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RESUMO

O objetivo foi testar as enzimas Starmax 480 e Termamyl 120L, amilases ja utilizadas na
producdo de maltodextrinas, imobilizadas em suporte de glioxil-agarose (4BCL). O uso de
amilases imobilizadas pode ser uma maneira eficaz de finalizar esta reacdo, permitindo que
até mesmo um produto mais puro seja obtido, uma vez que as cadeias enzimaticas seriam
retiradas no final da reacdo interrompida por filtracdo. Diferentes proporcdes de enzima-
suporte foram testadas e os derivados produzidos com baixa carga protéica apresentaram
maior estabilidade e capacidade de reutilizagdo. Derivados Starmax e Termamyl produzidos a
56 e 40 mg/g de suporte, respectivamente, atingiram taxa de imobilizac&o de cerca de 5%, em
torno de 3 mg/g de suporte. Nestas condicdes, conseguiram apresentar reutilizacdo de até 4
ciclos, mantendo 2,79% e 2,03% de atividade, porém, uma grande quantidade de proteina
disponibilizada ndo foi utilizada. Nestas condi¢Oes, as mesmas enzimas foram imobilizadas
com 3 mg/g de suporte. Seus derivados atingiram carga de cerca de 2,5 mg/g de suporte e
atividade especifica de 0,12% para a Starmax e 2,03% para Termamyl, embora com atividade
mais baixa apresentaram-se mais estaveis, caracteristica de uma ligacdo multipontual
confirmadas pelo reuso. Puderam ser reutilizados por 8 ciclos para Starmax, mantendo 32%
de atividade e 7 ciclos para Termamyl, mantendo 38% de atividade. Esses mesmos derivados
com menor carga proteica apresentaram maior estabilidade a ebulicdo, com atividade apds 10
minutos de fervura, de 40% para a Starmax e 15% para a Termamyl. Quando comparado a
forma livre e enzimas imobilizadas em uso industrial ambas enzimas imobilizadas

apresentaram pouco rendimento.

Palavras-chave: Maltodextrina. Hidrolise Enzimatica. Amilases. Imobilizacdo. Glioxil-

agarose.



ABSTRACT

The objective was to test the enzymes Starmax 480 and Termamyl 120L, amylases already
used in the production of maltodextrins, immobilized in support of glyoxyl-agarose (4BCL).
Use of immobilized amylases could be an effective way to finalize this reaction, allowing
even the most pure product to be obtained, since the enzymatic chains would be withdrawn at
the end of the reaction interrupted by filtration. Different proportions of enzyme-support were
tested and the derivatives produced with low protein loads presented greater stability and
reuse capacity. Starmax and Termamyl derivatives produced at 56 and 40 mg/g carrier,
respectively, achieved immobilization rate of about 5%, around 3 mg/g carrier. In these
conditions, they were able to present reuse of up to 4 cycles, maintaining 2.79% and 2.03% of
activity, but a large amount of available protein was not used. Under these conditions the
same enzymes were immobilized with 3 mg/g support, their derivatives reached a loading of
about 2.5 mg/g support and specific activity of 0.12% for Starmax and 2.03% for Termamyl,
although with lower activity, were more stable, characteristic of a multipoint link confirmed
by reuse, could be reused for 8 cycles for Starmax, maintaining 32% of activity and 7 cycles
for Termamyl, maintaining 38% of activity. These same derivatives with lower protein load
showed higher stability to boiling, with activity after 10 minutes of boiling, 40% for Starmax
and 15% for Termamyl. When compared to free form and enzymes immobilized in industrial

use both immobilized enzymes showed little yield.

Keywords: Maltodextrin. Enzymatic Hydrolysis. Amylases. Enzymatic Immobilization.
Glyoxyl Agarose.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O amido é um polissacarideo composto por cadeias de amilose e amilopectina. E um
carboidrato de reserva e estd presente nos vegetais, distribuido em grdos de cereais,
tubérculos, frutas imaturas. Representa uma importante fonte de carboidrato da alimentacéo
humana.

O amido é o principal responsavel pelas propriedades tecnolégicas de grande parte dos
alimentos processados, uma vez que contribui para propriedades como textura, estabilizador
de coloides, agente gelificante, como espessante, na retencdo de agua, dentre outros. Uma das
desvantagens do amido é a baixa solubilidade, que pode ser solucionada através da
modificacdo do amido, por métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos.

A hidrélise do amido é uma alternativa para a reducdo das moléculas de amido em
fragmentos menores que confere melhora na solubilidade e dul¢or do produto. A hidrélise
pode ser por meio acido, com reducdo acentuada de pH, com necessidade de neutralizacéo e
consequente formacdo de sal, ou por meio enzimatico, no qual trabalha-se com concentragédo
enzimatica, tempo e temperatura para a rea¢do. A interrupcao da reacdo € etapa predominante
do processo para a determinacdo do composto formado.

De acordo com a hidrélise do amido, pode-se formar diferentes componentes, como as
maltodextrinas de Dextrose Equivalente (DE) entre 5 a 20, dextroses, xarope de glicose,
maltoses, glicose.

A imobilizacdo enzimatica é uma alternativa mais eficiente para interromper a reacao,
uma vez que uma etapa do processo serd adicionada para realizar a filtracdo da enzima
retirando a mesma da solucéo e interrompendo 0 processo, permitir o processo continuo e a
possibilidade de reuso da solugéo.

H& diferentes suportes e formas de fixagdo, estuda-los permite identificar os que
melhor se adequam na producdo de maltodextrinas através da hidrélise do amido. O suporte
glioxil-agarose se liga por ligacdo covalente e apresenta vantagem de estabilizacdo da reacao
devido a ligacdo multipontual, alem de ser resistente a degradacdo microbiana, ser atoxico e
de fécil manuseio.

Esta proposta, uma vez estabelecida, podera trazer como contribui¢des cientificas e
tecnologicas: Ampliacdo dos conhecimentos existentes sobre a tecnologia de imobilizacéo de

amilases e suas aplicagdes; Melhorias na tecnologia de producdo de maltodextrinas, sejam
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melhorias na qualidade do produto final ou mesmo diminuig&o nos custos de producgéo, sendo
de grande interesse que possam também ser usadas em escala industrial.

Este trabalhno tem como objetivo verificar a aplicacdo de duas amilases ja
tradicionalmente utilizadas pela inddstria alimenticia na producdo de derivados de amido,

como as maltodextrinas, em suas formas imobilizadas em suporte de glioxil-agarose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AMIDO

O amido é um polissacarideo, a mais importante fonte de carboidrato da alimentagao
humana, representando 80 a 90% de todos os polissacarideos da dieta (DENARDIN; SILVA,
2008; SILVA et al., 2014). E composto de cadeias de amilose e amilopectina (Figura 2.1). A
amilose ¢ formada por moléculas de glicose unidas por ligagdes glicosidicas o (1-4),
originando uma cadeia linear (Figura 2.1 A). A amilopectina ¢ formada por ligagdes a (1-4) e
a (1-6), formando uma estrutura ramificada (Figura 2.1 B). As proporc¢des dos dois polimeros
dependem das fontes botanicas, das variedades da espécie e do grau de maturacdo do vegetal
(TESTER et al., 2004).

Figura 2.1: Estrutura quimica da Amilose (a) e Amilopectina (b).
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Fonte: Corradini et al. (2005).
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A amilose é uma molécula linear, em geral possui entre 500 e 2.000 unidades de
glicose e massa polimeros entre 10* — 10° g/mol. A amilose tem uma tendéncia alta a
retrogradacéo e produz géis duros e filmes fortes (ZURITA, 2010).

A amilopectina € um polimero ramificado que corresponde a um percentual de 5 a 6%
de ligagdes a (1-6) e massa molecular entre 107 — 10° g/mol. Possuem um grau de
polimerizacdo entre 4.700 e 12.800 unidades de glicose. A amilopectina produz géis macios,
filmes fracos e flexiveis (ZURITA, 2010).

O amido tem sido muito utilizado pela industria alimenticia como ingrediente calorico
e como melhorador de propriedades fisico-quimicas. E utilizado para alterar ou controlar
diversas caracteristicas, como textura, aparéncia, umidade, consisténcia e estabilidade no
armazenamento (shelf life). Pode também ser usado para ligar ou desintegrar; expandir ou
adensar; clarear ou tornar opaco; reter a umidade ou inibi-la; produzir textura lisa ou pomposa
e coberturas leves ou crocantes. Também serve tanto para estabilizar emulsdes quanto para
formar filmes resistentes ao 6leo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2015).

A producdo de amidos modificados € uma alternativa que vem sendo desenvolvida
com o objetivo de superar uma ou mais limitac6es dos amidos nativos e aumentar, assim, suas
aplicacdes industriais, como modificar as caracteristicas de cozimento (gomificacdo);
diminuir a retrogradacgdo e a tendéncia das pastas em formarem géis; aumentar a estabilidade
das pastas ao resfriamento e descongelamento, a transparéncia das pastas ou géis e a
adesividade; melhorar a textura das pastas ou géis e a formacdo de filmes; e adicionar
grupamentos hidrofébicos e introduzir poder emulsificante (PERES, 2013).

AlteracGes nas propriedades tecnoldgicas dos amidos podem ser obtidas por processos
fisicos, tais como tratamento térmico, exposicdo a radiagdes, por processos quimicos e ainda

por processos enzimaticos (CEREDA, 2002).

