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Pouco Seletivos
Interferéncias
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Etapas diferentes
Mesma metodologia
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URI

Metodo de Bradford

U
Calcular

Teor de proteina E) | *Atividade especifica
‘ * Fator purificacao
, - .- * Baixa seletividade
Metodo colorimetrico » * Sujeito a interferéncias

4
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INTERFERENCIAS INTENSIDADE DA COR
COMPOSTOS IONICOS

A Cor: Ligacdo do Reagente de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250) com a proteina.
Interacéo eletrostatica entre os grupos sulfonicos (-SO;) do corante e os grupos funcionais de

carga positiva de enzima.
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INTERFERENCIAS INTENSIDADE DA COR
COMPOSTOS IONICOS
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Menor interferéncia e quando ocorre o Efeito Contrério, I Abs ¢/ Adicdo de sal

GOLUNSKI, S.; DALLAGO, R.M.; DI LUCCIO, M.; TREICHEL, H. et al., Interference of salts used on agueous two-phase
systems on the quantification of total proteins. International Journal of Biological Macromolecules, v.83, p.30 - 33, 2016 6
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ATIVIDADE DA PECTINA LIASE

METODO COLORIMETRICO DESCRITOS PRO AYERS ET AL, 1966, PITT, 1988.
ONDE AAbs de 0,01 UNIDADE = 1 UNIDADE DE ATIVIDADE

. 5,0 mL pectina 1,0%, 55 oC 3.000 « 50mL sobren_adante Ebuli¢do 30’
tampao pH 4,5 20" P rpm o 3,0 mL acido Resfriamento T.
. * U 4970 10° Tiobarbiturico 0,04 M Ambiente
1,0 mL CaCl2 0,01 M, e« 05mLNaOH0,5M

* 1,5mLHCI0,1M

1,0 mL extrato enzima ’
e 3,0 mL agua. # ‘ e 0,5mL4agua —

ABS
550 nm

¢ AYRES, W.A,; PAPAVIGAS, G.C.; DIEM, A.F., Polygalacturonate trans-eliminasse and polygalacturonase production by Rhizoctonia solani, Phytopatol, 56, 1006-

1011, 1966.
e PITT, M., Pectin lyase from Phoma medicaginis var. pinodella. In: Methods in Enzymology, 161, 350-354, 1988.



IMOBILIZACAO  mmm)

Obter derivados insoluveis no
meio reacional com atividade e
estabilidade que nao sejam
afetadas durante o processo.
PERMITINDO
* FACIL SEPARACAO:;
* REUSO:;

* USO CONTINIO.
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SUPORTES

Eficiéncia na imobilizacao;

Conservacao estrutura
proteica.

Caracteristicas

* Resisténcia fisica, quimica
e microbiologica;

* Biocompatibilidade;
e Disponibilidade;
 Baixo custo.
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Em relacao aos suportes, nosso grupo tem focado as
pesguisas em:

Materiais Hibridos:
MATRIZES POLIMERICAS-
INORGANICAS Apresentam como

peculiaridade o fato de
: as enzimas serem
Poliuretano incorporadas durante a
etapa de sintese.

Silicas




URI

Gelatina
+ CaClz

@ Extrato Exo-PG
Alginato calcico

Imobilizacao do extrato

Materiais Hibridos: MATRIZES
POLIMERICAS-INORGANICAS
ALGINATO/GELATINA

Alginato

* (xalato de sodio
Extrato Exo-PG

CaCl:

& (elatina
O Oxalato de calcio

Alginato

~ Agua destilada ou Oxalato de sodio
" Extrato Exo-PG

©  Extrato Exo-PG
Alginato calcico
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Referéncia:
B-galactosidase
Tampao Fosfato
pH=7,0

¥

Exo-PG

= Tampéao Fosfato

pH=5,5

¥

Nao Formou
S/ Atividade

enzimatico de Exo-POLIGACTURONASE



Materiais Hibridos:
MATRIZES POLIMERICAS-
URI INORGANICAS

pH =5,5 - Nao ppt Caz(PO,),
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(A) Acetato; (C) citrato; acetato

