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RESUMO

O amido ¢ o segundo polissacarideo mais abundante no mundo e é o carboidrato mais
importante da dieta humana. Ele se encontra distribuido em granulos, de natureza
semicristalina, e ¢ composto por duas macromoléculas: a amilose, essencialmente linear, ¢ a
amilopectina, extremamente ramificada. Muitas das aplicagdes industriais do amido
dependem da hidrélise desse composto e esta tem sido preferencialmente realizada com a
utilizagdo de enzimas amilases. Estas podem ser utilizadas nas formas livre e imobilizada,
porém a forma imobilizada apresenta varias vantagens, como possibilidade de aumento da
atividade e da estabilidade. Nesse trabalho, foi feito o estudo do processo de imobilizagao da
enzima o-amilase, Termamyl® 2X, em resina de troca i0nica, Duolite® A-568. Primeiramente,
foram avaliados: a atividade da Termamy1® 2X livre a 0,2% v/v; sua estabilidade em relagdo
ao pH, por 2h, a 0,05% v/v e os testes preliminares para definir a melhor temperatura de
imobilizacdo por adsor¢do. Na sequéncia, foi feito um delineamento composto central (DCC),
no qual foram avaliados a influéncia do pH, do tempo e da concentragdo de enzima nas
seguintes respostas do processo de imobilizacdo por adsorcdo: atividade da enzima
imobilizada (Al), atividade recuperada (AR) e eficiéncia (Ef). A partir desse DCC, foram
definidas as condigdes Otimas e foram feitos testes preliminares nessa condigdo para definir o
procedimento de ligacdo cruzada com glutaraldeido a ser testado: antes ou apds a adicao de
enzima. A partir disso, foi realizado um segundo DCC, no qual foram avaliados a influéncia
da concentracdo de glutaraldeido e do tempo de reticulacdao nas respostas Al, AR e Ef, no
processo de imobilizacdo por ligacdo cruzada. Também foi feita a otimizagcdo desse
planejamento e foi selecionada a condi¢do mais adequada (0,2% m/v de glutaraldeido e tempo
de reticulagdo de 25 minutos), na qual foram avaliados a atividade da enzima imobilizada, a
estabilidade em relagdo ao pH, a estabilidade de armazenamento (a 4°C e pH 6,5, por 25
dias), feita também para a condi¢ao 6tima do DCC de imobilizagao por adsor¢ao, € o numero
de reusos. A enzima livre e a imobilizada por ligagdo cruzada apresentaram atividade o6tima
em pH 7,00. A enzima livre se apresentou mais estavel em pHs 7,00 e 7,50, mantendo,
respectivamente, 62,10% e 60,57% de atividade residual, enquanto a enzima imobilizada se
apresentou mais estavel em pH 7, mantendo 43,20% de atividade residual. No primeiro DCC,
foi definida a temperatura de 25°C e a condicdo 6tima obtida para a imobiliza¢do foi a
seguinte: pH 4,82, tempo de 15 minutos e concentracdo de enzima de 0,878 % v/v. No
segundo DCC, foi estabelecido que a ligagdo cruzada devia ser feita anteriormente a adicao de
Termamyl® 2X e a condi¢do 6tima obtida foi: 0,00% m/v de glutaraldeido e tempo de
reticulacdo de 25 minutos. Em ambos os procedimentos de imobiliza¢do foi bem sucedida a
validag@o dos pontos 6timos. Ao comparar os dois DCCs, observou-se que o primeiro DCC
apresentou respostas melhores: 77,70 U para Al, 30,43% para AR e 54,84% para Ef. No
processo de imobilizagdo por ligacdo cruzada, as respostas obtidas foram: 35,66 U for Al,
31,38 % for AR e 46,51 % for Ef. Apds armazenamento de 25 dias, em pH 6,5 a 4°C, a
enzima imobilizada por adsor¢do apresentou atividade residual de 9,57% e a enzima
imobilizada por ligacdo cruzada apresentou 18,23% de atividade residual. Em relacdo ao
nimero de reusos, apoés trés ciclos a enzima imobilizada por ligagdo cruzada apresentou
atividade residual e estabilidade significativas.

Palavras-chave: amido, imobilizacdo, a-amilase, resina de troca idnica, adsor¢do, ligacao
cruzada.



ABSTRACT

Starch is the second most abundant polysaccharide in the word and it is the main carbohydrate
in the human diet. It is distributed in granules, with a semycristalline nature and it is
composed of two macromolecules: amylose, an essentially linear polysaccharide, and
amylopectin, an extremely branched one. Many of the industrial applications of starch depend
on the hydrolysis of this compound and it has been preferentially carried out with the use of
amylase enzymes. They can be used free and immobilized, but the immobilized form has
several advantages, like the possibility of increasing enzyme activity and stability. In this
research, the immobilization process of the enzyme a-amylase, Termamyl® 2X, in ion
exchange resin, Duolite® A-568, was studied. First, the following points were evaluated: the
activity of free Termamyl® 2X, 0.2 % v/v; it’s stability in relation to pH, for 2 hours, at 0.05
% v/v and preliminary tests to define the best temperature of immobilization by adsorption.
Then, a central composite design (CCD) was defined, in which the influence of pH, time and
enzyme concentration on the following responses of the immobilization by adsorption were
evaluated: immobilized enzyme activity (IA), recovered activity (RA) and efficiency (Ef).
From this CCD, the optimal conditions were defined and preliminary tests were carried out in
this condition to define the crosslinking procedure with glutaraldehyde to be tested: before or
after the addition of the enzyme. After this, a second CCD was carried out, in which the
influence of glutaraldehyde’s concentration and the crosslinking time on the responses IA, RA
and Ef, in the process of immobilization by crosslinking, were evaluated. The optimization of
this planning was also carried out and, in a defined condition (0,2% w/v of glutaraldehyde and
crosslinking time of 25 minutes), the activity of the immobilized enzyme, the stability in
relation to pH, the storage stability (at 4 °C and pH 6.50, for 25 days), also performed for the
optimal condition of the immobilization by adsorption, and the number of reuses were
studied. The free enzyme and the immobilized one by crosslinking showed optimum activity
at pH 7.00. The free enzyme was more stable at pH 7.00 and 7.50, keeping 62.10% and
60.57% of residual activity, respectively, while the immobilized enzyme showed optimum
better stability at pH 7.00, keeping 43,20% of residual activity. In the first CCD, the
temperature of 25°C was defined and the optimal condition obtained for the immobilization
was as follows: pH 4.82, time of 15 minutes and enzyme concentration of 0.878 % v/v. In the
second CCD, it was established that crosslinking should be done prior to the addition of
Termamyl® 2X and the optimum condition obtained was: 0.00 % w/v of glutaraldehyde and
crosslinking time of 25 minutes. In both immobilization procedures, the validation of the
optimal points was successful. When comparing the two CCDs, it was observed that the first
one revealed better results: 77.70 U for 1A, 3043 % for RA and 54.84 % for Ef.
Immobilization by crosslinking showed the following results: 35.66 U for 1A, 31.38 % for RA
and 46.51 % for Ef. After 25 days of storage at pH 6.5 and at 4 °C, the enzyme immobilized
by adsorption showed a residual activity of 9.57 % and the enzyme immobilized by
crosslinking showed 18.23 % of residual activity. Regarding the number of reuses, after three
cycles, the enzyme immobilized by crosslinking presented significant residual activity and
stability.

Keywords: starch, immobilization, alpha-amylase, ion exchange resin, adsorption,
crosslinking.



CAPITULO 1- INTRODUCAO

O amido ¢ o principal carboidrato de reserva em sementes, raizes de plantas superiores
e/ou tubérculos. Depois da celulose, ¢ o recurso natural e renovavel mais abundante, sendo
um dos principais constituintes da dieta humana, além de ser a fonte primaria de carbono e
fonte de energia para manutengdo da vida (MIAO ET AL., 2018; ALMEIDA ET AL., 2019).

Ele ¢ composto por duas macromoléculas de glicose: amilose, polissacarideo
essencialmente linear composto por residuos de D-glicose, unidos por ligagdes do tipo o-
(1,4), e amilopectina, polissacarideo extremamente ramificado, composto por mondmeros de
D-glicose unidos tanto por ligacdes tipo a-(1,4) e tipo a-(1,6) (ALMEIDA ET AL., 2019).

Esse carboidrato encontra uma série de aplicagdes industriais, como ligacao,
gelificacdo, estabilizagdo, espessamento e texturizacdo, sendo amplamente utilizado na
industria de alimentos, farmacéutica, de papel, na producdo de bioetanol e xaropes. As
principais fontes comerciais do amido sdo milho (82%), trigo (8%), batata (5%) e mandioca
(5%) (RESEARCH AND MARKETS, 2017; YAZID ET AL., 2018).

Segundo Research and Markets (2020), em meio a crise do COVID-19, o mercado
global de produtos derivados do amido, estimado em 51,2 milhdes de toneladas em 2020, esta
estimado a atingir 69,8 milhdes de toneladas em 2027, com uma taxa de crescimento anual
composta de 4,5% nesse periodo analisado de 7 anos. O segmento de maltodextrina, produto
derivado da hidrolise do amido, tem previsao de atingir 7 milhdes de toneladas nesse periodo,
0 que representa um crescimento anual composto de 4,4%.

Em industrias de processamento de amido e na producao de xaropes sdao empregadas,
principalmente, as amilases, que sdo enzimas especificas para a hidrolise do amido e de
compostos relacionados, que atuam por meio da ruptura das liga¢des do tipo a-(1,4) e/ou a-
(1,6) (AEHLE, 2007, AL-DHABI ET AL., 2020). Dentre as amilases, as de fonte microbiana
sao preferidas a outras fontes, devido a sua grande disponibilidade e diversidade (LI, ZHANG
E ZHU, 2011).

A hidrélise enzimatica se apresenta atualmente como uma abordagem mais
promissora, por ser ambientalmente favoravel, devido as condigdes das reagdes de quebra,
que nao envolvem utilizacdo de reagentes quimicos e solventes, resultando em reducdo do

volume de residuos (XU, YAN, FENG, 2016).
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Convencionalmente, a hidrélise enzimatica ocorre através de trés etapas: gelatinizacao,
liquefacdo e da sacarificacdo do amido (RUIZ ET AL., 2011). A gelatiniza¢do ¢ uma etapa
relevante na qual os granulos que compdem o amido sdo aquecidos com excesso de agua, para
facilitar a acessibilidade das enzimas e aumentar a regido amorfa dos granulos. A liquefagao ¢
0 processo que ocorre na presenga da o-amilase, com a conversdo de uma suspensiao
concentrada de granulos de amido em uma dispersao de amido soltvel pouco viscosa ¢ leva a
formacao de produtos como dextrinas, maltose, maltotriose e maltopentose, a partir da ruptura
das ligacdes do tipo a-(1,4). A etapa de sacarificacdo leva a producdo de glicose a partir da
conversao de amido e seus hidrolisados com a utilizagdo de enzimas como a glicoamilase, que
promovem a ruptura das ligag¢des do tipo a-(1,4) e a-(1,6) (LIU, 2005, RUIZ ET AL., 2011).

Os biocatalisadores (enzimas ou células) tém sido intensamente usados em varios
processos, em escala industrial ou laboratorial. Pesquisas tém sido feitas para melhorar as
propriedades deles, assim como tém sido elucidadas técnicas para permitir a sua reutilizacdo
ou em processos continuos, como, por exemplo, por meio de técnicas de imobilizagao, seja de
enzimas ou células (CARVALHO, CANILHA E SILVA, 2006).

A imobilizagao, técnica desenvolvida em 1916, ampliou a aplicagdao das enzimas, pois
a partir dessa técnica espera-se que elas reajam em ambientes com condi¢des mais extremas
de pH e temperatura, na presenca de solventes organicos e com atividade catalitica mais alta e
possibilidade de reuso. Enzimas s3o comumente imobilizadas por adsor¢do, retencao fisica,
ligacdo covalente e ligagao cruzada (LIU E DONG, 2020). Nesse trabalho foram avaliados os
processos de imobilizagdo da a-amilase Termamyl® 2X por adsorcao e ligacdo cruzada na
resina de troca i6nica Duolite® A-568.

Essa resina ¢ uma resina anidnica fracamente bésica, altamente porosa, comercializada
pela corporagdao quimica Dow (GUIDINI ET AL., 2010). Ela ¢ muito utilizada para
imobilizacdao de enzimas utilizadas em industrias como as de amido e gordura e apresenta-se
apropriada para imobiliza¢do por adsor¢do devido a sua grande area superficial, adequada
para suportar uma grande quantidade de enzima, além de ter baixo custo e rendimento de
imobilizacao significativo. No entanto, esse processo pode ser afetado especialmente por
fatores como temperatura, pH, concentracdo de enzima e tempo. Nesse contexto, o
glutaraldeido, muito utilizado como agente reticulante em liga¢des cruzadas, pode ser
utilizado para favorecer as propriedades do biocatalisador imobilizado (WANG ET AL.,
2016).

A relevancia dessa pesquisa consiste em estudar processos de imobilizacdo com uma

enzima amplamente utilizada no processamento do amido, a Termamyl® 2X, e¢ de forma



CAPITULO 1 - INTRODUCAO

inovadora, na resina Duolite® 2X, uma resina de baixo custo e que ainda ndo foi estudada

para esse fim, nas condi¢des avaliadas nessa pesquisa.
1.1 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consistiu em estudar o processo de imobiliza¢do da
enzima o-amilase, Termamyl® 2X, em resina de troca idnica, Duolite® A-568.

Nesse sentido, os objetivos especificos do trabalho foram:

Estudar a influéncia conjunta do pH, do tempo de imobilizacdo e da concentragdo de
enzima nas respostas atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia, no
processo de imobilizagdo por adsorcao fisica na resina Duolite® A-568;

Estudar a influéncia conjunta do pH, do tempo de imobilizacdo e da concentragao de
enzima nas respostas atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia no
processo de imobilizagdo por ligacdo cruzada com glutaraldeido na resina Duolite® A-568;

Definir modelos matematicos compativeis com os processos de imobilizagdo e fazer a
validagao deles;

Caracterizar o biocatalisador livre e imobilizado em termos de estabilidade em relagdo
ao pH e ao tempo de armazenamento;

Caracterizar o biocatalisador imobilizado em termos de nimeros de usos.
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Nesse capitulo sera abordado o aporte teorico que fundamentou a pesquisa.
2.1 Amido

O amido, polissacarideo natural, abundante, de baixo custo e biodegradavel, ¢
produzido por plantas verdes para armazenamento de energia por periodos prolongados
(TABASUM ET AL., 2019). Ele ¢ um carboidrato produzido por fotossintese, principalmente
em raizes, tubérculos e sementes. De acordo com a sua origem vegetal, o amido pode ser
dividido em quatro categorias: amido de cereal, de fruta, de rizoma e outros. Dentre essas
fontes, os cereais ocupam uma posi¢cdo de destaque na producgdo total de amido (GUO ET
AL., 2019).

Por ser completamente biodegradavel, ter baixo custo e ser um recurso renovavel
(ZHANG E SUN, 2004; ARAUJO, CUNHA E MOTA, 2004; TAO ET AL., 2020), o amido
vem chamando a atenc¢ao desde os anos 70 (GRIFFIN, 1994; TABASUM ET AL., 2019).
Trata-se de um dos biopolimeros mais amplamente utilizados em varias industrias, por
exemplo, como estabilizante e espessante na industria alimenticia, téxtil, de papel e
farmacéutica (THIRUMDAS, KADAM, ANNAPURE, 2017; NIU ET AL., 2018; LI ET AL.,
2019; WU ET AL., 2019;), aplicado também em biomedicina (GUO ET AL., 2019), utilizado
como adesivo para madeira, como agente retentor de 4gua e também para a produgdo de géis
(NIU ET AL., 2018;). Além disso, sabe-se que ele consiste em uma matéria-prima de baixo
custo para a producdo de xaropes contendo glicose, frutose ou maltose (SUN ET AL., 2009;
BERSKI e ZIOBRO, 2018) e alguns agtcares, obtidos a partir de sua hidrolise, podem ser
fermentados para a produgdo de bioetanol (SUN ET AL., 2009).

O amido constitui o principal carboidrato de reserva das plantas e encontra-se
distribuido em granulos, cujos tamanhos e formas variam - elipsoides, poligonos, esferas,
tubulos irregulares (TABASUM ET AL., 2019), a depender da fonte vegetal (PEREZ e
BERTOFT, 2010). As fontes de amido de interesse comercial tém seus granulos com tamanho
variando, por exemplo, na faixa de 2 a 30 um (amido de milho) e de 5 a 100 um (amido de
batata) (VAN DER MAAREL ET AL., 2002; KUMARI, YADAV, YADAYV, 2020). As
principais fontes comerciais do amido sdo: milho, trigo, arroz, mandioca, batata e batata doce

(GUO ET AL., 2019).
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O desenvolvimento dos granulos ocorre a partir do centro, conhecido por hilo. Sob luz
polarizada, os granulos apresentam a aparéncia de uma estrutura cruzada, semelhante a uma
cruz de malta e exibem birrefringéncia (BERTOFT, 2017).

A Figura 2.1 apresenta as imagens de granulos de amido nativo de diferentes fontes
vegetais, através de microscopia de varredura eletronica, e a presenga da cruz de malta,
através de imagens obtidas a partir da aplicagdo de luz polarizada (quadros menores no canto

inferior de cada imagem).

Figura 2.1 - Granulos de amido de acordo com a fonte vegetal. Imagens de amido nativo de
varias fontes a partir de microscopia eletronica de varredura e com luz polarizada (quadros

menores): a) inhame; (b) castanha; (c) gengibre; (d) mandioca; (¢) milho; (f) banana verde;(g)

Fonte: Pérez e Bertoft, 2010.

Orgdos e tecidos que contém granulos de amido sdo: polen, folhas, caule, tecidos
lenhosos, raizes, tubérculos, bulbos, rizoma, frutos, flores e em partes de sementes Além dos
vegetais, algumas algas, bactérias, protozoarios e musgos também podem conter granulos
desse carboidrato. Desse modo, o amido pode ser obtido de diversas fontes, no entanto, raizes,
tubérculos, frutas, grios e cereais normalmente apresentam um maior teor desse

polissacarideo, entre 40 a 80% m/m em base seca (TABASUM ET AL., 2019).
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2.2 Composicao quimica do amido

O amido ¢ um polimero de glicose, cujos mondmeros se ligam a partir do oxigénio do
carbono niimero 1 de uma molécula de glicose, compondo as ligagdes glicosidicas. Essas
ligagcdes sdo estaveis a altos pH, mas em baixos pH sdo instaveis e podem ser hidrolisadas. Ao
final da cadeia polimérica ha a presenga de um grupo aldeido, conhecido por grupo redutor
(VAN DER MAAREL ET AL., 2002). Os dois principais componentes do amido, dois
polimeros de glicose, sdo: a amilose, essencialmente linear, na qual as moléculas que a
compdem possuem um grupo redutor e um nao redutor; e a amilopectina, glicano altamente
ramificado, que contém um grupo redutor e varios nao redutores (ELLIS ET AL., 1998;
MIAO ET AL., 2018). A Figura 2.2 apresenta a estrutura das moléculas componentes do

amido.

Figura 2.2 Componentes principais do amido: amilose e amilopectina A: estrutura da amilose
com ligagdes do tipo a-(1,4). B: estrutura da amilopectina, evidenciando ponto de ramificagdo
com ligacdo do tipo a-(1,6). C: Estrutura dos polimeros componentes do amido no granulo de

amido. Presenca de dupla-hélice nas moléculas de amilopectina e amilose.
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Fonte: Adaptado de Nelson e Cox, 2006 apud Freitas, 2012.

A amilose e a amilopectina possuem outras diferengas significativas em relagdo a
estrutura e a fungdo: o peso molecular da amilose estd na faixa de 10° Da a 10° Da, ja a
amilopectina tem seu peso entre 10’ Da e 10° Da (KUMARI, YADAV, YADAV, 2020).
Enquanto a amilopectina ¢ solivel em agua, a amilose e o proprio granulo sdo insoluveis em

agua fria (VAN DER MAAREL ET AL., 2002). A amilose ¢ o componente chave na
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absorc¢do de dgua, no inchamento de granulos (HUIL, 2006) e nas propriedades de géis obtidos
a partir de amido. Por sua vez, os géis que contém amilose sdo mais rigidos e firmes do que
aqueles sem a presenca dessa molécula, visto que se formam ligagdes intramoleculares e
intermoleculares nas dupla-hélices existentes entre moléculas de amilose e de amilopectina
longas (ZHANG ET AL., 2020). Além disso, a amilose tem facilidade de formar complexos,
enquanto a amilopectina nao (ZOBEL, 1988).

2.2.1 Amilose

A amilose ¢ um polimero formado por cadeias lineares de residuos de D-glicose,
unidos por ligagdes glicosidicas do tipo a-(1,4), com um pequeno nuimero de cadeias
ramificadas (BULEON ET AL., 1998; CURA, JANSSON E KRISMAN,1995
VAMADEVAN E BERTOFT, 2020). Ela ¢ composta por residuos de glicose, que indicam o
seu grau de polimerizacdo (DP) e cuja quantidade depende da origem do amido (SWINKELS,
1985; BULEON ET AL., 1998). Amilose de amido de milho possui DP que pode variar de
830 a 960, enquanto o DP de amilose de batata varia na faixa de 4920 a 6340 (BERTOFT,

2017). Na Figura 2.3 esta representada a estrutura desse polimero.

Figura 2.3 - Estrutura da Amilose.

Fonte: Adaptado de Denardin e da Silva, 2009.

A amilose representa normalmente de 20% a 30% da composi¢do em amidos de
cereais normais, mas essa faixa varia de acordo com a fonte vegetal. No entanto, ha excegdes
a essa regra, como os amidos com alto teor de amilose, acima de 50%, que s3o denominados

high-amilose (WEBER, COLLARES-QUEIROZ E CHANG, 2009), que podem chegar a até
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100% de teor desse componente, conforme mostrado em um amido de cevada produzido
nessas condi¢des (CARCIOF ET AL., 2012). Assim que uma solucdo aquosa ¢ preparada, a
cadeia de amilose assume uma estrutura espiral aleatoria, que ndo € estavel. Normalmente, ela
tende a formar, por meio de reagdes instantdneas, uma estrutura helicoidal que se complexa
com outros agentes complexantes, como lipidios, alcoois, compostos aromatizantes e iodo
(BERTOFT, 2017). O iodo se complexa com a amilose produzindo um complexo de intensa
cor azul escuro, que ¢ a base de varios métodos para determinacdo do teor dessa molécula

(ELLIS ET AL., 1998; HUI, 2006).
2.2.2 Amilopectina

A amilopectina, por sua vez, consiste em um polimero formado também por residuos
de D-glicose unidos por ligacdes glicosidicas do tipo a-(1,4), mas apresenta alto grau de
ramificagdo pela presenca de ligacdes glicosidicas do tipo a-(1,6) (CHIARAMONTE ET AL.,
2012; GUO, 2018). As cadeias com ligagdes do tipo a-(1,4) sdo mais curtas e as cadeias com
ligacdes do tipo a-(1,6) sdo laterais, com 15 a 45 unidades de glicose (VAN DER MAAREL
ET AL., 2002). A molécula de amilopectina contém uma média de 2.000.000 unidades de
glicose, sendo assim uma das maiores moléculas na natureza. As suas ramificacdes
correspondem a cerca de 5% da composi¢ao desse polimero, mas isso depende da fonte
botanica (BULEON ET AL., 1998; MYERS ET AL., 2000, MIAO ET AL., 2018). A Figura

2.4 apresenta a estrutura desse polimero.
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Figura 2.4 - Estrutura da Amilopectina
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Fonte: Adaptado de Denardin e da Silva, 2009.

Normalmente, amidos como o de milho, de arroz e de trigo contém entre 70 a 80% de
amilopectina (PEREZ E BERTOFT, 2010). No entanto, dentre os amidos comerciais ha
também os amidos cerosos, como o de milho e o de arroz (um pouco mais caro), que contém
baixo ou nenhum conteido de amilose em sua composi¢do. Estes sdo comumente usados
como base para a produ¢ao de amidos modificados, a fim de promover estabilidade, melhorar
0 espessamento ¢ a consisténcia de alimentos, por exemplo (HSIEH ET AL., 2019).

