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Resumo

O presente trabalho descreve a producao de um suporte polimérico de alginato
e quitosana, formando microgéis utilizadas para imobilizacdo das amilases fungicas
obtidas a partir de Aspergillus oryzae. As amilases imobilizadas nesse suporte polimé-
rico podem ter diversas aplica¢cées na industria para hidrélise do amido em agucares.
Diferentes conformacdes entre os suportes de imobilizacao (alginato e quitosana) e as
amilases foram testadas, avaliando a resposta dos sistemas imobilizados em relagao
a concentracao de acgucares produzidos durante o processo de hidrélise enzimatica
do amido. Foram realizados teste de reuso das microesferas, testes de producao de
acucares redutores, quantificacdo de amido residual, todos esses testes avaliando a
atividade enzimatica. Adicionalmente foram feitos teste de estabilidade em pH e tempe-
ratura, colocando o suporte, com o extrato bruto enzimatico em diferentes condicdes.
De acordo com disposigéao das amilases nas microesferas: Fl: Fase Interna (amilases
situaram-se na fase interna do suporte); FIG: Fase Interna com agente ligante; FE: Fase
Externa (amilases situaram-se na fase externa do suporte); FEG: Fase Externa com
agente ligante; FU: Fase Interna e Externa (amilases situaram-se tanto na fase interna
quanto na fase externa do suporte); FUG: Fase Interna e Externa com agente ligante;
obteve-se resultados distintos em rendimento em massa, estabilidade em pH e tem-
peratura distintas e reuso em ciclos. Desta maneira, partindo-se de mesmas matérias
primas, em mesma condi¢cdo quantitativa, obtem-se resultados ou faixas de aplicacao a
depender do ambiente de hidrélise. Os resultados de para a hidrélise do amido em agu-
cares redutores foram obtidos usando o suporte Fl. O rendimento maximo em eficiéncia
de imobilizacdo alcancado foi de 97,38%, com imobilizagdo geral de 17,18%. Durante
trés ciclos de reutilizagdo da amilase imobilizada, as enzimas permaneceram ativas e
ligadas ao suporte IP, convertendo eficientemente amido em acgucar. Os ensaios da
avaliacdo de pH e temperatura em condicdes variadas demonstram que sa amilases
imobilizada apresentava maior atividade a 45 °C e uma faixa de pH de 5,0 a 7,0, com
maior atividade a pH 5,0. O sistema imobilizado pode ser melhorado aumentando a
concentracdo de amilase no suporte a Fl, o que provavelmente resultaria em maiores
taxas de conversado de amido em acgucares redutores.

Palavras-chave: Microgéis, polimeros, amido, amilase, Aspergillus oryzae



Abstract

The present work describes the production of a polymeric support of alginate
and chitosan, forming microgels used to immobilize fungal amylases obtained from
Asperqillus oryzae. The immobilized amylases on polymeric support can have several
applications in the industry for hydrolysis of starch in sugars. Different conformations
between immobilization supports (alginate and chitosan) and amylases were tested,
evaluating the response of immobilized systems in relation to concentration of sugars
produced during enzymatic hydrolysis process of the starch. Microsphere reuse tests,
tests for reducing sugar production, quantification of residual starch were carried out,
all of these tests evaluating enzymatic activity. In addition, pH and temperature activity
rate tests were carried out, placing the support with crude enzyme (EB) extract under
different conditions. According to the arrangement of the amylases in the microspheres:
Fl: Internal phase (amylases were located in the internal phase of the support); FIG:
Internal phase with binding agent; FE: External phase (amylases were located in the
external phase of the support); FEG: External phase with binding agent; FU: Internal
and External Phase (amylases were located both in the internal and external phases of
the support); FUG: Internal and External Phase with binding agent; different results were
obtained in mass yield, different pH and temperature activity rate and reuse in cycles.
In this way, starting from the same raw materials, in the same quantitative condition,
results or application ranges are obtained depending on the hydrolysis environment.
Optimal results for the conversion of starch into reducing sugars were obtained using
the IP support. The maximum immobilization efficiency yield achieved was 97.38%, with
an overall immobilization of 17.18%. During three cycles of reuse of the immobilized
amylase, enzymes remained active and bound to the IP support, efficiently converting
starch into sugar. Assays of pH and thermal optimization found that immobilized amylase
showed greater activity at 45 °C and showed a pH range of 5.0-7.0, with greater activity
at pH 5.0. The immobilized system could be improved by increasing concentration of
amylase in IP support, which would likely result in higher conversion rates of starch
into reducing sugars.

Keywords: Microgels, polymers, starch, amylase, Aspergillus oryzae
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1 Introducao
1.1 O nascimento da Biotecnologia

O tipo menos refinado de biotecnologia foi o desenvolvimento de plantas e
o preparo (especificamente a sele¢cao) de animais. O melhoramento de seres vivos
remonta mais de 10000 anos, quando 0s nossos antepassados também comecaram
a executar o cultivo de espécies de plantas, como uma fonte sélida de sustento. As
espécies mais pontuais de tais plantas selecionadas séo arroz e trigo. Os animais
selvagens foram adicionalmente controlados para obtencéo de leite ou carne. [1]

A transicao das sociedades de cagadores-coletores para a agricultura coloniza-
dora (a “revolugéo neolitica”; ocorreu independentemente mais de uma duzia de vezes
em diferentes regides do mundo a partir de 10—12.000 anos antes da recentemente
desenvolvida a 3000—4000, onde se caracteriza por uma miriade de métodos de cultivo
bem caracterizado e utilizagao de ferramentas. Teorias para explicar as origens € 0
desenvolvimento da agricultura, consideraram fatores que variam de mudangas no
clima e expansao da populacao a praticas culturais e crengas religiosas.[2]

Ao longo de milhares de anos, os agricultores selecionaram caracteristicas
desejaveis nas culturas e, assim, melhoraram as plantas para fins agricolas(Figura 1).[3]

As caracteristicas desejaveis incluem variedades de culturas (também conheci-
das como cultivares, de “variedades cultivadas”) com estag¢des de crescimento mais
curtas, maior resisténcia a doencgas e pragas, sementes e frutos maiores, conteudo
nutricional, prazo de validade e melhor adaptacao as diversas condi¢cdes ecoldgicas
sob as quais as culturas foram cultivadas. [3]
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Figura 1 — O ancestral do milho moderno é o teosinto (visto aqui a esquerda). Algumas mutacoes
causaram um aumento de tamanho, a bainha e uma camada dura que precisavam ser
rachadas para acessar o endoesperma. Mutacdes posteriores eliminaram o revesti-
mento duro, aumentaram o tamanho e o numero de graos. Todas essas mudancas
sao devidas a mutacoes genéticas que evoluiram como parte da sele¢ao artificial e da
diversidade genética.

https://imgur.com/gallery/bS5wu/comment/776885153

De maneira distinta, os progenitores selvagens dos principais animais domeés-
ticos do Velho Mundo sao endémicos das regides com clima mediterraneo e estao
adaptados para suportar secas prolongadas de verao quente e invernos suaves mas,
umidos. Desde a domesticagao, os agricultores trouxeram ovelhas, cabras, porcos e
gado para uma enorme variedade de ambientes, de semi-desertos a regides subar-
ticas(Figura 2). Sua distribuicao atual, estendida para os limites do mundo habitavel
pelos seres humanos, era mediada pela protecao humana e criagdo de animais que
prosperam sob condicdes muitas vezes nao toleradas por seus ancestrais selvagens.
Os primeiros passos desse processo remontam aos pioneiros agricolas dos Balcas que
penetraram além das fronteiras da zona sub-mediterranea da Europa nos primeiros
séculos do sexto milénio aC. Como os primeiros pastores dos Balcas conseguiram
estender o habitat de seus animais € uma questao intrigante, de importancia crucial
para o inicio da histéria das relagdes homem-animal. [4]
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Figura 2 — Mosaico de uma vila romana, Corinto. Retratado é uma cena pastoral. (150-200 d.C)
Museu Arqueologico de Corinto, demonstrando a pratica de domesticacao de animais
selvagens para aplicacoes agropecuarias.

https://www.ancient.eu/Animal_Husbandry/

Entre os animais domesticados estavam cabras, ovelhas e gado, cujo leite
foi consumido pelo homem como nutriente de alta qualidade. O leite também é um
substrato de crescimento muito bom para bactérias, algumas das quais produzem &cido
latico, o que causa a gelificacao do leite. O leite acidificado foi consumido como leite
cultivado ou convertido em requeijao acido. Também foi descoberto que o leite pode
ser coagulado por certas enzimas proteoliticas, por exemplo, quimiosina do estdbmago
de mamiferos neonatais; o coagulo foi convertido em queijo de coalho. O queijo &
produzido desde as primeiras civilizagbes, por exemplo, Suméria e Egito, e foi bem
estabelecido na Roma Classica. A producao de queijos se espalhou por toda a Europa
Figura 3 e Oriente Médio e, posteriormente, para as Américas do Norte e do Sul e
Oceania, evoluindo para pelo menos 1000 variedades. [5]

Nos tempos pré-histéricos, uma forma primitiva de biotecnologia era praticada
por agricultores que criaram espécies de plantas e animais de melhor qualidade por
métodos de polinizagéo cruzada ou cruzamentos. As formas anteriores de biotecnologia
incluem a formacéao e criacao seletiva de animais, o cultivo de culturas e a utilizacao de
microrganismos para produzir produtos como queijo, iogurte, pao, cerveja e vinho. [6]

Pode se evidenciar também criagdo arcaica de queijo tipo cheddar, demons-
trando uma forma de refinamento do métodos de producao, juntamenta a producao
iogurte e pao, em pequena escala também se evidencia em registros remotos. [1] Muitos
alimentos fermentados foram produzidos em todo o mundo. A fermentacéo é um pro-
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cesso que transforma o material de partida em um produto que pode ter caracteristicas
nutricionais e / ou organolépticas aprimoradas. [7, 8]

Diferentes bebidas mistas, por exemplo, cerveja e vinho foram criadas durante a
época do Egito Antigo(6500 a.C.), ficando mais evidenciadas na quando o processo
de envelhecimento foi encontrado sistematizado pela primeira vez, em achados arque-
lologicos, destacando as propriedades que se tinha tais produtos apds um determinado
tempo, ou passados por algum processo especifico. [1, 9]

Figura 3 — Xilogravura medieval mostra muitos usos para leite e creme. O fromager esta lavando
e coando a coalhada para fazer queijo; camponés batia o creme tornondo-o manteiga;
grandes rodas de queijo envelhecem nas prateleiras ao fundo.
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A sistematizacdo da quimica de forma, juntamente a evolucédo da biologia,
se ramificando para a microbiologia, verificou-se que formas de vida em escala mi-
niaturizada, microorganismos de forma geral, principalmente leveduras e/ou fungos,
hidrolisam os acucares quando precisam de oxigénio e finalmente sdo responsaveis
pelo envelhecimento e degradacao de produtos pereciveis. Este procedimento traz a
disposicao dos itens (nutricao e bebida).[8, 10]
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Tradicionalmente, a arte da fermentacao evoluia lentamente e, embora muitos
tém tido uma participagcdo em sua pratica, poucos tinham interesse em mudancas
nos métodos, havendo posteriormente momentos cruciais nos quais a interpretacao
cientifica e habilidades técnicas foram reintegradas para produzir técnicas inovadoras
e diferentes abordagens. No final do século XVII, a era da revolugéo cientifica, novas
habilidades de termometria e hidrometria, assim como Teorias quimicas da fermentacao
foram introduzidas. O médico da corte prussiana Georg Ernst Stahl (1659—1734) foi
pioneiro no conceito de uma tecnologia de fermentacao especifica, que ele chamou
de “zimotecnologia” em seu livro Zymotechnia Fundamentalis (Fundamental Zymote-
chnology) publicado em 1697. Este texto influente pode ser visto como o documento
fundador da biotecnologia.[11]

Juntamente ao marco das descobertas de Pasteur surgiam as pesquisas volta-
das para genética, de Mendel (1822-1884), sugerindo as leis da hereditariedade. Em
1868 Casismir Joseph Davaine, reverteu infec¢des bacterianas advindas de bactérias
por um novo método de tratamento por calor. Neste mesmo ano Johannes Friedrich
Miescher separou a Nucleina ( um composto constituido por &cidos nucleicos) de pus
de células, obtidas a partir de bandagens usadas. [1]

Durante o periodo de 1873 a 1876, o interesse pela pesquisa em DNA comecou.
O DNA foi inicialmente derivado do esperma de truta (encontrado no rio Reno). Durante
este periodo, Koch investigou o antraz e explorou certas técnicas para identificar, cultivar
e corar microorganismos. Ele também levou imagens deles que foram posteriormente
apoiados por Gram, Cohn e Weigart.[12, 8]

Em 1881 Koch estabeleceu técnicas de culturas bacterianas, levando a microbi-
ologia a outro patamar, possibilitando estudos mais minuciosos, tanto na microbiologia
aplicada, microbiologia clinica e imunologia. Ao mesmo tempo Pasteur estabelece
as vacinas que ja vinha desenvolvendo ha algum tempo. Com 0s novos avangos e
diversas técnicas em microbiologia, a genética de Mendel fica em evidéncia novamente,
sendo aplicadas suas teorias por Vries, von Tschermak e Correns.[1]

O amplo escopo da zimotecnia foi reconhecido em 1913 em Copenhague, quando
o professor de quimica agricola e fisiologia de fermentacéo de Orla Jensen, ex-aluna de
Jorgensen, foi renomeada como a cadeira de quimica biotecnolégica. O curso de Jen-
sen ligou tratamentos de proteinas, enzimas, e células com a analise de determinados
alimentos como leite e margarina e com fabricacado de chocolate. Uma nova disciplina
estava surgindo. Jensen explicaria sua abordagem alguns anos depois que abordou
a natureza da ciéncia de zimotecnia aplicada. Nao era a mera aplicagao da ciéncia
pura, mas sim uma forma fundamental de conhecimento crescente fora da pratica da
experiéncia. Orla Jensen pode ndo aparecer nos anais dos grandes bioquimicos, mas
na época em que ele retornou para a Dinamarca da Suica, ele havia otimizado as
condi¢des para produzindo as cavidades no queijo Emmenthal.[10]
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Assim, a maturacdo de alguns produtos, como alguns tipos de queijo, que
nada mais é do que microorganismos se instalando e se propagando, sendo talvez tal
fendmeno investigado pela primeira vez por alguma coincidéncia, ja que em vezes nao
se sabia seus possiveis mecanismos de funcionamento. Durante a antiguidade, alguns
grupos acreditavam que o envelhecimento era uma béncao de seres divinos. Prova
I6gica para a maturacgéo foi descrita pela primeira vez por Louis Pasteur no final do
século XIX. Ele ilustrou uma hipétese conhecida como hip6tese germinativa, exibindo a
sobrevivéncia de seres vivos de pequena escala o que é mais, suas consequéncias
adicionais para o processo de maturagao. [Steinberg and Raso]

Os esforcos de Pasteur contribuiram para algumas partes da ciéncia. Em oca-
sides anteriores, algumas poucas drogas foram utilizadas como itens de biotecnologia,
por exemplo, 0 mel, que poderia ser usado para tratar alguns problemas respiratorios
e como um balsamo para feridas. Levando-se em conta que o mel contém algumas
propriedades antimicrobianas, é visto como um agente anti-infeccéo e é adequada-
mente utilizado na recuperacao de feridas. Da mesma forma, na China, ja em 600 aC,
utilizava a coalhada de soja, sendo utilizada no tratamento de bolhas. [13]

Rancheiros ucranianos utilizavam cheddar podre para tratar ferimentos contami-
nados. Mais tarde foi descrito que agentes anti-infeciosos presentes em tais produtos
eliminam microorganismos e afastaram a disseminagéo de contaminac¢ées. Em 1928,
Alexander Fleming separou a penicilina, a principal anti-infecgdo, da forma. Esta di-
vulgacéo perturbou os medicamentos acessiveis, com agentes anti-infecciosos com
mais potencial e sendo mais poderosos do que medicamentos anteriores. O avancgo
da biotecnologia quanto a curva de rendimento (contando leguminosas culturas), ino-
culacoes e inovacao desenhada pela criatura, foi reconhecido entre os século XVlll e
inicio do século XIX. O atrasado o século XIX era conhecido por ser uma conquista na
ciéncia.[1]

Os eventos citados anteriormente também foram impussionados pela industria
da guerra. A ciéncia e a tecnologia também foram reunidas sob a pressao da 1° Guerra
mundial. Em Berlim, o fermento para racdo animal foi cultivado em grande escala em
substratos que tinham a nova aménia sintética de Fritz Haber, como nutriente. Na
Gra-Bretanha, o judeu bielorrusso e futuro presidente de Israel, Chaim Weizmann,
tendo com Auguste Fernbach no Instituto Pasteur, desenvolveu sua prépria técnica
para utilizar bactérias para produzir acetona, a partir do amido. [14, 10]

Weizmann primeiro queria encontrar um uso para os produtos agricolas de baixo
valor da Palestina, e mais tarde ele queria ajudar os Aliados a produzir p6lvora sem
fumaca, que dependia da acetona4. [10, 15]

Seria 0 método de selecao de individuos de uma espécie individualmente, se
selecionando os com melhores desempenhos para determinada aplicagao. Por exemplo,
o trigo se parecia com a grama de jardim, assim como o arroz, e agora ambas especies
possuem cultivares de alto rendimento de matéria prima amilacea. [10]
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O processo Weizmann também forneceu a inspiracao para outras aplicacées
do que veio a ser chamado de microbiologia econémica. Foi outro desenvolvimento de
guerra que inspirou a cunhagem da palavra “Biotecnologia”.

Figura 4 — Tubos com os experimentos de cerca de um século atras, em 1915, que Chaim Weiz-
mann, inventou um processo de fermentacao que converteu amido - um policarbonato
prontamente disponivel a partir de milho e batatas - em acetona e alcool butilico, facili-
tado por uma bactéria, Clostridium acetobutylicum, que o Dr. Weizmann havia isolada
anteriormente.

http://www.weizmann.ac.il/WeizmannCompass/sections/people-behind-the-science/chaim-weizmann%
E2%80%99s-acetone-patent-turns-100

O trabalho de Louis Pasteur reforgou a distingdo entre criaturas vivas e entidades
quimicas, e até o final do século XIX vé-se tentativas de desenvolver um novo estudo
cientifico da fermentagdo. Os centros de pesquisa de fermentacdo nao eram os locais de
grande referéncia ao longo revolugao industrial como, o Ruhr ou Lancashire industrial;
em vez disso eram metrépoles da agroindustria como Paris, Berlim, Copenhague e
Chicago. O ultimo era o centro do maior mercado agricola do mundo; as pradarias
préximas ao forneceu o mundo o trigo, enquanto o processamento de carne da linha
de producao de Chicago foi o modelo para as linhas de montagem de carros da Henry
Ford.[10]

Ao mesmo tempo, a Dinamarca era o centro mundial de de produc¢ao agricola
de produtos com maior valor agregado, sendo pioneiros nos métodos de, engorda
de porcos e bacon, manteiga e producao de cerveja. Atribui-se a industria dinamar-
quesa a insercao nos processos biolégicos industriais, a integrancéo, reintegrancao,
conceituacao e reconceitouagéo de processos e técnicas em processos fermentativos
e bioquimicos. [1]
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1.2 O surgimento do termo biotecnologia

Durante o periodo entre guerra, fildsofos, sociologias e o publico intelectual
iniciaram a reflexao relativa a crescente conexao entre a biologia e a tecnologia. Se
iniciou 0 que a idéia de biotecnologia, € que a mesma poderia ser um meio para
se mudar a natureza humana, para mudar a sociedade, gerando o primeiro embridao
da eugenia, pelos novos conceitos que surgiam de genética e atingindo um patamar
industrial de alta magnitude.[16]

A utilizacdo desses diversos processos biolégicos, organismos ou sistemas
para produzir mercadorias que podem vir a melhorar o cotidiano de diversas formas, e
séo contemplados dentro biotecnologia. De forma abrangente, isso pode ser definido
como a bioengenharia para fins de uso humano. Também pode ser definido como o
conjunto de técnicas necessarias para a utilizagao de sistemas vivos ou a influéncia de
processos naturais, de modo a produzir produtos, sistemas ou ambientes para ajudar o
desenvolvimento. Atualmente, a biotecnologia da mais énfase ao estabelecimento de
genes hibridos, seguidos de sua transferéncia para organismos nos quais alguns, ou
todos, do gene geralmente ndo estdo presentes. [6]

A biotecnologia € extensivamente caracterizada em um relatério do 1991 Office
of Technology Assessment como “qualquer sistema que utiliza formas de vida (ou
partes de seres vivos) para fazer ou alterar itens, para melhorar plantas ou criaturas,
ou para criar microorganismos para empregos explicitos”. Esta inovacédo tem sido
fundamental no avanco e execucéo de procedimentos para a montagem de agentes
anti-infecciosos e diferentes farmacos, acucares, alcoois, aminoacidos e outros acidos
organicos, prover itens de alto impacto, através do uso de microbiologia, maturacéo ,
compostos, inovacao em células animais e tecnologias de separacao. [17]

Especialistas, realizaram regularmente o scale-up para a geracdo moderna de
tecnologias em periodos surpreendentemente breves. Um namero moderadamente
modesto catalisou, ao longo de um periodo de 50 anos, o desenvolvimento do manejo
farmacéutico, de sustento e agrario, e reivindicou areas de impacto da economia
indiana a ponto dos negécios atualmente ultrapassarem US $ 500 bilhdes / ano. As
décadas anteriores presenciaram uma tremenda melhora na biotecnologia, ndo apenas
no que diz respeito a técnicas de separacao, mistura, estrutura, testes diagnosticos e
métodos de elucidacao de atividade das biomolécuas, mas também a sua aplicacédo
como instrumentos dentro das ciéncias da vida. As biomoléculas demonstraram-se
amplamente complexas intrigando ndo somente a quimica orgénica, mas também
as ciéncia, de forma geral, farmacologia, a terapéutica, biotecnologia e inovacao da
qualidade. Tal ciéncia se faz tdo complexa que, independentemente do esforco de um
grupo, seria complexo e extremamente dificil incorporar todas as partes da biotecnologia
em um unico livro. [3]
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A palavra “biotecnologia” adquiriu significancia e importancia gigantescas du-
rante as ultimas duas décadas, o que € simplesmente excepcional. A probabilidade e os
resultados concebiveis por tras desse tipo de consideracado em relacao a biotecnologia
podem ser devido ao seu potencial ilimitado de servir e beneficiar a humanidade. Até
este ponto, a biotecnologia entrou em contato com nossas vidas em todas as pers-
pectivas, por exemplo, sustento, bem-estar e vida das criaturas. Vimos igualmente a
importancia e a capacidade da biotecnologia para a melhoria de nossa condigao e para
uma vida melhor, por exemplo, a capacidade da biotecnologia de se incorporar nas
necessidades de produtos derivados de petrdleo, substituindo-a por biocombustiveis,
ja que a acessibilidade de fontes ndo-renovaveis de energia estdo sendo restringidas
para suprir a demanda devido a expansao da populacdo. Em termos menos complexos,
nossa vida comega com creme dental biotecnologicamente criado, para conduzir veicu-
los com preenchimentos biotecnolégicos, e também lancamos mao para farcamos para
nos manter sadios ou controlar doencas crénicas, semelhantes ao diabetes, que me-
lhorando nossa vida. A palavra “biotecnologia” foi obtida a partir de dois termos béasicos
da ciéncia, ou seja, “Ciéncia” e “Inovacao”. Na chance de tentarmos decodificar essas
duas palavras, apenas recomenda, na linguagem de um leigo, que seja a inovagao que
torna a nossa vida util e bem com o trabalho dos recursos naturais.[8]