2.2. MALTODEXTRINAS

As maltodextrinas sdo produtos de hidrélise de amido, comumente caracterizado pelo
grau de hidrolise expresso em dextrose equivalente (DE), que representa uma porcentagem de
rompimento de ligacOes glicosidicas das cadeias do amido em utilizagdo, comumente
calculada pelo aumento dos terminais redutores livres gerados na solucdo ou, ainda, o total de
deteccdo de agUcares redutores (ou glicose, também chamada de dextrose) sobre peso seco do
amido. O valor da DE do amido integro seria zero, enquanto o da glicose pura seria 100. A

Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos, conforme destacam Marchal et
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al. (1999), define maltodextrina como um sacarideo ndo adocicado e nutritivo que consiste de
unidades de glicose unidas por ligagdes o (1-4) e que apresenta DE menor que 20.

As maltodextrinas possuem uma ampla aplicacdo nas industrias de alimentos por
serem sollveis em agua e ndo adocicadas. Elas sdo aplicadas em encapsulamento de
esséncias, aromas e temperos, portadores de adocgantes sintéticos, realcadores de sabor,
ajudam a fornecer consisténcia, como substitutos de gorduras, para prevenir a cristalizacéo e
controlar o congelamento (MARCHAL et al., 1999; WANG; WANG, 2000). Além das varias
aplicacbes em alimentos, também sdo utilizadas nas areas farmacéutica e nutricional
(COUTINHO, 2007). O grau de hidrolise do amido, tipo de reacdo, temperatura, pH,
influenciam as caracteristicas fisicas, quimicas e funcionais das maltodextrinas.

Quando possuem baixa DE (em torno de 5% de hidrélise) apresentam caracteristicas
semelhantes as da gordura, podendo ser utilizada como substituto destas. Além desta
propriedade funcional, também é utilizada como agente gelificante e espessante, para prevenir
a cristalizacdo, auxiliar na dispersibilidade, e controlar o congelamento (COUTINHO, 2007).

As maltodextrinas de alta DE (15% a 20%) protegem o aroma contra a oxidacao,
sugerindo a importancia da DE na funcionalidade dos sistemas de encapsulamento. Também
sdo muito utilizadas como auxiliares no processo de secagem por spray dryer, estando
dividida em trés niveis: antes da secagem, como auxiliar de dispersdo para evitar a
aglomeracdo do produto nas tubulagdes; durante a secagem, para a obtencdo de uma
granulacdo homogénea; e depois da secagem, para a dispersdo do produto em &gua ou
solvente (MORO, 2009).

Variagdes nos valores de dextrose equivalente resultam em maltodextrinas com
diferentes propriedades fisico-quimicas. Entretanto, maltodextrinas com os mesmos valores
de DE podem apresentar propriedades funcionais diferentes, o que reflete a composicédo do
produto devido as condi¢bes do processo de hidrdlise. A origem botanica do amido também é
um importante fator para a composicdo molecular. Com os valores de DE € possivel
classificar e caracterizar os hidrolisados. Aumentando a DE das maltodextrinas ocorre o
aumento na sua higroscopicidade, solubilidade em &gua, fluidez, osmolaridade, dogura e
digestibilidade em produtos infantis. Mas, a diminuicdo da DE e o aumento do tamanho mole-
cular, resultam em maltodextrinas com caracteristicas de amido devido ao seu aumento de

viscosidade e capacidade de formar filme (SILVA et al., 2014).
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2.2.1. Producéo de maltodextrinas

As maltodextrinas podem ser geradas por via acida ou enzimatica. A hidrélise quimica
do amido, ou hidrdlise acida, € uma combinacao de acidos (sulfurico ou cloridrico diluidos),
calor e pressdo. O processo consiste na suspensdo do amido até pH 1,0 com temperaturas
elevadas (135-150°C) e, posterior a neutralizacdo do acido, a mistura é filtrada, clarificada e
concentrada (COUTINHO, 2007; MORO, 2009; SILVA et al., 2014). Os produtos de
hidrolise acida possuem baixa converséo de DE e contém mais moléculas de glicose do que as
produzidas enzimaticamente com o mesmo valor de DE, isto leva a um aumento da dogura
(MARCHAL et al., 1999). A hidrélise acida apresenta como vantagem basica o0 pequeno
tempo de sacarificacdo, porém tem como desvantagens a corrosdo dos equipamentos e a
necessidade de neutralizacdo da solucédo agucarada, provocando a destruicdo dos agUcares e a
queda do rendimento (ZURITA, 2010).

A hidrdlise enzimatica é realizada por enzimas amilases que hidrolisam ligagdes o (1-
4), sua modificacdo enzimatica € mais valorizada quando comparada a hidrolise quimica.
Surmely (1996) relata algumas vantagens do uso de enzimas:

e Na neutralizacdo de uma hidrolise enzimatica para interrup¢do da reacdo, os teores

de minerais s&o minimos;

e Simplificacdo da linha de producdo, com reatores unitarios de liquefacéo,

sacarificacao e descoloracéo;

e Ganho de energia, pois a liquefacdo acida tradicional, em processo por batelada,

exige cozimento sob pressdo com temperatura alta. A liquefacdo enzimatica pode

ser realizada em temperatura de 85°C, durante alguns minutos.

Figura 2.2: Composigdo de maltodextrinas com DE 20, produzidas por diferentes métodos.

100 -

== 8 -+

Enzima Acido Enzima e acido

1

Composicao de carboidratos
(%)

B Sacaridios superiores @Malkose OGlicose

Fonte: Silva et al. (2014).
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A hidrdlise do amido pelos acidos € um processo aleatorio e o produto hidrolisado
acido compreende uma mistura de moléculas com tamanhos diferentes que podem variar de
mondmero a polimeros que se aproximam do tamanho do amido. Por outro lado, as enzimas
tém vantagens sobre os acidos, pois tem especificidade para certas ligacGes. As alfa amilases,
que sdo amplamente usadas, quebram em polissacarideos de peso molecular mais alto, tendo
poucas liberacdes de glicose, maltose ou polissacarideos de baixo peso molecular, conforme
representado na Figura 2.2 (WANG; WANG, 2000).

Sadeghi et al. (2008) sugeriram em seu trabalho o fluxo de produgdo de maltodextrina,
apresentado na Figura 2.3, utilizando a a-amilse Termamyl 2-x. Neste processo, a enzima foi
inativada por reducdo do pH e posterior centrifugacdo para separar sais sollveis provenientes

desta reacéo.

Figura 2.3: Fluxograma esquematico do processo de hidrélise do amido para producdo de
maltodextrina com enzima o-amilase

Preparacdo de suspensdo de amido (35% w / v)

$

Ajuste de pH por NaOH 1N para 6,5
A4

Adicdo enzimatica (0,2-0,3 mm por kg de amido)

A4
Aguecimento a temperatura entre 60 e 70 ° C
sob agitacdo
A4

Controle continuo de DE e Brix (por 30 minutos

A4
( Inativagdo enzimdtica em DE adequado por HCI )
(pH=4,3)

L 4

Separar se¢des soluveis por centrifugadora

9

Secagem em Spray dryer

Fonte: Extraido de Sadeghi et al. (2008), tradu¢do do autor.

Silva et al. (2014) utilizam os padrbes de concentragdo citados por Sadeghi et al.
(2008), com concentracdo de amido entre 30-40% de solidos base seca, pH da solugéo

corrigido para 6,50 com hidréxido de sodio, porém acrescenta ions calcio uma temperatura de
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liqguefacdo entre 90-95°C e inativa a enzima com elevacdo de temperatura a 140°C por 10
minutos. Apos reduz o pH a 4,5 e promove a filtracdo. Moore et al. (2005) utilizaram pH
3,0+0,5 reduzido com é&cido cloridrico para a inativagdo da enzima e posterior neutralizacao
do pH e filtracdo, sem a inativacdo por temperatura.

A inativacdo da enzima € um desafio para as empresas, uma vez que cada valor de DE
determina um tipo de aplicacdo. Os métodos estudados utilizam elevadas temperaturas e/ou
acidificacdo do meio para a inativacdo da enzima, 0 que aumenta a quantidade de etapas do
processo e, consequentemente, 0 custo de processo.

A impossibilidade de reutilizacdo de uma enzima e a paralizagdo do processo sao
fatores que encarecem 0 processo enzimatico. A imobilizagdo de enzimas € um processo
capaz de aumentar a eficiéncia de diversas enzimas, devido a possibilidade de reutilizacéo,
facilidade de remocdo do meio reacional e mesmo a protecdo de sua cadeia protéica de
interacbes com outros componentes do meio (PSZCZOLA, 2001; PESSELA et al., 2003;
TAVANO, 2006; TAVANO, 2013).

2.3. ENZIMAS

As enzimas sdo compostas de natureza proteica, formadas por aminoacidos
sucessivamente ligados covalentemente entre si por ligacdes peptidicas, que atuam como
catalisadores bioldgicos em todas as reacBes metabolicas energeticamente possiveis e
aceleram essas reacoes por ativacdo especifica (CEREDA, 2002; PEREIRA, 2014).

Segundo Lehninger (1985), as enzimas apresentam dupla especificidade, sendo a
especificidade reacional onde uma enzima s6 pode catalisar um tipo de rea¢do, como, por
exemplo, a hidrolise das ligagGes a (1,4) glicosidicas do amido e especificidade do substrato,
de forma que algumas enzimas tém especificidade restrita a um substrato e ndo podem atacar
moléculas diferentes, mesmo com estrutura semelhante. Entretanto, outras possuem
especificidade mais ampla e atuam sobre varios substratos.