O modelo mais comumente aceito para representar a estrutura da amilopectina é o
“cluster”, no qual as cadeias laterais ficam agrupadas e se organizam em torno das cadeias
principais (OATES, 1997; BERTOFT, 2013; ZHU E CUI 2019). As estruturas ramificadas
que compdem os “clusters” e ficam interconectadas com as cadeias principais (BERTOFT,
2013) sdo chamadas de “blocos construtores” (BERTOFT, 2017). A regido de ramificagdo
compde a area amorfa dos granulos, que corresponde a parte interna da amilopectina,
enquanto as pequenas cadeias da amilopectina, que ficam mais externas, formam duplas
hélices que contribuem para a formacdo da natureza semicristalina dos granulos (ZHU E CUI,

2019).
2.2.3 Outros componentes do amido

Além dos dois polissacarideos, amilose e amilopectina, que sdo os maiores

componentes do amido, este também contém pequenas quantidades de proteinas, lipidios e
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cinzas. As proteinas podem ser encontradas na superficie do granulo como residuos de
contetido proteico do endosperma, mas também podem ser encontradas no seu interior. A
quantidade de proteina depende do tipo de amido: amido de milho cont¢ém normalmente
0,35%; amido de trigo 0,40%; amido de batata 0,1%, por exemplo. Amidos de cereais contém
quantidades mais significantes de lipidios internamente, que sdo encontrados principalmente
tanto na forma de acidos graxos livres, quanto como lisofosfolipidios. Amidos de cereais
normais contem entre 0,60% e 1,20% de teor total de lipidio, sendo que essa quantidade varia
de acordo com a fonte e no caso dos cereais, varia com a quantidade de amilose, com a qual
parte esta associada. As cinzas estdo presentes em alguns tipos de amido, como no de batata,
devido a presenca de grupos fosfato em monoésteres — nos quais o teor de fosforo esta na
faixa de 0,06% e 0,1% - em sua maioria, associados com a amilose ¢ com outros ions como:
célcio, sodio e magnésio (BEMILLER, 2019).

Fosfolipidios e monoésteres de fosfato afetam as propriedades das pastas derivadas do
amido: fosfolipidios, presentes, por exemplo, em cereais comuns, aumentam a opacidade do
gel derivado de amido, enquanto os monoésteres, encontrados principalmente em amido de
batata e outros, aumentam a transparéncia e a viscosidade do gel (PEREZ E BERTOFT,
2010).

2.3 Natureza semicristalina do amido

Os granulos de amido nativo sdo estruturas semicristalinas com cerca de 15 a 45% de
material cristalino, que pode ser evidenciado a partir de difragdo de raios-x (OATES, 1997). A
estrutura semicristalina inclui o granulo de amido, os anéis de crescimentos, as camadas
semicristalinas e os cristais (ZHANG ET AL., 2017, PIKUS, 2005). A maioria dos granulos
de amido ¢ composta por camadas amorfas que se alternam com camadas semicristalinas com
espessura entre 100 e 400 nm (PEREZ E BERTOFT, 2010).

A amilopectina, localizada na regido cristalina dos granulos, interage com moléculas
de amilose em estruturas helicoidais que definem a estrutura fundamental dos granulos
(MORAN, 2019). A amilose, por sua vez, exerce menos influéncia na formag¢ao dos cristais,
mas pode afetar a estruturagdo das duplas hélices na amilopectina, provocando interferéncia
na densidade de empacotamento das cadeias dessa molécula (OATES, 1997), além de que
parte da amilose pode estar cristalizada juntamente com a amilopectina (DENARDIN E
SILVA, 2009). Normalmente, considera-se que a amilose se localiza na parte amorfa do
granulo (GUO ET AL., 2019), mas, essa ¢ uma questdo controversa, pois a localizagdo da

amilose no interior do granulo ndo foi bem definida (MORAN, 2019).
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Internamente, as regides amorfas e cristalinas compdem os denominados anéis de
crescimento. Esses anéis sugerem a possibilidade de deposi¢do de amido diariamente e que o
material mais recentemente sintetizado seja depositado na superficie, fazendo com que os
granulos expandam seu tamanho. Para explicar esse desenvolvimento, um modelo indica que
o crescimento se inicia do hilo, centro do grdo, que contém grande quantidade de grupos
redutores, distribuidos de maneira nao tdo organizada como em outras partes do amido. Os
grupos nao redutores da amilose e da amilopectina, por sua vez, sdo irradiados para a
superficie e isso permite a adi¢do de mais unidades de glicose que aumentam as moléculas de
amilopectina (OATES, 1997; DENARDIN E SILVA, 2009). A representacdo esquematica da
estrutura dos granulos de amido, com os anéis de crescimento até a molécula de amilopectina,

representada pelo modelo cluster, ¢ mostrada na Figura 2.5.

Figura 2.5 — Representacdo esquematica da estrutura dos granulos de amido. a) Seg¢do
ultrafina de granulo de amido de milho ceroso apos 7 dias de hidrolise com acido sulftrico e
coloracdo com acetato de uranila e citrato de chumbo; b) Alterndncia entre regides

semicristalinas e amorfas; ¢) Modelo cl/uster para amilopectina.
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Fonte: Adaptado de Perez and Bertoft, 2010.
2.4 Amido de milho

Dos amidos mais comuns, amido de milho normal, ceroso e com alto teor de amilose
estdo dentre as fontes mais importantes de obtengdo de amido. O teor de amido no milho esta
em torno de 68 a 74%. O amido de milho normal pode ter varias aplicagdes, como utilizagao
como agente espessante e para a producao de géis para pudins, recheios, bolos e outros
confeitos (GUZMAN — MALDONADO, PAREDES — LOPEZ E BILIADERIS, 1995).

Também ¢ utilizado para produzir xaropes, que sdo ingredientes para producdo de doces,
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cookies, refrigerantes, bebidas alcoodlicas, umectantes e através de modificacdo quimica,
algumas de suas propriedades sdo alteradas para satisfazer ainda mais outras necessidades
industriais (BELITZ, GROSCH E SCHIEBERLE, 2010). Além disso, ¢ tradicionalmente
utilizado para a produgdo de bioetanol na América do Norte, por meio da hidrélise do amido
em agucares de baixo peso molecular, como glicose e maltose, para posterior fermentagdo por
leveduras (NAGULESWARAN ET AL., 2014).

O amido de milho ceroso ¢ relativamente mais facil de ser gelatinizado, origina uma
pasta clara e viscosa, com viscosidade mais estavel de ser mantida (YANG ET AL., 2016).
Apresenta digestibilidade mais lenta e assim, previne picos de glicose e insulina, além de
consistir em uma fonte de energia mais continua, devido as ramificagdes da amilopectina
(DHITAL; SERESHA E GIDLEY, 2010). Por sua vez, pesquisas t€m mostrado que amidos
com alto teor de amilose originam uma série de diferentes caracteristicas em alimentos
processados e em produtos farmacéuticos (LI, GIDLEY E DHITAL, 2019; ZHANG ET AL.,
2020). Eles apresentam algumas vantagens na produ¢dao de materiais derivados de amido,
como os amidos termoplasticos, com mais resisténcia (VAN SOEST E BORGER, 1997; LIU
ET AL., 2020).

De acordo com Wang et al. (1993), Lansky et al. (1949) propuseram a existéncia de
um terceiro componente no amido de milho com propriedades diferentes da amilose e da
amilopectina, denominado material intermediario. Posteriormente, foi constatado que sua
presenca ocorre especialmente em amidos mutantes, como por exemplo, com alto teor de
amilose, no entanto, sua estrutura ainda nao foi completamente entendida nos diferentes tipos
de amido (HAN ET AL., 2017). Esse material consiste de polimeros que apresentam
estrutura intermediaria entre a da amilose e a da amilopectina, mas um aprofundamento no
seu estudo pode ser util para entender melhor o processo de sintese do amido (BERTOFT,
2017) e a sua influéncia nas propriedades do amido também.

E pelas razdes destacadas entdo, como diversidade de fontes e aplica¢des, neste

estudo, o amido de milho normal, na forma de Maizena, sera utilizado como matéria-prima.
2.5 Hidrdlise do amido

A hidr6lise do amido corresponde a ruptura desse polimero em fragdes menores, como
dextrina, maltose e glicose. Ocorre fundamentalmente pela adicao de catalisadores quimicos,
enzimas (catalisadores bioldgicos) ou de ambos (HUI, 2006). Do ponto de vista da utilizacao
do amido, ela ¢ fundamental em varios aspectos e vem sendo continuamente estudada pelos

cientistas, pois sdo muitos os produtos que podem ser obtidos apds sua hidrélise, como
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glicose, xaropes com alto teor de frutose, maltose e bioetanol, a partir da fermentacdo de
acucares obtidos (KOCHANE ET AL., 2020; GALKIN ET AL., 2014; DAI, 2011).

Para que a hidrdlise ocorra, ¢ necessaria também a presenga de agua, que
normalmente é aquecida e agitada, o que provoca o inchamento dos granulos do amido e
posterior ruptura. Dessa forma, a hidrolise ocorre a partir da solvatagao e do intumescimento
dos granulos de amido (SCIPIONI, 2011).

A hidrdlise acida tem sido amplamente substituida pela hidrolise enzimatica, pois
aquela requer a utilizacdo de materiais resistentes a corrosdo, leva a formacao de produtos
com cor, consome maior quantidade de energia para aquecimento e ¢ relativamente dificil de
controlar (ADEJUMO, AGBOOLA E LAYOKUN, 2009). Industrias como a de producao de
etanol a partir de amido tém utilizado bastante a hidrdlise enzimatica. Ela ¢ altamente
especifica em relagdo ao substrato e a reacdo, especificidade essa que ¢ bem superior a da
catalise quimica (TORRES, LEONEL, MISCHAN, 2012).

A forma e o tamanho do granulo de amido, além dos fatores que controlam a
acessibilidade da enzima até o interior do granulo, regulam a hidrélise. Quanto maiores forem
os granulos, menor ¢ a relagdo entre area superficial e volume, e assim, ha menos superficie

potencial disponivel para ser hidrolisada pela enzima (TESTER, QI E KARKALAS, 2006).
2.5.1 Hidrolise enzimatica do amido

O amido obtido de diversas fontes pode ser hidrolisado e utilizado como uma matéria-
prima barata para a produgdo de aglcares fermentesciveis, contendo maltose e glicose, que
sao amplamente requeridos pela industria de alimentos e também podem ser fermentados para
produgdo de bioetanol (UTHUMPORN, ZAIDUL E KARIM, 2010). Esses produtos podem
ser obtidos a partir da hidrélise enzimética, que se configura em um processo importante,
inclusive também para melhor entendimento da estrutura do amido.

A hidrdlise, com utilizagao de catalisadores bioldgicos, ocorre através da acdo das
enzimas. Para a utilizagdo industrial, elas podem ser concentradas e purificadas. A partir da
acdo conjunta de enzimas, como amilase e amiloglicosidase, podem ser formadas moléculas
de maltose, dextrinas e glicose (SCIPIONI, 2011).

A susceptibilidade dos diferentes tipos de amido a sua quebra ¢, provavelmente,
afetada pela origem botanica, pela natureza da superficie do granulo e de seus componentes,
além do teor de amilose. Um estudo mostrou a seguinte ordem decrescente de

susceptibilidade relativa a hidrolise enzimatica: amido de milho> feijdo mungo>amido de
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mandioca> amido de sagu. (UTHUMPORN, ZAIDUL E KARIM, 2010; TAVALLAIE ET
AL., 2019).

Os poros na superficie do amido podem ser os centros de ataque enzimatico. Além das
condi¢des de hidrolise, modificacdes no amido e o tipo de enzima utilizada afetam a
velocidade de hidrolise (TESTER, QI E KARKALAS, 2006). Recentemente, a utilizacao de
amilases e hidrolise enzimatica do amido foram revisadas por Miao, Jiang, Jin e BeMiller
(2018).

A hidrodlise enzimatica pode ocorrer de maneira convencional e na forma a frio. No
primeiro caso, para que o amido seja convertido em produtos de interesse industrial sdo
necessarias as etapas de pré-hidrolise, gelatinizagdo, liquefagdo e sacarificagdo (SCIPIONI,
2011). No segundo caso, varias enzimas agem no amido em sua forma granular, sem a
necessidade das etapas de gelatinizacdo e liquefacdo, o que permite uma reducdo no consumo
energético. Dentre as enzimas utilizadas na hidrolise a frio estdo as amiloliticas e as enzimas
auxiliares, como proteases, xilanases, celulases, pululanases, dentre outras (CINELLI ET AL,

2015).
2.5.2 Hidrolise convencional do amido

Como foi citado anteriormente, as etapas do processo de hidrolise convencional sdo:
pré-hidrolise, gelatinizacdo, liquefagdo e sacarificagao.

A pré-hidrdlise pode ocorrer através da adigdo de acidos ou através da utilizacdo de o-
amilase, enzima dextrinizante, que em temperatura proxima a de gelatinizacdo, ja auxilia na
ruptura dos granulos de amido (SCIPIONI, 2011). De acordo com Reguly (1996), citado por
Scipioni (2011), a etapa de pré-hidrolise ¢ indispensavel para que haja um rendimento de
hidrélise proximo a 96%.

A gelatinizac¢ao ocorre quando o amido ¢ aquecido em &gua, o que promove a absor¢do
de umidade pelos granulos e seu intumescimento, ruptura da estrutura ordenada e colapso dos
granulos. Normalmente, ela ocorre em temperaturas entre 60 e 80 °C e promove a ruptura da
estrutura cristalina e dos complexos amilose-lipidios (LIU ET AL., 2019).

Esse processo aumenta significativamente a reatividade dos granulos inertes de amido
em relagdo a acdo das enzimas, facilitando a acdo destas e assim, ha redugdo no tempo de
processamento e produtos formados com maior qualidade. A hidrdlise enzimatica contribuiu
muito nos processos industriais, como na producdo de xaropes de agucares derivados de

fontes amilaceas, como xaropes de maltose, frutose e glicose (TAFARELLO, 2004).
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De acordo com Atwell et al. (1988), citado por Ellis et al. (1998) e também conforme
Liu et al. (2009), a gelatinizagdo ¢, portanto, definida como o colapso da ordem molecular
dentro do granulo de amido, que se manifesta por mudangas irreversiveis em algumas
propriedades como: inchamento dos granulos, destruicdo da estrutura cristalina, perda de
birrefringéncia e a solubilizacdo do amido, sendo que o excesso de agua ¢ fundamental nesse
processo. A energia requerida para completa ruptura do amido ¢ diferente entre os granulos e,
dessa forma, a gelatinizagdo ocorre ao longo de uma faixa de temperatura (ELLIS ET AL.,
1998).

A energia necessaria para que a gelatinizagdo ocorra depende do tamanho dos granulos
e também varia entre granulos de diferentes fontes, devido ao tamanho e ao tipo do granulo,
além da proporcao entre as quantidades de amilose e amilopectina, que também influenciam
(SCIPIONI, 2011). A Tabela 2.1 mostra as faixas de temperatura entre amidos provenientes

de diferentes fontes.

Tabela 2.1 Temperatura de gelatinizagdo de amidos de diferentes fontes botanicas.

Temperatura (° C)

Vegetal - - -
Inicio Meio Fim
Milho 62 66 70
Trigo 59,5 62,5 64
Batata 58 62 66
Mandioca 52 59 64

Fonte: Scipioni, 2011.

O processo de hidrdlise convencional em si consiste nas etapas de liquefagdao e
sacarificacdo. Na liquefagdo, o amido tem seus granulos aquecidos, os quais sofrem uma
dispersdao em solugdo aquosa e por fim, ocorre a hidrolise parcial e irreversivel, na presenca
de uma enzima o-amilase (VAN DER MAAREL ET AL., 2002). Nessa etapa, também
conhecida por dextrinizacao devido a atuagdo da a-amilase, o objetivo ¢ de romper o amido
(ligacdes do tipo a - (1-4)), produzindo dextrinas, e isso promove também uma redugdo da
viscosidade. (SOUSA, 2019).

Por fim, apos a liquefacdo, ha a etapa de sacarificagdo, que pode ocorrer na presenca
de uma enzima desramificante, como uma glicoamilase, que atua sobre as ligagdes do tipo a-
(1,6) da amilopectina e também sobre as a-(1,4) (VAN DER MAAREL ET AL., 2002),
formando sacarideos menores como glicose ¢ maltose (TORRES, LEONEL, MISCHAN,
2012).
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2.6 Enzimas

As enzimas sdo proteinas compostas por residuos de aminoacidos unidos através de
ligacdes peptidicas, excetuando-se um grupo pequeno de moléculas de RNA que sdo
cataliticas (GALVAO, 2004). Elas sio utilizadas com o objetivo de acelerar reagdes
bioquimicas vitais, constituindo-se assim como catalisadores que diminuem a energia de
ativacao (ISIK ET AL., 2003). Por apresentarem alta especificidade e eficiéncia em condigdes
fisioldgicas, elas possuem caracteristicas especificas e o seu potencial para catalisar reacdes ¢
utilizado industrialmente, tanto em fermentacdes quanto em reagdes quimicas mais complexas
(JUNIOR, BON E FERRARA, 2008; CABRAL, FALLEIROS E RIBEIRO, 2012).

O conhecimento da atividade das enzimas ¢ antigo, sendo a fermentagao de agucar por
leveduras, para produzir alcool, um dos primeiros exemplos de processos biotecnologicos e a
partir do qual comecou a ser evidenciada a agdo enzimatica (AEHLE, 2007; QUEISSADA E
DA SILVA, 2020).

A fonte mais usual de obten¢do de enzimas corresponde aos micro-organismos. Um
grande numero de biocatalisadores ¢ derivado de bactérias, sendo obtidos a partir de
processos fermentativos de baixo custo. Apenas uma pequena parcela das enzimas utilizadas
em bioprocessos ¢ obtida através de plantas e vegetais, visto que elas sdo mais sensiveis
(FABER, 2004).

As enzimas conseguem se diferenciar de outros catalisadores, como os sintéticos, por
conseguirem atuar em condigdes mais brandas, pela capacidade de regulacao, por possuirem
maior especificidade e apresentarem velocidade de reacdo muito rapida, entre 10° a 10'? vezes
maior do que as respectivas reagdes nao catalisadas (QUEISSADA E DA SILVA, 2020;
CABRAL, FALLEIROS E RIBEIRO, 2012).

As enzimas apresentam uma série de caracteristicas que tornam a sua utilizagdo muito
vantajosa: alta eficiéncia de catélise, reducdo de custos energéticos por atuagao em condig¢des
brandas, biodegradabilidade, sdo altamente especificas, tanto que conseguem distinguir entre
diferentes substratos (especificidade quanto ao tipo de substrato), entre partes similares de
moléculas (regioespecificidade) e dentre isdmeros oOticos (estereoespecificidade). A alta
especificidade evita que ocorram reagdes laterais, impede a formacdo de subprodutos
indesejados, promove alto rendimento (KRAJEWSKA, 2004).

Além dessas caracteristicas também ¢ importante citar a atividade e a estabilidade
desses biocatalisadores. Aquela se relaciona com o aumento da velocidade de reagdo pela

diminui¢do da energia de ativagdo da mesma, por meio da atuagdo da enzima que promove a
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transformagdo do substrato em seu sitio ativo. Esta, por sua vez, se relaciona com a
manuten¢do da estrutura nativa da enzima para que ela desempenhe suas fungdes, de modo
que variagdes no pH, na temperatura e a existéncia de solventes polares podem afetar essa
propriedade (CABRAL, FALLEIROS E RIBEIRO, 2012).

De acordo com a natureza da reacdo quimica na qual atuam, as enzimas podem ser
classificadas em seis tipos: oxidorredutores (catalisam oOxido-reducdes); transferases
(promovem a transferéncia de grupos funcionais); hidrolases (catalisam hidrdlises); liases
(participam da formacao de ligacdes duplas pela eliminag¢do de grupos funcionais); isomerases
(participam de reacdes de isomerizacao) e ligases (promovem a formagao de ligagdes duplas
enquanto ocorre a hidrolise) (QUEISSADA e DA SILVA, 2020).

Conforme foi descrito, as enzimas apresentam uma série de vantagens que sdo muito
benéficas principalmente para varios segmentos industriais. Dessa forma, varios tipos de
enzimas, como celulases, amilases, lipases, proteases, dentre outras sdo comercializadas e
estima-se que esse mercado seja responsavel por uma receita de até U$6,30 bilhdes em 2022

(KIRAN ET AL., 2018).
2.6.1 Enzimas amiloliticas

Amilases sdo enzimas usadas principalmente em industrias de processamento de
amido, mas também utilizadas em varios outros setores como no processamento de frutas
como banana, mamao e manga, na fermentacdo de alimentos, nas industrias de papel, téxtil,
farmacéutica e de detergentes.

As amilases representam cerca de 25% do mercado de enzimas. Com a demanda
crescente em varios segmentos industriais, tem aumentado o interesse em desenvolver
amilases com melhores propriedades e com técnicas de produgdo com melhor relagdo custo
beneficio (SINDHU, BINOD e PANDEY, 2017; DE SOUSA e MAGALHAES, 2010).

Segundo Gupta el al. (2003), as amilases podem ser divididas em duas categorias:
endoamilases e exoamilases. As endoamilases participam da hidrdlise de ligagdes a-1,4 de
forma aleatoria no interior do amido, levando a formagao de oligossacarideos ramificados e
lineares, de diversos tamanhos. Essas enzimas atuam na reducao de viscosidade do meio e a
mais conhecida é a a-amilase. As exoamilases, por sua vez, realizam a hidrdlise de ligagdes
do tipo a-(1,4) e em menor extensao as do tipo a-(1,6), a partir dos extremos nao redutores,
levando a produgao de produtos de baixo peso molecular, como maltose (B-amilases) e
glicose (a-glicosidases). Conforme Castro (2011), existem também as chamadas enzimas

desramificadoras, que hidrolisam principalmente ligagdes do tipo a-(1,6), como a pululanase
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(GUPTA ET AL., 2003; DE CASTRO ET AL., 2011; DE CASTRO, CASTILHO E FREIRE,
2011).

Ainda pode ser citada a classificacdo de amilases conforme Kulp (1975) apud Batista
(2019), na qual elas podem ser incluidas em trés categorias de acordo com o mecanismo de
acdo: a-amilases, endoamilases, que hidrolisam liga¢des no interior da molécula de amido e
reduzem a viscosidade do meio; B-amilases, exoamilases que promovem a hidrolise a partir de
extremidades do substrato ndo redutoras; e as glicoamilases, também conhecidas por
amiloglicosidases, cujo produto produzido a partir dos terminais ndo redutores ¢ a glicose.

Sabe-se que para que ocorra a hidrolise completa do amido essas enzimas sdo
combinadas de diferentes formas, para que ajam sinergicamente (GUPTA ET AL., 2003).

As amilases podem ser obtidas de varias fontes como plantas, animais e micro-
organismos, porém as fontes microbianas tém sido as preferidas devido a grande
disponibilidade e adaptabilidade. (AL-DHABI ET AL., 2020; CARVALHO ET AL., 2008).

Um grande nimero de amilases microbianas se encontra disponivel no mercado,
satisfazendo muito bem as necessidades industriais, tanto que elas praticamente substituiram a
catalise quimica nas industrias de processamento de amidos (GUPTA ET AL., 2003). Dentre
essas fontes de amilase que incluem bactérias, fungos, leveduras e actinomicetos, as bactérias
e os fungos tém dominado a aplicagdo em setores industriais. Isso ocorre visto que eles
apresentam curto periodo de crescimento, versatilidade bioquimica, possibilidade de aumento
da concentracdo de enzimas produzidas por meio de manipulacdes genéticas e
ambientalmente favoraveis, além de que normalmente essas fontes fornecem enzimas que de
modo geral atendem as necessidades industriais (SINDHU, BINOD e PANDEY, 2017).

Além disso, vale ainda ressaltar a atencdo para micro-organismos termofilicos, que
produzem amilases termorresistentes, com estabilidade em relagdo ao pH e temperatura.
Nesse contexto, podem ser citadas com destaque as amilases produzidas pelo género Bacillus,
que produzem as o-amilases com essas caracteristicas, com énfase para quatro espécies que se
destacam no meio comercial: B. amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. subtilis e B.
licheniformis (SIVARAMAKRISHNAN ET AL., 2006; PRAKASH E JAISWAL, 2010).
Para o género Bacillus sp., o valor 6timo de pH estéd entre 6 € 7 e a temperatura 6tima de acao
da enzima pode chegar a 135 °C. Dentre as fontes fingicas, merece destaque o género
Aspergillus, que esta entre os grupos que produzem as amilases mais utilizadas
industrialmente, sendo que para esse género, o valor 6timo de pH estd entre 3 ¢ 9 ¢ a
temperatura 6tima de agdo da enzima pode chegar a 70 °C (DE SOUSA E MAGALHAES,
2010). Aspergillus niger, Aspergillus flavus, and Aspergillus oryzae sao exemplos desse
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grupo que sao muito aplicados em processos biotecnologicos (SIVARAMAKRISHNAN ET
AL., 2006).