Devido ao crescente entusiasmo dos governos no campo de criacdo rapida,
aludido a como biotecnologia, numerosas associacoes e reunides de trabalho distri-
buiram relatérios que incorporam significados da biotecnologia. Existe uma variedade
impressionante de definicdes (e ndo inconsistentemente perplexidade) dependendo
dos interesses e preferéncias daqueles incluidos.[6]

A biotecnologia esta representada pelos avangos na engenharia genética com
consequéncias tanto na producao de alimentos € no manejo da agricultura como nos
caminhos para lidar com patologias de diversas naturezas. Trata-se nesse caso de
processos fisico-quimicos e da producgéo de farmacos, enzimas e vacinas que levam a
novas terapias e melhorias na saude. Na area de energia, os biocombustiveis ganham
espaco com o problema do aquecimento global e a necessidade de desenvolver fontes
de energia renovaveis que diminuam a dependéncia de combustiveis fésseis e reduzam
a emissao de gases de efeito estufa. [18]

De fato, a biotecnologia pode ser vista como uma revolucéo cientifica que
passa por varias disciplinas. Descrita como uma “constelagao de revolugdes cientificas,
que passa pelos campos da biologia, bioquimica, quimica, ciéncia da computacao,
bioinformatica, matematica, fisica, engenharias e os varios campos da ciéncia médica
(imunologia e oncologia, por exemplo) ”. Estao envolvidas disciplinas distintas, as quais
conecta diferentes ramos da biotecnologia.[18]

Com relagédo ao campo do bem-estar, a biotecnologia esta confinada a criagao
de medicamentos de alto valor agregado, por exemplo, agentes antiinfecciosos, imuni-
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zagoes e anticorpos,. Da mesma forma, ndao abrange as regides de design terapéutico
e inovagao, regularmente aludidas como construgdo biomédica (ou parte do tempo de
bioengenharia). A horticultura, a produgédo consuetudinaria e a reproducédo de animais
sao, na maioria das vezes, vistas como biotecnologia. Seja como for, partes desses
exercicios devem ser consideradas, uma vez que as plantas fornecem os materiais
brutos a maioria das formas biotecnoldgicas. Além disso, a biotecnologia, através da
criagao de pesticidas microbianos e a utilizagcdo dos atuais métodos de controle here-
ditario para o avango in vitro de animais e a produgéo de variedades com melhores
capacidades de fixacdo de nitrogénio, tendo um efeito significativo sobre o agronegécio
no futuro. [16, 19]

1.3 Biotecnologia industrial

A biotecnologia industrial encapsula a aplicacao de ferramentas baseadas nos
processos industriais tradicionais (bioprocessos) e a manufatura baseada em bioprodu-
tos (como, combustiveis, produtos quimicos, e plasticos) a partir de matérias primas
renovaveis. Microrganismos, enzimas e sua engenharia genética constituem as bases
de uma area de tecnologias e processos de diversas companhias, pesquisadores e
cientistas que buscam do desenvolvimento para seu uso comercial.[20]

Novas aplicagdes de enzimas tém sido utilizadas em diversos, comida, alimenta-
cao animal, agricultura, papel e na industria téxtil, resultando em reducgdes significantes
g]de gastos. Ao mesmo tempo, o rapido desenvolvimento tecnoldégico tem estimulam
as industrias quimicas e farmacéuticas a utilizarem a tecnologia enzimética, uma ten-
déncia fortalecida devido aos alertas referentes a saude, energia, commodities e meio
ambiente. [21]

Com a tecnologia de DNA recombinante, foi possivel clonar genes que condicio-
nam as enzimas microbianas e expressa-las em niveis 10 a 1000 vezes maior que as
enzimas ndao modificadas de micro-organismos sem tais modificages. Por conta disso,
a industria de enzimas incorporou rapidamente a tecnologia e abandonou a producao
por meio de cepas que nao se encaixavam nas demandas dos niveis de producéo in-
dustrial. A genémica, metagenomica, proteomica e a tecnologia de DNA recombinante,
séo utilizadas para facilitar a descoberta de novas enzimas de microorganismos na
natureza e criar e desenvolver enzimas de maior atividade enzimatica.[22]

Com uma ampla abordagem a biotecnologia se faz atualmente uma area que se
expandiu em varias frentes, se expandiu e criou novas areas do conhecimentos detido
por ela. As classificacoes dessas diversas dreas sao muito diversificadas (Figura 5).
Tendo suas origens muito arraigadas a microbiologia, passando pela zimotecnologia e
atualmente sendo uma disciplina que se permeou de forma agressiva na sociedade
com toda a area de biologia molecular, sendo a area mais proeminente, dentro das
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produgdes cientificas atuais. As classificagées das areas contempladas sao as mais
diversas, sendo representada da melhor forma pela ilustragdo abaixo.

Figura 5 — As ciéncias basicas sao as bases ou “raizes” de todos os aspectos da biotecnologia.
O foco central ou “tronco” para a maioria das aplicacoes biotecnoldgicas é a engenha-
ria genética. Os galhos da arvore representam diferentes organismos, tecnologias e
aplicativos que “se originam” da engenharia genética e bioinformatica, aspectos cen-
trais da maioria das abordagens biotecnoldgicas.
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1.4 Biotecnologia no Brasil e Inovacoes Tecnoldgicas

A Biotecnologia é considerada, no Brasil e no cenario mundial, como uma érea
estratégica para o desenvolvimento econémico e social, contribuindo fortemente para
o desenvolvimento tecnolégico do Pais e, consequentemente, para o seu bem-estar
social e desenvolvimento socioecon6mico. Dados recentes do Sistema Brasileiro de
Inovacédo em Biotecnologia mostram que o pais vem evoluindo e propondo ag¢des que
visam impulsionar o desenvolvimento da Biotecnologia, identificando os seus pontos
positivos e aqueles que constituem gargalos nesta area. O pais dispée de uma forte
e crescente competéncia cientifica nas universidades e nos institutos de pesquisa,
estando atualmente situado entre os 13 maiores produtores de conhecimento. [23]

Entretanto, mesmo com a Lei de Inovacdo aprovada, a pouca proximidade
Universidade-Bioindustria e a pouca cultura empreendedora ndo permitiram a agilidade
necessdria para transferir o conhecimento cientifico acumulado nas Instituicbes de
Ciéncia e Tecnologia (ICT) para a industria e converté-lo em desenvolvimento tec-
nolégico, que vem mudando ao longo dos anos, com a inclusdo de disciplinas de
empreendimento nos cursos de biotecnologia. Nesse contexto, a &rea tem como um
importante desafio a promog¢ao do comportamento empreendedor, transformando co-
nhecimento em produtos e/ou processos que possam promover solugdes e alimentar
a cadeia produtiva. Ademais, o Pais também nao dispée de um sistema eficiente
de investimentos privados, de financiamento e apoio as empresas startups, além de
excesso de regulamentacao na legislacao, que dificultam a implantacdo de um setor
industrial robusto. Os mecanismos de difusdo da biotecnologia e percepc¢ao publica
acerca de sua importancia também néo sao eficientes. Esses fortes gargalos devem ser
equacionados para que o Pais definitivamente atinja um patamar de desenvolvimento
desejado na area de Biotecnologia. A proposicao de acdes estratégicas de inovagao
nas areas de fronteira, como a genémica, pés-genémica, protedmica, metabolémica,
neurociéncias, células- tronco, conversao de biomassa e nanobiotecnologia constitui
hoje um ponto relevante a Biotecnologia no Brasil, uma vez que sdo areas promissoras
para inovagoes tecnoldgicas de alto valor agregado, com potencial de geragao de novos
mercados nacionais e internacionais.[23]

1.5 Enzimas

A industria de enzimas como a conhecemos hoje é o resultado de um rapido
desenvolvimento visto principalmente nas ultimas quatro décadas, gracas a evolucao
da biotecnologia moderna. Enzimas encontradas na natureza tém sido usadas desde a
antiguidade na producao de produtos alimenticios, como queijo, massa fermentada,
cerveja, vinho e vinagre, e na fabricacdo de mercadorias como couro, indigo e linho
(Figura 6a). Todos esses processos dependiam de enzimas produzidas por microrganis-
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mos de crescimento espontaneo ou por enzimas presentes em preparacdes adicionais,
como rumen de bezerros ou mamao, portanto, usadas em nenhuma forma pura ou bem
caracterizada(Figura 6b). O desenvolvimento de processos de fermentacdo durante a
ultima parte do século passado, visando especificamente a producédo de enzimas por
meio de cepas de producéao selecionadas (Figura 6¢), tornou possivel a fabricacdo de
enzimas como preparacoes purificadas e bem caracterizadas, mesmo em larga escala.
Este desenvolvimento permitiu a introdugéo de enzimas em verdadeiros produtos e
processos industriais, por exemplo, nas industrias de detergentes, téxteis e amido. [24]

Figura 6 — Evolucao histérica do uso de enzimas
a)Utilizacao de enzimas durante antiguidade
b)Utilizacao de enzimas isoladas de animais
c)Utilizacao de enzimas provenientes de microorganismos
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1.5.1 Estruturas proteicas

Por mais de meio século, a hierarquia estrutural originalmente criada pelos qui-
micos de proteinas Karl Linderstroém-Lang e John Schellman forneceu uma maneira
til de descrever a estas estruturas. Apesar do uso dos termos primario, secundario,
terciario e quaterndrio para descrever varios niveis de organizacgao estrutural de uma
proteina totalmente dobrada, ndo se deve inferir erroneamente que a sequéncia orde-
nada no tempo para dobrar a proteina passa sucessivamente por sua estrutura primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria.[25] De fato, locais dentro de muitas proteinas, sem
duvida, atingem seu arranjo quase dobravel muito antes de sua cadeia polipeptidica
alongada ser liberada pelos ribossomos que os produzem. Em vez disso, o esquema
proposto por Linderstroém-Lang e Schellman pretende ajudar-nos a considerar as
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amplas caracteristicas estruturais das enzimas, em vez de um conjunto desconcertante
de voltas, reviravoltas e dobras. [26]

1.5.1.1 Estrutura primaria

O nivel mais simples da estrutura da proteina lida com a sequéncia linear de
aminodcidos a unidos por ligagées amida covalentes de uma cadeia polipeptidica7. A
estrutura primaria € codificada como a sequéncia desoxirribonucleotidica linear do DNA,
mediada por sua transcricdo nas sequéncias ribonucleotidicas do RNA mensageiro (ou
mRNA), o ultimo direcionando a sintese de polipeptideos nos ribossomos. Transcrigcao
e traducdo sé&o necessariamente processos de alta fidelidade, caracterizados por taxas
de erro extremamente baixas associadas as atividades de edigao da RNA polimerase,
aminoacil-tRNA ligase e ribossomos. [27, 26][28]

Figura 7 — Estrutura primaria demonstrando a sequencia de aminoacidos e a ligacao peptidica
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As sequéncias de DNA néao especificam completamente as estruturas proteicas
finais, que também sao determinadas por splicing alternativo ou por reagdes de mo-
dificacao covalente pés-traducéao. O splicing permite um repertério de sequéncias de
proteinas alternativas, incluindo ou excluindo seletivamente as informagdes contidas
nas sequéncias de DNA (exons) que codificam sequéncias polipeptidicas que séo
separadas umas das outras por sequéncias de DNA reguladoras e ndo codificadoras
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(introns). Alguns argumentaram que a estrutura priméaria de uma proteina também deve
incluir modificagdes covalentes pés-traducionais.[27, 26][28]

Isso faz sentido para o processamento proteolitico de enzimas, porque a sequén-
cia de aminoacidos ¢é alterada. Outras reacoes incluem fosforilagao, nucleotidilacao,
acilacao, glicosilacao, ADP-ribosilacao, hidrélise de ligacao peptidica, etc.). A ubiquitina-
¢cao € uma reacgao pos-traducao especializada que incorpora um pequeno polipeptideo
de 76 residuos (ubiquitina) em proteinas mal dobradas ou desnaturadas para direciona-
las para os proteassomas onde sao proteolisados.[28]

Com o tempo, a sequéncia de aminoacidos biologicamente especificada de
algumas proteinas pode sofrer alteragdes como consequéncia de reagdes nao enzi-
maticas. As reacdes nao enzimaticas incluem racemizacao de residuos de L-aspartil,
transferéncia de cadeias polipeptidicas para grupos serina-hidroxila nos chamados
desvios N-O-O-acil, oxidacao e peroxidacao de polipeptideos, etc.[28]

1.5.1.2 Estrutura Secundaria

Esse nivel de estrutura proteica refere-se a qualquer estrutura de chapa helicoi-
dal (alfa-hélice)8a ou plissada (folha-beta)8b , que maximiza a ligagdes de hidrogénio
interamida dentro de redes na alfa-hélice, beta-folha e estruturas especializadas, como
3,10- hélice dos trechos poli-L-prolina e a hélice tripla do colageno. Essas interacdes
ajudam a excluir moléculas de agua do interior da maioria das proteinas e portanto,
contribuem apenas modestamente para a estabilidade estrutural geral de uma proteina.
A a-helix também possui um momento dipolo geral significativo que, em alguns casos,
desempenha um papel significativo na ligagdo ao substrato e / ou coenzima. [29]
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Figura 8 — a) Estrutura alfa-hélice b) Estrutura de Folha-beta.
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1.5.1.3 Estrutura terciaria

Este nivel de estrutura proteica descreve as posicoes tridimensionais detalhadas
dos atomos de proteina em uma proteina totalmente dobrada, incluindo: (a) o caminho
tortuoso seguido por uma cadeia polipeptidica na estrutura dobrada; (b) quaisquer
regides compactas localmente dobradas (ou dominios); e (c) a posicao de todos os
grupos de cadeias laterais. Estruturas terciarias refletem a tendéncia de grupos polares
e carregados de se situarem na ou perto da superficie, onde podem se ligar a grupos
funcionais carregados de maneira oposta ou a moléculas de agua. Da mesma forma,
a estrutura terciaria das proteinas globulares explica como os grupos apolares sdo
enterrados, geralmente em suas conformacoes estaveis estendidas9.[28]

Constituindo quase metade dos atomos nas enzimas proteicas, os atomos de
hidrogénio contribuem para o complexo cenario energético que determina a estabilidade
da enzima, o reconhecimento do substrato e a catélise. Os atomos de hidrogénio ligados
covalentemente contribuem fortemente para as intera¢des hidrofébicas e van der Waals,
enquanto os hidrogénios ionizaveis refletem a for¢a das intera¢des &cido / base e das
ligacdes de hidrogénio. Como é especialmente evidente na espectrocopia de RMN, as
posicdes de hidrogénio nas ligagdes nao polarizadas (ligacdes C-H) fora do centro ativo
também fornecem informagdes valiosas sobre a dinamica das proteinas. Embora outros
atomos (por exemplo, C, O, N, S e P), bem como a maioria dos ions metélicos, possam
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ser inequivocamente estabelecidos por difracdo de raios-X, os atomos de hidrogénio
sdo muito pequenos e apenas difratam fracamente os raios-X incidentes. Portanto, as
posicdes dos atomos de hidrogénio séo dificeis de determinar apenas pelos raios X,
exceto quando a resolugéo no nivel atdmico (<1,2 A 1.2) pode ser alcangada. Embora
as abordagens computacionais de minimizagao de energia representem uma maneira
poderosa de inferir as posi¢des mais provaveis de hidrogénio de proteinas, a difragéo
de néutrons se tornou um método de escolha para posigcoes diretamente de atomos de
hidrogénio e seus deslocamentos médios quadrados. [22]

Finalmente, a estrutura terciaria da proteina é determinada principalmente pela
sequéncia da cadeia polipeptidica, através da qual as interacdes locais da cadeia lateral
guiam o dobramento local, que por sua vez determina interagdes de longo alcance. Em
alguns casos, substratos, coenzimas, ions metdlicos e modificacdes pos-traducionais
também influenciam a estrutura tridimensional final e, como era de se esperar, o pH é
um fator poderoso que afeta a estabilidade das estruturas terciarias das proteinas. [30]

Figura 9 — Estrutura terciaria, representando as principais interac6es que tem entre as estuturas
secundarias , indicadas por interacoes hidrofobicas, hidrofilicas, sulfidricas, acidas e
basicas, respectivamentente.
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1.5.1.4 Estrutura quaternaria

Embora as enzimas sejam frequentemente monomeéricas, muitas sdo montadas
de uma ou mais cadeias polipeptidicas que podem ou néo ser idénticas. Como as
proteinas contém exclusivamente L-aminoacidos assimétricos, ndo pode haver pontos
ou planos de simetria dentro das cadeias polipeptidicas, ndo importa como elas sejam
dobradas.[25] Por esse motivo, as proteinas de varias subunidades sao organizadas de
maneira a permitir que as subunidades interajam: (a) pelas interacdes cabeca a cauda;
(b) através de eixos rotacionais de simetria; ou (c) por alguma combinacao de (a) e (b)10.
Um subconjunto significativo dessas enzimas (talvez ~ 15% de todas as enzimas) pode
se dissociar e se associar reversivelmente em resposta a um efetor metabdlico (isto é,
um ligante de ocorréncia natural que se liga a um local regulador estereoquimicamente
definido). Essa mudanca no conjunto das subunidades geralmente é acompanhada
por uma mudanca na atividade enzimatica, proporcionando assim um mecanismo de
regulacéo. [22]

Figura 10 — Integracao de cadeias polipeptidicas, representando um estutura proteica quarterna-
ria, constitida por quatro cadeias simétricas, separadas por quatro linhas tracejadas.
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Devido a essa especificidade, as enzimas geralmente foram nomeadas adicio-
nando o sufixo “-ase” ao nome do substrato (como na urease, que catalisa a decompo-
sicdo da ureia). Nem todas as enzimas foram nomeadas dessa maneira, entretanto,
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e para sanar a confusao envolvendo a nomenclatura das enzimas, um sistema de
classificacao foi desenvolvido com base no tipo de reacédo que a enzima catalisa. [31]

Existem seis categorias principais e suas reac¢oes: oxidorredutases, que estao
envolvidas na transferéncia de elétrons; transferases, que transferem um grupo quimico
de uma substancia para outra; hidrolases, que clivam o substrato pela captacédo de
uma molécula de agua (hidrélise) liases, que formam liga¢des duplas pela adigdo ou
remogao de um grupo quimico; isomerases, que transferem um grupo dentro de uma
molécula para formar um isdmero; e ligases, ou sintetases, que acoplam a formacéao
de varias ligacbes quimicas a quebra de uma ligacao de pirofosfato em trifosfato de
adenosina ou um nucleotideo semelhante.[12, 26]

As enzimas sao eficientes catalisadores naturais, oferecendo muitas vezes
processos mais competitivos em comparacdo com os catalisadores quimicos. Na
maioria das reacdes quimicas, existe uma barreira de energia que deve ser superada
para que a reacao ocorra.[32] Essa barreira impede que moléculas complexas, como
proteinas e acidos nucleicos, se degradem espontaneamente e, portanto, € necessario
para a preservacao da vida. Quando as altera¢cées metabdlicas sdo necessarias em
uma célula, no entanto, algumas dessas moléculas complexas devem ser quebradas,
e essa barreira de energia deve ser superada. O calor poderia fornecer a energia
adicional necesséria (chamada energia de ativagdo), mas o aumento da temperatura
mataria a célula.[32] A alternativa é diminuir o nivel de energia de ativacao através do
uso de um catalisador. Este é o papel que as enzimas desempenham. Eles reagem
com o substrato para formar um complexo intermediario - um “estado de transigdo” -
que requer menos energia para a reacao prosseguir. O composto intermediario instavel
decompde-se rapidamente para formar produtos de reacéo, e a enzima inalterada fica
livre para reagir com outras moléculas de substrato. [31]

Por serem catalisadoras, uma enzima traz a reacéo catalisada para sua
posicao de equilibrio com uma velocidade maior do que ocorreria de outra forma; uma
enzima nao pode desencadear uma reacao com uma mudancga desfavoravel na energia
livre, @ menos que essa reacao possa ser acoplada a uma cuja mudanca de energia
livre seja mais favoravel. Essa situagdo ndo € incomum nos sistemas biol6gicos, mas o
verdadeiro papel das enzimas envolvidas n&o deve ser confundido. [26]

As atividades das enzimas sao reconhecidas ha milhares de anos; a
fermentacéo de acucar em alcool por levedura esta entre os primeiros exemplos de um
processo biotecnoldgico.[31]

O quimico sueco Berzelius (1779-1848) propds o nome catalise (do grego kata,
totalmente e lyein, para afrouxar) em 1836. Quando Berzelius invocou o termo “catalise”
pela primeira vez, ele ndo fez nenhuma distingao entre a catalise quimica e catalise em
(ou por) sistemas bioldgicos. Ele usou um termo genérico “substéncia de contato” para
um catalisador. A origem da palavra “enzima” dedicada aos catalisadores biolégicos
tem uma histéria complicada. Grande parte desse drama foi encenada durante um
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vigoroso debate sobre se existe forca especial (a “forca vital”) associada a reagdes
que ocorrem em sistemas vivos. Desde que Payen e Persoz (1833) introduziram esse
nome para a atividade hidrolitica do amido, a “diastase” tem sido frequentemente usada
para significar geralmente um catalisador de origem biolégica. De fato, Victor Henri
em seu livro Enzyme: Conceptual Origin 1903, sobre cinética enzimatica (um classico
antigo sobre agdo enzimatica) usou diastase para significar uma “enzima”. Muitos
outros cientistas franceses, incluindo Pierre Duclaux e Gabriel Bertrand, usaram a
diastase para significa o que agora chamamos de enzimas. O sufixo “ase” - resultante
da diastase - foi subsequentemente recomendado para todos os nomes de enzimas
(por Duclaux em 1898).[27]

Outro termo amplamente utilizado na enzimologia é a palavra “fermento”, sendo
o termo utilizado para descrever leveduras vivas e a agao de seu conteudo celular. A
extracdo de Berthelot de “fermento” (1860) a partir de células de levedura marca o
inicio da acao de enzimas fora de uma célula viva. Primeiramente Bethlelot fez um
experimento demonstrando que o acido succinico, possuia baixo rendimento para se
inverter a sacarose em todas as condicdes semelhantes a uma fermentacédo. Dessa
forma ele passou a conduzir testes com levedura cervejeira, € por meios de avaliacoes
do comportamento Optico das solucdes testadas. Ao continuar os estudos foram feitos
procedimentos de dissolucdo, obtendo um material filtrado proveniente das leveduras,
obtendo com isso um solucao que se performava com maior eficiéncia a conversao da
sacarose. Com isso se tem uns dos primeiros processos de isolamento de enzimas,
que no caso era a invertase. [33] [34]

