
com variacgoes. Os resultados do Procedimento A,
por meio do qual foram testados valores de pHs 5,0
e 7,0 mostraram que a hidrolise da sacarose foi maior
em pH 7,0. Broggi et al. (2002) imobilizaram
invertase utilizando a presente metodologia, contudo
o tampao usado foi acetato e somente em pH 5. Esses
autores obtiveram valores inferiores: 0,18 (mmols/g
de suporte x min x mL) de atividade enzimatica
imobilizada embora o rendimento de imobilizacgdo
foi maior: 3,64(%). Os resultados do presente
trabalho demonstram que a utilizacdo do tampao
citrato-fosfato desfavoreceu o rendimento de
imobiliza¢do, porém a quantidade de enzima
imobilizada apresentou uma maior atividade
enzimatica. Pogas, Buzato e Celligol (2004)
utilizaram albumina bovina no lugar de aminoacidos
e em pHs 5 e 7. O valor obtido foi de 3,63 (mmols/g
de suporte x min x mL) de atividade imobilizada e
ndo houve preferéncia em relag@o aos valores de pH
testados e tratamentos com NaBH,. No procedimento
B, os valores foram melhorados com o aumento do
namero de uso de NaBH, para 3 vezes. No
tratamento C, o PEI foi utilizado no lugar de
aminodacido e o resultado foi inferior ao tratamento
B. O procedimento D que usou a seqiiéncia de
tratamentos: aminoacido, glutaraldeido, PEI e
glutaraldeido, obteve os maiores valores: 4,510
(mmols/g de suporte x min x mL) de atividade
imobilizada; 0,428 (%) de rendimento de
imobilizacdo; 1,53 (%) de atividade recuperada e
2,6x107 %.h'! de extensdo de hidrolise.

Conclusao

O uso de invertase imobilizada em bucha vegetal
¢ promissor na obtengdo de xarope de agucar
invertido e os melhores resultados foram obtidos

quando o suporte é tratado, previamente a
imobilizagdo, na seguinte seqiiéncia: aminoacido,
glutaraldeido, PEI e glutaraldeido.
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