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RESUMO

As amilases sdo enzimas amplamente utilizadas na indudstria, correspondendo a
aproximadamente 25 a 30% do mercado mundial de enzimas, sendo utilizadas em industrias de
alimentos, bebidas, farmacéutica e de biocombustiveis. A maior parte das enzimas utilizadas
ainda é empregada em sua forma livre e estabilizada em solugdes. Entretanto o uso de enzimas
imobilizadas pode apresentar beneficios como a recuperacdo e maior estabilidade do
biocatalisador. O estudo de suportes naturais de baixo custo, como a gelatina, tem sido realizado
com o objetivo de baratear o processo. Os estudos de imobilizacdo se concentraram,
principalmente, na imobilizacdo de uma Unica enzima. No entanto, em muitos casos uma Unica
enzima ndo pode catalisar completamente as reacdes desejadas, sendo necessarias varias
enzimas trabalhando em sequéncia, como no caso da sacarificacdo do amido. A associacao de
duas ou mais enzimas em sistemas imobilizados vém sendo estudada para uso industrial,
visando melhorar a eficiéncia catalitica, porém, poucos estudos relatam a imobilizacdo conjunta
ou coimobilizag@o de glicoamilase e a-amilase. Assim, objetivou-se avaliar se a coimobilizagédo
das enzimas a-amilase e glicoamilase poderia trazer beneficios aos processos de hidrolise de
amido. As enzimas a-amilase (Liquozyme ® Supra 2.2X) e glicoamilase (AMG ® 300L) foram
coimobilizadas em dois suportes distintos (gelatina e gelatina/alginato de célcio) reticulados
com glutaraldeido ou Ca?*, respectivamente. O impacto do glutaraldeido na atividade cataliticas
das enzimas imobilizadas foi avaliado. Estudos de pH e temperatura 6timos, rendimento de
imobilizacdo, reuso e sacarificacdo do amido foram realizados. Os suportes foram
caracterizados quanto a sua composi¢do quimica por FTIR, comportamento térmico por DSC e
TGA, morfologia, porosidade, grau de reticulacdo, resisténcia a compresséao, solubilidade e
intumescimento. Os resultados obtidos demonstraram que as duas enzimas utilizadas
apresentaram comportamento similar quanto aos parametros de pH e temperatura 6timos, o que
aponta a possibilidade de promover sua imobilizagdo conjunta em uma mesma matriz. Apos a
coimobilizacdo, em ambos 0s suportes, as enzimas foram estaveis em temperaturas mais altas.
O suporte de gelatina reticulada com glutaraldeido conferiu as enzimas estabilidade em pH mais
acido. O aumento na concentracdo de glutaraldeido afetou negativamente as atividades
enzimaticas. No entanto, em baixas concentragdes a eficiéncia de imobilizacéo foi satisfatoria.
Os imobilizados puderam ser reutilizados em até 8 ciclos de hidrélise consecutivos e foram
mais eficientes na sacarifica¢cdo do amido que as enzimas livres sob as mesmas condicdes. Os
resultados de composicdo dos suportes mostraram a interacdo entre gelatina e alginato no
suporte composto. A reticulacdo pbde ser detectada através da mudanca nas interacGes na
estrutura molecular polimérica. A reticulacdo ndo afetou o comportamento térmico, porém teve
impacto na resisténcia mecanica, solubilidade e intumescimento dos suportes. Ademais ambos
0s suportes apresentaram morfologia porosa, porém a porosidade efetiva foi baixa,
provavelmente, devido as fortes interagBes entre seus constituintes. A partir dos resultados, é
possivel inferir que a coimobilizacdo de amilases é um procedimento proficuo pois pode
permitir melhorias na eficiéncia catalitica em reacfes enzimaticas em cadeia. Pode-se ainda
estabelecer o suporte reticulado com glutaraldeido como o mais indicado para uso na
coimobilizacdo. Todavia a imobilizacio em suporte reticulado com Ca?* também apresentou
caracteristicas promissoras quanto a atividade catalitica, embora sua maior instabilidade
estrutural seja um ponto critico.

Palavras-chave: a-amilase, glicoamilase, imobilizacdo, sacarificacéo.






ABSTRACT

Amylases are enzymes in the industry accounting for 25 to 30% of the world's enzyme market,
being used in the food, beverage, pharmaceutical and biofuel industries. Most of the enzymes
used are still used in their free form and stabilized in solutions, however, the use of immobilized
enzymes may have benefits such as recovery and greater stability of the biocatalyst. The study
of low cost natural supports, such as gelatine, has been carried out in order to make the process
cheaper. Immobilization studies focused primarily on the immaobilization of a single enzyme.
However, in many cases a single enzyme can not completely catalyze the desired reactions and
several enzymes are needed in sequence, as in the case of saccharification of the starch. The
association of two or more enzymes in immobilized systems has been studied for industrial use
in order to improve catalytic efficiency. However, few studies report the joint immobilization
or coimobilization of glycoamylase and a-amylase. Thus, the aim of this study was to evaluate
whether the immobilization of the a-amylase and glycoamylase enzymes could bring benefits
to the starch hydrolysis processes. a-amylase (Liquozyme ® Supra 2.2X) and glycoamylase
(AMG ® 300L) enzymes were coimobilized into two distinct supports (gelatin and
gelatin/calcium alginate) cross-linked with glutaraldehyde or Ca?* respectively. The impact of
glutaraldehyde on the catalytic activity of the immobilized enzymes was evaluated. Optimum
pH and temperature studies, immobilization yield, reuse and saccharification of starch were
performed. The substrates were characterized for their chemical composition by FTIR, thermal
behavior by DSC and TGA, morphology, porosity, degree of crosslinking, compressive
strength, solubility and swelling. The results obtained showed that the two enzymes used
showed similar behavior regarding the optimum pH and temperature parameters, which
suggests the possibility of promoting their joint immobilization in the same matrix. After
coimobilization, in both substrates, the enzymes were stable in higher temperatures.
Glutaraldehyde cross-linked gelatin support gave the enzymes stability at more acidic pH. The
increase in glutaraldehyde concentration negatively affected the enzymatic activities. However,
at low concentrations the immobilization efficiency was satisfactory. The immobilized could
be reused in up to 8 consecutive hydrolysis cycles and were more efficient in the
saccharification of the starch than the free enzymes under the same conditions. Supports
composition showed the interaction between gelatin and alginate in the composite support.
Crosslinking could be detected by changing the interactions in the polymer molecular structure.
Crosslinking did not affect the thermal behavior, but had an impact on the mechanical strength,
solubility and swelling of the supports. In addition, both supports presented porous morphology,
but the effective porosity was low probably due to the strong interactions between their
constituents. From the results it is possible to infer that the coimobilization of amylases is a
useful procedure since it can allow improvements in the catalytic efficiency in enzymatic chain
reactions. Crosslinked support with glutaraldehyde may also be established as the most suitable
for use in coimobilization. However, the immobilization in crosslinked support with Ca?* also
presented promising characteristics regarding catalytic activity, although its greater structural
instability is a critical point.

Key words: a-amylase, glycoamylase, immobilization, saccharification.
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1  INTRODUCAO

A demanda global por enzimas para diferentes areas devera crescer em média 4,6% até
2020, alcancando US$ 7,2 bilhGes. Este mercado inclui enzimas usadas em aplicacoes
industriais (alimentos, bebidas, produtos de limpeza, biocombustiveis, racdo animal, entre
outros) e aplicagdes especiais (pesquisa, biotecnologia, diagndsticos e biocatalisadores)
(FREEDONIA GROUP, 2016). Neste contexto, 0s avancos obtidos na area de bioprocessos
enzimaticos, como o uso combinado de varias enzimas ou mesmo enzimas de origem
geneticamente modificada, tém dado maior rapidez aos processos industriais e otimizado seus
rendimentos a partir da mesma quantidade de matéria-prima (MARKETS AND MARKETS,
2016).

A necessidade de carboidrases no processamento de alimentos, bem como na producéo
de biocombustiveis, surge como um dos principais estimulos ao mercado de enzimas. Dentre
as enzimas de maior importancia comercial e biotecnoldgica estdo as amilases, uma classe de
biocatalisadores tipicamente empregados na hidrélise do amido, que perfaz aproximadamente
25 a 30% do mercado mundial (DEB et al., 2013; SOUZA; MAGALHAES, 2010).

As enzimas glicoamilases e a-amilases estdo entre as principais amilases envolvidas na
hidrolise enzimatica do amido, que comparada com a hidrolise quimica tem vantagens como:
ser uma reacao executada sob condi¢des moderadas, apresentar um rendimento tedrico elevado
devido a especificidade das enzimas pelo substrato e ndo formar subprodutos indesejaveis
(COSTA-SILVA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016). Porém, grande parte das amilases
comerciais esta disponivel na forma livre, dispersas em uma solucdo de conservacao. Essa
forma de utilizagdo possui alguns inconvenientes como sensibilidade a grandes variagdes nas
condicOes operacionais, principalmente de temperatura e pH, vida de prateleira reduzida e
inativacdo ao final do processo (MATEO et al., 2007), entraves que necessitam ser superados
para melhorar a viabilidade econdmica do seu uso.

Considerando que as enzimas sdo produtos de alto valor agregado, devido as
dificuldades na sua producao e purificacdo, métodos que permitem sua ligacao ou imobilizacao
em suportes inertes tém sido propostos como meio para superar esses obstaculos econdmicos.
Estudos para imobilizagdo de glicoamilase ¢ a-amilase tém sido realizados com vistas a
promover a hidrélise do amido e reciclar posteriormente os biocatalisadores (AHMED;
MOSTAFA; OUIS, 2018; JADHAV; SINGHAL, 2013; JAISWAL et al., 2012a; PARK et al.,
2005; XU; YAN; FENG, 2016).
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A imobilizacdo, conforme descrito por Brady e Jordaan (2009), pode alterar os pontos
otimos de pH e temperatura das enzimas promovendo maior estabilidade. A maneira como
ocorrem essas alteracdes dependera ndo somente do método de imobilizacdo utilizado, mas
também das caracteristicas intrinsecas da enzima em questéo, do tipo de suporte adotado, assim
como da reacdo catalisada (BARBOSA, 2009; MATEO et al., 2007). Se devidamente
concebida, a imobilizagdo pode se tornar um meio eficaz para obter biocatalisadores com as
propriedades desejadas (COSTA-SILVA et al., 2013).

Ha uma grande variedade de métodos de imobilizacdo que podem ser classificados
quanto a natureza das interacbes em metodos onde ha ligacdo entre a enzima e o suporte e
métodos onde o biocatalisador é aprisionado no interior do suporte. As propriedades das
enzimas imobilizadas sdo governadas pela interacdo entre a enzima e 0 suporte. Entre os
suportes comumente utilizados na imobilizacdo, a gelatina figura como um biopolimero de
origem natural, servindo como matriz onde enzimas podem ser imobilizadas, tendo mostrado
excelentes caracteristicas para a concepcdo de biomateriais (CANTONE et al., 2013;
FRANSSEN et al., 2013; RUEDA et al., 2016).

Sistemas imobilizados multi-enzimaticos vém sendo estudados para uso industrial, mas
poucos estudos relatam a imobilizagdo conjunta de glicoamilase e a-amilase para hidrolise do
amido, de modo que se justifica o desenvolvimento de um sistema em que ambas as enzimas
estejam coimobilizadas. Neste contexto o objetivo desta dissertacdo foi avaliar se a
imobilizagdo das enzimas a-amilase e glicoamilase poderia trazer beneficios aos processos de
hidrolise de amido. Tendo como objetivos especificos:

a) caracterizar as enzimas livres quanto a pH e temperatura 6timos;

b) estimar o efeito do glutaraldeido sobre a atividade das enzimas;

C) coimobilizar a-amilase e glicoamilase em dois suportes diferente;

d) empregar diferentes métodos para a coimobilizacao;

e) determinar o rendimento de imobilizacdo das enzimas e seu comportamento

operacional;

f) avaliar os suportes quanto a interacdo entre seus componentes e 0 impacto da

reticulacdo sobre suas caracteristicas.

Neste sentido, a linha de pesquisa “Processos biotecnologicos e ndo convencionais na
producao de alimentos e ingredientes”, do PPGCTA/UPF, engloba a tematica deste projeto,
dado que o emprego de enzimas imobilizadas pode contribuir para a obtencéo de produtos como

maltose e xaropes de glicose, bebidas fermentadas e etanol com maior eficiéncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENZIMAS

Desde a antiguidade, enzimas tém sido componentes chave em muitas atividades
humanas, especialmente no processamento de alimentos, bem antes de sua natureza ou fungéo
serem conhecidas. Desde entdo, seu papel nos processos bioldgicos tem sido extensivamente
estudado, a fim de estender sua utilizacio em condicdes controladas (BRENA; GONZALEZ-
POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).

As enzimas sao catalisadores bioldgicos responsaveis por reduzir a energia de ativacdo
das reacgdes bioldgicas, acelerando-as sem alterar a constante de equilibrio e a energia livre de
reacdo (SANTOS, 2014; GURSEL et al., 2003; UYGUN et al., 2015).

Em geral, a utilizagdo de enzimas proporciona vias sintéticas que geram menos residuos
e que sdo mais eficientes do que a sintese organica convencional. As enzimas sdo especificas,
tanto para as reacdes que catalisam, como para a interacdo com o0s substratos. Na maioria das
vezes, uma enzima catalisa apenas uma reagdo quimica, ou um conjunto de reacdes
intimamente relacionadas (SANTOS, 2014; GURSEL et al., 2003; UYGUN et al., 2015). Mas,
apesar de suas propriedades, as aplicacdes de enzimas para fins industriais sao restritas devido
a sua baixa estabilidade e impossibilidade de reutilizagdo (GURSEL et al., 2003; SANTOS,
2014; UYGUN et al., 2015).

2.1.1 Enzimas amiloliticas

As amilases sdo produzidas por uma vasta gama de organismos, tais como bactérias,
fungos, plantas e animais, de modo que cada fonte produz enzimas diferentes gquanto a
pardmetros como pH, temperatura 6tima, bem como necessidade de ions metalicos que
estabilizam sua estrutura (SHARMA; SHARMA; MAJUMDAR, 2014).

O amido é o principal substrato das amilases, sendo necessaria uma combinacdo de
enzimas para realizar a hidrdlise de sua estrutura (HII et al., 2012). O processo de hidrdélise
enzimatica do amido é realizado em duas etapas: a liquefagdo e a sacarificagdo (Figura 1),
existindo, basicamente, quatro grupos de amilases que atuam nesse processo de conversao:
endoamilases, exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases. Apesar disso, a-amilase e

glicoamilase sdo mais frequentemente utilizadas na producdo de xaropes de glicose,
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maltodextrinas, glicose cristalina (dextrose) e a maltose (TORRES; LEONEL; MISCHAN,
2012; VENGADARAMANA A, 2013).

Figura 1 - Enzimas envolvidas na hidrélise do amido.
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Fonte: (DAI, ZIFEI, 2011; SHARMA; SHARMA; MAJUMDAR, 2014; TORRES; LEONEL; MISCHAN,
2012; VAIDYA et al., 2015)

2.1.2 a-amilase

A a-amilase (EC 3.2.1.1) também conhecida como 1,4-a-D-glicano-hidrolase é uma
endoenzima responsavel, em especial, por reduzir rapidamente a massa molecular média de
polimeros de amido por meio da hidrdlise das ligacdes a-1—4. Ela é 0o membro representativo
da familia GH 13 das glicosidases, sendo que varias delas sdo usadas no processamento de
amidos. S&o metaloenzimas de calcio, isto é, sdo inativas na auséncia de fons Ca?* que esta
fortemente ligado e serve para estender a estabilidade da enzima ao pH para valores entre 6 e

10. Elas atuam aleatoriamente ao longo da cadeia de amido liberando dextrinas, maltose e
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maltotriose, entre outros (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; TORRES; LEONEL;
MISCHAN, 2012; VAIDYA et al., 2015).

Essa familia é caracterizada por ter pelo menos trés dominios separados dentro da
proteina, um para catalise, outro para servir de sitio de ligagdo para amido granular e o terceiro
para fornecer ligacao para o célcio e ligar os outros dois dominios. A sua massa molecular varia
no intervalo de 50 a 70 kDa (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Existem diversas fontes de a-amilases: bactérias, fungos, plantas e animais, embora a
maioria seja microbiana. Os produtos finais tipicos da acdo das a-amilases sdo o-dextrinas-
limite ramificadas e malto-oligossacarideos de 2 a 12 unidades de glicose, predominantemente
na parte superior desse intervalo (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Entre as
varias enzimas extracelulares a a-amilase ocupa o primeiro lugar em termos de usos comerciais.
Além de seu uso na sacarificacdo de amido, elas também encontram aplicacdes em panificacéo,
fabricagdo de cerveja, detergente, industria téxtil e de papel (VENGADARAMANA, 2013).

A estabilidade térmica assim como o pH das a-amilases é muito dependente da origem.
Entre as amilases microbianas, os parametros 6timos geralmente sdo encontrados em intervalos
de pH entre 4 e 7 e temperatura entre 30 °C e 130 °C (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010).

2.1.3 Glicoamilase

A glicoamilase (1,4-a-D-glicano glicano-hidrolase, EC 3.2.1.3), também conhecida
trivialmente como amiloglicosidase, é uma exoenzima membro da familia de GH 15 das
glicosidases, que hidrolisa unidades de glicose a partir da extremidade ndo redutora de
fragmentos lineares de amido. Embora a glicoamilase seja seletiva para ligagbes o-1—4
glicosidicas, ela pode agir lentamente sobre as ligacdes o-1—6 da amilopectina.
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; VAIDYA et al., 2015). Assim, o produto
exclusivo da digestdo exaustiva da glicoamilase é a glicose.

A acdo da amiloglucosidase é lenta no ataque inicial a amilose, pois, sendo uma
exoenzima, sO atua a partir da extremidade ndo redutora e ndo penetra no interior da estrutura
helicoidal da amilose (TORRES; LEONEL; MISCHAN, 2012). Ela tem propriedades
estruturais e mecanismo similares aos da a-amilase e algumas glicoamilases podem agir sobre
amido nativo (cru) granular.