Os processos enzimaticos em larga escala, devido a sua especificidade e seletividade,
apresentam menor demanda, tanto em termos de custo e de tempo, permitindo que as enzimas
encontrem aplicacdes em varios campos, como a producéo de biossensores, desintoxicacao de
poluentes, producdo de biocombustiveis, industrias farmacéuticas e industria alimenticia
(ZUCCA et al., 2016).

O mercado global de enzimas industriais atingiu quase US$ 4,6 bilhdes e US$ 4,9

bilhdes em 2014 e 2015, respectivamente. Este mercado devera aumentar de quase US$ 5,0
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bilhdes em 2016 para US$ 6,3 bilhdes em 2021, a uma taxa de crescimento anual composta
(CAGR) de 4,7% para 2016 a 2021. As enzimas industriais de alimentos deverdo
corresponder a um crescimento de quase US$ 1,5 bilhdes em 2016 para US$ 1,9 bilhdes em
2021, com um CAGR de 4,7% de 2016 a 2021 (BCC RESEARCH, 2017).

Este aumento pode ser justificado pela globaliza¢do, aumento da concorréncia e pelo
aumento das pesquisas e desenvolvimento, o que tem tornado 0s processos enzimaticos mais
econbmicos e alternativas ecoldgicas aos processos quimicos, pois enzimas s&o
biodegradaveis por natureza e que torna a procura de fontes mais limpas e ecoldgicas (BCC
RESEARCH, 2017).

As enzimas podem ser de fonte vegetal, como a papaina do maméo e a bromelina do
abacaxi; animal, como as pepsinas, tripsinas e pancreatina, e as de origem microbiana obtidas
por bactérias, fungos filamentosos e leveduras. As enzimas de origem microbiana possuem
mais vantagens por ter mais rendimento e diversidade com propriedades e especificidades
diversas (CEREDA, 2002; SANTOS, 2012).

As enzimas podem ser classificadas em funcéo das reacdes que catalisam, conforme a
Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Classificacdo das enzimas em funcao das reacdes que catalisam.

Categorias Tipo de reacao catalisada

Oxiredutases Transfere elétrons ou atomos (H ou O)

Transferases Reacéo de transferéncia de grupo

Hidrolases Reacdo de hidrolise

Liases Adicéo de grupo a ligac6es duplas

Isomerases Transferéncia de grupo no interior de uma molécula com
formag&o de isbmeros

Ligases Formacdo de ligagdes C-C, C-S, C-O, C-N e clivagem do
APT

Fonte : Lehninger (1985).

2.4. AMILASES

As enzimas amiloliticas pertencem a categoria das enzimas que catalisam as reacdes
de hidrdlises (hidrolases) e, mais particularmente, a categoria das enzimas que catalisam as
reacOes de amido e outros carboidratos relacionados, tais como amilose, amilopectina,
glicogénio e outros polissacaridios (CEREDA, 2002; TAVANO et al., 2008).

Conhecer a forma de acdo das enzimas sob as moléculas de amido é de grande

importancia para a escolha das mesmas para cada produto final desejado. Como apresentado



20

na Figura 2.4, cada enzima age de uma maneira na molécula de amido liberando terminais
redutores e, assim, formando novos produtos.

A enzima a-amilase é encontrada em bactérias, fungos, plantas e animais. Das
numerosas bactérias e fungos de onde podem ser isoladas as amilases, os Bacillus e
Aspergillus sp. sdo os mais estudados e utilizados industrialmente (COUTINHO, 2007). As a-
amilase sdo enzimas que catalisam especificamente e ao acaso a hidrolise das ligacGes
glicosidicas a (1-4) do amido, na amilose, na amilopectina, mas ndo podem catalisar a
hidrélise das ligagdes o (1-6) em amilopectina. A a-amilase é considerada uma enzima
liquidificante, porque reduz drasticamente a viscosidade de pastas gelificadas de amido
(CEREDA, 2002).

Figura 2.4: Padréo de hidrélise de hidrolases na digestéo de amido.

3 s
O @]
O > :#“O ‘O
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Glucoamilase Beta-amllase Alfa-amilase
Alfa-D-glucosidase Pullulanase \j'
O
Endo-(1-4)-alfa D- glucanase Isoamllase

MM' :::%% . ;\:i

@® Mondmero com final ndo redutor O Monomero com final redutor

Fonte: Tomaski e Horton (2012).

Os produtos da hidrélise apresentam moléculas de tamanhos variados e possuem a
configuragdo a no carbono C1 na unidade de glicose redutora produzida. Elas atuam nas
ligagBes das regides internas do substrato e, por isso, causam um répido decréscimo da
viscosidade de amidos gelatinizados (GUZMAN; PAREDES, 1995).
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A atividade e as preparacfes sdo especificas de cada produtor ou comerciante. As
unidades exigem substratos, temperaturas e pH diferentes, dificultando a comparagdo das
atividades a partir das fichas técnicas dos produtos. Em condic¢des fora dos parametros étimos,
as atividades das preparacfes enzimaticas e, por consequéncia, o perfil de hidrélise, mudam
totalmente (CEREDA, 2002). Os principais fabricantes no mercado sdo: Novozymes, BASF
Corp., Associated British Foods plc (Enzimas AB), Danisco/DuPont (Genencor Industrial
Biosciences), Specialty Enzymes e Biotechnology Ltd., DSM, Maps Enzymes Ltd. e Chr.
Hansen A/S, entre varios outros (BCC RESEARCH, 2017).

Starmax 480 é um produto comercial & base de a-amilases capazes de hidrolisar
ligagoes a (1,4)-glicosidicas. De acordo com a especificagdo do fabricante, a enzima é
composta de fonte de Bacillus subtilis e glicerina, apresenta-se como um liquido de cor
castanha, ndo viscoso e totalmente solivel em agua. O produto tem melhor atividade na faixa
de pH entre 5,5 e 7,2. Atua em uma faixa de temperatura entre 65 e 75°C e a permanéncia da
temperatura em 95°C por 20 minutos inativa completamente a enzima (PROZYN, 2017).

A Termamyl® 120L é uma preparacdo enzimatica liquida que contém uma a-amilase
estavel ao calor, produzida por uma cepa geneticamente modificada de Bacillus licheniformis.
Na inddstria de amido, o Termamyl® é usado para a liquefacio continua do amido a
temperaturas de até 105-110 °C, aproveitando a extrema estabilidade ao calor dessa enzima.
A enzima é uma endoamilase que hidrolisa ligacdes o (1-4) glicosidicas em amilose e
amilopectina. De acordo com a especificacdo do fabricante, a Termamyl® exibe atividade
6tima em torno de pH 7 e 90 °C. Em uma suspensdo de amido, Termamyl® pode ser
estabilizado pela adicdo de 50-70 ppm de ions de calcio. Isso permite que ela funcione
efetivamente fora dos intervalos normais de pH e temperaturas (NOVOZYMES, 2017).

2.5. IMOBILIZACAO ENZIMATICA

O uso de enzimas em processos de catalise sofre inimeras limitacdes dificultando a
viabilidade econdmica dos processos. A producdo em larga escala das enzimas, por exemplo,
é muito cara, e geralmente sdo bastante instaveis. Além disso, ap6s a reacdo, as enzimas
solGveis podem contaminar os produtos de reacdo, uma vez que sua recuperacdo € muito
desafiadora e cara (ZUCCA et al., 2016). A necessidade de purificacdo, a instabilidade da
estrutura tridimensional, quando isoladas do seu ambiente natural, a perda da atividade devido
a reacdes do processo ou inibigédo pelo substrato ou produto, resultam em um tempo de meia-

vida operacional curto e, consequentemente, um custo elevado do processo (MATEO et al.,
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2006; SOUZA et al., 2017). Muitas dessas desvantagens podem ser superadas tornando a
enzima insoltvel na reagdo médio.

A enzima imobilizada € definida como enzima fisicamente confinada ou localizada em
certa regido definida do espaco, com retencdo de sua atividade catalitica, que pode ser
utilizada repetida e continuamente (GERHARTZ, 1990; BICKERSTAFF, 1997).

O processo de imobilizagdo enzimética é uma alternativa que veio para tornar o uso
dos catalisadores de alto custo viaveis, através da recuperacdo, reutilizacdo — o que é
alcancado com a aplicacdo de enzimas na forma imobilizada (SOUZA et al., 2017).

O reuso do biocatalisador somente é possivel quando a preparacdo enzimatica é
estavel o suficiente. A estabilidade requerida também pode ser alcancada pela técnica de
imobilizacdo, uma vez que o processo pode alterar as propriedades da propria enzima,
produzindo biocatalisadores com elevada atividade, especificidade e estabilidade — o que tem
tornado a técnica de imobilizagdo mais promissora em tornar o uso de enzimas em larga
escala. E importante ressaltar que a técnica pode ser utilizada em conjunto com avangos na
area de estabilizacdo de proteinas alcancados pela engenharia de proteina, biologia molecular
e biologia computacional (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007; SOUZA et al., 2017).

Tabela 2.2: Comparacdo das principais propriedades dos processos industriais enzimaticos,
tanto da enzima livre (processo homogéneo) quanto das enzimas imobilizadas (processo de
forma heterogénea).

Comparacéao de procesos Enzimas Livres Enzimas Imobilizadas

Desenvolvimento dos Custos Sem adicao Alto

Transferéncia de Massa Sem problemas Podem ocorrer limitagdes

Estabilidade Catalitica Baixo Melhorado (exempol: pH,
temperatura)

Processos posteriores Dificil e caro Facil

Reutilizagao Catalitica Nenhum N(_)r_m almente faceis e
eficientes

Processos Continuos Dificil e caro Possiveis e eficientes

Custo Total Usualmente alto Geralmente baixa

Fonte: Adaptado de Zucca et al. (2016).

