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RESUMO

(3-D-Fructofuranosidase (Invertase, E.C. 3.2.1.26) de Saccharomyces cerevisiae, foi
covalentemente imobilizada em suporte ceramico, sintetizado a partir de cinzas de
cavdo minerd e pé&olas de vidro (50-100pum), modificado com -
aminopropiltrietilxisilano (APTS), seguido de glutaraldeido que atua como agente
bifuncional, responsavel pela ligacéo cruzada entre a enzima e o suporte inorganico. Na
imobilizacdo foi utilizado APTS a 2% (v/v) em tolueno, que apds seu processo de
ativacdo promove uma unido covaente do tipo alquilamina com o glutaraldeido a 2,5%
(v/v) em tampéo fosfato de sodio a 10mM pH 7,4 que por sua vez une-se, também de
forma covalente, com a enzima via base de Schiff. Foi obtida uma estabilidade na
atividade do derivado em aproximadamente de 76,31% em 6 reusos, com sacarose a
876,42 mM em tampdo citrato de sodio a 100mM e pH 4,6 a 55°C num sistema de fluxo
continuo. Foram determinados os parametros cinéticos de Michaglis-Menten, Km e
Vméx no qual foram estimados, &nto para a enzima livre, 58,7 e 72,69 mM.min™,
respectivamente, quanto para a enzima imobilizada, 78,2 e 20,32mM.min . Foram
observadas, também, diferencas entre os valores maximos de pH, 5,0 paraalivre e 5,6
para imobilizada e de temperatura 55°C para livre e 65 °C para a imobilizada, assim
como os seus valores de estabilidade, onde o derivado imobilizado apresentou uma
estabilidade térmica até 60°C e pH até 5,2. Essa alta estabilidade operacional e
disponibilidade de matéria-prima para a sintese do suporte determinam a viabilidade do
uso do suporte ceramico na construcéo de biorreatores em sistemas continuos para a

producdo de glicose e frutose a partir da sacarose.

Palavras-Chave: Ceramica, Cinzas Volantes, Imobilizacdo Covalente Cruzada e

Invertase.



ABSTRACT

(3-D-Fructofuranosidase (invertase, E.C. 3.2.1.26) of Saccharomyces cerevisiae was
covalently immobilized at ceramic support surface synthesized from fly ashes of
mineral coal added of glass beads (50-100um), modified with 2
aminopropiltriethylxisilane (APTS), followed by glutaraldehyde which acts as agent

bifuncional responsible for the cross-linked attachment between the enzyme and the
inorganic support. At immobilization APTS 2% (v/v) diluted in toluene was used,

which promotes an akilamine covalent attachment type with glutaraldehyde 2.5% (v/v)
in Phosphate Sodium Buffer 10mM pH 7.4 after activation process which aso attach
covaently with the enzyme through Schiff's base. The derivated immobilized
hydrolysis activity stability was obtained in approximately 76.31% at six reuses with
876.42mM of sucrose concentration in Citrate Sodium Buffer 100mM pH 4.6 at 55°C in
continuous flow injection system. The Michaelis-Menten Kinetics parameters, Kmgp and
Vmex were estimates, so much for free enzyme 58.7mM and 72.9mM.min?,
respectively, as for the immobilized 78.5mM and 20.32mM/mL.min"%. Was observed
too, differences among the maximum values of pH 5 for free and 5.6 for immobilized
and temperatures of 55 and 65°C to free and immobilized invertase. The thermal
sability values of the immobilized invertase were until 60°C and pH up to 5.2. The high
operational stability and raw material readiness for the synthesis of the support
determine the viability of the ceramic support use at the bioreactors construction in a

continuous system for the glucose and fructose production from sucrose.

Keywords: Invertase, fly ash, Cross-link and Ceramic
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1. INTRODUCAO

Na hidrélise da sacarose € formada uma mistura equimolar de glicose e frutose
(aglcares redutores ou invertidos) no qua sdo muito utilizados na indistria de alimentos
devido as suas vantagens em relacdo a propria sacarose como: maior docura (numa
mistura de 50% de sacarose e 50% de agUcar invertido existe um aumento de 20% no
poder adocante do agUcar quando comparado com a sacarose pura), maior retencao de
agua (o que pode manter os produtos com uma relativa umidade, suficiente para
estender 0 seu tempo de bancada), menor cristalizagdo (valorizando o produto
ampliando a sua aplicabilidade), menor viscosidade e aumento no poder de sabor,
dentre outros (BRITISH SUGAR, 2004).

O Brasil produziu cerca de 2,6 x 108 toneladas de cana-de-aglicar em 2002 e
dispbe de aproximadamente 324 usinas de beneficiamento de alcool etilico hidratado
(alcool combustivel) e sacarose (BORRERO; PEREIRA and MIRANDA, 2003). Toda
producdo concentra-se em cerca de 74% no sudoeste do pais. Mesmo diante dessa
producdo o Brasil ainda importa xarope de glicose (procedente do milho) dos Estados
Unidos, que produziu, no mesmo ano, cerca de 148.405 toneladas desse produto,
rendendo em torno de 50 milhdes de délares aém de lucros provenientes de outros sub-
produtos da hidrdlise do amido de milho (EXPORTS OF PRODUCTS MADE FROM
CORN, 2003).

Muitas estratégias so projetadas para a producéo de aclcar invertido a partir da
sacarose. No entanto, uma das mais utilizadas pelas indUstrias é a hidrolise écida a partir
de H,SO, sob aguecimento, no objetivo de baratear custos e por ser um processo mais
rapido. Todavia, tecnologia torna-se inviavel devido a presenca de uma dta
guantidade de residuos furfurais eliminados no final do processo. O que pode ser tratado
como produto improprio para o consumo causado pelo efeito carcinogénico desses

elementos furfurais diluidos na mistura.

A 3-D-fructofuranosidase (invertase, 3.2.1.26) &cida da levedura Saccharomyces
cerevisiae € uma importante enzima que processa a hidrélise da sacarose em a-D-
glicose e [3-D-frutose, na qual € utilizada convencionalmente nos processos “ organicos’
de producéo de agucar invertido pela industria de alimentos (ARSLAN et al, 2000). No
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entanto, a idéia de utilizar enzima de forma soluve torna-se dispendiosa devido ao
desperdicio da prépria enzima no final do processo junto com a mistura

produto/substrato.

