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Resumo

O presente trabalho descreve a produção de um suporte polimérico de alginato
e quitosana, formando microgéis utilizadas para imobilização das amilases fúngicas
obtidas a partir de Aspergillus oryzae. As amilases imobilizadas nesse suporte polimé-
rico podem ter diversas aplicações na indústria para hidrólise do amido em açúcares.
Diferentes conformações entre os suportes de imobilização (alginato e quitosana) e as
amilases foram testadas, avaliando a resposta dos sistemas imobilizados em relação
à concentração de açúcares produzidos durante o processo de hidrólise enzimática
do amido. Foram realizados teste de reuso das microesferas, testes de produção de
açúcares redutores, quantificação de amido residual, todos esses testes avaliando a
atividade enzimática. Adicionalmente foram feitos teste de estabilidade em pH e tempe-
ratura, colocando o suporte, com o extrato bruto enzimático em diferentes condições.
De acordo com disposição das amilases nas microesferas: FI: 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 condição quantitativa, obtem-se resultados ou faixas de aplicação a
depender do ambiente de hidrólise. Os resultados de para a hidrólise do amido em açú-
cares redutores foram obtidos usando o suporte FI. O rendimento máximo em eficiência
de imobilização alcançado foi de 97,38%, com imobilização geral de 17,18%. Durante
três ciclos de reutilização da amilase imobilizada, as enzimas permaneceram ativas e
ligadas ao suporte IP, convertendo eficientemente amido em açúcar. Os ensaios da
avaliação de pH e temperatura em condições 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
concentração de amilase no suporte à FI, o que provavelmente resultaria em maiores
taxas de conversão de amido em açúcares redutores.

Palavras-chave: Microgéis, polímeros, 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
Aspergillus 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:
FI: 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 Introdução

1.1 O nascimento da Biotecnologia

O tipo menos refinado de biotecnologia foi o desenvolvimento de plantas e
o preparo (especificamente a seleção) de animais. O melhoramento de seres vivos
remonta mais de 10000 anos, quando os nossos antepassados também começaram
a executar o cultivo de espécies de plantas, como uma fonte sólida de sustento. As
espécies mais pontuais de tais plantas selecionadas são arroz e trigo. Os animais
selvagens foram adicionalmente controlados para obtenção de leite ou carne. [1]

A transição das sociedades de caçadores-coletores para a agricultura coloniza-
dora (a “revolução neolítica”; ocorreu independentemente mais de uma dúzia de vezes
em diferentes regiões do mundo a partir de 10–12.000 anos antes da recentemente
desenvolvida a 3000–4000, onde se caracteriza por uma miríade de métodos de cultivo
bem caracterizado e utilização de ferramentas. Teorias para explicar as origens e o
desenvolvimento da agricultura, consideraram fatores que variam de mudanças no
clima e expansão da população a práticas culturais e crenças religiosas.[2]

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

As características desejáveis incluem variedades de culturas (também conheci-
das como cultivares, de “variedades cultivadas”) com estações de crescimento mais
curtas, maior resistência a doenças e pragas, sementes e frutos maiores, conteúdo
nutricional, prazo de validade e melhor adaptação às diversas condições ecológicas
sob as quais as culturas foram cultivadas. [3]
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Figura 1 – O ancestral do milho moderno é o teosinto (visto aqui à esquerda). Algumas mutações
causaram um aumento de tamanho, a bainha e uma camada dura que precisavam ser
rachadas para acessar o endoesperma. Mutações posteriores eliminaram o revesti-
mento duro, aumentaram o tamanho e o número de grãos. Todas essas mudanças
são devidas a mutações genéticas que evoluíram como parte da seleção artificial e da
diversidade genética.

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

De maneira distinta, os progenitores selvagens dos principais animais domés-
ticos do Velho Mundo são endêmicos das regiões com clima mediterrâneo e estão
adaptados para suportar secas prolongadas de verão quente e invernos suaves mas,
úmidos. Desde a domesticação, os agricultores trouxeram ovelhas, cabras, porcos e
gado para uma enorme variedade de ambientes, de semi-desertos a regiões subár-
ticas(Figura 2). Sua distribuição atual, estendida para os limites do mundo habitável
pelos seres humanos, era mediada pela proteção humana e criação de animais que
prosperam sob condições muitas vezes não toleradas por seus ancestrais selvagens.
Os primeiros passos desse processo remontam aos pioneiros agrícolas dos Bálcãs que
penetraram além das fronteiras da zona sub-mediterrânea da Europa nos primeiros
séculos do sexto milênio aC. Como os primeiros pastores dos Balcãs conseguiram
estender o habitat de seus animais é uma questão intrigante, de importância crucial
para o início da história das relações 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 Arqueológico de Corinto, demonstrando a prática de domesticação de animais
selvagens para aplicações agropecuárias.

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 ácido
lático, o que causa a gelificação do leite. O leite acidificado foi consumido como leite
cultivado ou convertido em requeijão ácido. Também foi descoberto que o leite pode
ser coagulado por certas enzimas proteolíticas, por exemplo, quimiosina do estômago
de mamíferos neonatais; o coágulo foi convertido em queijo de coalho. O queijo é
produzido desde as primeiras civilizações, por exemplo, Suméria e Egito, e foi bem
estabelecido na Roma Clássica. A produção 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-históricos, uma forma primitiva de biotecnologia era praticada
por agricultores que criaram espécies de plantas e animais de melhor qualidade por
métodos de polinização cruzada ou cruzamentos. As formas anteriores de biotecnologia
incluem a formação e criação seletiva de animais, o cultivo de culturas e a utilização de
microrganismos para produzir produtos como queijo, iogurte, pão, cerveja e vinho. [6]

Pode se evidenciar também criação arcaica de queijo tipo cheddar, demons-
trando uma forma de refinamento do métodos de produção, juntamenta a produção
iogurte e pão, em pequena escala também se evidencia em registros remotos. [1] Muitos
alimentos fermentados foram produzidos em todo o mundo. A fermentação é um pro-
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cesso que transforma o material de partida em um produto que pode ter características
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-
lológicos, destacando as propriedades que se tinha tais produtos após um determinado
tempo, ou passados por algum processo específico. [1, 9]

Figura 3 – Xilogravura medieval mostra muitos usos para leite e creme. O fromager está lavando
e coando a coalhada para fazer queijo; camponês batia o creme tornondo-o manteiga;
grandes rodas de queijo envelhecem nas prateleiras ao fundo.

https://thecheesetraveler.com/tag/cheesemaking/

A sistematização da química de forma, juntamente a evolução 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 açúcares quando precisam de oxigênio e finalmente são responsáveis
pelo envelhecimento e degradação de produtos perecíveis. Este procedimento traz a
disposição dos itens (nutrição e bebida).[8, 10]
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Tradicionalmente, a arte da fermentação evoluía lentamente e, embora muitos
têm tido uma participação em sua prática, poucos tinham interesse em mudanças
nos métodos, havendo posteriormente momentos cruciais nos quais a interpretação
científica e habilidades técnicas foram reintegradas para produzir técnicas inovadoras
e diferentes abordagens. No final do século XVII, a era da revolução científica, novas
habilidades de termometria e hidrometria, assim como Teorias químicas da fermentação
foram introduzidas. O médico da corte prussiana Georg Ernst Stahl (1659–1734) foi
pioneiro no conceito de uma tecnologia de fermentação específica, 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 infecções bacterianas advindas de bactérias
por um novo método de tratamento por calor. Neste mesmo ano Johannes Friedrich
Miescher separou a Nucleína ( um composto constituído por ácidos nucleicos) de pus
de células, obtidas a partir de bandagens usadas. [1]

Durante o período de 1873 a 1876, o interesse pela pesquisa em DNA começou.
O DNA foi inicialmente derivado do esperma de truta (encontrado no rio Reno). Durante
este período, 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 clínica e imunologia. Ao mesmo tempo Pasteur estabelece
as vacinas que já vinha desenvolvendo há algum tempo. Com os novos avanços e
diversas técnicas em microbiologia, a genética de Mendel fica em evidência 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 química agrícola e fisiologia de fermentação de Orla Jensen, ex-aluna de
Jørgensen, foi renomeada como a cadeira de química biotecnológica. O curso de Jen-
sen ligou tratamentos de proteínas, enzimas, e células com a análise de determinados
alimentos como leite e margarina e com fabricação de chocolate. Uma nova disciplina
estava surgindo. Jensen explicaria sua abordagem alguns anos depois que abordou
a natureza da ciência de zimotecnia aplicada. Não era a mera aplicação da ciência
pura, mas sim uma forma fundamental de conhecimento crescente fora da prática da
experiência. Orla Jensen pode não aparecer nos anais dos grandes bioquímicos, mas
na época em que ele retornou para a Dinamarca da Suíça, ele havia otimizado as
condições para produzindo as cavidades no queijo Emmenthal.[10]
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Assim, a maturação de alguns produtos, como alguns tipos de queijo, que
nada mais é do que microorganismos se instalando e se propagando, sendo talvez tal
fenômeno investigado pela primeira vez por alguma coincidência, já que em vezes não
se sabia seus possíveis mecanismos de funcionamento. Durante a antiguidade, alguns
grupos acreditavam que o envelhecimento era uma bênção de seres divinos. Prova
lógica para a maturação foi descrita pela primeira vez por Louis Pasteur no final do
século XIX. Ele ilustrou uma hipótese conhecida como hipótese germinativa, exibindo a
sobrevivência de seres vivos de pequena escala o que é mais, suas consequências
adicionais para o processo de maturação. [Steinberg and Raso]

Os esforços de Pasteur contribuíram para algumas partes da ciência. Em oca-
siões anteriores, algumas poucas drogas foram utilizadas como itens de biotecnologia,
por exemplo, o mel, que poderia ser usado para tratar alguns problemas respiratórios
e como um bálsamo para feridas. Levando-se em conta que o mel contém algumas
propriedades antimicrobianas, é visto como um agente anti-infecção e é adequada-
mente utilizado na recuperação de feridas. Da mesma forma, na China, já 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 disseminação de contaminações. Em 1928,
Alexander Fleming separou a penicilina, a principal anti-infecção, da forma. Esta di-
vulgação perturbou os medicamentos acessíveis, com agentes anti-infecciosos com
mais potencial e sendo mais poderosos do que medicamentos anteriores. O avanço
da biotecnologia quanto à curva de rendimento (contando leguminosas culturas), ino-
culações e inovação desenhada pela criatura, foi reconhecido entre os século XVIII e
início do século XIX. O atrasado o século XIX era conhecido por ser uma conquista na
ciência.[1]

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

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

Seria o método de seleção de indivíduos de uma espécie individualmente, se
selecionando os com melhores desempenhos para determinada aplicação. Por exemplo,
o trigo se parecia com a grama de jardim, assim como o arroz, e agora ambas espécies
possuem cultivares de alto rendimento de matéria prima amilácea. [10]



Capítulo 1. Introdução 20

O processo Weizmann também forneceu a inspiração para outras aplicações
do que veio a ser chamado de microbiologia econômica. Foi outro desenvolvimento de
guerra que inspirou a cunhagem da palavra “Biotecnologia”.

Figura 4 – Tubos com os experimentos de cerca de um século atrás, em 1915, que Chaim Weiz-
mann, inventou um processo de fermentação que converteu amido - um policarbonato
prontamente disponível a partir de milho e batatas - em acetona e álcool butílico, 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 reforçou a distinção entre criaturas vivas e entidades
químicas, e até o final do século XIX vê-se tentativas de desenvolver um novo estudo
científico da fermentação. Os centros de pesquisa de fermentação não eram os locais de
grande referência ao longo revolução industrial como, o Ruhr ou Lancashire industrial;
em vez disso eram metrópoles da agroindústria como Paris, Berlim, Copenhague e
Chicago. O último era o centro do maior mercado agrícola do mundo; as pradarias
próximas ao forneceu o mundo o trigo, enquanto o processamento de carne da linha
de produção 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 produção agrícola
de produtos com maior valor agregado, sendo pioneiros nos métodos de, engorda
de porcos e bacon, manteiga e produção de cerveja. Atribui-se a indústria dinamar-
quesa a inserção nos processos biológicos industriais, a integranção, reintegranção,
conceituação e reconceitouação de processos e técnicas em processos fermentativos
e bioquímicos. [1]
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1.2 O surgimento do termo biotecnologia

Durante o período entre guerra, filósofos, sociologias e o público intelectual
iniciaram a reflexão relativa a crescente conexão entre a biologia e a tecnologia. Se
iniciou o que a idéia de biotecnologia, e que a mesma poderia ser um meio para
se mudar a natureza humana, para mudar a sociedade, gerando o primeiro embrião
da eugenia, pelos novos conceitos que surgiam de genética e atingindo um patamar
industrial de alta magnitude.[16]

A utilização desses diversos processos biológicos, organismos ou sistemas
para produzir mercadorias que podem vir a melhorar o cotidiano de diversas formas, e
são 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 necessárias para a utilização de sistemas vivos ou a influência de
processos naturais, de modo a produzir produtos, sistemas ou ambientes para ajudar o
desenvolvimento. Atualmente, a biotecnologia dá mais ênfase ao estabelecimento de
genes híbridos, seguidos de sua transferência para organismos nos quais alguns, ou
todos, do gene geralmente não estão presentes. [6]

A biotecnologia é extensivamente caracterizada em um relatório 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 explícitos”. Esta inovação tem sido
fundamental no avanço e execução de procedimentos para a montagem de agentes
anti-infecciosos e diferentes fármacos, açúcares, álcoois, aminoácidos e outros ácidos
orgânicos, prover itens de alto impacto, através do uso de microbiologia, maturação ,
compostos, inovação em células animais e tecnologias de separação. [17]

Especialistas, realizaram regularmente o scale-up para a geração moderna de
tecnologias em períodos surpreendentemente breves. Um número moderadamente
modesto catalisou, ao longo de um período de 50 anos, o desenvolvimento do manejo
farmacêutico, de sustento e agrário, e reivindicou áreas de impacto da economia
indiana a ponto dos negócios atualmente ultrapassarem US $ 500 bilhões / ano. As
décadas anteriores presenciaram uma tremenda melhora na biotecnologia, não apenas
no que diz respeito à técnicas de separação, mistura, estrutura, testes diagnósticos e
métodos de elucidação de atividade das biomolécuas, mas também à sua aplicação
como instrumentos dentro das ciências da vida. As biomoléculas demonstraram-se
amplamente complexas intrigando não somente a química orgânica, mas também
as ciência, de forma geral, farmacologia, a terapêutica, biotecnologia e inovação da
qualidade. Tal ciência se faz tão complexa que, independentemente do esforço de um
grupo, seria complexo e extremamente difícil incorporar todas as partes da biotecnologia
em um único livro. [3]
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A palavra “biotecnologia” adquiriu significância e importância gigantescas du-
rante as últimas duas décadas, o que é simplesmente excepcional. A probabilidade e os
resultados concebíveis por trás desse tipo de consideração em relação à 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
importância e a capacidade da biotecnologia para a melhoria de nossa condição e para
uma vida melhor, por exemplo, a capacidade da biotecnologia de se incorporar nas
necessidades de produtos derivados de petróleo, substituindo-a por biocombustíveis,
já que a acessibilidade de fontes não-renováveis de energia estão sendo restringidas
para suprir a demanda devido a expansão da população. Em termos menos complexos,
nossa vida começa com creme dental biotecnologicamente criado, para conduzir veícu-
los com preenchimentos biotecnológicos, e também lançamos mão para fárcamos para
nos manter sadios ou controlar doenças crônicas, semelhantes ao diabetes, que me-
lhorando nossa vida. A palavra “biotecnologia” foi obtida a partir de dois termos básicos
da ciência, ou seja, “Ciência” e “Inovação”. Na chance de tentarmos decodificar essas
duas palavras, apenas recomenda, na linguagem de um leigo, que seja a inovação que
torna a nossa vida útil e bem com o trabalho dos recursos naturais.[8]

Devido ao crescente entusiasmo dos governos no campo de criação rápida,
aludido à como biotecnologia, numerosas associações e reuniões de trabalho distri-
buíram relatórios que incorporam significados da biotecnologia. Existe uma variedade
impressionante de definições (e não inconsistentemente perplexidade) dependendo
dos interesses e preferências daqueles incluídos.[6]

A biotecnologia está representada pelos avanços na engenharia genética com
consequências tanto na produção de alimentos e no manejo da agricultura como nos
caminhos para lidar com patologias de diversas naturezas. Trata-se nesse caso de
processos físico-químicos e da produção de fármacos, enzimas e vacinas que levam a
novas terapias e melhorias na saúde. Na área de energia, os biocombustíveis ganham
espaço com o problema do aquecimento global e a necessidade de desenvolver fontes
de energia renováveis que diminuam a dependência de combustíveis fósseis e reduzam
a emissão de gases de efeito estufa. [18]

De fato, a biotecnologia pode ser vista como uma revolução científica que
passa por várias disciplinas. Descrita como uma “constelação de revoluções científicas,
que passa pelos campos da biologia, bioquímica, química, ciência da computação,
bioinformática, matemática, física, engenharias e os vários campos da ciência médica
(imunologia e oncologia, por exemplo) ”. Estão envolvidas disciplinas distintas, as quais
conecta diferentes ramos da biotecnologia.[18]

Com relação ao campo do bem-estar, a biotecnologia está confinada à criação
de medicamentos de alto valor agregado, por exemplo, agentes antiinfecciosos, imuni-
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zações e anticorpos,. Da mesma forma, não abrange as regiões de design terapêutico
e inovação, regularmente aludidas como construção biomédica (ou parte do tempo de
bioengenharia). A horticultura, a produção consuetudinária e a reprodução de animais
são, na maioria das vezes, vistas como biotecnologia. Seja como for, partes desses
exercícios devem ser consideradas, uma vez que as plantas fornecem os materiais
brutos à maioria das formas biotecnológicas. Além disso, a biotecnologia, através da
criação de pesticidas microbianos e a utilização dos atuais métodos de controle here-
ditário para o avanço in vitro de animais e a produção de variedades com melhores
capacidades de fixação de nitrogênio, tendo um efeito significativo sobre o agronegócio
no futuro. [16, 19]

1.3 Biotecnologia industrial

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

Novas aplicações de enzimas têm sido utilizadas em diversos, comida, alimenta-
ção animal, agricultura, papel e na indústria têxtil, resultando em reduções significantes
g]de gastos. Ao mesmo tempo, o rápido desenvolvimento tecnológico tem estimulam
as indústrias químicas e farmacêuticas a utilizarem a tecnologia enzimática, uma ten-
dência fortalecida devido aos alertas referentes a saúde, energia, commodities e meio
ambiente. [21]

Com a tecnologia de DNA recombinante, foi possível clonar genes que condicio-
nam as enzimas microbianas e expressá-las em níveis 10 a 1000 vezes maior que as
enzimas não modificadas de micro-organismos sem tais modificações. Por conta disso,
a indústria de enzimas incorporou rapidamente a tecnologia e abandonou a produção
por meio de cepas que não se encaixavam nas demandas dos níveis de produção in-
dustrial. A genômica, metagenomica, proteomica e a tecnologia de DNA recombinante,
são utilizadas para facilitar a descoberta de novas enzimas de microorganismos na
natureza e criar e desenvolver enzimas de maior atividade enzimática.[22]

Com uma ampla abordagem a biotecnologia se faz atualmente uma área que se
expandiu em várias frentes, se expandiu e criou novas áreas do conhecimentos detido
por ela. As classificações dessas diversas áreas são 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 área de biologia molecular, sendo a área mais proeminente, dentro das



Capítulo 1. Introdução 24

produções científicas atuais. As classificações das áreas contempladas são as mais
diversas, sendo representada da melhor forma pela ilustração abaixo.