A recuperacdo do catalisador apos a reacdo, por exemplo, é eficiente e imediata. A
contaminacdo dos produtos € minimizada e a atividade catalitica enzimatica pode ser
completamente explorada em maultiplos ciclos, 0 que por si so ja € capaz de proporcionar um
equilibrio econémico nas preparagdes enzimaticas imobilizadas; além disso, promovem uma
maior estabilidade em relacdo ao meio, como amplas faixas de pH, temperatura, presenca de

solventes e podem ser usadas em processos industriais continuos de larga escala (ZUCCA et



23

al., 2016). As diferencas gerais entre as enzimas livre e imobilizada estdo apontadas na Tabela
2.2.

2.5.1. Métodos de imobilizacdo enzimatica

A selecdo do método apropriado é parte muito importante do processo de
imobilizacdo, uma vez que desempenha o maior papel na determinacdo da atividade
enzimatica e caracteristicas em uma reacéao particular. Fatores como a desativacdo enzimatica
e caracteristicas de regeneracdo, custo do processo de imobilizacdo, toxicidade dos reagentes
de imobilizacdo e as propriedades finais desejadas das enzimas imobilizadas devem ser
considerados na escolha do método (MOHAMAD et al., 2015). As enzimas podem ser
imobilizadas de diferentes formas, tais como: encapsulacdo; confinamento; adsor¢do;

encapsulacdo e ligacdo covalente (SOUZA et al., 2017).

Figura 2.5: Esquema métodos de imobilizagao.

(A) (B)

Fonte: Adaptado de Fernandez-Fernandez et al. (2012). Legenda: Interagdes fisicas: (A) Confinamento; (B)
Encapsulamento de enzimas; (C) Adsorcdo de enzimas sobre um suporte por forgas idnicas; (D) Ligacdo
Covalente; (E) Reticulago.



24

A. Aprisionamento/ Encapsulagéo

O aprisionamento é definido como um método irreversivel de imobilizacdo enzimatica
onde as enzimas sdo aprisionadas em suporte ou dentro de fibras, quer a estrutura de rede de
um material ou em membranas poliméricas (MOHAMAD et al., 2015). Normalmente a
retencdo fisica de enzimas é em uma matriz porosa, como poliacrilamida, colédgeno, alginato
ou gelatina (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012). A enzima é primeiramente suspensa
na solucdo de mondmero e um processo de polimerizacdo subsequente mantém a enzima
retida, impedindo contato direto com o0 meio ambiente (Figura 2.5 - A e B). Aprisionamento é
0 método de imobilizacdo mais fécil e ndo induz alteracdo estrutural da enzima. No entanto,
esta metodologia € caracterizada por limitaces de transferéncia de massa e baixa carga
enzimatica, que incluem possibilidade de vazamento enzimatico que pode ocorrer quando 0s
poros da matriz de suporte sdo muito grandes, desativacao durante a imobilizacdo, carga baixa

de capacidade e abrasdo do material de suporte durante o uso (MOHAMAD et al., 2015).

B. Adsorc¢do Fisica

Na adsorcdo, as enzimas sdo imobilizadas no suporte por meio de ligagdes como
interacdes hidrofobicas, forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e ligagdes idnicas.
Nas reacdes em meio organico ndo sao requeridas fortes interagdes entre a enzima e o suporte,
sendo a enzima insoltivel no meio polar nestas condi¢des, 0 que torna 0 método vantajoso
(FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012; ZHENG et al., 2012; SOUZA et al., 2017).

A facilidade e simplicidade da técnica, o baixo custo associado e a ndo necessidade de
ativagcdo do suporte sdo algumas das vantagens do método. Entre as devantagens tem-se a
aleatoriedade da interacdo enzima-suporte e a possibilidade de dessor¢do da enzima devido a
variacOes de temperatura, pH e forca i6nica (MATEO et al., 2007; BRADY, JORDAAN,
2009; MENDES et al., 2011; SOUZA et al., 2017).

C. Cross-linking (reticulacéo)
A interligacdo é outro método irreversivel de imobilizacdo enzimatica que ndo requer

suporte para prevenir perda enzimatica na solucdo do substrato (Figura 2.6). O método

também é chamado de imobilizacdo sem portadores, no qual a enzima atua como seu proprio
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portador e virtualmente enzima pura é obtida eliminando as vantagens e desvantagens
associadas aos portadores (MOHAMAD et al., 2015).

Figura 2.6: Diferentes abordagens para a obtencdo de enzimas imobilizadas livre de suporte.

ENZIMA SOLUBILIZADA
d?g% 5§,
A % _ Agente reticulante
‘,/ b / \\ \\\» d
@ LLZaNC g

Fonte: Figura traduzida de Cao et al. (2003). Legenda: (a) cristalizacdo; (b) agregacdo; (c) secagem por
atomizacdo; e (d) reticulacdo direta. CRY, cristais de enzima; AGG, agregados enzimaticos; SDE, enzima
atomizada; CLEC, cristais de enzima reticulados; CLEA, agregados enzimaticos reticulados; CSDE, enzimas
atomizadas reticuladas; CLE, enzimas solubilizadas reticuladas.

A ligacdo cruzada de enzimas dissolvidas via reacbes de grupos NH. de superficie
com um produto quimico bi-funcional cross-linker, como o glutaraldeido, produziu ligacdes
cruzadas insoltveis com enzimas (CLES) com retencdo de atividade catalitica. No entanto,
esta metodologia teve vérias desvantagens: baixa atividade de retencdo, fraca
reprodutibilidade, baixa estabilidade mecénica e dificuldades no manuseio dos CLEs
gelatinosos. A estabilidade mecénica e facilidade de manuseio poderiam ser melhoradas por
cross-linking da enzima em uma matriz de gel ou em um transportador, mas isso levou a uma
diluicdo desvantajosa da atividade (CAO et al.,, 2003; BRADY; JORDAAN, 2009;
SHELDON; PELT, 2013).

D. Ligacdo Covalente
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Na ligacdo covalente a forca da ligagdo covalente enzima suporte é elevada e
normalmente envolve VAarios residuos de enzimas, proporcionando uma rigidez na sua
estrutura. Esta técnica possibilita conseguir a ligacdo multiponto (Figura 2.7) (MATEO et al.,
2007; ZUCCA et al., 2016; SOUZA et al., 2017). Isso deve reduzir qualquer mudanca
conformacional envolvida na inativacdo enzimatica e aumentar consideravelmente a
estabilidade da enzima, por qualquer agente de distorcéo (calor, solventes organicos, valores
de pH) (MATEO et al., 2007).

Figura 2.7: Efeito da imobilizacdo na estabilidade enzimatica.
IMOBILIZACAO PURA DE ENZIMAS IMOBILIZACA MULTIPONTUAL

€

QOH OH
OH

SEM RIGIDEZ ENZIMA RIGIDA
Fonte: Adaptado de Mateo et al. (2007).

O grupo funcional que participa da ligacdo da enzima geralmente envolve ligacédo
através das cadeias laterais da lisina (grupos aminos, a-NH2 da cadeia terminal, e-NH> da
lisina) e &cidos aspartico e glutdmico, grupo carboxilico, grupos fendlicos que ndo séo
essenciais para a atividade catalitica de enzima (GUISAN, 2006; BRADY; JORDAAN, 2009;
MOHAMAD et al., 2015). A atividade da enzima ligada de forma covalente depende do
tamanho da forma do material transportador, natureza do método de acoplamento,
composi¢do do material de suporte e condi¢des especificas dos grupos ativos do suporte
(OZTURK, 2001).

As principais vantagens desse método residem em maior resisténcia do

biocatalisador quanto a variacdo de pH, temperatura e incubacdo em solventes organicos e o
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fato de a enzima n&o ser dessorvida do suporte (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012;
MATEO et al., 2007). Inconvenientes da técnica estdo relacionados a parcial inativacdo e/ou
reducdo da atividade catalitica da enzima devido a alteracdo em sua conformacdo nativa,
impostas pelas ligagdes entre as enzimas e 0s grupos reativos do suporte (SOUZA et al.,
2017).

Na Tabela 2.3 é mostra-se as principais vantagens e desvantagens das técnicas mais

comuns de imobilizacdo enzimatica.

Tabela 2.3: Vantagens e Desvantagens dos principais métodos de imobilizacao.

Tipo de Imobilizagdo ~ Vantagem Desvantagem
Adsorcdo Fisica Reutilizacdo do suporte; Sem estabilizacdo enzimatica;
N&o necessita de reagentes; N&o h& interacdo especifica;

Sem modificacdo enzimatica,; Possibilidade de ruptura.
Barato e simples.

Encapsulacéo Sem modificacdo enzimatica. Limitacdo de transferéncia de
massa;
Possibilidade de ruptura.
Afinidade Alta especificidade da reacdo.  Presenca de funcdes

especificas na enzima;
Design e desenvolvimento

caros.
Cross-linking Possibilidade de estabilizacdo Limitacdo de transferéncia de
enzimatica; massa;
Alta forca de interacao; Uso de reagentes caros e
N&o é necessario o suporte; toxicos;
N&o ha ruptura catalitica. Possivel perda de atividade
enzimatica.
Troca ibnica Barato e simples; Baixa especificidade;
Minima modificacdo Possibilidade de ruptura.
enzimatica.
Ligacdo Covalente Ligacdo multipontual, Protocolos complexos;
Alta forca de interacéo; Uso de reagentes caros e
Possibilidade de estabilizacdo tdxicos;
enzimatica; Possivel perda de atividade
Minima ruptura. enzimatica.