Neste trabalho foi feito um estudo com a utilizagdo de uma a-amilase termoestavel,
derivada de Bacillus licheniformis. As alfa-amilases, ou 1,4-0-D-glicano glicanohidrolases
(EC 3.2.1.1) sdo endoenzimas que participam da reacdo de hidrolise das ligagdes glicosidicas
do tipo a-(1,4) em alguns polissacarideos, como amido e glicogénio, e também em alguns
oligossacarideos. A ruptura do amido leva a formacdo de moléculas de glicose, maltose e
dextrinas e ¢ importante ressaltar que todos os produtos retém a conformacdo anomérica
original, com o grupo hidroxila na configura¢ao a. (COELHO, SOUSA E GRANDE, 2018;
PINTO, DORN E FELTES, 2020). A familia de a-amilases consiste na maior familia de
hidrolases, transferases e isomerases, composta por 30 diferentes tipos de enzimas.

A producdo de enzimas ocorre de forma limitada em alguns micro-organismos, o que
dificulta a sua aplica¢do em escala industrial, porém estratégias como a utilizacdo de meios de
cultura especificos e otimizados podem minimizar essa questdo (KUMAR E TAKAGI, 1999).

A fim de atender a demanda industrial, ¢ necessario reduzir os custos para a produgdo
das a-amilases, que podem ser produzidas por fermentacdo submersa (SMG) ou por
fermentagao em estado sélido (SSF). Cerca de 30 a 40% do custo da producdo de enzimas ¢é
representado pelo meio de cultura, responsavel para o desenvolvimento do micro-organismo.
As condigdes de produgdo também dependem de fatores como pH, temperatura, aeracao,
concentracdo de indculo, composi¢cao do meio de crescimento, presenga de surfactantes,
fontes de nitrogénio e carbono (CARVALHO ET AL., 2008).

Em geral, o processo de producdo através de SSF apresenta-se como uma op¢ao mais
vantajosa do que o SMG por ter baixo investimento, usar técnica simples, baixo nivel de
inibicao pelo produto, baixo consumo de agua, melhor recuperagao do produto e producao de
alta qualidade. SMF geralmente ocorre usando um meio sintético com nutrientes € amido
solivel, assim como outros componentes de custo elevado. A substitui¢do desses constituintes
por opgdes de custo reduzido, como residuos agroindustriais, diminui o custo do processo. Por
sua vez, SSF ¢ um processo no qual hd crescimento dos micro-organismos em substratos
solidos, sem a presenga de agua ou com pouca quantidade. Substratos agroindustriais sao os

mais utilizados nesse processo (SINDHU, BINOD E PANDEY, 2017).
2.7 Imobilizacao

Biocatélise, seja através do uso de células ou enzimas, consiste em uma técnica

consolidada atualmente em aplicagdes biotecnoldgicas e ¢ uma estratégia que estd alinhada
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com a quimica verde, sendo sustentavel devido ao menor consumo de energia, ndo toxicidade
e seletividade quimica. Devido aos avangos nas pesquisas em relacdo as enzimas e a
engenharia aplicada as proteinas, além da caracterizacdo de processos biocataliticos pela
quimica verde, um crescente numero de moléculas vem sendo sintetizado pelas enzimas, além
do uso desses catalisadores na forma livre em industrias como a farmacéutica, de cosméticos,
papel e celulose, téxtil, por exemplo.

No entanto, ¢ preciso ressaltar que a aplicacdo de enzimas livres ¢ limitada pela
instabilidade da estrutura proteica quando isoladas do seu ambiente natural, alto custo de
isolamento e purificagdo, alta sensibilidade mesmo para pequenas variagdes nas condi¢des do
processo e na presenca de substancias que podem agir como inibidores, resultando assim, em
um curto ciclo operacional (GIRELLI, ASTOLFI E SCUTO, 2019; BASSO E SERBAN,
2019).

A fim de solucionar algumas dessas limitagdes nos processos industriais, nos quais sao
utilizadas enzimas, além de melhorar a eficiéncia destes, foi desenvolvida a técnica de
imobilizacao de enzimas (ES, VIEIRA E AMARAL, 2015). A escolha da utilizacdo de
enzimas livres ou insoluveis (imobilizadas) pelas industrias estd intimamente relacionada ao
seu custo e a sua aplicacdo. As enzimas insoluveis correspondem a uma forma especifica de
catalise heterogénea, a partir da qual podem ser reutilizadas e recuperadas, com ampla
aplicacdo em uma gama variada de processos e, normalmente, com manutencao de atividade
por longo periodo (TUFVESSON ET AL., 2010).

A imobilizacdo de uma enzima representa a jungao da seletividade, da estabilidade e
da cinética desse biocatalisador com as propriedades do suporte de modo a proporcionar como
prioridade, a maior estabilidade fisica e catalitica desse conjunto (KRAJEWSKA, 2004;
TUFVESSON ET AL., 2010; BASSO E SERBAN, 2019).

Por defini¢do, imobilizagdo expressa o ato de tornar algo imovel ou fixo. Na primeira
conferéncia de engenharia de enzimas, em Henniker (EUA, 1971), biocatalisadores
imobilizados, enzimas ou células, foram definidos como sendo fisicamente fixos em uma
regido definida com o intuito de catalisar uma reacdo especifica, sem perda de atividade
catalitica e capacidade de utilizacdo repetida ou continua (KATCHALSKI-KATZIR E
KRAEMER, 2000). Além desse conceito, a imobiliza¢ao pode ser definida como a chave para
otimizar a performance operacional dos catalisadores em bioprocessos industriais
(SHELDON, 2007).

Nelson e Griffin, em 1916, realizaram o primeiro trabalho de imobilizacdo de enzimas,

ao adsorverem invertase em carvao ativado e alumina, para reter atividade na reacao de
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inversdo de sacarose. Na década de 60 houve um impulso nas pesquisas relacionadas com a
tecnologia enzimatica em relagdo a aplicagdo industrial de enzimas imobilizadas, com os
primeiros avancos no Japdo e dai em diante, continuamente, mais pesquisas tém sido
desenvolvidas até o momento atual, com diferentes focos (SOUZA ET AL., 2017).

Enzimas imobilizadas apresentam uma série de vantagens: facilidade de separacao do
biocatalisador; redug¢do de custos de processos “downstream”; capacidade de reutilizagdo
eficiente; melhor estabilidade em relagdo ao armazenamento e a solventes organicos, altas
temperaturas e variagdo de pH (condigdes operacionais); possibilidade de co-imobiliza¢ao
com outra enzima em alguns casos; aplicagdo em processos continuos e facilidade de
separacao do meio reacional, evitando ou diminuindo a contaminagdo do produto com
proteina (BASSO E SERBAN, 2019; SHELDON E VAN PELT, 2013).

Algumas desvantagens da imobilizacdo também podem ser citadas: ha custos
adicionais em relacdo aos suportes utilizados, os quais normalmente apresentam precos
elevados e ndo apresentam grande disponibilidade, como acetato de celulose, nanotubos de
carbono e quitosana, dentre outros. No entanto, ja estd sendo explorada a utilizacdo de
residuos agroindustriais, que sdo sustentaveis e apresentam caracteristicas interessantes para a
imobilizacdo (KLEIN ET AL., 2016; SHELDON, 2007).

Alguns outros efeitos negativos que podem ocorrer com a imobilizagdo sdo:
inacessibilidade do sitio ativo da enzima devido a imobilizagdo (efeito estereoquimico);
alteracdo na conformacao da enzima devido a mudanca na estrutura do sitio ativo (efeito
conformacional); interacdo do suporte com moléculas de baixa massa molecular do meio
reacional, alterando o microambiente (efeito de particdo) e resisténcia a transferéncia de
massa de substrato ate o sitio ativo ou da saida do produto (efeitos difusionais ou de
transferéncia de massa) (KLEIN ET AL., 2016; SHELDON, 2007).

A fim de solucionar os problemas na imobilizacao ¢ preciso analisar em cada processo
qual o método mais adequado a ser aplicado. Alguns fatores fundamentais nessa escolha sdo:
solubilidade de produtos e substratos, tipo de solvente, suporte mais adequado, avaliar a
diferenga de gradiente no meio reacional, verificar existéncia de efeitos difusionais e avaliar a
porosidade e tamanho do suporte (VIEIRA, 2009; GEOR MALAR ET AL., 2020).

Existem diferentes métodos que podem ser utilizados para promover a imobilizagao de
enzimas, mas a escolha pela industria leva principalmente em consideragdo a relagdo custo
beneficio de cada um. Os métodos mais comumente utilizados sdo baseados em interagdes

fisicas (como adsor¢do e confinamento/encapsulamento) e em interagdes quimicas (que
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envolvem ligagdes covalentes e reticulagdo com ligacdes multiplas) (GEOR MALAR ET AL.,

2020; BASSO e SERBAN, 2019).

2.7.1 Métodos de imobilizacao

A imobilizagdo de enzimas pode ocorrer por meio de varias técnicas, comumente
classificadas em dois métodos: fisico ou reversivel, o qual envolve interagdes mais fracas
entre o suporte € o material, e quimico ou irreversivel, que envolve ligagdes covalentes, mais
fortes. O primeiro método tem como exemplo a adsor¢do e o segundo método inclui a ligacao

covalente, a retengdo fisica e a ligagdo cruzada. A escolha do método de imobilizagdo ¢

importante, pois a duracao e a reutilizacao das enzimas imobilizadas dependem da opgao feita

e também a relacdo custo beneficio para a aplicacdo industrial (SNEHA, BEULAH e

MURTHY, 2019; SINGH ET AL., 2018). A Figura 2.6 apresenta um esquema dos principais

métodos de imobilizacao.

Figura 2.6 - Métodos de imobilizacdo de enzimas.

IMOBILIZAGCAO DE ENZIMAS

|

IRREVERSIVEL

|

REVERSIVEL

LIGACAQ COVALENTE

RETENCAO FISICA LIGACAO
CRUZADA

Fonte: Sneha, Beulah e Murthy, 2019.

2.7.1.1 Adsorcao Fisica

Esse método corresponde a uma técnica simples e de baixo custo, no qual a enzima ¢
misturada com o adsorvente em condigdes adequadas por determinado tempo e,
posteriormente, o adsorvente ¢ lavado para remover as proteinas que nao foram adsorvidas.
As ligacdes envolvidas entre a superficie adsorvente e a enzima sdo interagdes mais fracas,

como ligagdes de hidrogénio, forgas de van der Walls e também podem existir ligacdes
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covalentes e ionicas. Por envolver interacdes mais fracas, normalmente a conformagao da
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enzima ndo ¢ afetada e assim a atividade da enzima pode ser mantida. (NISHA, ARUN
KARTHICK E GOBI, 2012, SNEHA, BEULAH E MURTHY, 2019).

Para selecionar o adsorvente, que pode ser organico ou inorganico, deve haver grande
afinidade entre este ¢ a enzima, o que depende da presenga de grupos ativos na superficie
carreadora, tamanho de particula e dos poros (SNEHA, BEULAH E MURTHY, 2019).

Algumas desvantagens dessa técnica sao que pequenas mudancas no meio reacional
podem promover a dessor¢do da enzima, como por meio de alteragdes de temperatura,
concentragdo de substrato e pH, que pode modificar a for¢a idnica. Além disso, em algumas
situagdes o sitio ativo da enzima pode ser bloqueado pelo material de suporte e assim resultar
em reducao da atividade enzimatica (SINGH ET AL., 2018).

Alguns reagentes bi ou multifuncionais como glutaraldeido e diisocianato de tolueno
podem ser utilizados para melhorar a estabilidade no processo de adsorcdo fisica (DE

SOUSA, 2018; CAO, 2005).
2.7.1.2 Ligacao Covalente

Essa técnica garante o desenvolvimento de interacdes mais estaveis a partir da
formagdo de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte, normalmente estabelecidas a
partir de reagdes quimicas entre grupos funcionais presentes nas enzimas, como amino,
hidroxila fenolica, imidazol e tiol. A imobilizagdo por ligagdo covalente pode ocorrer por
meio da conexdo direta entre enzima e suporte ou por intermédio de algum componente
utilizado para fazer essa conexdo, como o glutaraldeido e brometo de cianogénio, que
promove a ativagao do suporte, produzindo grupos eletrofilicos nessa superficie e permitindo
que ela se ligue & enzima. As vezes essa modificacio na superficie do material promove
estabilidade térmica. O glutaraldeido também pode ser utilizado como brago espagador, que
conecta o suporte ja ativado a enzima (NISHA, ARUN KARTHICK e GOBI, 2012; SINGH
ET AL., 2018). Ao utilizar essa técnica, uma estratégia ¢ usar um inibidor competitivo ou a
presenca do substrato, com o objetivo de proteger o sitio ativo (SIRISHA, JAIN e JAIN,
2016).

Esse ¢ um dos métodos de imobilizagao mais difundidos e eficientes, em termos de
estabilidade operacional e térmica. A enzima fica firmemente ligada ao suporte ¢ forma-se
uma estrutura que ¢ dificil de ser afetada por condigdes mais extremas de pH e temperatura.
Como desvantagens podem ser citados os altos custos, a possibilidade de alteracao da

conformagdo da enzima, com efeito de reducdo de atividade ou inativacdo da mesma
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(SOUZA ET AL., 2017). Além disso, por ser um método irreversivel, ndo ¢ possivel separar
enzima e suporte, e, portanto, este ndo pode ser reaproveitado em uma nova imobilizagao.
Para aumentar caracteristicas como atividade, estabilidade e capacidade de
reutiliza¢do, podem ser feitas ligagdes covalentes multipontuais. De acordo com o estudo de
Mateo (2007), essas ligacdes, feitas em suportes previamente ativados, utilizam substancias
que atuam como pequenos bragos espacadores e envolve a conexdo com varios residuos
presentes na superficie da enzima, promovendo um aumento da rigidez da enzima
imobilizada. Isso ajuda a impedir alteragdes na conformacdo do catalisador quando este ¢
submetido a acdo de agentes desnaturantes e assim, aumenta a estabilidade e evita a
inativacao da enzima. No entanto, manter essa estrutura rigida requer a escolha de sistemas de
imobilizacdo adequados, analisando bem as caracteristicas dos suportes e grupos funcionais
envolvidos. A Figura 2.7 apresenta a configuracdo de ligagdes covalentes e ligacdes

covalentes mulitpontuais.

Figura 2.7 - Ligacdo covalente unipontual e multipontual.

Imobilizagdo Covalente Imobiliza¢do Covalente
Unipontual Mulgipontual

Enzimando enrijecida Enrijecimentoda Enzima

Fonte: Mateo et al., 2007.
2.7.1.3 Retencao Fisica

Esse método se baseia na retengdo da enzima no interior de uma rede polimérica,
porém permite a passagem de substrato e produto. Nesse caso, ndo ocorre a sua ligagdo com a
matriz suporte e esse confinamento pode ocorrer a partir de trés estratégias: inclusdo da

enzima em uma matriz polimérica; dissolucdo do catalisador em fase ndo aquosa (gel, por
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exemplo) e pela utilizagdo de microcapsulas semipermedveis (SIRISHA, JAIN E JAIN,
2016).

As vantagens da retencao fisica sdo: ¢ uma técnica barata, rapida, requer condicdes de
reacdo brandas, protege o catalisador de contaminag¢do microbiana, além de apresentar uma
grande darea superficial entre o material polimérico e a enzima. No entanto, como
desvantagens podem ser consideradas algumas limitagdes de transferéncia de massa, a
dificuldade no controle do tamanho dos poros e para evitar a saida da enzima do
confinamento, além da possibilidade de inativacdo das enzimas pelos precursores de
polimerizacao das matrizes (SOUZA ET AL., 2017; NISHA, ARUN KARTHICK E GOBI,
2012).

2.7.14 Ligacao Cruzada

Essa técnica de imobilizagdo, também conhecida por copolimerizagdo, corresponde a
ligacdo de enzimas umas as outras através de varios pontos de conexdao entre si, sem a
utilizagdo de qualquer suporte (DATTA, CHRISTENA E RAJARAM, 2012). Esse tipo de
agregado de enzimas ¢ conhecido por cristais de enzima reticulados (CLECs), que sdo
formados a partir de enzimas que se precipitam em microcristais e em seguida, sdo sujeitas as
ligagdes cruzadas (SOUZA ET AL., 2017). Geralmente, o agente de reticulacdo utilizado é o
glutaraldeido, por ser bifuncional, com grupos aldeidos em ambas as extremidades que
reagem com grupos amino livres das enzimas, estabelecendo assim, as ligagdes cruzadas
(SINGH ET AL., 2018).

Como vantagens, ressalta-se que esses agregados de enzimas sdo altamente reativos
devido a alta concentragdo de enzimas e, também, que essa técnica pode ser utilizada
juntamente com outras para minimizar a perda de enzima. No entanto, as desvantagens sdo as
seguintes: como sao envolvidas ligagdes covalentes, pode haver perda da atividade das
enzimas com variagdes de varios fatores (pH, temperatura, agente ligante); ha dificuldade de
manter grandes agregados com retengdo de atividade; alguns agentes reticulantes podem
desnaturar ou modificar a estrutura das enzimas, baixa estabilidade mecanica devido a
auséncia de suporte e dificuldade de reproducao devido a aleatoriedade das ligagdes ( CAO,
2005, MATEO ET AL., 2007).

Recentemente tem havido interesse por uma forma de reticulacdo conhecida por
CLEAs — agregados enzimaticos reticulados, como substitui¢ao em relacdo aos métodos em
que ha utilizagdo de suportes (PODREPSEK, KNEZ E LEITGEB, 2019; XU E YANG,
2013). Os CLEAs apresentam alta atividade por volume, alta estabilidade devido a ligagao
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cruzada, facilidade de reuso e utilizacdo de enzimas ndo purificadas em sua produgdo, sendo,
esta Ultima caracteristica, uma das que os diferencia dos CLECs, dentre outras como também
a ndo formacdo de cristais, visto que os CLEAs sdao formados a partir da precipitacdo de
enzimas ¢ depois da sua reticulagdo (SOUZA ET AL., 2017). No entanto, os CLEAs ndo
apresentam resisténcia mecanica, mas isso pode ser aprimorado com intensificagdo das
ligacdes cruzadas e com desidratagao (GARCIA-GALAN ET AL., 2011). Outra questao ¢ que
ha limitagcdes de transferéncia de massa no interior dos agregados e também reducdo de
mobilidade das enzimas, o que traz dificuldades de acesso para substratos que sdo

macromoléculas (CUI E JIA, 2013).
2.7.2 Suportes para imobilizacao

As caracteristicas do material utilizado no suporte para a imobilizagdo de enzimas
influenciam a eficiéncia desse processo, ja que as propriedades cinéticas das enzimas sdo
alteradas em funcdo da interacdo delas com o suporte. Esses materiais se diferenciam pela
morfologia e composicdo quimica e assim, podem ser classificados em: naturais (organicos),
como alginato, coldgeno, quitosana, quitina, amido e pectina, sintéticos (inorganicos), como
alumina, zeolitas, silica, ceramica, vidro e os organicos sintéticos, como resinas sintéticas
(HETTIARACHCHY ET AL., 2018; DATTA, CHRISTENA E RAJARAM, 2012).

Algumas propriedades fundamentais que os suportes devem possuir sdo: alta
permeabilidade, grande area superficial, estabilidade quimica e térmica, resisténcia a infec¢ao
microbiana, ndo toxicicidade, regenerabilidade, baixo custo, resisténcia mecanica, presenca de
grupos funcionais adequados e em abundancia, insolubilidade e caracteristicas como
hidrofobicidade ou hidrofilicidade, que afetam a for¢a e afinidade das interagdes entre enzima
e carreador (BRENA, GONZALEZ-POMBO E BATISTA-VIERA, 2013).

Suportes inorginicos normalmente s3o menos reativos que o0s organicos, mas
apresentam estabilidade térmica, resisténcia mecanica adequada e resisténcia também a
contamina¢do microbiana. Por ndo serem porosos, metais e seus 6xidos apresentam pouca
superficie disponivel para imobilizagdo. Por sua vez, suportes organicos apresentam
limitagdes de difusdo, sdo influenciados geralmente por fatores como contaminacao
microbiana e variagdo de pH, porém sdo de baixo custo e obtidos em grandes quantidades. Os
suportes organicos sintéticos podem ser amplamente utilizados na imobilizag¢do, visto que
podem ser fabricados com as propriedades fisico-quimicas desejadas. Nao sdo suscetiveis a
contamina¢do microbiana e incluem resinas simples, de troca ionica, polimeros com grupos

acidos ou basicos (HETTIARACHCHY, 2018).
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2.7.2.1 Resinas como suporte para imobilizacao

A imobilizacdo em resinas de troca ionica corresponde a um método simples, quando
comparado a outros; ocorre por meio de interacdes eletrostaticas e iOnicas entre os ions das
proteinas e os ions de carga oposta da resina. A natureza das resinas ¢ complexa, sendo em
sua maioria polimeros (MARQUEZ ET AL., 2008; DAOUD, KADDOURI E SADOUN,
2009) e elas correspondem a suportes insoluveis e com poros através dos quais € possivel
confinar as enzimas (DATTA, CHRISTENA E RAJARAM, 2012).

Diversas substancias, sejam elas naturais, como agar, celulose, carvao zeoélitas, ou
artificiais, como as resinas sintéticas, possuem propriedades que as caracterizam como
trocadoras de ions. A definicdo de um trocador i6nico corresponde ao “esqueleto” ou matriz
de um material, no qual h4 ions fortemente fixados que podem ser de carga positiva ou
negativa, sendo que também estdo presentes ions moveis de carga oposta aos da matriz, que
garantem a neutralidade elétrica. Em um trocador cationico, os ions fixos tém carga negativa e
os deslocaveis tém carga positiva. Quando ocorre o contrario, tem-se um trocador anidnico
(ABRAO, 2014).

A producgdo dos diferentes tipos de resinas depende da constituicdo da matriz, de
grupos de troca e das caracteristicas fisico-quimicas (RIANI, 2008). As primeiras resinas de
troca idnica estaveis, produzidas comercialmente foram de fenol-formaldeido (ABRAO,
2014).

A desvantagem da utilizacao dessa forma de imobilizacao consiste na possibilidade de
a enzima se desprender da resina, em funcao de modificagdes da forca idnica do meio
reacional e também por alteracdes no pH. No entanto, podem ser citadas varias vantagens
como recuperagdo do suporte, custo baixo e boa disponibilidade (CABRAL, FALLEIROS E
RIBEIRO, 2012).

As resinas anionicas podem ser formadas pela insercao de alguns grupamentos basicos
como aminas tercidrias e quaterndrios de amonio que produzem, respectivamente, resinas
fracamente basicas e resinas fortemente bésicas. Por sua vez, dentre os grupamentos acidos
podem ser citados o acido sulfonico (que se sobressai) e o acido carboxilico (mais raro), que
produz, respectivamente, resina catidnica fortemente acida e resina catidnica fracamente
basica (GONZALES, 2010 apud FALLEIROS, 2012).

Nesta pesquisa foi usada a resina Duolite® A-568, que conforme o fabricante (Rohm
Hass), ¢ uma resina de troca anidnica, com matriz de fenol-formaldeido policondensado,

caracterizada por ser fracamente basica, com estrutura granular e extremamente porosa. Ela se
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adequa a aplicagdo em varios bioprocessos, como em industria de amido, gordura, leite,
dentre outras, por ser hidrofilica, ter distribui¢ao controlada de poros e forca idnica projetados
para otimizar a imobilizacdo de enzimas nesses processos.

Virios trabalhos utilizaram a resina Duolite® A-568 para imobilizacdo de diferentes
enzimas como: Fuentes et al., (2001) que estudaram a imobilizagao de lipase por adsorgao
nessa resina; Marquez et al, (2008), com o estudo da imobilizagcdo da invertase por adsor¢ao
nessa resina, para otimiza¢do da hidrdlise da sacarose; Wang et al., (2016), com a
imobilizacdo de cellobiose 2-epimerase de Caldicellulosiruptor saccharolyticus na produgdo
de lactulose, com a utilizacao de glutaraldeido no processo de adsor¢ao nessa resina; Sousa et
al. (2018), que estudaram o processo de imobilizacdo da (-galactosidase de Kluyveromyces
Marxianus nessa resina.