As fontes primarias de glicoamilases sdo bactérias e fungos; elas apresentam massa

molecular no intervalo de 37 a 112 kDa, e podem existir sob mdltiplas isoformas, ndo tém
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cofatores e exibem pHs étimos no intervalo de 3,5 e 6,0 e temperaturas entre 40 e 70°C. Estas
glicosidases sdo relativamente lentas em relacédo a outras enzimas envolvidas na transformacao
de amido, sendo que 0s esquemas de processamento tém evoluido no sentido de acomodar essa
propriedade (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Glicoamilases tém diversas aplica¢@es na industria de alimentos e tém sido intensamente
utilizadas para a preparacdo de adogantes, producdo de xaropes de glicose e alcool.
Tradicionalmente, 0s processos enzimaticos industriais usam enzimas sollveis incubadas com
solucdes de substrato, sendo que no final do processo, seja devido as condi¢bes operacionais,
seja pela saturacdo dos sitios cataliticos, estas enzimas s@o inativadas. De modo que uma
medida que pode ser economicamente muito viavel seria se essas enzimas pudessem ser
reutilizadas (UYGUN et al., 2015)

2.2 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

O termo enzima imobilizada refere-se a um conjunto de técnicas que vém sendo
aplicadas com o intuito de aprimorar o uso de diversas enzimas em larga escala. Neste caso, a
enzima pode ser fisica ou quimicamente confinada a uma estrutura sélida, com retencao de sua
atividade catalitica podendo ser usada repetidamente e de forma continua (BRENA,
GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). Além disso, a ligacio de uma enzima a um
suporte solido (material inerte, organico ou inorganico e insolivel), pode aumentar a sua
resisténcia a varias alteracdes ambientais tais como pH e temperatura (HOMAEI, 2015).

A primeira observacdo cientifica que levou ao uso de enzimas imobilizadas foi feita por
Nelson e Griffin (1916) que demonstraram a viabilidade de adsorver a invertase (B-D-
frutofuranosidase) em carvdo ativado, sem perda apreciavel da atividade enzimatica inicial.
Contudo, foi a partir dos anos 1950 e 1960 que as pesquisas se intensificaram no sentido de
estabelecer métodos eficientes para ligar enzimas, quer por meios fisicos, quer quimicos, a
suportes inertes insoltveis (LIMA et al., 2005).

O primeiro uso industrial de enzimas imobilizadas foi relatado em 1966 por Chibata e
colaboradores, que imobilizaram a aminoacilase de Aspergillus oryzae para a sintese de
aminoécidos racémicos D-L (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). A
partir de entdo, varias enzimas foram imobilizadas de diferentes formas e muitos artigos e
patentes tém sido publicadas sobre técnicas de imobilizacéo.

Existem vérias razdes para a utilizagdo de uma enzima imobilizada. Em muitos casos,

enzimas imobilizadas demonstraram ser altamente eficientes para usos comerciais, oferecendo
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condicdes vantajosas como maior estabilidade, facilidade no isolamento do produto da reacdo,
reiso da enzima, estabilidade térmica melhorada em condi¢cdes de armazenamento e de
processo, Uso em processo continuo e conveniéncia econdmica (DA, 2011; HOMAEI, 2015).

A tecnologia de imobilizagéo de enzimas envolve basicamente a escolha de um suporte
e do método de imobilizagcdo nesse suporte, que resulte em um preparado imobilizado ativo e
estavel. Dispde-se de varias técnicas de imobilizacdo de enzimas, assim como de um grande
numero de matrizes, englobando materiais organicos e inorganicos, naturais ou sintéticos (DA
ROS et al., 2010; PAULA et al., 2008).

A escolha do suporte é um fator importante que influencia a reagcdo enzimatica uma vez
que estudos comparativos indicaram que a mesma molécula pode apresentar diferentes
propriedades cataliticas apds imobilizacdo em diferentes suportes e a maioria dos estudos relata
mudancas nas propriedades das enzimas quando imobilizadas (DA ROS et al., 2010; PAULA
et al., 2008). Até agora, varios suportes e metodologias foram utilizados para imobilizacéo de
enzimas, a fim de melhorar as propriedades das enzimas livres (HOMAEI et al., 2016). As mais
recentes tecnologias requerem materiais com combinacdo de propriedades que ndo sdo
encontradas nos materiais convencionais. Materiais hibridos tém sido preparados pela
combinacdo de componentes organico-inorganicos e constituem uma alternativa para a
producéo de novos materiais multifuncionais, com uma larga faixa de aplicacdes (PAULA et
al., 2008).

2.3 METODOS DE IMOBILIZACAO

Existem diversas classificagGes possiveis para os métodos de imobilizacdo de enzimas.
Para cada uma das diferentes abordagens ha vantagens e desvantagens a serem consideradas,
dado que no processo de imobilizacgdo a interagao da enzima com o suporte geralmente implica
na alteracdo de parametros relacionados a reacao por ela catalisada. O carater e a intensidade
dessas mudancas nao dependera somente do método de imobilizacédo utilizado mas também das
caracteristicas intrinsecas da enzima em questdo, do tipo de suporte adotado, assim como da
reacao catalisada (BARBOSA, 2009).

As enzimas podem ser imobilizadas no suporte por meio de interacdes fisicas
(adsorcao), ligagbes quimicas (ligacbes covalentes, reticulacdo) ou retencdo fisica
(aprisionamento). Os métodos de imobilizacdo sdo muitas vezes classificados, com base na

natureza dessas interagdes, em dois grupos, denominados: métodos onde ha ligacdo da enzima
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ao suporte e métodos onde o biocatalisador é aprisionado no interior da matriz de suporte,

Figura 2.
Figura 2 - Classificacdo dos métodos de imobilizacdo de enzimas.
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Fonte: adaptado de Homaei et al. (2016); Santos, (2014).

2.3.1 Adsorcéao

A adsorcdo é o metodo mais simples, barato e 0 mais empregado para imobilizacéo de
enzimas. Nesse caso, 0 biocatalisador é estabilizado por interagdes fracas com o suporte, como
forcas de van der Waals (interagGes hidrofobicas) e ligacdes de hidrogénio (MENDES et al.,
2011). A imobilizagdo por adsor¢do geralmente preserva a atividade catalitica da enzima
(BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).

As principais vantagens da imobilizacdo por adsorcdo séo a facilidade e simplicidade
do processo, além disso, a estrutura conformacional da enzima é pouco alterada. As fracas
interacOes ndo covalentes permitem que, quando a atividade enzimatica decai, 0 suporte possa
ser regenerado e recarregado com novas enzima.

A grande desvantagem dessa técnica é a lixiviacdo da enzima devido as variacoes de
temperatura, pH e forca idnica, principalmente em solventes aquosos (BRADY; JORDAAN,
2009). O metodo é simples e reversivel, mas, em geral € dificil encontrar condi¢des em que a
enzima permanece tanto fortemente ligada, quanto totalmente ativa. Esse método é
particularmente importante para a imobilizacdo de enzimas labeis para aplicagdes em sistemas
biocataliticos (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).
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Apbs a adsorcdo, o sistema de enzima imobilizada precisa ser lavado extensivamente
porque a adsorcdo tende a ser ndo especifica. Pode haver, também, problemas com sobrecarga,
que podem reduzir a atividade da enzima em funcdo do impedimento estérico entre dois sitios
cataliticos sobre o suporte. De maneira geral o suporte adequado deve ter alta afinidade e
capacidade de ligagdo com a enzima com pouco efeito sobre sua atividade catalitica (DA,
2011).

2.3.2 Ligacao ionica

A ligacdo idnica envolve a interagé@o entre a enzima e o material de suporte por meio de
pontes salinas. 1sso acontece quando o suporte, ativado ou ndo, apresenta cargas iénicas que
interajam com a enzima. Embora essas interacdes sejam mais fortes do que as forcas de Van de
Waals, o complexo enzima-suporte formado é reversivel, permitindo a reutilizacdo do suporte
quando houver declinio da atividade enzimatica, através da substituicdo das enzimas, por
alteracdes no pH, temperatura e na forca idnica do meio reacional (MILETIC; NASTASOVIC;
LOOS, 2012; NISHA S; ARUN KARTHICK S; GOBI N, 2012). A principal diferenca entre a
adsorcdo fisica e a ligacdo ibnica € a energia envolvida entre a enzima e 0 suporte, pois as
ligacOes i0nicas séo mais fortes do que as forcas de Van der Waals ou ligacdes de hidrogénio,
porém mais fracas do que a ligagdo covalente (ROCHA et al., 2006).

2.3.3 Ligacao covalente

A imobilizagéo por ligagdo covalente baseia-se na ativagao de suportes com a insergao
de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos da enzima (MENDES et al., 2011).
A ligacdo covalente é normalmente formada entre grupos funcionais na matriz de suporte e a
superficie da enzima que contém os residuos de aminoacidos. Esta ligacdo envolve a ativacdo
de grupos eletrofilicos sobre o material de suporte, de modo que estes reajam com os fortes
grupos nucleofilos das proteinas (NISHA; ARUN; GOBI, 2012). O grupo g-amino da lisina é
tipicamente utilizado como o ponto de ligacdo covalente, devido a presenca frequente desse
aminoacido na superficie da proteina, alta reatividade e boa estabilidade da ligacdo. Outras
cadeias laterais dos aminoacidos aspartico e acido glutdmico (grupo carboxilico) também estédo
envolvidas (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013). Grupos ep0xi sio
tipicamente usados no suporte de ligagdo uma vez que sdo relativamente estaveis e podem ligar-
se a lisina em condicdes brandas (BRANDY; JORDAAN, 2009).
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A ligacdo entre a enzima e o material de suporte pode ser feita por dois diferentes
mecanismos de ligacdo: unipontual e multipontual.

Na ligacdo unipontual, a enzima fixa-se ao suporte por meio de uma Unica ligacdo ou
braco espacador. Possui a vantagem de manter sua configuragao e proporcionar maior grau de
mobilidade, enquanto que na ligagdo multipontual diversos bracos espacadores ligam a enzima
ao suporte, o que confere maior estabilidade, mas reduz a mobilidade da enzima e pode
favorecer sua inativacio (MILETIC; NASTASOVIC; LOOS, 2012).

A ligacdo covalente é forte e estavel, mas possui a desvantagem de ser irreversivel, o
que significa que uma vez que o biocatalisador € ligado ao suporte, ele ndo pode ser separado
sem destruir a atividade bioldgica da enzima (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-
VIERA, 2013). O melhor suporte para imobilizacdo deve conter bragos espacadores curtos e
uma elevada densidade de grupos reativos (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN;
MOLDES, 2013).

A selecdo das condigdes para a imobilizacdo por ligacdo covalente é mais dificil que em
outros métodos de ligacdo em suportes. E necessario conhecer a densidade dos grupos ativos
por unidade de area do suporte e a sua geometria para reduzir a formacdo de complexo enzima-
suporte inativo. Este método pode também afetar a estrutura ativa da enzima, devido a alteracao
do centro ativo. Suas principais vantagens sdo a natureza estavel das ligagdes formadas entre a
enzima e o suporte, a maior resisténcia do biocatalisador quanto a variacao de pH, temperatura,
solventes organicos e evitar dessor¢édo ou lixiviacdo do biocatalizador (MENDES et al., 2011).
No entanto, a fim de alcancar niveis elevados de atividade, os residuos de aminoacidos
essenciais para a atividade catalitica ndo devem estar envolvidos na ligacdo covalente ao
suporte, e este pode ser um requisito dificil de cumprir em alguns casos (BRENA,;
GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).

2.3.4 Reticulacao

A imobilizacdo de enzimas sem a presenca de suporte é chamada de reticulagédo ou
cross-linking sendo realizada por meio de ligacdo cruzada. A liagacéo ocorre através da reacao
entre 0 grupamento amino da superficie da enzima com um reagente bifuncional, tais como
glutaraldeido, em que enzimas se ligam umas as outras, sem recorrer a outro tipo de suporte
(MILETIC; NASTASOVIC; LOOS, 2012). Algumas técnicas de imobilizagdo por reticulagio
que vém sendo desenvolvidas sdo cristais de enzimas reticuladas (CLECs), agregados de

enzimas reticuladas (CLEAS) e Spherezymes (esferas de enzimas).
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Os cristais de enzima reticulada (CLECs) exibem excelente atividade e estabilidade
operacional, mas possuem desvantagens de requerer elevado grau de pureza das enzimas para
que ocorra a cristalizacdo e apenas pode ser obtido a partir de enzimas cristalizaveis. A
formacgéo de agregados de enzimas reticulados (CLEAS) envolve a precipitagédo da enzima,
combinando purificacdo e imobilizacdo em uma Unica operacdo. As enzimas precipitadas
formam agregados pela adi¢éo de sais, solventes organicos, polimeros n&o iénicos ou acidos.
Outra varia¢do do método de reticulacdo sdo as Spherezymes (ENS), uma abordagem inovadora
que consiste em macroparticulas compostas de enzimas reticuladas em uma emulsdo de 6leo,
gerando particulas esféricas (BRANDY; JORDAAN, 2009; FERNANDEZ-FERNANDEZ;
SANROMAN; MOLDES, 2013; MILETIC; NASTASOVIC; LOOS, 2012).

2.3.5 Aprisionamento em matriz porosa

O método de aprisionamento é baseado na oclusdo da enzima dentro de uma rede
polimérica que permite que o substrato e os produtos passem através do suporte ou matriz,
mantendo, porém, a enzima presa em seu interior (NISHA; ARUN; GOBI, 2012). Este método
diferencia-se dos demais métodos de imobilizacdo pelo fato de que a enzima néo esté ligada a
matriz por qualquer interacdo fisica ou quimica, mas somente retida em seu interior. A
porosidade da matriz de gel ou membrana é controlada para evitar a fuga de enzima e para
permitir a passagem dos substratos e produtos livremente. Existem diversas abordagens para
imobilizacdo por esse meétodo, tais como aprisionamento em gel, fibras, membranas e
encapsulacio (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013; DAI, 2011).

As vantagens do aprisionamento na imobilizagcdo de enzimas sdo a oclusdo fisica, que
pode minimizar os efeitos da imobilizacdo sobre a atividade da enzima, rapidez, condi¢bes
brandas de processo, protecdo da enzima contra a lixiviagdo e possibilidade de imobilizacao
usando a combinacdo de duas ou mais enzimas. A desvantagem principal é a limitacdo de
transferéncia de massa através das membranas ou géis (NISHA; ARUN; GOBI, 2012). Os
métodos de imobilizacdo de enzimas por aprisionamento sdo relativamente faceis e as enzimas
sdo aprisionadas em um microambiente que pode protegé-las de condi¢des adversas no
ambiente externo. Além disso, a permeabilidade da matriz de gel ou membrana pode ser

concebida para satisfazer diferentes finalidades (DAI, 2011).



36

2.3.6 Encapsulacdo/Microencapsulagéo

A encapsulacdo consiste na retencdo fisica da enzima nas cavidades internas de uma
matriz sélida porosa constituida geralmente por polimeros entrecruzados como poliacrilamida,
gelatina, alginato, carragenana, resinas de poliuretano e silanos.

As principais vantagens da encapsulacdo de enzimas referem-se a grande area
superficial para contato do substrato com a enzima no interior de um volume relativamente
pequeno e a possibilidade de imobilizacdo simultanea de diferentes enzimas em uma Unica
etapa. Como principais desvantagens, tém-se a possivel inativagdo da enzima durante o
procedimento de imobilizacdo, a alta concentracdo de enzima necessaria para garantir a
encapsulacao e os possiveis efeitos de difusao de substratos com massa molecular elevada e/ou
produtos no interior da matriz porosa (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA,
2013; MENDES et al., 2011).

2.4 SUPORTE PARA A IMOBILIZACAO ENZIMATICA

As propriedades das enzimas imobilizadas sédo governadas pela interagdo entre a enzima
e 0 suporte ou matriz que origina um imobilizado com propriedades quimicas, bioquimicas,
mecanicas e cinéticas especificas.

O suporte deve ter as seguintes propriedades: ter ampla area de superficie e alta
permeabilidade; grupos funcionais que interajam com a enzima em condi¢fes nao
desnaturantes; caracter hidrofilico; insolubilidade em &gua; estabilidade quimica, térmica e
resisténcia fisica mecanica; resisténcia ao ataque microbiano; seguranca toxicoldgica e baixo
custo (HOMAEL, 2015). Outras caracteristicas fisicas das matrizes tais como o diametro médio
de particula e porosidade sdo de grande importancia para o desempenho dos sistemas
imobilizados pois afetam criticamente a capacidade de ligacdo de enzimas ao suporte e ao
substrato. Os suportes ndo-porosos apresentam poucas limitacdes de difusdo, mas tém uma
baixa capacidade de carga. Portanto, os suportes porosos sao geralmente preferidos porque a
elevada area superficial permite uma carga enzimatica mais elevada e a enzima imobilizada fica
mais protegida do ambiente (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).

Minganyu et al. (2017) promoveram uma imobilizacdo multi-enzima de 3-quinuclidinol
redutase e glicose-desidrogenase em suporte poroso composto de Ni2-agarose. Os
biocatalisadores resultantes mostraram uma eficiéncia de imobilizagdo de 92,3%. Como
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consequéncia direta, o biocatalisador catalisou a conversdo do substrato 3-quinuclidinona com
> 95% de rendimento de conversao.

Os suportes podem ser classificados como inorganicos e organicos, de acordo com sua
composigdo quimica. Os suportes organicos podem ser subdivididos em polimeros naturais e
sintéticos (HOMAEI, 2015), conforme a Quadro 1.

Quadro 1 - Tipos de suportes empregados em imobilizagdo enzimatica.

Suporte Material Vantagens Desvantagens
A ilica, Alumi li . - .
Inorganico Silica, A urning, Celite, Maior estabilidade Abrasivos
Bentonita, Vidro poroso
A lulose, A lati o F ligaca
Organico Celu 08¢, AZATOSE, ‘Ge atina, Boa compatibilidade raca 1gacao,
Quitosana, Alginato, : baixa estabilidade
natural . com as enzimas A
Albumina mecanica
A E it P . o
Organico uperel ® C’. Ve, Adequado ao tipo de Limitagoes de
o Poliacrilamida, . A
sintético . s enzima difusao
Resina de troca idnica

Fonte: adaptado de Brena; Gonzalez-pombo; Batista-viera, (2013); Mileti¢; Nastasovi¢; Loos, (2012).