Fonte: Adaptado de Zucca et al. (2016).
2.5.2. A escolha do suporte
Os suportes podem ser classificados de acordo com sua origem, como materiais

organicos e inorganicos. Quanto a sua morfologia, podem ser porosos, ndo porosos e de
estrutura em gel (MATEO et al., 2007; SOUZA et al., 2017).
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Os materiais porosos apresentam como principal vantagem a éarea superficial interna
disponivel para a imobilizagdo, porém devem ser suficientemente grandes para permitir o
acesso da enzima ao substrato — 0 que pode ser um inconveniente se 0 substrato ndo se
difundir no interior dos poros, porém confere uma maior estabilidade as condi¢bes adversas
do meio. Os suportes ndo porosos apresentam como principal vantagem a acomodacédo das
moléculas de enzima apenas na superficie externa, o que permite maior interacdo com o
substrato, porém a area superficial € muito pequena, 0 que se torna uma desvantagem
(MATEO et al., 2007).

Os suportes inorganicos apresentam uma inércia microbiolégica completa e excelentes
propriedades mecénicas. Nesta categoria pode-se incluir matrizes baseadas em Oxidos de
silica e metais, tais como mesoporos de silica, aluminia, cerdmica, mesoporos de vidro
(ZUCCA; SANJUST, 2014).

Existem varias classes de suportes organicos, tais como poliacrilamida e poli (vinil e
alcool), poliamidas e polissacarideos, mas mais recentemente tornaram populares a quitosana,
alginato e derivados de agarose (ZUCCA et al., 2016).

Na selecdo de um suporte para uma determinada aplicacdo devem ser analisadas suas
propriedades fisicas e quimicas, bem como a possibilidade de regeneracdo do material.
Devem ser avaliados os custos do material, a ndo toxidade dos materiais e reagentes, além da
area superficial, permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e
composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofdbica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia
mecanica, dentre outras (MENDES et al., 2011; ZUCCA et al., 2016).

2.5.3. Géis de Agarose

O 4gar é extraido das paredes celulares de algumas algas vermelhas. Agarose é um
heteropolissacarideo gelificante neutro, responsavel pela maior fragio de agar. E um polimero
linear com a unidade repetitiva, mostrada na Figura 2.8, contendo tanto ligagdes B - e
glicosidicas diferentemente da maioria dos polissacarideos mais comuns (DELATTRE et al.,
2011; ZUCCA et al., 2016).

Os polimeros de agarose formam troncos de ligacdo apertados de grande diametro,
muito maiores que uma enzima, e o didmetro aumenta quando a percentagem de agarose
aumenta. Dessa forma, uma enzima com maior suporte / interacdo pode ser obtida usando

agarose com grande porcentagem (PEDROCHE et al., 2007).
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O uso da agarose como suporte para imobilizacdo oferece, entre outras, a vantagem de
ser resistente a degradacdo microbiana, ser mecanicamente resistente, apresentar transparéncia
Optica, ser atoxico e de facil manuseio (TAVANO, 2006).

Figura 2.8: Estrutura da cadeia de agarose.
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Fonte: Zucca et al. (2016). Legenda: As unidades dissacaridicas repetidas sdo chamadas de agarobiose e
neoagarobiose. No caso da agaropectina, 2 ou 6 posicdes de residuos de 3,6-anidro-a-L-galactose podem ser
substituido por —OSQOj3", —OCHj, glucuronato ou residuos de piruvato.

Glioxil-agarose tem sido descrita ha muito tempo como uma ferramenta muito
apropriada para obter forte ligacdo covalente multiponto enzima-suporte. O glioxil-agarose é
constituido de fibras de agarose bastante espessas contendo um grande nimero de grupos
aldeidos muito estaveis ligados ao suporte. Em condicGes alcalinas estes suportes imobilizam
proteinas, via no minimo uma ligacdo de dois pontos, formando ligacfes estaveis e muito
semelhantes a anterior. O suporte é preparado por esterificacdo dos grupos hidroxilas
primarios do suporte com glicidol para introduzir os didis, que sdo posteriormente oxidados
com periodato de sodio (NalO4) para obter o grupo glioxila (MATEO et al., 2006), como
mostrado na Figura 2.9. Apo6s a reagdo, a solucdo sofre uma reducdo final com boro-hidreto
de sodio para tornar as ligagdes irreversiveis (ligagbes secundarias de aminoacidos) e
transformar os restantes grupos de aldeidos em por¢des hidroxilo inertes, necessario para
obter uma superficie totalmente inerte (MATEO et al., 2006).

Uma das desvantagens apontadas por Mateo et al. (2006) do glioxil-agarose para
implementacdes industriais sdo 0s riscos de sua preparacdo, visto que o uso de periodato de

sodio e boro-hidreto em escala industrial possuem riscos aos protocolos de seguranga. O
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primeiro composto é considerado contaminante e um comburente, enquanto o segundo é

explosivo.

Figura 2.9: Preparacéo e aplicacdo do suporte glioxil-agarose.
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Fonte: Adaptado de Zucca et al. (2016).
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CAPITULO 2

1. INTRODUCAO

O amido tem sido muito utilizado pela indUstria alimenticia como ingrediente calérico
e como melhorador de propriedades fisico-quimicas. E utilizado para alterar ou controlar
diversas caracteristicas, como textura, aparéncia, umidade, consisténcia e estabilidade no
armazenamento (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2015).

As maltodextrinas sdo produtos de hidrolise de amido, que pode ser via &cida e/ou
enzimatica (COUTINHO, 2007; MORO, 2009; SILVA et al.,, 2014). S& comumente
caracterizadas pelo grau de hidrolise expresso em dextrose equivalente (DE), conforme
destacam Marchal et al. (1999), que definem maltodextrina como um sacarideo ndo adocicado
e nutritivo que consiste de unidades de D-glicose unidas por ligagdes a (1-4) e que apresenta
DE menor que 20. Quando possuem baixa DE (em torno de 5) apresentam caracteristicas
semelhantes as da gordura (COUTINHO, 2007) e com alta DE (15 a 20) protegem o aroma
contra a oxidacdo, sugerindo a importancia da DE na funcionalidade dos sistemas de
encapsulamento. Também sdo muito utilizadas como auxiliares no processo de secagem por
spray dryer (MORO, 2009).

A inativacdo da enzima ao final do processo de hidrolise € um desafio para as
empresas, uma vez que cada valor de DE determina um tipo de aplicacdo. Os métodos
estudados utilizam elevadas temperaturas e/ou acidificacdo do meio para a inativagdo da
enzima, 0 que aumenta a quantidade de etapas do processo e, consequentemente, o custo de
processo.

A impossibilidade de reutilizacdo de uma enzima e as acGes para paralisacdo do
processo sao fatores que encarecem o processo enzimatico. A imobilizacdo de enzimas é um
processo capaz de aumentar a eficiéncia de aplicacdo de diversas enzimas, devido a
possibilidade de reutilizacdo, facilidade de remoc¢do do meio reacional e mesmo a protecéo de
sua cadeia proteica de interagdes com outros componentes do meio (PSZCZOLA, 2001,
PESSELA ET AL., 2003; TAVANO, 2006; TAVANO et al., 2013).

A enzima imobilizada é definida como enzima fisicamente confinada ou localizada em
certa regido definida do espago, com retencdo de sua atividade catalitica, que pode ser
utilizada repetida e continuamente (GERHARTZ, 1990; BICKERSTAFF, 1997). O processo
de imobilizacdo enzimatica é uma alternativa que veio para tornar o uso dos catalisadores de

alto custo viaveis, através da recuperacao e reutilizacdo, o que € alcangcado com a aplicacao de
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enzimas na forma imobilizada (Souza et al., 2017). O reuso do biocatalisador somente é
possivel quando a preparagio enzimatica ¢ estavel o suficiente (FERNANDEZ-LORENTE et
al., 2007; SOUZA et al., 2017).

O suporte de glioxil-agarose tem sido descrito como uma ferramenta muito apropriada
para obter forte ligacdo covalente multipontual entre enzima-suporte. O glioxil-agarose é
constituido de fibras de agarose contendo um grande nimero de grupos aldeidos muito
estaveis que em condi¢des alcalinas se ligam covalentemente as proteinas, geralmente por no
minimo ligacdo em dois pontos da cadeia proteica, 0 que eleva a estabilidade da enzima
(MATEO et al., 2006).

As enzimas amiloliticas pertencem a categoria das enzimas que catalisam as reacdes
de hidrélises (hidrolases) e, mais particularmente, a categoria das enzimas que catalisam as
reacOes de amido e outros carboidratos relacionados, tais como amilose, amilopectina,
glicogénio e outros polissacaridios (CEREDA, 2002; TAVANO et al., 2008). Conhecer a
forma de agdo das enzimas sob as moléculas de amido € de grande importancia para a escolha
das mesmas para cada produto final desejado.

A enzima o-amilase é encontrada em bactérias, fungos, plantas e animais. Do
numeroso grupo de bactérias e fungos de onde podem ser isoladas as amilases, 0os mais
estudados e utilizados industrialmente s&o os Bacillus e Aspergillus sp. (COUTINHO, 2007).
A Stamax 480 é uma amilase que de acordo com a especificacdo técnica do fabricante
(PROZYN, 2017) trabalha em temperaturas em torno de 65 a 75°C, enquanto a Termamyl
120L, de acordo com a especificacdo do fabricante (NOVOZYMES, 2017), trabalha com
temperaturas mais elevadas em torno de 90°C.