(F) fosfato; (O) oxalato
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Armazenamento
Atividade (U/g) ap6s 24 hs

Solucao tampao Atividade (U/g)

o o=

Acetato de sodio 0,882 + 0,35
(100 mM, pH 7,5)

Fosfato de potassio 0,224 £ 0,07
(100 mM, pH 5,5)

Atividade inicial da enzima imobilizada
1,884 U/g + 0,096. U=pmol/min

Filtradas
Armazenadas em
frasco c/ silica

Absorcéo tampéo
Deterioracao 48 hs




MATRIZES POLIMERICAS- ‘y AT 30Te
URI INORGANICAS ,ﬁ'

0 de Julho de rsidade de as do Sul
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O

Cinética do tempo de 6timo de reacao

para medida de atividade Rendimento
Tempo (min) Atividade poligalacturonasica Matriz RI(%)
(U/g)*
AGOCa 72,70 + 1,642
3 1,56 +0,05°
AOxal 55,58 + 1,26°
5 1,54 +0,12b
ACa 52,97 + 1 a8
10 1,84+0,12%
20 2,03+£0,202

VARGAS, C. E. B.; TONIAZZO, G.; VALDUGA, E.; PAROUL, NATALIA; DALLAGO, R. M.; VENQUIARUTO, L. D.; OLIVEIRA,
D. Biomimetic Mineralization of the Alginate/Gelatin/Calcium Oxalate Matrix for Immobilization of Pectinase: Influence of
Matrix on the Pectinolytic Activity. Applied Biochemistry and Biotechnology. v.1,p.1- 7, 2016.



MATRIZES POLIMERICAS-
URI INORGANICAS
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Reuso
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—aA— Alg-Oxal-Gel —m— Alg-Oxal —e— Alg-agua

2 4 6 8
Ciclos

VARGAS, C. E. B.; TONIAZZO, G.; VALDUGA, E.; PAROUL, NATALIA; DALLAGO, R. M.; VENQUIARUTO, L. D.; OLIVEIRA,
D. Biomimetic Mineralization of the Alginate/Gelatin/Calcium Oxalate Matrix for Immobilization of Pectinase: Influence of
Matrix on the Pectinolytic Activity. Applied Biochemistry and Biotechnology. v.1,p.1- 7, 2016.
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1° ENSAIOS
POLIOL:ISOCIANATO (1:1) (50 mL:50 mL)

¥

REAGAO EXOTERMICA | Iy INATIVACAO

Table 1 - Variation of reaction temperature as a function
of monomers volume.

Run Isocyanate (mL) Polyol (mL) Temperature (°C)

POLIURETANO (PU)
RC RAPIDA (5)

1 1 1 42
2 3 3 57
3 5 5 57
4 10 10 77
5 50 50 85




POLIURETANO (PU) XllSEMINARIOEBIR\A|SIZL£I-FIQ-OED(E:TE§I\2)302AENZIMATICA
URI |SOCIANATO: POLIOL (4 mL : 6mL)
TESTADO PARA
IMOBILIZACAO
FORMA DE ADICAO
INULINASES SEJ SOLIDA OU EM SOLUCAO
LIPASES EE)"
N MASSA ADICIONADA
=
PECTINASES = -
O DISTRIBUICAO NO SUPORTE




POLIURETANO (PU)
INULINASE

DISTRIBUICAO DA ATIVIDADE

REGIAO Atividade(U/g)

URI
Sacarose
an
206,7
([

196,2
194,1
179,2
126,4
171,9
155,8
120,5
139,2
125,6

W NNFP WONPEFE, WONPFE WODN PP
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Fig. 2 - Residual activity for the reuse of the inulinase
immobilized in polyurethane using sucrose (a) and inulin
(b) as substrate.