Uma ampla gama de materiais diferentes pode ser usada como suporte de imobilizacao.
Os suportes inorganicos muitas vezes sdo mais estaveis devido a sua maior inércia para as
condicdes de reacdo, como alta pressdo e temperatura. Por outro lado, podem promover a
abrasdo em reatores com agitagdo (MILETIC; NASTASOVIC; LOOS, 2012). Entre os
materiais mais utilizados quando se realizam imobiliza¢des de enzimas em suportes inorganicos
estdo a silica (WU et al., 2012; (ABAHAZI; BOROS; POPPE, 2014), silicatos, borosilicatos e
aluminosilicatos, alumina (LIU et al., 2017), argila, terra de diatomaceas, ceramica, celite,
(SHARMA et al., 2015), vidros porosos, 6xido de titanio e outros 6xidos. Mais recentemente,
algumas formas de carbono elementar (SINGH et al., 2014), silicio e certos metais foram
também propostos em certas aplicacfes (MOHAMAD et al., 2015; ZUCCA; SANJUST, 2014).

Apesar das vantagens dos suportes inorganicos (por exemplo, elevada estabilidade
contra a degradacdo fisica, quimica e microbiana), a maioria das aplicacdes industriais séo
realizadas com matrizes organicas (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA,
2013). Os polimeros orgéanicos de fonte natural tém grande compatibilidade com as enzimas
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devido a sua hidrofilicidade, eles sofrem apenas interacdes fracas com a enzima, levando a uma
inativacdo minima, entretanto, eles também conduzem a uma ligagéo fraca e, por conseguinte,
0s materiais tém frequentemente de ser funcionalizados. A estabilidade mecanica destes
materiais é bastante fraca podendo ser superada por meio de reticulagio (MILETIC;
NASTASOVIC; LOOS, 2012). Dentre os polimeros naturais majoritariamente empregados em
imobilizagdo estdo o alginato (MOGHARABI et al.,, 2012), gomas arabica e acéicia
(SWARNALATHA; ALURI ESTHER; DHAMODHARAN, 2013), quitosana (ROMDHANE
et al., 2013), agarose, celulose, 4gar (SHARMA; SHARMA; MAJUMDAR, 2014), gelatina
(JAISWAL et al., 2012) colageno, albumina, k-carragena(TAN; LEE, 2015) entre outros.

A gelatina é, dentre os suportes organicos naturais, um material biocompativel obtido a
partir da hidrélise parcial do colageno, em que a estrutura de tripla hélice é desagregada. A
gelatina mostrou excelentes caracteristicas para a concepg¢do de biomateriais compativeis como
suportes de células (SAMAL et al., 2015). A agéncia americana Food and Drug Administration
(FDA, 1979) classifica a gelatina como um excipiente seguro, ndo havendo evidéncias que
demonstrem perigo no uso desse composto pelo pdblico como alimento ou ingrediente
alimentar.

A formacéo helicoidal das moléculas de gelatina é importante para a formacéo de gel.
Entre os principais grupos reativos da gelatina, hidroxil, carboxil e grupos amino devem ser
mencionados (RIVERO; GARCIA; PINOTTI, 2010). A imobilizacdo enzimatica neste tipo de
material pode ocorrer, por exemplo, através da interacao covalente da molécula de enzima com
0s grupos amino livres de gelatina. Em comparacdo com outros materiais utilizados para
imobilizagcdo como acido alginico e poliacrilamida, o custo deste suporte é baixo (BEZERRA
etal., 2015).

Kikani et al. (2013) por exemplo, estudaram o acoplamento covalente de a-amilase de
Bacillus amyloliquifaciens TSWK1-1 com gelatina, usando glutaraldeido como um agente de
reticulacdo. Os autores observaram que as estabilidades térmicas e ao pH foram
significativamente aumentadas apds a imobilizacao.

Encapsulamento eficiente de B-galactosidase foi conseguido por Shen et al. (2011) com
suporte composto de alginato-gelatina-fosfato que impediu o lixiviamento enzimético e
proporcionar maior estabilidade mecanica. Além disso a atividade relativa da enzima
imobilizada foi superior a 60% ap6s o 20° reciclo e cerca de 90% ap6s 30 dias de
armazenamento.

Outros tipos de suporte muito usados em imobilizacdo enzimatica sdo os polimeros

organicos sintéticos. Resinas acrilicas macroposas tais como Eupergit® C (R6hm, Darmstadt,
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Alemanha) e Sepabeads® EC (Resindion, Mildo, Italia) sdo muito utilizadas por serem estaveis
numa vasta gama de pHs. De forma semelhante Amberlite XAD-7 e Novozym 435, tém sido
empregados (BRENA; GONZALEZ-POMBO; BATISTA-VIERA, 2013).

Datta et al. (2013) relatam suporte de cloreto de polivinila, poliuretano, epoxis,
(LOPRESTO et al., 2015), metacrilato, poliacrilamida, polianilina (ASHLY; JOSEPH,;
MOHANAN, 2011), sol-gel (EVSTATIEVA et al., 2014) e resinas de troca ionica (GUPTA et
al., 2013). Mais recentemente suportes nanométricos tais como microesferas de polimero (GAN
et al., 2012), fibras, tubos, bem como nanoparticulas magnéticos (SOHRABI; RASOULLI;
TORKZADEH, 2014) tém sido relatadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Para a realizagdo da imobilizagdo foram utilizadas as enzimas a-amilase (EC 3.2.1.1),
Liguozyme® Supra 2.2X e glicoamilase (EC 3.2.1.3) AMG 300L gentilmente cedidas pela
Novozymes®. Para a imobilizacdo foi usado gelatina tipo B (indice de Bloom 220) (Biomica
Ind. e Com. de Prod. Ltda.). Todos os demais reagentes utilizados no processo de imobilizacao
e ensaios posteriores foram de pureza analitica. A Figura 3 apresenta o fluxograma geral das

etapas experimentais da pesquisa.

Figura 3 - Fluxograma com os experimentos a serem realizados na pesquisa.
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3.1.1 Determinac¢do da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada com base na quantificacdo de aclcares redutores
liberados durante a reacéo de hidrolise enzimatica utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
como descrito por Miller (1959).

Para a determinacdo da atividade enzimatica das enzimas livres 1 mL do extrato
enzimatico foi adicionado a 4 mL de solu¢do de amido a 1% (m/v) em tampdo fosfato de sédio
0,2 mol L, em temperatura e pH desejados, por 30 minutos. Apds o periodo de hidrolise, a
reacdo foi paralisada com adicdo de 5 mL de NaOH 1 mol.L? seguida de aquecimento a 100
°C por 10 min.

Posteriormente, para determinacao da concentracdo de acucares redutores liberados pela
hidrolise 1 mL de DNS que foi adicionado a 1 mL do hidrolisado durante 5 minutos a 100 °C,
seguido por resfriamento por 10 min em banho de gelo. A aliquota foi avolumada até um total
de 10 mL e a leitura realizada em 540 nm. A concentracao de agucares redutores foi quantificada
com base em curva analitica de glicose anidra (y = 0,3595x + 0,0044, Rz 0,998) a uma
concentragdo maxima de 2 g.L™ obtida através do método de DNS

Uma unidade de atividade enzimética (1U = 1pmol.ml"t.min™) foi definida como a
quantidade de acgucares (estimados como glicose) liberados por mL de enzima por minuto sob
condicdes padréo de pH e temperatura, conforme a Equagéo 1 (CHANDRASEKARAN, 2012):

[AR]

MM -t @)

U =

sendo, [AR] a concentragdo de agticares redutores (g.L ™), t o tempo de hidrélise (min) e MM
a massa molecular da glicose (1,8-10*g.umol™?).

3.1.2 Determinacdo da concentracdo de proteinas

A concentracdo de proteinas totais dos extratos enzimaticos doi realizada por meio do
método de Lowry et al. (1951), em que 0,5 mL de amostra foi adicionado em tubo de ensaio e
acrescido de 0,5 mL de solugdo de NaOH 1 mol.L™. A mistura foi posta a reagir em banho-
maria a 100 °C durante 5 min e resfriada até temperatra ambiente. Em seguida, 2,5 mL de
solucdo composta por carbonato de sddio 5% (m/v), sulfato de cobre Il 1% (m/v) e tartarato de

sodio e potassio 1% (m/v) foram adicionados.
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Os tubos foram agitados em vortex e permaneceram em repouso por 10 min.
Transcorrido esse tempo 0,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu foi adicionado, mantendo as
amostras no escuro por 30 min. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 750 nm. A
concentracdo de proteinas foi determinada com base em curva analitica de albumina (y =

383,54x - 6,2899, R2 0,9974) a uma concentragio maxima de 192 pg.mL™ de proteina.

3.2 EFEITO DO pH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA

O pH e a temperatura 6timos das enzimas foram determinadas de acordo com sua
atividade em diferentes condi¢bes conforme listado na Tabela 1. Para isso, as enzimas
comerciais foram diluidas a uma razéo de 1:2000 (v/v) e uma aliquota foi transferida para tubos
de ensaio contendo solucdo 1% (m/v) de amido em solucdo tampdo fosfato de sddio 0,2
mol.L? com diferentes valores de pH. Cada conjunto de tubos foi incubado a temperaturas
variaveis durante 30 minutos. Apds o periodo de hidrdlise foi realizada a inativacdo enzimatica

e sua atividade determinada conforme descrito no item 3.1.1

Tabela 1 - Delineamento experimental para determinacdo de pH e temperatura 6timos das enzimas amiloliticas.

Ensaio Temperatura (°C) pH
1 40 5,0
2 40 55
3 40 6,0
4 50 50
5 50 55
6 50 6,0
7 60 5,0
8 60 55
9 60 6,0
10 70 5,0
11 70 5,5
12 70 6,0

3.3 METODOS DE IMOBILIZACAO

No processo de imobilizacdo foram adotadas duas abordagens distintas: na primeira
utilizou-se como suporte o polimero orgéanico natural gelatina (GEL), e glutaraldeido (GTA)
como agente de reticulacdo, sendo a imobilizacdo realizada pelos métodos de oclusdo e
adsorc¢éo; ja na segunda abordagem foi produzida uma mistura de gelatina e alginato de sédio

(AGS), reticulado por cloreto de célcio (CaClz), sendo as enzimas imobilizadas por oclusao.
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Na primeira abordagem, inicialmente, foram avaliados (e comparados com os resultados
da enzima livre) o efeito da concentracdo de agente reticulante (GTA) sobre a atividade
enzimatica das enzimas isoladas. Estes ensaios foram realizados nas condicGes otimizadas de
pH e temperatura da enzima livre.

Definidas as concentracdes de GTA e tempos de reticulacdo para a primeira abordagem
iniciou-se os estudos de coimobilizacdo. Nesta etapa, além do uso da primeira abordagem
também foi incluida a segunda abordagem de imobilizacéo, sendo que um novo estudo do efeito
do pH e da temperatura foi conduzido, com o objetivo de verificar se as condi¢des 6timas das

enzimas foram alteradas.

3.3.1 Abordagem 1: Preparo do suporte de gelatina reticulado com

glutaraldeido

Os suportes de gelatina foram preparados de acordo com a metodologia de formacéo
por gas descrita por Poursamar et al. (2016) com modificacdes em que uma solugdo aquosa de
gelatina a 20% (m/v) foi preparada por dissolucdo da quantidade apropriada de gelatina em
solucéo tampéo fosfato 0,2 mol.L™* a 50 °C e pH 5,5.

A solucéo de gelatina foi submetida a aeracdo em agitador mecanico tipo turrax (Tecnal,
Turratec TE-102) a 14.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente a solucéo aerada foi moldada,
até uma altura de 5 mm, em placas de Petri previamente resfriadas que foram transferidas para
um congelador (-20 ° C) durante 5 min até sua completa solidificacdo. As amostras solidificadas
foram ent&o removidas dos moldes e cortadas com 1,5 mm de aresta.

As variantes de cada um dos métodos usados nesta abordagem sdo descritas a seguir.

3.3.1.1 Imobilizacéo por ocluséo

Na imobilizacdo por oclusdo, apo6s a aeracdo da solucdo de gelatina, 1,0 mL de extrato
enziméatico (sendo 0,5 mL de cada enzima a-amilase e glicoamilase - nos ensaios de
coimobilizacdo) foi adicionado a gelatina sob agitacdo até sua homogeneizacdo na solucao,
seguindo os procedimentos de solidificacdo e corte da se¢éo 3.3.1. O imobilizado obtido foi
reticulado por imersdo em solucdo de glutaraldeido nas concentragdes de 0,25%, 0,5%, 0,75%
e 1% em periodos de 2 h, 3 h e 4 h a temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram

triplamente lavadas com solugéo tampéo fosfato 0,2 mol L™ e armazenadas a 4 °C.
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3.3.1.2 Imobilizagéo por ligacéo covalente

No método por ligacdo covalente, 0s suportes previamente preparados e cortados de
acordo com o item 3.3.1. foram reticulados em solu¢des de GTA nas concentragdes, 0,25%,
0,5%, 0,75% e 1% por de 2 h, 3 h e 4 h a temperatura ambiente. Decorridos os tempos de
reticulacio, os suportes foram triplamente lavados com solugdo tampao fosfato 0,2 mol.L™ para
a remocéo do reticulante residual e colocadas em contato com o suporte na proporc¢édo de 0,1
mL de enzima por g de suporte (no caso da coimobilizacéo a relagdo foi de 0,5 mL.g™* de cada
enzima), por um periodo de 1 h sob agitacdo moderada. Apds o tempo de contato as amostras
foram novamente lavadas com o intuito de remover o biocatalisador nédo ligado a superficie do

suporte.

3.3.2 Abordagem 2: Preparo do suporte composto de gelatina/alginato

reticulado com Ca?*

O suporte composto de gelatina e alginato (GEL/AGS) foi preparado de acordo com a
metodologia descrita por Mogharabi et al. (2012) com modificagfes. Um gel misto de gelatina,
alginato e enzimas foi preparado adicionando 0,1 g de alginato de sddio a 10 mL de uma solucao
contendo 20% (m/v) de gelatina e 0,5 mL de cada enzima. A mistura foi homogeinizada a
temperatura ambiente. Entdo, a mistura foi aerada em agitador mecéanico tipo turrax (Tecnal,
Turratec TE-102) a aproximadamente 14.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente a mistura foi
gotejada em uma solugdo de CaCl, 200 mmol L sob agitacdo, e as esferas resultantes foram
reticuladas durante 1 h. Apos esse periodo, as esferas (pérolas) resultantes foram lavadas trés
vezes com agua deionizada para remover o excesso de reticulante e depois armazenadas a 4 °C

até o uso.

3.4 COMPORTAMENTO DAS ENZIMAS COIMOBILIZADAS

3.4.1 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade das enzimas imobilizadas
O comportamento dos sistemas imobilizados frente ao pH e a temperatura foi

determinado visando observar se houve incremento ou decaimento da atividade dos

biocatalisadores frente ao processo de imobilizagdo. Portanto pesou-se em balanca analitica
SHIMADZU modelo ATX224 uma quantidade de imobilizado equivalente a concentracéo de
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enzimas utilizadas nos ensaios de determinacdo de pH e temperatura 6timos, levando em
consideracdo o volume de enzima por grama de suporte. A determinacdo da atividade dos

imobilizados foi determinada de acordo com a metodologia descrita em 3.2.2.

34.2 Rendimento de imobilizacéo

Para avaliar o processo de imobilizacdo foram calculados o rendimento de imobilizacéo,
que indica a quantidade de enzima que foi imobilizada e a eficiéncia de imobilizacdo, que indica
0 incremento (ou reducdo) na atividade enzimatica da enzima imobilizada em relagdo a enzima
livre, de acordo com as equacdes 2 e 3.

O rendimento de atividade foi definido como a razdo entre a concentracdo total de
enzimas imobilizadas em relacdo a concentracdo inicial de enzimas utilizada, conforme a
equacdo 2. Para isso, foi determinada a massa de proteina no sobrenadante ap6s a reticulacdo
([PTi). Deste valor foi descontada a massa de proteina no sobrenadante de um processo de
reticulacdo conduzido em a presenca da enzima, denominada branco ([P],). Este processo se
fez necessario pois a matriz do suporte utilizado era de origem protéica, podendo ter cido
carreado ao sobrenadante proteina doriginaria da gelativa. Entéo, este valor foi relacionado com
a massa de proteina correspondente a enzima livre adicionada no processo de reticulacéo ([P]L).

P[Pl
Rendimento (%) = Pl, 100 )

sendo, [P]ia quantidade de proteina no sobrenadante de reticulagdo (mg), [P]» a quantidade de
proteina no sobrenadante no ensaio em branco (mg) e [P]La quantidade de proteina adicionada

na forma de enzima livre no processe de imobiliza¢do (mg).

Ja eficiéncia de imobilizacdo foi determinada relacionando a atividade enzimatica da
enzima imobilizada em relacdo a a atividade enzimatica da enzima livre, de acordo com a
equacdo 3. Para isso, conhecendo o rendimento de imobilizacdo, uma massa de imobilizado
contendo uma determinada quantidade de enzima foi submetido a determinacéo da atividade
enzimatica (A)). Este valor foi relacionado com a atividade enzimatica de uma mesma
quantidade de enzima, entretanto, livre (AL) (SHELDON; VAN PELT, 2013; SHUKLA,;
SINGH, 2016).
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A
N . 0 —_ .
Eficiéncia (%) AL 100 (3)

sendo, A. a atividade da enzima livre (U), A a atividade da enzima imobilizada (U).
3.4.3 Aplicagdo em processo de sacarificacéo

Os ensaios de sacarificagdo foram realizados em duplicata utilizando amido bruto de
mandioca (Manihot spp.) na concentracéo de 100 g.L™* em solugdo tampé&o fosfato 0,2 mol.L™,
pH 5,5, temperatura de 50 °C e sob constante agitacdo a 100 rpm. A proporcao de imobilizado
utilizado durante a sacarificacdo foi de 10% (m/v) que corresponde a aproximadamente 1 mL
do extrato enzimatico livre, 0,5 mL de a-amilase e 0,5 mL de glicoamilase.

Foi avaliada a liberacdo de acUcares redutores pelo método de Miller (1959) em

intervalos de 2 h durante 24 h.
3.4.4 Estudo de reuso

Os ensaios para determinar a capacidade de reuso ou reciclo do sistema imobilizado
foram realizados a partir de ciclos sucessivos de hidrolise utilizando solugdo de amido a 1%
como substrato em pH 5,5 e temperatura de 50°C. Entre cada etapa de reciclo, as amostras de
imobilizado foram removidas do meio reacional e duplamente lavadas com tampao fosfato de
sddio 0,2 mol.L%, para evitar variagdes bruscas de pH, antes de serem inseridas em um novo
substrato. A atividade residual foi verificada através da determinacao concentracéo de agucares
redutores liberada a cada ciclo de 60 min, conforme 3.2.1.