Figura 5 – As ciências básicas são as bases ou “raízes” de todos os aspectos da biotecnologia.
O foco central ou “tronco” para a maioria das aplicações biotecnológicas é a engenha-
ria genética. Os galhos da árvore representam diferentes organismos, tecnologias e
aplicativos que “se originam” da engenharia genética e bioinformática, aspectos cen-
trais da maioria das abordagens biotecnológicas.

William J. Thieman, Michael A. Palladino. - 3rd ed - Introduction to biotechnology
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1.4 Biotecnologia no Brasil e Inovações Tecnológicas

A Biotecnologia é considerada, no Brasil e no cenário mundial, como uma área
estratégica para o desenvolvimento econômico e social, contribuindo fortemente para
o desenvolvimento tecnológico do País e, consequentemente, para o seu bem-estar
social e desenvolvimento socioeconômico. Dados recentes do Sistema Brasileiro de
Inovação em Biotecnologia mostram que o país vem evoluindo e propondo ações que
visam impulsionar o desenvolvimento da Biotecnologia, identificando os seus pontos
positivos e aqueles que constituem gargalos nesta área. O país dispõe de uma forte
e crescente competência científica nas universidades e nos institutos de pesquisa,
estando atualmente situado entre os 13 maiores produtores de conhecimento. [23]

Entretanto, mesmo com a Lei de Inovação aprovada, a pouca proximidade
Universidade-Bioindústria e a pouca cultura empreendedora não permitiram a agilidade
necessária para transferir o conhecimento científico acumulado nas Instituições de
Ciência e Tecnologia (ICT) para a indústria e convertê-lo em desenvolvimento tec-
nológico, que vem mudando ao longo dos anos, com a inclusão de disciplinas de
empreendimento nos cursos de biotecnologia. Nesse contexto, a área tem como um
importante desafio a promoção do comportamento empreendedor, transformando co-
nhecimento em produtos e/ou processos que possam promover soluções e alimentar
a cadeia produtiva. Ademais, o País também não dispõe de um sistema eficiente
de investimentos privados, de financiamento e apoio às empresas startups, além de
excesso de regulamentação na legislação, que dificultam a implantação de um setor
industrial robusto. Os mecanismos de difusão da biotecnologia e percepção pública
acerca de sua importância também não são eficientes. Esses fortes gargalos devem ser
equacionados para que o País definitivamente atinja um patamar de desenvolvimento
desejado na área de Biotecnologia. A proposição de ações estratégicas de inovação
nas áreas de fronteira, como a genômica, pós-genômica, proteômica, metabolômica,
neurociências, células- tronco, conversão de biomassa e nanobiotecnologia constitui
hoje um ponto relevante à Biotecnologia no Brasil, uma vez que são áreas promissoras
para inovações tecnológicas de alto valor agregado, com potencial de geração de novos
mercados nacionais e internacionais.[23]

1.5 Enzimas

A indústria de enzimas como a conhecemos hoje é o resultado de um rápido
desenvolvimento visto principalmente nas últimas quatro décadas, graças à evolução
da biotecnologia moderna. Enzimas encontradas na natureza têm sido usadas desde a
antiguidade na produção de produtos alimentícios, como queijo, massa fermentada,
cerveja, vinho e vinagre, e na fabricação de mercadorias como couro, índigo e linho
(Figura 6a). Todos esses processos dependiam de enzimas produzidas por microrganis-
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mos de crescimento espontâneo ou por enzimas presentes em preparações adicionais,
como rúmen de bezerros ou mamão, portanto, usadas em nenhuma forma pura ou bem
caracterizada(Figura 6b). O desenvolvimento de processos de fermentação durante a
última parte do século passado, visando especificamente a produção de enzimas por
meio de cepas de produção selecionadas (Figura 6c), tornou possível a fabricação de
enzimas como preparações purificadas e bem caracterizadas, mesmo em larga escala.
Este desenvolvimento permitiu a introdução de enzimas em verdadeiros produtos e
processos industriais, por exemplo, nas indústrias de detergentes, têxteis e amido. [24]

Figura 6 – Evolução histórica do uso de enzimas
a)Utilização de enzimas durante antiguidade
b)Utilização de enzimas isoladas de animais
c)Utilização de enzimas provenientes de microorganismos

1.5.1 Estruturas proteicas

Por mais de meio século, a hierarquia estrutural originalmente criada pelos quí-
micos de proteínas Karl Linderstroëm-Lang e John Schellman forneceu uma maneira
útil de descrever a estas estruturas. Apesar do uso dos termos primário, secundário,
terciário e quaternário para descrever vários níveis de organização estrutural de uma
proteína totalmente dobrada, não se deve inferir erroneamente que a sequência orde-
nada no tempo para dobrar a proteína passa sucessivamente por sua estrutura primária,
secundária, terciária e quaternária.[25] De fato, locais dentro de muitas proteínas, sem
dúvida, atingem seu arranjo quase dobrável muito antes de sua cadeia polipeptídica
alongada ser liberada pelos ribossomos que os produzem. Em vez disso, o esquema
proposto por Linderstroëm-Lang e Schellman pretende ajudar-nos a considerar as
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amplas características estruturais das enzimas, em vez de um conjunto desconcertante
de voltas, reviravoltas e dobras. [26]

1.5.1.1 Estrutura primária

O nível mais simples da estrutura da proteína lida com a sequência linear de
aminoácidos a unidos por ligações amida covalentes de uma cadeia polipeptídica7. A
estrutura primária é codificada como a sequência desoxirribonucleotídica linear do DNA,
mediada por sua transcrição nas sequências ribonucleotídicas do RNA mensageiro (ou
mRNA), o último direcionando a síntese de polipeptídeos nos ribossomos. Transcrição
e tradução são necessariamente processos de alta fidelidade, caracterizados por taxas
de erro extremamente baixas associadas às atividades de edição da RNA polimerase,
aminoacil-tRNA ligase e ribossomos. [27, 26][28]

Figura 7 – Estrutura primária demonstrando a sequencia de aminoácidos e a ligação peptídica
entre eles.

https://content.byui.edu/file/a236934c-3c60-4fe9-90aa-d343b3e3a640/1/module3/readings/proteins.ht
ml

As sequências de DNA não especificam completamente as estruturas proteicas
finais, que também são determinadas por splicing alternativo ou por reações de mo-
dificação covalente pós-tradução. O splicing permite um repertório de sequências de
proteínas alternativas, incluindo ou excluindo seletivamente as informações contidas
nas sequências de DNA (exons) que codificam sequências polipeptídicas que são
separadas umas das outras por sequências de DNA reguladoras e não codificadoras
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(íntrons). Alguns argumentaram que a estrutura primária de uma proteína também deve
incluir modificações covalentes pós-traducionais.[27, 26][28]

Isso faz sentido para o processamento proteolítico de enzimas, porque a sequên-
cia de aminoácidos é alterada. Outras reações incluem fosforilação, nucleotidilação,
acilação, glicosilação, ADP-ribosilação, hidrólise de ligação peptídica, etc.). A ubiquitina-
ção é uma reação pós-tradução especializada que incorpora um pequeno polipeptídeo
de 76 resíduos (ubiquitina) em proteínas mal dobradas ou desnaturadas para direcioná-
las para os proteassomas onde são proteolisados.[28]

Com o tempo, a sequência de aminoácidos biologicamente especificada de
algumas proteínas pode sofrer alterações como consequência de reações não enzi-
máticas. As reações não enzimáticas incluem racemização de resíduos de L-aspartil,
transferência de cadeias polipeptídicas para grupos serina-hidroxila nos chamados
desvios N-O-O-acil, oxidação e peroxidação de polipeptídeos, etc.[28]

1.5.1.2 Estrutura Secundária

Esse nível de estrutura proteica refere-se a qualquer estrutura de chapa helicoi-
dal (alfa-hélice)8a ou plissada (folha-beta)8b , que maximiza a ligações de hidrogênio
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 colágeno. Essas interações
ajudam a excluir moléculas de água do interior da maioria das proteínas e portanto,
contribuem apenas modestamente para a estabilidade estrutural geral de uma proteína.
A a-helix também possui um momento dipolo geral significativo que, em alguns casos,
desempenha um papel significativo na ligação ao substrato e / ou coenzima. [29]
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Figura 8 – a) Estrutura alfa-hélice b) Estrutura de Folha-beta.

https://content.byui.edu/file/a236934c-3c60-4fe9-90aa-d343b3e3a640/1/module3/readings/proteins.ht
ml

1.5.1.3 Estrutura terciária

Este nível de estrutura proteica descreve as posições tridimensionais detalhadas
dos átomos de proteína em uma proteína totalmente dobrada, incluindo: (a) o caminho
tortuoso seguido por uma cadeia polipeptídica na estrutura dobrada; (b) quaisquer
regiões compactas localmente dobradas (ou domínios); e (c) a posição de todos os
grupos de cadeias laterais. Estruturas terciárias refletem a tendência de grupos polares
e carregados de se situarem na ou perto da superfície, onde podem se ligar a grupos
funcionais carregados de maneira oposta ou a moléculas de água. Da mesma forma,
a estrutura terciária das proteínas globulares explica como os grupos apolares são
enterrados, geralmente em suas conformações estáveis estendidas9.[28]

Constituindo quase metade dos átomos nas enzimas proteicas, os átomos de
hidrogênio contribuem para o complexo cenário energético que determina a estabilidade
da enzima, o reconhecimento do substrato e a catálise. Os átomos de hidrogênio ligados
covalentemente contribuem fortemente para as interações hidrofóbicas e van der Waals,
enquanto os hidrogênios ionizáveis refletem a força das interações ácido / base e das
ligações de hidrogênio. Como é especialmente evidente na espectrocopia de RMN, as
posições de hidrogênio nas ligações não polarizadas (ligações C-H) fora do centro ativo
também fornecem informações valiosas sobre a dinâmica das proteínas. Embora outros
átomos (por exemplo, C, O, N, S e P), bem como a maioria dos íons metálicos, possam
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ser inequivocamente estabelecidos por difração de raios-X, os átomos de hidrogênio
são muito pequenos e apenas difratam fracamente os raios-X incidentes. Portanto, as
posições dos átomos de hidrogênio são difíceis de determinar apenas pelos raios X,
exceto quando a resolução no nível atômico (<1,2 A 1.2) pode ser alcançada. Embora
as abordagens computacionais de minimização de energia representem uma maneira
poderosa de inferir as posições mais prováveis de hidrogênio de proteínas, a difração
de nêutrons se tornou um método de escolha para posições diretamente de átomos de
hidrogênio e seus deslocamentos médios quadrados. [22]

Finalmente, a estrutura terciária da proteína é determinada principalmente pela
sequência da cadeia polipeptídica, através da qual as interações locais da cadeia lateral
guiam o dobramento local, que por sua vez determina interações de longo alcance. Em
alguns casos, substratos, coenzimas, íons metálicos e modificações pós-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 terciárias das proteínas. [30]

Figura 9 – Estrutura terciária, representando as principais interações que tem entre as estuturas
secundárias , indicadas por interações hidrofobicas, hidrofilicas, sulfidricas, ácidas e
básicas, respectivamentente.

https://content.byui.edu/file/a236934c-3c60-4fe9-90aa-d343b3e3a640/1/module3/readings/proteins.ht
ml
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1.5.1.4 Estrutura quaternária

Embora as enzimas sejam frequentemente monoméricas, muitas são montadas
de uma ou mais cadeias polipeptídicas que podem ou não ser idênticas. Como as
proteínas contêm exclusivamente L-aminoácidos assimétricos, não pode haver pontos
ou planos de simetria dentro das cadeias polipeptídicas, não importa como elas sejam
dobradas.[25] Por esse motivo, as proteínas de várias subunidades são organizadas de
maneira a permitir que as subunidades interajam: (a) pelas interações cabeça a cauda;
(b) através de eixos rotacionais de simetria; ou (c) por alguma combinação 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 metabólico (isto é,
um ligante de ocorrência natural que se liga a um local regulador estereoquimicamente
definido). Essa mudança no conjunto das subunidades geralmente é acompanhada
por uma mudança na atividade enzimática, proporcionando assim um mecanismo de
regulação. [22]

Figura 10 – Integração de cadeias polipeptídicas, representando um estutura proteica quarterná-
ria, constitída por quatro cadeias simétricas, separadas por quatro linhas tracejadas.

https://content.byui.edu/file/a236934c-3c60-4fe9-90aa-d343b3e3a640/1/module3/readings/proteins.ht
ml

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-
sição da ureia). Nem todas as enzimas foram nomeadas dessa maneira, entretanto,



Capítulo 1. Introdução 32

e para sanar a confusão envolvendo a nomenclatura das enzimas, um sistema de
classificação foi desenvolvido com base no tipo de reação que a enzima catalisa. [31]

Existem seis categorias principais e suas reações: oxidorredutases, que estão
envolvidas na transferência de elétrons; transferases, que transferem um grupo químico
de uma substância para outra; hidrolases, que clivam o substrato pela captação de
uma molécula de água (hidrólise) liases, que formam ligações duplas pela adição ou
remoção de um grupo químico; isomerases, que transferem um grupo dentro de uma
molécula para formar um isômero; e ligases, ou sintetases, que acoplam a formação
de várias ligações químicas à quebra de uma ligação de pirofosfato em trifosfato de
adenosina ou um nucleotídeo semelhante.[12, 26]

As enzimas são eficientes catalisadores naturais, oferecendo muitas vezes
processos mais competitivos em comparação com os catalisadores químicos. Na
maioria das reações químicas, existe uma barreira de energia que deve ser superada
para que a reação ocorra.[32] Essa barreira impede que moléculas complexas, como
proteínas e ácidos nucleicos, se degradem espontaneamente e, portanto, é necessário
para a preservação da vida. Quando as alterações metabólicas são necessárias 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 necessária (chamada energia de ativação), mas o aumento da temperatura
mataria a célula.[32] A alternativa é diminuir o nível de energia de ativação através do
uso de um catalisador. Este é o papel que as enzimas desempenham. Eles reagem
com o substrato para formar um complexo intermediário - um “estado de transição” -
que requer menos energia para a reação prosseguir. O composto intermediário instável
decompõe-se rapidamente para formar produtos de reação, e a enzima inalterada fica
livre para reagir com outras moléculas de substrato. [31]

Por serem catalisadoras, uma enzima traz a reação catalisada para sua
posição de equilíbrio com uma velocidade maior do que ocorreria de outra forma; uma
enzima não pode desencadear uma reação com uma mudança desfavorável na energia
livre, a menos que essa reação possa ser acoplada a uma cuja mudança de energia
livre seja mais favorável. Essa situação não é incomum nos sistemas biológicos, mas o
verdadeiro papel das enzimas envolvidas não deve ser confundido. [26]

As atividades das enzimas são reconhecidas há milhares de anos; a
fermentação de açúcar em álcool por levedura está entre os primeiros exemplos de um
processo biotecnológico.[31]

O químico sueco Berzelius (1779-1848) propôs o nome catálise (do grego kata,
totalmente e lyein, para afrouxar) em 1836. Quando Berzelius invocou o termo “catálise”
pela primeira vez, ele não fez nenhuma distinção entre a catálise química e catálise em
(ou por) sistemas biológicos. Ele usou um termo genérico “substância de contato” para
um catalisador. A origem da palavra “enzima” dedicada aos catalisadores biológicos
tem uma história complicada. Grande parte desse drama foi encenada durante um
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vigoroso debate sobre se existe força especial (a “força vital”) associada a reações
que ocorrem em sistemas vivos. Desde que Payen e Persoz (1833) introduziram esse
nome para a atividade hidrolítica do amido, a “diastase” tem sido frequentemente usada
para significar geralmente um catalisador de origem biológica. De fato, Victor Henri
em seu livro Enzyme: Conceptual Origin 1903, sobre cinética enzimática (um clássico
antigo sobre ação enzimática) 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 diástase - 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 ação de seu conteúdo celular. A
extração de Berthelot de “fermento” (1860) a partir de células de levedura marca o
início da ação de enzimas fora de uma célula viva. Primeiramente Bethlelot fez um
experimento demonstrando que o ácido succínico, possuia baixo rendimento para se
inverter a sacarose em todas as condições semelhantes a uma fermentação. Dessa
forma ele passou a conduzir testes com levedura cervejeira, e por meios de avaliações
do comportamento óptico das soluções testadas. Ao continuar os estudos foram feitos
procedimentos de dissolução, obtendo um material filtrado proveniente das leveduras,
obtendo com isso um solução que se performava com maior eficiência a conversão 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 bioquímica. A analogia entre
a hidrólise do amido catalisada por fermentação e catalisada por ácido foi bem re-
conhecida pelas sucessivas contribuições de Kirchhoff, Payen e Persoz e Berzelius.
Schwann havia usado uma analogia semelhante para a pepsina. Willy Kuhne, em
1867, estendeu isso ainda mais à digestão pancreática de proteínas 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 evolução e aceitação da palavra enzima levaram um tempo.
Ambas as descrições - “diástase” (principalmente na literatura científica francesa) e
“fermento” - foram usadas ocasionalmente até o início do século XX. A teoria vitalista
foi firmemente estabelecida para apoiar a demonstração conclusiva de Eduard Buch-
ner de que extrato adequado de células de levedura poderia converter sacarose em
álcool. Isso foi revolucionário em 1897, pois a fermentação foi mostrada “sem fermento
vivo” pela primeira vez. A atividade foi atribuída a uma única substância denominada
“zymase” (e alcoholase por Emile Roux).[34] Agora é histórico que essa atividade de
fato represente toda a sequência glicolítica das reações. Fora da controvérsia sobre a
natureza da fermentação alcoólica, 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 química para criar o rico domínio da enzimologia. [27]

Como declarado por Silverman, “as enzimas são químicos orgânicos altamente
eficientes”. Durante muitas décadas, os enzimologistas coletaram dados sobre di-
ferentes aspectos da química das enzimas e relataram seus achados na literatura
primária: reações bioquímicas, uso de cofatores, dados cinéticos e interpretações
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 fusão de ideias da química de proteínas, biofísica molecular e biologia molecular. Com
a ajuda de estudos estruturais, os pesquisadores revelaram que a catálise enzimática
ocorre em um bolso enterrado dentro da estrutura da enzima conhecida como o sítio
ativo. Evidências experimentais da cristalografia de raios-X sugeriram um modelo para
explicar como esse processo ocorre: a enzima e os substratos inicialmente formam um
complexo no sítio ativo que pode induzir grandes mudanças conformacionais em suas
estruturas. Primeiro sugerido por Linus Pauling, a ligação do substrato é seguida pela
estabilização do estado de transição. [35]