Isso também afetou o pensamento vitalista da bioquimica. A analogia entre
a hidrolise do amido catalisada por fermentacado e catalisada por acido foi bem re-
conhecida pelas sucessivas contribuicées de Kirchhoff, Payen e Persoz e Berzelius.
Schwann havia usado uma analogia semelhante para a pepsina. Willy Kuhne, em
1867, estendeu isso ainda mais a digestao pancreatica de proteinas e chamou essa
atividade de tripsina em 1877. O significado essencial de “fermento” foi consolidado
por Kuhne; posteriormente, a palavra enzima (em levedura) foi usada pela primeira
vez por ele em 1877. De fato, a tripsina foi o primeiro candidato a “fermentar” a ser
chamado de enzima. A evolugéo e aceitacao da palavra enzima levaram um tempo.
Ambas as descri¢des - “diastase” (principalmente na literatura cientifica francesa) e
“fermento” - foram usadas ocasionalmente até o inicio do século XX. A teoria vitalista
foi firmemente estabelecida para apoiar a demonstracao conclusiva de Eduard Buch-
ner de que extrato adequado de células de levedura poderia converter sacarose em
alcool. Isso foi revolucionario em 1897, pois a fermentagao foi mostrada “sem fermento
vivo” pela primeira vez. A atividade foi atribuida a uma Unica substancia denominada
“zymase” (e alcoholase por Emile Roux).[34] Agora € histérico que essa atividade de
fato represente toda a sequéncia glicolitica das reag6es. Fora da controvérsia sobre a
natureza da fermentacao alcodlica, nasceu a palavra “enzima”. Esta palavra nos lembra
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que o fermento (“zyme”) e suas atividades foram resolvidas através dos prismas da
biologia e da quimica para criar o rico dominio da enzimologia. [27]

Como declarado por Silverman, “as enzimas sdo quimicos organicos altamente
eficientes”. Durante muitas décadas, os enzimologistas coletaram dados sobre di-
ferentes aspectos da quimica das enzimas e relataram seus achados na literatura
primaria: reagdes bioquimicas, uso de cofatores, dados cinéticos e interpretacdes
mecanicistas. [35]

No entanto, apenas recentemente as propriedades das enzimas foram bem
compreendidas. De fato, a pesquisa sobre enzimas entrou agora em uma nova fase com
a fusdo de ideias da quimica de proteinas, biofisica molecular e biologia molecular. Com
a ajuda de estudos estruturais, os pesquisadores revelaram que a catalise enzimatica
ocorre em um bolso enterrado dentro da estrutura da enzima conhecida como o sitio
ativo. Evidéncias experimentais da cristalografia de raios-X sugeriram um modelo para
explicar como esse processo ocorre: a enzima e 0s substratos inicialmente formam um
complexo no sitio ativo que pode induzir grandes mudangas conformacionais em suas
estruturas. Primeiro sugerido por Linus Pauling, a ligacao do substrato é seguida pela
estabilizacdo do estado de transicdo. [35]

As enzimas diminuem a energia de ativagdo da reacado porque sao comple-
mentares em forma e propriedades eletrostaticas ao estado de transigao limitante
da taxa, o que explica a aceleracdo da taxa em comparagdo com as rea¢des nao-
catalisadas(Figura 11). Um ou mais intermediarios de reacao sao gerados, que entao
se transformam em produtos e séo finalmente liberados do sitio ativo. [26]
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Figura 11 - llustracao descrevendo e reducao da energia de ativacao mediada pelas enzimas
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A especificidade, no nivel molecular, € a marca registrada da maioria das inte-
racdes bioldgicas.[28] Moléculas como receptores e anticorpos interagem especifica-
mente com suas contrapartes cognatas.[36] Mas a discriminacdo ao realizar a catélise
€ de suma importancia para a biologia e € exclusiva das enzimas! A especificidade é
uma virtude quando duas reacdes semelhantes devem ser mantidas separadas, as
vezes no mesmo compartimento. A maioria das reac¢des biossintéticas sdo catalisadas
pelo NADP + que requer enzimas, enquanto as reag¢des catabolicas usam o NAD +. Por
exemplo, sdo conhecidas glutamato desidrogenases (GDHs) com duas especificidades
distintas para o nucleotideo da piridina - o NADPGDH biossintético (EC 1.4.1.4) e 0
NAD-GDH catabdlico (EC 1.4.1.2). [37]

Um aspecto interessante da especificidade é a interacao seletiva do componente
polipeptidico com seu cofator cognato. Cada apoenzima fornece um ambiente quimico
unico ao cofator, modulando assim sua reatividade. Por exemplo, o potencial redox
para a reducao de dois elétrons do FAD livre é de cerca de 200 mV. Este valor medido
para flavoenzimas varia de 450 mV a +150 mV. O potencial redox da flavina é assim
ajustado no local ativo. O meio da proteina catalitica consegue isso (a) colocando carga
positiva adequada (aumenta o potencial redox) ou carga negativa (diminui o potencial
redox) e (b) possivelmente forgando o FAD (sistema de anel isoalloxazina triciclico) a
adotar uma conformagao plana ou néao plana. [38]

Outros exemplos de ajuste fino das propriedades quimicas incluem cofatores
como ions metalicos e heme. A reatividade do cofator heme comum (protoporfirina
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de ferro IX) € modulada e ajustada para funcdes biol6gicas especificas por ligagao
covalente, ligacado axial, ligacdo de hidrogénio e distorcdo da planaridade imposta
por diferentes ambientes proteicos. Citocromos de varios potenciais redox (partici-
pando do transporte enzimatico de elétrons) sdo uma manifestacao desse ajuste fino
proposital por natureza.[39] As proteinas enzimaticas controlam a reatividade do ion
metalico do local ativo, fornecendo seletivamente o numero e a natureza dos ligantes
coordenadores. [27]

O numero de aplicagdes industriais das enzimas cresceu muito nos ultimos
anos, devido principalmente aos avang¢os na biotecnologia que permitiram a obtengéo
de processos eficientes e estaveis e ao apelo ecolégico e ambiental. Os processos
enzimaticos sao considerados sustentaveis (com utilizacdo de recursos renovaveis e de
tecnologia limpa). Os processos industriais que utilizam enzimas geralmente implicam
em danos minimos ao meio ambiente e em condi¢cdes quase isentas de subprodutos
indesejaveis (diminuem a geracao de residuos)[40]

1.6 Aspergillus oryzae e classificacao GRAS

Enzimas microbianas sdo aplicadas na industria de alimentos[41], em sabdo em
pd e detergentes[42], na fabricacao de papel e tecidos[43], em sinteses organicas[44]
e diagnoésticos[45]. Apesar das enzimas industriais de origem microbiana serem produ-
zidas, principalmente por fermentagéo submersa (FSm), a fermentagéo no estado sélido
(FES) representa um método tradicional e favoravel em alguns paises. A fermentacao
no estado solido é cada vez mais, considerada como uma alternativa da fermentagéao
submersa para a produgado de enzimas para aplicagées industriais e em aplicacées
agrobiotecnoldgicas, pois requerem baixa tecnologia e maior economia de processo
quando comparada ao processo de fermentacdo submersa.[46] [Pandey et al.]

As enzimas utilizadas para a hidrélise do amido (amilases ou enzimas amiloliti-
cas) tém recebido uma grande atencdo por causa de sua importancia tecnoldgica e
beneficios econémicos. Existem varios tipos de amilases, sendo as mais usadas na
industria: a-amilases, $-amilases e glicoamilases.[46]

Dentre as amilases existentes naturalmente, as amilases fungicas obtidas a
partir de Aspergillus oryzae (Figura 12 e Aspergillus niger sao fontes microbianas mais
adequadas devido a sua classificacdo, GRAS (generally recognized as safe ou geral-
mente considerado como seguro para uso em alimentos). Fatores como a toleréncia a
baixa atividade da agua e condigbes de elevada pressao osmética tornam os fungos
filamentosos mais eficientes que as bactérias para o crescimento e a producao de
enzimas em substratos sélidos umedecidos, e assim, esse método tem atraido atencao
crescente como fonte de produgao de enzimas amiloliticas adequadas para diversas
aplicacOes industriais. [47]
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Figura 12 — emphAspergillus oryzae crescido no meio BD mostrando sua caracteristica mais
marcante que é sua coloracao branca

http://2018.igem.org/Team:DTU-Denmark/Results-choosing-organism

As a-amilases (endo-1,4-a-D glucano gluco-hidrolase, EC 3.2.1.1) sédo enzimas
que clivam aleatoriamente as ligagdes1,4-a entre as unidades de glicose da cadeia
linear do amido (amilose), liberando aglcares de varios tamanhos para o meio reacional.
As B-amilases (exo-3-1,4-glucano malto-hidrolase, EC 3.2.1.2) sdo enzimas que clivam
as extremidades ndo redutoras da amilose e da amilopectina do amido, liberando
unidades de maltose para o meio reacional. [48] Essas duas enzimas ndo atuam nas
ligagbes 1,6-a-glicosidicas do amido e, portanto ndo podem hidrolisar completamente
a molécula de amido a unidades de glicose. [49] A glicoamilase ou amiloglicosidase
(exo-1,4-0-D-glucano glucano-hidrolase, EC 3.1.2.3) hidrolisa tanto as ligacdes 1,4-
a-glicosidicas quanto as ligagdes 1,6-a-glicosidicas do amido, liberando unidades de
glicose a partir das extremidades n&o redutoras da amilose e da amilopectina do
amido (Figura 13). [47]
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Figura 13 - Sitios de acao de atividade enzimatica indicadas nas ligacoes o-1,4, presentes entre
uma glicose e outra, e ligacées o-1,6 entre as cadeias de amilose, consituindo uma
cadeia de amilopectina
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As amilases podem ser obtidas de varias fontes, como plantas, animais e
microrganismos, mas as fontes microbianas geralmente sado as que mais atendem as
demandas industriais. Através da biotecnologia existe a possibilidade de aumentar
a producao das enzimas microbianas com o uso de técnicas como melhoramento
genético das cepas microbianas e otimizacao das condi¢des do processo para indugao
de maior producéo das enzimas de interesse. [47]

Amilases sdo enzimas relevantes para seu uso especifico na conversédo de
amido em acucar. As enzimas amiloliticas atuam no amido e oligo e polissacarideos
relacionados. A pesquisa global sobre enzimas hidrolisantes de amido com base na
sequéncia de DNA, analise estrutural e mecanismo catalitico levou ao conceito de uma
familia de enzimas — glicosil hidrolases. As enzimas amiloliticas e relacionadas foram
classificadas como hidrolases glicosidicas. As enzimas tém sido produzidas por uma
ampla gama de microorganismos e e classificadas exo-, endo-[50], des- ramificantes[51]
e produtoras de ciclodextrinas[52]. A aplicacao destas enzimas tem sido utilizada na
liquefacdo de amido, papel, alimentos, agucar e industrias farmacéuticas. Em alimen-
tos, as enzimas amiloliticas industriais tém uma larga escala de aplicagbes, como a
producao de xaropes de glicose, xaropes de milho com alto teor de frutose, xarope de
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maltose, reducéo da viscosidade dos xaropes de turvacao para produzir suco de fruta,
clarificando dando maior prazo de validade, solubilizagédo e sacarificagdo do amido na
industria cervejeira. A industria de panificagdo utiliza amilases para retardar o endureci-
mento do pao e outros produtos assados; a industria de papel faz a utilizagao de tais
enzimas, para a reducao da viscosidade do amido para obter a cobertura apropriada
de papel. Amilases também tem seu uso na industria téxtil para processo de tecelagem
de fibras téxteis e utilizadas como auxiliar de digestao na industria farmacéutica. [30]

As c-amilases e enzimas amiloliticas relacionadas estdo entre as enzimas mais
importantes e de grande importancia na biotecnologia atual. Podem ser potencialmente
Uteis na quimica semi-sintética para a formacao de oligossacarideos por transglicosila-
céao.

Tradicionalmente, a hidrélise do amido foi realizada usando acido e altas tempe-
raturas. A hidrélise enzimatica do amido substituiu agora a hidrélise acida em mais de
75% dos processos de hidrélise do amido devido a muitas vantagens, e ndo menos
importante aos seus rendimentos mais elevados. A hidrélise do amido da origem a
pequenos maltooligossacarideos e glicose. A composi¢do de sacarideos obtida apds a
hidrélise do amido é altamente dependente do efeito da temperatura, das condi¢cdes de
hidrélise e da origem da enzima. Especificidade, termoestabilidade e resposta de pH
das enzimas séo propriedades criticas para uso industrial. [53]

As enzimas em seu estado natural sdo usualmente instaveis. Como biocataliza-
doras e precisam de modificacdes para seu uso industrial. A producao de cepas que
sdo mortificadas por manipulacao genética, para ganhar propriedades [22]

1.7 Imobilizacao enzimatica

A principal demanda atual da industria biotecnolégica € o aumento da produti-
vidade enzimatica e desenvolvimento de novas técnicas para aumentar sua estabili-
dade. [54] Estes requisitos sdao fundamentais para viabilizar o uso de biocatalisadores
em larga escala.

A imobilizacdo enzimatica pode ser uma excelente técnica para aumentar a
estabilidade enzimatica e possibilitar 0 seu reuso, gerando uma economia no processo.
As forcas motrizes para a imobilizagdo enzimatica sdo a melhoria da estabilidade
enzimatica, o aumento da carga enzimatica e a simplificacao da reciclagem do biocata-
lisador. [55]

O termo “enzimas imobilizadas” refere-se a “enzimas fisicamente confinadas ou
localizadas em uma determinada regido do espaco com retencdo de suas atividades ca-
taliticas e que podem ser usadas repetida e continuamente.”[55] Além de um manuseio
mais conveniente da enzima, também simplifica substancialmente a manipulagdo com
o biocatalisador e o controle do processo de reacdo, enquanto aumenta a estabilidade
da enzima sob ambas as condi¢cées de armazenamento e operacdo.[56] A imobilizacao
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proporciona uma facil separacao da enzima do produto, e, portanto, a contaminacao
proteica do produto € minimizada ou evitada.[57] Além da facil separagdo da enzima
da mistura de reacao, a imobilizagdo enzimatica também reduz notavelmente o custo
da enzima e dos produtos enzimaticos.[58] A insolubilizagdo da enzima por ligacao a
uma matriz também confere varios beneficios adicionais, tais como parada rapida da
reacao pela remogao da enzima da solugédo de reacao e melhora da estabilidade da
enzima contra temperatura, solventes, pH, contaminantes e impurezas. [59]

As caracteristicas da matriz do suporte enzimatico a ser selecionado para a imo-
bilizacdo sdo de suma importancia na determinacao do desempenho do sistema enzima-
tico imobilizado. As propriedades ideais de suporte incluem resisténcia fisica a compres-
sao, hidrofilia,[60] inércia para enzimas, facilidade de derivacao, biocompatibilidade,[61]
resisténcia a ataque microbiano e disponibilidade a baixo custo.[56]

A maioria das enzimas naturais isoladas é soluvel em agua. Tais proteinas nao
podem ser armazenados em solugcdo tampao ou agua por muito tempo, geralmente
devido a instabilidade.[62] A imobilizacdo é uma maneira de melhorar sua vida Util.[63]
Além do mais, enzimas imobilizadas sao faceis de recuperagéo, garantido também
reuso .[64] Tais consideracdes sao importantes quando o custo da enzima é muito alto.
As caracteristicas das matrizes sdo muito criticas na determinagdo do desempenho
dos sistemas enzimaticos. Esses suportes podem ser inorganicos ou organicos de
acordo com a natureza de sua composicao quimica. As caracteristicas fisicas, como
tamanho médio de particula, comportamento de swelling, resisténcia mecéanica, etc.
decidem as condigdes técnicas em que o sistema é usado.[60] As enzimas podem
ser colocadas em longos periodos na matriz irreversivelmente (por ligacao covalente,
aprisionamento, microencapsulacao, reticulacéo etc.) ou reversivelmente (por adsorcéo,
ligacéo idnica, ligacao por afinidade, ligacdes dissulfeto ou quelato / ligacdo de metal).
O custo associado ao processo de imobilizacdo determina se é economicamente viavel
fazé-lo. Diferentes meios sdo adotados para a imobilizacao enzimatica na pratica, e
apenas uns poucos estdo bem caracterizados, demonstrando seu potencial dentro da
industria biotecnologica. O campo da tecnologia de imobilizagdo enzimatica e suas
aplicacdes cresceram muito ao longo dos anos. [65]

A ampla utilizagao de biocatalisadores nas industrias se deve ao fato de serem
altamente especifico, ambientalmente correto e pode ser produzido facilmente. Como
biocatalisadores, enzimas pode acelerar varias reagdes quimicas e bioquimicas em
plantas, animais e bactérias.[22, 24] As enzimas, no entanto, apresentam certa incorri-
gibilidade de suas propriedades, que limitaram seus usos em processos praticos. As
questdes incluem estreitas faixa de pH[66], atividade do ambiente aquoso[67], baixa es-
tabilidade térmica[68] e perda de atividade apds um ciclo de reacdes[64]. Usar enzimas
com todo o seu potencial para varias conversées, € um grande desafio, e apresenta-se
como um dos meios de viabilizar os processos enzimaticos. Assim, o conceito de
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enzimas imobilizadas, que foi introduzida no inicio do século 20, é aparentemente o
mais utilizado atualmente. [69]

A escolha do método de imobilizacdo depende do tipo de enzima e da natureza
das aplicacées em questdo. Confinamento ndo covalente (como aprisionamento fisico,
métodos de microencapsulacdo ou adsorcao eletrostatica) as vezes podem levar a
lixiviagdo enzimatica durante a operacao.[60] Ancoragem covalente de enzimas requer
reagentes de reticulacao bifuncional e grupos funcionais adequados a superficie da
enzima, e/ou suporte. Esses grupos funcionais ndo devem ser criticos para a atividade
enzimatica. Contudo uma grande quantidade de reagcdes quimicas e bioquimicas
sofisticadas se desenvolveram para ativar polimeros organicos e inorganicos inertes
para posterior imobilizacdo enzimatica.

A penicilina acilase ligada covalentemente foi altamente eficaz preparagéo de
6-APA (Acido 6-aminopenicilanico) tornou possivel alto um aproveitamento do processo
de hidrélise dos grupamentos amida, presentes na penicilina.[70] A penicilina acilase
imobilizadas em cassetes funcionam com> 99% de eficiéncia de conversdo mesmo
apos 1500 ciclos de uso. Para se imobilizar outro tipo de enzima, o glutaraldeido é
usado para fazer o processo de cross-linking da glicose isomerase, o material reticulado
pode ser reutilizado véarias vezes no processo para producao de xaropes de frutose a
partir de glicose.[71] Analogamente, a protease presente em detergentes agem como
alérgenos, e esse problema pode ser revertido através da microencapsulagcao; as
preparacdes sem protease isenta de seus residuos no produto final, reduziram esse
risco.[65]

A matriz ou suporte ideal deve ter as seguintes propriedades: (i) ser econdmica,
(ii) inércia, (iii) estabilidade, (iv) forca fisica, (v) capacidade de aumentar a especificidade
enzimatica / (vi) regenerabilidade, (vii) capacidade de reduzir a inibicdo do produto,
e (viii) capacidade de prevenir adsorcao inespecifica e contaminacédo bacteriana. A
maioria das matrizes possui apenas algumas das propriedades; portanto, a selecao
da matriz carreadpra para imobilizacdo enzimatica deve ser escolhida com base nas
propriedades e limitac6es das matrizes. [72]

O processo imobilizacao produz operagdes econdmicas continuas, automacao,
alta relacao investimento / capacidade e recuperacao de produto com maior pureza.
Existem diferentes métodos de imobilizacao enzimatica e varios fatores afetam o
desempenho das enzimas imobilizadas. Os diferentes métodos de imobilizagdo enzi-
matica sao agrupados da seguintes formas e Método de adsorcao / ligacéo ao fraca
suporte. Ligagédo covalente / reticulagdo; Método de aprisionamento ou entrapment;
Confinamento por membrana.[73]

Os suportes podem ser classificados como inorganicos e organicos de acordo
com sua composi¢cao quimica. Os suportes organicos podem ser subdivididos em
polimeros naturais e sintéticos.[74]
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Varios polimeros de origem natural e sintética foram utilizados para uma vari-
edade de aplicagdes biomédicas[45], incluindo preparag¢des farmacéuticas[75], dire-
cionamento de medicamentos [12], administragcdo de medicamentos [76], proteses e
estruturas de engenharia de tecidos. [77]Devido as suas caracteristicas reproduziveis
em termos de peso molecular, degradacao e propriedades mecanicas, 0s polimeros
sintéticos séo atraentes para uma variedade das aplicagdes mencionadas acima. No
entanto, polimeros sintéticos do ponto de vista bioldgico, polimeros sintéticos geral-
mente carecem de bioatividade e biocompatibilidade muito desejadas, o que pode
se traduzir em efeitos colaterais adversos. Por outro lado, os polimeros naturais séo
abundantes e se assemelham aos componentes presentes nas matrizes extracelulares
bioldgicas. Assim, polimeros naturais séo facilmente aceitos pelo organismo e possuem
alta bioatividade e biocompatibilidade. Os polimeros naturais podem ser divididos em
trés classes principais de acordo com sua estrutura quimica: (i) polissacarideos, (ii)
proteinas e (iii) poliésteres. Enfase particular nos Ultimos anos foi dada aos polissacari-
deos como (i) acido hialurénico (HA), (ii) sulfato de condroitina, (iii) quitina e quitosana,
(iv) alginatos,(v) celulose e suas mais diversas modificacées. Esses polimeros e seus
derivados também apresentam-se no contexto de suas propriedades quimicas e bi-
olégicas, aplicacées no campo da enzimologia.[72]Os polissacarideos em sua forma
nativa podem nao ser capazes de fornecer todas as propriedades desejadas para uma
aplicacao biomédica especifica. [78]

Sabe-se que algumas das caracteristicas estruturais dos polissacarideos e
seus derivados, como grau de substituicdo (DS) e peso molecular etc., governam
amplamente suas propriedades, como solubilidade, atividades fisiolégicas, reatividade
quimica e biodegradabilidade. Os polissacarideos podem ser modificados fisicamente,
quimicamente ou bioquimicamente. Em algumas modificagdes, os processos de po-
lissacarideos envolvem agentes reativos téxicos ou produtos quimicos para iniciar a
reacao (por exemplo, solventes, iniciadores, etc.). Portanto, é essencial remover esses
agentes toxicos por processo de purificacdo, a fim de garantir a regulamentacéo de
seguranga e a biocompatibilidade do produto final.