A atividade enzimatica da primeira reacao de hidrélise foi fixada como 100% e o tempo
de meia vida considerado foi o periodo em que a enzima manteve pelo menos 50% da sua

atividade inicial.
3.5 CARACTERIZACAO DOS SUPORTES
3.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As caracteristicas da estrutura molecular dos suportes e a interagdo entre seus

constituintes foi analisada por FTIR com um instrumento modelo Cary 630 da Agilent
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Tecnologies em que as amostras foram pressionadas sobre um cristal Zn-Se e a transmitancia

registrada em uma faixa de 4000 a 650 cm 2, resolucéo de 4 cm L.

3.5.2 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A decomposicdo térmica de polimeros é normalmente verificada pelo ensaio de
termogravimetria (TGA). As curvas de TGA revelam as perdas de massa em relagdo ao
aumento de temperatura a uma temperatura e taxa controlada (MILLAS, 2012).

Os ensaios de TGA foram realizados em um equipamento Netzsch modelo STA 449 F3
em atmosfera inerte de nitrogénio a uma razéo de 20 mL/min. Amostras de 10 a 15 mg foram
submetidas a temperaturas variando de 25 °C até 600 °C, utilizando uma taxa de aquecimento

de 10 °C/min. A variacdo da massa das amostras foi monitorada ao longo do aquecimento.

3.5.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os dados relativos ao comportamento térmico das amostras foram coletados usando um
equipamento da SHIMADZU modelo DSC-60 em atmosfera inerte de nitrogénio a uma taxa
de purga de 50 mL.min%. Apos a calibragdo do instrumento usando indio como padrio (AH ¢ =
28,4J.g% eT¢= 156,6 °C), as amostras de imobilizados (2 a 5 mg) foram seladas
hermeticamente em cadinhos de aluminio e aquecidas a uma razdo de 10 °C min™ na faixa de
temperatura entre 25 e 300 °C utilizando um cadinho vazio idéntico ao utilizado na amostra
como referéncia. Os célculos de entalpia e as temperaturas de transicdo foram analisados

usando o software Universal Analysis da TA Instruments.

3.5.4 Morfologia do suporte

A morfologia dos suportes de imobilizacédo foi avaliada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) modelo VEGA 3 da Tescan usando uma tensdo de aceleragdo de 5 kV. Com
0 MEV se analisou a homogeneidade, morfologia e o tamanho relativo dos poros. As amostras
liofilizadas e fraturadas foram fixadas em stubs de aluminio usando fita de carbono e, em
seguida, revestidas com uma fina camada de Au usando o equipamento da Quorum, modelo
Q150R ES. A metalizacdo das amostras foi realizada com o intuito de permitir a melhor

conducdo do feixe de elétrons e melhorar o contraste nas amostras.
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3.5.5 Porosidade

A porosidade das amostras foi medida por um método que relaciona as densidades dos
suportes aerados e da gelatina ndo aerada (FRAZIER; SRUBAR, 2016; WU et al., 2010).

A densidade dos suportes foi determinada em uma amostra com volume de 1 cm®usando
a proporcao de massa para volume. As massas dessas amostras foram determinadas usando
balanca analitica (SHIMADZU, ATX224). A partir destas informac@es, a porosidade de cada

suporte pode ser calculada usando a Equacéo 4:

Vs - Vg Vs - (Ms/p)
P (%) = VS -100 = V—S -100 (4)

sendo, Vs o volume do suporte (cm®), Vg o volume de gelatina (cm®), Ms a massa do
suporte(g) e p a massa especifica da gelatina (1,037 g/cm?®)

3.5.6 Grau de reticulacao

Para analisar o grau de reticulacdo, o teor de amina primaria presente na amostras foi
determinada por meio da reacdo com ninidrina (SARKER et al., 2014; YOU et al., 2016).

A reacdo de ninidrina foi realizada por incubacéo de 0,5 g da amostra em tubo de ensaio
com 5 mL de solugéo de ninidrina a 2 % (m/v) a 100 °C durante 20 min e entdo resfriada até a
temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi diluida com de etanol 50% (v/v) para 10
mL e depois medida a absorbancia a 570 nm por espectroscopia UV-Vis FEMTO modelo 600S.
O teor de amina primaria foi calculado de acordo com a curva padrdo de glicina. O grau de

reticulacdo foi calculado por meio da Equacéo 5:

NHz ng — NHag
NH; N

GR (%) = 100 )

sendo, NH2nr a concentragdo de grupos amino na amostra de referéncia ndo reticulada (mmol

L) e NH2zr a concentragdo de grupos amino na amostra reticulada (mmol L™2).
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3.5.7 Resisténcia a compressdo

O teste de resisténcia a compressao uniaxial foi realizado usando um analisador de
textura universal (Stable Micro Systems, TA.XT.plus) calibrado usando uma célula de carga
de 2 kg. As amostras cilindricas (25 mm de diametro e 5 mm de altura) hidratadas a temperatura
ambiente (25 + 1 °C) foram submetidas a tensdo de compresséo uniaxial com um probe P20 de
aluminio lubrificado descendente (20 mm de didmetro) até 80% de deformacdo a uma taxa

constante de 0,5 mm.s™, conforme metodologia adaptada de Cuadros; Erices; Aguilera, (2015).
3.5.8 Solubilidade

O grau de solubilizacédo dos suporte foi determinado através da metodologia descrita por
Wau et al. (2010) com modificagdes. Aproximadamente 1 g de amostra foi imerso em solugdo
tampado fosfato pH 5,5 a 50 °C sob agitacdo de 100 rpm. As amostras foram retiradas do tampé&o
em intervalos de tempo de 0, 4, 6, 12, 18 e 24 h, por filtracdo a vacuo, secas em estufa a 105 °C
até peso constante e pesadas. A porcentagem de solubilidade foi calculada utilizando a Equacéo
6:

M, — M¢

Solubilidade (%) = Y
0

100 (6)
sendo, Mo a massa inicial da amostra (g) e Mr a massa final da amostra (g).

3.5.9 Intumescimento

O grau de intumescimento foi determinado gravimetricamente, onde aproximadamente
1 g de suporte foi imerso em solucdo tampéo fosfato pH 5,5 a 50 °C. As amostras inchadas
foram retiradas do tamp&o em intervalos de tempo de 0, 4, 6, 12, 18 e 24 h, por filtracdo a vacuo

e pesadas. A porcentagem de intumescimento foi calculada utilizando a Equacéo 7.

] Mu — Ms
Intumescimento (%) = s 100 (7

sendo, My massa da amostra Umida (g) e Ms a massa da amostra seca (g).
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3.6 ANALISE DOS DADOS

As diferencas entre as medias dos ensaios foram avaliadas pela analise de variancia
(ANOVA) no nivel de 95% de confianca e posterior comparacdo entre estas pelo Teste de

Tukey. Todas os ensaios foram realizados em triplicata, exceto quanto especificado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 EFEITO DO pH E TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
ENZIMATICA DAS ENZIMAS LIVRES

O efeito do pH sobre a atividade tanto de a-amilase (AA) quanto de glicoamilase (AMG)

livres foi investigado com relacdo a diferentes temperaturas, como mostra a Figuras 4.

Figura 4 - Efeito da temperatura e do pH sobre a atividades enzimética das enzimas

a-amilase (a) e glicoamilase. (b).
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Letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca (MédiaxDP). Valores
considerando uma diluicéo de 1:2000 do extrato enzimatico.
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As enzimas exibiram comportamento semelhante, apresentando pH em 5,5 tanto para
AA como AMG. De mameira geral, as enzimas sdo bastante estaveis em seu pH 6timo e,
portanto, recomenda-se a sua manutencdo nessas condigdes, ndo apenas para testes, mas
também para armazenamento (BISSWANGER, 2014).

Jaiswal e Prakash, (2011), em seu estudo sobre a imobilizagdo de a-amilase em gelatina
utilizando glutaraldeido como agente reticulante, relatam que o pH 6timo para a enzima livre
era de 5,5. Outros estudos também tém demonstrado que o pH 6timo em amilases livres situa-
se em torno de 4,5 e 6,5, estando os valores encontrados em nosso trabalho de acordo com estes
relatos (BAI; LI; WANG, 2006; BRYJAK, 2003; LI et al., 2016; SHARMA; SHARMA;
MAJUMDAR, 2014).

Essa variacdo encontrada na literatura para valores de pH tem reflexo na procedéncia
do biocatalisador, ja que conforme sua origem, microbiana (microrganismos mesofilos ou
termofilos), de tecidos vegetais ou animais alteram-se consequentemente as caracteristicas da
enzima.

A dependéncia da atividade das enzimas em funcdo da temperatura se assemelha, de
certo modo a dependéncia do pH, onde o ponto de méaxima atividade é frequentemente descrito
como a temperatura 6tima (BISSWANGER, 2014). O efeito da temperatura na atividade das
enzimas livres foi avaliado em temperaturas variando de 40 °C a 70 °C, sendo que as
temperaturas 6timas das enzimas livres foram encontradas a 50 ° C. Respostas similares foram
reportadas por Sharma et al. (2014) que, ao imobilizar a-amilase em agar, observaram que a
temperatura 6ptima da enzima livre era de 50 °C.

Outros estudos obtiveram temperaturas Otimas correlacionadas com os valores
encontrados em nosso trabalho (JAISWAL; PRAKASH, 2011; KIKANI; PANDEY; SINGH,
2013; UYGUN ET AL., 2015). Bryjak (2003) encontraram valores de temperatura 6tima de 50
°C e 60 °C para a-amilase e glicoamilase, respectivamente. Tais respostas reiteram que ha
grande variacdo das caracteristicas instrinsecas das enzimas conforme a sua origem.

Correlacionando os dados de temperatura e pH 6timos paras a duas enzimas, nota-se
que ha uma coincidéncia entre seus pontos 6timos de atuacdo (50 °C e pH 5,5). Isso assinala
que ha a possibilidade de coimobilizacdo das enzimas sob a perspectiva de realizar
concomitantemente as etapas de liquefacdo e sacarificacdo na hidrélise do amido. Ao mesmo
tempo, as condi¢Oes relativamente brandas de atividade dessas enzimas, tornam conveniente
sua imobilizacdo com menores gastos energéticos e operacionais.

Para Garcia-Galan et al. (2011), cineticamente, a coimobiliza¢do é vantajosa pois duas

ou mais enzimas podem atuar em consorcio sendo que uma enzima podera atuar sobre o produto
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formado por outra dentro do suporte, com uma concentragdo muito alta e sem a necessidade de

que este produto se difunda para 0 meio externo.

4.2 ESTUDOS DA IMOBILIZACAO DAS ENZIMAS ISOLADAS

Nesta etapa do estudo, ao se determinar o0 método apropriado para coimobilizagido de a-
amilase e glicoamilase foram escolhidos dois materiais de suporte diferentes: Gelatina (GG) e
uma mistura de Gelatina/Alginato de sodio (GC) reticulados com Glutaraldeido (GTA) e CaCl>
respectivamente. Dois métodos de imobilizacéo diferentes foram aplicados (ligagéo covalente
e oclusdo), sendo as atividades enzimaticas determinadas nas condi¢Ges otimizadas das enzimas
livres (pH 5,5 e temperatura de 50 °C). As Figuras 5 e 6 apresentam o efeito da concentracéo
de GTA e do tempo de reticulacdo sobre a atividade das enzimas imobilizadas em suporte de

gelatina por ocluséo e ligacdo covalente respectivamente.

Figura 5 - Efeito da reticulacdo com glutaraldeido sobre a atividade de a-amilase (a) e glicoamilase (b)
imobilizadas por oclusdo.
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Legenda: letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianga (Média+DP).

De acordo com a Figura 5, com o aumento da concentracdo do reticulante, reduz-se
significativamente (p<0,05) a atividade do biocatalisador, de modo que a melhor condicdo de
imobilizacdo foi encontrada a uma concentracdo de GTA de 0,25%. De modo analogo, para a
imobilizacdo por adsorcéo (Figura 6) a concentracdo de GTA de 0,25% foi mantida como mais
adequada.

O glutaraldeido (GTA) é um dos agentes de reticulacdo mais utilizados na estabilizacédo
de materiais colagenosos, bem como agente de acoplamento enzimético, devido ao seu baixo
custo e excelente eficiéncia (AKHOND et al., 2016; BIGI et al., 2001; FARRIS; SONG;
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HUANG, 2010; GUR; IDIL; AKSOZ, 2018). No entanto, devido a sua toxicidade (LIU; MA,
2009; SAARAI et al., 2013), recomenda-se utiliza-lo em baixas concentracGes para reduzir tal
efeito (FARRIS; SONG; HUANG, 2010; LI et al., 2016).

Figura 6 - Efeito da reticulagao com glutaraldeido sobre a atividade de a-amilase (a) e glicoamilase (b)
imobilizadas por ligagdo covalente.
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Legenda: letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca (MédiatDP).

Na imobilizacdo por oclusdo em suporte de gelatina, a reacdo com o glutaraldeido
envolve aprisionamento fisico e ligacdo covalente de modo que o glutaraldeido promove a
ligacdo entre a a enzima e a gelatina (JAISWAL etal., 2012; KUMAR et al., 2005). A formacéo
de ligacdes covalentes entre enzima suporte pode ter impacto na sua atividade considerando-se
que a presenca de glutaraldeido poderia afetar a estrutura tercidria da enzima e,
consequentemente, alterar sua acessibilidade para as moléculas do substrato (AKHOND et al.,
2016). Além disso, quando a concentragdo de glutaraldeido é excessiva, as moléculas de enzima
podem formar ligag6es em multiplos pontos com o suporte, constituindo obstaculos estruturais
espaciais que podem comprometer sitios ativos da enzima (CHEN et al., 2013; YAZGAN et
al., 2018).

Por outro lado, na imobilizacdo por ligacdo covalente as enzimas ficam ancoradas a
superficie do suporte pela cadeia do glutaraldeido de tal modo que o biocatalisador fica muito
mais suscetivel a acdo do reticulante, pois, diferente da oclusdo onde as moléculas de gelatina
podem desenvolver um papel de protecdo, na adsorcdo ha contato mais direto entre o
glutaraldeido e a enzima. Além disso, a enzima pode sofrer dessor¢do da matriz sendo perdida
para 0 meio (RUEDA et al., 2016).

Resultados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2016) que observaram o efeito

de concentragdes de glutaraldeido entre 0,2% e 9% (v/v) na atividade de glicoamilase
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reticulada. A maxima atividade foi obtida a 0,5% (v/v) diminuindo acentuadamente com o
aumento da concentracdo de GTA. A uma concentracao de 9% de GTA aproximadamente 80%
da atividade foi perdida devido a uma reticulacdo demasiada fazendo com que a enzima
perdesse a flexibilidade minima necessaria para a sua atividade.

Por sua vez Gur et al. (2018) estudando o efeito de diferentes concentracdes de
glutaraldeido na coimobilizagdo de a-amilase, protease e pectinase determinaram que uma
concentracdo de glutaraldeido de 0,25% foi ideal na manutencdo da atividade relativa das
enzimas coimobilizadas.

Desta forma, os resultados encontrados em nosso estudo corroboram com , de modo
que a dependéncia ente a atividade das enzimas e a concentracdo de reticulante bem com ao
periodo de imobilizacdo, é atribuida ao aumento do grau de reticulacdo entre o suporte e 0
biocatalisador, pois a concentracdo do reticulante pode ter um impacto significativo em suas
propriedades.

Obsevando o tempo de reticulacdo, fica evidente (p>0,05) que este parametro teve
menor impacto na atividade das enzimas amiloliticas em comparacdo com a concentracdo de
GTA para ambos 0s métodos. Quando a imobilizacdo ocorreu por oclusdo, a enzima AMG nao
apresentou diferenca significativa de atividade para todos os tempos testados. Em contrapartida
a enzima o-amilase teve atividade superior no periodo de 3 h justificando o uso desse tempo
para imobilizag&o.

Porém, para a imobilizacdo por ligacao covalente, os periodos de reticulacdo, 2 he 3 h
foram melhores, sendo, mais conveniente utilizar 2 h, gerando uma economia de tempo no
processo. Além disso, apds 4 h de contato com o suporte ativado com GTA percebe-se uma
perda acentuada da atividade amilolitica que ¢ atribuida ao excesso de reticulacéo.

De acordo com Akhond et al. (2016) o tempo de imobilizacéo de 3 h foi suficiente para
os grupos aldeidos, localizados na superficie do suporte, reagirem com 0s grupos amino da a-
amilase. Os resultados apresentados revelaram que a atividade relativa da enzima imobilizada
diminuiu ap6s 3 h devido a saturacdo dos grupos aldeido. Gur et al. (2018) ressaltam ainda que
3 h foi o tempo de imobilizacéo considerado mais apropriado na coimobilizacdo de a-amilase,
protease e pectinase.

A escolha da razéo enzima-glutaraldeido, bem como a sua concentracao final, é critica,
pois a insolubilizacdo da enzima deve resultar numa distor¢do minima da sua estrutura de modo
a reter a atividade catalitica (FARRIS; SONG; HUANG, 2010). Portanto, diante dos dados
avaliados 0 método mais apropriado para imobilizacdo das amilases é a ocusdo tendo em vista

que reteve melhor a atividade catalitica das enzimas. Ao memo tempo, as condic¢bes de
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reticulacdo foram estabelecidas em concentragdo de glutaraldeido de 0,25%, menor
concentracdo avaliada, e 3 h de reticulacdo pois permitiu a reticulacdo do suporte interferindo

0 minimo possivel na atividade enzimatica.

4.3 COMPORTAMENTO DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

4.3.1 Comparacdo entre abordagens de imobilizacao

Como alternativa ao uso do glutaraldeido para imobilizacao, se propos a reticulagao por
gelificacéo idnica do alginado de sodio reticulado com Ca?*, de modo que o alginado formaria
uma rede reticulada que prenderia a gelatina estruturando toda a matriz polimérica.

A Figura 7 compara os resultados obtidos para todos as abordagens/métodos de
imobilizacédo, sendo a atividade enzimatica avaliada em pH 5,5 e temperatura 50 °C, condicdes

estas selecionadas nos ensaios anteriores.

Figura 7 - Comportamento das enzimas imobilizadas frente a diferentes métodos de imobilizacéo.
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Legenda: GGO — Imobilizacéo por ocluséo reticulado com glutaraldeido; GGA — Imobilizacéo por ligacdo
covalente reticulado com glutaraldeido; GC — Imobilizacéo por oclusdo reticulado com Ca?*. Letras iguais ndo
apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca (Média£DP).