Por fim, neste trabalho foi utilizada a fun¢do desejabilidade, que ¢ a aplicacao do
método proposto por Derringer e Suich (1980), com o objetivo de estabelecer as melhores
condigdes para os processos de imobilizacdo com resina Duolite® A-568 que foram
avaliados. Essa ferramenta se baseia na determinag@o dos valores das variaveis independentes
que otimizam uma ou mais respostas ou, pelo menos, as deixem em faixas aceitaveis. E,
portanto, uma técnica de otimizacdo simultdnea de mais de uma resposta, com base em
métodos de programagdo nao linear. Cada resposta yi ¢ associada a uma fung¢ao individual de
desejabilidade (di) que varia de 0<di<l. Quando o valor da resposta for o mais desejavel ou
ideal, di=1; se a resposta estiver fora da regido de aceitacdo, di=0. A desejabilidade global
(D), dada pela média geométrica das desejabilidades individuais, deve ser maximizada (estar
mais proxima de 1) e com base nesse objetivo sdo selecionadas as varidveis independentes, e
consequentemente, definidas as melhores condi¢des de processo (CRUZ-MONTEAGUDO,
BORGES E CORDEIRO, 2008).

A partir do que foi exposto nessa revisdo, foi definido entdo o escopo do trabalho:
estudar os processos de imobilizagdo da enzima a-amilase comercial Termamyl® 2X, em
resina de troca ionica, Duolite® A-568, por adsor¢do e ligagdo cruzada, a partir da hidrélise
de amido de milho (Maizena). Esta pesquisa apresenta relevancia, pois foi feita de forma
inovadora, com utilizagdo de uma resina de baixo custo e que ainda nao havia sido estudada

nessas condigdes para essa finalidade.
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Neste capitulo serdo apresentados os materiais utilizados e a metodologia experimental

empregada para a realizacao dos experimentos relacionados com a pesquisa.
3.1 Material
3.1.1 Enzima

Neste trabalho foi utilizada a enzima a-amilase, de nome comercial Termamyl® 2X.
Ela ¢ produzida por uma cepa geneticamente modificada do género Bacillus licheniformis e é
comercializada no estado liquido. Trata-se de uma enzima termostavel, capaz de hidrolisar
ligagdes glicosidicas do tipo a-(1,4) em amilose e amilopectina, componentes do amido.

A enzima foi gentilmente doada pela LNF Latino Americana, representante da
Novozymes no Brasil. A atividade da Termamyl® 2X descrita pelo fabricante ¢ dada por 1kU
(quilounidade de alfa amilase), que representa a quantidade de enzima que possibilita
hidrolisar 5,26 g de amido por hora, nas seguintes condi¢des: pH 5,60; temperatura 37 °C e
tempo de reagdo entre 7 ¢ 20 minutos. Segundo informagdes do fabricante, esta enzima atua
na faixa de pH de 5,50 a 7,50, sendo a faixa 6tima de 6,00 a 7,00; a faixa de atuagdo em
relacdo a temperatura ¢ de 50 a 115 °C, com faixa 6tima acima de 80 °C.

Nos experimentos de hidrolise de amido, um dado volume de enzima na sua forma
original era adicionado ao meio reacional, fornecendo assim a relagdo volume de enzima por
volume de meio em termos percentuais (%v/v). No decorrer do trabalho foram empregados

diferentes valores de (%v/v), conforme a conveniéncia.
3.1.2 Suporte para imobilizacio

O suporte selecionado para a imobilizagdo da enzima Termamyl® 2X foi a resina de
troca i0nica Duolite® A-568 (Rohm Haas). Essa resina ¢ anionica, altamente porosa € com
carater fracamente basico, que tem como base a ligagdo cruzada de fenol-formaldeido e é um
suporte sintético (organico). A forg¢a idnica, volume de poros, tamanho de poros e de
particulas da resina conferem um design favoravel para a imobilizagdo de enzimas aplicadas
na industria de amido e de gordura. Essa resina foi adquirida da companhia Dow Chemical

Company e pode ser visualizada na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Resina de troca idnica Duolite® A-568.

Fonte: O autor.

As principais caracteristicas da resina Duolite® A-568 sdo:
e Matriz: Fenol-formaldeido

e Grupo funcional: Amina Terciaria

e Forma fisica: granulos de cor verde a cinza

e Capacidade total de troca i6nica: > 1,20 equivalente/L
e Alta porosidade

e Tamanho do poro: 15 a 25 nm

e Volume do poro: 0,78 a 1 mL/g

e Densidade: 1,10 a 1,14 g/mL

e pH bom para imobilizacdo: 5a 7
3.1.3 Substrato e outros reagentes

Nas reacgoes de hidrolise de amido ao longo da execucao dos ensaios foram preparadas
solugdes de amido (substrato) a partir de Maizena (marca Unilever) em tampao fosfato 0,2 M.
Também foram utilizados os seguintes reagentes (PA): glicose, 4cido 3,5-dinitrosalicilico,
hidroxido de sodio, sal de Rochelle (tartarato de soédio e potassio), fosfato de sddio
monobasico e dibasico. Além desses, foram usados glutaraldeido 25% v/v e HCI 37% de

pureza.
3.2 Unidade experimental

Os experimentos para determinagdo da atividade da enzima Termamyl® 2X, tanto na

forma livre como na forma imobilizada, foram realizados na unidade experimental, mostrada
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na Figura 3.2, montada no Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Faculdade de

Engenharia Quimica.

Figura 3.2 - Unidade experimental. 1: Banho em ebuli¢do; 2: Tubos Folin Wu com DNS; 3:

Banho de gelo; 4: Reatores; 5: Banho termostatizado.

Fonte: o Autor.

Trés reatores de mistura em batelada compunham a unidade experimental. Cada reator
tem volume util de 200 mL, com dimensoes de 8,2 ¢cm de altura, 5,5 cm de didmetro interno e
com agita¢do magnética. Cada reator era dotado de uma camisa externa conectada a um banho
termostizado Quimis, modelo Q214M2, a partir do qual circulava dgua para controle de
temperatura. Os experimentos para determinagdo da atividade da enzima Termamyl 2X, tanto
na forma livre como na forma imobilizada, foram realizados na unidade experimental,
mostrada na Figura 3.2, montada no Laboratorio de Engenharia Bioquimica da Faculdade de
Engenharia Quimica.

Na Figura 3.2 também sdo apresentados um banho em ebuli¢do, um banho de gelo e
tubos Folin Wu com o reagente DNS (acido 3,5-dinotrosalicilico), os quais fazem parte dos
ensaios para determinagdo de agucar redutor total (ART) pelo método do DNS (MILLER,
1959). Na determinagao da concentragdo de ART eram determinadas as absorbancias a 540
nm, empregando um espectrofotometro UV-VIS UV-280 (Shimadzu).

Nos experimentos de determinacao de atividade da enzima imobilizada foi utilizada a
mesma estrutura apresentada na Figura 3.2, porém foram acrescentadas cestas de aco inox de
100 mesh, com 6,2 cm de altura e 2,4 cm de didmetro, inseridas no reator, a fim de reter a
enzima imobilizada e evitar o atrito com os agitadores magnéticos, conforme pode ser visto na

Figura 3.3.
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Figura 3.3- Reator com cesta de aco inox para imobilizac¢do. 1: cesta de ago inox; 2: reator.

Fonte: o Autor.
3.3 Metodologia experimental
3.3.1 Gelatinizacdo do amido

As solugdes de amido a 1% (m/v) eram preparadas em solucdo tampao fosfato 0,2 M,
a valores de pH conforme o valor desejado no experimento. Essas solugdes eram colocadas
em um béquer lacrado e mantidas em Banho-Maria em ebuli¢do (em torno de 94°C), por 15
minutos, conforme descrito por Norman (1981) e Liu et al. (2019).

Estas solucdes de amido gelatinizado eram usadas para compor o meio reacional nas

reacdes de hidrolise empregando a enzima a-amilase.
3.3.2 Determinacao da atividade da enzima livre

As atividades da enzima na forma livre, em todos os experimentos, foram
determinadas pela metodologia das taxas iniciais de reacdo, empregando a unidade
experimental da Figura 3.2. Inicialmente preparavam-se as solugdes de amido gelatinizado a
1% (m/v), conforme descrito no Item 3.3.1. Na determinacdo da atividade da enzima, um
dado volume da solugdo de amido gelatinizado, no pH desejado, era adicionado ao reator,
mantido sob agitacdo magnética e quando a temperatura se estabilizava em 70°C, era
acrescentada ao reator uma aliquota da enzima, tal que a relagdo desejada volume de enzima
por volume de meio (%v/v) fosse alcancada. Essa reacdo volume de enzima por volume de
meio assumiu diferentes valores conforme a conveniéncia do experimento ¢ serd informada
em todas as oportunidades.

Amostras do meio em reagdo eram retiradas em intervalos adequados de tempo e
determinada a concentra¢ao de acucar redutor pelo método do DNS (MILLER, 1959). Uma

curva de calibracao de concentragdo de glicose (PA) em funcao da absorbancia, a 540 nm, foi
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elaborada como referéncia para a determinacdo da concentracdo de ART em fung¢do do tempo
nos experimentos.

Com os valores de ART produzidos em fungcdo do tempo de reacdo, eram
determinadas as taxas iniciais de reagdo de hidrolise a partir da inclinagdo da reta obtida. A
unidade (U) de atividade da enzima livre (A;) foi expressa em mg de ART produzidas por

minuto (U), nas condi¢des definidas no experimento.
3.3.3 Determinacio da atividade da enzima imobilizada

Na determinacdo da atividade da enzima imobilizada utilizou-se uma metodologia
idéntica aquela empregada para a enzima livre, porém com o biocatalisador imobilizado em 1
g de resina Duolite® A-568 e retido num cesto de ago inox, como ja definido.

A unidade (U) de atividade da enzima imobilizada (A1) foi expressa em mg de ART
produzidas por minuto (U), nas condi¢des definidas no experimento. A enzima imobilizada ¢

mostrada na Figura 3.4.

Figura 3.4 — Enzima imobilizada

3.3.4 Influéncia do pH na atividade da enzima livre

Com o objetivo de avaliar a influéncia do pH do meio reacional na atividade da
enzima Termamyl® 2X livre, as atividades da enzima foram determinadas na faixa de pH
entre 5,0 e 8,0 com intervalo de 0,5 pelo procedimento indicado no Item 3.3.2, empregando
uma concentragdo de enzima igual a 0,2% v/v (NATIONAL CENTRE, 2019).

A unidade (U) de atividade da enzima (A;) foi expressa em mg/min (U) e foram
calculadas atividades relativas (A, em relagdo a maxima atividade obtida (Amsx), conforme a
Equagdo (3.1). Foi feita tambem uma regressao polinomial de segundo grau para avaliar a

atividade maxima da faixa de pH considerada.
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AL 100
Amax 3.1

‘Arel (%) =

3.3.5 Determinacio da estabilidade da Termamyl® 2X livre em relacio ao pH

Amostras de Termamyl® 2X, preparadas a 0,5% v/v em tampao fosfato nos valores de
pH 5,0; 6,0; 6,5 7,0; 7,5 e 8,0 foram colocadas em frascos com tampa e incubadas durante 2
horas a 70°C, em banho termostatizado.

Ap0s este intervalo de tempo de incubagdo, foram determinadas as atividades de todas
as amostras pelo método das taxas iniciais, conforme Item 3.3.2, empregando um meio
reacional composto de uma solu¢do de amido gelatinizado a 1% (m/v), com a enzima a 0,05%
(v/v),a70°C e pH 6, sob agitacdo constante.

Antes da incubagdo, amostras da enzima (controle), nos mesmos valores de pH, a 25
°C, foram coletadas para determinacao das atividades pelo mesmo procedimento, para efeito
de comparagdo com as amostras que foram incubadas a 70°C.

A unidade (U) da atividade da enzima foi expressa em mg/min (U) e foram calculadas
atividades residuais (Ars) por meio da relacdo das atividades obtidas apods 2h (Ayn) € a

atividade do controle para os mesmos valores de pH (AC), conforme Equagdo (3.2).

A,
A4, (%) =2 x100
AC 32

3.3.6 Imobilizacido da enzima Termamyl® 2X por adsorc¢io ao suporte

A seguir ¢ descrito como foi feito o processo de imobilizagdo da enzima Termamyl®

2X na resina Duolite® A-568 e sao mostrados os calculos envolvidos.
3.3.6.1 Ativac¢ao do suporte de imobiliza¢ao

Para ativagdo da resina Duolite® A-568 foi seguido o método proposto pelo

fabricante:
1- Adig¢ao de acido cloridrico 1M a resina, na proporc¢ao de 1 volume de resina e 10 volumes
de solugdo de 4cido, mantidos por 30 minutos e 50 rpm em incubadora rotativa. Apos

esse processo, foi efetuada uma lavagem do suporte com 2L agua destilada.
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2- Em seguida, foi adicionado hidréxido de s6édio 1M a resina, na proporc¢ao de 1 volume de
resina ¢ 10 volumes de solucdo de base, mantidos por 30 minutos e 50 rpm em
incubadora rotativa. Apds esse processo, foi realizada uma lavagem do suporte com agua
destilada com 2L de agua destilada.

3- Filtracdo a vacuo da resina por 15 minutos com 5 L de dgua destilada e secagem a

temperatura ambiente.
3.3.6.2 Testes preliminares de imobiliza¢ao

Foram realizados alguns testes iniciais para avaliar a capacidade de adsorcdo da
enzima na resina Duolite® A-568 ¢ para definir qual a melhor temperatura para os
experimentos de imobilizagdo seguintes, que foram conduzidos por meio de um DCC
(Delineamento Composto Central).

Em dois testes preliminares, a enzima Termamyl® 2X foi preparada para imobilizagdo
em um erlenmeyer contendo 1g de resina, ativada conforme Item 3.3.6.1 e volume total de 15
mL em pH 5 (enzima, resina e tampao fosfato no pH 5), tendo a enzima concentragdo de 0,2%
v/v nesse meio. De acordo com o fabricante, a resina tem uma boa faixa de imobilizagdo entre
pH 5 e 7, por isso foi selecionado o valor de pH 5 para o teste. Os erlenmeyers foram
colocados em uma incubadora rotatoria a 120 rpm, com tempo imobilizagdo de 15 minutos e
temperatura varidvel: no teste 1, a temperatura de imobilizagdo foi de 25°C e no teste 2, 40°C.

Em cada teste, ap6s o tempo de imobilizacdo, a enzima foi transferida para a cesta de
aco inox, separada do sobrenadante e lavada com tampao fosfato pH 7. Em seguida, foi

determinada a atividade da enzima imobilizada, conforme Item 3.3.2.
3.3.6.3 Procedimento experimental para imobilizacdo da enzima

O estudo da imobilizagdo da enzima Termamyl® 2X na resina Duolite® A-568 por
adsor¢do foi conduzido através de um DCC (delineamento composto central), ferramenta
estatistica com a qual foi avaliada a influéncia conjunta das variaveis pH, tempo de
imobilizacdo e concentragdo da enzima no meio de imobiliza¢do, conforme serd apresentado
no Item 3.3.6.6. Além disso, também foram utilizados os softwares Maple 17 e o Statistica®
7.0, para avaliar regides Otimas das respostas que foram determinadas, assim como também
foi utilizada a funcdo desejabilidade. Os procedimentos de imobilizagdo e a metodologia

analitica serdao descritos na sequéncia.
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Para cada experimento de imobilizagdo da enzima Termamyl® 2X, conduzidos
segundo o DCC, foram preparados 25 mL de uma solucdo inicial de enzima na concentracao
desejada (%v/v) para cada experimento, em um baldo volumétrico, em tampao fosfato no pH
da imobilizacdo. Eram separados 10 mL dessa solu¢do em um erlenmeyer, compondo o
controle (que representava a enzima livre para o experimento) e os outros 15 mL eram
adicionados em outro erlenmeyer contendo 1g de resina, ativada conforme 3.3.6.1. Os
erlenmeyers contendo a resina e solugdo de enzima eram tampados e entdo colocados em uma
incubadora rotatoria a 120 rpm e 25°C, com tempo de imobilizagdo varidvel. Em cada teste,
apods o tempo de imobilizacao, o biocatalisador imobilizado era transferido para a cesta de aco
inox, separando o biocatalisador imobilizado do sobrenadante. A seguir a enzima imobilizada
era lavada com 50 mL de solugdo tampdao no mesmo pH da imobilizacdo, gerando a
suspensdo ou agua de lavagem.

A atividade do biocatalisador imobilizado era determinada conforme Item 3.3.3 e as
do controle, sobrenadante e da solu¢cdo de lavagem eram determinadas conforme Item 3.3.2,
sempre empregando um meio reacional a 1% (m/v) de amido gelatinizado em tampao fosfato
a pH igual a 7,0 a temperatura de 70°C. Esses experimentos foram realizados em duplicata. A
imobilizacdo da enzima, juntamente com a preparagdo do controle, sio mostrados na Figura

3.5.

Figura 3.5 — Enzima imobilizada (a) e controle (b).

Fonte: autor.
3.3.6.4 Calculo da atividade recuperada (AR)

A atividade recuperada (AR) corresponde a relagdo entre a atividade da enzima
imobilizada (Al) e a atividade do controle (AC). AC ¢ a atividade total da enzima livre nas
mesmas condigdes experimentais da enzima imobilizada (SHELDON E VAN PELT, 2013),

conforme Equagao (3.3).
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AR%) =L %100
AC 3.3

3.3.6.5 Calculo da eficiéncia de imobilizacao (Ef)

A eficiéncia da imobilizacdo (Ef) corresponde a relagdo entre a atividade da enzima
imobilizada (AI) e o resultado da subtragdo das atividades do sobrenadante (AS) e da solucao
de lavagem (AL) da atividade do controle (AC) (SHELDON E VAN PELT, 2013), conforme
Equagdo (3.4).

AL 100
AC—AS AL 24

Ef (%) =

3.3.6.6 Influéncia do pH, tempo e concentracio de enzima no meio de imobilizacio.

Neste trabalho foi utilizado um DCC, por meio do software Statistica® 7.0,
considerando a andlise de trés varidveis independentes, tendo assim entdo um fatorial
completo 23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repeti¢des no ponto central, em um total de 17
experimentos. Nesse planejamento foi utilizado o alfa de rotacional, cujo valor foi de 1,6818.
Esse planejamento teve como objetivo a andlise conjunta da influéncia de trés variaveis
independentes - pH, tempo e concentragdo de enzima - em trés respostas — atividade da
enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizacao.

A faixa de andlise para as varidveis independentes foi a seguinte: o pH variou de 4,82
a 8,18; o tempo, de 15 minutos a 166 minutos e a concentra¢ao de enzima Termamyl® 2X, de
0,204% a 2,9% (v/v). Em rela¢do ao pH, foi levada em consideracdo a faixa de atuacdo da
enzima, a melhor faixa de imobilizacdo da resina, fornecidos nas fichas técnicas e pelos
fabricantes e também o trabalho de Guidini (2009), no qual foi utilizada a resina Duolite A-
568. Os valores de concentracao e tempo foram baseados em testes preliminares.

Cada experimento desse DCC foi realizado conforme descrito no Item 3.3.6.3. As
equacdes de codificacdo do pH (X;), tempo (X3) e concentracdo de enzima (X3) foram obtidas

utilizando a Equagao (3.5).

v o X-X,
+1 X—
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Sendo que,

X, = valor codificado da variavel (n = 1,2...);
X = valor da variavel a ser calculada;

Xo = valor da variavel no ponto central;

X1 = valor da variavel no nivel superior;

X_; = valor da variavel no nivel inferior.

As Equagoes codificadas s3o apresentadas pelas Equagdes (3.6), (3.7) e (3.8),

respectivamente.
X = pH —6,5
1 3.6

X, = t-90

45 3.7

-1
X, = Cc-1,55

0,8 3.8
A

Tabela 3.1 apresenta as condi¢des de todos os experimentos realizados no DCC. Sao
apresentados os valores das variaveis na forma codificada e em seu valor real, sendo que X;

refere-se ao pH, X, ao tempo (min) e X3 a concentracdo de enzima na imobilizac¢do (% v/v).
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Tabela 3.1- Matriz do DCC com valores reais e codificados.

Valor Real (Valor codificado)

Xi X, X3
Experimentos pH Tempo Concentracio de enzima

(-) (min) (% v/v)
1 5,50 (-1) 45 (-1) 0,75 (-1)
2 5,50 (-1) 45 (-1) 2,35 (+1)
3 5,50 (-1) 135 (+1) 0,75 (-1)
4 5,50 (-1) 135 (+1) 2,35 (+1)
5 7,50 (+1) 45 (-1) 0,75 (-1)
6 7,50 (+1) 45 (-1) 2,35 (+1)
7 7,50 (+1) 135 (+1) 0,75 (-1)
8 7,50 (+1) 135 (+1) 2,35 (+1)
9 4,82 (-a) 90 (0) 1,55 (0)
10 8,18 (+a) 90 (0) 1,55 (0)
11 6,50 (0) 15 (-o) 1,55 (0)
12 6,50 (0) 166 (+a) 1,55 (0)
13 6,50 (0) 90 (0) 0,20 (-a)
14 6,50 (0) 90 (0) 2,90 (+a)
15 6,50 (0) 90 (0) 1,55 (0)
16 6,50 (0) 90 (0) 1,55 (0)
17 6,50 (0) 90 (0) 1,55 (0)

O procedimento experimental foi realizado em duplicata, conforme os itens 3.3.2 (para
o controle, o sobrenadante e a solucdo de lavagem) e Item 3.3.3.

A partir do DCC foi possivel gerar um modelo para cada resposta (atividade
imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizagdo) em fun¢do das varidveis
independentes (pH, tempo e concentracdo de enzima), utilizando o Statistica® 7.0. Além
disso, foram geradas superficies de resposta por esse software e pelo Maple 17, cuja analise,
juntamente com a utilizagao da fun¢do desejabilidade do Statistica® 7.0, permitiu determinar
as melhores condigdes para maximizacdo de cada resposta individualmente e
simultaneamente.

Os experimentos de validagcdo foram entao conduzidos nas condi¢oes de otimizagao,
que estavam dentro da faixa de estudo do DCC. Esses experimentos foram conduzidos

conforme a metodologia usada nos experimentos do DCC.
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3.3.7 Imobilizacdo da enzima Termamyl® 2X por ligacdo cruzada com

glutaraldeido.

Para avaliar a possibilidade de melhorar as repostas obtidas com a imobilizacdo da
enzima na resina, foi feito o estudo da imobilizacdo de Termamyl® 2X por ligacdo cruzada
com a resina Duolite® A-568, através da utilizacdo de glutaraldeido como agente de
reticulagdo, como mostrado na Figura 3.6. A resina utilizada foi previamente ativada,

conforme Item 3.3.6.1.

Figura 3.6 — Ligacao cruzada com glutaraldeido.

Fonte: autor.
3.3.7.1 Testes preliminares da ligacao cruzada com glutaraldeido

Foi avaliada a influéncia do glutaraldeido como agente reticulante na atividade
enzimatica, apos o processo de imobilizagdo por adsor¢do ter sido otimizado. Para isso, foi
realizado um teste preliminar para verificar se o processo de ligagdo cruzada deveria ser
realizado antes ou apoOs a o processo de imobilizacdo, considerando o ponto 6timo obtido a
partir do DCC realizado anteriormente.

No primeiro teste, foi preparada 25 mL de uma solugdo enzimatica a 0,878 % v/v em
um baldo volumétrico, com tampao fosfato no pH 4,82. Eram separados 10 mL do controle
em um erlenmeyer (que representavam a enzima livre para o experimento) € os outros 15 mL
eram adicionados em outro erlenmyer com 1 g de resina, ativada conforme Item 3.3.6.1. Os
erlenmeyers contendo a enzima e resina foram colocados em uma incubadora rotativa a 120

rpm e 25°C por 15 minutos, para imobilizagao.
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Posteriormente a resina foi separada do sobrenadante e lavada com 50 mL de tampao
fosfato e foram acrescentados 10 mL de solucdo de glutaraldeido 3 g/L, preparado em tampao
fosfato, pH 4,82 para o processo de ligagdo cruzada. A resina com a solucao de glutaraldeido
foi colocada na incubadora rotativa nas mesmas condi¢des do teste anterior. Ao final do
processo, a resina foi separada da solucdo de glutaraldeido e lavada com 50 mL de tampao
fosfato em pH 4,82. A atividade da enzima imobilizada foi determinada conforme Item 3.3.3.