Essa levedura produz a invertase sob duas formas: uma mais glicosilada (contém
cerca de 50% de carboidratos e apresenta peso molecular de aproximadamente
270.000), encontrada no espago periplasmético e uma menos glicosilada encontrada no
citosol, que provavelmente deve auxiliar a digestdo da sacarose e outros compostos
glicosilados apenas nos sistemas acoplados ao reticulo endoplasmatico e o plasmalema
ainda no exterior da célula (microambiente), ndo sendo secretada para 0 macroambiente.
A utilizacdo de células intactas de leveduras pode promover prejuizos no ambito da
gualidade de pureza do produto a ser comercializado, ou sgja, indugcdo da presenca de
outros microrganismos selvagens ou de alguma forma recombinante de forma mais
significativa, fator atrelado a possiveis mecanismos de competicdo pelo substrato. 1sso
pode ocorrer devido a passividade de falhas nos sistemas de separacdo das células dos
seus produtos e de contaminacdo. O que pode conduzir a via metabdlica para a
fermentacdo alcodlica diminuindo o rerdimento na producdo (NEUMANN et al, 1967)
(CHU et al, 1985).

Diante dessas dificuldades, a imobilizacdo de biocatalisadores (como a
invertase) em suportes insolUveis, torna-se a forma mais competitiva economicamente
para a producdo industrial de aglcares redutores, aém de otimizar a estabilidade
conformacional da proteina, 0 uso multiplo e repetido do derivado enzimatico e a

inibicdo significativa de fatores de contaminacdo do produto (ARICA et al, 2002).

A silanizagdo a partir do ?-aminopropiltrietilxisilano (APTS) e glutaraldeido
(ligante bifuncional) através de ligacdo covalente, tém sido uma das mais eficazes
aternativas de imobilizacdo de enzimas utilizando suportes inorganicos e insollveis
como 0s materiais vitreos-cerdmicos. Porém, a maioria das publicacdes direciona a
aplicacdo desse “mecanismo” a suportes de vidro, especialmente pérolas de vidro de
porosidade controlada, devido a ata disponibilidade de SiO, nas suas microestruturas
amorfas, nos quais se apresentam como principais grupos quimicos reativos entre o
suporte e o primeiro ligante 0 APTS (SUZUKI et al, 1991).
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O uso de pérolas de vidro de porosidade controlada apresenta um prego
relativamente incompativel com as avaiagbes de custo beneficio dentro de uma

aplicacao industrial.

Uma alternativa para a reducéo deste custo é substituir, adequadamente, essas
pérolas de vidro por compostos também ricos em silicatos e que preferencialmente, se
encontre em alta disponibilidade no ambiente na intencdo de baratear o processo, e
ainda capazes de interagir eficientemente com o APTS e glutaraldeido sem que a

enzima sofra alguma alteracéo na sua funcionalidade.

A proposta deste trabalho foi utilizar cerémicas sintetizadas a partir de residuos
(cinzas) de carvao mineral, agui citada como UTPM (devido a sua origem da Usina
Termelétrica Presidente Médici) adicionadas de pequena quantidade de vidro amorfo
(25%) no propdsito de aumentar a capacidade de silanizagdo e também adequar esse
suporte as mesmas vantagens das pérolas de vidro de porosidade controlada, inclusive a
ata resistividade mecanica nos processos operacionais e capacidade de esterilizacéo,

por exemplo, para aimobilizacéo da (3-D-fructofuranosidase.

A principal vantagem de utilizar essas cinzas para a producdo de ceramicas
voltadas para a imobilizagdo de proteinas é a construcdo de biorreatores para escala
industrial e suportes para separacdo de proteinas devido a sua alta porosidade,
estabilidade mecanica e versatilidade no preparo. O que pode conduzir a construgéo de
dispositivos eletronicos ceramicos avancados com a possibilidade de sua miniaturizacéo
paa a construcdo de “reatores-microcanais’ aplicaveis aos estudos de
semicondutividade para biosensores, além de permitir a reciclagem de um material
toxico acumulavel na natureza, dentro de uma proposta pro-ecolégica (CHENG et al,

2002) (WY SZOMIRSKI and BRYLSKA, 1996).

0. 4O0H
o H  HO o
HO OH A A
# + HO" “OH
HG  OH a
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1.2. FUNDAMENTOSTEORICOS

2.1.MATERIAISCERAMICOS

A paavra cerdmica vem do grego “keramikos’ que significa “material
gueimado”, indicando a necessidade de um tratamento térmico para adequar suas
propriedades a suas utilizacbes (BARROS, 2003).

Ha muito tempo, esses materiais acompanham o homem. Estima-se que assim
gue saiu das cavernas e gque se tornou um agricultor, surgiu também a necessidade de
acondicionar &gua, alimentos colhidos e sementes para a proxima safra. Entretanto,
essas vasilhas deveriam ser resistentes a0 uso, impermeaveis e de facil fabricacéo.
Entdo, a argila tornouse a primeira e mais adequada matéria-prima de materiais para o

desenvolvimento social do homem naquela época (BARROS, 2003).

Os materiais cerdmicos sdo polifasicos, contendo elementos metélicos e ndo
metalicos (C, O, N, P, S), que formam ligacBes quimicas covalentes e idnicas. Em
funcdo do arranjo atdmico e das ligacBes quimicas presentes, 0S materiais ceramicos
apresentam elevada rigidez e dureza mecénica apesar da alta fragilidade (muito
quebradico), de alta temperatura de fusdo e da grande resisténcia ao calor (SANTOS et
al, 2003).