As enzimas diminuem a energia de ativação da reação porque são comple-
mentares em forma e propriedades eletrostáticas ao estado de transição limitante
da taxa, o que explica a aceleração da taxa em comparação com as reações não-
catalisadas(Figura 11). Um ou mais intermediários de reação são gerados, que então
se transformam em produtos e são finalmente liberados do sítio ativo. [26]
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Figura 11 – Ilustração descrevendo e redução da energia de ativação mediada pelas enzimas

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1407225

A especificidade, no nível molecular, é a marca registrada da maioria das inte-
rações biológicas.[28] Moléculas como receptores e anticorpos interagem especifica-
mente com suas contrapartes cognatas.[36] Mas a discriminação ao realizar a catálise
é de suma importância para a biologia e é exclusiva das enzimas! A especificidade é
uma virtude quando duas reações semelhantes devem ser mantidas separadas, às
vezes no mesmo compartimento. A maioria das reações biossintéticas são catalisadas
pelo NADP + que requer enzimas, enquanto as reações catabólicas usam o NAD +. Por
exemplo, são conhecidas glutamato desidrogenases (GDHs) com duas especificidades
distintas para o nucleotídeo da piridina - o NADPGDH biossintético (EC 1.4.1.4) e o
NAD-GDH catabólico (EC 1.4.1.2). [37]

Um aspecto interessante da especificidade é a interação seletiva do componente
polipeptídico com seu cofator cognato. Cada apoenzima fornece um ambiente químico
único ao cofator, modulando assim sua reatividade. Por exemplo, o potencial redox
para a redução 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 proteína catalítica consegue isso (a) colocando carga
positiva adequada (aumenta o potencial redox) ou carga negativa (diminui o potencial
redox) e (b) possivelmente forçando o FAD (sistema de anel isoalloxazina tricíclico) a
adotar uma conformação plana ou não plana. [38]

Outros exemplos de ajuste fino das propriedades químicas incluem cofatores
como íons metálicos e heme. A reatividade do cofator heme comum (protoporfirina
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de ferro IX) é modulada e ajustada para funções biológicas específicas por ligação
covalente, ligação axial, ligação de hidrogênio e distorção da planaridade imposta
por diferentes ambientes proteicos. Citocromos de vários potenciais redox (partici-
pando do transporte enzimático de elétrons) são uma manifestação desse ajuste fino
proposital por natureza.[39] As proteínas enzimáticas controlam a reatividade do íon
metálico do local ativo, fornecendo seletivamente o número e a natureza dos ligantes
coordenadores. [27]

O número de aplicações industriais das enzimas cresceu muito nos últimos
anos, devido principalmente aos avanços na biotecnologia que permitiram a obtenção
de processos eficientes e estáveis e ao apelo ecológico e ambiental. Os processos
enzimáticos são considerados sustentáveis (com utilização de recursos renováveis e de
tecnologia limpa). Os processos industriais que utilizam enzimas geralmente implicam
em danos mínimos ao meio ambiente e em condições quase isentas de subprodutos
indesejáveis (diminuem a geração de resíduos)[40]

1.6 Aspergillus oryzae e classificação GRAS

Enzimas microbianas são aplicadas na indústria de alimentos[41], em sabão em
pó e detergentes[42], na fabricação de papel e tecidos[43], em sínteses orgânicas[44]
e diagnósticos[45]. Apesar das enzimas industriais de origem microbiana serem produ-
zidas, principalmente por fermentação submersa (FSm), a fermentação no estado sólido
(FES) representa um método tradicional e favorável em alguns países. A fermentação
no estado sólido é cada vez mais, considerada como uma alternativa da fermentação
submersa para a produção de enzimas para aplicações industriais e em aplicações
agrobiotecnológicas, pois requerem baixa tecnologia e maior economia de processo
quando comparada ao processo de fermentação submersa.[46] [Pandey et al.]

As enzimas utilizadas para a hidrólise do amido (amilases ou enzimas amilolíti-
cas) têm recebido uma grande atenção por causa de sua importância tecnológica e
benefícios econômicos. Existem vários tipos de amilases, sendo as mais usadas na
indústria: α-amilases, β-amilases e glicoamilases.[46]

Dentre as amilases existentes naturalmente, as amilases fúngicas obtidas a
partir de Aspergillus oryzae (Figura 12 e Aspergillus niger são fontes microbianas mais
adequadas devido à sua classificação, GRAS (generally recognized as safe ou geral-
mente considerado como seguro para uso em alimentos). Fatores como a tolerância à
baixa atividade da água e condições de elevada pressão osmótica tornam os fungos
filamentosos mais eficientes que as bactérias para o crescimento e a produção de
enzimas em substratos sólidos umedecidos, e assim, esse método tem atraído atenção
crescente como fonte de produção de enzimas amilolíticas adequadas para diversas
aplicações industriais. [47]
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Figura 12 – emphAspergillus oryzae crescido no meio BD mostrando sua característica mais
marcante que é sua coloração branca

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

As α-amilases (endo-1,4-α-D glucano gluco-hidrolase, EC 3.2.1.1) são enzimas
que clivam aleatoriamente as ligações1,4-α entre as unidades de glicose da cadeia
linear do amido (amilose), liberando açúcares de vários tamanhos para o meio reacional.
As β-amilases (exo-β-1,4-glucano malto-hidrolase, EC 3.2.1.2) são enzimas que clivam
as extremidades não redutoras da amilose e da amilopectina do amido, liberando
unidades de maltose para o meio reacional. [48] Essas duas enzimas não atuam nas
ligações 1,6-α-glicosídicas do amido e, portanto não podem hidrolisar completamente
a molécula de amido a unidades de glicose. [49] A glicoamilase ou amiloglicosidase
(exo-1,4-α-D-glucano glucano-hidrolase, EC 3.1.2.3) hidrolisa tanto as ligações 1,4-
α-glicosídicas quanto às ligações 1,6-α-glicosídicas do amido, liberando unidades de
glicose a partir das extremidades não redutoras da amilose e da amilopectina do
amido (Figura 13). [47]
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Figura 13 – Sítios de ação de atividade enzimática indicadas nas ligações α-1,4, presentes entre
uma glicose e outra, e ligações α-1,6 entre as cadeias de amilose, consituindo uma
cadeia de amilopectina

https://starchhydrolysis.weebly.com/starch.html

As amilases podem ser obtidas de várias fontes, como plantas, animais e
microrganismos, mas as fontes microbianas geralmente são as que mais atendem às
demandas industriais. Através da biotecnologia existe a possibilidade de aumentar
a produção das enzimas microbianas com o uso de técnicas como melhoramento
genético das cepas microbianas e otimização das condições do processo para indução
de maior produção das enzimas de interesse. [47]

Amilases são enzimas relevantes para seu uso específico na conversão de
amido em açúcar. As enzimas amilolíticas atuam no amido e oligo e polissacarídeos
relacionados. A pesquisa global sobre enzimas hidrolisantes de amido com base na
sequência de DNA, análise estrutural e mecanismo catalítico levou ao conceito de uma
família de enzimas – glicosil hidrolases. As enzimas amilolíticas e relacionadas foram
classificadas como hidrolases glicosídicas. As enzimas têm sido produzidas por uma
ampla gama de microorganismos e e classificadas exo-, endo-[50], des- ramificantes[51]
e produtoras de ciclodextrinas[52]. A aplicação destas enzimas tem sido utilizada na
liquefação de amido, papel, alimentos, açúcar e indústrias farmacêuticas. Em alimen-
tos, as enzimas amilolíticas industriais têm uma larga escala de aplicações, como a
produção de xaropes de glicose, xaropes de milho com alto teor de frutose, xarope de
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maltose, redução da viscosidade dos xaropes de turvação para produzir suco de fruta,
clarificando dando maior prazo de validade, solubilização e sacarificação do amido na
indústria cervejeira. A indústria de panificação utiliza amilases para retardar o endureci-
mento do pão e outros produtos assados; a indústria de papel faz a utilização de tais
enzimas, para a redução da viscosidade do amido para obter a cobertura apropriada
de papel. Amilases também tem seu uso na indústria têxtil para processo de tecelagem
de fibras têxteis e utilizadas como auxiliar de digestão na indústria farmacêutica. [30]

As α-amilases e enzimas amilolíticas relacionadas estão entre as enzimas mais
importantes e de grande importância na biotecnologia atual. Podem ser potencialmente
úteis na química semi-sintética para a formação de oligossacarídeos por transglicosila-
ção.

Tradicionalmente, a hidrólise do amido foi realizada usando ácido e altas tempe-
raturas. A hidrólise enzimática do amido substituiu agora a hidrólise ácida em mais de
75% dos processos de hidrólise do amido devido a muitas vantagens, e não menos
importante aos seus rendimentos mais elevados. A hidrólise do amido dá origem a
pequenos maltooligossacarídeos e glicose. A composição de sacarídeos obtida após a
hidrólise do amido é altamente dependente do efeito da temperatura, das condições de
hidrólise e da origem da enzima. Especificidade, termoestabilidade e resposta de pH
das enzimas são propriedades críticas para uso industrial. [53]

As enzimas em seu estado natural são usualmente instáveis. Como biocataliza-
doras e precisam de modificações para seu uso industrial. A produção de cepas que
são mortificadas por manipulação genética, para ganhar propriedades [22]

1.7 Imobilização enzimática

A principal demanda atual da indústria biotecnológica é o aumento da produti-
vidade enzimática e desenvolvimento de novas técnicas para aumentar sua estabili-
dade. [54] Estes requisitos são fundamentais para viabilizar o uso de biocatalisadores
em larga escala.

A imobilização enzimática pode ser uma excelente técnica para aumentar a
estabilidade enzimática e possibilitar o seu reuso, gerando uma economia no processo.
As forças motrizes para a imobilização enzimática são a melhoria da estabilidade
enzimática, o aumento da carga enzimática e a simplificação da reciclagem do biocata-
lisador. [55]

O termo “enzimas imobilizadas” refere-se a “enzimas fisicamente confinadas ou
localizadas em uma determinada região do espaço com retenção de suas atividades ca-
talíticas e que podem ser usadas repetida e continuamente.”[55] Além de um manuseio
mais conveniente da enzima, também simplifica substancialmente a manipulação com
o biocatalisador e o controle do processo de reação, enquanto aumenta a estabilidade
da enzima sob ambas as condições de armazenamento e operação.[56] A imobilização
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proporciona uma fácil separação da enzima do produto, e, portanto, a contaminação
proteica do produto é minimizada ou evitada.[57] Além da fácil separação da enzima
da mistura de reação, a imobilização enzimática também reduz notavelmente o custo
da enzima e dos produtos enzimáticos.[58] A insolubilização da enzima por ligação a
uma matriz também confere vários benefícios adicionais, tais como parada rápida da
reação pela remoção da enzima da solução de reação e melhora da estabilidade da
enzima contra temperatura, solventes, pH, contaminantes e impurezas. [59]

As características da matriz do suporte enzimático a ser selecionado para a imo-
bilização são de suma importância na determinação do desempenho do sistema enzimá-
tico imobilizado. As propriedades ideais de suporte incluem resistência física à compres-
são, hidrofilia,[60] inércia para enzimas, facilidade de derivação, biocompatibilidade,[61]
resistência a ataque microbiano e disponibilidade a baixo custo.[56]

A maioria das enzimas naturais isoladas é solúvel em água. Tais proteínas não
podem ser armazenados em solução tampão ou água por muito tempo, geralmente
devido à instabilidade.[62] A imobilização é uma maneira de melhorar sua vida útil.[63]
Além do mais, enzimas imobilizadas são fáceis de recuperação, garantido também
reuso .[64] Tais considerações são importantes quando o custo da enzima é muito alto.
As características das matrizes são muito críticas na determinação do desempenho
dos sistemas enzimáticos. Esses suportes podem ser inorgânicos ou orgânicos de
acordo com a natureza de sua composição química. As características físicas, como
tamanho médio de partícula, comportamento de swelling, resistência mecânica, etc.
decidem as condições técnicas em que o sistema é usado.[60] As enzimas podem
ser colocadas em longos períodos na matriz irreversivelmente (por ligação covalente,
aprisionamento, microencapsulação, reticulação etc.) ou reversivelmente (por adsorção,
ligação iônica, ligação por afinidade, ligações dissulfeto ou quelato / ligação de metal).
O custo associado ao processo de imobilização determina se é economicamente viável
fazê-lo. Diferentes meios são adotados para a imobilização enzimática na prática, e
apenas uns poucos estão bem caracterizados, demonstrando seu potencial dentro da
indústria biotecnológica. O campo da tecnologia de imobilização enzimática e suas
aplicações cresceram muito ao longo dos anos. [65]

A ampla utilização de biocatalisadores nas indústrias se deve ao fato de serem
altamente específico, ambientalmente correto e pode ser produzido facilmente. Como
biocatalisadores, enzimas pode acelerar várias reações químicas e bioquímicas em
plantas, animais e bactérias.[22, 24] As enzimas, no entanto, apresentam certa incorri-
gibilidade de suas propriedades, que limitaram seus usos em processos práticos. As
questões incluem estreitas faixa de pH[66], atividade do ambiente aquoso[67], baixa es-
tabilidade térmica[68] e perda de atividade após um ciclo de reações[64]. Usar enzimas
com todo o seu potencial para várias conversões, é um grande desafio, e apresenta-se
como um dos meios de viabilizar os processos enzimáticos. Assim, o conceito de
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enzimas imobilizadas, que foi introduzida no início do século 20, é aparentemente o
mais utilizado atualmente. [69]

A escolha do método de imobilização depende do tipo de enzima e da natureza
das aplicações em questão. Confinamento não covalente (como aprisionamento físico,
métodos de microencapsulação ou adsorção eletrostática) às vezes podem levar a
lixiviação enzimática durante a operação.[60] Ancoragem covalente de enzimas requer
reagentes de reticulação bifuncional e grupos funcionais adequados a superfície da
enzima, e/ou suporte. Esses grupos funcionais não devem ser críticos para a atividade
enzimática. Contudo uma grande quantidade de reações químicas e bioquímicas
sofisticadas se desenvolveram para ativar polímeros orgânicos e inorgânicos inertes
para posterior imobilização enzimática.

A penicilina acilase ligada covalentemente foi altamente eficaz preparação de
6-APA (Ácido 6-aminopenicilânico) tornou possível alto um aproveitamento do processo
de hidrólise dos grupamentos amida, presentes na penicilina.[70] A penicilina acilase
imobilizadas em cassetes funcionam com> 99% de eficiência de conversão mesmo
após 1500 ciclos de uso. Para se imobilizar outro tipo de enzima, o glutaraldeído é
usado para fazer o processo de cross-linking da glicose isomerase, o material reticulado
pode ser reutilizado várias vezes no processo para produção 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 microencapsulação; as
preparações sem protease isenta de seus resíduos no produto final, reduziram esse
risco.[65]

A matriz ou suporte ideal deve ter as seguintes propriedades: (i) ser econômica,
(ii) inércia, (iii) estabilidade, (iv) força física, (v) capacidade de aumentar a especificidade
enzimática / (vi) regenerabilidade, (vii) capacidade de reduzir a inibição do produto,
e (viii) capacidade de prevenir adsorção inespecífica e contaminação bacteriana. A
maioria das matrizes possui apenas algumas das propriedades; portanto, a seleção
da matriz carreadpra para imobilização enzimática deve ser escolhida com base nas
propriedades e limitações das matrizes. [72]

O processo imobilização produz operações econômicas contínuas, automação,
alta relação investimento / capacidade e recuperação de produto com maior pureza.
Existem diferentes métodos de imobilização enzimática e vários fatores afetam o
desempenho das enzimas imobilizadas. Os diferentes métodos de imobilização enzi-
mática são agrupados da seguintes formas e Método de adsorção / ligação ao fraca
suporte. Ligação covalente / reticulação; Método de aprisionamento ou entrapment;
Confinamento por membrana.[73]

Os suportes podem ser classificados como inorgânicos e orgânicos de acordo
com sua composição química. Os suportes orgânicos podem ser subdivididos em
polímeros naturais e sintéticos.[74]



Capítulo 1. Introdução 42

Vários polímeros de origem natural e sintética foram utilizados para uma vari-
edade de aplicações biomédicas[45], incluindo preparações farmacêuticas[75], dire-
cionamento de medicamentos [12], administração de medicamentos [76], próteses e
estruturas de engenharia de tecidos. [77]Devido às suas características reproduzíveis
em termos de peso molecular, degradação e propriedades mecânicas, os polímeros
sintéticos são atraentes para uma variedade das aplicações mencionadas acima. No
entanto, polímeros sintéticos do ponto de vista biológico, polímeros sintéticos geral-
mente carecem de bioatividade e biocompatibilidade muito desejadas, o que pode
se traduzir em efeitos colaterais adversos. Por outro lado, os polímeros naturais são
abundantes e se assemelham aos componentes presentes nas matrizes extracelulares
biológicas. Assim, polímeros naturais são facilmente aceitos pelo organismo e possuem
alta bioatividade e biocompatibilidade. Os polímeros naturais podem ser divididos em
três classes principais de acordo com sua estrutura química: (i) polissacarídeos, (ii)
proteínas e (iii) poliésteres. Ênfase particular nos últimos anos foi dada aos polissacarí-
deos como (i) ácido hialurônico (HA), (ii) sulfato de condroitina, (iii) quitina e quitosana,
(iv) alginatos,(v) celulose e suas mais diversas modificações. Esses polímeros e seus
derivados também apresentam-se no contexto de suas propriedades químicas e bi-
ológicas, aplicações no campo da enzimologia.[72]Os polissacarídeos em sua forma
nativa podem não ser capazes de fornecer todas as propriedades desejadas para uma
aplicação biomédica específica. [78]

Sabe-se que algumas das características estruturais dos polissacarídeos e
seus derivados, como grau de substituição (DS) e peso molecular etc., governam
amplamente suas propriedades, como solubilidade, atividades fisiológicas, reatividade
química e biodegradabilidade. Os polissacarídeos podem ser modificados fisicamente,
quimicamente ou bioquimicamente. Em algumas modificações, os processos de po-
lissacarídeos envolvem agentes reativos tóxicos ou produtos químicos para iniciar a
reação (por exemplo, solventes, iniciadores, etc.). Portanto, é essencial remover esses
agentes tóxicos por processo de purificação, a fim de garantir a regulamentação de
segurança e a biocompatibilidade do produto final.