No segundo teste, foi realizado primeiramente o processo de ligagdo cruzada com
glutaraldeido, posteriormente a imobilizacdo e a determinagdo da atividade, conforme Item

3.3.3. As condigdes desses testes tiveram como base o trabalho de Guidini (2009).

3.3.7.2 Influéncia conjunta da concentracio de glutaraldeido e do tempo de ligacao

cruzada

Um novo DCC foi elaborado com o auxilio do software Statistica® 7.0., considerando
a andlise de trés varidveis independentes, tendo assim entio um fatorial completo 22,
incluindo 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, em um total de 11 experimentos.
Nesse planejamento foi utilizado o alfa de rotacional, cujo valor foi de 1,4142. Esse
planejamento teve como objetivo a andlise conjunta da influéncia de duas variaveis
independentes - concentracdo de glutaraldeido e tempo de ligacdo cruzada - em trés respostas
— atividade imobilizada, atividade recuperada (calculo no Item 3.3.6.4) e eficiéncia de
imobilizagdo (célculo no Item 3.3.6.5).

A faixa de andlise para as varaveis independentes foi a seguinte: a concentragdo de
glutaraldeido variou de 0 a 0,70; o tempo, de 4 minutos a 46 minutos. A metodologia adotada
para os experimentos do DCC teve como base os melhores resultados verificados nos testes
preliminares do Item 3.3.7.1 e com base no trabalho de Guidini (2009).

As Equagdes codificadas sdo apresentadas pelas Equagdes (3.9) e (3.10),

respectivamente.
X, = Cc-0,35

0,25 3.9
Y - t-25

> 15 3.10
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A Tabela 3.2 apresenta as condi¢des de todos os experimentos realizados no DCC. Sao
apresentados os valores das variaveis na forma codificada e em seu valor real, sendo que X3 se

refere a concentragdo de glutaraldeido (% m/v) e X4 ao tempo para a ligagao cruzada (min).

Tabela 3.2- Matriz do DCC com valores reais e codificados para o segundo DCC.

Valor Real (Valor codificado)

Concentracio de

Experimentos gluraraldeido (X,) Tempo (Xs)

(Yo m/y) (min)
1 0,10 (-1) 10 (-1)
2 0,10 (-1) 40 (+1)
3 0,60 (+1) 10 (-1)
4 0,60 (+1) 40 (+1)
5 0,00 (-av) 25 (0)
6 0,70 (+a) 25 (0)
7 0,35 (0) 4 (-a)
8 0,35 (0) 46 (+a)
9 0,35 (0) 25 (0)
10 0,35 (0) 25 (0)
11 0,35 (0) 25 (0)

A partir do DCC foi possivel gerar um modelo para cada resposta (atividade
imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizagdo) em fun¢do das varidveis
independentes (concentragdo de glutaraldeido e tempo), utilizando o Statistica® 7.0. Também
foram geradas superficies de resposta por esse sofiware e pelo Maple 17, cuja analise,
juntamente com utilizagcdo da fun¢do desejabilidade do Statistica® 7.0, permitiu determinar as
melhores condi¢des para maximizagao simultanea das respostas.

Os experimentos de validacao foram entdo conduzidos na condi¢do de otimizac¢do, que

estavam dentro da faixa de estudo do DCC.

3.3.8 Determinacio da atividade da enzima Termamyl® 2X em condicio
selecionada da imobilizacdo por ligacdo cruzada com variac¢ao de pH do meio

reacional

Apos a determinacao e validagao de condigdo selecionada apds otimizagdo para a
imobilizacdo da enzima por ligacdo cruzada, foram feitos experimentos para avaliar a

atividade da enzima imobilizada nessa condi¢do (0,2% g/L. de glutaraldeido e 25 minutos —



CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

condi¢do da ligagdo cruzada e pH 4,82, tempo de 15 minutos e concentracdo de enzima de
0,878% v/v — condicao de imobiliza¢do)), nos pHs 5, 6 e 7 do meio reacional, a 70°C.

Os experimentos foram feitos na unidade experimental da Figura 3.2, conforme
procedimento descrito no Item 3.3.3.

A unidade (U) de atividade da enzima, nesse caso, imobilizada, (A;=Al) foi expressa
em mg/min (U) e foram calculadas atividades relativas (A;) em relagdo a maxima atividade

obtida (Amsx), conforme a Equagdo 3.1.

3.3.9 Determinacio da estabilidade da enzima Termamyl® 2X em condiciao

selecionada da imobilizacdo por ligacdo cruzada em relacdo ao pH

Para o estudo da estabilidade da Termamyl® 2X, primeiramente foi realizado o
processo de imobilizagdo por ligacdo cruzada na condigdo selecionada apds otimizacao (0,2%
m/v de glutaraldeido e 25 minutos) e na condi¢do 6tima obtida pela imobiliza¢ao por adsor¢ao
(pH 4,82, tempo de 15 minutos e concentragdo de enzima de 0,878% v/v). Em seguida, foram
realizados dois experimentos, nos quais a resina (1g) foi mantida por duas horas em contato
com solugdes tampao fosfato nos pHs 5,00 e 7,00 em enrlenmeyers lacrados, imersos em
banho termostatizado com agua a 70°C. Apds esse tempo, as resinas com enzima imobilizada
foram separadas do respectivo sobrenadante, lavadas com 50 mL de solu¢do tampao no
mesmo pH em que foi avaliada a estabilidade e entdo a resina e as solugdes foram utilizadas
para determinagdo da atividade.

Para obtencao da atividade, os procedimentos foram feitos de acordo com a descri¢ao
do Item 3.3.3., nos quais as condigdes do meio reacional eram 70°C e pH 7,00. A unidade (U)
de atividade da enzima imobilizada foi expressa em mg/min (U) e foram calculadas, conforme
a Equacdo 33.2), as atividades residuais (A,) por meio da relagdo das atividades obtidas
apos 2h (Apni) e a atividade do controle (AC), definido nesse caso, como a atividade da
enzima imobilizada por ligagdo cruzada em seu ponto 6timo. Esses resultados obtidos foram

comparados com os resultados obtidos para a enzima livre, na mesma faixa de pH estudada.

3.3.10 Estabilidade de armazenamento da enzima imobilizada por adsorcido e da

enzima imobilizada por ligacao cruzada

A enzima Termamyl® 2X, imobilizada por adsor¢do nas condi¢des de pH 4,82, tempo
de imobiliza¢ao de 15 minutos e concentragao de enzima de 0,878% v/v, foi armazenada sob

refrigeracdo na geladeira a 4°C em pH 6,50 (tampao fosfato) por 25 dias e também por 35
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dias. A atividade enzimatica apds esses tempos de armazenamento foi determinada pelo
método das taxas iniciais, conforme procedimento descrito no Item 3.3.3. Essas atividades
residuais foram relacionadas com a atividade da enzima antes do armazenamento, considerada
como o valor de 100%, para avaliar a estabilidade de armazenamento da Termamyl® 2X
nessas condigoes.

De maneira anéloga, foi determinada a atividade residual da enzima imobilizada por
ligacdo cruzada, nas condi¢des do ponto central do segundo DCC (0,35% g/L de glutaraldeido
e 25 minutos de tempo para realizacdo da ligacdao cruzada), armazenada por 25 dias, em pH
6,50 (tampao fosfato) a 4 °C. Essa atividade foi comparada em relacao a atividade da enzima

antes do armazenamento, considerada como valor de 100%.

3.3.11 Reusos da enzima Termamyl® 2X em condi¢cdo selecionada da imobiliza¢io

por ligaciao cruzada

Para avaliar a capacidade de reuso da enzima imobilizada por ligacdo cruzada, a resina
foi preparada na condicao selecionada apos otimizacao desse processo. A partir de entdo, no
reator da unidade experimental mostrada na Figura 3.2, foi feito, primeiramente, uma reagao
de hidrdlise com a enzima imobilizada. Em seguida, foram realizadas outras cinco reagoes,
entre as quais havia lavagem da enzima na resina com 50 mL de tampao (pH 4,82). As
reacdes ocorreram com amido 1%, previamente gelatinizado, em pH 7, a 70°C, conforme
procedimento do Item 3.3.3. Ao final de cada uma das cinco reagdes, foi determinado o valor
de atividade residual remanescente na enzima imobilizada em relagdo a atividade presente em

primeiro uso (primeira reagdo), considerado como o valor de 100%.
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Neste capitulo, os principais resultados obtidos a partir do desenvolvimento desse

trabalho serdao expostos e discutidos.
4.1 Influéncia do pH na atividade da enzima livre

A determinagdo da atividade da enzima livre Termamyl® 2X foi avaliada na
temperatura de 70°C e a partir da variagdo do pH do meio reacional, de 5 a 8. Em cada
experimento, o meio continha 20 mL de solucdo de amido 1% m/v, previamente gelatinizada
e a enzima se manteve na concentracao de 0,2% v/v. Amostras foram coletadas em intervalos
de tempo regulares por um minuto e foi utilizado o método DNS para determinacdo do teor de
ART. A atividade da enzima livre em cada pH foi obtida por meio do método das taxas
iniciais de reacdo. A Figura 4.1 mostra a variacdo da atividade relativa da enzima livre em
funcdo do pH. O maior valor de atividade obtido foi assumido como 100% e os outros valores

foram calculados em relagao a ele.

Figura 4.1 - Atividade relativa em funcao do pH para a enzima livre.
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Ao analisar a Figura 4.1 percebe-se que a enzima apresentou atividades relativas mais
altas na faixa de pH 6,50 a 7,50. No pH 6,00 a enzima apresentou atividade relativa de
86,86%; no pH 6,50, 94,65 %; no pH 7,00 teve o valor mais alto, considerado 100% e no pH
8,00, 86,30%.

O valor de pH 6timo obtido para a reagao de hidrdlise do amido, pH 7, esta de acordo
com a faixa 6tima de atuacao descrita na ficha técnica da enzima, que esta entre 6,00 ¢ 7,00.
Dessa forma, o pH 7,00 foi o valor adotado para o meio reacional dos experimentos seguintes
realizados ao longo desse trabalho.

O pH 6timo das a- amilases pode variar de 2 a 12 (VIHINEN E MANTSIILA, 1989),
porém, a maioria das enzimas dessa categoria, que sdo derivadas de bactérias ou fungos,
apresenta pH 6timo geralmente entre a faixa 4cida a neutra (PANDEY ET AL., 2000).

No trabalho de Aksoy, Tumturk e Hasirci (1997), foi estudada a variagdo da atividade
da enzima a- amilase de pancreas de porco em sua forma livre, em funcao do pH, na faixa de
5,00 a 8,00, em meio reacional a 25°C, com amido soltvel a 2% m/v e o pH 6timo obtido
para a enzima foi de 7,50.

Outro trabalho que pode ser citado ¢ o de Ferrari et al. (2017), no qual estudaram o
processo de imobilizagdo de a- amilase derivada de Bacillus sp. em goma gelana e que
considera o pH 6timo de atividade da enzima livre como sendo 6,90, estando também de

acordo com o valor obtido neste trabalho.
4.2 Estabilidade da Termamyl® 2X livre em relacdo ao pH

A estabilidade da Termamyl® 2X livre em relacao ao pH foi avaliada por meio da
manuten¢do da enzima em solu¢des com pHs variando na faixa de 5,00 a 8 por 2 horas, a 70
°C. Apds esse tempo, para cada valor de pH, foi medida a atividade residual da enzima e

expressa em porcentagem, conforme Figura 4.2.
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Figura 4.2 — Estabilidade da enzima Termamyl® 2X livre em relagdo ao pH.
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Percebe-se pela Figura 4.2 que a enzima livre apresentou baixa estabilidade em pH
5,00, 6,00 e 8,00 enquanto exibiu estabilidade mais alta nos pHs 7,00 e 7,50, apresentando,
respectivamente, 62,10% e 60,57% de atividade residual.

Mesmo mantendo uma atividade residual mais alta tanto no pH 7,00 quanto no 7,50,
percebe-se que houve perda de atividade da enzima no tempo de exposi¢do a solugdao tampao
desses pHs. Até mesmo desnaturagdes irreversiveis podem ocorrer dependendo desse tempo
de exposicao (BISWANGER, 2002).

Na pratica industrial, a-amilases como a enzima Termamyl® 2X sdo utilizadas na
produgdo de xaropes e o tempo de atuacdo no processo de liquefagdo ¢ curto. Esse processo,
que ¢ uma das etapas da hidrdlise convencional, ocorre utilizando o equipamento industrial
“Jet Cooker”, no qual ha temperatura alta, pressdao e cisalhamento por 5-10 minutos, para
permitir a ruptura do amido e favorecer a hidrolise enzimatica no processo de producdo de
xaropes (NORMAN, 1981). Além disso, no trabalho de Lin et al. (2013), o tempo 6timo para
liquefagdo na producao de xarope de maltose a partir de amido de milho foi de 27 minutos.
Dessa forma, considerando-se que a atuagdo da enzima ocorre nessas condigdes (intervalo de
tempo curto e altas temperaturas), os valores obtidos para a atividade residual sdo validos.

O conhecimento da estabilidade da enzima ao pH ¢ importante tendo em vista que o
pH ¢ um fator que exerce significativa influéncia na estabilidade catalitica das enzimas, sendo
assim fundamental para estabelecer aplicagdes industriais e condi¢cdes de armazenamento do

catalisador.
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As amilases derivadas de micro-organismos, como as amilases bacterianas sdo
amplamente utilizadas em diferentes aplicagdes industriais devido a sua maior estabilidade em
relagdo as enzimas derivadas de animais e plantas (de SOUZA e MAGALHAES, 2010). Essa
estabilidade diz respeito tanto a temperatura quanto ao pH, porém dependendo do tempo em
que sao expostas a certa condi¢dao, podem ter perda de atividade. Além disso, nem sempre o
pH de maxima atividade coincide com o de maxima estabilidade. Na literatura foram
encontrados alguns trabalhos com condi¢des semelhantes ao teste de estabilidade feito nessa
pesquisa.

No estudo de Yazgan et al. (2018), em que foram avaliadas as condi¢des de producao
de maltose a partir de amido, comparando-se a utilizagao de Termamyl 120L (outro tipo de a-
amilase produzida pela empresa Novozymes, com faixa 6tima de atuagdo de pH 6 a 8 e
temperatura de 90 °C a 105 °C) livre e imobilizada em suportes de quitosana, foi feita a
analise da estabilidade da enzima livre mantida em pH 7 a 50 °C (tampao fosfato) por 6 horas,
obtendo-se uma atividade residual de 42%. Esse valor apresenta-se mais baixo comparado
com o valor de atividade residual obtido para o pH 7 a 70 °C neste trabalho. A diferenca nos
valores obtidos ocorre devido as diferencas nas temperaturas dos experimentos € no tempo em
que a estabilidade foi avaliada, tendo em vista que o resultado obtido nessa pesquisa teve uma
estabilidade mais alta em uma temperatura mais alta, porém em menor intervalo de tempo.

Além disso, ha o fato de haver variacdes nas caracteristicas das enzimas, mesmo
pertencendo a uma mesma classe, pois ha modificacdes genéticas que podem ocorrer na sua
producao, além das variadas fontes de obtengdo da enzima. Sendo assim, as enzimas podem
possuir diferentes valores de pH e temperaturas 6timas e também diferentes valores que
maximizam atividade e estabilidade. Estas faixas para valores maximos ndo necessariamente
coincidem, tendo em vista que a atividade se relaciona com a diminui¢do da energia de
ativacdo necessaria na conversao de um substrato e com a capacidade catalitica do sitio ativo
da proteina, enquanto a estabilidade est4 intimamente ligada com a estrutura nativa da enzima,
que se mantém através de forcas de interagdo (CABRAL, FALLEIROS E RIBEIRO, 2012).

Na pesquisa de Bayramoglu, Yilmaz, e Arica (2004) em que foi abordada a
imobilizacdo de enzima o-amilase termoestavel, derivada de Bacillus licheniformis, em
membranas reativas, estudou-se a estabilidade dessa enzima na forma livre nas temperaturas
de 60 °C, 70 °C e 80°C no pH 6,50 (tampao fosfato) por 2 h. Em 70 °C, no pH 6,50 a enzima
apresentou atividade residual de 41%, que se aproxima do valor de 36% obtido nesse

trabalho, no mesmo valor de pH.
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Por sua vez, no trabalho de Freitas, Martins e Pereira (2014) em que foi avaliada a
producdo e caracterizagdo de a-amilase derivada do fungo Syncephalastrum racemosum, a
enzima apresentou mais de 90% de atividade residual na faixa de pH 3,00 a 9,00 ap6s 24h, na
temperatura de 25°C, apresentando estabilidade muito alta, mas em temperatura mais baixa.
No trabalho de Nwagu e Okolo (2011), em que foi estudada a producdo da enzima a-amilase
Fusarium sp, foram obtidas atividades residuais acima de 60% ap6s 24 horas para a faixa de
pH de 4,50 a 7,00 a 25°C e atividade residual de 78% a 70°C em pH 6,50 ap6s 30 minutos.

Percebe-se entdo que essas enzimas do tipo o-amilases tendem a ser mais
termoestaveis em temperaturas mais baixas, podendo suportar tempos maiores, ou em
temperaturas mais altas, mas por um menor intervalo de tempo. De modo geral, conclui-se
que a estabilidade da enzima ¢ uma caracteristica bem particular, mesmo quando as enzimas
sdo derivadas de fontes microbianas e sdo termoestaveis, pois essa caracteristica depende

fortemente de fatores como tempo, pH e temperatura.
4.3 Analise dos testes preliminares a imobilizacao

Foram realizados dois testes preliminares ao DCC nos quais a enzima Termamyl® 2X,
a 0,2% v/v foi imobilizada em 1 g de resina Duolite A-568 imersa em solugdo tampao fosfato
pH 5 por 15 minutos. Esse procedimento foi realizado em duas temperaturas distintas: 25°C e
40°C. Em seguida, foi determinada a atividade da enzima imobilizada a pH 7 e 70 °C.
Os resultados obtidos foram os seguintes:
e Atividade a 25°C: 16,14 U
e Atividade a40°C: 19,54 U
Pelos resultados verificou-se que a enzima foi adsorvida em ambas as temperaturas.
Em relagdo as temperaturas de imobilizagdo, percebe-se que a atividade da enzima
imobilizada a 40°C foi mais alta, porém, com foco na viabilizagdo de aplica¢des de enzimas
imobilizadas em processos industriais que consideram os custos dos processos e considerando
que temperaturas mais baixas implicam em menos custos energéticos, optou-se por fazer a
imobilizacdo nos experimentos do DCC em temperatura ambiente, visto que a diferenga das
atividades nao foi muito discrepante (17,4%) com a mudanc¢a de temperatura. Além disso, na
literatura podem ser observados varios trabalhos de imobilizagdo de a-amilases em
temperatura ambiente, como por exemplo, nos trabalhos de El-Ghaffar e Hashem (2009),

Bryjak (2003) e Milani, Jalal e Goharshadi (2017).
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4.4 Analise e otimiza¢do da imobilizacdo da enzima Termamyl® 2X em resina Duolite

A-568

Para verificar a influéncia conjunta das varidveis independentes pH, tempo e
concentracdo de enzima, em trés respostas, atividade da enzima imobilizada, atividade
recuperada e eficiéncia de imobilizacao, foi realizado um DCC contendo um fatorial completo
23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, em um total de 17 experimentos,
com alfa de rotacional, cujo valor foi de 1,6818. O pH (X;) variou de 4,82 a 8,18; o
tempo(X3), de 15 minutos a 166 minutos e a concentracao de enzima Termamyl® 2X (X3), de
0,204% a 2,9% (v/v).

A analise estatistica de cada resposta foi feita através da determinacao dos coeficientes
de regressdo multipla, calculados no software Statistica® 7.0. Foi considerado um nivel de
significaincia de 95%, ou seja, os parametros foram considerados estatisticamente
significativos para p<0,05. Os valores nominais e codificados das variaveis estudadas e as
respostas obtidas para a atividade da enzima imobilizada (Al), atividade recuperada (AR) e

eficiéncia (Ef) s3o mostradas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Matriz com valores obtidos a partir do DCC com Termamyl 2x imobilizada.

Atividade

Concentracao . Atividade A
. tempo . da enzima Eficiéncia
Experimento pH . de enzima . - Recuperada o
(min) o imobilizada o (%)
(%v/v) (%)
((Y)

1 550 (-1) 45,00 (-1) 0,75 (-1) 71,33 42,06 63,93
2 5,50 (-1) 45,00 (-1) 2,35 (+1) 93,13 25,35 52,17
3 5,50 (-1) 135,00 (+1) 0,75 (-1) 61,61 41,00 71,33
4 5,50 (-1) 135,00 (+1) 2,35 (+1) 72,95 17,00 50,61
5 7,50 (+1) 45,00 (-1) 0,75 (-1) 30,99 26,20 56,84
6 7,50 (+1) 45,00 (-1) 2,35 (+1) 82,92 24,91 51,84
7 7,50 (+1) 135,00 (+1) 0,75 (-1) 30,68 23,01 45,44
8 7,50 (+1) 135,00 (+1) 2,35 (+1) 75,63 18,43 59,00
9 4,82 (-0) 90,00 (0) 1,55 (0) 58,07 34,35 58,84
10 8,18 (+a) 90,00 (0) 1,55 (0) 54,03 29,28 60,00
11 6,50 (0) 15,00 (-at) 1,55 (0) 87,73 29,41 74,00
12 6,50 (0) 166,00 (+a) 1,55 (0) 65,99 25,38 53,64
13 6,50 (0) 90,00 (0) 0,20 (-a) 24,75 42,60 68,55
14 6,50 (0) 90,00 (0) 2,90 (+a) 85,00 26,00 43,10
15 6,50 (0) 90,00 (0) 1,55 (0) 77,90 32,42 72,87
16 6,50 (0) 90,00 (0) 1,55 (0) 75,79 31,54 71,30
17 6,50 (0) 90,00 (0) 1,55 (0) 76,23 31,72 72,39
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Com a Tabela 4.1 observa-se que a atividade da enzima imobilizada (AI) obtida com
os experimentos variou de 24,75 U (experimento 13) a 93,13 U (experimento 2); a atividade
recuperada (AR) variou de 17,00 % (experimento 4) a 42,60 % (experimento 13) e a

eficiéncia variou de 43,10 (experimento 14) a 74,00 % (experimento 11).
4.4.1 Atividade da enzima imobilizada (AI)

A partir dos valores obtidos para a atividade da enzima imobilizada e com a utilizacao
do Software Statistica® 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdo para as variaveis e
suas interagdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar quais delas
eram estatisticamente significativos (com p < 0,05). Esses valores sdo apresentados na Tabela

4.2.

Tabela 4.2 - Coeficientes de regressao para o modelo completo e valores de p para a resposta

Al (U) da imobilizagao por adsorcao.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 76,444 0,000
X (L) -6,272 0,002
X1 (Q) -6,598 0,003
X2 (L) -5,438 0,003
X2 (Q) 0,791 0,141
X3 (L) 16,941 0,000
X3 (Q) -6,988 0,002
X1 Xs 2,788 0,019
X1X3 7,967 0,002
X2 X3 -2,180 0,031
R?=0,96

ApoOs a regressao multipla foi obtida a Equagdo (4.1) completa com todos os

parametros:

AI(U)=76,44-6,27X,—6,60X. —5,44X, +0,79X; +16,94X, —6,99 X
+2,79X,X, +7,97X,X, —2,18X, X, 4.1

A partir da Tabela 4.2 percebe-se que as variaveis e interagdes sao significativas, com
excecao de X,(Q) (valor de “p” ¢ maior do que 0,05), que representa a influéncia da variavel

quadratica tempo. Isso indica que a atividade da enzima ndo ¢ influenciada significativamente



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

pela varidvel X»(Q), mas ¢ influenciada por todas as outras varidveis e suas interagdes, ou
seja, depende de X;(L), X;(Q), X2(L), X3(L), X3(Q), X1 Xz, X1 X3, XoX3.

De acordo com a Equagdo 4.1, verifica-se que o sinal negativo do coeficiente X;(L) e
do coeficiente X»(L) indicam que maiores valores para o pH e para o tempo, respectivamente,
provocam diminui¢do na atividade da enzima imobilizada (AI). Por sua vez, o sinal positivo
do coeficiente X3(L) indica que o aumento na concentragdo da enzima leva ao aumento da
atividade da enzima imobilizada (AI). Essas tendéncias podem ser confirmadas também por
meio dos resultados obtidos na Tabela 4.1.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 96 % da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta. Foi feita a andlise de
variancia (ANOVA) e observou-se que o valor de F calculado (10,99) foi superior ao valor de
F tabelado (3,41) para um nivel de significancia de 5%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pela Equacao (4.1).