Dentro de uma sistemética existem dois tipos de materiais ceramicos.
Tradicionais, que exigem pouco controle dos seus parametros operacionais, utilizando
quase sempre a matéria-prima natura (argilas cauliniticas, quartzo, feldspato , filito —
substituinte alternativo para o quartzo e o feldspato, talco — usado em porcelanas
elétricas e etc.) e as Avancadas, também designadas como cerémicas novas, especiais,
modernas, etc. que originamse a partir de processos altamente controlados de matérias-
primas sintéticas. Esses materiais s80 empregados na industria tecnolégica de ponta
como a eletrénica (encapsuladores de chips e substratos para circuitos integrados),
nuclear e aeroespacial (isoladores térmicos para 6nibus espaciais, por exemplo), devido

ao controle de suas propriedades el étricas, magnéticas e Opticas (CALLISTER, 2002).
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Figura 2 Fragmento de Quartzo puro, um dos el ementos essenciais na sintese de materiais

Ceramicos.

Nesse trabalho foi desenvolvida uma tecnologia de obtencdo de materiais
cerdmicos modificados para imobilizacdo de proteinas a partir de cinzas volantes (“fly
ash’) ndo intemperizadas de carvdo mineral produzida pelo complexo Mina-Usina
Termel étrica Presidente Médici, localizada na cidade de Candiota, Rio Grande do Sul e
coletadas por precipitadores eletrostéticos (SANTOS et al, 2003).

As cinzas sdo compostas tipicamente por silicio (27%), cacio (0,38%), aluminio
(11,3%), ferro (3,7%), magnésio (0,03%) e Oxidos de enxofre (aproximadamente
0,006%), junto com carbono (0,42%) e varios elementos trago (metais pesados).
Composicéo determinada através de digestdo com HNO3 e HF, em micro-ondas, pelo
método EPA 3052, sendo as andlises realizadas pelo laboratério de andlises de solos e
outros materiais do Departamento de Solos da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Estes elementos sdo achados na cinza por causa de seus el evados pontos de fuséo e
pequeno intervalo de tempo que as particulas de cinzas permanecem no forno durante
combustd. O quartzo minera (SIO,) sobrevive ao processo de combustéo
permanecendo na cinza de carvao sendo o “composto avo’ da tecnologia agui
descrita.Esse grupo quimico ligar-se-a covalentemente ao APTS via formacgdo de
alquilaminas (SANTOS et al, 2003).
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Figura 3 Diagrama da estrutura tridimensional do S G,, componente
responsavel pela unido do suporte cerdmico ao “hbrago” quimico
(APTStglutaraldeido) com a Enzma. As esferas em vermelho

representam atomosde O easamarelas S.

2.1.1. Processamento das Cinzas na Producdo de Materiais Ceramicos para

Aplicacdo Biotecnol gica

Para alcancar 0 sucesso no produto ceramico final, torna-se de fundamental
importancia a preparacdo das cinzas para as etapas seguintes de conformacéo e

sinterizacdo do material.

Essa preparacdo envolve a moagem, quando necess&rio (isto se 0 material
possuir particulas grandes), peneiracdo (que essencialmente provoca a uniformizagéo
do tamanho das particulas dentro de uma granulometria padronizada) e acréscimo de
aditivos especialmente ligantes organicos como a glicerina e acoois polimerizados (por
exemplo, o polivinil acool), os efeitos dos aditivos sdo de permitir que as particulas de
cinzas deslizem para um novo arranjo mais compacto e distribuir a pressdo em todas as
regifes do granulado. E nessa etapa que também s30 adicionados materiais diversos de

interesse da pesquisa, como vidro por exemplo (SANTOS et al, 2003).

A etapa seguinte a preparacdo das cinzas é a Conformacédo onde se efetua a
compactacdo e modelagem das cinzas processadas. Para que isso ocorra de forma mais
eficiente, fazse necessario uma nova peneiragdo apos a adi¢éo e mistura dos aditivos,

para que esse material recupere a sua uniformidade de granulometria.

Existem trés mecanismos bésicos de conformacdo de cinzas para sintese de
produtos ceramicos: Uniaxial (prensagem mecanica da mistura de cinzas confinadas no
interior de um molde, a partir de um émbolo de uma prensa hidréulica ou manual),
Isostatica, que se baseia a partir de uma pressdo exercida por um fluido num

confinamento de borracha no qual distribui a pressédo uniformemente e a Prensagem a
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Quente onde as cinzas sdo prensadas e queimadas sucessivamente. Consequientemente,
tanto as prensagens uniaxial e isostética devem se submeter a um tratamento térmico
apos o processo (SANTOS et al, 2003).

Posterior a conformacéo onde as particulas das cinzas de @rvao estéo mais
proximas e compactadas (com excecdo da conformacdo a quente) procede-se a secagem
do material para a sinterizagdo, que busca a eliminagdo dos espacos vazios existentes
entre as particulas, resultando em um corpo rigido, devido a ligacdo intima
interparticulas em temperaturas elevadas formando, geralmente, novos compostos
policristalinos (BARROS, 2003)

Produtos cerémicos sinterizados representam um sistema de materiais que
podem variar em nimero de componentes, caracteristicas das particulas, complexidade
das reacBes quimicas envolvidas e em mecanismos de contragdo durante a sintese. As
mudancas que ocorrem na micro-estrutura quando é realizada a sinterizac8o, sdo novas
caracteristicas de empacotamento das particulas (SANTOS et al, 2003).

ApOs todos esses processos, obtémse a cerdmica “virgem” para as devidas
modificagdes quimicas adequadas ao sistema de imobilizacdo de proteinas descrito a
seguir (BARROS, 2003) (SILVA et al, 1999).

Cinzas UTPM

Particuladas . Acréscimo
e Homogenizagdo (PENBIracao) ge aditivos

"'ﬁ“’ das Particulas — " (Ligantes)
Byl (peneiragan)

S
&

Moagem —

[Se necessario) CONFORMAGCAD
Uniaxial Isostatica A Quente
|
l(Secagem)

SINTERIZAGAOQ

Figura 4 Etapas relacionadas aos processos de tratamento das cinzas e producéo de ceramicas UTPM

para imobilizacéo de Proteinas.
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2.2. IMOBILIZACAO ENZIMATICA E SUASAPLICACOES

Os processos gque envolvem tecnologia enzimatica séo usua mente dispendiosos.
Isto devido ao desperdicio do biocatalizador misturado ao produto de consumo ou com
0s residuos industrializados o que pode determinar também um caso de poluicéo

ambiental, dependendo do biocatalizador empregado.