Sob as condigdes de imobilizacdo estudadas a atividade de ambas as amilases no suporte

composto de gelatina/alginado reticulado com Ca?* foi estatisticamente superior (p<0,05) ao
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das enzimas imobilizadas por ocluséo ou ligacdo covalente (GGO) reticuladas com 0,25% de
GTA . Sabe-se que a gelificacdo de polimeros polianiénicos pela adi¢do de ions multivalentes
é um método simples e comum de imobiliza¢&o enzimatica por oclusdo devido a restrigdo fisica
da enzima dentro da rede polimérica. Os alginatos sdo um dos polimeros mais utilizados, devido
as propriedades de gelificacdo suaves e a ndo toxicidade (ERTAN; YAGAR; BALKAN, 2007).

Além disso, muitos trabalhos (AKHOND et al., 2016; DEB et al., 2013b; PASCOAL;
MITIDIERI; FERNANDES, 2011; TUMTURK, 2000) destacaram os efeitos dos ions
bivalentes, principalmente Ca?*, na estabilizacio da atividade de amilases.

Portanto, como a atividade enzimatica da imobilizacdo por adsor¢do foi
significativamente menor, optou-se por proceder 0s ensaios sucessivos utilizando as condic¢oes
e a metodologia de imobilizacdo por ocuséo das amilases, em suportes compostos por gelatina

reticulada com glutaraldeido (GG) e gelatina/alginato de célcio (GC).

4.3.2 Coimobilizacdo em gelatina reticulado por GTA: efeito do pH e da

temperatura

Devido a correspondéncias das caracteristicas intrinsecas de AA e AMG o0s
biocatalisadores foram coimobilizados por oclugdo nos suportes de gelatina reticulada com
glutaraldeido (GG) e gelatina/alginado de sddio reticulada com Ca?" (GC) previamente
selecionados. As Figuras 8 e 9 mostram o desempenho das enzimas imobilizadas frentes as

variacdes de pH e temperatura do meio reacional.

Figura 8 - Temperatura e pH 6timos do coimobilizado de gelatina reticulada com glutaraldeido (GG).
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Figura 9 - Temperatura e pH 6timos do coimobilizado de gelatina/alginado reticulado com Ca?* (GC).
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Legendas: Letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca
(MédiatDP).

As enzimas coimobilizadas no suporte GC mantiveram seu pH 6timo a 5,5 engquanto
que a coimobilizacdo no suporte GG levou ao deslocamento do pH 6timo do imobilizado de
5,5 para 5.

Esta alteracdo no pH apds a imobilizacdo pode ser devido a estabilidade estrutural e
conformacional das diferentes proteinas (SHELDON; VAN PELT, 2013). Além da natureza da
enzima, alteracGes do valor 6timo de pH dependem também da composic¢éo da matriz utilizada
para imobilizacdo, bem como da interagéo entre a enzima e o suporte que afeta sua conformacéo
(GUPTA et al., 2003; PASCOAL; MITIDIERI; FERNANDES, 2011).

Relatos como de Uygun et al. (2015) que realizaram a imobilizacdo glicoamilase em
criogéis de Poly (MMA-GMA) mostram que o pH 6timo da enzima (pH 5,0) ndo se alterou
apos a imobilizacao.

Por outro lado, numerosos estudos relatam deslocamento do pH de amilases
imobilizadas em diferentes niveis (AKHOND et al., 2016; JAISWAL et al., 2012; PARK et al.,
2005; PASCOAL; MITIDIERI; FERNANDES, 2011; PEREIRA; FERNANDES; ULHOA,
2017; TAVANO et al., 2013). Por exemplo, Jadhav e Singhal (2013) ao estudar a
coimobilizacdo de AA e AMG mostraram que o sistema enzimatico foi mais estavel em
condiges &cidas de pH em comparagdao com a mistura enzimatica livre.

Em relacdo ao efeito da temperatura, quando comparada com o comportameto das
enzimas livres, observou-se um aumento na condicao 6tima apos a imobilizagcdo. A enzima livre
apresentou maior atividade a 50 °C; no entanto, as enzimas coimobilizadas nos suportes GG e

GC apresentaram melhor atividade a 70 °C e 60 °C, respectivamente. A rigidez da estrutura
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enzimatica através da ligacdo multiponto e a reducdo de problemas de dissociacdo através da
imobilizacdo de multiplas subunidades sao as explicacGes mais provaveis para esses resultados
(TAVANO et al., 2013).

Sharma et al. (2014) ao imobilizar a-amilase em agar, observaram que a temperatura
Otima da enzima foi alterada de 50 °C na enzima livre, para 55 ° C ap0s a imobilizacdo. Ao
realizar a hidrolise do amido com um sistema de AA e AMG coimobilizadas Park et al. (2005)
obsevaram mudangas na temperatura ideal de 50 °C para 60 °C apds a imobilizacdo. Essas
variacGes na temperatura 6tima e na energia de ativacdo das enzimas coimobilizadas foram
causadas pela formacdo de ligacGes covalentes levando a reducdo da flexibilidade
conformacional. Akhond et al. (2016) afirmam que a estabilidade térmica de o-amilase
imobilizada aumentou devido a formacao de fortes ligacdes covalentes entre enzima e suporte
mediada pelos grupos funcionais de glutaraldeido.

Observa-se ainda que fora da temperatura 6tima, ambos os imobilizados exibiram uma
reducdo da atividade catalitica indicando alteragdes conformacionais na estrutura quimica da
enzima. Em temperaturas mais elevadas, a estrutura terciaria da enzima é alterada drasticamente
levando a uma degradacdo lenta (SINGH; KUMAR, 2011). Em todos o0s casos, a atividade das
enzimas coimobilizadas foi maior do que das enzimas livres em temperaturas mais elevadas

mostrando que a técnica de imobilizagdo melhorou de forma satisfatoria.

4.3.3 Rendimento de imobilizacéo

A Tabela 2 apresentas os resultados referentes ao rendimento de imobilizacdo para 0s

dois suportes testados.

Tabela 2 - Rendimento (R) e eficiéncia (E) de coimobilizacéo por diferentes suportes.

Suporte R (%) E (%)
Gelatina + Glutaraldeido (GG) 96,40 £ 0,4 95,28 + 0,2
Gelatina/Alginato + Ca?* (GC) 98,07+ 0,2 106,49 + 0,1

O rendimento de imobilizag&o deve ser usado para descrever a porcentagem de enzima
a partir da solucdo enzimatica livre que foi imobilizada (SHELDON; VAN PELT, 2013). De
acordo com os resultados, o suporte reticulado por cétions bivalentes Ca?* foi 0 que apresentou
melhor redimento de imobilizagdo, levemente superior ao encontrado para a imobilizacdo com
reticulacdo com glutaraldeido. Estes resultados sdo considerados satisfatérios, mostrando que

a atuacdo do GTA nos grupos amino dos pepetidios ndo promoveu reducdo da atividade
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catalitica. Além disso, os resultados indicam que em ambos o0s suportes o efeito da ocluséo nao
inviabilizou o contato enzima/substrato.

Ao coimobilizar as enzimas, AA e AMG oclusas em pérolas de alginato, Jadhav e
Singhal, (2013) relatam um rendimento de imobilizacdo de 85%. Por sua vez, Jaiswal et al.
(2012) que imobilizaram a-milase sobre matriz de gelatina utilizando glutaraldeido como
agente reticulante mostraram que 20% de gelatina (p/v), 10% de glutaraldeido (v/v) e 1 h de
tempo de reticulagdo proporcionaram rendimento de imobilizacdo de 82,5%.

Outro parametro usado para descrever o sucesso da imobilizacdo enzimatica é a
eficiéncia da imobilizacdo. A eficiéncia de imobilizacdo nos suportes GG e GC foram de 95%
e 106% representando a porcentagem de atividade enzimatica observada nos imobilizados. Em
teoria, é possivel ter um rendimento de imobilizacdo de 100% e uma eficiéncia de imobilizacao
de 0%. Isso significaria que 100% da solucdo enzimatica foi imobilizada, mas nenhuma
atividade é encontrada ap6s a imobilizacdo porque a enzima foi desativada ou tornou-se
inacessivel por algum motivo ap6s a imobilizagdo (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Seguindo o padrdo apresentado pelo rendimento de imobilizacdo, a eficiéncia das
enzimas coimobilizadas no suporte GC foi maior que do suporte GG.

Em sintese, rendimentos menores que 100% indicam que nem toda a enzima (proteina)
foi imobilizarada no suporte. No caso do suporte GG a efiéncia de imobilizagéo indica que de
cerca de 96% de enzima que foi imobilizada 95% permaneceu ativa. Agora, se a eficiéncia de
imobilizacédo for superior ao rendimento, a imobilizacdo provavelmente gerou interacoes entre
biocatalisador e suporte intermediadas pela acdo do reticulante que incrementaram sua
atividade catalitica.

Varios relatos na literatura mostram diferentes rendimento e eficiéncia na imobilizagdo
enzimatica (GANGADHARAN et al., 2009; JADHAV; SINGHAL, 2013; PARK et al., 2005;
PASCOAL; MITIDIERI; FERNANDES, 2011). As causas dessas variagdes sdo muito amplas,
no entanto estdo relacionadas as mudancas das porpriedades instrinsecas de cada biocatalisador

geradas pela imobilizacao.

4.3.4 Reuso das enzimas imobilizadas

As enzimas sdo geralmente caras e seus custos de producao e purificacdo muitas vezes
invalidam sua aplicacdo em bioprocessos (SINGH; SINGH, 2013). A reciclagem e multiplas
reutilizagdes de enzimas imobilizadas representa o aspecto mais importante para aplicacdes

industriais, reduzindo o custo de producdo devido ao seu uso repetidas vezes (NADAR;
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RATHOD, 2016; YAZGAN et al., 2018). O estudo do desempenho de reciclo das enzimas
imobilizadas nos dois diferentes suportes esta apresentado na Figura 10. Observou-se que apos
o0 primeiro ciclo a atividade da enzima imobilizada por ambos os métodos diminuiu
gradativamente, mas se manteve acima de 50% da atividade inicial ao final de oito ciclos

O suporte GC foi o0 que apresentou melhor reutilizagéo, pois reteve cerca de 67,2 £ 2,1%
da atividade relativa apds 8 ciclos de hidrolise de 60 min, no entanto, sob as mesmas condi¢6es
as enzimas imobilizadas sobre GG mantivera cerca de 53,1 + 1,5% de sua atividade retaliva
inicial.

A reducgdo da atividade cataliticas das enzimas imobilizadas é geralmente devida a
lixiviagdo da enzima do suporte durante a lavagem ap0s cada uso ou a alteracOes
conformacionais causadas pelo uso repetido da enzima (PEREIRA; FERNANDES; ULHOA,
2017).

Figura 10 - Reuso das enzimas coimobilizadas.
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Legenda: GG - suporte de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%. GC - suporte comporto de gelatina
alginato reticulado com Ca?*.

Segundo Singh e Kumar, (2011) certos ambientes de trabalho tém efeito desnaturante
sobre as enzimas, acaretando mudancas na estrutura terciaria que é a principal razdo da
desativacao da maioria das enzimas. Além disso, dificuldades na difusdo do substrato e produto
da hidrolise através de matrizes poliméricas também foram relatados (MOGHARABI et al.,
2012).
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Park et al. (2005) obtiveram recuperacgédo de 92,3% e 88,9% da atividade em sistema de
amilases coimobilizadas, mesmo apds 10 ciclos de reutilizacdo. Outros estudos descrevem o
potencial de reutilizacdo de amilases imobilizadas no intervalo de atividade de 50% a 90% por
5 a 15 ciclos consecutivos de hidrélise (AKHOND et al., 2016; ERTAN; YAGAR; BALKAN,
2007; GANGADHARAN et al., 2009; JAISWAL et al., 2012a; PEREIRA; FERNANDES;
ULHOA, 2017; YAZGAN et al., 2018).

Tendo em vista que em um biorreator industrial econdmico para hidrélise de amido, a
reutilizacéo e a estabilidade da enzima s&o dois fatores importantes, a coimobilizacdo das
amilases ofereceu a vantagem do reuso, em batelada, por até oito vezes. Além disso, 0s suportes

puderam ser facilmente recuperados por filtracdo, facilitando a operacéo.
4.3.5 Aplicacdo em processo de sacarificacao

A fim de investigar o sistema enzimatico que poderia funcionar melhor para a hidrolise
de amido foi realizada a cinética de conversdo do substrato em produtos nos trés sistemas

enzimaticos ( Figura 11).

Figura 11 - Cinética de sacarificacdo das enzimas coimobilizadas.
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Legenda: EL — Enzmas livres; GG — coimobilizado de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%; GC —
coimobilizado comporto de gelatina alginato reticulado com Ca?*,

Analisando a Figura 11 pode-se observar que tanto as enzimas livres como imobilizadas
tiveram comportamento semelhante de conversdo do amido em glicose sob as mesmas

condicdes. No decorrer de 24 horas, a maior conversao retativa obtidas ocorreu apés 18 horas
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de hidrélise (P<0,05). Portanto nessas condi¢cdes o processo de hidrolise poderia ser
interrompido para o inicio do ciclo seguinte.

Dentre as condicOes avaliadas, as enzimas coimobilizadas em suporte GC foram as que
apresentaram valores de conversdo mais satisfatorios 8,60 + 0,21 mg.mL? de aglcares
redutores. Por sua vez, as enzimas imobilizadas em GG tiveram 7,70 + 0,04 mg.mL? de
conversado. Estes resultados sdo 14,8% e 10,2% maiores que os obtidos para as enzimas livres,
de modo que a coimobilizagéo parece ter afetado positivamente a capacidades das enzimas de
hidrolisar o substrato.

Jadhav e Singhal (2013) obtiveram resultados semelhantes, ao avaliar a conversdo de
amido por AA e AMG coimobilizadas sob condi¢des operacionais parecidas. Porém em periodo
de reacdo mais curto de 2 h. Deste modo um meio pelo qual seria possivel encurtar o tempo de
sacarificacdo seria avaliar o aumento da concentracdo e a propor¢do entre as enzimas como
mostrado em estudos anteriores (FU; LU, 2014; PARK et al., 2005). Cabe ressaltar, no entanto,
que a resistécia a um longo periodo de hidrélise aliado a possibilidade de reciclo destacada na
secdo 4.3.2 indicam a possibilidade de uso dos imobilizados por longos periodos com pequenas
perdas de atividade catalitica.

De acorodo com Talekar et al. (2017) que coimobilizaram a-amilase, glicoamilase e
pululanase comercias em nanoparticulas magnéticas usando glutaraldeido, as enzimas
coimobilizadas foram 30% mais eficientes na conversdo do amido de batata que a mistura de
enzimas livres. Roy e Gupta (2004) citam qua a hidrélise de amido utilizando uma mistura de
glucoamilase e pululanase aprisionadas individualmente em perolas de alginato de calcio foi
mais eficiente do que o uso sequencial das duas enzimas.

Na maioria dos processos enzimaticos em série, o produto da primeira reacdo € o
substrato da proxima reacao. Portanto, a coexisténcia de duas etapas de hidrélise, liquefacdo e
sacarificacdo, em um Unico sistema de reacdo, e 0 uso combinado de duas enzimas deveria
produzir mais glicose do que o uso das enzimas livres, pois a imobilizacdo de duas enzimas em
um suporte as mantém em estreita proximidade, o que permite melhores chances de um produto
da primeira reacdo se tornar um substrato para a segunda antes de se difundir no ambiente
reacional (JADHAV; SINGHAL, 2013; PARK et al., 2005).
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4.4 CARACTERIZACAO DO SUPORTE

441 FTIR

A andlise FTIR dos suportes foi realizada com o intuito de caracterizar as mudancas
induzidas pela incorporacéo do reticulante e distinguir mudancas vibratorias relacionadas as
interacGes quimicas no processo de formacdo da matriz. A Figura 12 mostra os espectros da
gelatina pura (GEL) e do suporte reticulado com 0,25% de glutaraldeido.

De maneira geral, os espectros de FTIR do suporte reticulado e do controle exibiram as
principais bandas de vibracdo semelhantes, porém com variagdes na amplitude das bandas
devido a reticulacao.

Os espectros de gelatina apresentaram bandas de absorcéo tipicas em torno de 3270 e
3060 cm “* correspondendo & amida A e amida B respectivamente (FRAZIER; SRUBAR, 2016;
LIN et al., 2018). A banda de amida A representa vibracGes em torno de 3500 e 3100 oriundas
do estirameto da ligacdo NH acoplado a ligagdes de hidrogénio OH que indicam interacdo
intermoleculares (JALAJA et al., 2016; TONGNUANCHAN et al., 2015). As bandas formadas
pela amida B representam o estiramento assimétrico das ligacbes CH que devido o baixo
momento dipolar da ligagéo possui amplitude inforeior (MORSY et al., 2017; SANTOS et al.,
2018).

Figura 12 - Comportamento do suporte GG por FTIR.
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Legenda: GEL — Gelatina padrdo nao reticulada; GG - suporte de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%.
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A banda observada a 1634 cm * é caracteristica da amida | indicando vibragGes de
estiramento do grupo C=0 de amidas primarias associadas (MORSY et al., 2017; QIAQO et al.,
2017) ja a banda correspondente a amida 1, a 1520 cm 2, é atribuida a vibragdes de flexdo de
NH e estiramento de CN na cadeia polipeptidica. A frequéncia da banda amida | é
particularmente sensivel a estrutura secundaria baseada em diferentes arranjos de ligacGes de
hidrogénio que permitem a conformacao da cadeia polipeptidica em estruturas secundarias o-
hélice, folha-f e algas (MILLER; BOURASSA; SMITH, 2013).

Na regido em torno de 1231 cm™ se observam as bandas relativas a amida 111 que
apresentam um modo de vibragcdo muito complexo resultante da combinacéo de flexdo de NH
no plano e estiramento de CN, bem como absorcdes resultantes de vibrac6es de grupos CH» da
glicina e cadeias laterais da prolina (BOATENG et al., 2015; DONG; WANG; DU, 2006;
HASHIM et al., 2010; JIN et al., 2015; LI; MU; LIN, 2016; MORGANTI et al., 2013; QIAO
etal., 2017; SANTOS et al., 2018).

A primeira diferenga notavel é observada na banda a aproximadamente 2849 e 2918
cm* correspondentes ao estiramento do grupo CH dos aldeidos (PIAO; CHEN, 2017; SAARAI
et al., 2013). Outras diferencas podem ser observadas entre 1079 e 1032 cm™ onde o aumento
da intensidade dessa banda indica 0 modo de flexdo no plano da ligagdo CH. Este fenémeno
pode estar relacionado com a formacéao de reticulagéo entre grupos amino néo protonados da
GEL com grupos carbonila do GTA (FARRIS; SONG; HUANG, 2010).