Em seguida foi feita a andlise estatistica considerando-se apenas os parametros

significativos (com p < 0,05), que s@o mostrados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Coeficientes de regressdo para o modelo reduzido e valores de p para a resposta

Al (U) da imobilizag@o por adsorcao.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 77,452 0,000
X1 (L) -6,272 0,002
X1 (Q) -6,830 0,002
X, (L) -5,429 0,003
X3 (L) 16,942 0,000
X3(Q) -7,220 0,002
XX 2,788 0,020
Xi1X3 7,967 0,002
XoX3 -2,181 0,031
R?*=0,95

A partir dos resultados da regressdo multipla da Tabela 4.3 obteve-se a Equagdo (4.2)

com os parametros significativos.
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AI(U)=77,45-6,27X, —6,83X> —5,42.X, +16,94 X, —7,22 X?
+2,78X,X, +7,97X, X, —2,18X,X, 42

De acordo com a Equacgao (4.2) verifica-se a mesma tendéncia observada na Equacao
(4.1), o sinal negativo do coeficiente X, e do coeficiente X, indicam que maiores valores para
o pH e para o tempo, respectivamente, provocam diminui¢do na atividade da enzima
imobilizada (AI). Por sua vez, o sinal positivo do coeficiente X3 indica que o aumento na
concentracdo da enzima leva ao aumento da atividade da enzima imobilizada (Al). Essas
tendéncias podem ser confirmadas também por meio dos resultados obtidos na Tabela 4.1.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 95 % da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equacao empirica proposta.

A partir do modelo reduzido e significativo mostrado na Equagado (4.2), foi possivel
construir as superficies de resposta e definir as regides Otimas. Nas Figuras 4.3, 4,4 ¢ 4.5
foram apresentadas as superficies de respostas e curvas de contorno para a resposta Al em
funcao do pH (X;) e tempo (X3); pH (X)) e concentracdo da enzima (X3); e tempo (X;) e
concentracao de enzima (X3), respectivamente.

Em seguida, através da fun¢do desejabilidade, foi determinada a condi¢do 6tima para a
atividade da enzima imobilizada (AI) em relacdo a influéncia conjunta das variaveis

independentes e nessa condi¢ao também foi feita a validagao do modelo da Equacao (4.2).

Figura 4.3 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da enzima

imobilizada por adsorc¢do (U) em fun¢do do pH e do tempo.
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De acordo com a Figura 4.3 percebe-se que para maximizar a atividade da enzima

imobilizada o pH deve estar na faixa de 4,80 a 6,70 e o tempo no intervalo de 15 a 55
minutos.

Figura 4.4 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da enzima

imobilizada por adsor¢ao (U) em fun¢do da concentragdo de enzima e do pH.
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De acordo coain a Figura 4.4 percebe-se que para maxin:i)zar a atividade da enzima
imobilizada o pH deve estar na faixa de 5,30 a 8,00 e a concentragcdo da enzima no intervalo
de 1,40 % v/v a 2,90 % v/v. Como a faixa de pH foi delimitada entre 4,80 a 6,70 a partir da
Figura 4.3, fazendo-se a intersec¢do com a faixa de pH definida pela Figura 4.4, entre 5,30 a

8,00 pode-se determinar que a faixa o6tima de pH para a atividade da enzima imobilizada esta
entre 5,30 a 6,70.
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Figura 4.5 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade da enzima

imobilizada por adsorc¢ao (U) em fun¢do da concentragdo de enzima e do tempo.
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De acordo com a Figura 4.5 percebe-se que para maximizar a atividade da enzima
imobilizada (AI) deve haver alta concentracdo de enzima, pois em concentragdes baixas,
independentemente do tempo, a atividade da enzima imobilizada (AI) ¢ baixa. Dessa forma, a
concentracdo da enzima deve estar na faixa de 1,80 % v/v a 2,90 % v/v e o tempo de estar
entre 15 minutos e 63 minutos.

A partir da Figura 4.4 foi delimitada a faixa de concentracdo da enzima 1,40 % v/v a
2,90 %. Fazendo a interseccdo dessa faixa com a faixa delimitada pela Figura 4.5, obtém-se a
faixa de concentracao de enzima de 1,80 % v/v a 2,90 % v/v para maximizar a atividade da
enzima imobilizada (Al) na regido experimental.

Além disso, fazendo-se a intersecc¢ao entre a faixa 6tima para o tempo na Figura 4.3 ¢
na Figura 4.5, obtém-se a faixa de 15 minutos a 55 minutos, portanto essa ¢ a faixa 6tima para
a atividade da enzima imobilizada (AI) em relacdo ao tempo na regido experimental
considerada.

Em seguida, utilizando-se a funcao desejabilidade foi possivel determinar a condi¢ao
que otimiza a atividade da enzima imobilizada (Al), considerando a influéncia conjunta das

trés variaveis independentes avaliadas, pH, tempo e concentracdo da enzima, conforme

mostrado pela Figura 4.6.
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Figura 4.6 — Perfis da fun¢do desejabilidade para maximiza¢do da atividade da enzima

imobilizada (U) por adsorgao.
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De acordo com a Figura 4.6, os trés perfis da parte superior sdo relativos a variagdo da
atividade da enzima imobilizada (AI) com cada fator. O quarto perfil dessa parte apresenta a
faixa de desejabilidade aceitavel para a maximizagao da resposta (0 < di < 1). Os trés perfis da
parte inferior mostram a desejabilidade global, com valor 1. Esse resultado revela um alto
nivel de confiabilidade para a aplicagdo desse método de otimizagdo simultanea, realizado a
partir dos resultados experimentais, pois o seu objetivo ¢ de que a desejabilidade fique o mais
proximo da unidade.

Dessa forma, as condigdes que otimizam a resposta sdo: pH 6,50 tempo de
imobilizacdo de 52,75 minutos e concentracdo de 2,90 % v/v da enzima Termamyl® 2X.
Esses valores estdo de acordo com as andlises feitas com base nos resultados obtidos com as
superficies de resposta e curvas de contorno das Figura 4.3 a 4.5.

Apoés a determinagdo da condicdo 6tima, ela foi replicada experimentalmente em
duplicata (pH de 6,50; tempo de imobilizacdo de 52,75 minutos; concentragao da enzima
Termamyl® 2X de 2,90 % v/v) para validar o modelo reduzido exposto na Equacdo (44.2),
por meio da comparagdo entre o valor previsto pelo modelo e o valor obtido

experimentalmente, ambos para a atividade da enzima imobilizada (Al).
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Os resultados obtidos foram os seguintes: o valor previsto pelo modelo foi de 93,05 U

e o valor experimental foi de 95,95 U. Os valores obtidos foram muito préximos, com uma

diferenca de 3,10 % apenas, portanto, o modelo da Equagdo (4.2) ¢ valido, assim como as

condi¢des 6timas definidas com base nas analises de superficie, derivadas desse modelo.

4.4.2 Atividade Recuperada (AR)

A partir dos valores obtidos para a atividade recuperada e com a utilizacdo do

Software Statistica 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdo para as variaveis e suas

interacdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar quais delas eram

estatisticamente significativos (com p < 0,05). Esses valores sdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Coeficientes de regressao para o modelo completo e valores de p para a resposta

AR (%) da imobilizagao por adsorcao.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 32,135 0,000
X (L) -3,031 0,002
X1 (Q) -0,891 0,023
X, (L) -1,871 0,004
X2 (Q) -2,452 0,003
X3 (L) -5,450 0,000
X;3(Q) -0,000 0,998
XXz -0,031 0,867
X1X3 4,358 0,001
XoX3 -1,323 0,015
R?=0,91

ApoOs a regressao multipla foi obtida a Equagao (4.3) completa com todos os

parametros:

AR(%)=32,14-3,03X, -0,89X] —1,87X, —2,45X; —5,45X,

~0,03X,X, +4,36 X, X, —1,32.X, X,

4.3
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A partir da Tabela 4.4 percebe-se que as variaveis e interagdes sdo significativas, com
excecdo dos termos X3(Q) e XX, (valor de “p” ¢ maior do que 0,05) que representam,
respectivamente, a influéncia da varidvel quadratica concentragdo da enzima e a interacao
entre as variaveis pH e tempo. Isso indica que a atividade da enzima ndo ¢ influenciada
significativamente pela variavel X3(Q) e pela interagdo X;X,, mas ¢ influenciada por todas as
outras variaveis e suas interagdes, ou seja, depende de X;(L), X (Q), X»(L), X»(Q) X3(L),
X1X3, XoXs.

De acordo com a Equacdo (4.3) verifica-se que os coeficientes de X (L), X»(L) e
X3(L) sao negativos, e isso indica que a medida que pH, tempo e concentracdo da enzima
aumentam, o valor de atividade recuperada (AR) diminui. Essa tendéncia pode ser confirmada
também por meio dos resultados obtidos na Tabela 4.1.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 91 % da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equacdo empirica proposta. Foi feita a analise de
variancia (ANOVA) e observou-se que o valor de F calculado (7,82) foi superior ao valor de
F tabelado (3,41) para um nivel de significancia de 5%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pela Equacao (4.3).

Em seguida foi feita a andlise estatistica considerando-se apenas os parametros

significativos (com p < 0,05), que s3o mostrados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Coeficientes de regressao para o modelo reduzido e valores de p para a resposta

AR (%) da imobilizagao por adsorcao.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 32,134 0,000
X (L) -3,031 0,002
X1 (Q) -0,891 0,021
X, (L) -1,871 0,004
X, (Q) -2,452 0,003
X3 (L) -5,450 0,001
Xi1X3 4,358 0,001
XoX3 -1,323 0,015
R2=0,91

A partir dos resultados da regressao multipla da Tabela 4.5 obteve-se a Equacao (4.4)

com o0s parametros significativos.
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AR(%)=32,13-3,03X, -0,89X] —1,87.X, —2,45X; —5,45X, +4,36 X X,
~1,32X, X, 4.4

De acordo com a Equacao (4.4), verifica-se a mesma tendéncia observada na Equacao
(4.3), o sinal negativo dos coeficientes lineares que indicam que o aumento desses fatores
provoca diminuicdo na atividade recuperada (AR). Essa tendéncia pode ser confirmada
também por meio dos resultados obtidos na Tabela 4.1.

O coeficiente de correlagdao (R?) obtido indica que 91% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equacdao empirica proposta.

A partir do modelo reduzido e significativo mostrado na Equacao (4.4), foi possivel
construir as superficies de resposta e definir as regides Otimas. Nas Figuras 4.7, 4.8 ¢ 4.9
foram apresentadas as superficies de respostas e curvas de contorno para a resposta AR em
funcdo do pH (X1) e tempo (X2); pH (X1) e concentragao da enzima (X3); e tempo (X2) e
concentracgdo de enzima (X3), respectivamente.

Em seguida, através da funcdo desejabilidade, foi determinada a condi¢do 6tima para a
atividade da enzima recuperada (AR) em relacdo a influéncia conjunta das variaveis

independentes e nessa condi¢do também foi feita a validagdo do modelo da Equacgao (4.4).
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Figura 4.7 Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade recuperada (%)
na imobiliza¢do por adsor¢do em fun¢do do pH e do tempo.
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De acordo com a Figura 4.7 percebe-se que para maximizar a atividade recuperada o

pH deve estar na faixa de 4,80 a 6,40 e o tempo no intervalo de 35 a 130 minutos.

Figura 4.8 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade recuperada (%)

na imobiliza¢do por adsor¢do em funcdo da concentragdo de enzima e do pH.

De acordo com a Figura 4.8 percebe-se que para maximizar AR devem ser
considerados valores baixos tanto para o pH quanto para a concentragdao de enzima. Dessa

forma, o pH deve estar na faixa de 4,80 a 5,50 e a concentragdo da enzima no intervalo de
0,20 % v/v a 0,60 %.
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Como a faixa de pH foi delimitada entre 4,80 a 6,40 a partir da Figura 4.7, fazendo-se

a intersec¢cdo com a faixa de pH definida pela Figura 4.8, pode-se determinar que a faixa

otima de pH para a atividade recuperada estd entre 4,80 a 5,50.

Figura 4.9 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade recuperada (%)

na imobilizag¢ao por adsor¢dao em funcao da concentracao de enzima e do tempo.
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De acordo com a Figura 4.9 percebe-se que para maximizar a atividade recuperada a

1)

concentracao da enzima deve estar na faixa de 0,20 %v/v a 1,00 %v/v e o tempo de estar entre
35 minutos e 155 minutos.

A partir da Figura 4.8 foi delimitada a faixa de concentracdo da enzima 0,20 % v/v a
0,60%. Fazendo a interseccdo dessa faixa com a faixa delimitada pela Figura 4.9 obtém-se a
faixa de concentracdo de enzima de 0,20 %v/v a 0,60% v/v para maximizar a atividade
recuperada na regido experimental.

Além disso, a faixa 6tima para o tempo na Figura 4.7 ¢ de 35 a 130 minutos, com a
interseccdo da faixa obtida com a Figura 4.9 percebe-se que a faixa que maximiza a atividade
recuperada em relagdo ao tempo € de 35 a 130 minutos.

Em seguida, utilizando-se a fungdo desejabilidade foi possivel determinar a condigdo
que otimizava a atividade recuperada (AR), considerando a influéncia conjunta das trés

variaveis independentes avaliadas, pH, tempo e concentragdo da enzima, conforme mostrado
pela Figura 4.10.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 4.10 — Perfis da func¢do desejabilidade para maximizagao da atividade recuperada (%)

na imobiliza¢@o por adsor¢ao.
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De acordo com a Figura 4.10, os trés perfis da parte superior sao relativos a variagao
da atividade recuperada (AR) com cada fator. O quarto perfil dessa parte apresenta a faixa de
desejabilidade aceitavel para a maximizagao da resposta (0 < di < 1). Os trés perfis da parte
inferior mostram a desejabilidade global, com valor 1. Esse resultado revela um alto nivel de
confiabilidade para a aplicagdo desse método de otimizagdo simultanea, realizado a partir dos
resultados experimentais, pois o seu objetivo ¢ de que a desejabilidade fique o mais proximo
da unidade. Dessa forma, as condigdes que simultaneamente otimizam a resposta sdo: pH
4,82, tempo de imobilizacdo de 128,25 minutos e concentragdo de 0,878% v/v da enzima
Termamyl® 2X. Esses valores estdo de acordo com as analises feitas para as faixas 6timas em
relagdo ao pH e ao tempo, com base nos resultados obtidos com as superficies de resposta e
curvas de contorno das Figuras 4.7 a 4.9.

Uma observagdo a ser feita ¢ que a faixa prevista para a concentragdo de enzima pelas
analises foi de 0,20 % v/v a 0,60 % v/v e a desejabilidade indicou a condi¢do 6tima como
sendo de 0,878 % v/v. Apesar dessa pequena extrapolacdo do valor em relagdo ao intervalo

Otimo previsto, percebe-se que nas Figuras 4.8 e 4.9, a regido de atividade recuperada
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correspondente a concentragdo de 0,878 % v/v aparece com alta atividade recuperada
também. Para verificar se essa condi¢do sugerida pela andlise da desejabilidade ¢ valida, ela
foi verificada pelo teste de validagao do modelo.

Apoés a determinagdo da condicdo otima, ela foi reproduzida experimentalmente em
duplicata (pH de 4,82; tempo de imobilizacao de 128,28 minutos; concentracdo da enzima
Termamyl® 2X de 0,878 % v/v) para validar o modelo reduzido exposto na Equagdo (4.4),
por meio da comparagdo entre o valor previsto pelo modelo e o valor obtido
experimentalmente, ambos para a atividade recuperada (AR).

Os resultados obtidos foram os seguintes: o valor previsto pelo modelo foi de 43,00 %
e o valor experimental foi de 29,82 %. Os valores obtidos foram um pouco discrepantes, com
uma diferenga de 30,65 %. Uma justificativa para isso ¢ que a partir dos experimentos, o valor
de R? obtido para o modelo da Equacdo (4.4) ndo foi suficientemente alto e, portanto o ajuste
ndo foi o melhor possivel, mas foi considerado um ajuste bom. Dessa forma, o modelo foi
considerado como valido para prosseguir com comparagdes em outras analises que foram

feitas posteriormente.
4.4.3 Eficiéncia (Ef)

A partir dos valores obtidos para a atividade recuperada e com a utilizacdo do
Software Statistica® 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdo para as variaveis e
suas interagdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar quais delas
eram estatisticamente significativos (com p < 0,05). Esses valores sdo apresentados na Tabela

4.6.
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Tabela 4.6 - Coeficientes de regressao para o modelo completo e valores de p para a resposta

Ef (%) na imobilizagdo por adsorcao.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 72,411 0,000
X (L) -1,683 0,016
X1 (Q) -5,106 0,002
X, (L) -2,354 0,008
X2 (Q) -3,576 0,004
X3 (L) -4,870 0,002
X3(Q) -6,337 0,001
XX -1,260 0,047
X1X3 5,129 0,003
X5X3 1,202 0,052
R2=0,78

Apbs a regressao multipla foi obtida a Equagdo (4.5) completa com todos os

parametros:

Ef(%) =72,41-1,68X, —5,11X] —2,35X, -3,58X; —4,87X, —6,34X;
~1,26X X, +5,13X, X, +1,20X, X, 4.5

A partir da Tabela 4.6 percebe-se que as varidveis e interacdes sao significativas, com
excecdo da interagdo X, X3 (valor de “p” ¢ maior do que 0,05), que representa a influéncia da
interacdo entre as variaveis tempo e concentracdo de enzima. Isso indica que a eficiéncia (Ef)
ndo ¢ influenciada significativamente pela interacdo X,X3, mas ¢ influenciada por todas as
outras variaveis e suas interagdes, ou seja, depende de X;(L), X (Q), Xa(L), X»(Q) X3(L),
X5(Q), XX, X1 X;.

De acordo com a Equagdo (4.5), verifica-se que os coeficientes de X;(L), Xy(L) e
X3(L) sdo negativos, e isso indica que a medida que pH, tempo e concentracdo da enzima
aumentam, o valor da eficiéncia de imobilizagdo (Ef) diminui. Alguns pontos da Tabela 4.1
ndo seguem essa tendéncia, mas ela pode ser confirmada de maneira geral pela maioria dos
pontos experimentais dessa tabela e também pela analise quando se avalia a variagao da
resposta em fun¢do da variacdo dos valores de alfa desses fatores, analisando a influéncia de

cada fator individualmente na eficiéncia.
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O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 78 % da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equacgdo empirica proposta. Foi feita a andlise de
variancia (ANOVA) e observou-se que o valor de F calculado (1,62) foi inferior ao valor de F
tabelado (3,41) para um nivel de significancia de 5%. Esses resultados ndo representam o
ajuste ideal, mas o modelo da Equacdo (4.5) foi considerado aceitavel para a continuidade das
analises seguintes.

Em seguida foi feita a andlise estatistica considerando-se apenas os parametros

significativos (com p < 0,05), que sdo mostrados Tabela 4.7.

Tabela 4.7. - Coeficientes de regressao para o modelo reduzido e valores de p para a resposta

Ef (%) na imobilizagdo por adsorcao.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 72,411 0,000
X (L) -1,683 0,016
X1 (Q) -5,106 0,002
Xs (L) -2,354 0,008
X2 (Q) -3,576 0,004
X3 (L) -4,870 0,002
X3(Q) -6,337 0,001
XXz -1,260 0,047
X1 X3 5,129 0,003
R%=0,78

A partir dos resultados da regressdo multipla Tabela 4.7 obteve-se a Equagdo (4.6)

com os parametros significativos.

Ef(%) =72,41-1,68X, —5,11X> —2,35X, —3,58 X> —4,87.X,—6,33.X>
~1,26X,X, +5,13X X, 4.6

De acordo com a Equacgao (4.6), verifica-se a mesma tendéncia observada na Equagdo
(4.5), de que o sinal negativo dos coeficientes lineares que indicam que o aumento desses
fatores provoca diminui¢do na eficiéncia (Ef).

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 78 % da variabilidade dos dados

experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta.
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A partir do modelo reduzido e significativo mostrado na Equagdo (4.6), foi possivel
construir as superficies de resposta e definir as regides 6timas. Nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13
foram apresentadas as superficies de respostas e curvas de contorno para a resposta Ef em
funcdo do pH (X;) e tempo (X3); pH (X)) e concentracdo da enzima (X3); e tempo (X;) e
concentracdo de enzima (X3), respectivamente.

Em seguida, por meio da fungao desejabilidade foi determinada a condigdo 6tima para
a eficiéncia da imobilizacdo (Ef) em relacdo a influéncia conjunta das varidveis independentes

e nessa condi¢do também foi feita a validagdo do modelo da Equacgao (4.6).

Figura 4.11 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a eficiéncia (%) em

funcdo do pH e do tempo na imobiliza¢do por adsor¢ao.
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De acordo com a Figura 4.11 percebe-se que para maximizar a atividade recuperada o

pH deve estar na faixa de 5,20 a 7,60 e o tempo entre 15 e 138 minutos.
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Figura 4.12 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a eficiéncia (%) em

funcdo da concentragdo de enzima e do pH na imobilizacdo por adsor¢ao.
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percebe-se que para maximizar a eficiéncia a

faixa 6tima de pH para a eficiéncia esta entre 5,20 e 7,50.

Figura 4.13 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a eficiéncia (%) em

funcdo da concentragdo de enzima e do tempo na imobilizagdo por adsorgao.

(UAR s B

L
M
-]

w w4 w

Concentragao de enzima (% viv)
-

= — R et - L I S
-
o N RO N M

(=]
-

=
w W
N

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180=‘;g
tempo (min)

b)




CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO 68

De acordo com a Figura 4.13 percebe-se que para maximizar eficiéncia, a
concentracdo da enzima deve estar na faixa de 0,40 % v/v a 2,10 % v/v e o tempo de estar
entre 20 minutos ¢ 140 minutos.

A partir da Figura 4.12 foi delimitada a faixa de concentracdao da enzima 0,20 % v/v a
2,10 % v/v. Fazendo a intersec¢do dessa faixa com a faixa delimitada pela Figura 4.13,
obtém-se a faixa de concentracdo de enzima de 0,40 % v/v a 2,10 % v/v para maximizar a
eficiéncia na regido experimental.

Além disso, a intersec¢do das faixas obtidas em relacdo ao tempo com a Figura 4.11 e
a Figura 4.13 mostra que a eficiéncia ¢ maximizada no intervalo entre 20 e 138 minutos.

Em seguida, utilizando-se a funcao desejabilidade foi possivel determinar a condigao
que otimizava simultaneamente a eficiéncia (Ef) e a atividade da enzima imobilizada (Al),
considerando a influéncia conjunta das trés variaveis independentes avaliadas, pH, tempo e

concentracdo da enzima, em ambas as respostas, conforme mostrado pela Figura 4.14.

Figura 4.14 - Perfis da funcdo desejabilidade para maximizacdo simultanea de Ef (%) e Al
(U) na imobilizacao por adsor¢ao.
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De acordo com a Figura 4.14 os trés perfis da parte superior sdo relativos a variagao da
atividade da enzima imobilizada (AI) com cada fator. Os trés perfis do meio sdo relativos a
variacdo da eficiéncia (Ef) com cada fator. O quarto perfil de cada uma dessas linhas
apresenta a faixa de desejabilidade aceitavel para a maximizagao de cada resposta (0 <di < 1).
Os trés perfis da parte inferior mostram a desejabilidade global, com valor 0,88. Esse
resultado revela um de confiabilidade consideravel para a aplicagdo desse método de
otimizagdo simultanea, realizado a partir dos resultados experimentais, pois 0 seu objetivo ¢é
de que a desejabilidade fique o mais préximo da unidade.

Dessa forma, as condigdes que simultaneamente otimizam as duas respostas sao: pH
6,50; tempo de imobilizagdo de 52,75 minutos e concentragdo de 1,55 % v/v da enzima
Termamyl® 2X. Esses valores estdo de acordo com as analises feitas para as faixas 6timas em
relagdo ao pH, ao tempo e a concentragdo de enzima, com base nos resultados obtidos com as
superficies de resposta e curvas de contorno das Figuras 4.3 a 4.5 e das Figuras 4.11 a 4.13.

Apos a determinagdo dessa condicao 6tima, ela foi reproduzida experimentalmente em
duplicata (pH de 6,50; tempo de imobilizacdo de 52,75 minutos; concentracdo da enzima
Termamyl® 2X de 1,55 % v/v) para validar o modelo reduzido exposto na Equacdo (4.6) por
meio da comparacdo entre o valor previsto pelo modelo e o valor obtido experimentalmente,
ambos para a eficiéncia (Ef).

Os resultados obtidos foram os seguintes: o valor previsto pelo modelo foi de 71,90 %
e o valor experimental foi de 69,88 %. Os valores obtidos foram muito proéximos, com uma
diferenga de 2,80 % apenas, portanto, o modelo da Equagdo (4.6) ¢ valido, assim como as

condi¢des Otimas definidas com base nas analises de superficie, derivadas desse modelo.