A tecnologia de imobilizacdo de enzimas, objeto dessa dissertacdo, apresenta
vantagens como: 0 seu uso multiplo e repetitivo, o controle no processo onde o operador
decide o inicio e a interrupcdo imediata com a retirada do derivado imobilizado, o
aumento de estabilidade e o prolongamento do tempo de %2 vida permitindo uma
reducéo significativa nesse desperdicio, conseqlientemente nos custos operacionais,
resultando num aumento da produtividade melhorando a qualidade do produto (livre de
enzimas) a ser comercializado, dada a possibilidade do desenvolvimento de biorreatores
em escalaindustrial (THE UNIVERSITY OF READING, 2004).

Alguns métodos de imobilizacdo enzimatica sdo aplicados a industria de
alimentos e bebidas, farmacéutica, biorremediacdo e a de pesquisa pura e aplicada
(biosensores e cromatografia de afinidade). Entretanto, é necessario um conhecimento
avancado dos tipos de imobilizagdo para que se conduza a imobilizagdo mais adequada
a0 biocatalizador de interesse. E importante também a escolha de um suporte, cuja
natureza seja compativel com as caracteristicas da enzima e também com o objetivo da
técnica a ser empregada (KENNEDY and WHITE, 1984).

Nos ultimos anos, varios métodos foram desenvolvidos, contudo, aqui séo

descritos o0s que mais sdo designados a aplicacdo industrial, de uma forma geral:

Enclausuramento (“entrapment”), que estd relacionado ao confinamento da
enzima ou qualquer outra proteina no interior de uma matriz que pode ser um polimero
em gel, fibras ou membranas, o que determina sua classificagdo em enclausuramento em
gel, fibra e microencapsulacdo, respectivamente. O substrato penetra pelos intersticios
do suporte e alcanga a enzima que libera o produto para 0 meio permanecendo
confinada. Apesar do método de enclausuramento em gel disponibilizar melhor os poros

para a penetracdo do substrato, isso também faz com que ocorra uma tendéncia de

8
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“vazamento” da enzima durante as lavagens. De qualquer forma ainda existe a
possibilidade de enclausurar em fibras que promovem uma maior area de absor¢éo da
enzima, aumentando dessa forma a sua capacidade de retencéo protéica, além de serem
resistentes a contaminagdes por microrganismos e tratamentos acidos-basicos fracos e
alguns solventes organicos. Esse tipo de imobilizac&o restringe a0 uso de enzimas de
baixo peso molecular. Apesar de ndo haver limitagbes quanto a natureza e 0 peso
molecular das enzimas e também favorecer a possibilidade de redizacdo de

imobilizaces simultaneas.

A microencapsulacéo, baseada no enclausuramento do biocatalizador no interior
de esferas poliméricas semipermeaveis, apresenta desvantagens frente a outras
tecnologias de imobilizagdo, como por exemplo, uma relativa inativagdo enzimatica
durante o processo de microencapsulagdo, a possibilidade de impedimento da difuséo do
substrato para o interior da cdpsula devido ao tamanho dos poros ou aberturas, a
exigéncia de uma concentracao alta de enzima e o risco de deslocamento da enzima para
o interior da “parede’” da membrana e conseqlente vazamento da enzima para o
ambiente (KENNEDY and WHITE, 1984).

Na literatura cientifica existem diversas publicagbes em torno do
enclausuramento da invertase: em gel de poliacrilamida, gel de Etilenoglicol/2- hidroxi-
etilmetacrilato, fibras de acetato de celulose (KENNEDY and WHITE, 1984) e
recentemente, com objetivo na aplicagdo industrial, Arruda e Vitolo.(1999) utilizaram a
técnica de sintese do Alginato de Calcio para o confinamento da invertase em processo
simultaneo, onde a enzima em solucdo com aginato de sodio é misturada com uma
solucdo de um polissacarideo acido. Essa mistura € gotejada numa solucéo de cloreto de
calcio. Os bns de célcio substituem os ions de sodio e realizam uma ligacdo cruzada
com o polissacarideo, resultando na formagdo de pequenas esferas de aginato de calcio

com a enzima enclausurada.

Enclausuramento em Fibra Microencapsulagio

Figura 5 Diferentes

formas de *ﬁ,'*';!t— -“‘1;“'1 (il
o e il
enclausuramento o b

de enzimas
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“azamento” e retengio da
enzima na membrana de

encapsulacéo

Substrato maior que os poros

Figura 6 Esquema dos possiveis prejuizos (decréscimo da atividade) causados pela imobilizacdo por

enclausuramento

Outra técnica de imobilizacdo é a Adsorcdo, a mais antiga e mais simples
técnica de imobilizacéo enzimética (KENNEDY and WHITE, 1984) em hidroxido de
aluminio baseado na adsorg&o fisica, que coincidentemente foi realizada com a invertase
€ que ocorre gracas a interacdo da enzima com o suporte através de ligacOes fracas
(pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals, interagdes hidrofébicas). Devido a
simplicidade da técnica e vasta disponibilidade de suportes que apresentam custos
maodicos a aplicacdo industrial, as primeiras publicagdes relacionadas a imobilizacéo da
invertase em trocadores ibnicos como o Amberlite®, DEAE-Sephadex® e CM-
Sephadex® (KENNEDY and WHITE, 1984) e mais recentemente em DEAHP-Celulose
por Hradil e Svec (1981 e em Hidrogéis de Poly (acrilamida/édcido maleico) por Ardlan
et al. (1999), descrevem a simplicidade da técnica. Como ocorre apenas a estabilidade
do contato da enzima com o suporte através dessas ligagdes fracas, as desvantagens se
apresentam em torno dos reusos, das limitagdes quanto as lavagens com determinadas
substéncias que possuem alta forca ionica e da exigéncia de atas concentragOes da
enzima em estudo. Tornando um método relativamente inadequado para as aplicacOes

industriais.