Esses polimeros sao obtidos principalmente de plantas, animais e fontes micro-
bianas que sdo novamente classificadas com base em sua quimica em polimeros a
base de polissacarideos, proteinas, poliéster e poliamidas. As pesquisas aprofundadas
desses polimeros revelam que sua natureza maleavel deve ser modificada para varias
aplicacdes. Além disso, suas ligacdes quimicas responsivas fornecem facilidade de
biodegradabilidade, o que, por sua vez, os torna biocompativeis. Suas caracteristicas
desejaveis de ampla abundancia, biocompatibilidade e biodegradabilidade os tornam
material potencial para varios usos. O fato do biopolimeros serem ecofriendly, tras a
comunidade cientifica grandes interesses e emprenho atraindo-os para a desenvolver
um ampla gama de estudo com os polimeros naturais. Ja foi descrito que tais polimeros
podem ser obtidos de diferentes fontes, suas prorpiedades quimicas, principais recur-
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sos, aplicacoes e produtos comercializados de polimeros naturais que estdao sendo
explorados como materiais adaptaveis em areas multifacetadas.[79]

1.8 Alginato

O alginato é um polissacarideo derivado da alga marrom conhecida como Phae-
ophyceae, considerado um poliurénico ligado (1-> 4), contendo trés tipos de estrutura
de blocos: M bloco (acido 3-D-manurénico), bloco G (acido poli a-L-gulurénico) e bloco
MG (contendo ambos os acidos poliurénicos)A composicao estrutural € mostrada na Fi-
gura 14. Os monémeros do alginato sao distribuidos em blocos de continuos. [80]

Figura 14 — Estrutura molecular do Alginato
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Os alginatos sao polissacarideos nao ramificados produzidos por algas e bac-
térias pertencentes aos géneros Pseudomonas e Azotobacter. Basicamente, a es-
trutura dos alginatos consiste em dois residuos de &cido urénico, incluindo o acido
B-D-manurénico (M). Ocorre nas formas filamentosas, granuladas, granulares ou em
pd, de branco a marrom amarelado. Pode ser usado como estabilizador, espessante,
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gelificante, emulsificante. Dissolve-se lentamente na agua, formando uma solugao
viscosa; insoluvel em etanol e éter. [81]

Polieletrdlitos naturais, como alginato que podem ser derivados de certos
tipos de plantas e fontes animais, sdo alternativas viaveis aos polieletrélitos sintéticos
ou alumen. As vantagens desses polieletrélitos naturais sobre os sintéticos incluem
seguranga a saude humana, biodegradabilidade e uma faixa de dose efetiva mais
ampla de floculacao para varios colbides suspenséo. [82]

Atualmente existem varias substancias de origem natural usadas como poliele-
trélitos, majoriatariamente suas estruturas constituiem-se de um precursor de polissaca-
rideos com propriedades aniénicas devido a presencga de grupos carboxila. As pricipais
vantagens dos polieletrélitos naturais, especialmente para seu uso no tratamento de
agua potavel, é que, em geral, é o fato de que sao praticamente atoxicos. Conside-
rando a quantidade potencial disponivel como recurso natural e reprodutibilidade do
acido alginico, ocorreu a pesquisadores e biotecnologistas que seria significativo o
desenvolvimento de alginato como fonte de filmes biodegradaveis ou comestiveis. [77]

O alginato microbiano foi descoberto, mais de 80 anos depois, ao isolar e
caracterizar parcialmente o exopolissacarideo de uma cepa mucoéide de Pseudomo-
nas aeruginosa isolada do escarro de um paciente com fibrose cistica. [83]

No ano de 1966 Gorin e Spencer demonstraram que o alginato acetilado também
poderia ser produzido pela bactéria do solo Azotobacter vinelandii. [84] O termo algas
refere-se a um conjunto grande e diversificado de organismos que contém clorofila e
realizam fotossintese oxigénica. E importante notar que as algas marrons também s&o
fototroficas oxigénicas, mas sdo eubactérias (bactérias verdadeiras) e, sendo assim,
sao evolutivamente distintas das algas. Embora a maioria das algas seja microscépica
e, portanto, seja considerada microrganismo, varias formas sdo macroscoépicas na
morfologia. Essas formas coloniais de algas ocorrem como agregados de células. [85]

Por sua vez, cada uma dessas células compartilha funcdes e propriedades
comuns, incluindo os produtos de armazenamento que utilizam, bem como as proprie-
dades estruturais de suas paredes celulares. As algas marrons sdo uma importante
assembléia de plantas classificadas em cerca de 265 géneros com mais de 1500
espécies. Eles derivam sua cor caracteristica das grandes quantidades de fucoxantina
carotendide (que produz uma cor marrom) contida em seus cloroplastos. Eles ocorrem
principalmente no ambiente marinho, onde aparecem como um componente interno da
parede celular das algas. Uma parede celular tipica de algas marrons é representada
na estrutura da parede celular das algas. [77]

O alginato é de interesse como um potencial filme biopolimérico, tamém po-
dendo ser um componente de revestimento devido as suas propriedades coloidais, que
incluem espessamento, estabilizacédo, suspensao, formacéao de filme, producéo de gel
e estabilizacdo de emulsdo. E um carboidrato coloidal hidrofilico extraido com alcalis
diluidos de varias espécies de algas marrons. Em termos moleculares, é uma familia de
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copolimeros binarios ndo ramificados de residuos de acido 3-D-manurénico 1-4 e acido
a-L-gulurénico de composicao e estrutura sequiencial amplamente variadas. [83][86]O
acido alginico € o unico polissacarideo, que naturalmente contém grupos carboxila
em cada residuo constituinte e possui varias habilidades para materiais funcionais. A
propriedade Unica e mais util dos alginatos que é sua capacidade reagir com cati-
ons metalicos polivalentes, especificamente ions calcio para produzir géis fortes ou
polimeros insoluveis. [87]

Esses géis de alginato de calcio sdo usados na industria de processamento
de alimentos para a producédo de alimentos reestruturados, como produtos a base de
carne, anéis de cebola, recheios de pimentao, caranguejos e bagas de coquetel, e
na industria de biotecnologia para a producao de contas para imobilizacao de células
ou enzimas. Devido a sua disponibilidade e reprodutibilidade, parecia significativo o
desenvolvimento de acido alginico como fonte de filmes biodegradaveis ou comestiveis.
Embora os filmes comestiveis preparados a partir de hidrocolbides, como o alginato,
constituam filmes de alta resisténcia, tendem a exibir baixa resisténcia a agua devido
a sua natureza hidrofilica. A capacidade do alginato de produzir géis fortes e insoluveis
com ions calcio foi utilizada para melhorar essas propriedades do alginato. No entanto,
a formagéo de gel de alginato com ions calcio € tdo instantanea que evita vazamentos
na agua.[88]Atualmente, os alginatos comercialmente disponiveis sao isolados de
algas marinhas marrons. A descoberta de alginatos bacterianos, estrutura irregular dos
polimeros, composta por acido D-manurénico e &cido L-gulurdnico, resultou em vérias
propostas que poderiam substituir os produtos de algas. [77]

Até o momento, as algas sdo os unicos e relativamente baratos produtores de
alginato para todos os fins comerciais. Esses recursos naturais sao principalmente
algas marrons dos géneros Laminaria, Macrocystis, Ascophyllum, Ecklonia, Lessonia
e Durvillaea. A composicéo variavel dos alginatos esta ligada ao seu papel biolégico
natural para produtor. Portanto, as condi¢ées sazonais e de crescimento, bem como
as condi¢des geograficas e distribuicdo é critica para determinar a composi¢cao de
alginatos, bem como a percentagem de alginatos em varias partes das algas. [77]

O aprisionamento nas esferas do gel de alginato de calcio tornou-se a técnica
mais utilizada para imobilizar células vivas (algas, células animais, bactérias, ciano-
bactérias, fungos, células vegetais e protoplastos, leveduras e enzimas). Os sistemas
celulares imobilizados com alginato sdo usados como biocatalisadores em varios
processos industriais, variando da producao de etanol por células de levedura, até
a producao de anticorpos monoclonais a partir de células de hibridoma. O alginato
também tem varias aplicacdes diversas, como em preparacdes farmacéuticas (para
formar emulsdes estaveis), em materiais dentarios impressionaveis, no revestimento
das raizes das arvores antes do plantio (para garantir um revestimento hidrofilico para
as raizes durante o transporte do viveiro até o plantio local) e como adjuvante pesticida
inerte no revestimento de frutas citricas frescas. Todos os alginatos usados para fins
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comerciais estao sendo produzidos atualmente pela colheita de algas marrons; e no
mercado global, os precos de venda estéo na faixa de US $ 5 a 20 por kg para a maioria
das aplicagdes. [89]Como os precos desses alginatos sdo geralmente baixos, parece
ser uma tarefa dificil estabelecer um processo competitivo de producao bacteriana
nessa faixa de preco. No entanto, devido as preocupacdes ambientais associadas a
colheita e processamento de ervas daninhas do mar e a possibilidade de produzir
alginato de alta qualidade, é provavel que o alginato bacteriano também possa se
tornar um produto comercial. [90]

E utilizado como gelificante, estabilizante e espessante, com ampla aplicagao
industrial. Apresenta as caracteristicas de ser mucoadesivo, biodegradavel e biocompa-
tivel. Todos esses fatores contribuem para a popularidade do uso deste polissacarideo
nos processos de imobilizacdo enziméatica. [91]

O alginato tem a capacidade de formar gel em baixas concentracdes e é ter-
moestavel, podendo ser esterilizado. O gel é formado pela ligacado cruzada dos ions,
cations divalentes, com os residuos de acido gulurénico adjacentes ao longo de sua
cadeia. Geralmente as enzimas sdo homogeneizadas com a solucao de sua solugao
polissacaridica e depois gotejadas em solucédo contendo cations multivalentes tais
como calcio, bario, estroncio ou aluminio.Por gelatinizacao, as esferas (beads) sdo
instantaneamente formadas ao entrarem em contato com a solugéo catiénica, retendo
as enzimas dentro da estrutura tridimensional do gel. [92]

1.9 AQuitosana

Outro suporte que também tem sido bastante utilizado nos processos de
imobilizacdo € a quitosana. Definida como um polissacarideo linear, constituida por
unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina. A quitosana, assim como o alginato,
também possui as propriedades de ser biocompativel, biodegradavel e no téxica. [93] E
de grande efeito e impacto, com diversas aplicacdes. A descoberta da quitosana
remonta a 1859 por Rouget, quando ele fervia a quitina em hidréxido de potassio
concentrado e o produto obtido apresentou comportamento de solubilidade em &cidos.
A quitina natural € um precursor para a preparacao de quitosana. A quitosana € um
biopolimero linear composto de glucosamina e N-acetil glucosamina que pode ser
isolado por desacetilacao termo-quimica da quitina. [94]

A quitosana é um biopolimero de polissacarideo linear heterogéneo com alto
peso. E derivado da desacetilagdo da quitina, que é uma extragdo de algumas espécies
animais, especialmente do esqueleto de animais vivos do mar, como lagostins, lagostas,
camardes, caranguejos e camardes. A forma mais comum de produto final do processo
de producéo de quitosana sao os flocos de quitosana, que possuem propriedades
Unicas de adsorcdo em espécies como cations e corantes metalicos. A outra forma de
quitosana é a conta de quitosana. Através da reacao de “inversao de fase”, a quitosana
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dissolvida pode sofrer separacao de fases devido a coagulacdo em meio aquoso para
formar as esferas de quitosana.Pesquisas sobre biopolimeros, como a quitosana, estao
em andamento, por ser um material abundante e renovavel. A quitosana pode ser
modificada para produzir tipos Unicos de materiais adsorventes com propriedades
fisico-quimicas ajustaveis. [95]

A desacetilagéo parcial da quitina produz quitosana, em que n indica o grau de
polimerizagdo. A quitosana € um polimero estavel no ar e permanece inerte na maioria
dos solventes. A quitosana sofre degradacao em condi¢cdes extremas, como acidos
concentrados que despolimerizam a quitosana. O pKa dos grupos amina protonada
na quitosana esta na regiao de pH 5,5 - 6,5, dependendo do grau de desacetilacao.
O peso molecular médio da quitosana pode variar de 1525.5g/mol, onde o processo
de fabricacao pode levar a degradacgéo da quitosana quando condi¢bes de tratamento
severas aplicadas. [93]

E um polimero com uma estrutura quimica de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranose,
enquanto CS, no entanto, é o derivado mais importante (um desacetilado de N) da
quitina que contém fragdes variaveis dos dois residuosi2 distribuidos aleatoriamente
B-(1-4) D -glucosamina ligada (unidade desacetilada) e N-acetil-D-glucosamina (uni-
dade acetilada)(Figura 15). A quitosana € obtida por desacetilacao (parcial) da quitina
no estado solido sob condi¢bes alcalinas (isto é, NaOH concentrado) ou por hidrélise
enzimatica na presenca de quitina desacetilase. [79]

Figura 15 — Estrutura molecular da Quitosana
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https://www.researchgate.net/publication/236084986_Chitin_Chitosan_and_Glycated Chitosan_Regu

A quitosana pode sofrer alteracdes fisicas ou quimicas em diferentes condi-
¢des de pH. No pH valores abaixo de 3, ocorre despolimerizacdo na quitosana por
hidrélise. A quitosana se dissolve em solucdes aquosas acidas e esse comportamento
Unico distingue suas propriedades da quitina. Esse comportamento esta relacionado
a protonacao do grupo amina da quitosana. Em condi¢cdes de pH neutras e basicas,
a quitosana pode ser precipitada quando pH> pKa devido a diminuicdo da polari-
dade em relacdo a condicao em que a quitosana contém formas de protonacao de
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amonio. Embora a quitosana seja soluvel em condi¢des de pH acido, a hidrélise e a
despolimerizacao podem formar monémeros diminuindo o pH abaixo de 3. Isso faz da
quitosana um candidato atraente para a industria farmacéutica como desintegrante ou
transportador. [95]

A solubilidade da quitosana também é um fator importante que pode ser afetado
pelo peso do polimero, o tipo e a concentragdo do acido utilizado. A solubilidade da
quitosana na maioria dos solventes ndo aquosos € muito baixa, a menos que haja uma
pequena quantidade de acido para alterar o estado de protonacdo dos monémeros
de quitosana. A solubilidade da quitosana depende do peso molecular, do grau de
desacetilacao, do tipo de acido e da forca do acido. Por exemplo, a quitosana é soluvel
em solugdes de acido acético a 2% e acido citrico a 10%.[79]

O efeito da adicdo de &cido para aumentar a solubilidade é entendido pela
protonacdo de grupos amina. A quitosana tem um pKa proximo a 6,2, portanto € soluvel
em valores de pH préximos e abaixo do pKa, onde grande parte dos grupos amina
estd em sua forma protonada. A valores de pH acido, um aumento na repulsao de
carga entre os grupos amina aumenta o volume do polimero a medida que um maior
namero de grupos de amdnio sera exposto ao solvente. A interacdo ion-dipolo refere-se
a formacéo de interacdes favoraveis entre grupos de aménio e agua. [93]

Varias caracteristicas da quitosana incluem o grau de desacetilagéo, o peso
molecular do polimero e a cristalinidade. Essas caracteristicas tém influéncia signi-
ficativa nas propriedades fisico-quimicas da quitosana. O grau de desacetilacdo da
quitosana[95]

Em produtos comerciaos de quitosana é variavel com valores tipicos de 75%
a 80%. O grau de desacetilagao governa a fragdo de grupos amina livres que esta-
rao disponiveis para interacbes com ions variaveis, que podem reagir em diferentes
condicdes de pH com varios ions através de um mecanismo de quelagao ou interacao
eletrostatica. Por exemplo, os grupos amina podem ser facilmente protonados em
solucao 4cida para criar atracao por compostos aniénicos. De fato, além do namero
de grupos amina livres disponiveis para absor¢cédo de adsorvido, a acessibilidade dos
grupos amina livre desempenha um papel importante. Sem davida, nem todos os
grupos amina estao disponiveis para interagir com adsorbatos, mas alguns deles estao
envolvidos na ligagéo de hidrogénio.[91]

Infelizmente, existem muitas desvantagens (por exemplo, baixa estabilidade
quimica e baixa resisténcia mecanica) para o uso de quitosana pura na forma de flocos
e pos. As propriedades aprimoradas da quitosana normalmente requerem modificacdes
quimicas e fisicas para melhorar sua capacidade de adsor¢ao.[95]

A presenca de abundantes grupos hidroxil e amina na quitosana fornece um
polimero semicristalino. Ambos os grupos tém a capacidade de participar de ligacoes
de hidrogénio, o que pode aumentar a cristalinidade do material. Reticuladores como
glutaraldeido e epicloroidrina foram empregados para a reticulagao dos pds de
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quitosana e materiais de esferas. A reticulacdo da quitosana pode aumentar a area
superficial do material, pois o processo leva a exposicao de grupos funcionais, como
0S grupos amina e hidroxila.[59]

As microestruturas preenchem as escalas molecular e macroscépica. As micro-
estruturas com padrao de disco obtidas a partir de microcapsulas neste trabalho séo
montadas camada por camada, o que permitiu depositar os polissacarideos naturais
quitosana e alginato de sddio em microparticulas porosas.[91]

Os suportes descritos anteriormente, possuem desvantagens no seu uso, a
depender de condi¢des experimentais. No que se refere aos constituidos de alginato
de calcio, apresentam instabilidade em solucées tampao com alta concentracéao de
ions fosfato ou citrato, pois esses compostos podem quelar os ions Ca?* do alginato
e liquefazer o sistema imobilizado. Ja a quitosana tem como desvantagem principal
a completa falta de solubilidade perto do pH 7,0. Uma vez que o pKa do residuo de
d-glucosamina é cerca de 6,5, a quitosana € sollvel apenas em solucdes acidas (acido
acético ou &cido cloridrico diluido). Esta propriedade da quitosana poderia limitar o seu
emprego na imobilizagcdo enzimatica, uma vez que muitas enzimas ndo sdo estaveis a
valores de pH acidos. Para utilizar tais suportes de forma que se mantenham estaveis,
realiza-se a complexacao i6nica da quitosana (com carga positiva) com o alginato (com
carga negativa) para formar um gel ou um sistema de microcapsulas para imobilizagao
de proteinas. [91]

A vantagem de desenvolver um suporte polimérico de alginato-quitosana existe
porque o gel formado apresenta maior capacidade de fazer ligagdes com as enzimas e
assim prender as enzimas no suporte, de forma que elas nao sejam liberadas para o
meio reacional durante o processo de hidrélise enzimatica. [96]

Os principais componentes de um sistema enzimatico imobilizado sdo: a enzima,
o suporte e o modo de ligagdo da enzima com o suporte. Os métodos de imobilizacao
exploram o fato de que as proteinas tém aminoacidos com caracteristicas diferentes,
assim, os grupos funcionais situados nas cadeias laterais destes aminoacidos podem
ser envolvidos nas ligagbes com o suporte através de varios tipos de interagcdes. As
enzimas podem ser ligadas por interagcdes que vao desde a adsorgao fisica reversivel,
ligacdes ibnicas e por afinidade até ligacdes covalentes irreversiveis (mas estaveis),
presentes através de ligacoes de éter, tioéter, amida ou carbamato.[59]

1.10 Agentes Ligantes

As interacOes feitas entre o suporte e enzima podem nao ser suficientes para
manté-la ligada, dessa forma, agentes ligantes bi/multifunctionais sao utilizados. No
método de ligacao cruzada, reagentes como o glutaraldeido, bisdiazobenzidina e hexa-
metileno diisocianato, de forma que mantenha a ligagdo ao suporte apds o processo de
hidrélise enzimatica. O glutaraldeido é amplamente utilizado como um agente ligante
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para a imobilizacao de enzimas. Neste tipo de imobilizacao, as moléculas proteicas
sdo covalentemente ligadas umas as outras e ao suporte por meio de reagentes bifun-
cionais. Neste caso, o reagente bifuncional, glutaraldeido, estabelece uma ponte de
unido entre a enzima e o suporte, com os quais forma ligacdes covalentes analogas.
O reativo bifuncional pode ser adicionado tanto a enzima previamente adsorvida no
suporte, quanto a enzima livre com posterior adsor¢éo ao suporte. Outra possibilidade
seria misturar primeiro o suporte com o reagente bifuncional, seguida da adicdo da
enzima.

A quitosana, quando submetida a reagdo com um reagente que possui dois ou
mais grupos funcionais reativos carbonilicos (grupos aldeido) pode formar ligacdes
entre 0s grupos amino do polimero e aldeido do reagente, formando o polimero
reticulado (ou com liga¢des cruzadas), de estrutura tridimensional. O material resultante
passa a ser insoluvel, caracteristica principal de materiais desta natureza (reticulados).
As ligacoes covalentes entre 0os grupos amino e os grupos aldeido terminais do agente
reticulante sdo irreversiveis e resistentes a valores de pH extremos. Assim, o reticulante
bifuncional glutaraldeido (1,5-pentanodial) pode ser usado para inibir a solubilizagéo
através da formacao de uma base de Schiff com os grupos amino livres da unidade
glucosamina do polimero. O processo de reticulagdo ao ocorrer confere a quitosana
caracteristicas que melhoram a resisténcia a degradagao quimica e biolégica, aumenta
a forca mecénica e a resisténcia a abrasao. [97]

Figura 16 — Reacao do glutaraldeido com cadeias polisacaridicas ligando-as as enzimas
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http://www1.Isbu.ac.uk/water/enztech/immethod.html
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1.11 Processo de Hidrdlise

A hidrélise do amido por amilases € um dos processos enzimaticos comerciais
mais importantes comeércio global de enzimas e cada vez mais demonstra-se competiva
frente a hidrolise quimica, por gerar menos residuos, e sendo mais eficiente quando
aplica-se o produto da hidrélise em alimentos. Estes produtos séo utilizados em indus-
trias de panificagédo e panificagao, téxteis, papel, industria de detergentes e aplicacoes
clinicas e medicinais. Mas uma vez utilizado, as amilases ndo podem ser facilmente
recuperadas a partir dos sistemas de reacdo. Por conseguinte, € muito importante
utilizar amilases imobilizada em vez de amilase livre. Houveram muitos relatos sobre a
imobilizagdo de amilases, entretanto, as enzimas imobilizadas se apresentavam em sua
forma pura ou ultrapura, sendo um limitante para sua aplicagdo em larga escala. [98]

Atualmente as amilases comerciais disponiveis no mercado estdo na forma livre,
sem nenhum revestimento ou imobilizadas, e sdo apresentadas na forma liquida ou em
pd. [99] Apds o uso das amilases livres no processo industrial, geralmente essas sao
inativadas, necessitando de reposi¢cao das enzimas para realizar um novo processo.
O uso de amilases imobilizadas apresenta vantagens em relagdo ao uso de amilases
livres, entre as quais podem ser citadas a possibilidade de reutilizar o biocatalisador
por mais de um ciclo e também uso de um biorreator de processo continuo. Outro
ganho obtido por meio do uso de enzimas imobilizadas é o aumento da estabilidade
do biocatalisador em relacdo as variacées de pH, temperatura e concentracdo de
nutrientes no meio de reacao. Facilidade de separacao e recuperacao do biocatalisador
e do produto. [100]

A quitosana tem sido usada em combinag&o com o alginato, onde as enzimas
revestidas de quitosana tiveram menos efeito de lixiviagdo em comparacao ao alginato,
devido as interagdes fisicas e ibnicas entre a enzima e o suporte. Da mesma forma,
um compdsito umido de quitosana e argila mostrou-se mais confiavel para o aprisio-
namento enzimatico, pois possui grupos hidroxila e amino, que se ligam facilmente a
enzimas, juntamente com boa hidrofilicidade e alta porosidade. A quitosana na forma
de beads(microgéis) pode ligar-se ao dobro das enzimas. [55]
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2 Objetivos
2.1 Objetivos Gerais

O objetivo foi desenvolver um processo de imobilizacdo de amilases contidas
no extrato bruto (EB) (obtidas a partir de Aspergillus oryzae) imobilizadas em microgéis
de alginato-quitosana, estando o alginato recoberto pela quitosana.