Esses polímeros são obtidos principalmente de plantas, animais e fontes micro-
bianas que são novamente classificadas com base em sua química em polímeros à
base de polissacarídeos, proteínas, poliéster e poliamidas. As pesquisas aprofundadas
desses polímeros revelam que sua natureza maleável deve ser modificada para várias
aplicações. Além disso, suas ligações químicas responsivas fornecem facilidade de
biodegradabilidade, o que, por sua vez, os torna biocompatíveis. Suas características
desejáveis de ampla abundância, biocompatibilidade e biodegradabilidade os tornam
material potencial para vários usos. O fato do biopolímeros serem ecofriendly, trás a
comunidade científica grandes interesses e emprenho atraindo-os para a desenvolver
um ampla gama de estudo com os polímeros naturais. Já foi descrito que tais polímeros
podem ser obtidos de diferentes fontes, suas prorpiedades químicas, principais recur-
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sos, aplicações e produtos comercializados de polímeros naturais que estão sendo
explorados como materiais adaptáveis em áreas multifacetadas.[79]

1.8 Alginato

O alginato é um polissacarídeo derivado da alga marrom conhecida como Phae-
ophyceae, considerado um poliurônico ligado (1-> 4), contendo três tipos de estrutura
de blocos: M bloco (ácido ß-D-manurônico), bloco G (ácido poli α-L-gulurônico) e bloco
MG (contendo ambos os ácidos poliurônicos)A composição estrutural é mostrada na Fi-
gura 14. Os monômeros do alginato são distribuídos em blocos de contínuos. [80]

Figura 14 – Estrutura molecular do Alginato

https://www.semanticscholar.org/paper/3D-Cell-Culture-in-Alginate-Hydrogels-Andersen-Auk-Emblem/
c4a6a7ed8970a66b1767081f7599fc48fbd1dc35

Os alginatos são polissacarídeos não ramificados produzidos por algas e bac-
térias pertencentes aos gêneros Pseudomonas e Azotobacter. Basicamente, a es-
trutura dos alginatos consiste em dois resíduos de ácido urônico, incluindo o ácido
β-D-manurônico (M). Ocorre nas formas filamentosas, granuladas, granulares ou em
pó, de branco a marrom amarelado. Pode ser usado como estabilizador, espessante,
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gelificante, emulsificante. Dissolve-se lentamente na água, formando uma solução
viscosa; insolúvel em etanol e éter. [81]

Polieletrólitos naturais, como alginato que podem ser derivados de certos
tipos de plantas e fontes animais, são alternativas viáveis aos polieletrólitos sintéticos
ou alúmen. As vantagens desses polieletrólitos naturais sobre os sintéticos incluem
segurança à saúde humana, biodegradabilidade e uma faixa de dose efetiva mais
ampla de floculação para vários colóides suspensão. [82]

Atualmente existem várias substâncias de origem natural usadas como poliele-
trólitos, majoriatariamente suas estruturas constituiem-se de um precursor de polissaca-
rídeos com propriedades aniônicas devido à presença de grupos carboxila. As pricipais
vantagens dos polieletrólitos naturais, especialmente para seu uso no tratamento de
água potável, é que, em geral, é o fato de que são praticamente atóxicos. Conside-
rando a quantidade potencial disponível como recurso natural e reprodutibilidade do
ácido algínico, ocorreu a pesquisadores e biotecnologistas que seria significativo o
desenvolvimento de alginato como fonte de filmes biodegradáveis ou comestíveis. [77]

O alginato microbiano foi descoberto, mais de 80 anos depois, ao isolar e
caracterizar parcialmente o exopolissacarídeo de uma cepa mucóide de Pseudomo-
nas aeruginosa isolada do escarro de um paciente com fibrose cística. [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 contêm clorofila e
realizam fotossíntese oxigênica. É importante notar que as algas marrons também são
fototróficas oxigênicas, mas são eubactérias (bactérias verdadeiras) e, sendo assim,
são evolutivamente distintas das algas. Embora a maioria das algas seja microscópica
e, portanto, seja considerada microrganismo, várias formas são macroscópicas na
morfologia. Essas formas coloniais de algas ocorrem como agregados de células. [85]

Por sua vez, cada uma dessas células compartilha funções e propriedades
comuns, incluindo os produtos de armazenamento que utilizam, bem como as proprie-
dades estruturais de suas paredes celulares. As algas marrons são uma importante
assembléia de plantas classificadas em cerca de 265 gêneros com mais de 1500
espécies. Eles derivam sua cor característica das grandes quantidades de fucoxantina
carotenóide (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 típica 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 às suas propriedades coloidais, que
incluem espessamento, estabilização, suspensão, formação de filme, produção de gel
e estabilização de emulsão. É um carboidrato coloidal hidrofílico extraído com álcalis
diluídos de várias espécies de algas marrons. Em termos moleculares, é uma família de



Capítulo 1. Introdução 45

copolímeros binários não ramificados de resíduos de ácido β-D-manurônico 1-4 e ácido
a-L-gulurônico de composição e estrutura seqüencial amplamente variadas. [83][86]O
ácido algínico é o único polissacarídeo, que naturalmente contém grupos carboxila
em cada resíduo constituinte e possui várias habilidades para materiais funcionais. A
propriedade única e mais útil dos alginatos que é sua capacidade reagir com cáti-
ons metálicos polivalentes, especificamente íons cálcio para produzir géis fortes ou
polímeros insolúveis. [87]

Esses géis de alginato de cálcio são usados na indústria de processamento
de alimentos para a produção de alimentos reestruturados, como produtos à base de
carne, anéis de cebola, recheios de pimentão, caranguejos e bagas de coquetel, e
na indústria de biotecnologia para a produção de contas para imobilização de células
ou enzimas. Devido à sua disponibilidade e reprodutibilidade, parecia significativo o
desenvolvimento de ácido algínico como fonte de filmes biodegradáveis ou comestíveis.
Embora os filmes comestíveis preparados a partir de hidrocolóides, como o alginato,
constituam filmes de alta resistência, tendem a exibir baixa resistência à água devido
à sua natureza hidrofílica. A capacidade do alginato de produzir géis fortes e insolúveis
com íons cálcio foi utilizada para melhorar essas propriedades do alginato. No entanto,
a formação de gel de alginato com íons cálcio é tão instantânea que evita vazamentos
na água.[88]Atualmente, os alginatos comercialmente disponíveis são isolados de
algas marinhas marrons. A descoberta de alginatos bacterianos, estrutura irregular dos
polímeros, composta por ácido D-manurônico e ácido L-gulurônico, resultou em várias
propostas que poderiam substituir os produtos de algas. [77]

Até o momento, as algas são os únicos e relativamente baratos produtores de
alginato para todos os fins comerciais. Esses recursos naturais são principalmente
algas marrons dos gêneros Laminaria, Macrocystis, Ascophyllum, Ecklonia, Lessonia
e Durvillaea. A composição variável dos alginatos está ligada ao seu papel biológico
natural para produtor. Portanto, as condições sazonais e de crescimento, bem como
as condições geográficas e distribuição é crítica para determinar a composição de
alginatos, bem como a percentagem de alginatos em várias partes das algas. [77]

O aprisionamento nas esferas do gel de alginato de cálcio 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 são usados como biocatalisadores em vários
processos industriais, variando da produção de etanol por células de levedura, até
a produção de anticorpos monoclonais a partir de células de hibridoma. O alginato
também tem várias aplicações diversas, como em preparações farmacêuticas (para
formar emulsões estáveis), em materiais dentários impressionáveis, no revestimento
das raízes das árvores antes do plantio (para garantir um revestimento hidrofílico para
as raízes durante o transporte do viveiro até o plantio local) e como adjuvante pesticida
inerte no revestimento de frutas cítricas frescas. Todos os alginatos usados para fins
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comerciais estão sendo produzidos atualmente pela colheita de algas marrons; e no
mercado global, os preços de venda estão na faixa de US $ 5 a 20 por kg para a maioria
das aplicações. [89]Como os preços desses alginatos são geralmente baixos, parece
ser uma tarefa difícil estabelecer um processo competitivo de produção bacteriana
nessa faixa de preço. No entanto, devido às preocupações ambientais associadas à
colheita e processamento de ervas daninhas do mar e à possibilidade de produzir
alginato de alta qualidade, é provável que o alginato bacteriano também possa se
tornar um produto comercial. [90]

É utilizado como gelificante, estabilizante e espessante, com ampla aplicação
industrial. Apresenta as características de ser mucoadesivo, biodegradável e biocompa-
tível. Todos esses fatores contribuem para a popularidade do uso deste polissacarídeo
nos processos de imobilização enzimática. [91]

O alginato tem a capacidade de formar gel em baixas concentrações e é ter-
moestável, podendo ser esterilizado. O gel é formado pela ligação cruzada dos íons,
cátions divalentes, com os resíduos de ácido gulurônico adjacentes ao longo de sua
cadeia. Geralmente as enzimas são homogeneizadas com a solução de sua solução
polissacarídica e depois gotejadas em solução contendo cátions multivalentes tais
como cálcio, bário, estrôncio ou alumínio.Por gelatinização, as esferas (beads) são
instantaneamente formadas ao entrarem em contato com a solução catiônica, retendo
as enzimas dentro da estrutura tridimensional do gel. [92]

1.9 Quitosana

Outro suporte que também tem sido bastante utilizado nos processos de
imobilização é a quitosana. Definida como um polissacarídeo linear, constituída por
unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina. A quitosana, assim como o alginato,
também possui as propriedades de ser biocompatível, biodegradável e não tóxica. [93] É
de grande efeito e impacto, com diversas aplicações. A descoberta da quitosana
remonta a 1859 por Rouget, quando ele fervia a quitina em hidróxido de potássio
concentrado e o produto obtido apresentou comportamento de solubilidade em ácidos.
A quitina natural é um precursor para a preparação de quitosana. A quitosana é um
biopolímero linear composto de glucosamina e N-acetil glucosamina que pode ser
isolado por desacetilação termo-química da quitina. [94]

A quitosana é um biopolímero de polissacarídeo linear heterogêneo com alto
peso. É derivado da desacetilação da quitina, que é uma extração de algumas espécies
animais, especialmente do esqueleto de animais vivos do mar, como lagostins, lagostas,
camarões, caranguejos e camarões. A forma mais comum de produto final do processo
de produção de quitosana são os flocos de quitosana, que possuem propriedades
únicas de adsorção em espécies como cátions e corantes metálicos. A outra forma de
quitosana é a conta de quitosana. Através da reação de “inversão de fase”, a quitosana
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dissolvida pode sofrer separação de fases devido à coagulação em meio aquoso para
formar as esferas de quitosana.Pesquisas sobre biopolímeros, como a quitosana, estão
em andamento, por ser um material abundante e renovável. A quitosana pode ser
modificada para produzir tipos únicos de materiais adsorventes com propriedades
físico-químicas ajustáveis. [95]

A desacetilação parcial da quitina produz quitosana, em que n indica o grau de
polimerização. A quitosana é um polímero estável no ar e permanece inerte na maioria
dos solventes. A quitosana sofre degradação em condições extremas, como ácidos
concentrados que despolimerizam a quitosana. O pKa dos grupos amina protonada
na quitosana está na região de pH 5,5 - 6,5, dependendo do grau de desacetilação.
O peso molecular médio da quitosana pode variar de 1525.5g/mol, onde o processo
de fabricação pode levar à degradação da quitosana quando condições de tratamento
severas aplicadas. [93]

É um polímero com uma estrutura química de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranose,
enquanto CS, no entanto, é o derivado mais importante (um desacetilado de N) da
quitina que contém frações variáveis dos dois resíduos12 distribuídos aleatoriamente
β-(1–4) D -glucosamina ligada (unidade desacetilada) e N-acetil-D-glucosamina (uni-
dade acetilada)(Figura 15). A quitosana é obtida por desacetilação (parcial) da quitina
no estado sólido sob condições alcalinas (isto é, NaOH concentrado) ou por hidrólise
enzimática na presença de quitina desacetilase. [79]

Figura 15 – Estrutura molecular da Quitosana

https://www.researchgate.net/publication/236084986_Chitin_Chitosan_and_Glycated_Chitosan_Regu

A quitosana pode sofrer alterações físicas ou químicas em diferentes condi-
ções de pH. No pH valores abaixo de 3, ocorre despolimerização na quitosana por
hidrólise. A quitosana se dissolve em soluções aquosas ácidas e esse comportamento
único distingue suas propriedades da quitina. Esse comportamento está relacionado
à protonação do grupo amina da quitosana. Em condições de pH neutras e básicas,
a quitosana pode ser precipitada quando pH> pKa devido à diminuição da polari-
dade em relação à condição em que a quitosana contém formas de protonação de



Capítulo 1. Introdução 48

amônio. Embora a quitosana seja solúvel em condições de pH ácido, a hidrólise e a
despolimerização podem formar monômeros diminuindo o pH abaixo de 3. Isso faz da
quitosana um candidato atraente para a indústria farmacêutica como desintegrante ou
transportador. [95]

A solubilidade da quitosana também é um fator importante que pode ser afetado
pelo peso do polímero, o tipo e a concentração do ácido utilizado. A solubilidade da
quitosana na maioria dos solventes não aquosos é muito baixa, a menos que haja uma
pequena quantidade de ácido para alterar o estado de protonação dos monômeros
de quitosana. A solubilidade da quitosana depende do peso molecular, do grau de
desacetilação, do tipo de ácido e da força do ácido. Por exemplo, a quitosana é solúvel
em soluções de ácido acético a 2% e ácido cítrico a 10%.[79]

O efeito da adição de ácido para aumentar a solubilidade é entendido pela
protonação de grupos amina. A quitosana tem um pKa próximo a 6,2, portanto é solúvel
em valores de pH próximos e abaixo do pKa, onde grande parte dos grupos amina
está em sua forma protonada. A valores de pH ácido, um aumento na repulsão de
carga entre os grupos amina aumenta o volume do polímero à medida que um maior
número de grupos de amônio será exposto ao solvente. A interação íon-dipolo refere-se
à formação de interações favoráveis entre grupos de amônio e água. [93]

Várias características da quitosana incluem o grau de desacetilação, o peso
molecular do polímero e a cristalinidade. Essas características têm influência signi-
ficativa nas propriedades físico-químicas da quitosana. O grau de desacetilação da
quitosana[95]

Em produtos comerciaos de quitosana é variável com valores típicos de 75%
a 80%. O grau de desacetilação governa a fração de grupos amina livres que esta-
rão disponíveis para interações com íons variáveis, que podem reagir em diferentes
condições de pH com vários íons através de um mecanismo de quelação ou interação
eletrostática. Por exemplo, os grupos amina podem ser facilmente protonados em
solução ácida para criar atração por compostos aniônicos. De fato, além do número
de grupos amina livres disponíveis para absorção de adsorvido, a acessibilidade dos
grupos amina livre desempenha um papel importante. Sem dúvida, nem todos os
grupos amina estão disponíveis para interagir com adsorbatos, mas alguns deles estão
envolvidos na ligação de hidrogênio.[91]

Infelizmente, existem muitas desvantagens (por exemplo, baixa estabilidade
química e baixa resistência mecânica) para o uso de quitosana pura na forma de flocos
e pós. As propriedades aprimoradas da quitosana normalmente requerem modificações
químicas e físicas para melhorar sua capacidade de adsorção.[95]

A presença de abundantes grupos hidroxil e amina na quitosana fornece um
polímero semicristalino. Ambos os grupos têm a capacidade de participar de ligações
de hidrogênio, o que pode aumentar a cristalinidade do material. Reticuladores como
glutaraldeído e epicloroidrina foram empregados para a reticulação dos pós de
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quitosana e materiais de esferas. A reticulação da quitosana pode aumentar a área
superficial do material, pois o processo leva à exposição de grupos funcionais, como
os grupos amina e hidroxila.[59]

As microestruturas preenchem as escalas molecular e macroscópica. As micro-
estruturas com padrão de disco obtidas a partir de microcápsulas neste trabalho são
montadas camada por camada, o que permitiu depositar os polissacarídeos naturais
quitosana e alginato de sódio em micropartículas porosas.[91]

Os suportes descritos anteriormente, possuem desvantagens no seu uso, a
depender de condições experimentais. No que se refere aos constituídos de alginato
de cálcio, apresentam instabilidade em soluções tampão com alta concentração de
íons fosfato ou citrato, pois esses compostos podem quelar os íons Ca2+ do alginato
e liquefazer o sistema imobilizado. Já a quitosana tem como desvantagem principal
a completa falta de solubilidade perto do pH 7,0. Uma vez que o pKa do resíduo de
d-glucosamina é cerca de 6,5, a quitosana é solúvel apenas em soluções ácidas (ácido
acético ou ácido clorídrico diluído). Esta propriedade da quitosana poderia limitar o seu
emprego na imobilização enzimática, uma vez que muitas enzimas não são estáveis a
valores de pH ácidos. Para utilizar tais suportes de forma que se mantenham estáveis,
realiza-se a complexação iônica da quitosana (com carga positiva) com o alginato (com
carga negativa) para formar um gel ou um sistema de microcápsulas para imobilização
de proteínas. [91]

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

Os principais componentes de um sistema enzimático imobilizado são: a enzima,
o suporte e o modo de ligação da enzima com o suporte. Os métodos de imobilização
exploram o fato de que as proteínas têm aminoácidos com características diferentes,
assim, os grupos funcionais situados nas cadeias laterais destes aminoácidos podem
ser envolvidos nas ligações com o suporte através de vários tipos de interações. As
enzimas podem ser ligadas por interações que vão desde a adsorção física reversível,
ligações iônicas e por afinidade até ligações covalentes irreversíveis (mas estáveis),
presentes através de ligações de éter, tioéter, amida ou carbamato.[59]

1.10 Agentes Ligantes

As interações feitas entre o suporte e enzima podem não ser suficientes para
mantê-la ligada, dessa forma, agentes ligantes bi/multifunctionais são utilizados. No
método de ligação cruzada, reagentes como o glutaraldeído, bisdiazobenzidina e hexa-
metileno diisocianato, de forma que mantenha a ligação ao suporte após o processo de
hidrólise enzimática. O glutaraldeído é amplamente utilizado como um agente ligante
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para a imobilização de enzimas. Neste tipo de imobilização, as moléculas proteicas
são covalentemente ligadas umas às outras e ao suporte por meio de reagentes bifun-
cionais. Neste caso, o reagente bifuncional, glutaraldeído, estabelece uma ponte de
união entre a enzima e o suporte, com os quais forma ligações covalentes análogas.
O reativo bifuncional pode ser adicionado tanto à enzima previamente adsorvida no
suporte, quanto à enzima livre com posterior adsorção ao suporte. Outra possibilidade
seria misturar primeiro o suporte com o reagente bifuncional, seguida da adição da
enzima.

