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RESUMO

A producao de acgucar invertido via enzimatica é considerado um processo limpo para
obtencao de produto de alta qualidade, ausente de cor, aroma e subprodutos toxicos como 0
5-hidroximetil-2 furfural (HMF). A invertase possui ampla utilizacdo no segmento alimenticio
e de bebidas para conversdo de sacarose em de acucar invertido. Neste trabalho a invertase
foi imobilizada em p6 de sabugo de milho ativado, visando reducéo de gastos associados ao
suporte de imobilizacdo e também ao custo da enzima através de sua reutilizacdo e
estabilizacdo operacional do catalisador insolubilizado. A matriz de imobilizacdo escolhida
apresentou caracteristicas fisico-quimicas interessantes (resisténcia mecanica, hidrofilicidade,
capacidade de derivatizacdo) além de ser de grau alimenticio e apresentar baixo custo de
aquisicdo e alta disponibilidade. O derivado enzimatico apresentou atividade de 9,55 U.g?,
mantendo 80% de sua atividade apds 10 ciclos de reuso.
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INTRODUCAO

A invertase ou B-D-frutofuranosidase (EC 3.2.1.26) € uma enzima amplamente
utilizada nas industrias alimenticias. Pode ser obtida a partir de uma variedade de seres vivos
(bactérias, fungos filamentosos, leveduras, plantas e insetos), mas sua principal fonte &,
atualmente, a levedura Saccharomyces cerevisiae. Trata-se de uma carboidrase da classe das
hidrolases que catalisa a reacéo de hidrdlise da sacarose através da quebra da ligagéo glicosidica
a-1,4 que resulta em uma mistura equimolar de glicose e frutose, denominada xarope de agucar
invertido (EMREGUL; SUNGUR; AKBULUT, 2006; MARQUEZ, et al. 2008; KOTWAL &
SHANKAR, 2009; CANLLI, et al. 2011; RAJ, et al. 2011; VUJICIC, et al. 2011; KARKAS e
ONAL, 2012).
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A utilizagdo de enzimas na forma soltvel é limitada em processos industriais em larga
escala devido a fatores como: alto custo de producdo, instabilidade (pH e temperatura),
mudancas conformacionais resultantes de choques mecanicos e pressao osmatica. Além disso,
ha dificuldade de recuperacdo do biocatalisador tornando o processo enzimético ainda mais
caro (MARQUEZ, et al. 2008; KOTWAL & SHANKAR, 2009).

Por esse motivo, a imobilizacdo de enzimas faz parte dos esforcos para aumentar a
sustentabilidade e rentabilidade de processos enzimaticos industriais. Para a aplicacdo na
industria de alimentos, o suporte para imobilizacdo de enzimas deve ser de grau alimenticio e
contribuir positivamente para as caracteristicas do produto, entretanto, o custo do suporte tem
influéncia significativa sobre o preco do produto final. Nesse contexto, ha crescente interesse
no aproveitamento de residuos agroindustriais como o pé de sabugo de milho, que apresenta
caracteristicas fisico-quimicas interessantes, baixo custo de aquisicdo e alta disponibilidade.

Outra vantagem da imobilizacdo é a automacdo de processos, pois permite 0 emprego
do catalisador insolubilizado em uma gama de configuracGes de reatores (MA et al. 2009;
ZHANG & XING, 2011; HOMAEI et al, 2013).

Nesse contexto, estudos tém sido propostos com o objetivo de aumentar a estabilidade
conformacional e consequentemente operacional das enzimas (MENDES et al., 2013). Com o
objetivo de ampliar o uso de enzimas em processos industriais, somado a necessidade de
obtencdo de maiores fatores de estabilizacdo e automacdo de processos, a imobilizacdo de
enzimas surge como uma estratégia promissora que objetiva melhorar as propriedades fisico-
cinética da enzima concomitante a reducao de custos (MATEO et al., 2007). Dessa forma este
trabalho tem o objetivo de obter aglcar invertido usando o derivado pé de sabugo de milho-
glutaraldeido-invertase em reator de leito fixo.

MATERIAL E METODOS

A invertase foi extraida de Saccharomyces cerevisiae (15g de fermento biolégico) por
maceracdo em areia tratada (5g) com adicdo de 30 mL de dgua milliQ e 10mL de éter etilico.
A solucéo foi centrifugada e o sobrenadante utilizado nos experimentos. Em condic&o 6tima de
reacdo (sacarose 2% em tampdo de acetato de sédio 0,05 M) foi realizado a determinacdo das
condicBes de méaxima atividade (pH e temperatura), eficiéncia catalitica (concentracdo de
enzima versus concentracdo de substrato) e estabilidade térmica da enzima solavel. A
imobilizacdo da enzima soltvel foi realizada seguindo a metodologia descrita por Guisan
(2006). A enzima imobilizada em p6 de sabugo de milho (SM-glutaraldeido-invertase) também
foi caracterizada cineticamente (condigdes de maximas atividades e atividade especifica), o
produto de hidrolise foi quantificado de acordo com Miller (1959) e sua estabilidade térmica
foi determinada. No caso da enzima solGvel, foram realizados testes utilizando quatro diferentes
solugdes para tamponamento, para avaliagdo da melhor e posterior utilizagdo em escala
industrial. Essas diferentes solugdes continham 2% de sacarose e pH 5,0 ajustado com o0s
respectivos acidulantes: (A) tampéo acetato de sédio 0,05 M (condic¢do 6tima); (B) &gua de
abastecimento com acido ascorbico 1M; (C) agua de abastecimento com acido citrico 1M; (D)
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agua de abastecimento com acido cloridrico 1M. Ao final dos experimentos foi realizado o teste
de reuso, somente com derivado enzimatico (enzimas imobilizadas).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em condicdes otimizadas (para enzima soltvel e imobilizada foram 50°C, pH 5,0 e
45°C, pH 5,5 respectivamente.) Na condicdo (A) 6tima de reacgdo, a atividade da enzima livre
foi de 3,95 U.mL? e na imobilizada foi 0,011 U.mggeriv. com 91,06% de imobilizagio da
mesma ap6s 90 minutos. Com relagdo a estabilidade térmica a60°C a invertase imobilizada
apresentou retencdo de 60% de sua atividade ap6s 180 minutos, enquanto que a enzima soltvel
perdeu 67,6% de sua atividade com 30 minutos. A enzima imobilizada manteve 80% de sua
atividade apds 10 ciclos de reuso. Na condicédo (B), a enzima livre apresentou atividade de 1,38
U.mL? (50°C) e 0,0019 U.mggeriv (45°C) imobilizada. Na condigdo (C), esses pardmetros
foram 3,05 U.mL™ (50°C) e 0,006 U.mgseriv (45°C), respectivamente. Por Gltimo, a condigéo
(D) apresentou o pior desempenho com 0,58 U.mL™ (50°C) para a enzima livre e 0,0012 U.mg"
Lieriv (45°C) para a enzima imobilizada. Possivelmente a dissociagdo do HCI causou o maior
efeito desnaturante.

CONCLUSOES

A invertase foi imobilizada com sucesso em pé de sabugo de milho, sendo que para sua
aplicacdo mais sustentavel em escala industrial o acidulante mais adequado seria o0 acido citrico
1M porque é menos oneroso economicamente e apresentou as melhores atividades, excetuando
aquelas obtidas com o acetato de sddio 0,05 M. Podemos afirmar, com base neste estudo, que
0 reuso de enzimas imobilizadas seria uma 6tima maneira de reducdo de custos, ja que houve
manutencdo de 80% de atividade mesmo ap6s 10 ciclos de reuso.
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