Este trabalho tem como objetivo verificar a aplicacdo de duas amilases ja
tradicionalmente utilizadas pela inddstria alimenticia na producdo de derivados de amido,

como as maltodextrinas, em suas formas imobilizadas em suporte de glioxil-agarose.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAIS

2.1.1. Enzima

Foram utilizadas duas enzimas: a enzima comercial Starmax 480 cedida pela empresa
PROZYN®, e a enzima comercial Termamyl 120L, cedida pela empresa NOVOZYMES®. As
enzimas Starmax 480 e Termamyl 120L foram abordadas neste trabalho por serem as
utilizadas na Industria em processo comercial de obtencdo de maltodextrina. Foram obtidas na
forma de preparados liquidos que apresentaram, respectivamente, 46,29 e 29,52 mg de

proteinas/mL.

2.1.2. Suportes

Suportes de matriz agarose 4BCL da empresa GE HealthCare Life Science.

2.1.3. Substrato

Foi utilizado amido de milho comercial, obtido no comércio de Alfenas/MG.

2.1.4. Equipamentos

Espectofotometro;
Banho Maria;
Agitador;
pHmetro;

Bomba de vacuo.

2.2. METODOS

2.2.1. Preparo do Suporte e Imobilizagdo Enzimatica

Para preparo do suporte glioxil, uma aliquota da agarose 4BCL foi ativada utilizando-
se agua destilada e NaOH 1,7M, em banho de gelo, evitando-se o aquecimento. A seguir, foi
acrescentado NaBH4 (borohidreto de sddio) e, sob agitacdo suave, glicidol (2,3-epoxi-
propanol). A agitacdo foi mantida por 18 horas e entdo o gel foi filtrado e lavado

abundantemente com agua mili-Q, sob vacuo. A agarose assim ativada é oxidada com
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periodato de sodio (NalO4) 100 mM, em agitacdo a temperatura ambiente por 90 minutos,
para ruptura dos grupos gliceril e formacéo dos grupos glioxil (GUISAN et al., 1997). Ao
final, o gel foi filtrado a vacuo, lavando-se abundantemente com agua mili-Q.

A enzima foi imobilizada utilizando-se tampao bicarbonato de s6dio 100mM com pH
10,2, e a suspensdo foi mantida sob agitagcdo suave e constante, a temperatura refrigerada por
48h, juntamente com aliquota de parte reservada da solucdo enzimatica (utilizada como
controle, branco), para acompanhamento das atividades enzimaticas. Ao final das 48h, uma
aliquota do sobrenadante foi retirada para medida do grau de imobilizacdo. Esta reacdo de
oxidacdo com periodato é estequiométrica, podendo-se, portanto, controlar a reacdo para
obtencéo do grau de ativacdo desejado (GUISAN, 1997), o uso de 48h foi em busca de grau
maximo. Apos processo de imobilizacdo, foi acrescentado borohidreto de sodio (Img/mL de
suspensdo) para reducdo do derivado e inativacdo dos grupos ativos remanescentes. Apos 30
minutos, a solugdo foi filtrada a vacuo, lavando abundantemente com &gua mili-Q e o
derivado formado pela imobilizacdo foi mantido em geladeira e usado para testes de

atividade, estabilidade e reuso.

2.2.2. Determinacédo do grau de imobilizacao

O acompanhamento do rendimento de imobilizacdo das enzimas apds processo
descrito no item 2.2.1 foi analisado considerando-se o total de proteinas ofertadas e ligadas ao
suporte utilizando-se 0 método de determinacéo de proteina de Lorwy (com reagente fenol)
(LOWRY, 1951). As amostras do controle e do sobrenadante foram analisadas, sendo a
concentracdo de proteina do controle considerada 100% de proteina e a do sobrenadante a
porcentagem que ndo aderiu ao suporte — por diferenca é determinada a porcentagem de

proteina aderida ao suporte.

2.2.3. Hidrolise Enziméatica

Os derivados tiveram seus parametros de producdo de maltodextrina estudados,
considerando-se a quantidade de pmols de glicose liberados por minuto de reacdo por mg de
proteina.

O grau de polimerizagdo durante a hidrélise do amido foi determinado reduzindo a
avaliacdo do actcar no produto final. Neste método, Acido 3,5-dinitrosalisilico (3,5-DNS) na
presenca de acucar e o hidroxido de sddio é reduzido a 3 amino-5 acido nitrosalisilico. A
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leitura foi realizada em espectrofotdometro com comprimento de onda de 6=540nm (MILLER,
1959).

O substrato utilizado foi uma solucdo de amido diluida em agua na proporcéo de 0,5%
com agua destilada, levada a aquecimento leve até sua completa dissolucéo.

A solucdo de enzima e amido foi encubada com 250uL de solugdo de amido e os
tempos foram registrados e interrompida com adic¢éo de 250uL de DNS, que foram aquecidos
em agua fervente por 5 minutos e resfriadas logo apos. Foi adicionado 2,5mL de agua
destilada no tubo. A leitura de absorvancia foi realizada com comprimento de onda de
0=540nm.

2.2.4. Reuso

Foi avaliada a possibilidade de reutilizacdo dos derivados por diversos ciclos de
hidrolise, conforme descrito no item 2.2.3. No final de cada ciclo, o derivado foi filtrado e
lavado com agua destilada e tampédo de atividade (Fosfato de S6dio 20mM pH 6,9, 37°C) e
uma nova solucdo de substrato foi adicionada para iniciar uma nova rodada de reacdo. As
atividades iniciais e restantes foram avaliadas, sendo que a atividade inicial nessas condicoes
é considerada 100%. No final de cada ciclo, o derivado foi lavado com agua destilada e
tampdo de atividade e uma nova solucdo de substrato foi adicionada para iniciar uma nova

rodada de reacéo.

2.2.5. Influéncia da temperatura do meio na atividade enzimética

As atividades foram determinadas, conforme item 2.2.3, tanto para as enzimas livres

como para as imobilizadas em diferentes temperaturas na faixa entre 37°C a 85°C.

2.2.6. Teste de estabilidade

Os derivados foram testados quanto a sua capacidade de permanecerem em
temperatura de fervura (temperatura determinada de 97°C) por periodo de tempo, testando-se
as atividades enzimaticas apés diferentes periodos de incubacdo. Apos periodo de incubacéo,
as enzimas livres e imobilizadas foram coletadas e tiveram suas atividades determinadas,
conforme descrito no o item 2.2.3, a 37°C. A atividade foi expressa como atividade relativa,

considerando-se a atividade antes da incubacdo como o valor de 100%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As enzimas Starmax 480 e Termamyl 120L foram conferidas e ambas apresentaram
capacidade de hidrdlise de amido, sendo que a Starmax apresentou atividade superior a
Termamyl, respectivamente: 152,23 e 6,28 pmols de glicose liberados/minuto/mg de proteina.
Uma vez que ambas apresentavam atividade catalitica, as duas foram utilizadas nos testes de
capacidade de imobilizacéo.

Para os ensaios de imobilizacdo enzimatica foi preparado suporte de glioxil-agarose
em ativacdo maxima, ou seja, considerando-se ativados todos os grupamentos glioxil
produzidos. A concentracdo de grupamentos ativos disponiveis no suporte foi caracterizada
obtendo-se material com 64,24 pmols de grupos glioxil/g de suporte ou ainda 46,04 umols de
grupos glioxil/mL de suporte, uma vez que convenciona-se que cada 1 grama do suporte
apresenta 1,4 mL de volume, o que condiz com a ativacdo maxima citada por Mateo et al.
(2006) que ,ao usar 4% de agarose, teve ativacdo maxima de 40 umol de grupos glioxil/mL de
suporte.

Primeiramente, foram realizados testes de carregamento enzimatico do suporte,
considerando-se diferentes concentragdes de proteinas, caracterizadas em mg/de proteina/g de
suporte destacadas nas tabelas, disponibilizadas para contato com o suporte para cada enzima

estudada. A Tabela 3.1 retine os varios ensaios realizados para a enzima Starmax.

Tabela 3.1: Imobilizagdo da amilase Starmax 480 nos suportes de glioxil-agarose.

Carga inicial Carga Atividade do  Atividade do
de proteina imobilizada derivado derivado
Ensaios (mg de (mg Proteina Imobilizacdo Atividade
%)* i i recuperada**
poteialy imobilizadatg 0 (Mol (WMotminm - recu?
suporte) derivado) gp
Livre 152,233
I 88,443 38,84 43,94% 23,846 0,614 0,40%
I 56,557 3,759 6,65% 15,969 4,248 2,79%
" 3,000 2,542 84,75% 0,482 0,189 0,12%

Fonte: Dados do autor. * (Atividade total inicial — atividade total final no sobrenadante da solugdo/ atividade
inicial total) x 100. ** Considerando: (atividade total do derivado/atividade esperada da mesma massa de
enzima) x 100. Dados de atividade a 37°C.

Ao se realizar um teste inicial de imobilizacdo da Starmax, a principio foi utilizada
uma carga de proteina equivalente a cerca de 90mg/g de suporte (Tabela 3.1). Nestas
condicdes, observou-se que menos de 50% da proteina inicialmente oferecida ao suporte
(43,9% de acordo com os dados da Tabela 3.1) foram de fato imobilizadas. Desta forma,

realizou-se novo ensaio partindo-se diretamente de condigdo de carregamento do suporte
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equivalente a cerca de 50 mg de proteina/g de suporte. Quando esta nova condicao foi testada,
cerca de 3mg de proteinas foram ligadas ao suporte. Embora a atividade recuperada nesta
nova condic¢do fosse maior do que na condicdo anterior, sendo 2,8% em comparacédo a 0,4%,
conforme observado na Tabela 3.1, ainda se pode ressaltar o grande desperdicio de enzima ja
que cerca de 94% da carga inicial ndo foi aproveitada para composicao do biocatalizador.