A quitosana, quando submetida à reação com um reagente que possui dois ou
mais grupos funcionais reativos carbonílicos (grupos aldeído) pode formar ligações
entre os grupos amino do polímero e aldeído do reagente, formando o polímero
reticulado (ou com ligações cruzadas), de estrutura tridimensional. O material resultante
passa a ser insolúvel, característica principal de materiais desta natureza (reticulados).
As ligações covalentes entre os grupos amino e os grupos aldeído terminais do agente
reticulante são irreversíveis e resistentes a valores de pH extremos. Assim, o reticulante
bifuncional glutaraldeído (1,5-pentanodial) pode ser usado para inibir a solubilização
através da formação de uma base de Schiff com os grupos amino livres da unidade
glucosamina do polímero. O processo de reticulação ao ocorrer confere a quitosana
características que melhoram a resistência à degradação química e biológica, aumenta
a força mecânica e a resistência à abrasão. [97]

Figura 16 – Reação do glutaraldeído com cadeias polisacarídicas ligando-as as enzimas

http://www1.lsbu.ac.uk/water/enztech/immethod.html
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1.11 Processo de Hidrólise

A hidrólise do amido por amilases é um dos processos enzimáticos comerciais
mais importantes comércio global de enzimas e cada vez mais demonstra-se competiva
frente a hidrólise química, por gerar menos resíduos, e sendo mais eficiente quando
aplica-se o produto da hidrólise em alimentos. Estes produtos são utilizados em indús-
trias de panificação e panificação, têxteis, papel, indústria de detergentes e aplicações
clínicas e medicinais. Mas uma vez utilizado, as amilases não podem ser facilmente
recuperadas a partir dos sistemas de reação. Por conseguinte, é muito importante
utilizar amilases imobilizada em vez de amilase livre. Houveram muitos relatos sobre a
imobilização de amilases, entretanto, as enzimas imobilizadas se apresentavam em sua
forma pura ou ultrapura, sendo um limitante para sua aplicação em larga escala. [98]

Atualmente as amilases comerciais disponíveis no mercado estão na forma livre,
sem nenhum revestimento ou imobilizadas, e são apresentadas na forma líquida ou em
pó. [99] Após o uso das amilases livres no processo industrial, geralmente essas são
inativadas, necessitando de reposição das enzimas para realizar um novo processo.
O uso de amilases imobilizadas apresenta vantagens em relação 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 contínuo. Outro
ganho obtido por meio do uso de enzimas imobilizadas é o aumento da estabilidade
do biocatalisador em relação às variações de pH, temperatura e concentração de
nutrientes no meio de reação. Facilidade de separação e recuperação do biocatalisador
e do produto. [100]

A quitosana tem sido usada em combinação com o alginato, onde as enzimas
revestidas de quitosana tiveram menos efeito de lixiviação em comparação ao alginato,
devido às interações físicas e iônicas entre a enzima e o suporte. Da mesma forma,
um compósito úmido de quitosana e argila mostrou-se mais confiável para o aprisio-
namento enzimático, 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 imobilização 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 Específicos

• Variar as condições de imobilização.

• Medir a atividade dos diferentes métodos de imobilização, se quantificando a
atividade de hidrólise do amido.

• Quantificar as proteínas adsorvidas e não adsorvidas nos microgéis.

• Verificar a taxa de atividade em diferentes condições de pH e temperatura.

• Avaliar as modificações da estrutura polimérica, por FTIR.

• Obervar por meio da microscopia eletrônica de varredura(MEV) possíveis altera-
ções morfológicas nas estruturas dos microgéis.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e substratos

Meio Sabourand Dextrose
Glucose d(+) Anidra – Vetec Química Fina ®;
Agar Bacteriológico Frasco Kasvi®;
Peptona Bacteriologica Oxoid®;
Arroz – Mercado local
Alginato de Sódio Sigma-Aldrich®
Quitosana de baixo peso molecular Sigma Chem. Aldrich®;
Cloreto de Cálcio - Vetec Química Fina®;
Ácido acético - Dinâmica®;
Brometo de potássio, KBr, - Sigma-Aldrich®
Iodeto de potássio – Vetec Química Fina ®
Iodo Ressublimado - Dinâmica®;
Ácido 3,5-dinitrosalicílico - Sigma-Aldrich®
Hidróxido de sódio - Vetec Química Fina ®
Tartarato duplo de sódio e potássio - Vetec Química Fina ®
Azul de Coomassie G-250 - Sigma-Aldrich®
Ácido ortofosfórico – Merck®
Etanol - Vetec Química Fina ®

3.2 Equipamentos

Capela de fluxo laminar unidirecional marca Veco® modelos CFLV09 e CFLV12;
Chapa de agitação e aquecimento marca Logen Scientfic® modelo LS61-220;
Espectrofotômetro UV-vis marca Hitachi Hight-Tecnologies Coporation®, modelo

U-3900H;
Micropipeta automáticas com escala variável de 100-1000 μL, marca CAP®,

modelo Bravo;
Micropipeta automáticas com escala variável de 1-5 mL, marca Kasvi®, modelo

Plus;
Microscópio Eletrônico de Varredura FEI QUANTA 250 A®;
Espectrofotômetro de Infravermelho com transformada de Fourier, marca Shi-

madzu®, modelo IRPrestige-21;
Centrífuga Novatécnica®, modelo NT810
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3.3 Métodos

A metodologia foi dividida da seguinte forma:

• Métodos de Caracterização

• Método de extração

• Método de Síntese e imobilização

• Método de Cultivo

Figura 17 – Esquema Experimental

3.4 Métodos de Caracterização

3.4.1 Caracterização das microesferas

As formulaçoes produzidas foram carafterizadas quando as diversos aspectos,
sendo apresentados de maneira sintetizada na Figura 18.
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Figura 18 – Esquema de caracterização

3.4.2 Caracterizaçao Morfológica e Superficial utilizando Microscopia Eletrô-
nica de varredura (MEV)

As medidas de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), foram feitas utili-
zando (2,00 ± 0,60 mg) de microesferas secas por 7 dias em um dessecador à
vácuo. Após a desidratação, a lâmina foi fixada com fita adesiva condutora dupla-face
sobre o suporte de alumínio (stub). A baixa conditividade elétrica é uma propriedade
inerente aos biopolimeros, dessa forma, revestiu-se a amostra com uma fina camada
de ouro pelo processo de metalização em atmosfera de argônio e paládio. 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 tensão de aceleração de 20,0 kV no modo de detecção de elétrons secun-
dários. Para aquisição das imagens dos microgéis, utilizou-se dois detectores distintos
EBSD (Electron BackScatter Diffraction) ou difração de elétrons retroespallhados e o
ETD(Everhart-Thornley Detector).

3.4.3 Caracterização dos Microgéis 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 alterações químicas por meio da adição do
glutalderido, e se a interação entre os grupos funcionais da cadeia polisacarídica com
as proteínas 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 espectrofotômetro 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
período de 3,0 minutos. Para cada leitura foram obtidos 40 registros, com resolução
de 4,00 cm−1 na região compreendida entre 400,00 e 4.000,00 cm−1 no modo de
porcentagem de transmitância. Os dados foram tratados com o software IR Solution
1.50 e transferidos para o programa de construção gráfica GraphPad Prism (Versão
8.0.1).

3.4.4 Determinação espectrofotométrica na região do visível

3.4.4.1 Teste de quantificação de açúcares redutores pelo método de ADNS

A atividade hidrolítica do EB em sua forma livre e encapsulada foram realizados
com todas as formulações produzidas. A metodologia recomendada na literatura [101],
para esta avaliação é baseada no teste colorimétrico conhecido como teste de hidró-
lise por ADNS (Ácido 3,5-Dinitrosalicilico). Neste teste, utiliza-se uma quantidade de
amostra de microgéis (m=0,22g), que é adicionada a um tubo de ensaio contendo 4ml
de solução de amido 1%. Após esta etapa, os microgéis/soluçao de EB são aquecidas
em banho-maria por 45°C no tempo de 1 hora. A seguir foram retiradas alíquotas de
cada tubo de ensaio, ajustando a diluição pelo método de refratometria, para obtenção
de valores adequados e de acordo com a curva de calibração, e adicionado a outro
tubo contendo a solução de ADNS de concentração 1%. Novamente estes novos tubos
são aquecidos a ebulição por 5-6 minutos [102]. Apos o resfriamento, observou-se
uma mudança na coloração da solução e as mesmas são 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 análise pelo método de ADNS

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

O teste de hidrólise por ADNS, permite calcular a concentração de grupos
redutores totais (GRT), que significa a quantidade de açúcares produzidos por EB livre
e EB microencapsulado. O cálculo da concentração de grupos redutores totais (GRT),
em mg mL−1 foi realizado de acordo com a Equação 1:

GRT = abs x f x d

(Eq. )

em que:
abs é média das absorbâncias lidas.
f é fator de concentração.
d é inverso da diluição da amostra
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3.4.5 Quantificação de amido residual

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

Esta quantificação é importante pois pode-se avaliar o quanto a enzima está
ativa em cada formulação ou mesmo livre de maneira indireta. O protocolo padrão
desta análise é baseado na leitura espectrofotométrica da resultante da reação de
solução de iodo com a amostra analisada na relação 1:1. Apos a mistura de ambas as
soluções, é adicionado 10 vezes o volume em água, seguido de agitaçao e análise 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 não hidrolisado. Tal
teste, complementa ou demonstra a hidrólise parcial do substrato, não detectável pelo
método de ADNS. O método utilizado foi o baseado na literatura onde uma solução de
iodo.

Figura 20 – Esquema de análise para a quantificação de amido residual

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores
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3.4.6 Quantificação de proteínas

O teste de quantificação de proteínas (Método de Bradford) foi utilizado para se
estabelecer as diferenças entre a concentração de proteína em EB e a concentração de
proteína nos sobrenadantes provenientes da síntese dos microgéis, para se determinar
a quantidade de proteína 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 ácido
fosfórico 85% e posteriormente completou-se o volume para 1,00 L. Para a se fazer a
curva de calibração, foi utilizado BSA. Para cada amostra foram utilizados 100,00 μL
em 5,00 mL de reagente, incubados por 5 minutos, após serem vortexados em tubos
de ensaio.[105]

Figura 21 – Esquema da análise pelo método de Bradford

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores
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3.4.7 Método de cultivo

A metodologia para a obtenção do extrato enzimático é baseada no crescimento
do Aspergillus oryzae em fermentação em estado sólido, utilizando o arroz como meio
de cultivo. [106][107]

A cepa do fungo Aspergillus oryzae ATCC 1011 foi adquirida na Fundação André
Tosello (Coleção de Culturas Tropicais). O meio para produção inicial dos fungos foi
constituído por 25,00 mL do Agar Sabouraud dextrose distribuído de forma inclinada em
frascos erlenmeyers de 50 mL. Após solidificação do meio, o microrganismo Aspergillus
oryzae foi repicado no meio. Após o crescimento do fungo, incubado a 27,00 °C, por
um período de 7 dias , a biomassa formada na superfície do meio foi raspada com
auxílio de uma espátula(Figura 22a), adicionando-se de 30,00 mL de água destilada
estéril, para obter uma solução de esporos, sendo pitetada posteriormente (Figura 22b)
para o cultivo em fermentação em estado sólido (FES), em frascos erlenmeyers de
500,00 mL, contendo arroz umicecido e esterelizado(Figura 22c) . As proporções de
substrato e água foram testadas nas seguintes proporções 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
propagação no meio, para obtenção do extrato enzimático (EB) bruto contendo as
amilases.
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Figura 22 – Procedimento de inoculação do Aspergillus oryzae no arroz

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

No esquema abaixo é ilustrado (Figura 23) a sequencia de etapas realizadas
na obtenção do extrato bruto enzimático (EB).
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Figura 23 – Esquema da obtenção de EB

3.4.7.1 Obtenção do Extrato Bruto (EB)

A massa fúngica obtida foi adicionada em 40,00 mL de tampão 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 Nº 1 e novamente centrifugado a 6000 rpm por 4 minutos, obtendo
o extrato enzimático bruto (EB) contendo as amilases Figura 24. Este EB não sofreu
nenhum processo de purificação ou isolamento das enzimas contidas na solução.

3.4.7.2 Testes de hidrólise em EB (Controle)

Para a caracterização de EB foram feitos os testes de hidrólise e quantificação
de proteína, se determinando a quantidade de enzimas amilolíticas, em UI (Unidade
internacional). Pelo processo de hidrólise foram avaliadas as atividades após a exposi-
ção da enzima a diferentes pH e temperaturas. 500 μL de extrato foi pipetado em 4,00
mL de amido 1% preparados em souluções tampão com pHs variando de 3,00 a 8,00
na sendo então os tubos deixados em banho-maria a 45 °C por uma hora. Para o teste
de temperatura, o procedimento de hidrólise foi feito com amido a 1% preparado com
água 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 câmara
climática.
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Figura 24 – a) EB extraído do arroz junto ao substrato
b) Centrifugação de EB
c) EB centrifugado com so sobrenadante
d) Sobrenadante utilizado para imobilização

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

3.5 Método de Síntese e imobilização

3.5.1 Preparo das amilases imobilizadas nas microesferas de alginato-quitosana

Para o preparo das amilases imobilizadas, diferentes combinações entre os
suportes poliméricos de alginato e quitosana, bem como a proporção de EB foram
testada. A resposta destes sistemas obtidos em relação à concentração de açúcares
produzidos durante o processo de hidrólise enzimática do amido foi utilizada para a
escolha da formulação mais adequada, de acordo com a literatura.[108] [109]

Na Figura 25 é apresentado o esquema ilustrativo do método de gotejamento
utilizado para a produção das microesferas.
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Figura 25 – Esquema de síntese

No tabela abaixo (Figura 26) , estão descritos os volumes as quantidade de en-
zimas amilolíticas presentes em EB, correspondentes a síntese de cada conformação.

Figura 26 – Unidade de atividade presente nos volumes de EB ao longo do procedimento de
síntese para cada conformação

A produção das microesferas de conformação de fase interna(FI) constituiu-se
da seguinte forma:
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Inicialmente, foi misturado 19,00 mL do EB ao polímero natural alginato de sódio
(0,36 g) formado a solução de gotejamento. Em um béquer contendo uma solução
de quitosana (0,12 g mL) de concentração , e contendo nesta solução ácido acético
e CaCl2, foi gotejado lentamente com o auxilio de seringa com agulha, um volume
variando de 10,00-40,00 mL da solução gotejante, de forma a obteve-se microgéis
de alginato contendo EB no núcleo das partículas formadas e revestida de quitosana.
O procedimento para se preparar a microesfera FIG ocorreu por meio da adição
de glutaraldeído 25% na solução de gotejamento de alginato solubilizado em EB,
mantendo os outros procedimentos semelhantes ao de FI. Após 2 horas, da reação do
glutaraldeído com o alginato, foi realizado o processo de gotejamento na solução de
quitosana com cloreto de cálcio. 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 adição do ligante glutaraldeído (G).

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

Neste protocolo, a ordem em que os reagentes foram utilizados foi invertida, adi-
cionando água destilada na fase interna, (v=19,00 mL) misturado ao polímero natural
alginato de sódio (0,36 g) formado a solução de gotejamento. Em um béquer contendo
uma solução de quitosana (0,12 g mL) e EB contendo nesta solução acido acético e
CaCl2, foi gotejado na solução de alginato lentamente com o auxilio de seringa com
agulha, um volume variando de 10,00-40,00 mL da solução gotejante, de forma a
obteve-se microgéis de alginato contendo EB na camada externa de quitosana.

Em FEG foi feita a adição de solução de glutaraldeído 25% na quitosana, solubi-
lizando todos os componentes em EB. Após 2 horas se fez o processo de gotejamento
na solução de quitosana com cloreto de cálcio. 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 adição do ligante glutaraldeído.

O procedimento para se confeccionar FU, EB foi adicionado posteriormente a
secagem dos microgéis, mantendo para a solução de alginato água destilada(v=19,00
mL) misturada ao polímero natural alginato de sódio (0,36 g) formado a solução
de gotejamento. Em um béquer contendo uma solução de quitosana (0,12 g ml)
juntamente a água destilada (v=27,00 mL), contendo nesta solução ácido acético e
CaCl2, foi gotejada solução de alginato lentamente com o auxilio de seringa com agulha,
um volume variando de 10,00-40,00 mL da solução gotejante, de forma a obter-se
microgéis de alginato contendo EB no núcleo das partículas 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 ºC. Após a secagem dos microgéis, forma imersos em EB para obtenção
da configuração FU e EB com glutaraldeído a 1% para obtenção de FUG por 24 horas,
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até o intumescimento máximo das esferas. Nessa conformação as enzimas encontram-
se nas duas fases de polisacarídeos do suporte. A partir destas formulações foram
obtidas microgéis de conformação distintas em relação a fase em que foram incluídas
EB.

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

Figura 27 – Esquema de ilustrativo da síntese : O béque em que se fez o gotejamento, contendo
CaCl2, quitosana, ácido acético e H2O, ou EB, no método de síntese de FE e FEG.
Na seringa que se fez o gotejamento, em FI e FIG se diluiu o alginato com EB, nas
demais sínteses se fez a dissolução com H2O. Em FU e FUG, ambos os polímeros
foram solubilizados em H2O e posteriormente, secos e intumescidos com EB

Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção de
açúcares redutores

3.6 Testes de reuso das microesferas

As conformações mais ativas, conforme o teste de hidrólise, 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 variação de temperatura e pH

Para se estabelecer as diferenças 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 tampão acetato pH
5,00 em temperaturas variando de 10,00 a 80,00 ºC, sendo deixadas por 1 hora a essa
temperatura, e posteriormente foi feito o procedimento de hidrólise assim como no teste
do item 3.4.

3.6.2 Taxa de imobilização através da Avaliação de atividade amilolítica do so-
brenadante

O processo de entrapeamento das enzimas pelas cadeias polisacarídicas foi
medido pela avaliação da atividade amilotítica do sobrenadante proveniente da síntese.
As proteínas que não se ligaram a matriz, podem se manter, no exterior das beads,
permitindo o cálculo indireto da eficiência de imobilização.[110]

Após todo o processo de imobilização, o sobrenadante presente no meio reacio-
nal, onde as beads encontravam-se imersas, foram retiradas alíquotas, repetindo-se o
procedimento de hidrólise.

3.6.3 Análise estatística

Para se determinar a consistência dos dados dentro das amostras sintetizadas,
e sua repetibilidade ao longo das sínteses, foram avaliadas as quantidades de açúcares
redutores, como parâmetro principal, mais especificamente a resposta, sendo tais
medidas submetidas a teste de confiabilidade por meio do cáluclo de alfa de Cronbach,
descrito na equação abaixo. Dentro de cada síntese feita, as medidas foram submetidas
a tal análise em triplicata, consituindo-se de três sínteses para tal avaliação, e dentro
de cada síntese mais três amostras foram avaliadas, constiutindo um N experimental
de 9. [111]

α = k∗avgC
var+(k−1)avgC

k = Número de itens
avgC = variância média entre os pares
var = variância média
O alfa de Cronbach é, foi utilizado como uma função do número de itens em um

teste, a covariância média entre pares de itens e a variação da pontuação total.
O procedimento para o cálculo do Alfa de Cronbach no programa SPSS
CONFIABILIDADE
/ VARIÁVEIS = Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9
/ ESCALA (’TODAS AS VARIÁVEIS’)
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/ MODELO = ALFA.
A sintaxe acima produz apenas uma saída resumida; além do coeficiente α, o

SPSS, versão 22, também forneceu o número de observações válidas usadas na
análise e o número de itens de escala especificadas.