Silva, M.F; Dallago, R. M.; OLIVEIRA, D.; TREICHEL, H. Evaluation of enzymatic activity of commercial inulinase

from Aspergillus niger immobilized in polyurethane foam. Food and Bioproducts Processing, v.91, p.54 - 59, 2013



LIOFILIZADA - 10% (M/V)

POLIURETANO (PU)
URI LIPASE
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Amostras

ATIVIDADE ESTERIFICACAO

(U/9)

Superior 31,4
Médio 63,8
Inferior 4727

Distribuicéo heterogénea da enzima;

Provavelmente devido a Densidade da
enzima liofilizada;




POLIURETANO (PU)
URI LIPASE

o
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SOLUCAO 2%
(10% V/V)

ACETONA
ETANOL
AGUA

1
 ——

=

VISTA SUPERIOR | VISTA LATERAL

Poliuretano sintetizado

Estrutura polimeérica

Boa po

Imerizacao

rigida, compactae

ETANOL

bifasica, s/atividade S/ Atividade

AGUA
C/ Atividade




POLIURETANO (PU)
URI LIPASE
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Ty
oy g

VISTA SUPERIOR | VISTA LATERAL

0111 £1153°
900,3 * 106,1°

¥

RENDIMENTO IMOBILIZACAO
DE =250 %
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Estabilidade da Enzima Imobilizada em PU
armazenada a baixas temperaturas

POLIURETANO (PU) | ‘fxﬁ ENZITEC 2016
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Atividade Residual (%)
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Estabilidade da Enzima Imobilizada em PU
armazenada a altas temperaturas

100 in? A A FEL 80C 100 & B é é 8
®EL 60C
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80 AEL 40C s %0
e <
60 - g o0
o
g IMOBILIZADA PU
S 40
40 =
|_ I V R E < mAS_80C
20
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0 4 AS_40C
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Tempo (horas)
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POLIURETANO (PU)
URI LIPASE

REUSO Aplicacao

17 a 20 de Julho de 2016 — Universidade de Caxias do Sul

Atividade Residual (%)

7 4
WMl 4 g @ 6 g © O Sintese de Esteres
A
80 A 9 Table 2
Reaction yield obtained in the catalyred reactions by immobilized CALB lipass in
polyurethane.
60 Ermzymatic synthesis Yield (X)
) Molar ratio (acid/alkcohol)
40 0 Geladeira am
A Amblente Geranyl oleate 103
20 <> 40 OC Ce.’anv! propionate ‘3(; E'
Ethyl oleate 966
0
0 10 20 30 40

Numero de Reciclos

DALLAGO, R. M.; NYARI, N. L. D.; FERNANDES, I. A.; VARGAS, C. E. B.; STEFFENS, C.; ZENI, J.; OLIVEIRA, D.; RIGO, E.,
In situ immobilization of Candida antarctica B lipase in polyurethane foam support. Journal of Molecular Catalysis. B,
Enzymatic, v.124, p.52 - 61, 2016..
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POLIURETANO (PU) v‘ﬁ’ ENZITEC 2016

Perfil enzimatico e proteico da pectinase comercial

Atividade enzimética especifica (U mg” proteina) Proteina total
(mgmL)
PG PME PL FPase XE
61292706 988363 |125£39%6 201053 68131012 039002
A

T Ativ. Poligaracturonase e Pectinametilesterase

Testes preliminares com a pectinase liquida: perda total da atividade;
resultado associado ao efeito do calor durante a polimerizagdo do PU.
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Liofilizacao e Imobilizacao da pectinase comercial

30 mL de { ‘
pectinase

Poliol*
‘ Pectinase
Congelamento liofilizada s 2
Freezer (-80 °C x 24h) (0,1,0,2e 0,4 q) PU + pectinase
] Solubilizagéo » Repouso 24 h
Liofilizador '

(1x103 mbar, -50 °C x 72 h) Isocianato*
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Liofilizacao e Imobilizacao da pectinase comercial