2.2 Objetivos Especificos

 Variar as condig¢des de imobilizagao.

Medir a atividade dos diferentes métodos de imobilizacao, se quantificando a
atividade de hidrolise do amido.

Quantificar as proteinas adsorvidas e ndo adsorvidas nos microgéis.

Verificar a taxa de atividade em diferentes condi¢cOes de pH e temperatura.
 Avaliar as modificagcbes da estrutura polimérica, por FTIR.

* Obervar por meio da microscopia eletrénica de varredura(MEV) possiveis altera-
cdes morfoldgicas nas estruturas dos microgéis.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Reagentes e substratos

Meio Sabourand Dextrose

Glucose d(+) Anidra — Vetec Quimica Fina ®;

Agar Bacterioldgico Frasco Kasvi®;

Peptona Bacteriologica Oxoid®;

Arroz — Mercado local

Alginato de Sdodio Sigma-Aldrich®

Quitosana de baixo peso molecular Sigma Chem. Aldrich®;
Cloreto de Calcio - Vetec Quimica Fina®;

Acido acético - Dinamica®;

Brometo de potassio, KBr, - Sigma-Aldrich®

lodeto de potassio — Vetec Quimica Fina ®

lodo Ressublimado - Dinamica®;

Acido 3,5-dinitrosalicilico - Sigma-Aldrich®

Hidroxido de sédio - Vetec Quimica Fina ®

Tartarato duplo de sédio e potassio - Vetec Quimica Fina ®
Azul de Coomassie G-250 - Sigma-Aldrich®

Acido ortofosférico — Merck®

Etanol - Vetec Quimica Fina ®

3.2 Equipamentos

Capela de fluxo laminar unidirecional marca Veco® modelos CFLV09 e CFLV12;

Chapa de agitacao e aquecimento marca Logen Scientfic® modelo LS61-220;

Espectrofotdmetro UV-vis marca Hitachi Hight-Tecnologies Coporation®, modelo
U-3900H;

Micropipeta automaticas com escala variavel de 100-1000 uL, marca CAP®,
modelo Bravo;

Micropipeta automaticas com escala variavel de 1-5 mL, marca Kasvi®, modelo
Plus;

Microscépio Eletronico de Varredura FEI QUANTA 250 A®;

Espectrofotometro de Infravermelho com transformada de Fourier, marca Shi-
madzu®, modelo IRPrestige-21;

Centrifuga Novatécnica®, modelo NT810
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3.3 Meétodos

A metodologia foi dividida da seguinte forma:

Métodos de Caracterizacao

Método de extracao

Método de Sintese e imobilizacao

Método de Cultivo

Figura 17 — Esquema Experimental

o
Obtencgdo da enzima - m
= Poducao das
Imobilizagdo microesferas

Caracterizagio
das microesferas

a0
Residual
% imobilizacio

Estabilidade

3.4 Métodos de Caracterizacao
3.4.1 Caracterizacao das microesferas

As formulagoes produzidas foram carafterizadas quando as diversos aspectos,
sendo apresentados de maneira sintetizada na Figura 18.
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Figura 18 — Esquema de caracterizacao
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3.4.2 Caracterizacao Morfolégica e Superficial utilizando Microscopia Eletro-
nica de varredura (MEV)

As medidas de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), foram feitas utili-
zando (2,00 + 0,60 mg) de microesferas secas por 7 dias em um dessecador a
vacuo. Apoés a desidratacdo, a lamina foi fixada com fita adesiva condutora dupla-face
sobre o suporte de aluminio (stub). A baixa conditividade elétrica € uma propriedade
inerente aos biopolimeros, dessa forma, revestiu-se a amostra com uma fina camada
de ouro pelo processo de metalizacdo em atmosfera de argénio e paladio. Tal pro-
cedimento foi feito utilizando o equipamento revestidor Balzers, modelo SCD-050. As
amostras foram examinadas e fotografadas nos aumentos entre 250 a 30.000 vezes,
operado em tensdo de aceleragéo de 20,0 kV no modo de deteccdo de elétrons secun-
darios. Para aquisicao das imagens dos microgeéis, utilizou-se dois detectores distintos
EBSD (Electron BackScatter Diffraction) ou difracdo de elétrons retroespallhados e o
ETD(Everhart-Thornley Detector).

3.4.3 Caracterizacao dos Microgeéis por Espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

O método de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi utilizado para se identificar alteracbes quimicas por meio da adigcado do
glutalderido, e se a interagao entre os grupos funcionais da cadeia polisacaridica com
as proteinas contidas em EB, podem ser detectadas por meio do dessa.
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Espectros de infravermelho de todas as amostras produzidas e reagentes uti-
lizados foram obtidos utilizando um espectrofotometro FTIR, modelo IR Prestige 21
da marca Shimadzu. Para leitura foram utilizadas pastilhas de KBr com massa média
de (50,00 mg £ 1,0mg) preparadas com 1% de amostra, prensadas a 80,00 KN pelo
periodo de 3,0 minutos. Para cada leitura foram obtidos 40 registros, com resolugcéo
de 4,00 cm~! na regido compreendida entre 400,00 e 4.000,00 cm~! no modo de
porcentagem de transmitancia. Os dados foram tratados com o software IR Solution
1.50 e transferidos para o programa de construgao grafica GraphPad Prism (Versao
8.0.1).

3.4.4 Determinacao espectrofotométrica na regiao do visivel

3.4.4.1 Teste de quantificacao de acucares redutores pelo método de ADNS

A atividade hidrolitica do EB em sua forma livre e encapsulada foram realizados
com todas as formulagbes produzidas. A metodologia recomendada na literatura [101],
para esta avaliacdo é baseada no teste colorimétrico conhecido como teste de hidré-
lise por ADNS (Acido 3,5-Dinitrosalicilico). Neste teste, utiliza-se uma quantidade de
amostra de microgéis (m=0,22g), que € adicionada a um tubo de ensaio contendo 4ml
de solucao de amido 1%. Apos esta etapa, os microgéis/solucao de EB sdo aquecidas
em banho-maria por 45°C no tempo de 1 hora. A seguir foram retiradas aliquotas de
cada tubo de ensaio, ajustando a diluicdo pelo método de refratometria, para obtencao
de valores adequados e de acordo com a curva de calibragdo, e adicionado a outro
tubo contendo a solugédo de ADNS de concentracao 1%. Novamente estes novos tubos
sdo aquecidos a ebulicdo por 5-6 minutos [102]. Apos o resfriamento, observou-se
uma mudanga na colora¢ao da solugcado e as mesmas séo analizadas pelo método
de espectroscopia no Uv-vis (no comprimento de onda de 540nm), como ilustrado
na Figura 19
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Figura 19 — Esquema da analise pelo método de ADNS
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Fonte: Produgao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgéo
de acglcares redutores

O teste de hidrélise por ADNS, permite calcular a concentragdo de grupos
redutores totais (GRT), que significa a quantidade de acucares produzidos por EB livre
e EB microencapsulado. O célculo da concentracao de grupos redutores totais (GRT),
em mg mL~! foi realizado de acordo com a Equacéo 1:

GRT =absx fxd

em que:
abs é média das absorbancias lidas.
f é fator de concentracao.

d é inverso da diluicdo da amostra
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3.4.5 Quantificacao de amido residual

Um método mais eficiente para quantificar a as cadeias de amilose é o0 método
iodométrico, que é baseado na complexacao de inclusao helicoidal, gerando um com-
plexo azul, formado devido a afinidade do iodo com as cadeias de amilose, uma das
cadeias polisacaridicas constituintes do amido.[103]

Esta quantificacdo € importante pois pode-se avaliar o quanto a enzima esta
ativa em cada formulagdo ou mesmo livre de maneira indireta. O protocolo padrao
desta analise é baseado na leitura espectrofotométrica da resultante da reacao de
solugéo de iodo com a amostra analisada na relagéo 1:1. Apos a mistura de ambas as
solugdes, é adicionado 10 vezes o volume em 4gua, seguido de agitagao e analise no
espectrofotometro (Comprimento de onda de 620nm). [104]

O amido residual foi determinado nas amostras anteriormente incubadas com
o substrato, de forma a determinar a quantidade de amido que n&o hidrolisado. Tal
teste, complementa ou demonstra a hidrélise parcial do substrato, nao detectavel pelo
método de ADNS. O método utilizado foi o baseado na literatura onde uma solucao de
iodo.

Figura 20 — Esquema de analise para a quantificacdao de amido residual
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Fonte: Producéo de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgao
de agucares redutores



Capitulo 3. Materiais e Métodos 59

3.4.6 Quantificacao de proteinas

O teste de quantificacao de proteinas (Método de Bradford) foi utilizado para se
estabelecer as diferengas entre a concentragao de proteina em EB e a concentragédo de
proteina nos sobrenadantes provenientes da sintese dos microgéis, para se determinar
a quantidade de proteina total adsorvidas.

3.4.6.1 Preparo do reagente de Bradford

Para o preparo do reagente de Bradford foi dissolvido 100,00 mg de Azul
Brilhante de Comassie G 250 em 50 mL etanol e acidificado com 100,00 mL de acido
fosforico 85% e posteriormente completou-se o volume para 1,00 L. Para a se fazer a
curva de calibragéo, foi utilizado BSA. Para cada amostra foram utilizados 100,00 pL
em 5,00 mL de reagente, incubados por 5 minutos, apds serem vortexados em tubos
de ensaio.[105]

Figura 21 — Esquema da analise pelo método de Bradford
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Fonte: Produgao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgéo
de agucares redutores
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3.4.7 Método de cultivo

A metodologia para a obtencao do extrato enzimatico € baseada no crescimento
do Aspergillus oryzae em fermentagéo em estado sélido, utilizando o arroz como meio
de cultivo. [106][107]

A cepa do fungo Aspergillus oryzae ATCC 1011 foi adquirida na Fundacao André
Tosello (Colegao de Culturas Tropicais). O meio para producgao inicial dos fungos foi
constituido por 25,00 mL do Agar Sabouraud dextrose distribuido de forma inclinada em
frascos erlenmeyers de 50 mL. Apds solidificagdo do meio, o microrganismo Aspergillus
oryzae foi repicado no meio. Apds o crescimento do fungo, incubado a 27,00 °C, por
um periodo de 7 dias , a biomassa formada na superficie do meio foi raspada com
auxilio de uma espatula(Figura 22a), adicionando-se de 30,00 mL de agua destilada
estéril, para obter uma solucao de esporos, sendo pitetada posteriormente (Figura 22b)
para o cultivo em fermentacdo em estado sélido (FES), em frascos erlenmeyers de
500,00 mL, contendo arroz umicecido e esterelizado(Figura 22c) . As proporc¢des de
substrato e agua foram testadas nas seguintes proporcoes de ; 1:1; 2:1; 3:1 e 4:1, se
determinando o teor de umidade ideal para o cultivo do fungo, garantindo sua melhor
propagacao no meio, para obtencao do extrato enzimatico (EB) bruto contendo as
amilases.
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Figura 22 — Procedimento de inoculacido do Aspergillus oryzae no arroz

Fonte: Producao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgéo
de acglcares redutores

No esquema abaixo ¢ ilustrado (Figura 23) a sequencia de etapas realizadas
na obtengéo do extrato bruto enzimatico (EB).
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Figura 23 — Esquema da obtencao de EB
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3.4.7.1 Obtencao do Extrato Bruto (EB)

A massa fungica obtida foi adicionada em 40,00 mL de tampao acetato 0,10 M,
pH 5,00 e homogeneizada em liquidificador por 1 minutos. A massa foi centrifugada a
6000 rpm por 4 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi filtrado em papel
de filtro Whatman N? 1 e novamente centrifugado a 6000 rpm por 4 minutos, obtendo
o extrato enzimatico bruto (EB) contendo as amilases Figura 24. Este EB nao sofreu
nenhum processo de purificagdo ou isolamento das enzimas contidas na solugéo.

3.4.7.2 Testes de hidrélise em EB (Controle)

Para a caracterizacao de EB foram feitos os testes de hidrélise e quantificacao
de proteina, se determinando a quantidade de enzimas amiloliticas, em Ul (Unidade
internacional). Pelo processo de hidrélise foram avaliadas as atividades apds a exposi-
¢do da enzima a diferentes pH e temperaturas. 500 uL de extrato foi pipetado em 4,00
mL de amido 1% preparados em soulu¢des tampao com pHs variando de 3,00 a 8,00
na sendo entdo os tubos deixados em banho-maria a 45 °C por uma hora. Para o teste
de temperatura, o procedimento de hidrélise foi feito com amido a 1% preparado com
agua destilada, mantendo-se os tubos em banho-maria por 1 hora, nas temperaturas
variando de 30,00 a 80,00 °C, e nas temperaturas de 10,00 e 20,00 °C em camara
climatica.
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Figura 24 — a) EB extraido do arroz junto ao substrato
b) Centrifugacao de EB
c) EB centrifugado com so sobrenadante
d) Sobrenadante utilizado para imobilizacao
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Fonte: Producéo de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgao
de agucares redutores

3.5 Método de Sintese e imobilizacao
3.5.1 Preparo das amilases imobilizadas nas microesferas de alginato-quitosana

Para o preparo das amilases imobilizadas, diferentes combinacdes entre os
suportes poliméricos de alginato e quitosana, bem como a proporcao de EB foram
testada. A resposta destes sistemas obtidos em relacao a concentracdo de agucares
produzidos durante o processo de hidrolise enzimatica do amido foi utilizada para a
escolha da formulacdo mais adequada, de acordo com a literatura.[108] [109]

Na Figura 25 é apresentado o esquema ilustrativo do método de gotejamento
utilizado para a produgéo das microesferas.
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Figura 25 — Esquema de sintese
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No tabela abaixo (Figura 26) , estdo descritos os volumes as quantidade de en-
zimas amiloliticas presentes em EB, correspondentes a sintese de cada conformagéo.

Figura 26 — Unidade de atividade presente nos volumes de EB ao longo do procedimento de
sintese para cada conformacao

Extrato Bruto utilizado em sintese

Amostra Unidade de Atividade (U)
i 168,93 + 6,30
FIG 167,48 £ 6,21
FE 240,07 £ 6,30
FEG 238,80 + 8,94
FU 89,50 + 3,33
FUG 88,80 + 3,30

A producgéo das microesferas de conformacao de fase interna(Fl) constituiu-se
da seguinte forma:
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Inicialmente, foi misturado 19,00 mL do EB ao polimero natural alginato de sédio
(0,36 g) formado a solugao de gotejamento. Em um béquer contendo uma solucéo
de quitosana (0,12 g mL) de concentracéo , e contendo nesta solucao acido acético
e CaCl,, foi gotejado lentamente com o auxilio de seringa com agulha, um volume
variando de 10,00-40,00 mL da solucédo gotejante, de forma a obteve-se microgéis
de alginato contendo EB no nucleo das particulas formadas e revestida de quitosana.
O procedimento para se preparar a microesfera FIG ocorreu por meio da adicao
de glutaraldeido 25% na solucao de gotejamento de alginato solubilizado em EB,
mantendo os outros procedimentos semelhantes ao de FI. Ap6s 2 horas, da reacdo do
glutaraldeido com o alginato, foi realizado o processo de gotejamento na solugao de
quitosana com cloreto de calcio. Dessa forma as enzimas situaram-se na fase interna
(FIG) da microesfera de alginato que foi revestida externamente pela quitosana e o
sistema imobilizado teve a adi¢ao do ligante glutaraldeido (G).

A producéao dos microgéis de conformacao de fase externa (FE) constituiu-se
da seguinte forma :

Neste protocolo, a ordem em que os reagentes foram utilizados foi invertida, adi-
cionando agua destilada na fase interna, (v=19,00 mL) misturado ao polimero natural
alginato de sédio (0,36 g) formado a solugéao de gotejamento. Em um béquer contendo
uma solugao de quitosana (0,12 g mL) e EB contendo nesta solugéo acido acético e
CacCl,, foi gotejado na solucao de alginato lentamente com o auxilio de seringa com
agulha, um volume variando de 10,00-40,00 mL da solugao gotejante, de forma a
obteve-se microgéis de alginato contendo EB na camada externa de quitosana.

Em FEG foi feita a adicdo de solucéo de glutaraldeido 25% na quitosana, solubi-
lizando todos os componentes em EB. Apds 2 horas se fez o processo de gotejamento
na solucdo de quitosana com cloreto de célcio. Dessa forma as enzimas situaram-se
na fase interna (FEG) da microesfera de alginato que foi revestida externamente pela
quitosana e o sistema imobilizado teve a adigao do ligante glutaraldeido.

O procedimento para se confeccionar FU, EB foi adicionado posteriormente a
secagem dos microgéis, mantendo para a solugédo de alginato agua destilada(v=19,00
mL) misturada ao polimero natural alginato de sédio (0,36 g) formado a solucao
de gotejamento. Em um béquer contendo uma solucdo de quitosana (0,12 g ml)
juntamente a agua destilada (v=27,00 mL), contendo nesta solugédo acido acético e
CaCls,, foi gotejada solucao de alginato lentamente com o auxilio de seringa com agulha,
um volume variando de 10,00-40,00 mL da solugcéao gotejante, de forma a obter-se
microgéis de alginato contendo EB no nudcleo das particulas formadas e revestida de
quitosana.

Independente dos métodos acima descritos, o EB foi adicionado nos microgéis
prontos, que foram preparados da seguinte maneira, os microgéis obtidas foram secos
por 72h a 20,00 °C. Apds a secagem dos microgeis, forma imersos em EB para obtencéo
da configuracdo FU e EB com glutaraldeido a 1% para obtencéao de FUG por 24 horas,
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até o intumescimento maximo das esferas. Nessa conformagao as enzimas encontram-
se nas duas fases de polisacarideos do suporte. A partir destas formulagdes foram
obtidas microgéis de conformacao distintas em relacéo a fase em que foram incluidas
EB.

No esquema ilustrativo a seguir Figura 27, é apresentada todas as formulagées
que foram produzidas neste trabalho.

Figura 27 — Esquema de ilustrativo da sintese : O béque em que se fez o gotejamento, contendo
CaCl,, quitosana, acido acético e H,O, ou EB, no método de sintese de FE e FEG.
Na seringa que se fez o gotejamento, em Fl e FIG se diluiu o alginato com EB, nas
demais sinteses se fez a dissolu¢dao com H,0. Em FU e FUG, ambos os polimeros
foram solubilizados em H,O e posteriormente, secos e intumescidos com EB
H,0 E g
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Produgéo de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgéo de
acucares redutores

3.6 Testes de reuso das microesferas

As conformacdes mais ativas, conforme o teste de hidrélise, tiveram sua ativi-
dade testadas consecutivamente, a cada uma hora para se determinar sua atividade,
adicionando amido 4 ml de amido 1%.
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3.6.1 Teste de taxas de atividade sob variacao de temperatura e pH

Para se estabelecer as diferencas entre EB e as enzimas encapsuladas os teste
de estabilidade foram feitos de acordo com o procedimento descrito: O microgéis foram
deixadas em banho-maria, nos tubos de ensaio juntamente com tampéo acetato pH
5,00 em temperaturas variando de 10,00 a 80,00 °C, sendo deixadas por 1 hora a essa
temperatura, e posteriormente foi feito o procedimento de hidrolise assim como no teste
do item 3.4.

3.6.2 Taxa de imobilizacao através da Avaliacao de atividade amilolitica do so-
brenadante

O processo de entrapeamento das enzimas pelas cadeias polisacaridicas foi
medido pela avaliagédo da atividade amilotitica do sobrenadante proveniente da sintese.
As proteinas que nao se ligaram a matriz, podem se manter, no exterior das beads,
permitindo o calculo indireto da eficiéncia de imobiliza¢ao.[110]

Apés todo o processo de imobilizagdo, o sobrenadante presente no meio reacio-
nal, onde as beads encontravam-se imersas, foram retiradas aliquotas, repetindo-se o
procedimento de hidrdlise.

3.6.3 Analise estatistica

Para se determinar a consisténcia dos dados dentro das amostras sintetizadas,
e sua repetibilidade ao longo das sinteses, foram avaliadas as quantidades de agucares
redutores, como parametro principal, mais especificamente a resposta, sendo tais
medidas submetidas a teste de confiabilidade por meio do céluclo de alfa de Cronbach,
descrito na equacao abaixo. Dentro de cada sintese feita, as medidas foram submetidas
a tal analise em triplicata, consituindo-se de trés sinteses para tal avaliacao, e dentro
de cada sintese mais trés amostras foram avaliadas, constiutindo um N experimental

de 9. [111]

kxavgC
var+(k—1)avgC

o =
k = Numero de itens
avgC = variancia média entre os pares
var = variancia meédia
O alfa de Cronbach é, foi utilizado como uma funcao do nimero de itens em um
teste, a covariancia média entre pares de itens e a variagdo da pontuacao total.
O procedimento para o céalculo do Alfa de Cronbach no programa SPSS
CONFIABILIDADE
/ VARIAVEIS = Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9
/ ESCALA ('TODAS AS VARIAVEIS’)
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/ MODELO = ALFA.

A sintaxe acima produz apenas uma saida resumida; além do coeficiente o, 0
SPSS, versao 22, também forneceu o numero de observacdes validas usadas na
analise e o numero de itens de escala especificadas.