Passou-se entdo a realizacdo de um terceiro procedimento de produgdo do derivado
enzimatico que considerasse a carga de cerca de 3mg/g de suporte. Quando esta ultima
condicdo foi testada, cerca de 85% da enzima foi aproveitada na composic¢do do derivado,
embora o catalisador passasse a apresentar atividade recuperada mais baixa, com cerca de
0,12% em relacdo ao esperado para a mesma quantidade de enzima na forma livre (Tabela
3.1). Geralmente as distor¢Ges causadas na estrutura da enzima durante imobilizacdo podem
causar uma diminuicdo da atividade enzimatica, embora algumas excecdes podem ser
encontradas (ZUCCA et al., 2016). Embora se observe esta baixa atividade, muitas vezes
quando ligag6es multipontuais de fato ocorrem, também acontece uma maior rigidificacdo da
cadeia proteica — 0 que naturalmente é esperado nestes processos de imobilizagdo, mas que
pode levar a vantagem de uma maior estabilizacdo da enzima, que passa a conseguir se
manter ativa em condicGes mais extremas do meio, onde a enzima livre ja ndo poderia. Os
dados da Tabela 2.3.1 indicam que a enzima assim imobilizada (menor carga no suporte)
poderia estar conseguindo se ligar ao suporte por mais pontos e essa sua menor atividade pode
estar refletindo tal condi¢do. Para uma maior constatacdo desta possibilidade, os dados de
reutilizacdo do catalisador podem reforcar esta discussao e serdo apresentados adiante.

Para os testes de imobilizagdo da Termamyl, inicialmente foram utilizadas duas
condicgdes de carga proteica de cerca de 60 e 40 mg/g de suporte, que obtiveram igualmente
5% de taxa de imobilizacdo, sendo a carga do substrato respectivamente 3,155 e 2,015 mg de
proteina ligadas ao suporte (Tabela 3.2). A atividade recuperada nestas condicBes foi
relativamente alta, sendo em torno de 50% e 40%, respectivamente; porém uma grande carga
de proteina adicionada inicialmente ndo foi aproveitada nesta imobilizacdo, cerca de 95%.
Partindo do mesmo principio discutido para a Starmax, passou-se, entdo, a realizacdo de um
terceiro procedimento de produgéo do derivado enzimético que considerasse a carga de cerca
de 3mg/g de suporte. Na ultima condicéo testada, cerca de 80% da enzima foi imobilizada,
embora sua atividade recuperada tenha sido baixa, cerca de 2% da atividade esperada para a
mesma carga de enzima livre (Tabela 3.2). Este fato reforca o ja apresentado com a enzima
Starmax, indicando que de fato um maior nimero de ligacbes pode ter ocorrido entre a

enzima e o suporte, levando a uma maior rigidificacdo da cadeia proteica, porém com
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possiveis vantagens em sua estabilizacdo e reutilizacdo do suporte, como sera apresentado a

sequir.

Tabela 3.2: Imobilizacdo da amilase Termamyl 120L nos suportes de glioxil-agarose.

Carga inicial Carga Atividade do  Atividade do
de proteina imobilizada derivado derivado
Ensaios (mg de (mg Proteina Imobilizacéo Atividade
a N (%)* (uMols/min/g  (uMols/min/m  recuperada***
proteina/g |mob|_I|zada/g de derivado) g proteina)
suporte) derivado)
Livre 6,289

I 63,118 3,155 5,00% 10,282 3,259 51,82%
I 40,400 2,015 5,00% 4,969 2,466 39,21%
" 3,000 2,415 80,51% 0,308 0,127 2,03%

Fonte: Dados do autor. * (Atividade total inicial — atividade total final no sobrenadante da solugéo/ atividade
inicial total) x 100. ** Considerando: (atividade total do derivado/atividade esperada da mesma massa de
enzima) x 100. Dados de atividade a 37°C.

Tavano (2006) relata as dificuldades de difusdo de um substrato macromolecular como
o amido, um polimero de glicose de alto peso molecular e, principalmente, por ser composto
de fraches como a amilopectina, que apresenta estrutura ramificada e espacialmente
desfavoravel a sua difusdo através da malha dos diferentes suportes. Deve ser considerada a
possibilidade de ocorréncia de problemas difusionais deste substrato através da “malha” do
gel de agarose, 0 que poderia dificultar a acdo de alguns derivados em estudos, o que foi
observado em diferentes concentragcdes das enzimas, tanto para a Starmax 480 como para a
Termamyl 120L, apresentadas nas Tabela 3.1 e Tabela 3.2.

Um problema adicional no caso de amilases ¢ o acesso ao amido devido a natureza
macromolecular do substrato. Para manter alta atividade, a imobilizacdo ndo deve apenas ndo
distorcer o centro ativo, mas também orientar o centro ativo em direcdo ao meio de reacdo
para permitir acesso livre deste grande substrato (TAVANO et al., 2008).

Os derivados de glioxil-agarose foram testados quanto a sua possibilidade de reuso,
visto que esta € uma das vantagens da imobilizacéo.

Observa-se que os derivados de glioxil-agarose mantiveram a atividade ao longo dos
reusos, conforme dados da Figura 3.1. A enzima Starmax, submetida ao ensaio Ill (carga
inicial de 3,0 mg/g de suporte), obteve atividade relativa até o 8° reuso de cerca de 32%,
sendo sua taxa mantida em cerca de 50% do 2° ao 5° reuso. O ensaio Il, com derivado
contendo cerca de 3,0 mg de proteina por grama de suporte, mas preparado com carga maior,
obteve atividade relativa até 4° reuso de 18%, sendo sua redugdo nos reusos anteriores de
36%. Ja o derivado do ensaio I, com 38,84 mg de proteina/g de derivado, teve sua atividade

diminuida para 39% no segundo reuso finalizando com cerca 13% no 3° reuso. Tal fato
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reforga o apresentado anteriormente, 0 suporte com menor carga inicial de proteina teve mais
oportunidade de realizar ligagdes multipontuais, que com sua rigidificacdo obteve maior

estabilidade.

Figura 3.1: Reuso de derivados de glioxil-agarose (4BCL) produzidos com diferentes
concentracdes da amilase Starmax 480.
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Legenda: Enzima Starmax 480 nas nos ensaios I, Il e 1l1 com concentracdes de respectivamente com 38,84,

3,759, e 2,543 mg/g derivado. A atividade do reuso foi determinada usando 0,5% de amido com tampéo Fostato
de Sédio 20mM pH 6,90 a 37°C.

Fato similar foi encontrado com os reusos da amilase Termamyl 120L (Figura 3.2). De
acordo com as concentracOes apresentadas na Tabela 3.2, o derivado formado pela menor
carga inicial de proteina 3,0 mg/g de suporte obteve maior estabilidade ao reuso, tendo sua
atividade relativa reduzida somente no 4° reuso, com uma atividade de cerca de 70%,
finalizando com 38% da atividade inicial no 7° reuso, onde sua recuperacdo ja nao foi
possivel. As enzimas do ensaio | e 1l com taxa de imobilizacdo de 5% (Tabela 3.2) foram
pouco estaveis, 0 que demonstra que ndo ocorreram muitas ligagdes multipontuais, ao
contrério do ensaio Ill, que com taxa de imobilizacdo de 80% permitiu uma maior interacdo
enzima substrato com a formacéo de ligacGes multipontuais e maior estabilidade do derivado
como comprovado pelo seu reuso (TAVANO et al., 2013).

Esta estabilidade observada para os derivados das enzimas Starmax e Termamyl
referentes ao ensaio 111, ou seja, com producdo a partir de carga inicial de 3,0 mg de proteina

por grama de suporte, refor¢a a possiblidade de que um maior numero de ligagdes covalentes
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entre o suporte glioxil-agarose e as enzimas de fato pode ter ocorrido e, desta forma, optou-se
pela utilizagdo destes derivados para os demais testes.

Figura 3.2: Reuso de derivados de glioxil-agarose (4BCL) produzidos com diferentes
concentracdes da amilase Termamyl 120L.
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Legenda: Enzima Termamyl 120L e nas concentracfes de I, Il e Il respectivamente com 3,155, 2,015, 2,415

mg/g derivado. A atividade do reuso foi determinada usando 0,5% de amido com tampédo Fostato de Sédio
20mM pH 6,90 a 37°C.

A influéncia da temperatura do meio nas atividades das enzimas livres e imobilizadas
foi verificada e seus resultados expressos na Figura 3.3. A enzima Starmax, na sua forma livre
(Figura 3.3 [A], simbolo fechado) apresentou sua atividade méxima em 55°C, poréem pode-se
observar que esta enzima se manteve com alta atividade relativa por toda a faixa de
temperatura testada entre 37°C e 75°C, apresentando uma reducdo (cerca de 25%) apenas
guando a temperatura de 85°C foi utilizada. J& sua forma imobilizada apresentou
comportamento distinto (Figura 3.3 [A], simbolo aberto), demonstrando dificuldade de
exercer seu potencial catalitico quando em temperaturas inferiores a 70°C, sendo que o 100%
de atividade foi alcangado apenas quando a temperatura testada foi de 85°C. Este
comportamento novamente indica que a enzima pode ter sofrido rigidificacdo de sua cadeia
com a imobilizacdo no suporte para ligacdo multipontual (glioxil-agarose ativado ao
méaximo), levando a enzima a apresentar maior dificuldade de vencer a barreira energética,
sendo que somente quando alta energia é oferecida ao sistema (altas temperaturas) a enzima

consegue elevar seu potencial catalitico.
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Observacdo semelhante se deu com a enzima Termamyl (Figura 3.3 [B]) que também
mostrou um comportamento em que a aceleracdo de sua atividade foi crescente com o
aumento da temperatura, apresentando um potencial catalitico de menos de 20% em
temperatura do meio de 37°C, em comparacdo ao potencial demonstrado em 65°C. Embora a
imobilizacéo tenha a tendéncia de tornar a enzima mais estavel, o percentual de atividade da

Termamyl imobilizada foi reduzido em altas temperaturas, acima de 75°C (Figura 3.3 [B]).