A presenca de uma banda a 1735 cm™ na amostra reticulada, que estad ausente no
espectro da GEL, se relaciona a grupos aldeido residuais do GTA ja que o grupo C=0 dos
aldeidos apresenta forte vibragdo de estiramento em torno de 1700 cm™ (PIAO; CHEN, 2017).
Em contrapartida a baixa intensidade da banda aponta para o fato de que a maior parte do GTA
reagiu na reticulacdo da gelatina. Além disso a banda de absorcao correspondente a amida | se
desloucou para um comprimento de onda inferior.

De acordo com Liu et al. (2011) a banda de absorcao caracteristica das bases de Schiff
esta localizada a aproximadamente 1690 e 1590 cm™, sendo semelhante a banda amida | da
gelatina. Assim, o deslocamento e a intensificacdo da banda amida | no espectro do suporte
reticulado a 1625 cm?, sugere que a gelatina reagiu com glutaraldeido, resultando na formagéo
de bases de Schiff. Em consonancia, Saarai et al. (2013) ao comparar peliculas de gelatina
reticuladas com GTA observaram que as bandas amida | e 11 tiveram maior intensidade o que
os levou a supor que estas bandas estejam, provavelmente, envolvidas na reticulagdo quimica
como GTA.
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Um aumento da absorc¢do pode ser notado na regido das amidas A e B provavelmente
devido a interacdo entre o grupo OH com as moléculas de agua adsorvidas. Na regido das
amidas Il e 111, observou-se um aumento de intensidade de ambas. Para Yakimets et al. (2005)
a banda amida Il embora seja menos sensivel a estrutura secundaria do que a amida I, é muito
influenciada pela hidratacdo. Em seu trabalho o deslocamento da amida Il indicou niveis
crescentes de hidratacdo, observado pelas altas taxas iniciais de mudangas nos espectros
infravermelhos para a banda OH e amida Il da proteina.

Os espectros FTIR do suporte composto de gelatina/alginato reticuladas com Ca?* (GC)
e dos biopolimeros de referéncia sdo apresentados na Figura 13.

Pode-se perceber que o comportamento de GC segue a tendéncia do espectro da GEL.
Isso € explicado pelo fato de a concentracdo de alginato de sodio (AGS) ser de apenas 1% em
massa na composic¢éo do suporte.

A banda de absorgdo em torno de 3220 cm™, correspondente ao estiramento de OH,
apresenta intensidade reduzida provavelmente devido a diminuicdo das ligacdes
intramoleculares. Do mesmo modo, as bandas de estiramento assimétrico a 1591 cm™ e
simétrico a 1405 cm™ resultantes da interagdo entre o grupamento COO™ do AGS com Ca?* néo
aparecem no espectro GC onde prevalecem as bandas amida | e 11 oriundas da estrutura proteica
da gelatina. (DEVI; KAKATI, 2013; Ll et al., 2017).

Figura 13 - Comportamento do suporte GC por FTIR
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Legenda: GEL — Gelatina padréo néo reticulada; AGS — Alginato padréo néo reticulado; GC - suporte comporto
de gelatina-alginato reticulado com Ca?*.
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Lietal. (2011) avaliando o complexo AGS/GEL por FTIR em diferentes concentracgdes,
verificaram que a intensidade das bandas a 1593 e 1411 cm™ do AGS puro diminuem
gradualmente com o aumento do teor de gelatina. Por outro lado, as bandas de estiramento C-
C e C=0 a cerca de 1080 e 1025 cm™ apresentam uma intensidade relativamente alta
considerando o espectro de absorcdo de GC. De acordo com Saarai et al. (2013) estas bandas
podem ser atribuidas a presenca de reticulacdo. O pico de alongamento C=0 (ao redor de 1025
cmt) mostra uma intensidade maior, sugerindo uma vibracéo de ligagdo OH mais forte ou uma
ligacio mais forte do Ca?* aos &cidos gulurénicos do AGS.

Portanto, os espectros de absorcdo indicam que 0s grupos negativos de alginato podem
se associar com gelatina carregada positivamente formando interagdes relacionadas a ligacoes
de hidrogénio, interacdo idnicas e eletrostaticas entre os biopolimero, porém, devidos a baixa
concentracdo de alginato utilizadas para compor o suporte, ndo foi possivel detectar suas

principais bandas de absor¢do o que pode indicar uma interacao insuficiente entre ambos.

442 TGA

A Figura 14 apresenta as curvas TGA para ambos os suportes reticulados com
glutaraldeido (GG) e Ca?* (GC) e seus respectivos constituintes gelatina (GEL) e alginato de
sodio (AGS).

Conforme os termogramas mostram, o comportamento de degradacdo térmica da
gelatina ocorre em dois estagios diferentes: O primeiro estagio ocorre desde a temperatura
inicial 25 °C até aproximadamente 200 °C, com uma perda de massa de cerca de 14,5%, que
esta relacionado a perda da agua associada aos grupos hidrofilicos do polimero (BARRETO;
PIRES; SOLDI, 2003; CORREIA et al., 2013 ). O segundo estagio de degradacdo ocorre entre
200 °C e 500 °C e esta associado a real degradacao das ligacOes peptidicas (CORREIA et al.,
2013).

Ambos 0s suportes apresentaram estabilidade semelhantes a da GEL, porém o suporte
GC teve menor perda de massa (46,6%) na segunda fase, contra (52,5%) para GG, seguindo as
caracteristicas apresentadas pelo AGS.

Sabe-se que a gelatina é uma polianfétero tipico, e seus grupos carboxilo carregados
(COO’) podem interagir ionicamente com grupos amina de cargas opostas (NH3z*). Além disso,
um grande numero de grupos polares, tais como COOH, NHz e grupos OH, na gelatina s&o
capazes de formar ligagdes de hidrogénio (QIAO et al., 2017), o que pode implicar tanto na

adsorcéo de moléculas de agua quanto em sua maior estabilidade.



70

Figura 14 — Analise termogravimétrica (TGA) da gelatina pura (a), alginato de sédio (b), suporte de gelatina
reticulado com 0,25% de glutaraldeido (c) e suporte comporto de gelatina alginato reticulado com Ca?* (d).
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No termograma referente ao AGS observa-se que este apresentou um padrdo de perda
de peso, antes da decomposic¢éo, semelhante ao da GEL, com perda de massa mais acentuada
da ordem de 16,5%. Porém a temperatura de decomposic¢éo do AGS foi inferior & das demais
amostras, indicando que o alginato possui menor estabilidade térmica.

Como também foi determinado pela anélise quimica (FTIR), a presenca do AGS na
composicdo do suporte GC ndo resultou em modificacGes expressivas a nivel molecular. No
entanto como relatado por Devi e Kakati, (2013) a amostra de AGS apresentou menor perda de
massa (44%) do que a gelatina (51%) apds a decomposicao, o que pode ser observado também
no suporte GC.

443 DSC

As varreduras realizadas nos suportes GG e GC modificados e biopolimeros originais
ndo modificados (GEL e AGS) sdo mostradas nas Figuras 15 e 16 respectivamente.
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Figura 15 — Analise calorimétrica diferencial (DSC) do suporte de gelatina reticulado com 0,25% de
glutaraldeido (GG) em comparagdo com a gelatina pura (GEL)
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Para as amostras de suporte reticulados com GTA ou Ca?* analisadas por DSC observa-
se um comportamento semelhante ao da gelatina ndo modificada, indicando que e a reticulacéo
ndo influenciou as propriedades térmicas da gelatina.

Observou-se um amplo pico endotérmico na faixa de temperaturas entre
aproximadamente 28 °C e 80 °C, que esta associada a evaporacao da agua adsorvida na estrutura
dos suportes devido ao contato com o ar (CORREIA et al., 2013; PENA et al., 2010). As
anélises de TGA estdo de acordo com essa afirmacdo, ja& que percebe-se que 0s suportes
perderam, em média, 15 % da agua na primeira fase de perda de massa.

A estrutura da gelatina é geralmente descrita como tendo fases amorfas e cristalinas.
Durante o aquecimento da gelatina o calor transfere energia para suas moléculas e induz
mudancas estruturais, como a transi¢do vitrea da fase amorfa e a fusdo dos cristais.

Quando a temperatura aumenta, a fase cristalina, atribuida a hélices triplas (COPPOLA;
DJABOUROV; FERRAND, 2012), derrete a uma temperatura de fusdo (Tr), associada ao
primeiro pico endotérmico, e a energia necessaria para esta fusdo é denominada entalpia de
fusdo (AH J g*') (DIAZ-CALDERON et al., 2014). Conforme a temperatura continua a
aumentar, as cadeias de gelatina, com arranjo espacial em hélices simples, absorverdo energia
suficiente para passar do estado de conformacdo trans (mais estavel) para o estado de

conformacao cis (menos estavel). Isso € devido ao seu rico conteudo de prolina. Esta
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isomerizacdo requer energia fornecida em temperaturas elevadas, em torno de 200 °C
(DUCONSEILLE et al., 2017).

Figura 16 - Analise calorimétrica diferencial (DSC) do suporte de gelatina reticulado com Ca?* (GC) em
comparacdo com a gelatina pura (GEL) e com o alginado de sédio (AGS)
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Legenda: GEL — Gelatina padréo néo reticulada; AGS — Alginato padréo néo reticulado; GC - suporte comporto
de gelatina alginato reticulado com Ca?*.

O termograma referente ao suporte GC, mostrado na Figura 16 exibe um amplo pico
endotérmico com Tr de 77,66 °C menor que a do AGS (87,57 °C) e mais proxima da Tt
apresentada pela GEL (78,60 °C). Uma vez que o AGS tem menor estabilidade térmica do que
a gelatina, demonstrada por meio da técnica de TGA, este comportamento pode estar
relacionado a este fato. Além disso a baixa concentracdo de AGS é notado quando o
comportamento térmico do suporte se assemelha mais ao perfil da GEL seu componente
majoritario.

Vale ressaltar que o segundo pico endotérmico, embora tenha apresentado deslocamento
da temperatura de isomerizacdo (Ti), de 224,88 °C na GEL para 205,58 °C na amostra
reticulada, teve também uma redugio da entalpia (AH) de -8,21 para -2,4 J g confome a Tabela
3. Esses resultados sugerem que na presenca do reticulante ocorrem interacdes associativas
formadas localmente quando ambos os polimeros estdo em conformacéo aleatoria de bobina
(PENA etal., 2010; VARGHESE; CHELLAPPA; FATHIMA, 2014).



73

Por fim Li et al. (2011), afirmam com base na analise da temperatura de transi¢éo vitrea
em géis composto de AGS e GEL que os polimeros sdo misciveis, atribuindo este resultado a
fortes ligacOes de hidrogénio intermoleculares e a atracdo eletrostatica, limitando a flexibilidade
e a livre mobilidade das cadeias de polimero, conforme verificado pelas andlises FTIR
apresentada. Alem disso, o0 Tq detectavel indicou aos autores que o grau de complexacao ionica

ndo é muito forte, concordando novamente com os espectros FTIR e analise TGA das amostras.

Tabela 3 - Parametros do DSC para o0s suportes estudados e os materiais utilizado na sua produgdo em seus
diferentes eventos

Amostra Eventos Ton °C Tend °C Ti°C AHJ g!
GEL 28,88 131,06 78,60 -263,49
AGS 1° 54,55 123,05 83,57 -340,04

GG 28,15 144,56 71,03 -289,78

GC 29,69 190,17 77,66 -275,42
Ti °C

GEL 208,54 230,56 224,88 -8,21

AGS 90 230,78 266,54 248,44* 357,46

GG 226,49 238,14 232,32 -7,90

GC 199,48 212,32 205,58 -2,40

Legenda: AH: entalpia do pico; Ton: temperatura de inicio do pico; Teng: temperatura de término do pico; T+:
temperatura de fusao; Tiq: temperatura de isomerizagao (i) ou de degradacdo térmica (d) no caso do AGS*.

O termograma DSC do suporte GG apresenta um pico endotérmico entre 28,15 °C e
144,56 °C sendo 71,03 °C a temperatura de fusdo (Tf) e um pico secundario situado a 232,32
°C.

De acordo com Mukherjee e Rosolen, (2013), a varredura do primeiro aquecimento
mostra um grande pico endotérmico na gelatina (variando de 50 ° C a 180 ° C) relacionado a
sobreposicdo de duas transicdes de primeira ordem, Tee T¢, relacionadas a fenémenos de
evaporacgdo da agua e transicdo de fusdo das zonas de dominio cristalino, respectivamente e a
transicdo vitrea de segunda ordem (Tg). Além disso, 0 pequeno pico endotérmico variando de
180 a 250 ° C é atribuido a transicao de primeira ordem Ti, uma consequéncia do processo de
isomerizacdo das ligacdes peptidicas que constituem as hélices da gelatina (SALERNO et al.,
2018). Estas caracteristicas sdo claramente visiveis tanto no suporte GG como na GEL utilizada
como referéncia. No entanto, aponta-se o fato de a Tr do suporte (71,03 °C) foi inferior ao da
referéncia (78,60 °C) o que denota menor estabilidade por parte do suporte.

Relatos na literatura mostram que a Tr dependeram fortemente do grau de reticulacéo
da estrutura de polimeros (JALAJA et al., 2015, p. 201; SANTOS et al., 2018). Por outro lado

Correia et al. (2013) afirmam que a reticulagdo da gelatina com GTA promove ligagéo cruzada
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associada a moléculas mais rigidas com estruturas menos ordenadas. A interaccao proteina-
proteina é, portanto, aparentemente afetada pela reticulacdo e diminuindo a estabilidade
térmica. Pefia et al. (2010) ressaltam ainda que o aumento da temperatura do segundo pico
endotérmico de 208,54 °C na GEL para 226,49 °C no suporte sugerem a presenca de reticulacéo
devido a alteracdo da estrutura helicoidal caracteristica da gelatina.

A estrutura da gelatina apresenta alto grau de complexidade e é influenciada por muitos
fatores. E estabilizada por diferentes tipos de ligacdes covalentes e sua modularidade é possivel
gracas a numerosas interacfes fracas (DUCONSEILLE et al., 2017). Além disso, O grau de
umidade da gelatina também influencia seu estado estrutural, porque a agua atua como
plastificante de estruturas de gelatina, tornando as cadeias de gelatina mais mdveis, resultando

em mudancas no seu comportamento térmico.

4.4.4 Morfologia

A

Figura 177 mostra a morfologia da secédo transversal das amostras avaliadas por meio
de MEV. As imagens evidenciam diferencas morfoldgicas claras entre os materiais porosos
oriundos da reticulagido com GTA e Ca?*.

Figura 17 - Aspectos da morfologia dos suportes GC (A-C) e GG (D-F) obtidos mor microscopia eletrénica de
varredura (MEV)
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Na Figura 17 A pode-se observar os aspectos gerais do suporte composto GC, sem
ampliacdo que apresentou aspecto externo poroso com formato elipsoide oriundo da etapa de
reticulacdo em que a matriz liquida foi gotejada em solucdo de CaCl». A estrutura interna do
suporte evidenciada na Figura 17 B mostra um perfil de malha interligada com muitos poros
irregulares.

Voo et al. (2015) apontam que este tipo de rede interconectada poderia ser formada
devido a interacGes entre as cadeias dos blocos M-G do AGS, que ocorrem através de uma
ligacdo tipo carboxilato-(Ca?*)-carboxilato, resultando em uma mudanca abrupta do angulo de
orientacdo das moléculas de polimero.

A forma e o tamanho dos poros séo o resultado das bolhas de ar que foram incorporadas
na matriz, durante a etapa de intensa aeracédo para formacéo do suporte, bem como da interacao
entre os polimeros. O tamanho dos poros é variado, 0o que indica que pode ter ocorrido
coalescéncia das bolhas de ar antes da reticulacdo. As paredes entre os poros sao bem definidas,
com aspecto poligonal, Figura 17 C. Por sua vez, a conexao entre 0s poros, aparentemente néo
é muito ampla o que pode ser atribuido a fortes interacdes entre os polimeros e homogeneidade
da estrutura do gel, capaz de formar peliculas muito resistentes que depois da reticulacdo se
tornaram as paredes dos poros.

N&o obstante, a olho ni o suporte GG também se mostrou poroso, porém com formato
mais regular, de paralelepipedo, devido ao corte do suporte antes da reticulacdo (Figura 17 D).
Sua morfologia interna exibe uma superficie de aspecto mais compacto e poros com estruturas
internas irregulares, elipsoides e esferoides, interconectados entre si (Figura 17 E).

As paredes entre 0s poros se mostraram virtualmente mais espessas que as presentes no
suporte GC, Figura 17 F, devido provavelmente as fortes interagdes intermoleculares presentes
na cadeia poliptidica que favorecem reestruturacdo parcial nas moléculas de gelatina na forma
de hélice-bobina (DUCONSEILLE et al., 2017; YAKIMETS et al., 2005). Este aspecto de
transicdo das moléculas de gelatinas pode também explicar o fato de que 0s poros apresentam
tamanho mais homogéneo pois as focas envolvidas nas mudancas de conformacéo aliadas a

reticulagdo permitem a formagéo de um gel mais resistente.

44,5 Porosidade

A porosidade calculada a partir de férmulas tedricas foi de 42,4 + 7,5% para o suporte
GG e 28 * 3,8% para o suporte GC.
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Como pode ser claramente observada nas micrografias MEV dos suportes, a perspectiva
é completamente diferente, onde suporte GC é aparentemente mais poros e com poros mais
nitidos. No entanto, como ja foi discutido, as interconexdes entre os poros desta estrutura séo
claramente reduzidas e a maior parte dos poros visiveis, possui parede fechada. Isto parece estar
relacionado com a baixa porosidade calculada pois a parede dos poros dificulta a permeacao de
liquidos até seu interior.

Outro fator interferente pode ser a concentra¢do do polimero, pois de acordo com Wu
et al. (2010) a porosidade de estruturas aeradas, feitas a partir de varias concentracGes de
gelatina aumentou quase linearmente com a diminui¢do da concentracdo do biopolimero. O
motivo é simples, uma vez que a fragdo de volume real ocupada pelo proprio material diminuiu

quando a concentracgéo de gelatina caiu.