As demais analises conduzidas, foram feitas a partir dos testes feitos em tripli-
cata, avaliando a média e desvio padrao por meio do programa Graph prism®, versao
8.01, avaliando posteriormente a distincao entre as amostras pelo teste de ANOVA one
way, para, evidenciar e confirmar a validade dos resultados.
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4 Resultados e Discussao
4.1 Meétodo de cultivo e obtencao do Extrato Bruto (EB)

Foram testadas 4 proporcdes, entre 1:1 a 1:4, do material amilaceo (arroz) e
agua destilada, mantendo a técnica tradicional de cultivo para obtenc¢ao de produtos
fermentados, adaptando a técnica para se obter quantidades efetivas de enzimas
amiloliticas para a imobilizagao posterior. A proporcao 1:3 foi a que resultou melhores
quantidades de enzima e melhor crescimento fungico (Figura 28). [107]

Figura 28 — emphAspergillus oryzae cultivado sobre o arroz, conhecido como koji, onde foi feita
a extracao das enzimas que foram difundidas no meio pelo fungo

Fonte: Producao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgéo
de aglcares redutores

A. oryzae é um fungo filamentoso, capaz de secretar grandes quantidades de
enzimas hidroliticas. E amplamente utilizado na fabricagao de molho de soja fermentado
tradicional na Asia. As proteinas extracelulares no koji de soja inoculadas com A.
oryzae. contém diferentes perfis de proteinas, incluindo protease neutra e alcalina,
amilase, glutaminase e metalopeptidase. Além disso, A. oryzae. é genomicamente
bem caracterizado e considerado um organismo seguro para a producédo de enzimas
alimentares porque nao possui marcadores de sequéncia expressos para 0s genes
responsaveis pela producao de aflatoxina.[46][46]

Esse fungo, tem sido utilizado na producéo de alimentos fermentados tradici-
onais como saqué (vinho de arroz), mis6 (pasta de soja) e shoyu (molho de soja) ha
mais de 1.000 anos. Devido ao seu longo uso na produgéo de alimentos, A. oryzae
é listado como status GRAS (isto €, geralmente considerado seguro) pela Food and
Drug Administration dos EUA. A seguranga de A. oryzae também é reconhecida pela
Organizagdo Mundial de Saude. [112]
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Aspergillus niger, A. oryzae e A. terreus na industria de enzimas. J& é relatado
que essas cepas produzem quantidade substancial de amilases em fermentagao
submerssa e fermentagdo em estado sdlido. [112]

Na fermentacao tradicional, a fermentacao em estado sélido (FES) é adequada
para o crescimento de fungos, devido ao seu baixo teor de umidade e permitindo a
penetragdo do micélio de fungos através dos substratos sélidos. O micélio fungico pode
penetrar no substrato sélido como 4 camadas de penetracdo do micélio. A primeira
camada € a hifa areal, seguida pela hifa aerdbica e hifa anaerdbica, a Gltima camada
é a hifa penetrante. A baixa umidade em uma fermentacao no estado sélido torna os
microrganismos mais capazes de produzir certas enzimas e metabdlitos que geralmente
nao serdo produzidos em uma fermentagao submersa.[113]

Os substratos para FES sao, em geral, subprodutos da agroindustria farelos,
cascas, bagacos e outros sdo materiais considerados viaveis para a biotransforma-
cao. Sao recursos naturais renovaveis e produzidos em grandes quantidades, o que,
algumas vezes, faz com que se tornem um problema ambiental. Uma das maiores
vantagens deste método € que, ao invés de produzir apenas uma enzima, permite
ao fungo produzir um complexo natural de enzimas, especifico para os substratos
encontrados nos alimentos. [114]

A estrutura desses materiais tem como seus principais componentes, celulose,
hemicelulose, lignina, amido, pectina, e proteinas, o que os caracteriza como materiais
extremamente heterogéneos, e que servem tanto como fonte de carbono e energia
quanto de suporte para o crescimento microbiano. [106]

O teor de umidade do meio muda durante a fermentagcdo como resultado das
atividades metabdlicas e de evaporacao e, portanto, o nivel ideal de umidade do
substrato é o fator mais importante na producéo de enzimas. [115][116]

4.2 Metodologia na obten¢ao do extrato enzimatico

A massa fungica apés propagado no arroz, foi triturado junto a massa de arroz
hidrolisada, por meio de um liquidificador, adicionando para a extragcao das enzimas
tampé&o fosfato 5.0, se extraindo as enzimas liberadas no meio, obtendo-se por fim EB.
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Figura 29 — Extrato bruto, EB, apos o processo de centrifugacao, pronto para o processo de

imobilizacao
v % N
s

Fonte: Producao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgao
de agucares redutores

A fermentagao de substrato sélido € geralmente definida como o crescimento de
microrganismos em substratos sélidos ou algumas vezes denominados fermentacao
em estado sdlido ja que o processo esta ocorrendo na auséncia ou quase auséncia de
agua livre no sistema . O substrato, no entanto, deve conter umidade suficiente, que
existe na forma absorvida dentro da matriz de substrato sélido e simula a reacéo de
fermentagéo que ocorre na natureza. Estes substratos sélidos iUmidos sao insoluveis em
agua e de natureza polimérica, sdo uma fonte de carbono e energia, vitaminas, minerais,
nutrientes e também fornecem sua agua absorvida para crescimento microbiano, bem
como ancoragem.

Fermentagdo em estado sélido ou em substrato sélido significa que o substrato é
umedecido, frequentemente com uma fina camada de agua na superficie das particulas,
mas nao ha agua suficiente presente para fazer a mistura fluida. Propor¢oes de peso
de agua para substrato no FES geralmente estdo entre 1: 1 e 1:10.

As enzimas secretadas pelo fungo Aspergilus oryzae no presente trabalho, no
meio da fermentacéo, foi solubilizada somente com agua destilada sendo o protocolo
estabelecido inicialmente. Como descrito por meio da FES as enzimas junto com o
corpo celular fungico, permeia o material de fermentacéo, possibilitando o crescimento e
0 maximo de desenvolvimento do microrganismo, estando inUmeras enzimas dispersas
no meio, principalmente as enzimas amiloliticas.

Posteriormente se testou com tampao fosfato 5.0 melhorando a atividade en-
zimatica das enzimas imobilizadas. A atividade amiloitica presente As enzimas
apresentam atividade moderada em solu¢des aquosas, ou agua pura, sendo utilizadas
com solugdes tampao para mante-la em seu pH ideal.[117]
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Tabela 1 — Comparacao da extracao de EB em H,O e Tampao Fosfato

Acgucares redutores , .
, , Acucare redutores produzidos
Amostra produzidos por EB extraido J -
. por EB extraido em Tampéao
sem tampao
EB extatido com
7,36+0,35 —
H-O
EB extatido com
Tampao fosfato 7,05+0,12 —
5.0
Fl 0,41+0,02 0,98+0,03
FIG 0,83+0,05
FE 0,09+0,007 0,98+0,01
FEG 0,18+0,01 0,25+0,003
FU 0,34+0,02 0,36+0,01
FUG 0,68+0,04 0,20+0,005

Apesar de ndo haver diferenga entre as médias, na perspectiva estistica (Tukey
p<0,05) a tabela demonstra 0 aumento da taxa de conversdo em 4 conformagdes
testadas, Fl, FE, FEG, FU, sendo a diferenca infima. Diversos fatores podem ser
considerados para ocorrer tal diferenca. O principal pode ser o fato de que a ligagéo
das enzimas com o suporte ndo sao orientadas por grupamentos especificos na
superficie dos polimeros, fazendo com que o sitio ativo enzimatico, fique exposto
de forma que favorega a hidrdlise. [58] A forca ibnica do meio pode ser considerada
também um fator que pode gerar a alteracéo e diferenca dentro das respostas obtidas,
tais diferencas ndo chegam a dar a amostra uma caracteristica para ser avaliada por
teste paramétricos mas, se faz necessario fazer um teste de avaliagcdo da consisténcia
das médias obtidas.

Normalmente, a enzima é razoavelmente estavel em seu préprio pH ideal, e
isso é recomendado ndo apenas para testes, mas também para armazenamento. I1sso
também é de alguma importancia para a realizagdo de ensaios enzimaticos, uma vez
que a adi¢cdo de uma aliquota da solugédo estoque de enzimas a mistura de ensaios
nao afetard o pH do ensaio. [115]
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4.3 Microgéis sintetizados

Microgéis recém sintetizados Figuras 30 a e b tinham formato redondo com uma
superficie lisa e homogénea. Ambas as esferas Fl e FIG foram semelhantes em cor
e tamanho. O método de gelificacao ionotrépica usada neste estudo para encapsular
o EB através de uma agulha nao perfurante resultou em um tamanho regular, com
aparéncia esférica e matriz externa lisa. A reducédo dos microgéis de fase externa
(FE e FEG) Figuras 30 c e d, torna as conformagdes um pouco mais enrugadas e de
superficie totalmente irregular, com uma superficie mais aspera. Em Figuras 30 e e f
estao as fotos de FU e FUG, respectivamente apds o processo de intumescimento de
24 horas.

Figura 30 — Imagens das seis conformacées obtidas
a) Fl b) FIG
c) FE d) FEG
e) FU f) FUG

Fonte: Producdo de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgao
de acglcares redutores
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Esquema das microesferas produzidas com as diferentes combinagcdes entre
alginato, quitosana e amilases (com adicdo e sem adi¢ao do agente ligante glutaral-
deido).

Figura 31 — Esquema ilustrativo das conformacoes obtidas pelas sinteses. As porcoes coloridas
indicam a fase onde se encontra as enzimas

Sem glutaraldeido Com glutaraldeido

O

FIG

O

FEG

Producgao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgéo de
acucares redutores

O interesse pelo alginato com uma matriz tem aumentado devido a sua biocom-
patibilidade, baixa toxicidade e a facilidade de formacéo de beads utilizando gelificacdo
ionotrépica. Juntamente a todas essas caracteristicas, é soluvel e degradavel nas
condicoes fisiolégicas normais.[118]

O estado dobrado ¢é estabilizado principalmente pela insercao e empacotamento
de mais de 80% dos grupos peptideos e cadeias laterais ndo polares. Se a vida como
a conhecemos existir em um solvente que ndo seja a agua, o estado dobrado deve ser
estavel e soluvel no novo solvente.
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As proteinas serao instaveis na maioria dos solventes polares, como o etanol,
extremamente estaveis em solventes ndo polares, como o ciclohexano, e ainda mais
estaveis no vacuo.[119]

Uma propriedade importante do alginato € a gelificacao ionotropica, pelo fato de
que o polimero é carregado negativamente, sendo tal processo induzido por cations
divalestes (ex. Ca?*). Tais solugdes de reticulagdo podem incluir cations como Ca?*,
Sr?* ou Ba?*, enquanto cations monovalentes e Mg?* néo induzem gelificacao, e
os ions Ba%" e Sr?* produzem géis de alginato muito fortes (Clark e Ross-Murphy
1987). Inlmeros outros cétions, incluindo Pb?*, Cu?*, Cd**, Co?*, Nizt, Zn?* e Mn?*,
induzirdo a gelificagcdo, mas devido a sua toxicidade, raramente sao utilizados. [120]

Estrutura do modelo de ’caixa de ovos’, representa as ligacdo de cations di-
valentes a blocos homopoliméricos de residuos de o-L-guluronato. A quitosana adere
facilmente a polimeros naturais, como cabelo e pele, que sdo compostos de muco-
polissacarideos e proteinas com carga negativa, representando o arranjo dos micro-
geis. [120]

Atualmente, os sistemas complexos de polieletrélitos de quitosana-alginato
(PEC) tém sido amplamente utilizados. Comparado com os polimeros constituintes,
o PEC apresenta vantagens quando aplicado como membranas de revestimento e
sistemas de liberagdo controlada. Polissacarideos carregados de maneira oposta em
solugdes aquosas interagem espontaneamente para formar complexos de polieletrélitos
(PECs) quando sao misturados. Os complexos polieletroliticos de quitosana e alginato
séo formados principalmente por meio de interagdes couldmbicas entre grupos amino
carregados positivamente de quitosana e grupos carboxilatos carregados negativa-
mente de alginato. As propriedades do PEC sao determinadas principalmente pelo grau
de interacao entre os polimeros. Isso depende essencialmente de suas densidades
globais de carga e determina sua proporcao relativa no PEC. [119]

As proteinas interagem fortemente com os polieletrélitos sintéticos e naturais.
Existe ampla evidéncia para a ligacao de polianions e polications a proteinas abaixo
e acima de seus pontos isoelétricos, respectivamente. Essas interagdes podem resul-
tar em complexos solUveis, coacervagao complexa ou na formagao de precipitados
amorfos. As consequéncias praticas dessas mudancas de fase podem incluir o uso de
polieletrolitos para separagéo de proteinas e imobilizagéo ou estabiliza¢cdo de enzimas
em complexos de polieletrolitos. Nessas duas aplicagdes, os estados fisicos ideais
do sistema sao diferentes. No caso de imobilizagcdo enzimatica, estados altamente
desagregados podem ser menos ativos. Nos processos de purificagdo ou separacao
envolvendo sedimentacdao ou filtragao, a agregacéao é desejavel. Para uma sedimen-
tacao eficiente, os agregados compactados sao preferidos, enquanto nos processos
de filtracdo sao necessarios mais agregados de textura aberta para permitir a pene-
tracdo adequada do solvente. No entanto, em ambos os casos, a agregacao deve ser
essencialmente reversivel. [118]
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O método de imobilizacao e as propriedades mecanicas da matriz sdo, portanto,
fatores significativos que afetam a estabilidade operacional do biocatalisador. Entre
diferentes técnicas de imobilizagcao, o aprisionamento em gel de alginato de calcio
oferece muitas vantagens devido a sua simplicidade e carater nao téxico. Além disso,
alterando as condicdes de gelificacao, é possivel controlar faciimente algumas das
caracteristicas da matriz, como espessura ou permeabilidade a diferentes substratos
da membrana do gel. Este método leve e barato envolve a adicao gota a gota das
enzimas em solucao de alginato de sédio ou quitosana em uma solucao de CaCl,, na
qual as enzimas séo imobilizadas em gel de alginato de célcio precipitado na forma de
microgéis.[118]

4.4 Caracterizacao Morfolégica e Superficial dos microgéis utilizando Micros-
copia eletronica de varredura (MEV)

Figura 32 — Morfologia externa dos microgéis obtidos por MEV a 10-20 kV, com o detec-
tor de Back-scattered Electron — BSED. (A) Fl-magnificacao de 100x, (A1) FIG-
magnificacao de 1000x; (B) FE-magnificacdo de 100x, (B1) FEG-magnificacao de
1000x;
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Os resultados demonstram que as diferengas entre os microgéis feitos € nitida.
Demonstrando a geometrificacdo das formas nos métodos de imobilizacdo onde se
utilizou-se glutaraldeido. Tais resultados demonstram que o polimero por se tornar
mais rigido devido as interacdes entre suas préprias cadeia mas também a maior
insolubilizacao das proteinas pode reduzir a interagdo entre os polimeros e as proteinas,
mais especificamente as enzimas, levando a uma menor atividade, quando se compara
a quantidade de enzima retida.

Em Fl, FIG, FE e FU, se teve a atividade enzimatica preservada, e apesar de
que em FIG, se tem uma redugéo devido aos fatores acima citados. As demais confor-
macdes por terem seus grupamento amino e hidroxila ndo sujeitados a acao do agente
ligante, tiveram maior interagdo com as proteinas presentes em EB, gerando assim
entdo conversdes enzimaticas de acordo com sua respectiva técnica de imobilizagao.

A microscopia eletronica é a técnica disponivel para obter informacgdes estrutu-
rais sobre materiais em resolu¢cdo em escala nanométrica. A microscopia eletrénica de
varredura fornce informacdes da superficie com informagdes limitadas sobre a estrutura
interna. O MEV é uma técnica analitica na qual uma imagem é formada em um tubo de
raios catodicos cuja varredura é sincronizada com a varredura de um feixe pontual de
elétrons digitalizados sobre a superficie de uma amostra. O dispositivo rebate elétrons
na superficie de uma amostra para produzir uma imagem. A técnica fornece duas me-
lhorias notaveis em relagéao ao microscopio Optico: ela estende os limites de resolugcéao
de até 30.000x ou t&o altos quanto 60.000x e melhora a profundidade de campo em
um fator aproximado de 300. O MEV é uma técnica altamente implementada para
caracterizar a superficie morfoldégica da enzima, bem como o suporte a imobilizacao.
Amostras MEV sdo comumente usadas para observar a morfologia para confirmar o
sucesso da imobilizagdo enzimatica. [121]

4.5 Caracterizacao dos microgéis por FTIR

O uso da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
tem sido considerada uma das técnicas mais eficazes para estudar e entender a
quimica e a quimica da superficie em varios tipos de compostos, como polisacarideos.

Sem conhecer o grupo funcional especifico, que alterou o0 comportamento de
uma macromolécula, nao é possivel explicar as diferentes propriedades fisico-quimicas
que alteraram significativamente o desempenho da dos polisacarideos contituintes dos
microgéis. Além disso, as técnicas de FTIR também podem ser usadas para monitorar a
estabilidade e a durabilidade especifica dos microgéis em relacdo ao seu desempenho.
Em geral, o uso da andlise FTIR no campo da aplicacdo de polisacarideos é crucial
para apoiar a demonstrar das alteracdes em suas propriedades e desempenho em
varias aplicacoes.[122]
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No presente trabalhos os microgéis obtidos foram secos durante uma seman
e posteiormente deixados em dessecador e posteriormente integrados ao KBr para
se obter os discos para analise de FTIR. Os demonstrados obtidos sdo demonstrados
abaixo onde a cada linha do gréfico esta distinta por cores, sendo a verde o padrao,
EB, azul Fl, e vermelho FIG (Figura 33).

Figura 33 — Espectros de FTIR obtido nas analises de Esquema da analise pelo método de FTIR
; EB :representado pela cor verde; Fl representado pela cor azul; FIG representado
pela cor vermelha
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A espectroscopia FTIR é tipicamente usada para analise qualitativa de grupos
funcionais organicos. Como mostrado na Figura 33 , as amostras Fl, (azul) e FIG (ver-
melho) exibiram um pico de absorgdo amplo significativo entre 3000 e 3700 cm~, que
foi atribuido a vibragdo de alongamento dos grupos de quitosana e / ou a presenga
de agua e se sobrepbs ao pico de vibracao de estiramento -NH, da quitosana. O pico
de aproximadamente 2930 cm~! foi atribuido a vibragio de alongamento sp; C-H do
esqueleto de quitosana. A eficiéncia dos procedimentos de imobilizagdo em relacao a
incorporacao de enzimas na matriz / quitosana pode ser confirmada pela presenca de
picos caracteristicos de 1665 cm~!, indicando um grupo amida (CONH). Os picos em
1631 foram atribuidos as bandas de absor¢éo mais tipicas da quitosana, relacionadas
as vibracdes de flexdo de N-H e ao alongamento de C = O, enquanto a banda de 1602
cm~! foi atribuida as vibracdes de flexdo de C = C. A regido da banda de 1345-1421
cm~! pode ser atribuida a vibragao de flexao dos grupos metil C-H.
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De acordo com Simsek-Ege et al. a banda observada em 1420 cm~! na mistura
pode ser atribuida a interagdo de -NH" de quitosana com -COO~ de. Eles também
exibiram uma banda especifica de 1030 a 1240 cm~!, dominada pelas vibragoes
dos anéis sobrepostas as vibracdes de alongamento dos grupos laterais (C-O-H) e a
vibragdo da banda (C-O-C). O pico a 1082 cm~! foi devido ao alongamento da ponte
C-O-C assimétrica no anel da quitosana. Com a incorporagédo da enzima, o espectro
dos microgéis foi semelhante em beads de quitosana em branco, exceto por uma
mudanca em comprimentos de onda especificos. As mudangas no comprimento de
onda em aproximadamente 2929 cm~! (alongamento CH), 1642 cm~! (alongamento C
= O da amida secundaria) e 1080 cm-1 (alongamento COC de éter ciclico) podem ser
explicadas pela interacdao de com quitosana. Mesmo ap6s a lavagem em série com agua
destilada, as enzimas foram mantidas, embora qualquer sinal de ligacao especifica,
indicando ligacao entre o suporte e as ligagdes N-N, se formou, que é a principal reacao
mediada pela fase principal nas enzimas de conformacgao representadas.