As demais análises conduzidas, foram feitas a partir dos testes feitos em tripli-
cata, avaliando a média e desvio padrão por meio do programa Graph prism®, versão
8.01, avaliando posteriormente a distinção entre as amostras pelo teste de ANOVA one
way, para, evidenciar e confirmar a validade dos resultados.
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4 Resultados e Discussão

4.1 Método de cultivo e obtenção do Extrato Bruto (EB)

Foram testadas 4 proporções, entre 1:1 a 1:4, do material amiláceo (arroz) e
água destilada, mantendo a técnica tradicional de cultivo para obtenção de produtos
fermentados, adaptando a técnica para se obter quantidades efetivas de enzimas
amilolíticas para a imobilização posterior. A proporção 1:3 foi a que resultou melhores
quantidades de enzima e melhor crescimento fúngico (Figura 28). [107]

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

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

A. oryzae é um fungo filamentoso, capaz de secretar grandes quantidades de
enzimas hidrolíticas. É amplamente utilizado na fabricação de molho de soja fermentado
tradicional na Ásia. As proteínas extracelulares no koji de soja inoculadas com A.
oryzae. contêm diferentes perfis de proteínas, incluindo protease neutra e alcalina,
amilase, glutaminase e metalopeptidase. Além disso, A. oryzae. é genomicamente
bem caracterizado e considerado um organismo seguro para a produção de enzimas
alimentares porque não possui marcadores de sequência expressos para os genes
responsáveis pela produção de aflatoxina.[46][46]

Esse fungo, tem sido utilizado na produção de alimentos fermentados tradici-
onais como saquê (vinho de arroz), misô (pasta de soja) e shoyu (molho de soja) há
mais de 1.000 anos. Devido ao seu longo uso na produção de alimentos, A. oryzae
é listado como status GRAS (isto é, geralmente considerado seguro) pela Food and
Drug Administration dos EUA. A segurança de A. oryzae também é reconhecida pela
Organização Mundial de Saúde. [112]
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Aspergillus niger, A. oryzae e A. terreus na indústria de enzimas. Já é relatado
que essas cepas produzem quantidade substancial de amilases em fermentação
submerssa e fermentação em estado sólido. [112]

Na fermentação tradicional, a fermentação em estado sólido (FES) é adequada
para o crescimento de fungos, devido ao seu baixo teor de umidade e permitindo a
penetração do micélio de fungos através dos substratos sólidos. O micélio fúngico pode
penetrar no substrato sólido como 4 camadas de penetração do micélio. A primeira
camada é a hifa areal, seguida pela hifa aeróbica e hifa anaeróbica, a última camada
é a hifa penetrante. A baixa umidade em uma fermentação no estado sólido torna os
microrganismos mais capazes de produzir certas enzimas e metabólitos que geralmente
não serão produzidos em uma fermentação submersa.[113]

Os substratos para FES são, em geral, subprodutos da agroindústria farelos,
cascas, bagaços e outros são materiais considerados viáveis para a biotransforma-
ção. São recursos naturais renováveis e produzidos em grandes quantidades, o que,
algumas vezes, faz com que se tornem um problema ambiental. Uma das maiores
vantagens deste método é que, ao invés de produzir apenas uma enzima, permite
ao fungo produzir um complexo natural de enzimas, específico para os substratos
encontrados nos alimentos. [114]

A estrutura desses materiais tem como seus principais componentes, celulose,
hemicelulose, lignina, amido, pectina, e proteínas, o que os caracteriza como materiais
extremamente heterogêneos, 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 fermentação como resultado das
atividades metabólicas e de evaporação e, portanto, o nível ideal de umidade do
substrato é o fator mais importante na produção de enzimas. [115][116]

4.2 Metodologia na obtenção do extrato enzimático

A massa fúngica após propagado no arroz, foi triturado junto a massa de arroz
hidrolisada, por meio de um liquidificador, adicionando para a extração das enzimas
tampão fosfato 5.0, se extraindo as enzimas liberadas no meio, obtendo-se por fim EB.
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Figura 29 – Extrato bruto, EB, após o processo de centrifugação, pronto para o processo de
imobilização

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

A fermentação de substrato sólido é geralmente definida como o crescimento de
microrganismos em substratos sólidos ou algumas vezes denominados fermentação
em estado sólido já que o processo está ocorrendo na ausência ou quase ausência de
água livre no sistema . O substrato, no entanto, deve conter umidade suficiente, que
existe na forma absorvida dentro da matriz de substrato sólido e simula a reação de
fermentação que ocorre na natureza. Estes substratos sólidos úmidos são insolúveis em
água e de natureza polimérica, são uma fonte de carbono e energia, vitaminas, minerais,
nutrientes e também fornecem sua água absorvida para crescimento microbiano, bem
como ancoragem.

Fermentação em estado sólido ou em substrato sólido significa que o substrato é
umedecido, frequentemente com uma fina camada de água na superfície das partículas,
mas não há água suficiente presente para fazer a mistura fluida. Proporções de peso
de água para substrato no FES geralmente estão entre 1: 1 e 1:10.

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

Posteriormente se testou com tampão fosfato 5.0 melhorando a atividade en-
zimática das enzimas imobilizadas. A atividade amiloítica presente As enzimas
apresentam atividade moderada em soluções aquosas, ou água pura, sendo utilizadas
com soluções tampão para mante-la em seu pH ideal.[117]
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Tabela 1 – Comparação da extração de EB em H2O e Tampão Fosfato

Amostra
Açúcares redutores

produzidos por EB extraído
sem tampão

Açúcare redutores produzidos
por EB extraído em Tampão

EB extatído com
H2O

7,36±0,35 —-

EB extatído com
Tampão fosfato
5.0

7,05±0,12 —-

FI 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 não haver diferença entre as médias, na perspectiva estística (Tukey
p<0,05) a tabela demonstra o aumento da taxa de conversão em 4 conformações
testadas, FI, FE, FEG, FU, sendo a diferença ínfima. Diversos fatores podem ser
considerados para ocorrer tal diferença. O principal pode ser o fato de que a ligação
das enzimas com o suporte não são orientadas por grupamentos específicos na
superfície dos polímeros, fazendo com que o sítio ativo enzimático, fique exposto
de forma que favoreça a hidrólise. [58] A força iônica do meio pode ser considerada
também um fator que pode gerar a alteração e diferença dentro das respostas obtidas,
tais diferenças não chegam a dar a amostra uma característica para ser avaliada por
teste paramétricos mas, se faz necessário fazer um teste de avaliação da consistência
das médias obtidas.

Normalmente, a enzima é razoavelmente estável em seu próprio pH ideal, e
isso é recomendado não apenas para testes, mas também para armazenamento. Isso
também é de alguma importância para a realização de ensaios enzimáticos, uma vez
que a adição de uma alíquota da solução estoque de enzimas à mistura de ensaios
não afetará 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
superfície lisa e homogênea. Ambas as esferas FI e FIG foram semelhantes em cor
e tamanho. O método de gelificação ionotrópica usada neste estudo para encapsular
o EB através de uma agulha não perfurante resultou em um tamanho regular, com
aparência esférica e matriz externa lisa. A redução dos microgéis de fase externa
(FE e FEG) Figuras 30 c e d, torna as conformações um pouco mais enrugadas e de
superfície totalmente irregular, com uma superfície mais áspera. Em Figuras 30 e e f
estão as fotos de FU e FUG, respectivamente após o processo de intumescimento de
24 horas.

Figura 30 – Imagens das seis conformações obtidas
a) FI b) FIG
c) FE d) FEG
e) FU f) FUG

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores
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Esquema das microesferas produzidas com as diferentes combinações entre
alginato, quitosana e amilases (com adição e sem adição do agente ligante glutaral-
deído).

Figura 31 – Esquema ilustrativo das conformações obtidas pelas sínteses. As porções coloridas
indicam a fase onde se encontra as enzimas

Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção de
açúcares redutores

O interesse pelo alginato com uma matriz tem aumentado devido a sua biocom-
patibilidade, baixa toxicidade e a facilidade de formação de beads utilizando gelificação
ionotrópica. Juntamente a todas essas características, é solúvel e degradável nas
condições fisiológicas normais.[118]

O estado dobrado é estabilizado principalmente pela inserção e empacotamento
de mais de 80% dos grupos peptídeos e cadeias laterais não polares. Se a vida como
a conhecemos existir em um solvente que não seja a água, o estado dobrado deve ser
estável e solúvel no novo solvente.
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As proteínas serão instáveis na maioria dos solventes polares, como o etanol,
extremamente estáveis em solventes não polares, como o ciclohexano, e ainda mais
estáveis no vácuo.[119]

Uma propriedade importante do alginato é a gelificação ionotropica, pelo fato de
que o polímero é carregado negativamente, sendo tal processo induzido por cations
divalestes (ex. Ca2+). Tais soluções de reticulação podem incluir cátions como Ca2+,
Sr2+ ou Ba2+, enquanto cátions monovalentes e Mg2+ não induzem gelificação, e
os íons Ba2+ e Sr2+ produzem géis de alginato muito fortes (Clark e Ross-Murphy
1987). Inúmeros outros cátions, incluindo Pb2+, Cu2+, Cd2+, Co2+, Ni2+, Zn2+ e Mn2+,
induzirão a gelificação, mas devido à sua toxicidade, raramente são utilizados. [120]

Estrutura do modelo de ’caixa de ovos’, representa as ligação de cátions di-
valentes a blocos homopoliméricos de resíduos de α-L-guluronato. A quitosana adere
facilmente a polímeros naturais, como cabelo e pele, que são compostos de muco-
polissacarídeos e proteínas com carga negativa, representando o arranjo dos micro-
géis. [120]

Atualmente, os sistemas complexos de polieletrólitos de quitosana-alginato
(PEC) têm sido amplamente utilizados. Comparado com os polímeros constituintes,
o PEC apresenta vantagens quando aplicado como membranas de revestimento e
sistemas de liberação controlada. Polissacarídeos carregados de maneira oposta em
soluções aquosas interagem espontaneamente para formar complexos de polieletrólitos
(PECs) quando são misturados. Os complexos polieletrolíticos de quitosana e alginato
são formados principalmente por meio de interações coulômbicas entre grupos amino
carregados positivamente de quitosana e grupos carboxilatos carregados negativa-
mente de alginato. As propriedades do PEC são determinadas principalmente pelo grau
de interação entre os polímeros. Isso depende essencialmente de suas densidades
globais de carga e determina sua proporção relativa no PEC. [119]

As proteínas interagem fortemente com os polieletrólitos sintéticos e naturais.
Existe ampla evidência para a ligação de poliânions e policátions a proteínas abaixo
e acima de seus pontos isoelétricos, respectivamente. Essas interações podem resul-
tar em complexos solúveis, coacervação complexa ou na formação de precipitados
amorfos. As consequências práticas dessas mudanças de fase podem incluir o uso de
polieletrólitos para separação de proteínas e imobilização ou estabilização de enzimas
em complexos de polieletrólitos. Nessas duas aplicações, os estados físicos ideais
do sistema são diferentes. No caso de imobilização enzimática, estados altamente
desagregados podem ser menos ativos. Nos processos de purificação ou separação
envolvendo sedimentação ou filtração, a agregação é desejável. Para uma sedimen-
tação eficiente, os agregados compactados são preferidos, enquanto nos processos
de filtração são necessários mais agregados de textura aberta para permitir a pene-
tração adequada do solvente. No entanto, em ambos os casos, a agregação deve ser
essencialmente reversível. [118]
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O método de imobilização e as propriedades mecânicas da matriz são, portanto,
fatores significativos que afetam a estabilidade operacional do biocatalisador. Entre
diferentes técnicas de imobilização, o aprisionamento em gel de alginato de cálcio
oferece muitas vantagens devido à sua simplicidade e caráter não tóxico. Além disso,
alterando as condições de gelificação, é possível controlar facilmente algumas das
características da matriz, como espessura ou permeabilidade a diferentes substratos
da membrana do gel. Este método leve e barato envolve a adição gota a gota das
enzimas em solução de alginato de sódio ou quitosana em uma solução de CaCl2, na
qual as enzimas são imobilizadas em gel de alginato de cálcio precipitado na forma de
microgéis.[118]

4.4 Caracterização Morfológica e Superficial dos microgéis utilizando Micros-
copia eletrônica 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) FI-magnificação de 100×, (A1) FIG-
magnificação de 1000×; (B) FE-magnificação de 100×, (B1) FEG-magnificação de
1000×;
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Os resultados demonstram que as diferenças entre os microgéis feitos é nítida.
Demonstrando a geometrificação das formas nos métodos de imobilização onde se
utilizou-se glutaraldeído. Tais resultados demonstram que o polímero por se tornar
mais rígido devido as interações entre suas próprias cadeia mas também a maior
insolubilização das proteínas pode reduzir a interação entre os polímeros e as proteínas,
mais especificamente as enzimas, levando a uma menor atividade, quando se compara
a quantidade de enzima retida.

Em FI, FIG, FE e FU, se teve a atividade enzimática preservada, e apesar de
que em FIG, se tem uma redução devido aos fatores acima citados. As demais confor-
mações por terem seus grupamento amino e hidroxila não sujeitados a ação do agente
ligante, tiveram maior interação com as proteínas presentes em EB, gerando assim
então conversões enzimáticas de acordo com sua respectiva técnica de imobilização.

A microscopia eletrônica é a técnica disponível para obter informações estrutu-
rais sobre materiais em resolução em escala nanométrica. A microscopia eletrônica de
varredura fornce informações da superfície com informações limitadas sobre a estrutura
interna. O MEV é uma técnica analítica na qual uma imagem é formada em um tubo de
raios catódicos cuja varredura é sincronizada com a varredura de um feixe pontual de
elétrons digitalizados sobre a superfície de uma amostra. O dispositivo rebate elétrons
na superfície de uma amostra para produzir uma imagem. A técnica fornece duas me-
lhorias notáveis em relação ao microscópio óptico: ela estende os limites de resolução
de até 30.000x ou tão 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 superfície morfológica da enzima, bem como o suporte à imobilização.
Amostras MEV são comumente usadas para observar a morfologia para confirmar o
sucesso da imobilização enzimática. [121]

4.5 Caracterização 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
química e a química da superfície em vários tipos de compostos, como polisacarídeos.

Sem conhecer o grupo funcional específico, que alterou o comportamento de
uma macromolécula, não é possível explicar as diferentes propriedades físico-químicas
que alteraram significativamente o desempenho da dos polisacarídeos contituintes dos
microgéis. Além disso, as técnicas de FTIR também podem ser usadas para monitorar a
estabilidade e a durabilidade específica dos microgéis em relação ao seu desempenho.
Em geral, o uso da análise FTIR no campo da aplicação de polisacarídeos é crucial
para apoiar a demonstrar das alterações em suas propriedades e desempenho em
várias aplicações.[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 análise de FTIR. Os demonstrados obtidos são demonstrados
abaixo onde a cada linha do gráfico está distinta por cores, sendo a verde o padrão,
EB, azul FI, e vermelho FIG (Figura 33).

Figura 33 – Espectros de FTIR obtido nas análises de Esquema da análise pelo método de FTIR
; EB :representado pela cor verde; FI representado pela cor azul; FIG representado
pela cor vermelha

A espectroscopia FTIR é tipicamente usada para análise qualitativa de grupos
funcionais orgânicos. Como mostrado na Figura 33 , as amostras FI, (azul) e FIG (ver-
melho) exibiram um pico de absorção amplo significativo entre 3000 e 3700 cm−1, que
foi atribuído à vibração de alongamento dos grupos de quitosana e / ou a presença
de água e se sobrepôs ao pico de vibração de estiramento -NH2 da quitosana. O pico
de aproximadamente 2930 cm−1 foi atribuído à vibração de alongamento sp3 C-H do
esqueleto de quitosana. A eficiência dos procedimentos de imobilização em relação à
incorporação de enzimas na matriz / quitosana pode ser confirmada pela presença de
picos característicos de 1665 cm−1, indicando um grupo amida (CONH). Os picos em
1631 foram atribuídos às bandas de absorção mais típicas da quitosana, relacionadas
às vibrações de flexão de N-H e ao alongamento de C = O, enquanto a banda de 1602
cm−1 foi atribuída às vibrações de flexão de C = C. A região da banda de 1345-1421
cm−1 pode ser atribuída à vibração de flexão dos grupos metil C-H.
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De acordo com Simsek-Ege et al. a banda observada em 1420 cm−1 na mistura
pode ser atribuída à interação de -NH+3 de quitosana com -COO− de. Eles também
exibiram uma banda específica de 1030 a 1240 cm−1, dominada pelas vibrações
dos anéis sobrepostas às vibrações de alongamento dos grupos laterais (C-O-H) e a
vibração da banda (C-O-C). O pico a 1082 cm−1 foi devido ao alongamento da ponte
C-O-C assimétrica no anel da quitosana. Com a incorporação da enzima, o espectro
dos microgéis foi semelhante em beads de quitosana em branco, exceto por uma
mudança em comprimentos de onda específicos. As mudanças no comprimento de
onda em aproximadamente 2929 cm−1 (alongamento CH), 1642 cm−1 (alongamento C
= O da amida secundária) e 1080 cm-1 (alongamento COC de éter cíclico) podem ser
explicadas pela interação de com quitosana. Mesmo após a lavagem em série com água
destilada, as enzimas foram mantidas, embora qualquer sinal de ligação específica,
indicando ligação entre o suporte e as ligações N-N, se formou, que é a principal reação
mediada pela fase principal nas enzimas de conformação representadas.