A técnica de imobilizagdo enzimética mais competitiva € a conduzida pela
formagdo de Ligacdo Covalente, envolvendo o compartilhamento de elétrons dos
grupos quimicos de ligacéo entre a proteina e o suporte diretamente, onde ndo se torna

necesséria nenhuma atividade catalitica por parte da enzima, todavia, 0s grupos reativos

10
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do suporte podem ligar-se aos sitios ativos da enzima af etando sua cinética. Significante
sd0 as vantagens frente a outras técnicas de imobilizagdo citadas anteriormente,
encontra-se na reduzida exigéncia da quantidade de enzima para 0 processo por grama
de suporte (geralmente em torno de 0,02 a 0,59 de proteina/g de matriz de imobilizacdo)
e absoluta estabilidade na imobilizacéo dificultando a difusdo da enzima para 0 meio
ambiente. No entanto, dependendo da natureza quimica do suporte, sdo exigidos muitos
aditivos quimicos para que sgja estabelecida a unido entre a enzima e o suporte (THE
UNIVERSITY OF READING, 2004).

Nesse estudo foi realizada uma imobilizacdo enzimética da R-D-
Fructofuranosidase em suporte cerdmico UTPM através de ligagdo covalente cruzada,
devido as vantagens apresentadas pelo método onde foram utilizados uma ativador do
suporte e um agente bifuncional: o ?-aminopropiltrietilxisilano responsavel pela
oxidacdo do suporte rico em diéxido de silicio (SiO;) em altas temperaturas e que
possui um grupamento organico aminico alifético capaz de interagir covaentemente
com o glutaraldeido através de uma ligacdo alquilamida. Determinado o braco de
ligacdo, o glutaraldeido disponibiliza grupos carboxilicos funcionais, nos quais reagem,

normalmente, com residuos de L-Lisina via formacdo base de Schiff.
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Figura 7 Tipos de imobilizacdo enzimética
por adsorgéo, no lado esquer do: Ligagao cqv?lente estah_elecida entre os
estabel ecimento de ligaces fracas e no lado grupos duimicos da Enrima e daSuparts
direito: interacdesionicas.
Figura 8 Ligacao covalente entre a
enzima e o suporte
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APTS [@iutaraid'éi&o

. ER.
‘-\‘_.

Brage Quimico

Figura 9 Ligacdo Covalente: Brago quimico formado pelo 2aminopropiltrietilxisilando que oxida,
formando uma ligacdo covalente ®m suporte em altas temperaturas que por sua vez promove uma
ligacdo alquilamida com o glutaraldeido que une-se a enzima (no esquema invertase) através da

formacao de bases de Schiff.

2.2.1. Estrutura do Suporte Ceramico UTPM Imobilizado com a (-D-

Fructofuranosidase (I nvertase)

Topico de relevante importancia no estudo cinético de uma enzima imobilizada
em suportes de elevada porosidade, isso devido ao microambiente formado na superficie
da particula, que possui diferentes propriedades em comparacdo com o restante da
solugdo devido ao substrato versus difusdo do produto e os efeitos de particéo
hidrofobicos e i6nicos, que podem determinar uma inibicdo da atividade pelo excesso
de produto ao redor do sitio ativo, se o sistema ndo for devidamente agitado, ou uma
reducdo significativa nos valores das velocidades iniciais do derivado enzimatico
imobilizado e definir uma perspectiva equivocada de sua cinética (THE UNIVERSITY
OF READING, 2004).

Dois paréametros fisicos importantes no estudo da estrutura do suporte so a
porosidade, que pode ser determinada pela propor¢do do volume no interior da particula
em relagdo a0 volume externo e a tortuosidade, que € definida como a média das
“galerias” originadas a partir dos poros até o interior do suporte de encontro ao seu
centro em linhareta(THE UNIVERSITY OF READING, 2004).



Reis, AL.S Imobilizac&o de 3-D-Fructofuranosidase em Suporte Vitreo ...

Forosidade

Wicroambiente

Tortuosidade

’ R SUPORTE CERAMICO

Figura 10 Estrutura do suporte ceramico UTPM, esquematizado segundo descricdo visual do autor em

experimentacao.

3.OBJETIVOS

3.1. GERAL

Preparar 0 suporte, avaliar a viabilidade da utilizagdo das cinzas de carvéo
mineral como matéria prima para sintese de suportes vitreos-ceramicos direcionados a
imobilizagdo de proteinas e comparar a atividade enzimética da (3 D-fructofuranosidase
imobilizada em suporte ceramico UTPM frente a outros suportes com a mesma natureza

de imobilizagdo citados na literatura cientifica.

3.2. ESPECIFICOS
Obtencéo do Suporte para Imobilizagdo a partir das Cinzas Volantes resultantes
da gueimade Carvao Mineral;

Testar a resistividade do suporte diante de diversos tipos de solugdes tampéo

usados nos processos de imobilizacéo e atividade;

13
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Imobilizar a invertase no suporte vitreo-ceramico e obter estabilidade de
atividade;

Determinacdo dos parametros cinéticos da enzima imobilizada nesses suportes
em comparagdo aos da enzima livre e/ou imobilizada em outros suportes
inorganicos,

Determinar a viabilidade da sua aplicacéo em escala semi-industrial

14
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Artigo a ser submetido arevista Biochemical Engineering Journal

| mmobilization of 3-D-Fructofuranosidase onVitrous-

Ceramic Support

Reis, A. Libanio; Albertini, A.V.P; Freire, V.N. Santos;, R. P.; Maia, M.M.D. and
Lima Filho, J. L.
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Immobilization of [3-D-Fructofuranosidase on Vitrous-Ceramic
Support

Reis, A. Libanio', Albertini, A.V.P' Frere V.N.%, Santos, R.P.® Maia, M.M.D.*?
and Lima Filho, J. L.*
1. Departamento de Bioguimica and Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco

2. Departamento de Biologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco.
3. Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara

