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O e-book “Investigação Científica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de 
Alimentos 2, está dividido em 2 volumes que totalizam 48 artigos científicos, os quais 
englobam temáticas relacionadas a Ciência e Tecnologia de Alimentos e Engenharia 
de Alimentos. Os artigos abordam assuntos atuais na área de alimentos, ampliando o 
conhecimento da comunidade científica. 

Desejamos uma boa leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: As experiências seguintes são 
oferecidas como hipótese que o método de 
imobilização não aumenta o valor de Km como 
publicado por alguns autores. A invertase de 
levedura comercial (ILC) livre foi imobilizada 
covalentemente em glioxil-agarose usando 
três suportes ativados (2,5, 5 e 10 g) e dois 
pHs (7 e 10) como tratamentos para avaliar a 
eficiência da imobilização (EI) e atividade de 
recuperada (ARE). A atividade foi determinada 
por incremento na absorbância a 490 nm usando 

o método colorimétrico que resulta da reação da 
glicose-DNS. Os valores de Km foram de 24 mM e 
6,1 mM de sacarose para extrato cru e purificado, 
respectivamente. A imobilização ótima foi em pH 
10 durante 24 h a 25ºC, 50 rpm; o suporte ativado 
de 5 g, ARE de 46,4%, RI de 37,5% e Vmax/Km de 
65,2 de U.mg-1.mM-1. Finalmente, conclui-se que 
o método de imobilização não aumenta o valor 
do Km, este é dependente da carga de suporte 
oferecida e do pH de imobilização. 
PALAVRAS-CHAVE: Invertase, Saccharomyces 
cerevisiae, carga de suporte, pH de imobilização.

ABSTRACT: The following experiments are 
provided as a hypothesis that the method of 
immobilization does not raise Km values as 
published by some authors. Free commercial 
yeast invertase (CYI) was covalently immobilized 
in glyoxyl agarose using three activated supports 
(2.5, 5, and 10 g) and two pH levels (7 and 10) 
as treatments to assess immobilization efficiency 
(IE) and recovered activity (RA). Activity was 
determined by an increase in absorbance at 490 
nm using the colorimetric method resulting from 
the glucose-DNS reaction. Km values were 24 mM 
and 6.1 mM saccharose for crude and purified 
extract, respectively. Optimal immobilization 
took place at pH 10 for 24 h at 25°C and 50 rpm 
with 5 g activated support, 46.4% RA, 37.5% 
IE, and Vmax/Km of 65.2 U.mg-1.mM-1. Finally, it is 
concluded the immobilization method does not 
increase Km values, which depend on the support 
load provided and immobilization pH. 
KEYWORDS: Invertase, Saccharomyces 
cerevisiae, load support, pH immobilization.
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1 | 	INTRODUÇÃO
Uma alternativa para produção de açúcar invertido é a hidrólise enzimática usando 

invertase imobilizada. As invertases de origem microbiana têm sido bastante estudadas, 
especialmente de Saccharomyces cerevisiae. A imobilização consiste em reter ou ligar 
enzimas ou sistemas enzimáticos em uma região definida do espaço, normalmente um 
suporte. Nesse processo é importante preservar a atividade catalítica, de modo a permitir 
seu uso de maneira repetida e contínua.  A imobilização da invertase ocorre principalmente 
por adsorção ou ligação covalente em um suporte ou aprisionamento em membranas 
(KOTWAL e SHANKAR, 2009).  Neste trabalho fez-se imobilização por ligação covalente a 
um suporte, em duas etapas. A primeira etapa envolve a reação da agarose com o glicidol 
em presença de NaOH e NaBH4 resultando agarose-gliceril (Eq. 1) e sua oxidação em 
presença de periodato de sódio para dar gel de agarose-glioxil (Eq. 2), que é o suporte 
pronto para imobilizar a invertase.  Este tipo mecanismo confere uma maior estabilidade, 
dificultando a soltura da enzima do suporte e permitindo a utilização de substrato mais 
concentrado (CARAVANTE, 2013).