A rede de polieletrélitos é formada pela interagdo entre os grupos funcionais
dissociados: um grupo carboxi aniénico de alginato e um grupo amino catiénico da qui-
tosana, ligacao de hidrogénio intra e inter-cadeia entre diferentes partes das estruturas
dos polissacarideos e entre agregados ja criados de particulas de alginato—quitosana.
A complexacgéo de polieletrélitos leva a formagao ou precipitacdo de coacervados e
hidrogéis. A ocorréncia desses processos depende da concentragao do reagente, forca
ibnica, pH, temperatura, ordem de mistura, flexibilidade dos polimeros e composicéao
quimica dos polimeros. Os complexos de polieletrélitos da quitosana e do alginato de
sédio podem ser formados por varios métodos; um processo de uma etapa envolve a
adicao gradual de solucao de quitosana ao alginato. Um método alternativo é produzir
um revestimento multicamada (camada por camada, bicamada): a solu¢do de quitosana
€ derramada / pulverizada sobre um revestimento de alginato seco, ou o alginato é
imerso em uma solucédo de quitosana e lavado com agua destilada apdés um certo
tempo de interacdo.[123]

Em um trabalho onde se avaliou a interacdo entre os dois polimeros se alte-
rando suas concentragdes, um pico em 1730 cm~! possivelmente correspondia ao
alongamento assimétrico dos grupos —COO, o que confirma a formacao do complexo
polieletrolitico. No entanto, quando a proporcao de polimeros foi de £ 0,6, a intensidade
do pico foi observada a 1398 cm~!, confirmando maior interacédo eletrostatica em
amostras com uma propor¢ao de polimero mais proxima do balango estequiométrico
(R <1,0). A presenca das bandas acima mencionadas na mistura polimérica de ACH
indica o aparecimento de ligagdes idnicas entre 0s grupos quitosana amina e o grupo
carboxila do alginato.[124]

Como as interagdes entre polimeros e proteinas podem ser avaliadas pelo FTIR,
no entanto, no presente trabalho ndo foi evidenciado nenhuma alteragéo que se mostre
conformagdes distintas entre si.[124]
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As caracterizagdes por FTIR pode se dar se avaliando a insergdo de materiais
inorganicos determinando sua interacdo entre os polimeros, e tais compostos. Em um
trabalho foram feitas avaliagcdes nas altera¢cdes nos materiais, tendo principalmente seu
o diametro médio das beads de alginato e alginato-argila como principal parametro,
obtendo-se um diametro final apds o encapsulamento de 2,6 mm.[124]

As interacbes de da quitosana com proteinas foram feitas para investigar a
interacdo entre moléculas de quitosana e proteina de soro de leite em termos de
pH e aquecimento. As medidas de FTIR, analise reoldgica, turbidez e potencial zeta
foram usadas para avaliar essa interacdo. A pH 4,0, a adi¢cdo de quitosana de baixa
quantidade com a proporcao de 1: 5 de quitosana / isolado de proteina de soro de leite
(C /WPO) impediu efetivamente a desnaturacao das proteinas de soro de leite ap6s
0 aguecimento, enquanto a alta quantidade de quitosana (C / WPO de 1: 2) levou ao
esgotamento da floculacdo. A combinacao de quitosana e proteinas de soro de leite
foi atrativa eletrostatica a pH 5,5 e 6,0. Com baixa adicao de quitosana, os complexos
formados em pH 5,5 apresentaram maior viscosidade e os complexos formados em pH
6,0 apresentaram comportamento de afinamento por cisalhamento. Com alta adigéo de
quitosana, os complexos apresentaram alta viscosidade a pH 6,0. O aquecimento levou
a diminuigcéo da viscosidade e aumento da turbidez. Os resultados demonstraram que
a quitosana e a proteina do soro de leite formaram complexos diferentes a pH 5,5 € 6,0,
e a complexacao da C / WPO foi influenciada pelo aquecimento e pela proporcéao de
proteinas da quitosana e do soro de leite. Esse fendbmeno ocorreu devido a combinacéo
de quitosana com moléculas de proteina, que restringiram o movimento de flexao dos
grupos NH3*. Esta banda desapareceu com alta adicio de quitosana (C / WPl de 1:
2) ap6s o aquecimento, indicando que 0 aquecimento promoveu 0 comportamento de
complexacéo da proteina do soro de leite e da quitosana. Por meio da espectroscopia
de infravermelho, determinando exatamente a reag¢ao ocorrida, devidos as variacdes
de pH. [125]

As misturas a base de proteina de soja foram processadas por extrusao com
parafuso duplo e os efeitos de diferentes tipos e contetudos de polissacarideos foram
analisados. Embora a extrusdo ndo tenha sido amplamente utilizada para esse tipo de
blendas, neste estudo observou-se que o aumento do contetdo de polissacarideos nas
blendas causou uma diminui¢do da energia mecanica especifica, facilitando o processo
de extrusdao e mostrando o potencial desse processo, 0 que € mais econémico em
escala industrial. Para explicar esse comportamento, foi realizada analise espectrosco-
pica no infravermelho, principalmente nas regides amida | e Il. Além disso, a analise
de ajuste de curvas mostrou as alteragdes conformacionais produzidas nas blendas
devido a adicao de polissacarideos, que afetaram a desnaturagao da proteina. Essas
mudancas também afetaram propriedades como o teor de umidade e a matéria de
solubilidade total. No entanto, as alteracées conformacionais ndo mostraram efeitos
significativos em relacédo a densidade da peca ou na taxa de expansao dos granulos. A



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 81

andlise quantitativa das alteracdes nas regides amida | e |l forneceu novas informacdes
sobre as modificagdes produzidas em misturas baseadas em proteinas modificadas
com polissacarideos. Nesse contexto, a espectroscopia no infravermelho forneceu um
meio conveniente e poderoso para monitorar as interagoes entre todos os ingredientes
usados na formulacdo da mistura, o que é de grande importancia para explicar as
alteragcdes nas propriedades funcionais dos materiais biodegradaveis usados para
aplicacoes industriais nas industrias alimenticia e farmacéutica .[126]

InteragcGes mais sutis podem ser verificadas, elucidando os mecanismos re-
acionais responsaveis por alteragdes especificas. Um procedimento para a andlise
simultanea de polissacarideos da parede celular, amidas e poliésteres alifaticos por
transmissao por microscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
estabelecido para pétalas de Arabidopsis. A combinagao de imagens de FTIR com
derivatizacao de espectros revelou que as pétalas, ao contrario de outros 6rgaos, tém
um zoneamento quimico caracteristico com alta quantidade de compostos e ésteres
alifaticos na lamina e de polissacarideos no caule da pétala. A regido de dobradica das
pétalas era particularmente rica em amidas e também em vibra¢des potencialmente
associadas a hemicelulose. Além disso, varios outros padroes de distribuicao foram
identificados. Analises de mutantes na deposicao de cutina confirmaram que as vi-
bragdes de compostos alifaticos e ésteres presentes na lamina estavam amplamente
associadas ao poliéster cuticular.[127]

Outro estudo conferiu a interpretacéo da literatura atual dos espectros de FTIR
em PECs de alginato-quitosana. Demonstramos que nenhuma mudanca significativa na
posicdo da banda das duas vibrag¢des carbonilicas do alginato ocorre apds a interacao
com diferentes espécies idnicas. No entanto, a protonacao do grupo carboxilato faz com
gue uma nova banda apareca a 1710 cm~!, como previsto. Além disso, foi elucidado
que a protonagao parcial do grupo amina de quitosana causa o aparecimento de
uma nova banda (1530 cm~!) devido a um dos modos vibracionais -NH3* (o outro
modo se sobrepde a banda amida I). E importante ressaltar que a posicéo das duas
bandas principais na regido espectral de interesse em filmes de quitosana parcialmente
protonada nao depende da extensao da protonacao. Para avaliar isso, € necessario
obter varreduras estreitas do XPS N 1s. No filme estudado de quitosana-alginato,
precipitado e montagem de LbL, as bandas observadas no FTIR correspondem as
espécies -COO e -NH?**, mas sua posi¢édo nao é diferente de cada um dos componentes.
Assim, o FTIR nao pode ser usado diretamente para identificar a presenca de PECs.
No entanto, em combinacdo com o XPS, usando as varreduras de pesquisa € as N1s
estreitas, € possivel obter uma descricdo mais completa da estrutura. Um resultado
semelhante encontrado em nossa avaliacdo, que apesar de e ter diversas repostas
hidroliticas e de concentracao de proteinas diferentes dentre as conformagdes, nao é
possivel ter um distingcao clara entre os microgéis obtidos por FTIR.[128]



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 82

Das interagdes mais sutis como a interacao entre um polissacarideo e outro,
juntamente as andlises complementares possiveis, podendo também investigadas
interagcdes mais complexas e que ficam mais evidenciadas, podem ser feitas pelo
método de FTIR.

Figura 34 — Curva de calibracao de acucares redutores pelo método de ADNS
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4.6 Meétodo de caracterizacao pelo teste de hidrdlise

Dos dados de absorbancia das amostras foi utilizado a equagao da curva
abaixo(Figura ??), onde e construiu-se uma gréaficos das atividades hidroliticas de cada
formulacéo testada.

Grafico que demonstra a quantidade de acucares redutores obtidos na hidrélise
enzimatica da solugdo de amido 1% (p/v) utilizando as diferentes microesferas de
amilases imobilizadas (Figura 35).
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Figura 35 — Grafico da producao de acucares redutores pelo processo de hidrdlise de diferentes
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Fl: Fase Interna (amilases situaram-se na fase interna do suporte); FIG: Fase
Interna com adigéo do glutaraldeido; FE: Fase Externa (amilases situaram-se na fase
externa do suporte); FEG: Fase Externa com adicao do glutaraldeido; FU: Fase Interna
e Externa (amilases situaram-se tanto na fase interna quanto na fase externa do
suporte); FUG: Fase Interna e Externa com adig&o do glutaraldeido.

As seia amostras avaliadas, tiveram suas medidas feitas em triplicadas e pos-
teriormente feito o teste estatistico mais adequado para analise dos dados. O teste
escolhido foi 0 One way Anova(p<0,05), demonstrando diferencga significante entre
as amostras, exceto entre Fl e FE que produziram quantidades de agucares redutores
iguais em ambos teste. Apesar de tais concentracoes de acucares produtores serem
iguais, no que se refere a sintese, as conformacgdes de fase interna apresentam maior
rendimento em termos de massa. Na sintese de Fl e FIG, se obteve 16,88g € 17,109
respectivamente, de microgéis com enzimas imobilizadas. Em FE e FEG se obteve
2,33g e 2,17 respectivamente, demonstrando o baixo rendimento do método onde se
imobilizou a enzima na fase externa.

A concentragao de agucares redutores obtidos na hidrolise enzimatica da solu-
cao de amido 1 % (p/v) durante trés ciclos de reuso, utilizando as microesferas com a
conformacgéo Fl (amilases situaram-se na fase interna do suporte)(Figura 37).
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Figura 36 — Concentracao de acucares redutores obtidos durante os ciclos de FI
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A concentracao de acgucares redutores obtidos na hidrélise enzimatica da solu-
¢ao de amido 1 % (p/v) durante dois ciclos de reuso, utilizando as microesferas com
a conformacao FIG (amilases situaram-se na fase interna do suporte, ligadas pelo
glutaraldeido) Figura 37.
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Figura 37 — Concentracdo de acucares redutores obtidos ao lingo de sucessivos ciclos utili-
zando o suporte FIG
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Concentracao de agucares redutores obtidos na hidrdlise por meio do suporte
na conformacéao FIG

No ensaio colorimétrico as moléculas fazem dispersao da luz, que por sua
vez contitui a medi¢cdo da atividade de amilases, usando amido como substrato. A
atividade da amilase é quantificada através de um método bem estabelecido ensaio
do acido dinitrosalicilico (DNS). Sob condicdes alcalinas, acucares redutores reduzem
o acido 3,5-dinitrosalicilico para 3-amino-5-acido nitrosalicilico Figura 38, resultando
em uma mudanc¢a de cor de amarelo para marrom avermelhado, que pode ser mo-
nitorado a 540 nm Como o substrato € uma pasta turva de amido, qualquer amido
remanescentes de hidrélises incompletas ira interferir com medi¢oes espectroscopicas
subsequentes. [129]

Figura 38 — Reacao de ADNS
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Fonte: Producao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para producéo
de acglcares redutores
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4.7 Analise de amido residual

A hidrélise parcial do amido se demonstra como um novo horizonte a ser
explorado dentro da biotecnologia. Os produtos de reacdes parciais de hidrdlise podem
ser trabalhados em diversas perspectivas, principalmente da industria farmacéutica
e alimenticia. No presente trabalho foi feita analise de amido residual, por meio do
meétodo de complexagdo do iodo, avaliando a hidrélise do amido, por meio de tal método
ao longo dos ciclos, demonstrando que a presente tecnologia se mostra aplicavel nao
somente na producao de agucares redutores mas, também na obtencao de derivados
do amido. A conhecida coloragcdo azul do amido com iodo é devida ao complexo
amilose-iodo e € muito usada para medir quantitativamente a amilose no amido, sendo
aqui o método utilizado para a avaliagao de amido residual.[104]

Concentracéo de amido residual obtido na hidrélise enzimatica da solugéo de
amido 1 % (p/v) durante trés ciclos de reuso, utilizando os microgéis com a conformagao
FIG (amilases situram-se na fase interna do suporte).

Para se medir a quantidade de amido residual se utilizou um solucao de iodo e
iodeto de potassio(Lugol) para se misturando essa solucéo as aliquotas amostradas da
reacao de hidrolise.
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Figura 39 — Quantificacdo de amido residual em Fl e FIG ao longo dos trés ciclos de reuso dos
microgéis.
1: primeiro uso das microgéis com amilases imobilizadas; 2: segundo reuso das
microgéis com amilases imobilizadas;3: terceiro uso das microgéis com amilases

imobilizadas.
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O teste de quantificacdo de amido residual, foi utilizado como um indicador com-
plementar para indicar a hidrélise feita pelos microgéis que nao é detectavel se fazendo
a quantificacado de acucares redutores. Como demonstrado no teste de quantificacéo
de agucares redutores, Fl se demonstra alta taxa de hidrdlise. deixando nos 2 primeiros
ciclos a concentracao de amido residual, nula, consequentemente, nenhuma cadeia de
amailose detectavel pelo teste, atingindo 0,15£0,02 g/mL de amido residual no terceiro
ciclo. FIG se inicia em produzindo concentragdes 0,60 + 0,06 g/mL amido residual,
posteriormente 0,90 *+ 0,09 g/mL no segundo e ultimo ciclo.
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Figura 40 — Curva de calibracdao do método do lodo
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Uma das caracteristicas mais caracteristicas do amido conhecido ha muito
tempo € a suposicao de cor azul no contato com o iodo. Durante a evolugéo da quimica
do amido, o fato ja enfatizado por Aquene e Roux, em 1905, de que o amido consiste em
dois componentes, foi totalmente comprovado. Um dos componentes é a amilopectina,
que constitui, de acordo com as espécies de amido, cerca de 70-80% do granulo
de amido (alguns amidos cerosos podem consistir em até 100% de amilopectina
“. A amilopectina constitui apenas 20 a 30% amidos de ervilha). A amilopectina é
de estrutura altamente ramificada e da uma coloracao vermelho-violeta-vermelho ou
marrom-avermelhado com iodo, dependendo do seu tipo, ou mais especificamente no
presente trabalho, grau de hidrélise (Figura 41). A quantificagdo de amido residual, foi
submetida a uma amostragem de suas medidas feitas em triplicadas e posteriormente
feito o teste estatistico mais adequado para andlise dos dados. Em ambas amostras o
Teste-t ndo pareado (p<0,05), demonstrando diferencga significativa entre as amostras,
entre os trés ciclos avaliados.



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 89

Figura 41 — Tubos de ensaio representado a a reacado do iodo para a quatificacao do amido
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Fonte: Produgéo de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para producao
de acucares redutores

A coloracao azul com iodo ocorre apenas no componente “chamado amilose
que consiste em glicose com ligacdes alfa-1,4 <e ndo é ramificada. Alguns autores
atribuem a reacéo da cor azul a um fenémeno de adsorcédo no qual agregados coloidais
estdo envolvidos. Alguns outros se referiram a formacao de complexos, outros tentaram
provar a existéncia de um determinado composto. A ultima teoria foi amplamente
reconhecida no momento em que ainda se acreditava que o amido consistia em uma
molécula determinada.

A reacao amido-iodo conhecida por todos os quimicos desde cursos elementares
em andlises qualitativas e quantitativas foi descoberta por Colin e Claubry em 1814.
Apesar das inumeras investigagdes que foram realizadas para explicar a natureza do
croméforo absorvendo a 620 nm, que confere ao complexo amido-iodo ou “azul do iodo”
a caracteristica cor azul intenso, muitas controvérsias ainda existiam sendo resolvidas
até certo ponto nos ultimos anos.[130]

Os resultados até agora descritos, podemos dao algumas respostas claras as
perguntas relacionadas a estrutura do complexo amilose-iodo. A hélice de amilose
orientadas para esquerda e contém um canal central de 5 A de largura no qual os
atomos de iodo sao incorporados. Eles claramente ndo formam exclusivamente triiodeto
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(13) n, deve-se que assumir outras espécies como ja observado no complexo. A unidade
em zig-zag de iodo pode se endireitar facilmente para se ajustar ao canal mais estreito
formado por ou por hélices de amilose. Pode ser que as unidades | encontradas em
complexos com alfa ciclodextrina e com &cido triasico cujo, forma um artefato baseado
nas periodicidades de 15,5 A das matrizes circundantes. eve ser cauteloso ao extrapolar
dados derivados de estudos de monocristais com a hélice linear e infinita de amilose,
onde a repeticido real é de 8 A/ 6 glicoses ou 1,33 A.[131]

Por algum tempo se assumiu que as espécies de iodo realmente envolvidas
no complexo amilose iodeto era |5, conforme sugerido por estudos espectroscopicos
cristalograficos e Raman e 1129, o que confirma o entendimento de que a unidade de
iodo abrange variedades de uma ampla gama de com modulacédo em distancias que
variam de trés e dois iodos(lIs-l;) podendo também se constituir (l- - | - ;) . Uma unidade
I5 com separagéo |-l exatamente equidistante ainda n&o foi observada e representaria
um caso especial. As unidades de iodo, individuais estdo alinhadas a distancias muito
mais proximas do que a respectiva soma dos raios de van der Waals e séo ligadas
por ligagcdes que utilizam orbitais de 5p,. Essa ligacéo facilita a deslocalizagédo de
elétrons ao longo da cadeia de poliiodeto e explica a cor azul profunda dos respectivos
complexos42.[131]
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Figura 42 — Representacao da reacao de complexacao das cadeias de amilose do amido com o
lodo

. lodo
. ‘ Glicose

Fonte: Produgao de amilases fungicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produgao
de acgucares redutores

Foi relatado a preparagéo e caracterizagao cristalografica de raios-X da primeira
cadeia polimérica homoatdmica cristalina, que faz parte de um complexo semicondutor
de pirroloperileno-iodo. A estrutura cristalina contém poliodieto infinito I. A estrutura
do iodo no complexo insoluvel de amido-iodo azul permaneceu ndo descrita por muito
tempo, mas tem sido especulada como possuindo infinitas cadeias de iodo. Semelhan-
cas sao préximas nos espectros Raman de baixa frequéncia no complexo iodo-amido
apontando também para essas cadeias infinitas de poliodeto.[130]
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4.8 Taxa de atividade em funcao da variacao de pH e temperatura

Figura 43 — Teste da estabilidade dos microgéis e EB em diferentes pHs
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Figura 44 — Teste da estabilidade dos microgéis e EB em diferentes temperaturas
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As condicbes ideais para atividade enzimatica maxima diferem para enzimas
livres e imobilizadas, dependendo do tipo de suporte, método de ativacdo e método de
imobilizacédo . Dessa forma, se variou o pH (pH: 3,0 a 8,0) e temperatura (Temperatura
10 °C a 80 °C). A quantidade de enzima imobilizada foi de 0,22 g de microgeis e 500uL
de EB com o tempo de incubagéo foi fixado em 60 min.

Ao se selecionar o suporte, a alta afinidade (ou capacidade) de se ligar as
enzimas e uma estrutura quimica adequada (% de hidrofobicidade) para fornecer
atividade enzimatica maxima e contato enzima-substrato. Tal propriedade é importante
pois, gera uma interacao com as cadeias laterais polares do aminoacidos, mantendo
a enzima ligada ao suporte. Juntamente a tal propriedade, a enzima imobilizada, nao
entra em contato direto com 0 meio, dando a ela estabilidade a variacao de pH e
nas mudancas de temperatura. A imobilizacdo continua da lipase de Pseudozyma
hubeiensis adsorgdo, conferiu a enzima um grande aumento tanto na sua estabilidade
em diferentes pH e temperaturas. [132]

Os resultados descritos acima houve um aumento, no caso de FIG na esta-
bilidade térmica da enzima, e uma preservacao da atividade nos diferentes pH e
temperaturas testadas.

Nos testes de tempertatura FIG desempenhou uma maior taxa de atividade
em 45 °C com uma média de sua taxa de atividade de 96,44 + 3,10%, comparados a
73,66+ 0,02% de EB e 68,32 + 0,30 de FI.

Em contrapartida durante o teste de pH, FIG se desfez no pH 8,0 por completo.
Isso se deve ao enrijecimento da estrutura conferida pelo glutaraldido, a estrutura dos
polisacarideos, podendo auxiliar na reticulagé@o, entretanto também comprometendo a
taxa de atividade enzimatica.

Para o teste da taxa de atividade controlando a temperatura e um nivel de
significancia de 5%(P<0,05), pelo teste de Tukey, existe diferenca entre as médias
de taxa de atividade com relacédo aos tratamentos (FIG e Fl) e o extrato bruto. Entre
os tratamentos, ou seja as conformacoes testadas, ndo existe evidéncias estatisticas
para concluir que possuem taxas de atividades diferentes. O mesmo pode se concluir
para a comparagao no teste de estabilidade em diferentes pHs, exeto no pH de 8, e na
temperatura de 55 °C.

O teste de Tukey é utilizado para multiplas comparagcdes entre tratamentos
especificos e projetado para manter a taxa de erro tipo | (rejeitar a hipotese de que as
médias sdo iguais, dado que elas sdo diferentes) a um nivel de significancia o (5%). O
teste € baseado na estatistica T que tem o objetivo de verificar o pressuposto entre
diferenca de duas médias, dessa forma, o teste de Tukey faz as multiplas comparacoes
necessaria de acordo com a necessidade mantendo a significancia sob controle.
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Usualmente, a caracteristicas necessarias para se obter os objetivo principais
do procedimento de imobilizacdo que sdo uma alta atividade, estabilidade operacional,
reuso e aumento do tempo de estoque da enzima. Para se chegar a essas caracteristica
o uso de um agente de cross-linking foi utilizado, ndo se obtendo grandes ganhos com
seu uso. [133]

4.9 Taxa de imobilizacao através da Avaliacao de atividade amilolitica do sobre-
nadante

Apoés o processo de sintese/imobilizacao, obteve-se valores do total de EB que
foi imobilizado, sendo que tais valores apresentados na Figura45, ndo representam o
total de enzimas imobilizadas, pois, s&o apenas taxas preliminares, para se calculcar,
Overall Immobilization, que reflete de fato a quantidade de enzimas imobilizadas e
ativas, disponiveis para efetuar a catélise do amido (Figura 46)

Figura 45 — Imobilizacao obtida total de EB
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No estudo feito onde houve comparacgao entre trés polissacarideos, papel(celulose),
alginato e quitosana, o numero de moléculas de agua absorvidas pelo alginato foi supe-
rior. Pela perspectiva de estrutura quimica, as principais diferencas entre os polimeros
esta na substituicdes parciais de grupamentos hidroxila por grupamentos amina, da
quitosana, pelo grupamento COONa, no alginato. O mecanismo de absor¢éo de dgua
€ composta de de dois fatores principais, a absor¢cdo da agua por sitios especificos
dos polimeros e o agrupamento de 4gua das primeiras moléculas de agua a serem
absorvidas. Essa baixa atividade se deve ao fato de que a agua tem menor afinidade
aos grupos polares da celulose e da quitosana do que os grupamentos iénicos e polares
do alginato. Substituindo um grupamento hidroxila por grupamentos amino, nao leva a
um grande aumento no primeiro mecanismo de absorcao de agua. [134]

Além da menor afinidade da quitosana pela agua, a constituicdo de EB, além
de diversas proteinas soluveis que se apresentam no meio, EB também constituido
de acucares, aminoacidos e ions gerando uma forca i6nica fora da cadeia de alginato,
podendo assim absorver a agua presente na cadeia de alginato, superando as forcas
do polissacarideo de reter a agua apesar de ter maior hidrofilicidade. [112]

Dessa forma a diferenca que se apresenta no experimento onde as conforma-
cOes de fase externa (FE e FEG) se apresentaram com menor rendimento em termos
de massa, mas também menores taxas de imobilizacao, justifica-se por tais fatores
descritos .



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 96

Figura 46 — Taxa de imobilizacao total de enzimas ativas
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Selecionar método de imobilizacao apropriado é um determinante no processo
de imobilizacao, pois desempenha o papel mais importante na elucidacéo da atividade
e das caracteristicas da enzima em uma reagao especifica. Especificacdes de processo
para o catalisador, incluindo atividade enzimatica geral, eficacia da utilizagdo da en-
zima, caracteristicas de desativacao e regeneracao enzimatica, custo do procedimento
de imobilizacao, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo e as propriedades finais
desejadas das enzimas imobilizadas sédo fatores que devem ser considerados.[135]

O alginato e a quitosana sao polisacarideos amplamente utilizados dentro
da imobilizacdo enzimatica por possuirem grupamentos OH e NH,, na quitosana
especificamente. Tais grupamentos permitem com que ambos os suportes tenham
interagcdes com as cadeias polares presentes nos aminoacidos, das cadeias laterais
proteicas enzimaticas. Dessa forma as enzimas irdo se manter confinadas tanto pelo
entrapment, devido a rede que ambos os polimeros formam, quanto pelas interacoes
entre os grupamentos dos componetes do conjunto.[73, 79, 123, 78]

As conformacgées Fl e FIG, foram as conformagdes mais ativas e as que se
obteve mais rendimento na sintese. O resultado se reflete também no graficos citados
acima. As conformacgdes FE e FEG, retratam um padrdao semelhante, com as ativida-
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des demasiadamente mais baixas, demonstrando que a conformagéo onde se fez a
dissolucédo de EB na fase externa, se mostrou ineficiente apesar de se ter uma efici-
éncia catalitica semelhante a FI, por meio da sintese de FE. Ambas as conformacdes
com o glutaraldeido demonstram que as concentracao utilizada do reagente reduziu a
atividade enzimatica.