ABSTRACT

[3-D-Fructofuranosidase (Invertase, E.C. 3.2.1.26) of Saccharomyces cerevisiae was
covalently immobilized on ceramic support surface synthesized from fly ashes of
mineral coal added to glass beads (50-100um), modified with 2
aminopropiltriethylxisilane (APTS), using glutaraldehyde as agent bifuncional. APTS
was diluted in toluene 2% (v/v) to promotes an alkilamine covalent attachment with
glutaraldehyde 25% (v/v) in sodium phosphate buffer 10mM pH 7.4. The stability of
derivated immobilized was obteined in aproximately 76.31% in six reuses with the
sucrose concentration of 876.4mM in sodium citrate buffer 200mM pH 4.6 at 55°C in
continuous flow injection system. The Michaelis-Menten kinetics parameters for free
enzyme, were estimates for sucrose concentrations at 14.6 a 1460.7mM, and the Kmgp
observed was of 58.7mM and Vmax of 72.9umoles min and to immobilized enzyme
the Kmg, was 78.5mM and and the Vmax. was 20.32umoles.min mg. The maximum
values of pH for free enzyme activity was 5.0 and for the immobilized enzyme was
5.6 whereas the maximum temperatures were 55 and 65°C to free and immobilized
invertase activity, respectively. The termal stability values of the immobilized invertase
were until 60°C and pH up to 5.2. The high operational stability and raw material
readiness for the synthesis of the support determine the viability of the ceramic support
use at the bioreactors construction in a continuous system for the glucose and frutose
production from sucrose.

Keywords:. (3-D-Fructofuranosidase, fly ash, covalent and vitrous-ceramic support.

Corresponding author: Av. Moraes Régo, §/n 50.670-901 Recife-PE, Brasil. Fax: +55
3271-8485, e-mail: zeluiz@lika.ufpe.br
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1. Introduction

(3-D-Fructofuranosidase (invertase, E.C. 3.2.1.26) acid from yeast Saccharomyces
cerevisiae it is an important enzyme that process the hydrolysiss of sucrose in inverted
sugars which are used conventionaly in the “organic” process by the food industries.
However, the idea of using that enzyme in a soluble way becomes costly because to the
waste of own enzyme in the end of process with the mixture product/substrate. Due to
that difficulty the immobilization of biocatalyst, as the invertase, in insoluble supports,
becomes economically the most competitive form for the industrial production of sugars
reducers, besides to optmize the conformational stability of the protein, the enzymatic
multiple and repeated use of the derived and significant inhibition of factors of

contamination of the product [1].

Based to the silanization with 2aminopropiltriethylxisilane (APTS) ard glutaraldheyde
(bifunctional ligants) through attachment covalent the immobilization of enzymes using
inorganic and insoluble supports have been one of the most effective
aternatives.Scientific publications indicate the application of that “mechanism” to
glasses supports, specially Contorled Pore Glass (CPG), due to the high readiness of
SO, in its amorphous microstructures which has as main groups chemical reagents
between the support and the APTS [2]. Nevertheless, the use of CPG presents a price
relatively incompatible with the evaluations of cost/benefit inside an industrial

application.

An aternative for the reduction of this cost is to substitute, apropriately, thoseCPG for a
raw- material cheap, rich in silicon and enable react efficiently with APTS and

glutaraldheyde without the enzyme suffers some alteration in its functionally.

17
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The propose of thiswork isto use ceramic synthesized from residues (ashes) of minera
coal, here mentioned like UTPM (due to its origin of Usina Termelétrica Presidente
Médici — Candiota RS, Brazil) added of a few amount of amorphous glass (25%) to
increasing the silanization capacity in a view to the immobilization process of 3D-

fructofuranosidase.

The main advantage in to use ashes for the production of ceramics supports to protein
immobilization and bioreactors construction, is its high porosity, mechanical stability
and versatility to prepare it. What can drive the construction of ceramic electronic
devices moved forward with the possibility of its miniaturization for the construction of
“reactor-microchannels’ applicable to the semiconductivity studies for biosensors,
besides allowing the recycling of a cumulative toxicant materials in the nature, inside of

apro-ecological proposal [3][4].

2. Experimental

2.1. Materials

[3-D-Fructofuranosidase was obtained from NOVO Nordisk, Glutaraldehyde from

Nuclear®, Glass Beads from Ornda as., Ashes of Mineral Coa, from Usna

Termelétrica Presidente Médici — Candiota RS, ?-aminopropiltriethylxisilane from

SIGMA (SIGMA CHEM. Co.) and Polivinil Alcohol (VETEC).
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2.2. Preparation of Ceramic Pill and Surface Activation.

The ashes were mixed in agreement with the following composition:ashes 50%
(w/w),glass beads porous of diameter controlled 25% (w/w) and polivinil-alcohol - PVA

(ligant - organic agregador) 25% (w/w).

The digtilled water added to the mixture was enough to turn the joined mass and
uniform and it varied in agreement with the total mass of each experiment. A few
portions of ashes made uniform with the addictive ones mentioned previousy were
distributed evenly in 3 head offices of a stainless steel mold Figure 1, pressed and

submitted to dry in sterilization stove at temperature of 100°C approximately for 1 hour.

After dry, the formed pills were to oven type mufla in the temperatures of 900°, 1000°,
1100° and 1200°C and after evaluated with relationship to its hardness and resistance
front to the distilled water, solutions soduim citrate buffer 0.1M pH 4.6, sodium

phosphate buffer 0.2M pH 7.0 and Tris HClbuffer 0.5mM pH 8.0.

To evaluate the behavior of the structure of the support during the immobilization
processes, after the addition of APTS, they were accomplished tests fragmentation of

the support front to the use of several immobilization buffers.

It was also accomplished a comparative study of the concentration of APTS (1%, 2%,
3%, 4% and 5% v/v in Tolueno) in relation to the 4 types of solutions used in the
immobilization process and verifying the occurrence of fragmentation of the support in

rest and after gentle manual agitations.
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Opposed to other silanization methodologies, in which it's necessary the activation of
the support with acid treatments, the ceramic support UTPM was just washed with
water distilled in abundance with the aid of a Pinsseta and a sieve to avoid the presence

of possible free particulados in the surface of the ceramic.

After wash and dry in sterilization stove, the silanization was proceeded with APTS
(Merck) at 2% (v/v) in Tolueno in a proportion of 20mL of that solution for each
support gram. Therefore, those tubes contend the support they were taken to the water-

bath to a temperature of approximately 95°C, under continuous agitation for 6h.