Comercialmente, a imobilização permite aproveitar a atividade enzimática por mais 
tempo, montar um biorreator com enzimas imobilizadas, melhorar a estabilidade de enzima, 
operar de forma continua, entre outras (GUISÁN, 2006). Nesse contexto, o estudou-se o 
processo de imobilização da invertase obtida de levedura comercial imobilizada em suporte 
de agarose-glioxil. As variáveis selecionadas foram: estabilidade da enzima livre, carga de 
proteína ofertada ao suporte e pH de imobilização, avaliando atividade recuperada (ARE) 
e eficiência da imobilização (EI). Também, se avaliou o efeito da concentração da sacarose 
na atividade da invertase livre e imobilizada.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS
O extrato enzimático foi obtido usando extração com NaHCO3, conhecido como 

autólise. Para cada 100g de levedura comercial, são utilizados 300mL de solução de 
NaHCO3 0.1M a 40 °C e 200 rpm. O suporte agarose-glioxil foi preparado por esterificação 
da agarose com glicidol e posterior oxidação com periodato de sódio, Conforme equações 1 
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e 2 descritas anteriormente. As quantidades e a técnica estão descritas em Komesu (2009). 
A eficiência da formação do suporte de agarose-glioxil, foi determinado pelo periodato 
(IO4

-) não consumido na reação de oxidação dos grupos gliceril. A evolução da oxidação foi 
acompanha pela medida da absorbância a 560 nm que foi definida por varredura, usando 
um sistema reacional contendo KI, NaHCO3 saturado com adição de NaIO4. A imobilização 
da invertase em agarose-glioxil foi realizada a 25ºC, 50 rpm durante 24h em tampão 
fosfato de sódio 100 mM pH 7,0 e tampão bicarbonato de sódio 100 mM pH 10. Uma 
alíquota de 1mL do meio reacional contendo tampão de imobilização e enzima foi retirada 
para medida de atividade inicial (branco de imobilização). Adicionou-se na suspensão de 
imobilização boroidreto de sódio (1 mg /mL suspensão), durante 30 minutos com agitação 
(100 rpm), 25ºC, com posterior centrifugação e reconstituição com tampão acetato de 
sódio 200mmol/L pH 5. A atividade da ILC livre e imobilizada foram acompanhadas por 
estimativa colorimétrica da glicose usando 3,5-dinitrosalicílico (DNS) e sacarose como 
substrato. A hidrólise foi conduzida 25oC e pH de 5 como definido por Toralles et al. (2014). 
A concentração de proteínas foi determinada pelo método Lowry.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	 Estabilidade da ILC livre em diferentes pHs
Na Figura 1 tem-se a estabilidade do extrato de invertase livre de levedura comercial 

de pão (ILC) a 10% em volume, durante 24 horas, a 25oC e 50 rpm de agitação orbital. Esse 
estudo teve o objetivo de avaliar a perda de atividade da do extrato de ILC em diferentes 
pHs usados  durante a sua imobilização. Após 24 horas de incubação, o extrato diluído em 
água reteve 80% de sua atividade inicial, seguido do extrato diluído em pH 10, retendo 47% 
da atividade da invertase; no pH 7 apenas 26%.

Figura 1. Estabilidade da invertase de levedura de pão. Os extratos purufucados foram diluidos 
em ( ) água, ( ) em pH 10 e ( ) em pH 7. Todos foram incubados durante 24 horas a 25˚C 

rpm, com uma diluição final de 10% v/v.



Investigação Científica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capítulo 15 156

As invertases apresentam uma ampla faixa de atuação para pH como mostra a 
Figura 1. No pH 10, apesar da atividade ser baixa, mostrou-se estável. Segundo Komesu et 
al. (2009), tal propriedade e pH facilitam a imobilização multipontos em diversos suportes, 
pois esse pH favorece à presença de grupos -NH2, não iônicos, na superfície da enzima e, 
assim, favorável à imobilização.