4.10 Concentracao de proteina no sobrenadante

A determinacao da concentracao de proteina foi medida espectrofotometrica-
mente a 595 nm, de acordo com o método de Bradford[105] com o uso de albumina de
soro bovino (BSA) como uma proteina padréo,utilizando-a como padrao para constituir
a curva de calibragao (Figura 47). Para determinar a concentracao de enzima imobili-
zada, todas as esferas foram lavadas 3 vezes em um filtro com agua para remover a
enzima que ndo estava presa. A solugcédo de CaCl; filtrada e as lavagens foram cole-
tadas e testadas quanto a concentracdo de enzimas para determinar a eficiéncia do
aprisionamento. A quantidade de proteina encapsulada foi determinada indiretamente
a partir da diferenca entre a quantidade de proteina introduzida na mistura de reagéao
e a quantidade de proteina nos filtrados, sobrenadante (SN) e também nas lavagens
apods os ciclos. Na Figura 48 esta representado as quantidades de acucares redutores
produzidos pela hidrélise mediada po SNFI, sobrenadante obtido da reacao de sintese
de Fl, e SNFIG sobrenadante obtido da reacéo de sintese de FIG.
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Figura 47 — Curva de calibracao para quantificacao de proteinas no extrato bruto e para avaliacao
do método de sintese
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Figura 48 — Concentracao de acucares redutores, obtidos pela hidrélise do amido, pelo sobrena-
dante recolhido apds as sinteses dos microgéis
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Amostra

As concentragdes de proteinas em Fl e em EB s&o proximas, possuindo uma
infima diferenca estatistica (Tukey p<0,05), entre as médias obtidas, sendo em
EB 0,70 + 0,01 mg mL~! e 0,65 + 0,02 mg mL~! em FI pelas andlises feitas pelo
método de Bradford. O sobrenadante obtido a partir de FIG possui maior concentracao
de proteinas 1,01 + 0,03 mg mL~!. As imagens obtidas por MEV demonstram que
FIG possui um numero maior de rachaduras em sua superficie, demonstrando as
alteragdes feitas a parir do glutaraldeido. Tais alterac6es s@o por conta das alteragcdes
das micro e macro propriedades nos polimeros podendo reduzir a absorgéo de agua e
consequentemente a interacdo dos polimeros, tanto o alginato quanto a quitosana com
0s grupamentos polares que apresentam-se na fase externa da cadeia proteica, au-
mentando assim, as concentracdes de proteina no sobrenadante Figura 49 e Figura50.
(BEPPU et al., 2007; ZDARTA et al., 2018)
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Figura 49 — Concentracao proteica no sobrenadante proveniente da sintese
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A reposta distinta de FIG se deve ao fato de que o glutaraldeido, por ser um
agente reticulante, atuou reduzindo a solubilidade dos polisacarideos, fazendo com
que tenham menor afinidade pelas proteinas, consequente a afinidade das enzimas
amiloliticas presentes em EB, fazendo com que tal conformacéo, além de apresentar
menor atividade amilolitica, apresentou maiores concentracdes proteicas no sobre-
nadante apds a sintese, demonstrando que uma menor concentragao de proteinas
ficaram retidas. [136]
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Figura 50 — Concentracao proteica no sobrenadante ao longo dos ciclos em FlI
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O ensaio de Bradford foi descrito pela primeira vez por Bradford e tornou-se
o método preferido para quantificar proteinas em muitos laboratérios . O mecanismo
basico do ensaio é a ligacao do corante azul brilhante G-250 da coomassie a pH acido
a residuos de aminoacidos basicos, como arginina, histidina, fenilalanina, triptofano,
residuos de tirosina e interagdes hidrofébicas nas proteinas, o que resulta em uma
mudanga de cor para azul. As vantagens do teste de Bradford incluem a facilidade de
uso, sensibilidade relativa, baixo custo dos reagentes e baixa interferéncia de outras
substancias.[137]

A espécie de fungo tipica para se fazer o koji €, o A. oryzae, sendo uilizada
em durante o processo de fermentacéo, o koji age quebrando os substratos de suas
respectiva aplicacdo. Cada espécie de fungos koji reage de maneira diferente aos
ingredientes utilizados e, portanto, deve ser selecionada com base no produto desejado.
Por exemplo, A. sojae é selecionada para produzir missé e molho de soja devido a sua
alta capacidade proteolitica, e A. oryzae € amplamente utilizado na producao de saqué,
missO e molho de soja por sua alta capacidade amilolitica.[138]

O ano de 1894 viu o verdadeiro inicio da moderna tecnologia de enzimas mi-
crobianas, com a Takadiastase , uma mistura relatiovamente ndo pura de enzimas
hidroliticas preparadas pelo cultivo de A. oryzae em farelo de trigo, sendo comerci-
alizada no Ocidente pela primeira vez. As enzimas principais de A. oryzae sao as
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amilases, alfa-amilase e glucoamilase, que decompdem o amido. Sendo as amilases
as enzimas mais produzidas, tendo a atividade mais pronunciada no presente trabalho
mesmo sendo sua medida feita indiretamente, pela quantidade total de proteina no
meio reacional apds a sintese dos microgéis, a medida pelo método de Bradford se
mostra adequada, pela quantidade de amilase e por ser um método recorrente na
literatura onde se avalia a quantidade de enzima encapsulada ou entrapeada pelos
métodos de imobilizacao.[139]

O teste de proteina Bradford é popular devido a sua facilidade de desempenho
e sensibilidade relativa. A linearizagdo em toda a faixa de concentragbes de proteinas
obtida pelo protocolo apresentado aqui simplifica ainda mais o ensaio, pois as amostras
desconhecidas nao precisam estar dentro da faixa do gréafico de calibragéo. [140]

O método onde se utiliza o sobrenadante para se determinar a quantidade de
enzimas entrapeadas no suporte € o mais comum a ser utilizado pelo baixo custo.
Idealmente métodos como sds page ou espectrometria de massa poderiam também
ser utilizados para se determinar especificamente a quantidade de enzimas presente
no meio reacional apds a sintese dos microgéis.[138]

Devido a sua facilidade de desempenho e sensibilidade relativa. A linearizacao
em toda a faixa de protecao das proteinas € aplicada pelo protocolo aqui apresen-
tado, simplificando ainda mais o ensaio, pois as ha interagdes desconhecidas nao
sendo necessarias, e fora da faixa de calibracao grafica. As aplicacbées no campo da
imobilizacao enzimatica.Um trabalho se utilizando puerarina glicosidase em celulose
DAE-52 obteve-se 100% de eficiéncia de imobilizacédo, sendo tal medida feita pelo
método de Bradford.[71]

Na mesma linha, a imobilizacdo de lipase de Candida Rugosa em quitosana
obteve medindo indiretamente as proteinas, a eficiéncia de imobilizagdo 78%.[141]

Em uma linha semelhante ao presente trabalho, utilizando multiplas enzimas
isoladas. Obteve-se 97.07% e 52.14% de encapsulamento de enzimas em esferas de
alginato de calcio e argila. O material sintetizado teve sua caracterizacao e aplicagao
por meio sacarificagdo de pasta de mandioca . A alfa-amilase de Bacillus subtilis, a
glucoamilase de Rhizopus niveus liofilizada e a celulase de Aspergillus niger.[124]

A ligacao de afinidade entre enzima e suporte € alcancada de duas maneiras:
ou o suporte é pré-acoplado a um ligante de afinidade para a enzima alvo ou a enzima
€ conjugada a uma entidade que desenvolve afinidade com o suporte. [124]

Modificagao adicional do O método de ligacao por afinidade € uma camada de
bioafinidade que aumenta exponencialmente a capacidade de ligacdo enzimatica e a
reutilizagdo por meio de varias interacdes, como forcas Coulomb, ligacéo de hidrogénio
e van der Waals.[141]

A notavel seletividade da interacao, a orientacdo de controle da enzima imobi-
lizada e as alteragdes conformacionais minimas causadas por esse tipo de ligacéo,
que resultou em alta retencao da atividade da molécula imobilizada sao vantagens



Capitulo 4. Resultados e Discussdo 103

principais do método (por exemplo, a ligacao entre anticorpos e antigenos ou haptenos,
lectinas e cadeias sacaridicas livres ou macromoléculas glicosiladas, acidos nucleicos
e proteinas de ligacdo a 4cidos nucléicos, hormonios e seus receptores, avidina e
biotina, etiqueta de poli-histidina e ions metalicos etc.)[141]

Interacdes hidrofébicas entropicamente acionadas também sao usadas para
ligar enzimas as superficies do suporte. Quando uma molécula de enzima desloca um
grande numero de moléculas de agua do suporte e de sua prépria superficie durante a
imobilizacdo, resulta em ganho de entropia para produzir as interacdes hidrofobicas
entre as duas entidades. A forga das interagdes depende da hidrofobicidade do adsor-
vente e da proteina, regulada pelo tamanho da molécula do ligante hidrofébico e pelo
grau de substituicao do suporte. Modulacao adicional das interacdes hidrofobicas entre
a enzima e o suporte € alcangada através do ajuste do pH, temperatura e concentracao
de sal durante a imobilizagdo da enzima.[138]

A orientagdo e a estrutura tridimensional das enzimas imobilizadas s&o cruciais
para garantir alta estabilidade e atividade enzimatica. A maioria dos procedimentos
de imobilizacdo ndo controla ativamente a orientacdo das enzimas, resultando no
inevitavel enterramento e inacessibilidade do local ativo.[142]

Pensou que durante a imobilizagdo as enzimas, como biomoléculas dinamicas,
podem ficar distorcidas e isso pode alterar suas propriedades cataliticas. No entanto, os
efeitos de diferentes estratégias de imobilizacao na rigidez ou flexibilidade enzimatica e
suas consequéncias na especificidade e estereoquimica em larga escala ainda nao
foram claramente avaliados e compreendidos.[72]

A por meio da investigagdo usando como modelo uma hidrolase de éster, isolada
de uma bactéria que habita um lago carstico, com amplo espectro de substrato (72
ésteres sendo convertidos; 61,5 U mg! para tripropionato de gliceril), descobriu-se que
a enzima (7 nm x 4,4 nm x 4,2 nm) poderia ser eficientemente trocada por meio da
forca ibnica dentro dos poros (9,3 nm em condicdes secas) de material mesoporoso
ordenado funcionalizado por amino (NH,-SBA-15), atingindo uma carga proteica de 48
mg g' e atividade especifica de 4,5 + 0,1 U mg'. Quando a enzima foi direcionada ao
local, imobilizada através da interacéo de dos grupamentos de histinia com um cation
imobilizado na superficie de dois tipos de microparticulas magnéticas através das tags
de hexahistidina, a proteina carrega até 10,2 ug g' e atividades especificas de até 29,9
+ 0,3 U mg!, foram obtidos. Foi observado que a enzima trocada ionicamente dentro
dos poros do NH,-SBA-15 reduziu drasticamente a faixa do substrato (17 ésteres), em
uma extensdo muito maior do que a enzima trocada ionicamente na superficie das
microparticulas magnéticas (até 61 ésteres). Isso é atribuido a diferencas na quimica
da superficie, tamanho das particulas e acessibilidade do substrato ao tunel do local
ativo. Tais resultados também sugeriram, pela primeira vez, que a imobilizacdo de
enzimas em poros de tamanho semelhante pode alterar as estruturas enzimaticas e
produzir centros ativos enzimaticos com configuracoes diferentes, 0os quais promovem
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conversdes estereoquimicas de maneira diferente das decorrentes da imobilizacao
superficial, onde a forca da troca ibnica também tem influéncia. Isso foi mais bem
caracterizado, demonstrando que quando a enzima foi introduzida no interior de poros
com um diametro (em condicdes secas) ligeiramente superior ao da estrutura cristalina
da enzima, sendo produzido um biocatalisador enantiospecifico para o (R) -4-cloro-3-
hidroxibutirato de etila, um biocatalisador ndo encontrado ao usar poros mais largos. Por
outro lado, a imobilizacdo na superficie de microparticulas ferromagnéticas produziu
biocatalisadores seletivos para mandelato de metila (S) - (+) - ou lactato de metila (S),
dependendo da funcionalizacao.[142] [143]

Este estudo de Rong et al. 2015 demonstra os beneficios de uma extensa
andlise dos espectros de substrato para entender melhor os efeitos de diferentes estra-
tégias de imobilizagcao na flexibilidade / rigidez enzimatica, bem como na especificidade
e estereoquimica do substrato. Tais resultados ajudarao a projetar materiais e interfaces
ajustaveis para uma manipulacao controlada da especificidade e transformar enzimas
nédo enantiospecificas em biocatalisadores com maior afinidade ao substrato estereo-
quimicamente quimicamente capazes de converter multiplas moléculas quirais.[143]

4.11 Analise estatistica
4.11.1 Teste de Confiabilidade nas conformacoes de Fase Interna

O coeficiente alfa de Cronbach («) resultante de confiabilidade, varia de 0 a
1 ao fornecer essa avaliagao geral da confiabilidade de uma medida. Se todos os
itens da escala forem totalmente independentes um do outro (ou seja, ndo estiverem
correlacionados ou nao tiverem covariancia), entdo o = 0; e, se todos os itens tiverem
covariancias altas, entdo « ira tender a 1 quando o numero de itens na escala se
aproximar do infinito. Em outras palavras, quanto maior o coeficiente o, mais os itens
compartilham covariancia e provavelmente variam dentro do menor intervalo possivel.
[111]

As amostras com os melhores rendimentos em massa foram submetidas a tal
teste, por apresentarem também maior reuso. Sao também as amostras que repre-
sentam a maior parte dos testes conduzidos pelo trabalho, que foram Fl e FIG, que
obtiveram cerca de 16g de rendimento por sintese. Fl possui um alfa 0,976 de e FIG
Possui um alfa de 0,975. Nas tabelas abaixo estao descritas os dados gerados pela
analise.
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Figura 51 — Tabela descritiva das médias e desvio padrao das concentracdes de acucares redu-
tores obtidos

Estatistica de Item

Amostra Média Desvio Padrao N Alfa de Cronbach
FI 0,62 0,09 9
0,975
FI2 0,63 0,10 9
FIL1 2,70 1,42 9
0,976
FIL2 2,56 1,35 9

A estatistica de item acima demonstram os grupos médias das comparadas.
O programa ao fazer o célculo do teste de confiabilidade, agrupa as médias em
dois grupos de médias verificando a consisténcia interna a partir dos parametros de
Alfa de Cronbach. FI possui Desvios Padrao aceitaveis de acordo com a estatistica
convencional, entretanto o foco do teste é verificar em uma grande gama de respostas,
sua consisténcia interna, sendo o valor do Desvio Padrao s6 um elemento da estatistica
classica para dar a referéncia dentro das medidas feitas. FIG apresenta um alto grau
de variacdo, chegando a cerca de 50% de variacdo dentre as médias em ambos
agrupamentos feitos para o calculo, mas, pelo calculo do Alfa de Cronbach, o valor do
calculo apresenta-se aceitavel. O alto grau de variagao, tanto em Fl e FIG se deve ao
diversos fatores, principalmente a forma que a enzima ativa se liga a cadeia polimérica
e a variacao esperada na producao da enzima pelo fungo. [142] [112]
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5 Conclusao

Os seis métodos de imobilizagado enzimatica do extrato bruto o fungo Aspergillus
oryzae cultivado em arroz geraram diferentes concentragcbes de agucar, sendo as
conformacdes de fase inter (Fl e FIG) as mais ativas e com maior viabilidade no que se
refere ao rendimento de sua sintese. A eficiéncia de imobilizagdo enzimatica de FI foi
de 90% sendo somente 17% ativa, enquanto para FIG foi obtida cerca de imobilizacao
88% e 12 % de enzimas ativas. Juntamente aos testes de eficiéncia catalitica foram
feitos testes de reuso, Obtendo em um ciclos de de uma hora 3 ciclos em Fl e 2
ciclos em FIG. No que se refere aos testes de taxa de atividade com variagcao de pH e
temperatura, os testes de Fl resultaram em nenhuma diferenga quando se comparada
a EB e FIG apresentou resultados superiores de atividade a 45 °C.

A utilizacdo do glutaraldeido encontra-se de acordo com a literatura, sendo a
concentracdo de 1% usual, entretanto, ndo se apresenta com um bom desempenho
para o modelo de sistema de enzimas imobilizadas aqui utilizado. Melhores condicbes
para se trabalhar tal agente ligante/ reticulante deve ser aprimorada com a regulagao
de sua acao reacional, obtendo indices de imobilizagéo e cross-linking, adequadas para
que se possibilite maior eficiéncia catalitica sem a reducédo do desempenho enzimatico.

Os hidrolisados obtidos apresentaram variadas concentracdes de acucar, de-
monstrando que apesar de baixa as quantidades de acgucar, apresentam potencial
de aplicacdo de modulagao enzimatica. O estudo também demonstra que com a uti-
lizacado de dois suportes, pode-se tentar diferentes variacdes entre eles, alterando
drasticamente o desempenho da enzima imobilizada.

Sugere-se fazer a modulagéo especifica do processo de imobilizagdo do extrato
bruto ou amilase do fungo, para que as o processo de hidrélise seja otimizado na
perspectiva da sintese, por estratégias de funcionalizacao no suporte melhorando os
indices de atividade enzimatica e maior geracao de agucares redutores. Como descrito
por Reyes-Duarte et al. 2018 em seu estudo fazendo a modificacdo de uma variada
gama de grupamentos, pode se melhorar atividade enzimatica ndo sé em termos do
reuso mas também houve um aumento da eficiéncia catalitica, ao se comparar com a
enzima livre. [144]

A insercao de amiloglicosidase no processo se apresenta como uma alternativa
interessante para o aumento a concentracao de agucares redutores, podendo assim
gerar a hidrélise total do amido e explorar a perspectiva da técnica de coimobilizagao.

Os sistemas de microgéis a, demonstraram-se eficientes para imobilizagao
enzimatica e podem ser utilizados em distintos setores industriais, ap6s estudos em
escala piloto com o sistema de imobilizagéo utilizado, tanto farmacéutico mas também
na industria de energia, alimentos e bebidas, podendo ser utilizada para obtencéo de
acucares redutores e para producéao de alcool, a partir do amido havendo a possibilidade
de se trabalhar outros produto proveniente da hidrolise além dos agucares redutores.
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O controle das condicbes de reacao podem ser utilizados como estratégia para
se limitar e modular a reacao do glutaraldeido no intuito de se reduzir sua reacao
entre as diversas cadeia proteica, presentes em EB, levando a reducao da atividade
juntamente, com a reducao da interacéo do suporte com os polisacarideos.
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The use of alginate and chitosan polymer in the immobilization of Aspergillus oryzae ATCC 3940 fungal
crude enzyme extract (CEE) amylase was presented. The assembly results change in the application of
optimal pH and temperature hydrolysis to convert starch to sugar. Bead arrangement in three microgel
supports: the internal support phase (IP), the external support phase (EP), and the internal and external
support phase (UP). The best results were obtained using IP and EP. Reusing beads evaluated the stability
of immobilized enzymes on IP support, remained active and bound during three cycles of reuse, For free
and immobilized (1P) activity showed pH ranged from 5.0 to 7.0; optimum thermal enzymatic greater
activity at 45 °C. The method of building the microgel influencing sugar reduction, in a single-step way to
immobilize crude fungal amylase extracts can be used in industry.
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1. Introduction

Enzymes are used for starch hydrolysis (amylase or amylolytic
enzymes) have attracted great attention because of biotechnologi-
cal approaches and economic benefits. There are several types of
amylases and the most commonly used in the industry include «-
amylases, f~-amylases, and glycoamylases [1,2]. Amylases are found
in a wide range of organisms, including plants, animals, and
microorganisms, with the latter a suitable source for the
production of enzymes in industrial processes because of ease
of cultivation [1,3.4].

Aspergillus oryzae is known to produce a wide variety of
hydrolytic enzymes and has enormous potential to degrade a wide
range of compounds [5,6]. Production of starch hydrolytic enzymes
by A. oryzae is induced in presence of starch or maltooligosac-
charides and A. oryzae amylases exhibit high efficiency in starch
saccharification. [5] A. oryzae is generally recognized as a safe
(GRAS) microorganism by the Food and Drug Administration and
has been widely used to obtain amylases [ 7].

In industry, most processes use free enzymes, which are
inactivated following completion reaction. The use of immobilized
amylases presents advantages in relation to use of free amylases,
among which we can mention possibility of reusing is the ability to

* Corresponding author.
E-mail addresses: iasphar@gmail.com (LA, de Souza),
daniclacastilhoorsi@gmailcom (DL Orsi), ajgomes@unb.br (A]. Gomes),
clunardi@unb.br (CN. Lunarndi),

hetps: {{doorg [ 101016/ btre 2019200342

reuse the biocatalyst for more than one reaction cycle [8] and the
use of a continuous process in a bioreactor. In addition,
immobilized enzymes increase stability of biocatalyst in relation
to variations in pH [9,10], temperature [11], and the reaction
medium, besides facilitating separation and recovery of the
biocatalyst and products [12-14].

Among various options of existing immobilization supports, the
advantage of developing a support of alginate-chitosan polymers
exists due to gel formed has a greater ability to make connections
with the enzymes and synergistically stabilizes polysaccharides
chain [15].Thus entrapping the enzymes in the support, so they are
not released into the reaction medium during enzymatic hydroly-
sis [15].

Several types of beads have been described in literature using
alginate and chitosan [16,17]. Many studies have used alginate-
chitosan beads to immaobilize a wide range of purified enzymes
[18,19]. The present study demonstrates different entrapment
procedures dramatically alter enzymatic loading. We report a
single-step way to immobilize crude fungal amylase extracts from
Aspergillus ATCC 3940 using different preparation procedures of
alginate, chitosan, and crude enzymatic extract. These microgels
described in this method can be applied as a reusable support of
enzymes in starch hydrolysis (Scheme 1)

2, Methods
Alginate, chitosan glutaraldehyde 25% and Brilliant Blue G were

purchased from Sigma-Aldrichit (USA). Calcium chloride acetic
acid and ethanol Vetecit (Brazil). Sabouraud dextrose Prodimolit

2215-017X/© 2019 The Authors. Published by Elsevier BV, This is an open access article under the CC BY-NC-ND lice nse { http: [ [ereativecommons.org [l ice nses (by-ne-nd [4.0]).
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