A rede de polieletrólitos é formada pela interação entre os grupos funcionais
dissociados: um grupo carboxi aniônico de alginato e um grupo amino catiônico da qui-
tosana, ligação de hidrogênio intra e inter-cadeia entre diferentes partes das estruturas
dos polissacarídeos e entre agregados já criados de partículas de alginato–quitosana.
A complexação de polieletrólitos leva à formação ou precipitação de coacervados e
hidrogéis. A ocorrência desses processos depende da concentração do reagente, força
iônica, pH, temperatura, ordem de mistura, flexibilidade dos polímeros e composição
química dos polímeros. Os complexos de polieletrólitos da quitosana e do alginato de
sódio podem ser formados por vários métodos; um processo de uma etapa envolve a
adição gradual de solução de quitosana ao alginato. Um método alternativo é produzir
um revestimento multicamada (camada por camada, bicamada): a solução de quitosana
é derramada / pulverizada sobre um revestimento de alginato seco, ou o alginato é
imerso em uma solução de quitosana e lavado com água destilada após um certo
tempo de interação.[123]

Em um trabalho onde se avaliou a interação entre os dois polímeros se alte-
rando suas concentrações, um pico em 1730 cm−1 possivelmente correspondia ao
alongamento assimétrico dos grupos –COO, o que confirma a formação do complexo
polieletrolítico. No entanto, quando a proporção de polímeros foi de ± 0,6, a intensidade
do pico foi observada a 1398 cm−1, confirmando maior interação eletrostática em
amostras com uma proporção de polímero mais próxima do balanço estequiométrico
(R <1,0). A presença das bandas acima mencionadas na mistura polimérica de ACH
indica o aparecimento de ligações iônicas entre os grupos quitosana amina e o grupo
carboxila do alginato.[124]

Como as interações entre polímeros e proteínas podem ser avaliadas pelo FTIR,
no entanto, no presente trabalho não foi evidenciado nenhuma alteração que se mostre
conformações distintas entre si.[124]
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As caracterizações por FTIR pode se dar se avaliando a inserção de materiais
inorgânicos determinando sua interação entre os polímeros, e tais compostos. Em um
trabalho foram feitas avaliações nas alterações nos materiais, tendo principalmente seu
o diâmetro médio das beads de alginato e alginato-argila como principal parâmetro,
obtendo-se um diâmetro final após o encapsulamento de 2,6 mm.[124]

As interações de da quitosana com proteínas foram feitas para investigar a
interação entre moléculas de quitosana e proteína de soro de leite em termos de
pH e aquecimento. As medidas de FTIR, análise reológica, turbidez e potencial zeta
foram usadas para avaliar essa interação. A pH 4,0, a adição de quitosana de baixa
quantidade com a proporção de 1: 5 de quitosana / isolado de proteína de soro de leite
(C / WPO) impediu efetivamente a desnaturação das proteínas de soro de leite após
o aquecimento, enquanto a alta quantidade de quitosana (C / WPO de 1: 2) levou ao
esgotamento da floculação. A combinação de quitosana e proteínas de soro de leite
foi atrativa eletrostática a pH 5,5 e 6,0. Com baixa adição 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 adição de
quitosana, os complexos apresentaram alta viscosidade a pH 6,0. O aquecimento levou
à diminuição da viscosidade e aumento da turbidez. Os resultados demonstraram que
a quitosana e a proteína do soro de leite formaram complexos diferentes a pH 5,5 e 6,0,
e a complexação da C / WPO foi influenciada pelo aquecimento e pela proporção de
proteínas da quitosana e do soro de leite. Esse fenômeno ocorreu devido à combinação
de quitosana com moléculas de proteína, que restringiram o movimento de flexão dos
grupos NH3+. Esta banda desapareceu com alta adição de quitosana (C / WPI de 1:
2) após o aquecimento, indicando que o aquecimento promoveu o comportamento de
complexação da proteína do soro de leite e da quitosana. Por meio da espectroscopia
de infravermelho, determinando exatamente a reação ocorrida, devidos as variações
de pH. [125]

As misturas à base de proteína de soja foram processadas por extrusão com
parafuso duplo e os efeitos de diferentes tipos e conteúdos de polissacarídeos foram
analisados. Embora a extrusão não tenha sido amplamente utilizada para esse tipo de
blendas, neste estudo observou-se que o aumento do conteúdo de polissacarídeos nas
blendas causou uma diminuição da energia mecânica específica, facilitando o processo
de extrusão e mostrando o potencial desse processo, o que é mais econômico em
escala industrial. Para explicar esse comportamento, foi realizada análise espectroscó-
pica no infravermelho, principalmente nas regiões amida I e II. Além disso, a análise
de ajuste de curvas mostrou as alterações conformacionais produzidas nas blendas
devido à adição de polissacarídeos, que afetaram a desnaturação da proteína. Essas
mudanças também afetaram propriedades como o teor de umidade e a matéria de
solubilidade total. No entanto, as alterações conformacionais não mostraram efeitos
significativos em relação à densidade da peça ou na taxa de expansão dos grânulos. A
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análise quantitativa das alterações nas regiões amida I e II forneceu novas informações
sobre as modificações produzidas em misturas baseadas em proteínas modificadas
com polissacarídeos. Nesse contexto, a espectroscopia no infravermelho forneceu um
meio conveniente e poderoso para monitorar as interações entre todos os ingredientes
usados na formulação da mistura, o que é de grande importância para explicar as
alterações nas propriedades funcionais dos materiais biodegradáveis usados para
aplicações industriais nas indústrias alimentícia e farmacêutica .[126]

Interações mais sutis podem ser verificadas, elucidando os mecanismos re-
acionais responsáveis por alterações específicas. Um procedimento para a análise
simultânea de polissacarídeos da parede celular, amidas e poliésteres alifáticos por
transmissão por microscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi
estabelecido para pétalas de Arabidopsis. A combinação de imagens de FTIR com
derivatização de espectros revelou que as pétalas, ao contrário de outros órgãos, têm
um zoneamento químico característico com alta quantidade de compostos e ésteres
alifáticos na lâmina e de polissacarídeos no caule da pétala. A região de dobradiça das
pétalas era particularmente rica em amidas e também em vibrações potencialmente
associadas à hemicelulose. Além disso, vários outros padrões de distribuição foram
identificados. Análises de mutantes na deposição de cutina confirmaram que as vi-
brações de compostos alifáticos e ésteres presentes na lâmina estavam amplamente
associadas ao poliéster cuticular.[127]

Outro estudo conferiu a interpretação da literatura atual dos espectros de FTIR
em PECs de alginato-quitosana. Demonstramos que nenhuma mudança significativa na
posição da banda das duas vibrações carbonílicas do alginato ocorre após a interação
com diferentes espécies iônicas. No entanto, a protonação do grupo carboxilato faz com
que uma nova banda apareça a 1710 cm−1, como previsto. Além disso, foi elucidado
que a protonação parcial do grupo amina de quitosana causa o aparecimento de
uma nova banda (1530 cm−1) devido a um dos modos vibracionais -NH3+ (o outro
modo se sobrepõe à banda amida I). É importante ressaltar que a posição das duas
bandas principais na região espectral de interesse em filmes de quitosana parcialmente
protonada não depende da extensão da protonação. Para avaliar isso, é necessário
obter varreduras estreitas do XPS N 1s. No filme estudado de quitosana-alginato,
precipitado e montagem de LbL, as bandas observadas no FTIR correspondem às
espécies -COO e -NH3+, mas sua posição não é diferente de cada um dos componentes.
Assim, o FTIR não pode ser usado diretamente para identificar a presença de PECs.
No entanto, em combinação com o XPS, usando as varreduras de pesquisa e as N1s
estreitas, é possível obter uma descrição mais completa da estrutura. Um resultado
semelhante encontrado em nossa avaliação, que apesar de e ter diversas repostas
hidrolíticas e de concentração de proteínas diferentes dentre as conformações, não é
possível ter um distinção clara entre os microgéis obtidos por FTIR.[128]
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Das interações mais sutis como a interação entre um polissacarídeo e outro,
juntamente as análises complementares possíveis, podendo também investigadas
interações mais complexas e que ficam mais evidenciadas, podem ser feitas pelo
método de FTIR.

Figura 34 – Curva de calibração de açucares redutores pelo método de ADNS

4.6 Método de caracterização pelo teste de hidrólise

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

Gráfico que demonstra a quantidade de açúcares redutores obtidos na hidrólise
enzimática da solução de amido 1% (p/v) utilizando as diferentes microesferas de
amilases imobilizadas (Figura 35).
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Figura 35 – Gráfico da produção de açúcares redutores pelo processo de hidrólise de diferentes
conformações

FI: Fase Interna (amilases situaram-se na fase interna do suporte); FIG: Fase
Interna com adição do glutaraldeído; FE: Fase Externa (amilases situaram-se na fase
externa do suporte); FEG: Fase Externa com adição do glutaraldeído; FU: Fase Interna
e Externa (amilases situaram-se tanto na fase interna quanto na fase externa do
suporte); FUG: Fase Interna e Externa com adição do glutaraldeído.

As seia amostras avaliadas, tiveram suas medidas feitas em triplicadas e pos-
teriormente feito o teste estatístico mais adequado para análise dos dados. O teste
escolhido foi o One way Anova(p<0,05), demonstrando diferença significante entre
as amostras, exceto entre FI e FE que produziram quantidades de açúcares redutores
iguais em ambos teste. Apesar de tais concentrações de açúcares produtores serem
iguais, no que se refere a síntese, as conformações de fase interna apresentam maior
rendimento em termos de massa. Na síntese de FI e FIG, se obteve 16,88g e 17,10g
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 concentração de açúcares redutores obtidos na hidrólise enzimática da solu-
ção de amido 1 % (p/v) durante três ciclos de reuso, utilizando as microesferas com a
conformação FI (amilases situaram-se na fase interna do suporte)(Figura 37).
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Figura 36 – Concentração de açúcares redutores obtidos durante os ciclos de FI

A concentração de açúcares redutores obtidos na hidrólise enzimática da solu-
ção de amido 1 % (p/v) durante dois ciclos de reuso, utilizando as microesferas com
a conformação FIG (amilases situaram-se na fase interna do suporte, ligadas pelo
glutaraldeído) Figura 37.
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Figura 37 – Concentração de açúcares redutores obtidos ao lingo de sucessivos ciclos utili-
zando o suporte FIG

Concentração de açúcares redutores obtidos na hidrólise por meio do suporte
na conformação FIG

No ensaio colorimétrico as moléculas fazem dispersão da luz, que por sua
vez contitui a medição da atividade de amilases, usando amido como substrato. A
atividade da amilase é quantificada através de um método bem estabelecido ensaio
do ácido dinitrosalicílico (DNS). Sob condições alcalinas, açúcares redutores reduzem
o ácido 3,5-dinitrosalicílico para 3-amino-5-ácido nitrosalicílico Figura 38, resultando
em uma mudança de cor de amarelo para marrom avermelhado, que pode ser mo-
nitorado a 540 nm Como o substrato é uma pasta turva de amido, qualquer amido
remanescentes de hidrólises incompletas irá interferir com medições espectroscópicas
subsequentes. [129]

Figura 38 – Reação de ADNS

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores
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4.7 Análise de amido residual

A hidrólise parcial do amido se demonstra como um novo horizonte a ser
explorado dentro da biotecnologia. Os produtos de reações parciais de hidrólise podem
ser trabalhados em diversas perspectivas, principalmente da indústria farmacêutica
e alimentícia. No presente trabalho foi feita análise de amido residual, por meio do
método de complexação do iodo, avaliando a hidrólise do amido, por meio de tal método
ao longo dos ciclos, demonstrando que a presente tecnologia se mostra aplicável não
somente na produção de açúcares redutores mas, também na obtenção de derivados
do amido. A conhecida coloração azul do amido com iodo é devida ao complexo
amilose-iodo e é muito usada para medir quantitativamente a amilose no amido, sendo
aqui o método utilizado para a avaliação de amido residual.[104]

Concentração de amido residual obtido na hidrólise enzimática da solução de
amido 1 % (p/v) durante três ciclos de reuso, utilizando os microgéis com a conformação
FIG (amilases situram-se na fase interna do suporte).

Para se medir a quantidade de amido residual se utilizou um solução de iodo e
iodeto de potássio(Lugol) para se misturando essa solução as alíquotas amostradas da
reação de hidrólise.
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Figura 39 – Quantificação de amido residual em FI e FIG ao longo dos três 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.

O teste de quantificação de amido residual, foi utilizado como um indicador com-
plementar para indicar a hidrólise feita pelos microgéis que não é detectável se fazendo
a quantificação de açúcares redutores. Como demonstrado no teste de quantificação
de açúcares redutores, FI se demonstra alta taxa de hidrólise. deixando nos 2 primeiros
ciclos a concentração de amido residual, nula, consequentemente, nenhuma cadeia de
amailose detectável pelo teste, atingindo 0,15±0,02 g/mL de amido residual no terceiro
ciclo. FIG se inicia em produzindo concentrações 0,60 ± 0,06 g/mL amido residual,
posteriormente 0,90 ± 0,09 g/mL no segundo e último ciclo.
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Figura 40 – Curva de calibração do método do Iodo

Uma das características mais características do amido conhecido há muito
tempo é a suposição de cor azul no contato com o iodo. Durante a evolução da química
do amido, o fato já 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 grânulo
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 dá uma coloração vermelho-violeta-vermelho ou
marrom-avermelhado com iodo, dependendo do seu tipo, ou mais especificamente no
presente trabalho, grau de hidrólise (Figura 41). A quantificação de amido residual, foi
submetida a uma amostragem de suas medidas feitas em triplicadas e posteriormente
feito o teste estatístico mais adequado para análise dos dados. Em ambas amostras o
Teste-t não pareado (p<0,05), demonstrando diferença significativa entre as amostras,
entre os três ciclos avaliados.
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Figura 41 – Tubos de ensaio representado a a reação do iodo para a quatificação do amido

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

A coloração azul com iodo ocorre apenas no componente “chamado amilose
que consiste em glicose com ligações alfa-1,4 <e não é ramificada. Alguns autores
atribuem a reação da cor azul a um fenômeno de adsorção no qual agregados coloidais
estão envolvidos. Alguns outros se referiram à formação de complexos, outros tentaram
provar a existência de um determinado composto. A última teoria foi amplamente
reconhecida no momento em que ainda se acreditava que o amido consistia em uma
molécula determinada.

A reação amido-iodo conhecida por todos os químicos desde cursos elementares
em análises qualitativas e quantitativas foi descoberta por Colin e Claubry em 1814.
Apesar das inúmeras investigações que foram realizadas para explicar a natureza do
cromóforo absorvendo a 620 nm, que confere ao complexo amido-iodo ou “azul do iodo”
a característica cor azul intenso, muitas controvérsias ainda existiam sendo resolvidas
até certo ponto nos últimos anos.[130]

Os resultados até agora descritos, podemos dão algumas respostas claras às
perguntas relacionadas à estrutura do complexo amilose-iodo. A hélice de amilose
orientadas para esquerda e contém um canal central de 5 Å de largura no qual os
átomos de iodo são incorporados. Eles claramente não formam exclusivamente triiodeto
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(l3) n, deve-se que assumir outras espécies como já 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 I encontradas em
complexos com alfa ciclodextrina e com ácido triásico cujo, forma um artefato baseado
nas periodicidades de 15,5 Å das matrizes circundantes. eve ser cauteloso ao extrapolar
dados derivados de estudos de monocristais com a hélice linear e infinita de amilose,
onde a repetição real é de 8 Å / 6 glicoses ou 1,33 Å.[131]

Por algum tempo se assumiu que as espécies de iodo realmente envolvidas
no complexo amilose iodeto era I5, conforme sugerido por estudos espectroscópicos
cristalográficos e Raman e I129, o que confirma o entendimento de que a unidade de
iodo abrange variedades de uma ampla gama de com modulação em distâncias que
variam de três e dois iodos(I3-I2) podendo também se constituir (I2 - I - I2) . Uma unidade
I5 com separação I-I exatamente equidistante ainda não foi observada e representaria
um caso especial. As unidades de iodo, individuais estão alinhadas a distâncias muito
mais próximas do que a respectiva soma dos raios de van der Waals e são ligadas
por ligações que utilizam orbitais de 5px. Essa ligação facilita a deslocalização de
elétrons ao longo da cadeia de poliiodeto e explica a cor azul profunda dos respectivos
complexos42.[131]
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Figura 42 – Representação da reação de complexação das cadeias de amilose do amido com o
Iodo

Fonte: Produção de amilases fúngicas imobilizadas em microgéis de alginato-quitosana para produção
de açúcares redutores

Foi relatado a preparação e caracterização cristalográfica de raios-X da primeira
cadeia polimérica homoatômica cristalina, que faz parte de um complexo semicondutor
de pirroloperileno-iodo. A estrutura cristalina contém poliodieto infinito I. A estrutura
do iodo no complexo insolúvel de amido-iodo azul permaneceu não descrita por muito
tempo, mas tem sido especulada como possuindo infinitas cadeias de iodo. Semelhan-
ças são próximas nos espectros Raman de baixa frequência no complexo iodo-amido
apontando também para essas cadeias infinitas de poliodeto.[130]
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4.8 Taxa de atividade em função da variação de pH e temperatura

Figura 43 – Teste da estabilidade dos microgéis e EB em diferentes pHs

Figura 44 – Teste da estabilidade dos microgéis e EB em diferentes temperaturas
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As condições ideais para atividade enzimática máxima diferem para enzimas
livres e imobilizadas, dependendo do tipo de suporte, método de ativação e método de
imobilização . 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 microgéis e 500μL
de EB com o tempo de incubação foi fixado em 60 min.

Ao se selecionar o suporte, a alta afinidade (ou capacidade) de se ligar as
enzimas e uma estrutura química adequada (% de hidrofobicidade) para fornecer
atividade enzimática máxima e contato enzima-substrato. Tal propriedade é importante
pois, gera uma interação com as cadeias laterais polares do aminoácidos, mantendo
a enzima ligada ao suporte. Juntamente a tal propriedade, a enzima imobilizada, não
entra em contato direto com o meio, dando a ela estabilidade a variação de pH e
nas mudanças de temperatura. A imobilização contínua da lipase de Pseudozyma
hubeiensis adsorção, 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 preservação 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 glutaraldído, a estrutura dos
polisacarídeos, podendo auxiliar na reticulação, entretanto também comprometendo a
taxa de atividade enzimática.