30 mL de { ‘
pectinase

Poliol*
‘ Pectinase
Congelamento liofilizada s 2
Freezer (-80 °C x 24h) (0,1,0,2e 0,4 q) PU + pectinase
] Solubilizagéo » Repouso 24 h
Liofilizador '

(1x103 mbar, -50 °C x 72 h) Isocianato*
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Efeito da quantidade inicial de pectinase liofilizada sobre a atividade enzimatica (pH
4,5; 37 °C) e o rendimento de imobilizacéo (y).
Pectinase imobilizada em RFPU

Pectinase A;:ividqde Massa Atividade Atividade total v (%)
liofilizada o erIeC|q§l total pectinolitica (nmol min™)
adicionada  (umol min™) gerada  (umol min g?)
(9) (g)
0,1 41,97 5,18 16,20 + 0,57° 83,89 + 2.95° 199,90 + 7,03?
0,2 83,94 529 28,33 +146° 149,94 + 7,75°| | 178,64 + 9,40°
0,4 167,87 549 30,16 +0,70° 165,49 + 3,82°| 98,58 + 2,28"

¥ (%) vinculado a saturacéo da superficie do suporte com o excesso de enzima
oferecida, causado pelo fendbmeno de aglomeracéao, bloqueios dos sitios da enzima.
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_Avaliacao da distribuicao da pectinase na ERPU

Corte Atividade pectinolitica (U g™
Longitudinal Média das Fracbes A, Be C

| 24,68 +5,23

| 25,99% + 2,36

Il 23,25% + 2,92

v 27,35 +5,01
Transversal Média das FracGes I, 11, 11l e IV
A 23,29 + 2,48

B 23,228 +2,41

G 29,44" + 2,78

Distribuicéo relativamente homogénea
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XII SEMINARIO BRASILEIRO DE TECNOLOGIA ENZIMATICA
e .

Estabilidade ao armazename

POLIURETANO (PU)
PECTINASE COMERCIAL

220
200 —#— Pectinase ERPU
—e— Pectinase liofilizada
180 —m— Pectinase liquida
p— o 1
S 140
=
S 120
-*
= 100 W P. ERPU: 194% AR
=
% 80
60
40
0 50 100 150 200 250

Tempo (dias)

Perfil de estabilidade ao armazenamento a 4 °C para a enzima livre e imobilizada em ERPU.
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POLIURETANO (PU)

URI PECTINASE COMERCIAL
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10 160 |
> 30 dias
. T
£ T
s e, xif_—i———-,_
A : . 9%
E Pectinase liguida (c) 2 e
260 —+ Temperatura ambiente (°C) g Pectinase ERPU (a)
2 e 40°C P g —+Temperatura ambiente (°C)
) 10 dias 3% 3 -40C
3 —+60°C E & —=55°C
2 2 =+70°C “ ——60°C
T ST0C
0 I ) . —+80°C
0 2 4 6 $ 0 60 10 160 10 0 10 0 3 ] 130 180 230
Tempo (dias) Tempo (dias)

e Maior estabilidade pectinase ERPU: sugere a eficiéncia do método de imobilizacdo



Atividade residual (%)

80
60
40
2

POLIURETANO (PU)
PECTINASE COMERCIAL
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o
o 2o
r f
O

Estabilidade operacional

Facil recuperacéao e reuso;
6 ciclos (35 % ativ. Inicial);

Lixiviagao da enzima do suporte ou
inativacao.