The covalent "arm" was concluded with the addition of the glutaraldehyde 2.5%
(Nuclear) in Phosphate of Sodium Buffer 10mM pH 7.5 at system of continuous flow,
similar to the used by Suzuki et al. [2], at 4°C over 24hto a speed of 65 U/min. with the

aid of apersitaltic pump. (Figure 2)

2.3. Enzymatic Immobilization

After the incubation with the glutaraldehyde solution the enzymatic immobilization was

proceeded, using Invertase (NOV O Nordisk) diluted 2500mg) of the enzyme in 10mL

in the Phosphate of Sodium Buffer 10mM pH 7.5, also using the continuous flow (same

apparatus of the previous stage) at 4°C for 32 hoursin a speed of 65U/min (Figure 3).

After that process, the immobilized supports were washed with 300mL of NaCl 1M and

approximately 500mL of water distilled respectively in continuous flow being despised
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the affluent, for the removal of possible enzymes that didn't covalenttly attach and

toxicant residues of glutaraldehyde.

2.4.Activity Assays of Free and immobilized Invertase

The activities of both invertases, free and immobilized, were measured through the
determination of sugars total reducers (glucose and frutose), liberated during the

hydrolysis of the sucrose by unit of time.

For determination of sugars reducers the was adopted colorimetric methodology using
the acid 3,5-dinitrosalicylic [5], in which suffers a reduction for the carbonyls functional
groups present in those sugars (mainly the monosaccharides) for 3-amino-5-
nitrosalicylic at the same time in that the aldehydic group is oxidized to carboxilic acid
(Figure 4). That oxidation requests an alkaline enviroment and it develops a coloration

red-brown leaving of the yellow (beginning of the reaction). [6]

2.5. Operational Satbility of Immobilized Invertase in a Continuous System

With the objective of test the efficiency of the stability of the crossliked attachment
between the support and the enzyme was accomplished an sequence use and Six reuses
in intervals of 24 hours for atotal of 120 minutes in each reaction. For that assay 100mL
of a solution of Sucrose were used in Sodium Citrate Buffer 0.1M pH = 4.6 to 30%

(w/v) at 55°C in continuous flow.
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2.6. Determination of the Kinetic Parameters

The aliquots (300uL) they were collected in the times of 0 to 12 minutes and heated up
immediately in water-bath at 100°C for 5 minutes. However, for the study of enzymatic
kinetics of the free invertase 10uL were used in the concentration of 2mg/mL for each
different concentration substrate. While, for the immobilized enzyme, an immobilized

pill was used.

The used sacarose concentrations 14.6 to 1460.7 mM/mL, for both. For each assay
graphs of enzymatic activity (mg/mL) and time (minutes) were ploted. From the lire of
initial dispersion (1minute), it was traced a tangent that represents the initial velocity
(method of the initial velocities) of the enzyme for that concertration. This data were
treated by the software Micoca Origin, for determination of the Maximum Velocity

(Vmax) and the Apparent Constant of Michaelis (Kmap).

In the assays of determination of pH and temperature optimum values for the enzymatic
activity the concentration of the substrate was used in agreement with the obtained

results of Kmgp and Vmax of the previous assays.

The stability was determined by the exhibition of the enzyme by 30 minutes in
temperatures previously determined in comparison to some points of the curve of
optimum temperature and soon after a study of the activity it was accomplished

(mg/mL) per time (minutes) the temperature sets.
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The optimum pH was obtained starting from two types of buffer solutions (Citrate and
Phosphate, with concentrations cited above) for different limits of the values that varied

from 3.0 to 7.4.

2.7. Scanning Electronic Microscopy

The scanning electronic microscopy (SEM) it is the method more used to study the
microestructurals characteristics, as well as the morphology of the surface of materials

through its resolution in up to 150.000 times the original size [7] [8].

Begun from the need of detailed visualization of the immobilization and porosity of the
ceramic supports UTPM, the aralysis of electronic micrography was proceeded using
cells of Saccharomyces cerevisiae, due to the impossibility of visualization of the

invertase immobilized by conventional techniques.

3. Results and Discussion

3.1. Tests of Resistivity of Support front to Used Solution Buffersin the Process.

The results of resistivity of the support in relation to the buffers used in the

immobilization method and reaction were classified in “partialy broken” and “totally

broken”, resultant of avisual observation of the behavior conformacional of the ceramic

(Table 2).
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The results comprove the needs of the behavior study of the support structure relationed
to the pH and the molarity of the Phosphate of Sodium Buffer, in which came less
probably aggressive due to itsionic behavior. In agreement with the technique of Suzuki
et al [2], that used that buffer for immobilization of (5galactosidase for 10mM and aso
due to its reductor ionic characteristic important for the establishment of covalent
attachments, presenting acloser of the neutrality pH of 7.5, annulling in that way the

aggressiveness against the ceramic pills.

3.2. Determination of Proteic Retention, Relative Activity and Sabilization of the

Activity

The covalent arms of the silanized ceramic got to retain 5.941mg approximately
(2.35%) of total proteins of 252.58mg/mL disponibilized for the immobilization As the
volume of the ceramic is 0.521 cnt, those data, may determine the likeness of the

enzyme in relation to the volume of 11.403mg/cm3, due a support high porosity.

The relative activities of the free and immobilized enzyme were 22.532U.g* of proteins
through the colorimetric method of Bradford and 24.4 U.g* of the support, respectively

to 55°C pH 4.6 using sucrose for 14.6mM.

The figure 5 represents the operatioral sability in the activity of the derived

immobilized at relation to the residual activity by use and six reuses values in 120

minutes of reaction using sucrose 876.42mM.
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The enzyme lost 23.69% of its activity in the seventh day and 1.45% among the 5° and
6° reuse that it can determine stability in the loss of activity. Arica et. al. [1] got a
stability at activity of the invertase immobilized in film of 2hidroxiethyl metacrilate
and glicidil metacrilate around 68% until the 28° day of storage, what is not necessarily

be related to the values of uses and reuses treated in this work.

3.3. Effects of the Substrate Concentration.

The value of Kmg of the enzyme covalently immobilized was approximately 1.33 more

larger than the free.