3.2	 Parâmetros de imobilização para ILC
Na Tabela 1 tem-se os parâmetros de imobilização da ILC utilizando gel de agarose-

glioxil como suporte. Pode-se observar que na “carga” oferecida de proteína de 5,6 mg por 
grama de gel, em pH 10, foi onde se observou melhor rendimento de imobilização (44,7%) 
em termos de proteína fixada do suporte, mas tanto para a carga 1,4 como 2,8 mg de 
proteína por grama de gel, em pH 10, favoreceram maior recuperação de atividade. Por 
outro lado, a maior atividade (36 U.mL-1) foi observada em pH 7, carga 3,0 mg de proteína 
por grama gel e atividade 180 U.mL.g gel -1. 

Gela
(g)

Cargab

(mg/g gel-1) pH Recuperação
(%)

RI
(%)

Atividade
(U.mL-1)

Atividade
(U.mL-1. g de gel-1)

0,00 14,8 7,0 100 0 316,9 ---
2,50 5,9 7,0 2,30 29,6 7,40 74,4
5,00 3,0 7,0 11,4 37,1 36,0 180,2

10,00 1,5 7,0 3,50 30,6 11,0 27,5
0,00 14,1 10,0 100 0 35,9 ---
2,50 5,6 10,0 30,3 44,7 10,9 108,7
5,00 2,8 10,0 46,4 37,5 16,7 83,3
10,0 1,4 10,0 47,4 30,9 17,0 42,5

aGel= gel de agarose-glioxil; bCarga= carga oferecida de proteína (mg) por gel de agarose-
glioxil (g). Para cada tratamento de ‘Gel’ tem-se 2,5 mL de extrato de ILC e 22,5 mL de tampão 
no pH apropriado.

Tabela 1. Rendimento de imobilização da ILC (RI), atividade recuperada (AR) para diferentes 
cargas de proteínas oferecidas ao suporte de agarose-glioxil, com pH 7 e 10, de imobilização a 

25oC e 50 rpm.

Os maiores valores para rendimento e recuperação da atividade foram observados 
em pH 10 concordando com a teoria dos grupos –NH2 explicado anteriormente e, também, 
devido a estabilidade neste pH ser maior (Figura 1). Santos (2010), também trabalhando 
com invertase obtida de levedura comercial Fleischmann, encontrou rendimento superior 
para invertase imobilizada em bagaço de cana (59,83%) e inferior para imobilizada em 
sabugo de milho (21,40 %), sendo que ambos os resíduos agroindustriais foram submetidos 
a mesma técnica de imobilização resultando em suporte de resíduo-glioxil.  O sistema de 
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imobilização gel de agarose-glioxil como suporte tem sido usado para outras enzimas. 
Komesu et al. (2009) comunicaram um RI de 60,5% e 66,8% de recuperação da atividade 
da xilanase comercial (EC 3.2.1.8), usando quitosana 2.5% ativada com epicloridrina.

3.3	 Parâmetros cinéticos para invertase livre e imobilizada
Os parâmetros cinéticos para a velocidade de inversão da sacarose foram 

determinados para ILC livre e imobilizada por regressão não linear (Figura 2; Tabela 2) 
e observou-se um comportamento michaeliano para todos os tratamentos da Tabela1. 
Segundo Toralles et al. 2014, o valor de Km é cerca de 24 mM sacarose para extrato bruto a 
25oC e pH 5, que é muito próximo ao encontrado por Andjelković et al. (2010) para mesma 
invertase de S. cerevisiae. Por outro lado, para o extrato purificado em acetona, o valor é 
cerca de quatro vezes menor, 6 mM. Tal fato indica que a purificação melhora a afinidade 
pela sacarose (Figura 2). 

Figura 2. Efeito da concentração da sacarose na velocidade de hidrólise da invertase purificada 
de levedura comercial. Tampão Mcllvaine pH 5. Temperatura: 25±0,1oC. Enzima: 1,0 mL em 3,0 
mL de meio reativo. Inserido: gráfico de Lineweaver-Burk. Os pontos representam a média de 3 

repetições.