Figura 3.3: Atividade relativa das amilases Starmax (A) e Termamyl (B) em suporte de
glioxil-agarose (4BCL) em funcédo da temperatura do meio de reacéo.
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Legenda: Simbolos fechados enzimas livres: (@) Starmax e (m) Termamyl, e simbolos abertos sdo os derivados
de glioxil-agarose com as enzimas (o) Starmax e (o) Termamyl do ensaio Ill, com carga inicial de 3,0 mg de

proteina por grama de substrato. A atividade foi determinada usando 0,5% de amido com tampéo Fostato de
Sédio 20mM pH 6,90.

Embora o ensaio de atividade 6tima possa ter indicado uma reducdo na atividade da

Termamyl em temperatura acima de 65°C, sua estabilidade de incubagdo confirma que a
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enzima imobilizada pode ser de fato mais estavel do que a forma livre, como se observa pelos
dados apresentados na Figura 3.4, tanto para a Starmax como para a Termamyl.

A Figura 3.4 (A) representa os resultados para o derivado da Starmax contendo 2,542
mg de proteina/g suporte e sua forma livre, ap6s incubacéo sob fervura. E possivel observar
que, logo no primeiro minuto de incubacdo sob fervura (97°C), a atividade relativa da enzima
livre caiu para 7% quando a enzima imobilizada manteve 73% de sua atividade inicial.
Mesmo ap0ds 10 minutos submetida a esta condicdo extrema, a Starmax imobilizada foi capaz

de manter cerca de 40% de sua atividade inicial.

Figura 3.4: Estabilidade térmica das amilases Starmax (A) e Termamyl (B) em suporte de glioxil-
agarose (4BCL) em funcdo do tempo de incubag&o.
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Legenda: Simbolos fechados enzimas livres: (@) Starmax e (m) Termamyl, e simbolos abertos sdo os derivados
de glioxil-agarose com as enzimas (o) Starmax e (o) Termamyl, do ensaio Ill, com carga inicial de 3,0 mg de
proteina por grama de substrato. A atividade foi determinada usando 0,5% de amido com tampdo Fostato de
Sédio 20mM pH 6,90, sob fervura, temperatura aproximada de 97°C.

A Figura 3.4 (B) demonstra que a Termamyl (derivado contendo 2,415 mg de

enzima/g de suporte) também demonstrou maior tolerdncia a condi¢do de fervura em
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comparacao a sua forma livre, sendo que com um minuto de incubagdo a enzima livre passou
a apresentar atividade relativa de 24% contra 62% de atividade para a forma imobilizada. Esta
estabilidade se manteve até os 6 minutos de incubacéo, sendo que aos 10 minutos houve uma
reducdo da atividade para apenas 8% para a enzima livre, enquanto a forma imobilizada ainda
mantinha cerca de 15%.

A estabilidade térmica do derivado de glioxil-agarose (4BCL) foi comprovada ao
utilizar o derivado com menor carga inicial de proteina, fato que pode ser justificado mais
uma vez pela ligacdo multipontual da ligacdo covalente.

Considerando-se todas as observacdes de comportamentos dos biocatalisadores aqui
propostos, ao se comparar o desempenho das enzimas em sua forma livre e imobilizada e se
considerar a potencial aplicacdo no processo industrial, atualmente empregado pela empresa
parceira do Sul de Minas, € importante estabelecer-se algumas considerac6es finais sobre esse

possivel desempenho destas formas enzimaticas aqui estudadas.

Figura 3.5: Fluxograma de producdo de maltodextrina em uma empresa do Sul de Minas
Gerais.
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Fonte: Proprio autor (2018).

No processo em utilizacdo pela empresa (Fluxograma apresentado na Figura 3.5), séo

utilizadas as seguintes condicGes para uma hidrolise enziméatica em torno de DE de 20%:
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(A) Starmax 480 da Prozyn® - utiliza-se 200 mL de enzima Starmax 480 para cada
tonelada de amido base seca. A solucdo é mantida a temperatura entre 65-75°C por
30 minutos sob agitacdo a 700 rpm, ap0s o tempo de reacdo a temperatura do
reator é elevada a 90° por 20 minutos para inativacdao da enzima e ajuste de brix e
secagem em spray dryer.

(B) Termamyl 120L da Novozymes® - utiliza-se 1000mL de enzima Termamyl 120L

para cada tonelada de amido base seca, a solucdo é mantida a temperatura de 85-
90°C por 15 minutos sob agitacdo a 700rpm e, apés o tempo de reacdo, a
temperatura do reator é elevada a 105°C por 10 minutos para a inativacdo da
enzima e ajuste de brix e secagem em spray dryer.

Considerando-se as condi¢cdes do processo industrial descritas, para a aplicacdo da
enzima Starmax, que neste trabalho apresentou em sua forma livre 152,23 pMols/min/mg de
proteina e considerando seu derivado com a atividade de 0,4830 uMols/min/g de derivado,
ambos a 37°C (Tabela 3.1), considera-se que para cada 1 mg de enzima livre seriam
necessarios o equivalente a 314,7 g de derivado. Mas, isto se considerada sua atividade a
37°C. Se fosse utilizado o derivado a 75°C (temperatura mais proxima do que se aplica no
processo industrial em questdo), esta relacdo diminuiria em até 3X, ja que a esta temperatura
se tem uma maior ativagcdo da enzima, conforme visto na Figura 3.3 (A). Levando em
consideracdo o processo industrial a 75°C, a enzima livre apresenta 164,691 puMols/min/mg de
proteina e o derivado 1,705 pMols/min/g de derivado; nestas condi¢des o volume de derivado
seria de 96,599 derivado para cada mg de enzima livre. Ainda assim, pode-se considerar que
esta € uma massa de derivado muito alta para as proporcdes do processo em escala industrial,
embora seja importante ressaltar que, ao final, se obtém um produto mais puro, sem a
contaminacdo pela prépria cadeia enzimatica, ja que a reacdo pode ser paralisada pela simples
filtracdo do meio, o que também propicia uma interrupcdo simplificada da reacdo e ha a
possibilidade de reuso do catalisador.

Fazendo-se 0 mesmo exercicio de consideracdo sobre as potenciais condi¢fes de
utilizacdo industrial apresentadas para a enzima Termamyl, a atividade recuperada para o
derivado a uma temperatura de 37°C foi cerca de 2,03% da enzima livre, que apresentou
6,2892 pMols/min/mg de proteina e ao se considerar seu derivado com a atividade de 0,308
pHMols/min/g (Tabela 3.2), se poderia estimar que para cada 1 mg de enzima livre se deveria
utilizar 20,42 g de derivado. Comparando as atividades das duas formas enzimaéticas, a
enzima livre apresenta atividade a 75°C, que é de 11,8753 pMols/min/mg de proteina, e a

enzima imobilizada em 65°C, que é de 1,905 pMols/min/g de derivado, ou seja, seriam
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necessarios 6,23g de derivado para cada mg de proteina livre. Embora ja seja uma relacdo de
massa de derivado bem menor do que a estimada para a Starmax, essa massa torna 0 processo
de aplicacdo dificultado para as proporc¢des industriais, ainda que aqui também se destaque a
possibilidade de maior pureza do produto e da reutilizacdo por no minimo 7 aplicacdes, de
acordo com 0s ensaios expressos na Figura 3.2.

O suporte glioxil-agarose é um suporte de material poroso onde a enzima pode
adentrar sua “malha” durante o processo de imobilizacdo (PERES, 2013). Este fato torna
maior o problema da utilizacdo do derivado enzimatico, em especial quando o processo inclui
um substrato de alto peso molecular como o amido, que pode ter dificuldade de acesso ao
interior do derivado, causando reducdo acentuada da atividade catalitica das enzimas por
dificuldades difusionais de substratos e produtos (TAVANO et al., 2008). Embora o suporte
glioxil-agarose seja reconhecido como um Otimo material para promover a estabilidade de
enzimas — e neste trabalho tal expectativa tenha sido observada —, a aplicacdo da hidrdlise de
amido, substrato de cadeia de alto peso molecular, de fato se apresentou como um problema
que pbe em questionamento a aplicacdo deste biocatalizador a este processo. Outros suportes

poderiam ser testados como alternativa de melhor resultado.



o1

4. CONCLUSAO

A imobilizacdo das enzimas estudadas Starmax 480 e Termamyl 120L no suporte
glioxil-agarose 4BCL foi possivel, onde confirmou-se algumas vantagens da imobilizacdo
multipontual, como a possibilidade de reuso em 8 ciclos para a Starmax e 7 ciclos para a
Termamyl, a elevacdo da estabilidade térmica e a facilitada interrupcao da reacdo pela simples
remocao do catalisador.

Contudo, sugere-se maiores estudos com diferentes suportes para aumentar a

eficiéncia catalitica das duas enzimas para aumentar a eficiéncia catalitica para uso industrial.
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