Para o teste da taxa de atividade controlando a temperatura e um nível de
significância de 5%(P<0,05), pelo teste de Tukey, existe diferença entre as médias
de taxa de atividade com relação aos tratamentos (FIG e FI) e o extrato bruto. Entre
os tratamentos, ou seja as conformações testadas, não existe evidências estatísticas
para concluir que possuem taxas de atividades diferentes. O mesmo pode se concluir
para a comparação 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 múltiplas comparações entre tratamentos
específicos e projetado para manter a taxa de erro tipo I (rejeitar a hipótese de que as
médias são iguais, dado que elas são diferentes) a um nível de significância α (5%). O
teste é baseado na estatística T que tem o objetivo de verificar o pressuposto entre
diferença de duas médias, dessa forma, o teste de Tukey faz as múltiplas comparações
necessária de acordo com a necessidade mantendo a significância sob controle.
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Usualmente, a características necessárias para se obter os objetivo principais
do procedimento de imobilização que são uma alta atividade, estabilidade operacional,
reuso e aumento do tempo de estoque da enzima. Para se chegar a essas característica
o uso de um agente de cross-linking foi utilizado, não se obtendo grandes ganhos com
seu uso. [133]

4.9 Taxa de imobilização através da Avaliação de atividade amilolítica do sobre-
nadante

Após o processo de síntese/imobilização, obteve-se valores do total de EB que
foi imobilizado, sendo que tais valores apresentados na Figura45, não representam o
total de enzimas imobilizadas, pois, são apenas taxas preliminares, para se calculcar,
Overall Immobilization, que reflete de fato a quantidade de enzimas imobilizadas e
ativas, disponíveis para efetuar a catálise do amido (Figura 46)

Figura 45 – Imobilização obtida total de EB
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No estudo feito onde houve comparação entre três polissacarídeos, papel(celulose),
alginato e quitosana, o número de moléculas de água absorvidas pelo alginato foi supe-
rior. Pela perspectiva de estrutura química, as principais diferenças entre os polímeros
está na substituições parciais de grupamentos hidroxila por grupamentos amina, da
quitosana, pelo grupamento COONa, no alginato. O mecanismo de absorção de água
é composta de de dois fatores principais, a absorção da água por sítios específicos
dos polímeros e o agrupamento de água das primeiras moléculas de água a serem
absorvidas. Essa baixa atividade se deve ao fato de que a água tem menor afinidade
aos grupos polares da celulose e da quitosana do que os grupamentos iônicos e polares
do alginato. Substituindo um grupamento hidroxila por grupamentos amino, não leva a
um grande aumento no primeiro mecanismo de absorção de água. [134]

Além da menor afinidade da quitosana pela água, a constituição de EB, além
de diversas proteínas solúveis que se apresentam no meio, EB também constituído
de açúcares, aminoácidos e íons gerando uma força iônica fora da cadeia de alginato,
podendo assim absorver a água presente na cadeia de alginato, superando as forças
do polissacarídeo de reter a água apesar de ter maior hidrofilicidade. [112]

Dessa forma a diferença que se apresenta no experimento onde as conforma-
ções de fase externa (FE e FEG) se apresentaram com menor rendimento em termos
de massa, mas também menores taxas de imobilização, justifica-se por tais fatores
descritos .
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Figura 46 – Taxa de imobilização total de enzimas ativas

Selecionar método de imobilização apropriado é um determinante no processo
de imobilização, pois desempenha o papel mais importante na elucidação da atividade
e das características da enzima em uma reação específica. Especificações de processo
para o catalisador, incluindo atividade enzimática geral, eficácia da utilização da en-
zima, características de desativação e regeneração enzimática, custo do procedimento
de imobilização, toxicidade dos reagentes de imobilização e as propriedades finais
desejadas das enzimas imobilizadas são fatores que devem ser considerados.[135]

O alginato e a quitosana são polisacarídeos amplamente utilizados dentro
da imobilização enzimática por possuírem grupamentos OH e NH2, na quitosana
especificamente. Tais grupamentos permitem com que ambos os suportes tenham
interações com as cadeias polares presentes nos aminoácidos, das cadeias laterais
proteicas enzimáticas. Dessa forma as enzimas irão se manter confinadas tanto pelo
entrapment, devido a rede que ambos os polímeros formam, quanto pelas interações
entre os grupamentos dos componetes do conjunto.[73, 79, 123, 78]

As conformações FI e FIG, foram as conformações mais ativas e as que se
obteve mais rendimento na síntese. O resultado se reflete também no gráficos citados
acima. As conformações FE e FEG, retratam um padrão semelhante, com as ativida-
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des demasiadamente mais baixas, demonstrando que a conformação onde se fez a
dissolução de EB na fase externa, se mostrou ineficiente apesar de se ter uma efici-
ência catalitica semelhante a FI, por meio da síntese de FE. Ambas as conformações
com o glutaraldeído demonstram que as concentração utilizada do reagente reduziu a
atividade enzimática.

4.10 Concentração de proteína no sobrenadante

A determinação da concentração de proteína 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 proteína padrão,utilizando-a como padrão para constituir
a curva de calibração (Figura 47). Para determinar a concentração de enzima imobili-
zada, todas as esferas foram lavadas 3 vezes em um filtro com água para remover a
enzima que não estava presa. A solução de CaCl2 filtrada e as lavagens foram cole-
tadas e testadas quanto à concentração de enzimas para determinar a eficiência do
aprisionamento. A quantidade de proteína encapsulada foi determinada indiretamente
a partir da diferença entre a quantidade de proteína introduzida na mistura de reação
e a quantidade de proteína nos filtrados, sobrenadante (SN) e também nas lavagens
após os ciclos. Na Figura 48 está representado as quantidades de açúcares redutores
produzidos pela hidrólise mediada po SNFI, sobrenadante obtido da reação de síntese
de FI, e SNFIG sobrenadante obtido da reação de síntese de FIG.
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Figura 47 – Curva de calibração para quantificação de proteínas no extrato bruto e para avaliação
do método de síntese
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Figura 48 – Concentração de açúcares redutores, obtidos pela hidrólise do amido, pelo sobrena-
dante recolhido após as sínteses dos microgéis

As concentrações de proteínas em FI e em EB são próximas, possuindo uma
ínfima diferença estatística (Tukey p<0,05), entre as médias obtidas, sendo em
EB 0,70 ± 0,01 mg mL−1 e 0,65 ± 0,02 mg mL−1 em FI pelas análises feitas pelo
método de Bradford. O sobrenadante obtido a partir de FIG possui maior concentração
de proteínas 1,01 ± 0,03 mg mL−1. As imagens obtidas por MEV demonstram que
FIG possui um número maior de rachaduras em sua superfície, demonstrando as
alterações feitas a parir do glutaraldeído. Tais alterações são por conta das alterações
das micro e macro propriedades nos polímeros podendo reduzir a absorção de água e
consequentemente a interação dos polímeros, tanto o alginato quanto a quitosana com
os grupamentos polares que apresentam-se na fase externa da cadeia proteica, au-
mentando assim, as concentrações de proteína no sobrenadante Figura 49 e Figura50.
(BEPPU et al., 2007; ZDARTA et al., 2018)
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Figura 49 – Concentração proteica no sobrenadante proveniente da síntese

A reposta distinta de FIG se deve ao fato de que o glutaraldeído, por ser um
agente reticulante, atuou reduzindo a solubilidade dos polisacarídeos, fazendo com
que tenham menor afinidade pelas proteínas, consequente a afinidade das enzimas
amilolíticas presentes em EB, fazendo com que tal conformação, além de apresentar
menor atividade amilolítica, apresentou maiores concentrações proteicas no sobre-
nadante após a síntese, demonstrando que uma menor concentração de proteínas
ficaram retidas. [136]
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Figura 50 – Concentração proteica no sobrenadante ao longo dos ciclos em FI

O ensaio de Bradford foi descrito pela primeira vez por Bradford e tornou-se
o método preferido para quantificar proteínas em muitos laboratórios . O mecanismo
básico do ensaio é a ligação do corante azul brilhante G-250 da coomassie a pH ácido
a resíduos de aminoácidos básicos, como arginina, histidina, fenilalanina, triptofano,
resíduos de tirosina e interações hidrofóbicas nas proteínas, o que resulta em uma
mudança de cor para azul. As vantagens do teste de Bradford incluem a facilidade de
uso, sensibilidade relativa, baixo custo dos reagentes e baixa interferência de outras
substâncias.[137]

A espécie de fungo típica para se fazer o koji é, o A. oryzae, sendo uilizada
em durante o processo de fermentação, o koji age quebrando os substratos de suas
respectiva aplicação. 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 missô e molho de soja devido à sua
alta capacidade proteolítica, e A. oryzae é amplamente utilizado na produção de saquê,
missô e molho de soja por sua alta capacidade amilolítica.[138]

O ano de 1894 viu o verdadeiro início da moderna tecnologia de enzimas mi-
crobianas, com a Takadiastase , uma mistura relatiovamente não pura de enzimas
hidrolíticas preparadas pelo cultivo de A. oryzae em farelo de trigo, sendo comerci-
alizada no Ocidente pela primeira vez. As enzimas principais de A. oryzae são as
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amilases, alfa-amilase e glucoamilase, que decompõem 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 proteína no
meio reacional após a síntese 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 imobilização.[139]

O teste de proteína Bradford é popular devido à sua facilidade de desempenho
e sensibilidade relativa. A linearização em toda a faixa de concentrações de proteínas
obtida pelo protocolo apresentado aqui simplifica ainda mais o ensaio, pois as amostras
desconhecidas não precisam estar dentro da faixa do gráfico de calibração. [140]

O método onde se utiliza o sobrenadante para se determinar a quantidade de
enzimas entrapeadas no suporte é 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 após a síntese dos microgéis.[138]

Devido à sua facilidade de desempenho e sensibilidade relativa. A linearização
em toda a faixa de proteção das proteínas é aplicada pelo protocolo aqui apresen-
tado, simplificando ainda mais o ensaio, pois as há interações desconhecidas não
sendo necessárias, e fora da faixa de calibração gráfica. As aplicações no campo da
imobilização enzimática.Um trabalho se utilizando puerarina glicosidase em celulose
DAE-52 obteve-se 100% de eficiência de imobilização, sendo tal medida feita pelo
método de Bradford.[71]

Na mesma linha, a imobilização de lipase de Candida Rugosa em quitosana
obteve medindo indiretamente as proteínas, a eficiência de imobilização 78%.[141]

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

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

Modificação adicional do O método de ligação por afinidade é uma camada de
bioafinidade que aumenta exponencialmente a capacidade de ligação enzimática e a
reutilização por meio de várias interações, como forças Coulomb, ligação de hidrogênio
e van der Waals.[141]

A notável seletividade da interação, a orientação de controle da enzima imobi-
lizada e as alterações conformacionais mínimas causadas por esse tipo de ligação,
que resultou em alta retenção da atividade da molécula imobilizada são vantagens



Capítulo 4. Resultados e Discussão 103

principais do método (por exemplo, a ligação entre anticorpos e antígenos ou haptenos,
lectinas e cadeias sacarídicas livres ou macromoléculas glicosiladas, ácidos nucleicos
e proteínas de ligação a ácidos nucléicos, hormônios e seus receptores, avidina e
biotina, etiqueta de poli-histidina e íons metálicos etc.)[141]

Interações hidrofóbicas entropicamente acionadas também são usadas para
ligar enzimas às superfícies do suporte. Quando uma molécula de enzima desloca um
grande número de moléculas de água do suporte e de sua própria superfície durante a
imobilização, resulta em ganho de entropia para produzir as interações hidrofóbicas
entre as duas entidades. A força das interações depende da hidrofobicidade do adsor-
vente e da proteína, regulada pelo tamanho da molécula do ligante hidrofóbico e pelo
grau de substituição do suporte. Modulação adicional das interações hidrofóbicas entre
a enzima e o suporte é alcançada através do ajuste do pH, temperatura e concentração
de sal durante a imobilização da enzima.[138]

A orientação e a estrutura tridimensional das enzimas imobilizadas são cruciais
para garantir alta estabilidade e atividade enzimática. A maioria dos procedimentos
de imobilização não controla ativamente a orientação das enzimas, resultando no
inevitável enterramento e inacessibilidade do local ativo.[142]

Pensou que durante a imobilização as enzimas, como biomoléculas dinâmicas,
podem ficar distorcidas e isso pode alterar suas propriedades catalíticas. No entanto, os
efeitos de diferentes estratégias de imobilização na rigidez ou flexibilidade enzimática e
suas conseqüências na especificidade e estereoquímica em larga escala ainda não
foram claramente avaliados e compreendidos.[72]

A por meio da investigação usando como modelo uma hidrolase de éster, isolada
de uma bactéria que habita um lago cárstico, com amplo espectro de substrato (72
ésteres sendo convertidos; 61,5 U mg1 para tripropionato de gliceril), descobriu-se que
a enzima (7 nm × 4,4 nm × 4,2 nm) poderia ser eficientemente trocada por meio da
força iônica dentro dos poros (9,3 nm em condições secas) de material mesoporoso
ordenado funcionalizado por amino (NH2-SBA-15), atingindo uma carga proteica de 48
mg g1 e atividade específica de 4,5 ± 0,1 U mg1. Quando a enzima foi direcionada ao
local, imobilizada através da interação de dos grupamentos de histinia com um cátion
imobilizado na superfície de dois tipos de micropartículas magnéticas através das tags
de hexahistidina, a proteína carrega até 10,2 μg g1 e atividades específicas de até 29,9
± 0,3 U mg1, foram obtidos. Foi observado que a enzima trocada ionicamente dentro
dos poros do NH2-SBA-15 reduziu drasticamente a faixa do substrato (17 ésteres), em
uma extensão muito maior do que a enzima trocada ionicamente na superfície das
micropartículas magnéticas (até 61 ésteres). Isso é atribuído a diferenças na química
da superfície, tamanho das partículas e acessibilidade do substrato ao túnel do local
ativo. Tais resultados também sugeriram, pela primeira vez, que a imobilização de
enzimas em poros de tamanho semelhante pode alterar as estruturas enzimáticas e
produzir centros ativos enzimáticos com configurações diferentes, os quais promovem
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conversões estereoquímicas de maneira diferente das decorrentes da imobilização
superficial, onde a força da troca iônica também tem influência. Isso foi mais bem
caracterizado, demonstrando que quando a enzima foi introduzida no interior de poros
com um diâmetro (em condições secas) ligeiramente superior ao da estrutura cristalina
da enzima, sendo produzido um biocatalisador enantiospecífico para o (R) -4-cloro-3-
hidroxibutirato de etila, um biocatalisador não encontrado ao usar poros mais largos. Por
outro lado, a imobilização na superfície de micropartículas ferromagnéticas produziu
biocatalisadores seletivos para mandelato de metila (S) - (+) - ou lactato de metila (S),
dependendo da funcionalização.[142] [143]

Este estudo de Rong et al. 2015 demonstra os benefícios de uma extensa
análise dos espectros de substrato para entender melhor os efeitos de diferentes estra-
tégias de imobilização na flexibilidade / rigidez enzimática, bem como na especificidade
e estereoquímica do substrato. Tais resultados ajudarão a projetar materiais e interfaces
ajustáveis para uma manipulação controlada da especificidade e transformar enzimas
não enantiospecíficas em biocatalisadores com maior afinidade ao substrato estereo-
quimicamente quimicamente capazes de converter múltiplas moléculas quirais.[143]

4.11 Análise estatística

4.11.1 Teste de Confiabilidade nas conformações de Fase Interna

O coeficiente alfa de Cronbach (α) resultante de confiabilidade, varia de 0 a
1 ao fornecer essa avaliação geral da confiabilidade de uma medida. Se todos os
itens da escala forem totalmente independentes um do outro (ou seja, não estiverem
correlacionados ou não tiverem covariância), então α = 0; e, se todos os itens tiverem
covariâncias altas, então α irá tender a 1 quando o número de itens na escala se
aproximar do infinito. Em outras palavras, quanto maior o coeficiente α, mais os itens
compartilham covariância e provavelmente variam dentro do menor intervalo possível.
[111]

As amostras com os melhores rendimentos em massa foram submetidas a tal
teste, por apresentarem também maior reuso. São também as amostras que repre-
sentam a maior parte dos testes conduzidos pelo trabalho, que foram FI e FIG, que
obtiveram cerca de 16g de rendimento por síntese. FI possui um alfa 0,976 de e FIG
Possui um alfa de 0,975. Nas tabelas abaixo estão descritas os dados gerados pela
análise.
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Figura 51 – Tabela descritiva das médias e desvio padrão das concentrações de açúcares redu-
tores obtidos

A estatística de item acima demonstram os grupos médias das comparadas.
O programa ao fazer o cálculo do teste de confiabilidade, agrupa as médias em
dois grupos de médias verificando a consistência interna a partir dos parâmetros de
Alfa de Cronbach. FI possui Desvios Padrão aceitáveis de acordo com a estatística
convencional, entretanto o foco do teste é verificar em uma grande gama de respostas,
sua consistência interna, sendo o valor do Desvio Padrão só um elemento da estatística
clássica para dar a referência dentro das medidas feitas. FIG apresenta um alto grau
de variação, chegando a cerca de 50% de variação dentre as médias em ambos
agrupamentos feitos para o cálculo, mas, pelo cálculo do Alfa de Cronbach, o valor do
cálculo apresenta-se aceitável. O alto grau de variação, tanto em FI e FIG se deve ao
diversos fatores, principalmente a forma que a enzima ativa se liga a cadeia polimérica
e a variação esperada na produção da enzima pelo fungo. [142] [112]
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5 Conclusão

Os seis métodos de imobilização enzimática do extrato bruto o fungo Aspergillus
oryzae cultivado em arroz geraram diferentes concentrações de açúcar, sendo as
conformações de fase inter (FI e FIG) as mais ativas e com maior viabilidade no que se
refere ao rendimento de sua síntese. A eficiência de imobilização enzimática de FI foi
de 90% sendo somente 17% ativa, enquanto para FIG foi obtida cerca de imobilização
88% e 12 % de enzimas ativas. Juntamente aos testes de eficiência catalítica foram
feitos testes de reuso, Obtendo em um ciclos de de uma hora 3 ciclos em FI e 2
ciclos em FIG. No que se refere aos testes de taxa de atividade com variação de pH e
temperatura, os testes de FI resultaram em nenhuma diferença quando se comparada
a EB e FIG apresentou resultados superiores de atividade a 45 °C.

A utilização do glutaraldeído encontra-se de acordo com a literatura, sendo a
concentração de 1% usual, entretanto, não se apresenta com um bom desempenho
para o modelo de sistema de enzimas imobilizadas aqui utilizado. Melhores condições
para se trabalhar tal agente ligante/ reticulante deve ser aprimorada com a regulação
de sua ação reacional, obtendo índices de imobilização e cross-linking, adequadas para
que se possibilite maior eficiência catalítica sem a redução do desempenho enzimático.

Os hidrolisados obtidos apresentaram variadas concentrações de açúcar, de-
monstrando que apesar de baixa as quantidades de açúcar, apresentam potencial
de aplicação de modulação enzimática. O estudo também demonstra que com a uti-
lização de dois suportes, pode-se tentar diferentes variações entre eles, alterando
drasticamente o desempenho da enzima imobilizada.

Sugere-se fazer a modulação específica do processo de imobilização do extrato
bruto ou amilase do fungo, para que as o processo de hidrólise seja otimizado na
perspectiva da síntese, por estratégias de funcionalização no suporte melhorando os
índices de atividade enzimática e maior geração de açúcares redutores. Como descrito
por Reyes-Duarte et al. 2018 em seu estudo fazendo a modificação de uma variada
gama de grupamentos, pode se melhorar atividade enzimática não só em termos do
reuso mas também houve um aumento da eficiência catalítica, ao se comparar com a
enzima livre. [144]

A inserção de amiloglicosidase no processo se apresenta como uma alternativa
interessante para o aumento a concentração de açúcares redutores, podendo assim
gerar a hidrólise total do amido e explorar a perspectiva da técnica de coimobilização.

Os sistemas de microgéis a, demonstraram-se eficientes para imobilização
enzimática e podem ser utilizados em distintos setores industriais, após estudos em
escala piloto com o sistema de imobilização utilizado, tanto farmacêutico mas também
na indústria de energia, alimentos e bebidas, podendo ser utilizada para obtenção de
açúcares redutores e para produção de álcool, a partir do amido havendo a possibilidade
de se trabalhar outros produto proveniente da hidrólise além dos açúcares redutores.
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O controle das condições de reação podem ser utilizados como estratégia para
se limitar e modular a reação do glutaraldeído no intuito de se reduzir sua reação
entre as diversas cadeia proteica, presentes em EB, levando a redução da atividade
juntamente, com a redução da interação do suporte com os polisacarídeos.
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