Para cada condição de imobilização apresentada na Tabela 1, observou-se um 
comportamento cinético diferenciado entre enzima imobilizada e a concentração do 
substrato ofertada com relação afinidade e especificidade (Tabela 2). Para adição de 5 
gramas de gel de agarose-glioxil como suporte, a afinidade foi maior em pH 10 do que em 
pH 7 quando comparados os valores Km (Tabela 2).  Os valores Vmáx/Km, que é chamado de 
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coeficiente de especificidade, foram de cerca de 65,2 e 35,4 U.mg-1.mM-1, respectivamente, 
indicando que a invertase imobilizada, em suporte de agarose-glioxil em pH 10, tem cerca 
do dobro de especificidade do que a imobilizada em pH 7. Também nessa carga de gel foi 
que observou uma cinética favorável quando comparado com as demais cargas. 

Alguns autores citam que a imobilização aumenta significativamente o valor de 
Km (AKGÖL et al., 2001; RIBEIRO e VITOLO, 2005; ANDJELKOVIĆ et al., 2015). Por 
exemplo, Emregul et al.  (2006), trabalhando com imobilização de invertase em gel de 
poliacrilamida em pH 7,2, encontraram 86 mM e 166 mM para invertase livre e imobilizada, 
respectivamente. Eles alegaram que o aumento de cerca de 1,92 no valor de Km pode 
ser devido ao limitado acesso das moléculas de sacarose ao sítio ativo da enzima 
imobilizada. Tal fato pode ser a sua distribuição ao longo da camada do polímero utilizado 
para imobilização e sua modificação conformacional. No presente trabalho, os resultados 
indicam que a técnica de imobilização usada não afeta o valor de Km quando comparados 
os valores da ILC imobilizada com a ILC livre da tabela, mas sim a carga ofertada, em 
miligramas de proteínas por grama gel, e, também, o pH de imobilização (Tabela 1 e 2).  

Parâmetros ILC livre Invertase imobilizada em agarose-glioxil
pH 7 7 7 10 10 10

Gel (g) 0 2,5 5,0 10 2,5 5,0 10

Km
a (mM) 6,61± 

0,19**
98,6 ± 
18,3**

5,95± 
0,27**

39,6± 
3,54**

27,7 ± 
8,70 **

1,27 ± 
0,31 **

18,1 ± 
3,45 **

Vmax
a

 (U.mg-1) 300,0 ± 
0,94**

180 ± 
21,2**

211 ± 
2,01**

168,3 ± 
6,82**

55,4 ± 
4,82 **

81,4 ± 
1,00 **

114 ± 
5,89 **

Vmax /Km 45,4 1,82 35,4 4,24 2,00 65,2 6,33
R2 0,99 0,98 0,90 0,93 0,98 0,97 0,98

Inibição >20 mM >78 mM >58 mM > 78 mM >98 mM >117 mM >98 mM

 Valor ± intervalo de confidência a p=0.05. **Significativo (p≤0,01). ns Não  significativo.

Tabela 2. Constante de Michaelis (Km) e velocidade máxima (Vmáx) da invertase  imobilizada 
de levedura comercial (ILC)

4 | 	CONCLUSÃO
Nas condições de imobilização (24 horas, 25oC e 50 rpm), a ILC livre é mais estável 

em pH 10. Também nesse pH é maior a recuperação da atividade após sua imobilização 
e maior o rendimento para carga ofertada de 2,8 miligramas de proteína por grama de 
gel, com coeficiente de especificidade (Km/Vmax) superior aos demais. Quando comparadas 
com extrato bruto, pode-se afirmar que a purificação aumenta 3-4 vezes a afinidade pela 
sacarose e 10 vezes a especificidade. Entre as imobilizadas, a afinidade é maior em pH 10, 
sendo que em todas condições observou-se comportamento michaeliano para invertase 
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livre e imobilizada.  Finalmente, a carga ofertada de proteína por grama de gel e o pH de 
imobilização afetam a afinidade e especificidade da ILC.
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