4.4.6 Reticulagéo

A Tabela 4 mostra os dados relativos ao grau de reticulagdo nas amostras. A reticulacao
ocorreu de forma mais significativa, no suporte de gelatina reticulado com glutaraldeio 48,8%
* 0,5% enquanto que se detectou um pequeno grau de reticulagdo para os suportes usados como
controles 7,7% e 8,7% para GG (C) e GC (C) respectivamente. J& para o suporte composto de
GEL/AGS curiosamente o grau de reticulagdo ficou em torno de 12, 6%.

Tabela 4 - Grau de reticulacdo dos suportes GG e GC obtidos pelo teste de ninidrina.

Amostra (%) Reticulacao

GG (C) 7,7% +0,2%?
GG 48,8% + 0,5% °©

GC (C) 8,7 % £ 5,6% ?
GC 12,6% + 2,3% "

Legenda: GG - suporte de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%. GC - suporte comporto de gelatina
alginato reticulado com Ca®** GG (C) - suporte GG controle nio reticulado; GC (C) - suporte GC (C) controle
ndo reticulado. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca
(MédiatDP).

O aumento da concentracdo de GTA, tem sido relatado por conduzir ao maior grau de
reticulacdo da rede de hidrogel de GEL (PAN et al., 2016; SAARAI et al., 2013)
proporcionando moléculas mais rigidas com estruturas menos ordenadas (CORREIA et al.,
2013). Vale ressaltar que a reacao da ninhidrina, utilizada para quantificar o grau de reticulacéo
nas amostras, detecta a presenca de grupos o-amino livres nos aminoacidos, grupos amino

terminais de peptideos e proteinas e o grupo e-amino da lisina (KALE; BAJAJ, 2010;
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SALERNO et al., 2018). Portanto este método ndo quantifica a reticulagio do AGS por Ca?*
mas sim as interacfes a nivel molecular na gelatina acarretariam tais respostas tanto para o
suporte GC como também, mas em menor grau nos suportes controle.

Xing et al. (2015) afimam que a gelatina contém quantidades traco de ions metalicos
divalentes, como Cu?*, Ca?* e Fe?", que desempenham papéis importantes na formacéo da
rede do gel, formando ligacdes ionicas com grupos de acidos carboxilicos nas cadeias
moleculares da gelatina o que explica o fato de mesmo os suportes utilizados como controle
terem um certo grau de reticulacdo. Além disso, durante o processo de gelificacdo, os
peptidios da GEL se agregam e se reticulam fisicamente entre si para formar o gel. Alguns
grupos de acido carboxilico com carga negativa também atraem grupos amina carregados
positivamente através de interacdes eletrostaticas.

Para Sisson et al. (2009) sem reticulacdo, suportes de colageno e gelatina se dissolvem
em meios aquosos, tornando-os inadequados para aplicacdes de longo prazo. De modo que, de
acordo com os resultados, o suporte GG por ter maior grau de reticulagdo podera aprentar maior

estabilidade frente aos demais.

4.4.7 Resisténcia a compressao

A Figura 18 mostra as diferencas nos valores de resisténcia a deformacéo
compressiva entre 0s dois suportes e seus respectivos controles. Em comparacdo com o
controle, o suporte GG se mostrou significativamente mais resistente. Estes resultados
podem ser atribuidos as interacdes da molécula de gelatina com o reticulante.

Em seu estudo sobre a formacgédo de suportes de gelatina/alginato reticulas, Pan et al.
(2016) relatam que suportes reticulados com CaCl, foram mais flexiveis do que os reticulados
com GTA e a reticulagdo com GTA aumentou a rigidez dos suportes progressivamente com o
aumento da concentracdo de GTA. Contudo a reticulacdo excessiva pode reduzir a resisténcia
a compressado pois a medida que aumenta o grau de reticulacdo, a estrutura torma-se quebradica
(WU etal., 2010).

A caracterizacdo da estrutura do suporte demonstrou que a reticulagdo com GTA
forneceu uma estrutura externa e interna satisfatoria, enquanto que os suportes tratados com
CacCl. ndo foram suficientemente fortes.

As respostas reladas pelos autores corroboram com o fato de que o suporte

composto GC mostrou ser menos resistente. Essa diferenca também pode ser devida
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ao processo de aeragdo do suporte, pois com a incorporacdo de ar e aumento da
porosidade pode ocorrer colapso da estrutura frente a forcas compressivas. De fato,
as paredes mais finas dos poros de GC, indicadas pela anélise morfoligica, podem ter

acarretado sua menor resisténcia.

Figura 18 - Resistencia a compressdo dos suportes GG e GC.
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Legenda: GG - suporte de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%. GC - suporte comporto de gelatina
alginato reticulado com Ca?*. GG (C) e GC (C) correspondem a amostras controle ndo reticuladas. Letras iguais
ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca (MédiaxDP).

A estrutura macroporosa desempenha um papel determinante nas propriedades
mecanicas de suportes, de modo que um suporte para imobilizacdo de enzimas devera sofrer
varias tensfes durante a operacdo, mantendo sua integridade e, consequentemente, a enzima
agregada (CANTONE et al., 2013; PAN et al., 2016). Nesse sentido, é possivel aperfeicoar a
resisténcia a compressao dos suportes aumentando a concentragdo ou utilizando diferentes
proprorcdes entre 0s biopolimeros, alterando a quantidade de agente reticulante ou
selecionando alginatos com maior peso molecular (CZERNER et al., 2016; LI1U; MA, 2009;
MOGHARABI et al., 2012; PANG et al., 2014).

4.4.8 Solubilidade

A solubilidade dos suportes a pH 5,5 e temperatura de 50°C é uma propriedade
importante que determina a estabilidade das amostras sob condicdes operacionais. A

Figura 19 descreve a degradacdo de ambos 0s suportes no decorrer do tempo.
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O grau de degradacdo aumentou com o tempo para ambos 0s suportes. Porém o suporte
GC, composto por GEL/AGS teve maior solubilizacdo, em torno de 84% + 2,4%, em
comparagdo com o suporte GG que apresentou solubilidade de 25,5% + 1%, ap6s 24 h em
tampdo fosfato de sodio. Tal padrdo de degradacdo, relaciona-se ao grau de reticulacdo, como

também a interacdo entre os polimeros.

Figura 19 - Solubilidade dos suportes GG e GC.
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Legenda: GG - suporte de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%. GC - suporte comporto de gelatina
alginato reticulado com Ca?*. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de
confianca (MédiatDP).

Qiao et al. (2017) relatan que uma das desvantagens da gelatina em relacéo a aplicagdes
de longo prazo é que a proteina se dissolve rapidamente em um ambiente aquoso. A reticulagéo
com glutaraldeido tem sido empregada para superar essa limitacdo (BIGI et al., 2001;
KANOKPANONT et al., 2012).

Como tem sido discutido, a presenca do AGS reticulado na proporc¢éo utilizada néo teria
sido suficiente para manter a estrutura do suporte.

Saarai et al. (2013) informaram que o aumento da concentracdo de AGS aumentou 0
tempo de dissolucdo de esferas, isso pode ser atribuido ao aumento do nimero de locais de
ligaco de fons Ca 2*, resultando na formac&o de uma rede mais estavel e densa. A literatura
cita casos onde gelatina tratada com CaCl, néo foi reticulada, de modo que as estruturas se
colapsaram facilmente, enquanto que concentracOes crescentes de GTA levam a uma
diminuicdo da taxa de degradacdo, mostrando que os métodos de reticulacdo desempenharam

um papel vital no comportamento de degradacdo (PAN et al., 2016). Portanto, a maior
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solubilidade do suporte GC provavelmente deveu-se ao fato de que o baixo teor de AGS no
hidrogel foi insuficiente para formar uma rede coerente interligada com os fons Ca®* , o que
levou a formacdo de hidrogéis com propriedades mecéanicas precarias e mesmo a dissolucéo
lenta (SAARAI et al., 2013).

Voo et al. (2015) verificaram que esferas de alginato de céalcio a 2% (m/v)
permaneceram intactas apds incubacéo na solucdo de HCI (pH 1,2) durante 2 h, enquanto que
foram dissolvidas em solugcdo tampdo fosfato (pH 7,4). Embora essas ndo sejam as mesmas
condicdes de ensaio aqui empregadas, tal comportamento sugere que a forca ibnica do tampao
tenha favorecido a dissolugdo com base na troca idnica entre os ions Na* presentes na solucao
do tampéao fosfato e os fons Ca?* que estavam ligados ao alginato do suporte GC (XING et al.,
2015). Além disso, a reticulacdo de AGS depende da difusido de Ca®* da superficie em direcdo
ao nucleo, ocorrendo devagar devido a resisténcia a difusdo de Ca?" nesta regifo. Assim, a

reticulagcdo ou gelificacdo tende a ndo ser uniforme em todas as partes do suporte (VOO et al.,
2015).

4.49 Intumescimento

Os comportamentos de intumescimento dos suportes GG e GC em fungéo do tempo
estdo representados na

Figura 20.

Figura 20 - Padréo de intumescimento dos suportes GG e GC.
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Legenda: GG - suporte de gelatina reticulado com glutaraldeido a 0,25%. GC - suporte comporto de gelatina
alginato reticulado com Ca?*. Letras iguais ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de
confianca (MédiatDP).
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Como pode ser visto, ambos os suportes apresentaram absorcao de dgua, provavelmente
devido a porosidade presente nas amostras atuar facilitando a difusdo de liquidos para seu
interior que hidratardo mais facilmente as cadeias poliméricas (PATEL et al., 2018; WU et al.,
2010). A rede de polimero de gelatina é altamente hidrofilica, absorvendo agua através de
ligacOes de hidrogénio formadas entre moléculas de agua e acido carboxilico e grupos amino
(XING et al., 2015).

O intumescimento da matriz porosa pode desempenhar um papel importante permitindo
a transferéncia do substrato no interior do suporte e o contato enzima-substrato. (GARCIA-
GALAN et al., 2011). E relatado também que o intumescimento aumenta o tamanho dos poros
e a porosidade total, maximizando assim a area de superficie interna para infusdo. No entanto,
0 intumescimento deve ser controlado, sob o risco de causar o enfraguecimento e rapida
degradacéo do suporte (MAJI et al., 2016).

Apos a imersdo em meio durante 6 h, tanto o suporte GG reticulado com GTA como 0
suporte GC reticulado com Ca?* atingiram o seu ponto de equilibrio de expansdo. A razdo de
intumescimento do suporte GC atingiu 713 + 15,5%, enquanto que para o suporte GG
foi de apenas 607 + 10,6%, apos 24 h. Esse fato pode estar relacionado ao grau de
reticulacdo mostrando que o GTA foi mais efetivo na reticulagdo da amostra frente ao
Ca*.

Pan et al. (2016) relatam que em comparagdo com CaCl,, suportes compostos de
GEL/AGS reticulados com GTA em concentracdes maiores que 0,25% intumesceram muito
menos, devido a atenuagdo da restauracéo viscoelastica, de modo que o tempo necessario para
0s suportes tratados com GTA a 0,25% atingirem o equilibrio de expanséo foi de cerca de 5 h.
Bigi et al. (2001) informaram ainda que o processo de reticulagdo de GEL com GTA
proporcionou uma reducao significativa do intumescimento, o que deveria ser causado pelos
diferentes graus de reticulagdo. Por outro lado, o maior grau de intumescimento apresentado
pelo suporte GC pode estar relacionado a dois fatores: reticulacdo insuficiente do AGS pelo
Ca?* como revelado pelas analises de FTIR, TGA e DSC; ou isso também pode estar
relacionado a baixa concentracdo em massa de AGS na matriz, pois sendo funcéo do AGS criar
uma rede que mantenha a estrutura do gel de GEL, a concentracdo empregada pode ndo ter sido
suficiente para manter as propriedades ideais. Deve-se notar que a reticulacdo fisica de

hidrogéis derivados de gelatina e alginato induz apenas a forcas fisicas secundérias fracas,
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proporcionando uma estrutura de rede solta e exibindo forca mecénica insuficiente apos a

absorcéo de liquido. Como resultado, eles se dissolvem (SAARAI et al., 2013).
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CONCLUSAO

Neste estudo, as enzimas a-amilase e glicoamilase foram coimobilizadas em dois tipos

de suportes: um composto de gelatina reticulada com glutaraldeido (GG) e outro composto por

gelatina/alginato de calcio reticulado com Ca?* (GC). Os resultados obtidos demonstraram que:

a)

b)

c)

d)

f)
9)

h)

)

as enzimas livres apresentaram comportamento similar quanto aos parametros de pH e
temperatura 6timos, permitindo sua coimobilizacéo;

apo6s a coimobilizacdo, em ambos os imobilizados, a temperatura 6tima foi mais
elevada;

0o pH o6timo das enzimas coimobilizadas no suporte de gelatina reticulada com
glutaraldeido foi deslocado de 5,5 para 5.

0 aumento gradual da concentracdo do reticulante glutaraldeido reduziu a atividade
enzimatica assim como o contato por periodo superiora 3 h

o rendimento e a eficiéncia de imobilizacéo foram satisfatorios, sendo superiores a 90%;
o0s imobilizados puderam ser reutilizados em até 8 ciclos de hidrélise consecutivos;
comparado com as enzimas livres, os imobilizados foram mais eficientes na
sacarificacao;

0S suportes apresentaram boa interacdo quimica entre seus componentes;

0s suportes apresentaram morfologia porosa, mas a porosidade efetiva foi relativamente
baixa devidos as fortes intera¢fes entre seus constituintes;

A reticulacdo ndo afetou o comportamento térmicos dos suportes, mas teve impacto em

sua resisténcia mecanica, solubilidade e intumescimento.

A luz dos resultados obtidos neste trabalho, é possivel inferir que a coimobilizacdo de

amilases é um procedimento proficuo, pois pode permitir melhorias na eficiéncia catalitica em

reacOes enzimaticas em cadeia. Pode-se ainda estabelecer o suporte reticulado com GTA como

0 mais indicado para uso na coimobilizagdo. Todavia a coimobilizagdo em suporte composto

GC também apresentou caracteristicas promissoras quanto a atividade catalitica, embora sua

maior instabilidade estrutural seja um ponto critico.

Sob esta perspectiva, propde-se para futuros estudos, otimizar a composicdo do suporte GC

avaliando outras concentracdes de alginato/gelatina bem como o uso de outros reticulantes.

Além disso, a otimizacdo da concentracdo de enzima imobilizada para obter a conversdo

méaxima do substrato em porduto e avaliar a estabilidade ao armazenamento tornam-se

relevante.
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APENDICE A — Artigo cientifico

APLICACAO POTENCIAL DE SCAFFOLD DE GELATINA RETICULADA
NA IMOBILIZACAO DE AMILASE
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RESUMO - Neste estudo, utilizou-se um método para producéo de scaffolds de gelatina
reticulada com glutaraldeido para aplicacdo na imobiliza¢do da enzima a-amilase. Foram
aplicadas duas técnicas para a imobilizacdo, oclusdo e adsorcdo, e realizada a reticulagdo com
quatro concentracgdes de glutaraldeido, 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1%, e trés tempos de contato, 2h,
3h e 4h. O comportamento da enzima foi avaliado pelo método de Miller (1959). Atraves dos
resultados obtidos, verificou-se que o scaffold de gelatina reticulada ¢ uma boa opcao de suporte
sendo 0 método de oclusdo o mais satisfatorio para a imobilizacdo com concentracao de 0,25%

de glutaraldeido e 3h de reticulacdo do suporte.

INTRODUCAO amplamente utilizada em aplicacOes

farmacéuticas e médicas (SANTORO et al.,

A gelatina ¢ uma proteina natural 2014) sendo um material considerado como

derivada da hidrdlise do colageno que tem um excipiente seguro (GRAS) pela agéncia

apresentado excelentes caracteristicas para . .. )
P P americana Food and Drug Administration,

a concepcdo de biomateriais compativeis « A

ndo havendo evidéncias que demonstrem
como suportes para células e enzimas
(SAMAL et al., 2015). Devido ao seu baixo

custo e alta disponibilidade, a gelatina ja é

perigo no uso pelo publico como alimento
ou ingrediente alimentar (FDA, 2017).
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A gelatina também possui uma
notavel capacidade de formacdo de espuma
utilizada pela indastria alimentar para
melhorar a elasticidade e a textura dos
alimentos (POURSAMAR et al., 2015).
Tais caracteristicas tornam a gelatina uma
alternativa atraente para a producgdo de
scaffolds, estruturas porosas que tém sido
empregadas na engenharia de tecidos para
aplicacdes em medicina regenerativa.

Varios métodos, incluindo

liofilizacdo,  eletrospinning,  fundicéo
solvente/lixiviagdo salina, emulsdo (HIPE)
e formagdo por gas tém sido utilizados para
gerar scaffolds porosos. Esses materiais
devem possuir poros homogéneos, com
formato regular, interconectados entre si e
com propriedades mecénicas adequadas
(BARBETTA et al., 2006; DHEGHANI,
ANNABI, 2011).

Diferentes materiais tém propriedades
para formar um scaffold estavel. Materiais
com propriedades tensoativas adequadas
geralmente possuem uma capacidade de
formacao de
(POURSAMAR et al.,2016a). No entanto,

tais materiais podem apresentar baixa

espuma desejavel

estabilidade mecanica que pode ser
superada por meio de reticulacdo,
melhorando a estabilidade térmica e
mecanica do biopolimero (MILETIC;
NASTASOVIC; LOOS, 2012).

Diferentes agentes de reticulagdo tém

sido utilizados para estabilizacdo de

suportes de gelatina, dentre os quais o
glutaraldeido, um dos agentes de
reticulagdo mais relatados no campo
biomédico devido a sua eficacia
demonstrada, apesar de ser conhecido por
provocar citotoxicidade (AZAMI et al.,
2010; SPEIT et al., 2008).

A biocompatibilidade de materiais
colagénicos reticulados com GTA pode ser
melhorada pela reducéo da concentragéo de
solucbes de GTA (BIGI et al., 2008;
POURSAMAR et al., 2016b).

Gelatina reticulada também tem sido
citada como suporte na imobilizacdo de
enzimas para aplicacdes biotecnoldgicas. A
imobilizacdo enzimatica neste tipo de
material pode ocorrer através da interagcdo
covalente da molécula de enzima com os
grupos amino livres na gelatina (BEZERRA
et al., 2015). Um dos principais problemas
enfrentados na imobilizacdo de enzimas
utilizando esse suporte é sua reduzida
porosidade que pode acarretar problemas
difusionais oriundos de impedimento
estérico, ocasionado pela estrutura
compacta do suporte, com consequente
perda de eficiéncia da reacdo hidrolitica
(JAISWAL et al., 2012).