2 3

Ciclos

4
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POLIURETANO (PU)

URI PECTINASE COMERCIAL
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Apllcac;ao clarificacao de suco de goiaba

120 Ensaios conduzidos com
PC: 73,7% mesma massa de enzima
100 - L RT:73,3%
< /_A_\ PC: 55,3%
eé“ 80 7 I RT 56,4% mPC Porcentagem Clarificagdo
S 60 @ RT Reducdo Turbidez
= il
E S . PC: 24 %
c
% 40 - 8 RT: 16%
[~
20 -
. obilizad

SST STL STI1 STI2 STI3 STI4

BUSTAMANTE-VARGAS, C. E.; DALLAGO, R.M.; OLIVEIRA, D.; NYARI, N. L. D.; VALDUGA, E.; SOARES, M. A,; TONIAZZO, G., In situ immobilization
of commercial pectinase in rigid polyurethane foam and application in the hydrolysis of pectic oligosaccharides. Journal of Molecular Catalysis. B,
Enzymatic. v.122, p.35 - 43, 2015
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URI  TECNICASOL-GEL- LIPASE Applobedi o iyl
METODOLOGIA - IMOBILIZA(;AO PELA TECNICA DE SOL-GEL
= 5mLTEOS iy Agitador orbital
= 5 mLEtOH (shaker)
= 1,61mLH,0 e 90 min
= 3 gotas catalisador ‘ e 40°C
" HClou e 180 rpm
= NH,OH ou it
= HBr

* 1 mLsolugdo enzimética (0,16 g de
e 1 mLsolugdo de PEG 1500 (0,05 g)

enzima) J
Amostras com aditivo

= 1,75 mL da solugéo hidrolisante

(0,25 mL de hidréxido de aménia em 1,5 mL de alcool etilico)




URI

Derivado
Acido

- Derivado Derivado

MATERIAIS SILICIOSAS
TECNICA SOL-GEL - LIPASE

Apos a Sintese

ENZITEC 2016
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Biocatalisador

Massa Atividade  Rendimento
Seca (g) (U/gsuporte) (%)

Basico Nucleofilico

Acido 2,16 197,05 54,77

Acido ¢/ aditivo 2,54 209.80 68,28
Basico 147 177,00 26,49
Basico ¢/ aditivo 1,48 378,78 72,03
Nucleofilico 2,03 148,46 38,72
Nucleofilico ¢/ aditivo 2,75 260,63 92,18

Aditivo PEG 1500 melhora owriendimento de

imobilizacao e a massa de imobilizado




MATERIAIS SILICIOSAS x ENZITEC 2016
URI TECNICA SOL-GEL - LIPASE i

A" prs

Atividade de esterificacao em diferentes
temperaturas na reacao de sintese

1200,000 ¢ Nucleofilico com PEG
. &
%D 1000,000 B Nucleofilico sem PEG
a o
’§. 800,000 » A Bisico com PEG
355’ n
g 600,000 X < Basico sem PEG
% A X * Enzima livre
< 400,000
S X - :
2 oo 0 Maiores temperatura efeito
< ! ) i it i
negativo da imobilizacao
0,000 Transferéncia do Calor

30°C 40 °C 50°C



Atividade Residual (%)

MATERIAIS SILICIOSAS
TECNICA SOL-GEL - LIPASES

[ # Basico com PEG ]
100,00 B%
90.00 * B Basico sem PEG
80,00 i
A Nucleofilico com PEG
70,00
60,00 = < Nucleofilico sem PEG
L 2
50,00 ¢
40,00
30,00 A
X
20,00 o
10,00
0,00
0 2 3 4 5
Reusos
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Aplicacéo / Ester

Suporte

Conversao Acetato

Isoamila (%)

basico

e

FICANHA, A. M. M.; NYARI, N. L. D.; LEVANDOSKI, K.; MIGNONI, M. L.; DALLAGO, R. M., STUDY OF IMMOBILIZATION OF LIPASE IN SILICA BY
THE SOL-GEL TECHNIQUE. Quimica Nova v.38, p.364 - 369, 2015.
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Nao existe procedimento definitivo para a
escolha do melhor método de imobilizacao,
ogue se adequa bem para uma enzima
pode nao servir para outra.

e

@ 7~ Fique atento, pois de onde vc menos
espera pode surgir uma boa ideia.

A
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