4.4.4 Otimizacdo das trés respostas Al, AR e Ef simultaneamente utilizando o

software Maple 17

A partir do software Maple 17, foi obtida a Figura 4.15 através da qual foram
determinadas as faixas otimas para a atividade da enzima imobilizada (Al), para a atividade
recuperada (AR) e para a eficiéncia (Ef) simultaneamente, em relacio ao pH, tempo e

concentracao de enzima.
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Figura 4.15 - Curvas para maximizacao de Al (U), AR (%) e Ef (%) em relagdo as varidveis

independentes pelo Maple 17.
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Pelas Figuras 4.15 a, b e ¢ percebe-se que a maximizagdo das respostas ocorre,
respectivamente, nas seguintes faixas: pH de 5,50 a 6,50 e concentrag¢do de enzima de 0,80 %
a 1,50 % v/v; pH de 5,50 a 6,50 e tempo de 30 a 60 minutos; concentragdo de enzima de
0,60 % a 1 % v/v e tempo de 40 a 100 minutos. Ao fazer a interseccao entre esses valores,
obtém-se a faixa de concentragdo de enzima de 0,8 % a 1 %v/v; o pH de 5,50 a 6,50 ¢ o
tempo de 40 a 60 minutos. A maximiza¢do pelo Maple corresponde a interseccao das regides
abrangidas pelas diferentes cores e onde as linhas estdo mais proximas.

Ao utilizar a fungdo desejabilidade do software Statistica® 7.0 para maximizagao das
trés respostas simultaneamente, também em relagao as trés variaveis independentes, obteve-se
a seguinte condig¢do: pH 5,66, tempo de 52,75 minutos e concentracdo de enzima de 0,878 %
v/v.

Ao comparar esses valores com os valores obtidos pelo Maple, observa-se que eles

estdao dentro da faixa delimitada pelo Maple.
4.4.5 Validacoes complementares para as respostas Al, AR e Ef

Com o objetivo de averiguar a validacdo dos modelos, para verificar se realmente ao
empregar as condigdes experimentais sugeridas a partir da analise feita pelo Maple 17 e
através da fungdo desejabilidade do Statistica® 7.0 eram obtidas respostas satisfatorias, e
também a fim de determinar a melhor condi¢do para os experimentos seguintes, em que foi
acrescentado o processo de ligagdo cruzada, foram feitos alguns experimentos
complementares de validagdo para todos os modelos reduzidos das respostas Al, AR e Ef.

Todos os testes realizados, inclusive alguns dos que foram citados anteriormente, estao

expostos na Tabela 4.8 a seguir.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4.8 - Validagdes complementares para as respostas Al, AR e Ef.

C Resposta Resposta Resposta Resposta Resposta Resposta

Respostas t . . . . . . .

maximizadas (min) enzima prevista experimental prevista experimental prevista experimental

(%vlv) AL (U) Al (U) AR (%) AR (%) Ef (%) Ef (%)

Al 6,50 52,75 2,90 93,05 95,95 39,33 23,19 62,18 66,22

AR 4,82 128,25 0,878 53,60 58,44 43,00 29,82 64,88 64,22

AI+AR 482 15 0,878 74,59 71,70 39,76 30,43 57,94 54,84

AI+Ef 6,50 52,75 1,55 90,85 71,98 31,99 30,52 71,90 69,88

AI+AR+Ef 5,66 52,75 0,878 71,29 58,21 37,59 28,38 72,80 74,62

De acordo com a Tabela 4.8, percebe-se que nos trés primeiros experimentos o0s
valores previstos e os experimentais foram proximos para as respostas Al e Ef, enquanto os
valores previstos e experimentais para AR foram mais discrepantes. Por sua vez, no pentltimo
experimento da tabela, percebe-se que os valores experimentais e previstos para as respostas
AR e Ef foram mais proximos, enquanto estes foram mais discrepantes para a resposta Al e
no ultimo experimento os valores que ficaram mais proximos foram da eficiéncia.

Isso pode ser explicado pelo fato de que a medida que a concentracdo de enzima
aumenta, aumenta a probabilidade de a enzima adsorver, porém isso ocorre até o limite de
saturagdo da resina e desde que ndo haja mudanga na conformag@o da enzima nesse processo,
0 que pode provocar redugdo da sua atividade (essa perda de atividade ¢ menos provavel de
ocorrer durante a adsor¢ao, mas ¢ uma possibilidade). Em concentragdes mais altas entdo,
com a saturagdo da resina, boa parte da enzima pode estar disponivel no sobrenadante, ndo ser
adsorvida e assim a atividade recuperada prevista pelo modelo ser mais alta do que a atividade
real. Dessa forma, condigdes que sdao favoraveis para validar a atividade da enzima
imobilizada podem ndo ser favoraveis para a validacao da atividade da enzima recuperada,
pois apesar de concentracOes mais altas tenderem a favorecer o aumento da atividade da
enzima imobilizada e também o da atividade recuperada até certo limite, ¢ preciso considerar
a capacidade de saturagdo da resina, que influencia no valor da atividade recuperada.

Além disso, mesmo utilizando diferentes concentracdes de enzima para verificar a
condi¢cdo mais favordvel para a adsor¢do e considerando a capacidade de adsor¢do da resina,
esse processo de adsor¢do envolve interacdes fracas e a enzima pode ndo ficar firmemente
adsorvida nesse processo, o que depende também do tempo de adsor¢ao e do pH em que esse
processo ocorre. Também ¢ preciso considerar que a faixa 6tima de atuagdo da enzima em
relacdo ao pH (de 6,00 a 7,00) ocorre em pH diferente da melhor faixa de adsor¢ao da resina

(em pHs proximos de 5,00 segundo informagdes do fabricante).
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E preciso citar também que, com o aumento da concentracio de enzima, pode haver
empacotamento inadequado, que dificulte o acesso ao sitio ativo da enzima, levando a
problemas de limitacao de transferéncia de massa (SISO ET AL., 1990). Todos esses fatores,
entdo, provocam diferencas entre os valores previstos e os observados experimentalmente,
mostrando alguns dos desafios desse processo de imobilizacdo por adsor¢ao.

Para prosseguir com os experimentos, foi selecionada entdo a condicdo de
desejabilidade que otimizava a condi¢do de atividade recuperada e atividade imobilizada (pH
4,82, tempo de 15 minutos e concentracdo de enzima de 0,878% v/v). Essa condi¢dao
apresentou resultados validos, requereu uma baixa quantidade de enzima, foi feita em pH
favoravel a adsor¢do na resina e no qual a enzima imobilizada apresentou boa atividade.
Outros trabalhos na literatura, que apresentaram resultados satisfatorios no processo de
imobilizacdo, também realizaram o processo de imobiliza¢cdo nessa faixa de pH.

Um desses trabalhos foi o de Antony, Balachandran e Mohandan (2016), que
desenvolveram o estudo da adsor¢dao de a-amilase (extraida de malte) em oxido de zinco
nanoparticulado, em tampao no pH 5,00, com 2 horas de imobiliza¢do, utilizando 9,50 mg de
enzima. Nesse trabalho a atividade recuperada foi de 51,72% e a eficiéncia de 80,50%.

Outro trabalho foi o de Guo et al., (2016) que estudaram a imobilizagdo de a-amilase
de pancreas do porco, por ligacdo covalente , a 40°C e as condi¢des 6timas de imobilizagao da
enzima foram: pH 5,50; tempo de imobilizagdo de 36 horas e 20 mg/mL de enzima. A
eficiéncia do processo de imobilizacdo foi de 43,90%.

Além disso, Marquez et al. (2008) constataram que as condi¢des Otimas de
imobilizagdo por adsor¢do para a enzima invertase na resina Duolite A-568 para producao de
acucar invertido foram: pH 5,00, 12,50 g/L. de enzima, a 30°C e 24h.

O ponto experimental selecionado para dar continuidade aos experimentos (pH 4,82;
tempo de 15 minutos e concentragdo de enzima de 0,878%) apresentou os seguintes
resultados: 77,70 U para Al, 39,43% para AR e 54,84% para Ef. Comparando-se com os
trabalhos citados anteriormente, esse experimento apresentou eficiéncia mais alta do que o
trabalho de Guo et al. (2016), com tempo de imobilizagdo bem mais curto ¢ pH préoximo ao
desse trabalho. Por sua vez, a atividade recuperada e a eficiéncia foram inferiores ao trabalho
de Antony, Balachandran e Mohandan (2016), porém no trabalho deles o tempo de
imobilizacao foi maior ¢ o pH foi praticamente o mesmo que o utilizado nesta pesquisa.

Além disso, se for avaliado o ultimo ponto da Tabela 4.8, para um tempo menor, de
52 minutos, com uma baixa concentragdo de enzima ¢ um pH um pouco mais alto (pH 5,66 e

concentracdo de 0,878% v/v) foi possivel obter uma eficiéncia  mais alta, de
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aproximadamente 75,00%. Esse ponto ndo foi selecionado para dar a continuidade aos
experimentos, pois ndo apresentou resultados muito proximos entre os valores previstos e
experimentais para Al e AR e também se optou por trabalhar com a adsor¢dao em tempos mais

curtos (de 15 minutos).

4.5 Analise dos testes preliminares a imobilizacio da enzima Termamyl® 2X por

ligacao cruzada com glutaraldeido

Nesses testes preliminares foi avaliada a influéncia do glutaraldeido como agente
reticulante na atividade enzimadtica para avaliar qual a melhor condigdo de reticulagdo: depois
(teste 1) ou antes (teste 2) do processo de imobilizacdo nas condigdes otimizadas (pH 4,82,
tempo de 15 minutos e concentracdo de enzima de 0,878% v/v).

Foram determinadas as atividades da enzima imobilizada em ambos os testes:

e Teste 1: atividade de 29,50 U
e Teste 2: atividade de 32,00 U

Os resultados obtidos foram bem proximos, porém como o resultado do teste 2 foi um
pouco superior, optou-se por seguir a metodologia desse experimento no proximo DCC que
foi realizado.

Do ponto de vista da imobilizagdo, os dois protocolos apresentam mecanismos
similares, que envolvem processo rapido de adsor¢do e posterior ligagdo covalente. No
entanto, no teste 2 ha restri¢do da modificacdo quimica somente para os grupos da proteina
que estdo envolvidos na imobilizag¢ao, enquanto no teste 1, toda a superficie da proteina pode

ser modificada (LOPEZ-GALLEGO ET AL., 2005).

4.6 Analise e otimizacio da imobilizacdo de Termamyl® 2X por liga¢ido cruzada com

glutaraldeido

Para verificar a influéncia conjunta das variaveis independentes concentragdo de
enzima e tempo em trés respostas - atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e
eficiéncia de imobilizacdo - foi realizado um DCC contendo um fatorial completo 22
incluindo 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, em um total de 11 experimentos,
com alfa de rotacional, cujo valor foi de 1,4142. A concentracdo de glutaraldeido (X4) variou
de 0,00% a 0,70 % g/L ; o tempo de reticulagdo (Xs), de 4 minutos a 46 minutos.

A andlise estatistica de cada resposta foi feita através da determinagdo dos coeficientes

de regressdo multipla, calculados no software Statistica® 7.0. Foi considerado um nivel de
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significincia de 90%, ou seja, os parametros foram considerados estatisticamente
significativos para p < 0,10. Os valores nominais e codificados das variaveis estudadas e as
respostas obtidas para a atividade da enzima imobilizada (Al), atividade recuperada (AR) e

eficiéncia (Ef) sdo mostradas Tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Matriz com valores obtidos a partir do DCC com Termamyl 2x imobilizada por

ligacdo cruzada.

Concentracao

Atividade . .
de . Atividade A .
. , Tempo (X5) da enzima Eficiéncia
Experimento glutaraldeido . . - Recuperada o
(min) imobilizada o (%)
(% m/v)

1 0,10 (-1) 10 (-1) 42,03 26,80 41,47
2 0,10 (-1) 40 (+1) 46,72 16,29 60,82
3 0,60 (+1) 10 (-1) 27,18 18,19 25,40
4 0,60 (+1) 40 (+1) 29,74 9,66 25,70
5 0,00 (-a) 25 (0) 74,44 29,92 88,69
6 0,70 (+a) 25 (0) 18,04 12,49 27,29
7 0,35 (0) 4 (-a) 24,61 16,07 19,94
8 0,35 (0) 46 (+a) 31,31 14,28 34,75
9 0,35 (0) 25 (0) 39,29 23,49 47,74
10 0,35 (0) 25 (0) 41,38 24,53 54,76
11 0,35 (0) 25 (0) 40,77 24,16 48,61

Com Tabela 4.9 observa-se que a atividade da enzima imobilizada (AI) obtida com os
experimentos variou de 18,04 U (experimento 6) a 74,44 U (experimento 5); a atividade
recuperada (AR) variou de 9,66% (experimento 4) a 29,92% (experimento 5) e a eficiéncia

variou de 19,94% (experimento 7) a 88,69% (experimento 5).
4.6.1 Atividade da enzima imobilizada (AI) por liga¢do cruzada com glutaraldeido

A partir dos valores obtidos para a atividade da enzima imobilizada e com a utilizacdo
do Software Statistica® 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdao para as variaveis e
suas interagdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar quais delas
eram estatisticamente significativos (com p < 0,1). Esses valores sdo apresentados na Tabela

4.10.
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Tabela 4.10 - Coeficientes de regressao para o modelo completo e valores de p para a resposta

Al (U) por ligacdo cruzada.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 40,482 0,000
X4 (L) -13,988 0,001
X4 (Q) 2,765 0,026
X5 (L) 2,142 0,030
X5 (Q) -6,502 0,005
X4Xs -0,531 0,429
R?=0,87

Apo6s a regressao multipla foi obtida a Equacdo (4.7) completa com todos os

parametros:

AI(U)=40,48-13,99X, +2,77X; +2,14X,—6,50X’ -0,53X, X i

A partir da Equacdo 4.8 percebe-se que todas as variaveis sdo significativas, mas a
interagdo X4Xs (valor de “p” ¢ maior do que 0,10) ndo €. Isso indica que a atividade da
enzima imobilizada por ligacdo cruzada ndo ¢ influenciada significativamente pela interagdo
dos fatores X4Xs mas ¢ influenciada pelas outras varidveis individualmente, ou seja, depende
de X4(L), X4(Q), Xs(L) e X5(Q).

De acordo com a Equacdo 44.7) verifica-se que o sinal negativo do coeficiente X4(L)
indica que quanto maior a concentra¢do de glutaraldeido, menor ¢ a atividade da enzima
imobilizada (AI). Por sua vez, o sinal positivo do coeficiente Xs(L) indica que o aumento no
tempo leva ao aumento da atividade da enzima imobilizada (Al). Essas tendéncias podem ser
confirmadas também por meio dos resultados obtidos na Tabela 4.9.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 87% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta. Foi feita a andlise de
variancia (ANOVA) e observou-se que o valor de F calculado (9,54) foi superior ao valor de
F tabelado (3,11) para um nivel de significincia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pela Equacao (4.7).

Em seguida foi feita a andlise estatistica considerando-se apenas os parametros

significativos (com p < 0,10), que sdo mostrados na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11 - Coeficientes de regressao para o modelo reduzido e valores de p para a resposta

AI (U) por ligagao cruzada com glutaraldeido.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 40,482 0,000
X4 (L) -13,988 0,001
X4 (Q) 2,765 0,026
X5 (L) 2,142 0,030
X5 (Q) -6,502 0,005
R?=0,92

A partir dos resultados da regressdao multipla da obteve-se a Equacao (4.8) com os

parametros significativos.

AI(U) =40,48-13,99.X, +2,77X; +2,14X, —6,50X: 48

De acordo com a Equagdo (4.8) verifica-se que o sinal negativo do coeficiente X4(L)
indica que quanto maior a concentracdo de glutaraldeido, menor ¢ a atividade da enzima
imobilizada (AI). Por sua vez, o sinal positivo do coeficiente Xs(L) indica que o aumento no
tempo leva ao aumento da atividade da enzima imobilizada (AI). Essas tendéncias podem ser
confirmadas também por meio dos resultados obtidos na Tabela 4.9.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 87% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equacao empirica proposta.

A partir do modelo reduzido e significativo mostrado na Equacao (4.8), foi possivel
construir a superficie de resposta e definir a regido 6tima da resposta em relacdo as variaveis
independentes. Na Figura 4.16 foi apresentada a superficie de resposta e as curvas de
contorno para a resposta Al por ligacdo cruzada em funcdo da concentragdo de glutaraldeido

(X4) e tempo (Xs).
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Figura 4.16 - Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a atividade da enzima
imobilizada (AI) por ligacdo cruzada em fun¢do da concentracdo de glutaraldeido e do

tempo.
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De acordo com Figura 4.16 percebe-se que para maximizar a atividade da enzima
imobilizada por ligacdo cruzada o tempo deve estar 4 a 46 minutos e a concentracdo de

glutaraldeido entre 0 € 0,2 % m/v.

4.6.2 Atividade recuperada (AR) da imobilizacio por ligacdo cruzada com

glutaraldeido

A partir dos valores obtidos para a atividade recuperada com a ligagdo cruzada e com
a utilizacdo do Software Statistica® 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdo para as
variaveis e suas interagdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar
quais delas eram estatisticamente significativos (com p<0,10). Esses valores sdo apresentados

na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 - Coeficientes de regressao para o modelo completo e valores de p para a resposta
AR (%) por ligacao cruzada.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 24,044 0,000
X4 (L) -5,005 0,001
X4 (Q) -1,552 0,020
X5 (L) -2,677 0,004
X5(Q) -4,558 0,002
X4Xs 0,495 0,201

R?=0,89
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Apds a regressao multipla foi obtida a Equacdo (4.9) completa com todos os
parametros:

AR(%) =24,04-5,01X, —1,55X; —2,68X, —4,56 X’ +0,50X, X, 4o

A partir da Equagao (4.9) percebe-se que todas as variaveis sao significativas, mas a
interagdo X4Xs (valor de “p” ¢ maior do que 0,10) ndo ¢é. Isso indica que a atividade da
enzima imobilizada por ligacdo cruzada nao ¢ influenciada significativamente pela interacao
dos fatores X4Xs mas ¢ influenciada pelas variaveis de forma individual, ou seja, depende de
Xa(L), X4(Q), Xs(L) e X5(Q).

De acordo com a Equacao (4.9) verifica-se que o sinal negativo dos coeficientes X4(L)
e Xs(L) indica que quanto maior a concentragdo de glutaraldeido e o tempo de reticulagdo,
respectivamente, menor ¢ a atividade recuperada apds ligagao cruzada (AR). Essas tendéncias
podem ser confirmadas também por meio dos resultados obtidos na Tabela 4.9.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 89% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta. Foi feita a analise de
variancia (ANOVA) e observou-se que o valor de F calculado (6,25) foi superior ao valor de
F tabelado (3,11) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pela Equagao (4.9).

Em seguida foi feita a andlise estatistica considerando-se apenas os parametros

significativos (com p<0,10), que sao mostrados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 - Coeficientes de regressdo para o modelo reduzido e valores de p para a resposta

AR (%) por ligacdo cruzada com glutaraldeido.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 24,044 0,000
X4 (L) -5,005 0,001
X4 (Q) -1,552 0,020
Xs (L) -2,677 0,004
X5(Q) -4,558 0,002
R%=0,89

A partir dos resultados da regressdo multipla da Tabela 4.13 obteve-se a Equacao

(4.10) com os parametros significativos.
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AR(%)=24,04-5,01X, —1,55X; —2,68X, —4,56X_ 10

De acordo com a Equacgdo (4.10) verifica-se que o sinal negativo dos coeficientes
X4(L) e Xs(L) indica que quanto maior a concentracdo de glutaraldeido e quanto maior o
tempo de reticulacao, respectivamente, menor ¢ a atividade da enzima imobilizada por ligagao
cruzada (AR). Essas tendéncias podem ser confirmadas também por meio dos resultados

obtidos na Tabela 4.9.

O coeficiente de correlagao (R?) obtido indica que 89% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta.

A partir do modelo reduzido e significativo mostrado na Equacgao (4.10), foi possivel
construir a superficie de resposta e definir a regido Otima para a resposta em relacdo as
variaveis independentes. Na Figura 4.17 foi apresentada a superficie de resposta e as curvas

de contorno para a resposta AR por ligacdo cruzada em funcdo da concentracdo de

glutaraldeido (X4) e do tempo (Xs).

Figura 4.17 - Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para a atividade recuperada

(%) para a imobilizagdo por liga¢do cruzada em fun¢do da concentragdo de glutaraldeido e do

tempo.
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De acordo com a Figura 4.17 percebe-se que para maximizar a atividade da enzima

imobilizada por ligacdo cruzada o tempo deve estar 4 a 36 minutos e a concentracdo de
glutaraldeido entre 0 € 0,2 % m/v.
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4.6.3 Eficiéncia (Ef) da imobilizacio por ligacdo cruzada com glutaraldeido

A partir dos valores obtidos para a eficiéncia com a liga¢do cruzada e com a utilizagao
do Software Statistica® 7.0, foram calculados os coeficientes de regressdao para as variaveis e
suas interagdes, assim como os valores dos niveis de significancia para identificar quais delas
eram estatisticamente significativos (com p < 0,10). Esses valores sao apresentados na Tabela

4.14.

Tabela 4.14 - Coeficientes de regressao para o modelo completo e valores de p para a resposta

Ef (%) por ligacdo cruzada.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 50,411 0,002
X4 (L) -17,317 0,006
X4 (Q) 2,774 0,232
Xs (L) 5,179 0,062
X5 (Q) -12,739 0,016
X4Xs -4,763 0,131
R?=0,94

Apods a regressao multipla foi obtida a Equagdo (4.11) completa com todos os

parametros:

Ef(%)=50,41-17,32X, +2,77X; +5,18X,—12,74X} —4,76 X X, il

A partir da Equagdo (4.11) percebe-se que todas varidveis sdo significativas, com
excecdo da variavel X4(Q) e da interagdo X4Xs (cujos valores de p sdo maiores do que 0,10)
Isso indica que a eficiéncia da imobilizagdo por ligagdo cruzada ¢ influenciada
significativamente por X4(L), Xs5(L) ¢ X5(Q).

De acordo com a Equacdo (4.11) verifica-se que o sinal negativo do coeficiente X4(L)
indica que quanto maior a concentracdo de glutaraldeido, menor ¢ a eficiéncia (Ef). Por sua
vez, o sinal positivo do coeficiente Xs(L) indica que o aumento no tempo leva ao aumento da
eficiéncia (Ef). Essas tendéncias podem ser confirmadas também por meio dos resultados
obtidos na Tabela 4.9.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 94% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta. Foi feita a analise de

variancia (ANOVA) e observou-se que o valor de F calculado (6,99) foi superior ao valor de
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F tabelado (3,11) para um nivel de significancia de 10%. Esses resultados indicam uma boa
concordancia entre os valores experimentais e previstos pela Equacdo (4.11).
Em seguida foi feita a andlise estatistica considerando-se apenas os parametros

significativos (com p<0,10), que sdo mostrados na Tabela 4.15.

Tabela 4.15 - Coeficientes de regressao para o modelo reduzido e valores de p para a resposta

AR (%) por ligagdo cruzada com glutaraldeido.

Variaveis e interacoes Coeficiente de regressao P
Termo independente 52,975 0,001
X4 (L) -17,317 0,006
Xs (L) 5,183 0,062
X5(Q) -13,528 0,013
R2=0,91

A partir dos resultados da regressdao multipla da Tabela 4.15 obteve-se a Equacao

(4.12) com os parametros significativos.

Ef(%) = 52,98—17,32.X, +5,18X, —13,53X? o

De acordo com a Equacao (4.12) verifica-se que o sinal negativo dos coeficientes
X4(L) e Xs(L) indica que quanto maior a concentracdo de glutaraldeido e quanto maior o
tempo de reticulagdo, respectivamente, menor ¢ a eficiéncia da enzima imobilizada por
ligacdo cruzada (Ef). Essas tendéncias podem ser confirmadas também por meio dos
resultados obtidos na Tabela 4.9.

O coeficiente de correlagdo (R?) obtido indica que 91% da variabilidade dos dados
experimentais foram explicados pela equagdo empirica proposta.

A partir do modelo reduzido e significativo mostrado na Equagdo (4.12), foi possivel
construir a superficie de resposta e definir a regido Otima para a resposta em relagdo as
variaveis independentes. Na Figura 4.18 foi apresentada a superficie de resposta e as curvas
de contorno para a resposta AR por ligacdo cruzada em funcdo da concentracio de

glutaraldeido (X4) e do tempo (Xs).
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Figura 4.18 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a eficiéncia da

imobilizacdo (%) por ligacdo cruzada em fun¢do da concentragdo de glutaraldeido e do

tempo.
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De acordo com a Figura 4.18 percebe-se que para maximizar a eficiéncia por ligacdo

cruzada o tempo deve estar 12 a 43 minutos e a concentra¢do de glutaraldeido entre 0 € 0,2 %
m/v.