Deste modo, a utilizagdo de um
suporte com porosidade elevada pode ser
uma estratégia promissora para obter
imobilizados mais eficientes, havendo
poucas investigacOes sobre a aplicacdo de

scaffolds como suporte para a obtencdo de



enzimas imobilizadas. Assim, o objetivo do
presente estudo foi desenvolver um scaffold
de gelatina reticulada para aplicagdo na

imobilizagéo de enzimética.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo da imobilizacéo foi
utilizada a enzima a-amilase (EC 3.2.1.1),
Liquozyme® Supra 2.2X cedida pela
Novozymes®, que foi imobilizada em
gelatina tipo B (indice de Bloom 220)
(Biomica Ind. e Com. de Prod. Ltda.) por
meio de reticulacdo com glutaraldeido
(Dinamica Ltda.). Todos o0s reagentes
utilizados no processo de imobilizagéo e
ensaios posteriores foram de pureza

analitica PA.

Preparo do scaffold de gelatina

Os scaffolds de gelatina foram
preparados de acordo com a metodologia de
formacdo por géas descrita por Poursamar et
al. (2016) com modificacbes em que uma
solucdo aquosa de gelatina a 20% m/v foi
preparada por dissolucdo da quantidade
apropriada de gelatina em tampdo fosfato
pH 5,5 a 50 ° C. A solucdo de gelatina foi
entdo aerada em agitador mecéanico tipo
turrax (Tecnal, Turratec TE-102) a 14.000
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rpm por 10 minutos. Posteriormente a
solucdo aerada foi moldada, até uma altura
de 5 mm, em placas de vidro previamente
resfriadas que foram transferidas para um
congelador (-20 ° C) durante 5 min até sua
completa solidificacdo. As amostras
solidificadas foram entdo removidas dos

moldes e cortadas em 1,5 mm de aresta.

Meétodos de Imobilizacéo

Ocluséo: na imobilizagdo por
oclusdo, ap6s a aeracdo da solucdo de
gelatina, 1 mL de enzima foi adicionado a
gelatina  sob  agitacdo  até  sua
homogeneizagéo na solucéo. O imobilizado
obtido com tamanho de particula de 1,5 x
1,5x 5 mm foi reticulado por imersdao em
solucdo de glutaraldeido nas concentragcdes
de 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1% em periodos
que variaram de 2h, 3h e 4h. Em seguida as
amostras foram triplamente lavadas com
solugdo tampao e armazenadas a 4 °C.

Adsorcdo: na abordagem por
adsorcdo, os scaffolds previamente
preparados e cortados foram reticulados em
solugdes de
concentragdes, 0,25%, 0,5%, 0,75% e 1%

por de 2h, 3h e 4h. Decorridos 0s tempos

glutaraldeido nas

de reticulacdo, as amostras foram

triplamente lavadas com solugdo tampado,
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para a remocdo do reticulante residual e
colocadas em contato com 1 mL da enzima
por um periodo de 1h sob agitacdo. Apos o
tempo de contato as amostras foram
novamente lavadas com o intuito de
remover o biocatalisador ndo adsorvido a
superficie do suporte.

Ensaio de Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica dos
imobilizados foi determinada pelo método
de Miller (1959) que se baseia na
quantificacdo de acucares redutores
liberados durante a reacdo de hidrdlise
enzimatica utilizando o é&cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). A determinacdo da
atividade enzimatica foi realizada através
da incubacdo das amostras em solugéo de
amido 1%, como substrato, por 30 min a
50°C. A reacdo foi paralisada com adicdo de
5 mL de NaOH 1 mol L e aquecimento a
100 °C por 10 min. Entdo 1 mL do
hidrolisado foi posto para reagir com 1 mL
de DNS durante 5 minutos a 100 °C, sendo
posteriormente resfriado por 10 min. A
aliquota foi avolumada para 10 mL e a
leitura realizada em 546 nm.

As unidades de atividade amilolitica
(U) foram expressas com base em uma
curva padrdo de glicose tracada através do
mesmo método de DNS. Uma unidade (U)
de atividade enzimética é definida como a

quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 pmol de acucares redutores
(estimados como glicose) por minuto sob

condigdes padrdo de pH e temperatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de formacéo de espuma de
gas utiliza a nucleacdo e o crescimento de
bolhas de gas (fase interna) dispersas em
todo um polimero (fase continua). As
bolhas de gas podem ser geradas in situ quer
através de uma reacdo quimica ou pela
adicdo de um gas inerte a fase de polimero
a baixa ou alta pressdao (BARBETTA et al.,
2009; 2010).

A Figura 1 apresenta o efeito da
rotacdo atraves da incorporacdo de gas na
matriz polimérica por agitacdo mecanica
em alta velocidade obtendo um suporte
poroso, onde pode ser observada uma
disperséo de ar relativamente homogénea.

Uma maior porosidade na matriz para
imobilizacdo, pode, em muitos casos, ter
um impacto positivo no comportamento
enzimatico, j& que em substratos muito
compactos a difusdo do substrato dentro da
particula de suporte pode ser mais lenta,
consequentemente as enzimas no nucleo da
particula ndo receberdo a mesma
concentracdo de substrato que a enzima
proxima a superficie da particula
(DWEVEDI, A, 2016; RODRIGUES et al.,
2013).



De acordo com Gomez-Guillén et
al. (2011) a gelatina pode ser processada
utilizando o método de formacdo por gas,
em estruturas porosas sem a necessidade de
surfactantes e  agentes  espumantes
adicionais. No entanto, mostrou-se que a
reticulacdo € um elemento importante na
producéo de scaffolds de gelatina através da
técnica de formacdo por gas in situ e é
critica na preservacdo da estrutura porosa
do scaffold. (POURSAMAR et al., 2015).

Figura 1: Micrografia éptica (X100)
mostrando aspecto da aeracao do scaffold

Qe 8 G

Farris et al. (2010) relatam que o
glutaraldeido é, de longe, a molécula de
reticulagdo mais utilizada devido ao seu
baixo custo e excelente eficiéncia na
estabilizacdo de materiais colagenosos
permitindo alcancar uma clara melhora das

propriedades mecénicas, térmicas, de
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resisténcia a agua com citotoxicidade
reduzida guando utilizado em
concentragOes muito baixas.

Através dos experimentos
realizados, observou-se que com o0 aumento
da concentracdo as particulas apresentaram
maior rigidez e aumento do ponto de fuséo,
tornando-as resistentes a temperaturas
maiores que 30°C. Isso ocorre porque 0
glutaraldeido conduz uma reacdo quimica
de reticulacdo com a gelatina reduzindo
drasticamente a solubilidade em &gua dos
filmes de colageno. (CHAIBI et al.,2015)

A reticulacdo ocorre através da
formacéo de bases de Schiff com os grupos
g-amino ndo protonados da lisina e da
hidroxilisina e o0s grupos amino do
aminoacido N-terminal, o que da uma
coloragdo levemente amarelada no
polimero (Figura 2) (FARRIS; SONG;
HUANG, 2010).

O glutaraldeido tem sido utilizado
como agente de reticulacdo, bem como
agente de acoplamento enzimatico. No caso
da imobilizacdo de enzimas em suporte de
gelatina, a reacdo com o glutaraldeido
envolve o aprisionamento fisico e a ligacéo
covalente (KHARKRANG; AMBASHT,
2013), de modo que o glutaraldeido é
utilizado como o agente que liga a enzima

com a gelatina (KUMAR et al., 2005).
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As figuras 3 e 4 mostram o
comportamento da enzima o-amilase
imobilizada em scaffold de gelatina
considerando  sua  reticulagio  em
concentracdes crescentes de glutaraldeido

sob trés diferentes tempos de reticulagdo.

Figura 2: Aspecto do scaffold submetido a
reticulagéo.

Observa-se na figura 3,
correspondente a enzima imobilizada por
oclusdo na matriz polimérica, que conforme
a concentracdo de reticulante aumenta,
reduz-se significativamente (p<0,05) a
atividade do biocatalisador.

Resultados  semelhantes  foram
encontrados por Li et al. (2016) que
compararam o decréscimo da atividade de
glicoamilase, reticulada na forma de
agregados de enzimas reticuladas (CLEA)
em uma gama de concentracbes de
glutaraldeido de 0,2% a 9% (v/v) para
determinar a melhor condi¢cdo. Em uma
concentragdo de 0,5% (v/v) foi obtido um

rendimento de atividade méximo de cerca

de 76%. Em contrapartida numa
concentracdo de 9% de glutaraldeido a
atividade da enzima imobilizada diminuiu
acentuadamente, de modo que a maior parte
da atividade (~80%) foi perdida devido a
uma demasiada reticulacdo e a enzima
perdeu a flexibilidade minima necessaria

para a sua atividade.

Figura 3: Comportamento de a-amilase
imobilizada por ocluséo

U (umol/mg'min)

0,25

Glutaraldeido (%)

Legenda: AA — a-amilase (2h, 3h e 4 horas).
Letras iguais ndo apresentam diferenca
significativas entre si a nivel de 95% de
confianca (MédiaxDP).

Por sua vez Chen et al. (2013)
estudando o efeito da concentracdo de
glutaraldeido na atividade enzimatica de 3-
galactosidase imobilizada em esferas de
quitosana, observaram que quando a
concentracdo da solucdo de glutaraldeido
foi 0,3%, a atividade atingiu 0 maximo.
Subsequentemente, a medida que a
concentracdo da solucdo de glutaraldeido
aumentou, a atividade enzimatica diminuiu
gradualmente, pois, quando a concentracao

de glutaraldeido era excessiva, as moléculas



de enzima formaram ligacdes em multiplos
pontos com O suporte, constituindo
obstaculos estruturais espaciais que podem
inativar a enzima.

Ao aumento do grau de reticulagédo
entre o suporte e o biocatalisador observado
pelos autores supracitados apregoa-se
também o comportamento da enzima
perante os diferentes periodos de
reticulacdo em que a condicédo de trés horas
de reticulacdo foi a mais satisfatoria.
Atribui-se 0 comportamento das condi¢Oes
de duas e quatro horas a uma reticulacéo
insuficiente da enzima no primeiro caso e ao
excesso de reticulacdo, no segundo, ja que
uma reticulagcdo excessiva pode induzir a
alteragBes nas atividades cataliticas da
proteina através da penetracdo em sua
estrutura interna reagindo com residuos
amino, podendo comprometer 0s sitios
ativos da enzima (FARRIS; SONG;
HUANG, 2010).

Observa-se claramente esse efeito
na figura 4 onde na condicdo de quatro
horas houve perda acentuada da atividade
catalitica. Neste caso as enzimas foram
imobilizadas por adsor¢do a superficie do
suporte, sendo ancoradas pela cadeia do
glutaraldeido. Neste caso o biocatalisador
fica muito mais suscetivel a acdo do

reticulante, pois, diferente da oclusdo onde
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as moleculas de gelatina podem
desenvolver um papel de protecdo, na
adsorcdo h& contato mais direto entre o
glutaraldeido e a enzima. Além disso, a
enzima pode sofrer lixiviagdo da matriz

sendo perdida para o meio.

Figura 4: Comportamento de a-amilase
imobilizada por adsor¢édo
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Legenda: AA — a-amilase (2h, 3h e 4 horas).
Letras iguais ndo apresentam diferenca
significativas entre si a nivel de 95% de
confianca (MédiaxDP).

Bigi et al. (2001) estudando a
influéncia da concentracdo de glutaraldeido
na estabilidade de filmes de gelatina
observaram gue um grau de reticulacdo de
cerca de 85%, obtido utilizando 0,25% de
reticulante. Os dados sugerem que a
utilizacdo de glutaraldeido em baixa
concentracdo € suficiente para uma
reticulacdo eficiente do suporte e evitar a
toxicidade, permitindo  modular  as
propriedades fisico-quimicas dos filmes de

gelatina, a fim de obter materiais estaveis
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com uma ampla gama de possiveis
aplicacbes biomédicas.

A escolha da razdo enzima-
glutaraldeido, bem como a sua
concentracdo final, é critica porque a
insolubilizagdo da enzima deve resultar
numa distor¢cdo minima da sua estrutura de
modo a reter a atividade catalitica
(FARRIS; SONG; HUANG, 2010).

CONCLUSAO

O método de scaffold de gelatina
reticulada com glutaraldeido mostrou-se
promissor na imobilizagdo de a-amilase.
Ambas as técnicas de imobilizacdo
utilizadas mostraram melhores resultados
de atividade enziméatica com concentragdes
de 0,25% de glutaraldeido divergindo,
porém, quanto ao melhor tempo de
reticulacdo que foram de 3h e 2h para

oclusdo e adsorcao, respectivamente.
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ANEXO A - Ficha Técnica da a-amilase

Ficha de Informacéo do Produto

novozymes:

Rethink Tomorrow 1de2

Valido a partir de 2015-08-21

Liguozyme® Supra
2.2X

Neste produto a atividade enzimatica chave é fornecida por

endoamilase que hidrolisa ligacées (1.4)-alfa-D-glicasidea em polissacarideos amidicos

INFORMACAO SOBRE ALERGIA

CARACTERISTICAS DO PROD!

Enzima Declarada alfa-amilase

Alergénico Substancia | | Alergénico Substancia
Atividade declarada 300 KNU/g contida* contida’
Cor Ambar
Apresentacao Liquido Aipo néo Moluscos nio
Densidade de aproximadamente (g/ml) 1.25 Cereais contendo gliten? néo Mostarda nao
Wiscosidade (cPs) 1-25 Crustaceos néo Nozes? néo
Ovo néo Amendoim néo
A cor pode variar de um lote para outro. A intensidade da cor ndo é Peixe néo Gergelim nic
um indicativo da atividade enzimatica. Tremoco nio Soja nio
enxofre/sulfitos. mais que
Limite Inferior Limite Superior |Unidade 10 mg porkgou |

?:f:i;:?lam unit KNU zﬂsﬂ 6.5 ‘s Definicdo de substancias de acordo com o Regulamento da EU 1168/11,

Contagem total de vidveis _ ) SIU_OUO /a conforme alteracdo. A lista cobre os alérgenos mencionados no 21 USC 301

Bactéria Colforme ; 0 i (US) e GB 7718-2011 (China).

EColi Nio detectado 25g 2sto &, trigo, centeio, cevada, aveia, espelta, kamut

Salmonella Nao detectado 25g Zlsto €. améndoa. aveld. noz. castanha de caju. noz-peca. castanha do Pard,

Metais pesados Max 30 mag/kg pistache, macadamia e noz de Queensland

Chumbo Max 5 mglkg

Ao Mex 3 otk

Cédmio Max 0.5 mag/kg Este produto néo é um OGM

Mercirio Max 0.5 mo/kg O produto enzimético & produzido por fermentacio de um microrganizsmo gue

nac esta presente no predute final. O organismo de producéo e a eficacia da
enzima &0 melhorada: por meio da biotecnologia moderna

CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

A embalagem deve ser mantida intacta, seca e ao abrigo da luz. Siga as

0 método analitico da enzima esta disponivel no Portal do Cliente {Customer
Centre} ou com o seu representante de vendas.

Conservantes Sorbato de potéssio recomendagdes € use o produto antes da data de validade expirar para evitar a
Estabilizantes Cloreto de sédio necessidade de uma dosagem maior
Sacarose Melhor utilizar antes de: A data de validade encontra-se no certificado de

analize ou na embalagem do produto.

O produto oferece desempenho ideal se armazenado a 0-10 ®C/32-50 °F e
uzado antes da data de validade. Se armazenado a até 25 °C/77 °F, o produto
deve ser usado dentro de 3 meses apds a entrega

O produto pode ser transportade & temperatura ambiente. Apds a entrega, o
produto deve ser armazenado conforme a recomendacéo.

PRECAUCOES DE SEGURANCA E MANUSEIO

Enzimas s&o proteinas. A inalacio de poeira ou aerossdis pode induzir
zensibilizacio e causar reagde: alérgicaz em individuos zensibilizados. Algumas
enzimas podem irritar a pele. os clhos e as membranas mucosas em caso de
contato prolongado. Veja a FISPQ ou o Manual de Seguranca para mais
informacdes sobre como manusear o produto com seguranga e o que fazer

em caso de derramamento

© Movozymes A/S



Liquozyme® Supra
2.2X

CONFORMIDADE

0 produto esta em conformidade com as especificagdes de pureza

recomendadas para enzimas de grau alimenticio definidas pelo Joint
FAOAWHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) e o Food Chemicals
Codex (FCC).

Os certificados Kosher e Halal encontram-se disponiveis no Customer Center
ou com o representante de vendas.

CERTIFICACOES

& Novozymes € signataria do Pacto Global das Magdes Unidas, da Convencao

das Nagdes Unidas sobre Diversidade Bioldgica e reportamos o nosso
desempenho de sustentabilidade através da Global Reporting Initiative (GRI).
er todos os nossos compromissos no dmbito da sustentabilidade em
WWW.NOVOZYMES.Com

=

e e

SEGURANCA ALIMENTAR

A Novozymes conduziu uma analise de risco e preparou
um plano APPCC descrevendo os pontos criticos de
controle (PCCs). O plano APPCC é respaldado por um 11

amplo programa de pré-requisitos implementada naz \So 7

de Boas Praticas de Fabricacdo da MNovozymes.
O produto € fabricado de acordo com o plano APPCC
da Movozymes. as BPF e outros requisitos do Sistema de
Gestdo de Qualidade Novozymes.

O produto esta em conformidade com os requisitos de
pureza relacionados & micotoxinas recomendados pelo
JECFA FAQ/OMS e FCC.

O produto € produzido em conformidade com a certificacdo FS5C 22000
EMBALAGEM

O produto esta disponivel em diferentes tipos de embalagem. Entre em

contato com o representante de vendas para mais informacgdes.

novozymes

2de2

Novozymes Latin America Ltda. Para mais informacées, ou enderecos de nossos escritorios, visite: www.novozymes.com

Rua professor Francisco Ribeiro 683
CEP 83707-660 - Araucdria -

Parans e
.aara:-:e A legizlacdo, a regulamentacdo efou oz direitos de terceiros podem impedir oz clientes de importar, utilizar,

Azl " " . -

processar efou revender os produtos agui mencionados de determinada maneira. Sem um acordo em separado e

Tel. +55 41 641 1000 por escrito entre o diente e a Novozymes com essa finalidade, este documento nado se constitui em uma

Fax +55 41 643 1443

representacdo ou garantia de qualguer espécie e ecta sujeito a alteracdes sem aviso prévio.

© Novozymes A/S



ANEXO B - Ficha Técnica da glicoamilase ou amiloglicosidase

Ficha de Informacio do Produto
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