A comparison with the results obtained by Arica et al. [1] with the invertase covaently
immobilized in 2hidroxiethyl metacrilate/glicidil metacrilate and Chen et al. [8] with
the invertase immobilized in the modified surface of polianilina, demonstrated inferior
values to the obtained in that work of 2.06 and 1.16 times, respectively. (Figures 6, 7

and 8).

Those invertase likeness modifications in relation to the sucrose are probably caused by
the structural changes of the same when immobilized. The difficulty substrate access
even enzyme can also be related with the density of the porosity. This can infer an
operational mistake, mainly for the kinetics studies involving measures of initial speeds,
because during the derived immobilized introduction to the reaction system, the
substrate may proceed slowly to the encounter of the enzyme inside the galleries of the

support and to result in estimates mistaken regarding the imobilizag&o process.
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However, the use of vigorous and previous agitations of system reduces the mistake

possibility.

3.4. Effect of the Temperature in the Catalytic Activity of Free and Immobilized

Invertase

Due to the structure of the support, which finds joined to the invertase molecule
achieved part of its resistance to extreme conditions of pH and temperature. The derived
immobilized presented a great resistance to temperatures and variations of larger pH
than the free enzyme. Those extreme values of temperature stays around 65°C. Where,

for the free enzyme that value dropped for around 55°C. (Figure 9)

The activity loss stays around 80% after 12 minutes of reaction, for the immobilized
enzyme. This determines to poor protection of the enzyme quaternary structure for that

support. The graphs demonstrate that assertive. (Figure 10)

3.5. Effect of the pH on Catalytic Activity of Free and Immobilized Invertase

The results of the kinetic studies of pH values were certain to the temperature it sets in

Citrato of Sodium Buffer (pH = 3.0 — 5.0) and Phosphate of Sodium Buffer (pH =5.2 —

7.4) and demonstrated in the Figures 11 and 12.

The optimum pH, so much for free enzyme as for immobilized, were respectively of 5.0

and 5.6, rectifying Chen et. al. [8] in which affirms that the obtaining of equivalent

values of great pH among the free and immobilized enzyme covalentely can be
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probably attributed to the action of the concentrations of loaded species (for example,
ions hydrogen) in the domain of the immobilized enzyme to be similar with the
remaining of the solution. The vigorous and continuous agitation during the experiment,
aids in the substrate diffusion recuperating the physical-chemical microenviroment
behavior continually around the support surface and consequently close to the catalytic
domains of the enzyme. Manifesting, the true profile of a catalyst immobilized, in an
insoluble support and that presents thermal characteristics that benefits the catalytic

activity of the conjugated.

The immobilized enzyme came a little stableer than the free. This expansion in the
activity can be related to the interaction of the enzyme in several points with the surface
of the ceramic, reached by the stability of the support front to the most extreme pHs and

due to the efficient interaction covalente of the invertase with the support in study.

3.6. Scanning Electronic Microscopy (SEM)

The electronic micrography obtained through the SEM, represented by the illustrations
to proceed, demonstrates the ashes particules surface and the presence of the vitreous
cenosferas and also the surface of the ceramic sinterizada with APTS and immobilized
with cells of yeasts Saccharomyces cerevisiae. Those electronic micrography also
revealed the high porosidade of the support and the confirmation of the imobilizacéo
efficiency for the presented method, due to the covalent arm stability before the fixation
processes, dehydration, critical point and metalizacdo of the materia for the

microscopic observation. (Figures 13 and 14)
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6. Figures and Tables
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Figure 1. Conformational process uniaxial used for the synthesis of Ceramic Support UTPM
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Figure 2 Apparatus used for process of enzymatic immobilization
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Boiled for 10 min.

2RCOH -

Figure 4 3,5- Dinitrosalicilic Acid Reduced Reaction.
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Figure 5 Graphic representation of immobilization stability and relative activity lost estimative.
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Figure 7 Lineweaver-Burk Plot for Free Invertase
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Figure 9 Optimun Temperature Plot for free and immobilized invertase
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Estabilidade Térmica da Invertase Livre e Imobilizada
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Figure 11 Effect of pH for invertase free and immobilized activity.
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Perfil dos Valores de pH da Invertase Livre e Imobilizada
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Figure 12 pH Sability of free and immobilized invertase

Figure 13 Structure Details of ash particle. Thisfigure shows the high porosity promotes by cenospheres
disposition, at magnitude 15000x
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Figure 14 Surface details of immobilized support with yeast cells of Saccharomyces cerevisiae, at

magnitude 10000x

Table 1 Relationship between the APTS concentrations Buffers used in I mmobilization and pH values.

APTS Destilated water Sodium Sodium Citrate TrissHCI
Concnetration % (pH corrected Phosphate Buffer Buffer (0,1M) (0,5mM) pH
(v/v) in Tolueno with (NaOH) (0,2M) pH 7,0 pH 4,5 8,0

1% totally broken partially broken partialy broken Totally
broken
2% totally broken partially broken partially broken Totally
broken
3% totally broken partially broken partially broken Totaly
broken
4% totally broken totally broken partialy broken Totaly
broken
5% partially broken totally broken partially broken Partially
broken
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6. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

Diante da pesguisa realizada e dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

A enzimaimobilizada, apesar de modificar sua cinética, apresenta caracteristicas
Michaelianas semelhantes a livre, o que facilita suas estimativas na aplicagdo
industrial;

Os residuos da combustdo de carvao mineral sdo viaveis para a producéo de
ceramicas tradicionais e avangadas, podendo ser mais estudado em relacdo as
suas aplicacbes na tecnologia de ponta como a associagdo de estruturas
biolégicas a dispositivos semicondutores (Biocerdmicas) para utilizacdo em

sensores de monitoramento online ou minirreatores;

Possibilidade de aplicacéo da tecnologia de silanizagdo em Syportes Ceramicos

UTPM paraimobilizacdo de diversas proteinas (anticorpos e enzimas) e

O Suporte apresentouse ser bastante competitivo e eficiente para aimobilizacéo

de enzimas com ambito na aplicacdo industrial na construcéo de Biorreatores.
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