4.6.4 Otimizacao simultinea das trés respostas — Al, AR e Ef - na imobilizacdo por

ligacdo cruzada e validacao

A condi¢do que maximizava simultaneamente a atividade da enzima imobilizada, a
atividade recuperada e a eficiéncia do processo de imobilizagdo por ligagdo cruzada foram

avaliadas pelo Maple 17 e pela fungdo desejabilidade do Statistica® 7.0, conforme Figuras
4.19 e 4.20.
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Figura 4.19 - Curvas para maximiza¢do de Al (U), AR (%) e Ef (%) da imobilizacao

por ligagdo cruzada em relacdo as varidveis independentes pelo Maple 17.

Figura 4.20 - Perfis da fun¢do desejabilidade para maximizacao simultanea de Al (U),
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De acordo com a Figura 4.19 percebe-se que a faixa que maximiza as trés respostas

Al, AR e Ef (que estdo praticamente sobrepostas) ocorre de 10 a 40 minutos e para
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concentragdes de glutaraldeido menores do que 0,2% m/v. A maximizacdo pelo Maple
corresponde a interseccdo das regides abrangidas pelas diferentes cores e onde as linhas estao
mais proximas.

De acordo com a Figura 4.20 os dois perfis das trés primeiras linhas dessa figura sdo
relativos a variagdo, respectivamente, da atividade da enzima imobilizada (Al), da atividade
recuperada (AR) e da eficiéncia (Ef) da imobilizagdao por ligacdo cruzada em relacao cada
fator (concentracdo de glutaraldeido e tempo de reticulagdo). O terceiro perfil de cada uma
dessas linhas apresenta a faixa de desejabilidade aceitavel para a maximizagdo de cada
resposta (0< di <1). Os dois perfis da parte inferior mostram a desejabilidade global, para a
maximizacao simultanea das respostas, com valor 0,87.

Esse resultado revela um nivel de confiabilidade aceitdvel para a aplicagdo desse
método de otimizagdo simultanea, realizado a partir dos resultados experimentais, pois o seu
objetivo ¢ de que a desejabilidade fique o mais proximo da unidade.

Dessa forma, as condi¢des que otimizam a resposta sdao: concentragao de glutaraldeido
de 0% m/v e tempo de reticulagdo de 25 minutos. Ao comparar esses valores obtidos com as
faixas selecionadas nas Figuras 4.16; 4.17 e 4.18 e com a faixa obtida pelo Maple 17 percebe-
se que o tempo ¢ a concentragdo obtidos com a fun¢do desejabilidade estdo dentro das faixas
avaliadas.

Apesar de esse resultado de otimizagdo revelar que a variacdo na concentragdo de
glutaraldeido nao melhorou diretamente as respostas avaliadas no processo de imobilizagao
(AI, AR e Ef), esse reagente pode ser utilizado para melhorar a estabilidade da enzima e por
isso foi feita a validagcdo dos modelos das Equacdes (4.8), (4.10) e (4.12) numa condig¢do de
utilizagdo de baixa quantidade de glutaraldeido e considerando a condi¢do 6tima para o tempo
obtida com a ferramenta Maple: 0,2% de glutaraldeido e 25 minutos de tempo de reticulacao.
A validagao foi feita por meio da comparagdo entre o valor previsto pelo modelo de cada
equagdo e o valor obtido experimentalmente para cada uma das respostas.

Em relacdo a atividade da enzima imobilizada por ligagcdo cruzada, os resultados
obtidos foram os seguintes: o valor previsto pelo modelo de Al foi de 49,87 U e o valor
experimental foi de 35,66 U. Os valores obtidos apresentaram uma diferenga relativamente
alta de 28,50%, mas aceitavel, devido as dificuldades experimentais, como em relagdao ao
manejo da resina na cesta de ago inox ao longo do processo de imobilizacdo e entre os
processos de lavagem. Dessa forma, mesmo com essa discrepancia, o modelo da Equagao
(4.8) foi considerado valido, assim como as condi¢des 6timas definidas com base nas analises

de superficie, derivadas desse modelo.
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Em relacdo a atividade recuperada da imobilizagdo por ligacdo cruzada, os resultados
obtidos foram os seguintes: o valor previsto pelo modelo foi de 26,49 U e o valor
experimental foi de 31,38 U. Os valores obtidos apresentam uma diferenca de 18,46%. Houve
também uma certa discrepancia entre esses valores, que reflete as dificuldades experimentais,
porém o modelo da Equagao (4.10) foi considerado valido, assim como as condi¢des otimas
definidas com base nas analises de superficie, derivadas desse modelo.

Em relacdo a eficiéncia da imobiliza¢do por ligacdo cruzada, os resultados obtidos
foram os seguintes: o valor previsto pelo modelo foi de 60,80 U e o valor experimental foi de
46,51 U. Os valores obtidos apresentaram uma diferenca de 23,50%, o que também revela as
dificuldades experimentais, porém o modelo da Equacao (4.12) foi considerado valido, assim
como as condi¢des Otimas definidas com base nas analises de superficie, derivadas desse

modelo.
4.6.5 Comparacio entre os processos de imobilizagao

Ao longo dessa pesquisa foram avaliadas duas condigdes de imobilizacao:
imobilizacdo por adsorcdo e imobilizacdo por ligacdo cruzada. Apds a otimizagdo das
condigdes para realizagdo de ambos os procedimentos, foram obtidas respostas experimentais
para atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia, que estdo sintetizadas

na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 — Resultados experimentais para Al, AR e Ef na imobiliza¢ao por adsor¢ao e por

ligacdo cruzada.

Experimento Al (U) AR (%) Ef (%)
Imobilizagdo por adsor¢ao 77,70 30,43 54,84
Imobilizagdo por ligacdo cruzada 35,66 31,38 46,51

De acordo com os resultados da Tabela 4.16 percebe-se que as respostas obtidas para a
imobilizagdo por adsor¢do foram mais altas do que para a imobilizag¢ao por ligacdo cruzada,
com excecdo apenas da atividade recuperada, que aumentou um pouco. A utilizagdo de
glutaraldeido para realizagdo de ligacdo cruzada provocou uma redug¢do da atividade da
enzima imobilizada e da eficiéncia, respectivamente, em 54,10% e 15,19%. A atividade
recuperada aumentou 3,12%. Esperava-se que a reticulacdo fosse util para provocar o
aumento das respostas, favorecendo a interacdo entre enzima e resina, através das ligagoes

cruzadas estabelecidas entre a enzima (GUIDINI ET AL., 2010), que, por sua vez,
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melhorariam a interagdo com a resina. Entretanto, isso ndo foi observado e o processo de
imobilizagdo por adsorc¢do foi melhor para a enzima Termamyl® 2X.

No trabalho de Varavinit, Chaokasema e Shobsngobb (2002), foi feita a imobilizagdo
da a-amilase Termamyl 60 L em fibras de celulose (bagasso) por meio de ligagdo covalente,
por 30 minutos, a 50 °C. A eficiéncia desse processo foi de 44%. Comparando-se com o0s
procedimentos de imobilizagdo dessa pesquisa, ambos apresentaram resultados de eficiéncia
superior (54,84% e 46,51%).

El Sayed et al. (2019) avaliaram o processo de imobilizacdo da enzima a-amilase
recombinante derivada de Laceyella sp. por adsorcao em alginato de célcio, a 25°C por 1,5
horas e também por ligagdo covalente em quitosana, ativada por glutaraldeido, por 1 hora e a
4°C. A eficiéncia do processo de adsor¢do foi de 95%, porém a atividade recuperada foi de
7,65%. Por sua vez o processo por ligacdo cruzada apresentou eficiéncia de 483,6% e
atividade recuperada de 565%.

Na pesquisa de Sousa (2018), a B-galactosidase, produzida a partir da levedura
Kluyveromyces marxianus foi imobilizada em resina de troca idnica Duolite® A-568 por
adsorcao simples e foram feitos testes de reticulagdo com glutaraldeido nas concentragdes de
0,14g/L, 0,35 g/L ¢ 3,50 g/L.. O aumento da concentracdo de glutaraldeido provocou reducao
na atividade da enzima imobilizada, sendo que a maior concentragdo de glutaraldeido
provocou a maior redugdo na atividade (93%). Nas duas concentragdes mais baixas de
glutaraldeido também foram feitos testes para verificar a estabilidade do adsorvente por 2
horas, porém também houve reducao da atividade apos esse tempo.

No trabalho de Cruz et al. (2015) foi feita a reten¢do da enzima o-amilase Termamyl
em uma matriz polimérica de PVA misturada a pectina, usando como agente reticulante o
glutaraldeido em diferentes concentracdes: 0,25; 0.5; 0.75; 1.0 e 1,25% v/v. Observou-se que
com o aumento da concentracdo de glutaraldeido, a atividade da enzima imobilizada nao
apresentou diferencas estatisticamente significativas, mas provocou o aumento da estabilidade
da matriz do adsorvente. O aumento excessivo da concentra¢do de glutaraldeido também pode
levar a reduc¢do da flexibilidade do sitio ativo, alterando sua geometria, o que pode dificultar o
a afinidade da enzima com o substrato (WANG ET AL., 2016).

Percebe-se, portanto, que a utilizacdo de glutaraldeido pode aumentar ou ndo a
atividade da enzima no processo de imobilizacao, dependendo das condi¢des do processo e da
metodologia utilizada para imobilizar a enzima. Pela literatura, o glutaraldeido também pode
ser utilizado para aumentar a estabilidade da enzima imobilizada, melhorando suas

propriedades mecanicas (CRUZ ET AL., 2015). Pelos trabalhos, percebe-se também que
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concentracdes mais baixas de glutaraldeido podem ser mais adequadas para o processo de
imobilizagao.

Nesse sentido, foi considerada a condicdo proxima a condi¢do Otima obtida pela
funcdo desejabilidade para a imobiliza¢do por ligagdo cruzada (0,2% m/v de glutaraldeido e
25 minutos de tempo de reticulacdo) para avaliar, nos experimentos seguintes, a atividade da
enzima imobilizada em diferentes pHs, sua estabilidade ao pH, sua capacidade de reuso e a

sua estabilidade de armazenamento.

4.6.6 Atividade da enzima Termamyl® 2X na condi¢io selecionada pelo
delineamento composto central do estudo da imobilizacao por ligacdo cruzada

com variacdo de pH do meio reacional.

Foram feitos experimentos com a enzima imobilizada na regido de otimizac¢do da
imobilizagdo por ligacdo cruzada (0,2% g/L de glutaraldeido e 25 minutos), para avaliar a sua
atividade nos pHs 5,00, 6,00 e 7,00 a 70°C, na hidrolise de amido gelatinizado 1% m/v.

A unidade (U) de atividade da enzima (Al), nesse caso, imobilizada, foi expressa em
mg/min (U) e foram calculadas atividades relativas (Arel) em relagdo a maxima atividade
obtida (Amax), conforme a Equagdo 3.1. A Figura 4.21 mostra a variacdo da atividade
relativa da enzima imobilizada em fun¢do do pH. O maior valor de atividade obtido foi

assumido como 100% e os outros valores foram calculados em relagao a ele.

Figura 4.21 - Atividade relativa em funcao do pH para a enzima imobilizada por ligagdo

cruzada.
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Pela Figura 4.21 percebe-se que a atividade mais alta da enzima imobilizada na faixa
avaliada ocorreu em pH 7,00. Nos pHs 5,00 e 6,00 a enzima imobilizada manteve 79% e 81%
da atividade maxima, respectivamente. Em relacdo a enzima livre, o pH de atividade mais alta
foi o pH 7,00 também e houve aumento da atividade relativa no pH 5,00 para a enzima
imobilizada em relacao a livre. No pH 6,00 a atividade relativa da enzima imobilizada
(81,00%) foi um pouco mais baixa do que a atividade relativa da enzima livre nesse mesmo
pH (85,53%).

A imobilizacdo tende a melhorar a atividade da enzima e isso pode ser explicado por
mudancgas na conformagao do sitio ativo da enzima que ocorrem nesse processo € a estrutura
da proteina fica mais estavel (KLAPISZEWSKI, ZDARTA, JESIONOWSKI; 2018).

No trabalho de Klapiszewski, Zdarta, Jesionowski (2018), foi feita a imobilizagdo de
uma o-Amylase de Aspergillus oryzae por meio de ligagdo covalente e interagdes fisicas em
um suporte sintético hibrido de titanio e lignina. A enzima imobilizada apresentou atividade
mais alta em pH 6,50 e manteve mais de 80% de atividade na faixa de pH de 5,50 a 7,50, com
resultados entdo similares aos obtidos a partir dessa pesquisa.

Além disso, outro resultado que foi similar ao dessa pesquisa foi o apresentado pelo
trabalho de Swarnalatha et al. (2013), no qual foi imobilizada também uma a-Amylase de
Aspergillus oryzae com a utilizagdo de nanoparticulas magnéticas com glutaraldeido
estabilizadas por goma de acacia. Nesse estudo, a atividade da enzima imobilizada foi mais
alta em pH 7,00 e nos pHs 5,00 e 6,00 a enzima reteve, respectivamente, 81% ¢ 90% da

atividade maxima.

4.6.7 Estabilidade da enzima Termamyl® 2X na condi¢do selecionada pelo
delineamento composto central do estudo da imobilizac¢io por ligacio cruzada

em relacio ao pH

Para avaliar a estabilidade da Termamyl® 2X foi feito o processo de imobiliza¢dao por
ligacdo cruzada na condicdo selecionada apos a otimizagdo (0,2% g/L de glutaraldeido e 25
minutos de tempo de reticulagdo, pH 4,82; tempo de 15 minutos de imobilizacdo e
concentracao de enzima de 0,878% v/v). A resina com a enzima imobilizada foi mantida em
banho termostatizado, a 70°C, nos pHs 5,00 ¢ 7,00, por duas horas. Apds esse periodo foi
determinada a atividade residual em cada pH, tendo como referéncia a atividade da enzima na
condi¢do 6tima de imobilizagdo por ligagao cruzada. Os resultados obtidos foram mostrados
na Figura 4.22, na qual também sdo expostos os resultados da estabilidade da enzima livre nas

mesmas condi¢des de pH.
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Figura 4.22 — Estabilidade da Termamyl® 2X livre e imobilizada por liga¢do cruzada em

relacdo ao pH.
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Percebe-se Figura 4.22 que a enzima imobilizada por ligacdo cruzada apresentou
estabilidade mais alta no pH 7 do que no pH 5. A enzima livre também apresentou
estabilidade mais alta em pH 7, pH no qual houve o valor mais alto de estabilidade para a
faixa de pH considerada (valor de 62,10% de atividade residual).

O glutaraldeido apresenta dois grupos aldeidos que podem reagir com os grupamentos
amino da matriz ou da enzima e por isso, normalmente ele ¢ utilizado como agente
reticulante, responsavel por promover a conexao entre enzima — enzima e/ou matriz enzima,
por meio de ligagdes covalentes. Consequentemente, a partir do estabelecimento dessas
ligagdes, ele promove o aumento da estabilidade da enzima (BETANCOR ET AL.,2006;
GUIDINI ET AL., 2010).

No entanto, nessa pesquisa ¢ no trabalho de Wang et al. (2016), no qual foi feita a
imobilizagdo da enzima celobiose 2-epimerase, derivada de Caldicellulosiruptor
saccharolyticus, na resina Duolite A-568 por ligacdo cruzada com glutaraldeido, observou-se
que a estabilidade foi pouco afetada pela adicdo desse agente reticulante, sendo que neste
ultimo trabalho, a estabilidade foi avaliada a 4°C, por 24h, na faixa de pH de 3 a 11 ¢ a
enzima imobilizada teve uma faixa restrita de estabilidade, retendo, respectivamente, 65% e
80% da atividade da enzima livre nos pHs 5,00 e 7,00.

Esperava-se que a estabilidade da enzima imobilizada fosse mais alta, porém, de
acordo com Guidini et al. (2010), os grupamentos terciarios da resina Duolite ndo sofrem
reacdo de condensagdo com o glutaraldeido, entdo nao ha formacao de ligacdo covalente entre

ambos, de forma que isso pode facilitar o processo de dessor¢cdo da enzima na resina.
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O glutaraldeido provavelmente promoveu a reagdo de reticulagdo entre a enzima -
enzima, que ajudou na estabilizagdo delas no interior do poro da resina (GUIDINI ET AL.,
2010; WANG ET AL., 2016), mas isso nao foi suficiente para aumentar consideravelmente a
estabilidade nesse processo de imobilizagdo realizado. Para entender melhor essa relagdo
entre estabilidade, ligacOes estabelecidas entre resina e glutaraldeido, estudos mais

aprofundados seriam necessarios.

4.6.8 Estabilidade de armazenamento da enzima imobilizada por adsorcio e da

enzima imobilizada por ligacio cruzada

A estabilidade da enzima Termamyl® 2X foi avaliada apd6s o processo de
imobilizacao por adsor¢ao e por ligagao cruzada. No primeiro teste, a atividade da enzima foi
avaliada em sua condicdo otima (pH 4,82, tempo de imobilizagio de 15 minutos e
concentragdo de enzima de 0,878% v/v ) ap6s 25 e 35 dias de armazenamento na geladeira a
4°C em pH 6,50. No segundo teste, a atividade da enzima foi avaliada na condi¢dao do ponto
central do segundo DCC dessa pesquisa (0,35% g/L de glutaraldeido e 25 minutos de tempo
para realizagdo da ligacdo cruzada) apds armazenamento por 25 dias, nas mesmas condigdes
citadas anteriormente. Em cada situa¢do foi determinada a atividade residual em relacdo a
atividade da enzima imobilizada antes do armazenamento, considerada o valor de 100%.

No primeiro teste, ap6s 25 dias e 35 dias a enzima praticamente manteve a mesma
atividade residual, respectivamente de 9,57% e 9,47%. No segundo teste, apds 25 dias,
enzima apresentou 18,23% de atividade residual. Percebe-se que houve um aumento da
estabilidade da enzima ao armazenamento no procedimento de ligacdo cruzada com
glutaraldeido, porém percebe-se que a enzima apresentou grande perda de atividade em
ambos 0s processos.

No trabalho de Klapiszewski, Zdarta e Jesionowski (2018), foi feita a imobilizagao de
uma o-Amylase de Aspergillus oryzae por meio de ligacdo covalente e interacdes fisicas em
um suporte sintético hibrido de titdnio e lignina. A estabilidade de armazenamento foi
avaliada em pH 5,50 a 5°C e a 25°C, sendo que houve reten¢do, respectivamente, de 70% e
80% da atividade inicial.

Ao se comparar os resultados do trabalho citado anteriormente com a pesquisa
desenvolvida percebe-se, portanto, que o pH de armazenamento pode ter sido um fator
desfavoravel para manter a estabilidade da enzima. Foi selecionado o pH de 6,50 tendo em

vista que a enzima imobilizada apresentou atividades mais altas proximas do pH 7,00 porém
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como foi mostrado no Item 4.6.7, a estabilidade da enzima imobilizada em pH 7 ndo foi altae

esse pH utilizado ndo foi o ideal para manter a imobiliza¢@o na resina.

4.6.9 Reusos da enzima Termamyl® 2X na condicio selecionada pelo delineamento

composto central do estudo da imobilizacdo por ligacdo cruzada

Na determinacao da capacidade de reuso da enzima imobilizada por ligacdo cruzada
na condicdo proxima a condicdo de otimizacdo da imobilizagdo por ligagdo cruzada, a
atividade residual foi determinada em cada reuso, apds 5 reusos no total, considerando a
atividade do primeiro uso como o valor de 100%. As reagdes foram realizadas com amido
1%, previamente gelatinizado, em pH 7, a 70°C.

Apés o primeiro, segundo, terceiro, quarto e quinto reusos foram obtidas,
respectivamente, as seguintes atividades residuais: 68,38%; 45,72%; 42,03%; 35,32% e 13%.

Percebe-se que apds os 3 primeiros reusos a enzima reteve uma porcentagem
consideravel de atividade residual, apresentando, portanto, certa estabilidade. Apos os 5
reusos a atividade residual decresceu para 13%, sendo que esse valor pode ter ocorrido devido
a separacao da enzima da resina. Na literatura esse fendmeno também foi uma possibilidade
no trabalho de Mardani et al. (2018), porém, no seu trabalho, apds 5 reusos da enzima o-
amilase imobilizada em nanocompdsitos de quitosana com ligagdo cruzada com glutaraldeido,
a atividade residual foi de 47%. No trabalho de Klapiszewski, Zdarta e Jesionowski (2018), a
utilizagdo da enzima imobilizada o-Amylase de Aspergillus oryzae por meio de ligacao
covalente e interacdes fisicas em um suporte sintético hibrido de titdnio e lignina, ap6s 10
ciclos de reuso, apresentou 90% de atividade residual.

Percebe-se, portanto, que nessa pesquisa houve certa dificuldade em manter a enzima
aderida a resina apds 5 reusos, mesmo utilizando o glutaraldeido, porém apos trés reusos a
enzima apresentou estabilidade consideravel. Para melhorar essa interacdo entre resina e
enzima por mais ciclos de reuso seriam necessarios estudos mais aprofundados ou verificar a

utilizacao de outro agente reticulante.
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

A enzima Termamyl® 2X livre apresentou atividade 6tima em pH 7. Ela também se
apresentou estavel principalmente em pHs 7 e 7,5, mantendo, respectivamente, 62,10% e

60,57% de atividade residual.

No DCC de imobilizagdo por adsor¢ao na resina Duolite® A-568, a andlise simultanea
da influéncia das varidveis pH, tempo de imobilizagdo e concentracao de enzima nas respostas
atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia indicou a condi¢do 6tima

para os valores de pH 4,82, tempo de 15 minutos e concentra¢do de enzima de 0,878% v/v.

Em sequéncia, no DCC de imobilizacdo por ligagdo cruzada, a analise simultanea da
influéncia das varidveis concentragdo de glutaraldeido e tempo de reticulagdo indicou a
condi¢do Otima obtida para as respostas atividade da enzima imobilizada, atividade

recuperada e eficiéncia com os valores de 0,00% m/v de glutaraldeido e 25 minutos.

No primeiro DCC foi feita a validacao da condi¢ao 6tima dos pontos 6timos obtidos
através do Statistica® 7.0 (superficies de resposta e a funcdo desejabilidade) e do Maple 17, e
eles indicaram que as equagdes de otimizacdo conseguiram descrever o comportamento dos

processos de imobilizagdo, validando assim os modelos propostos.

A validagao dos modelos propostos também foi feita no segundo DCC, porém ela foi
realizada numa condi¢do selecionada na regido de otimizagdo, a 0,2% m/v de glutaraldeido e
tempo de reticulagdo de 25 minutos, buscando avaliar a possibilidade de aumento de

estabilidade da enzima imobilizada.

Na imobilizacao por adsorcao, os resultados na condi¢do 6tima foram os que seguem:
77,70 U de atividade imobilizada, 30,43 % de atividade recuperada e 54,84 %. Na
imobilizacdo por ligacdo cruzada, os resultados da condi¢do 6tima foram os seguintes: 35,66

U de atividade imobilizada, 31,38 % de atividade recuperada e 46,51 % de eficiéncia.
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A enzima imobilizada por liga¢do cruzada apresentou atividade 6tima em pH 7. Em
relagdo a estabilidade ao pH, a adicdo de glutaraldeido ndo foi tdo significativa para o

biocatalisador imobilizado.

Apo6s armazenamento de 25 dias em pH 6,5 a 4°C, a enzima imobilizada por adsor¢ao
apresentou atividade residual de 9,57% e a enzima imobilizada por ligagdo cruzada
apresentou 18,23% de atividade residual. Em relacdo ao niimero de reusos, apds trés ciclos a
enzima imobilizada por ligagdo cruzada apresentou atividade residual e estabilidade

significativas.
5.1 Sugestoes para trabalhos futuros

» Fazer o estudo tanto da influéncia da concentrac¢ao de substrato (amido) na varia¢ao da
atividade da enzima livre quanto na atividade da enzima na melhor condi¢do de
imobilizagao.

» Avaliar processo de transferéncia de massa nos processos de imobilizagao.

» Testar a atividade da enzima Termamyl® 2X livre e imobilizada em temperaturas
menores.

» Avaliar a atividade da enzima Termamyl® 2X livre e imobilizada no processo de
gelatinizagdo a frio.

» Comparar resultados entre os estudos.
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APENDICE

A relagdo entre absorbancia e concentragdo de acucar redutor foi determinada a partir

da curva padrao mostrada a seguir, feita para A =540 nm:
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