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RESUMO

O extrato enzimético retirado do cultivo em estado solido de Thermoascus
aurantiacus foi imobilizado em esferas de alginato de sddio e quitosana pela técnica de
ligacdo covalente, tendo como foco, a analise da agdo da B-glicosidase do fungo T.
aurantiacus. A atividade da enzima nativa e imobilizada foi mensurada em diferentes
temperaturas, niveis de pH e em concentracdes de etanol. O pH 6timo da enzima livre foi
de 4,0, enquanto que a sua forma imobilizada apresentou pH 6timo de 3,0, suportando
assim, um ambiente mais acido. A enzima imobilizada apresentou maior estabilidade na
presenca de etanol em comparagdo com enzima livre, reteve 50% da sua atividade
catalitica em 15% de etanol. A enzima imobilizada reteve 50% da sua atividade depois
de 4 ciclos. Os resultados obtidos no estudo demonstram que a técnica de imobilizagdo

pode tornar a enzima mais robusta para alguns parametros industriais.

Palavras-chave: ligacdo covalente; reutilizacdo; suporte organico; indUstria.

ABSTRACT

The enzyme extract from the solid-state culture of Thermoascus aurantiacus
was immobilized on sodium alginate and chitosan beads by the covalent binding
technique, focusing on the analysis of the action of B-glucosidase from the fungus T.
aurantiacus. The activity of the native and immobilized enzyme was measured at
different temperatures, pH levels and ethanol concentrations. The optimum pH of the
free enzyme was 4.0, while its immobilized form presented an optimum pH of 3.0, thus
supporting a more acidic environment. The immobilized enzyme showed greater
stability in the presence of ethanol compared to the free enzyme, retaining 50% of its
catalytic activity in 15% ethanol. The immobilized enzyme retained 50% of its activity
after 4 cycles. The results obtained in the study demonstrate that the immobilization

technigue can make the enzyme more robust for some industrial parameters.

Keywords: covalent bond; reuse; organic support; industry.



1. INTRODUCAO

Os fungos filamentosos podem exercer diversos papéis na biotecnologia, seja na
alimentacdo ou na extracdo de suas moléculas promissoras para Vvarios processos
industriais, como as enzimas celuloliticas. Os fungos filamentosos do género
Thermoascus sdo comumente encontrados no territdrio brasileiro, mas especificamente
no bioma amaz6nico. Sdo seres heterotréficos e absorvem substancias organicas de
materiais em decomposicdo sob condigdes termofilicas, principalmente de material
vegetal disponivel no solo. O T. aurantiacus é uma das espécies conhecidas por produzir
diversas enzimas, entre elas estd a [B-glicosidase, um catalisador imprescindivel no

processo de hidrolise da celulose para obtencéo de glicose (McClendon et al., 2012).

Os catalisadores naturais, por si sO0, demonstram muita eficiéncia e
sustentabilidade, mas frequentemente ndo se encontram totalmente adequados para a
aplicacdo industrial devido a fatores desnaturantes no processo, tais como, pH,
temperatura, reagentes e metabolitos (Bilal et al., 2017). As p-D-glicosideo
glucohidrolases, também conhecidas como B-glicosidases, fazem parte do conjunto
enzimatico das celulases do fungo T. aurantiacus e sdo extremamentes favoraveis para
processos biotecnologicos. Elas quebram ligagoes B-glicosidicas por meio da hidrolise,
seja da celobiose, liberando dois grupos menores de glicose, ou reagindo até com
compostos glicosilados. Elas apresentam uma ampla gama de aplicagcdes nas inddstrias
de bioetanol, alimentos e bebidas, pois ajudam na disponibilizacdo de moléculas de
glicose para diversos processos fermentativos contendo celulose, como também, podem
ser utilizadas para aumentar o sabor e 0 aroma de bebidas devido a quebra de terpenos,
flavondides e 0Oleos essenciais glicosilados (Tiwari, Misra e Sangwan, 2013; Raghu e
Pennathur, 2018).

Neste ramo industrial, a engenharia de imobilizacdo pode modificar
positivamente a conformacdo das enzimas, melhorando ainda mais sua acdo no meio.
Com isso, as enzimas imobilizadas garantem variadas vantagens em relacdo as enzimas
livres, além deste favorecimento reativo com o substrato, podem facilitar na etapa de
purificacdo do produto final, separando as enzimas sem que haja contaminacdo. Outro
ponto positivo € a capacidade de reutilizacdo das enzimas imobilizadas em outros ciclos

ou reacdes seguintes (Raghu e Pennathur, 2018).
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A imobilizacdo refere-se ao processo de agregar catalisadores a uma estrutura de
suporte que ndo se dissolve, um transportador, de modo que mantenha em uma posi¢éo
favoravel aos eventos reacionais (Bilal et al., 2017). Pode-se encontrar uma variedade de
técnicas na literatura, como a encapsulagdo, confinamento, adsorcdo, reticulacdo e ligacdo
covalente. Essas variedades de metodologias se ddo pelas diferentes caracteristicas fisico-
quimicas que cada enzima apresenta, como também as diferentes propriedades dos
substratos e as diversificadas aplicacbes. Um fator indispensavel para a técnica de
imobilizacdo por ligagdo covalente é a escolha de uma matriz/suporte adequado para a

técnica (Sousa et al., 2017).

Para a matriz de imobiliza¢do a quitosana tem se mostrado um bom polimero,
pois, de acordo com Brahmi et al. (2023), a quitosana é o segundo biopolimero natural
mais abundante do mundo, chamando a atencdo pela sua ndo toxicidade,
biodegradabilidade e forma de obtencédo, onde ocorre a desacetilacdo da quitina. Em meio
acido os grupos aminos distribuidos ao longo deste polimero sdo protonados, permitindo
que reajam com moléculas carregadas negativamente, como por exemplo, o alginato de
sodio, um segundo polimero que pode ser mesclado nesta matriz, ele apresenta
caracteristicas anidnicas e pode ser facilmente obtido, além de ndo apresentar toxicidade.
O alginato em pH basicos e neutros se solubiliza, enquanto que em pH abaixo do ~3,65,
ele tende a se precipitar devido protonacdo dos seus grupos carboxilicos (Pawariya et al.,
2023).

Com o uso da matriz e de componentes ativadores a imobilizacdo por ligacdo
covalente se forma com a tendéncia de manter as caracteristicas cataliticas e reduzir a
inativacdo das enzimas, porém como descrito por Sousa et al. (2017) e Pawariya et al.
(2023) o uso de ativadores com alta reatividade como o glutaraldeido, pode acarretar a
formacdo das bases Schiff, onde os grupos aminos se ligam aos aldeidos, formando

iminas.

Diante do exposto, objetiva-se, com esse trabalho, estudar os efeitos da
imobilizagdo pela técnica de ligagdo covalente da B-glicosidase do fungo T. aurantiacus
em suporte de quitosana e alginato de sodio, visando verificar quais parametros séo

favorecidos para a aplicacdo industrial.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 PRODUGCAO ENZIMATICA

2.1.1 Microrganismo

O fungo utilizado foi 0 Thermoascus aurantiacus, isolado de serapilheira de um
fragmento de Mata Atlantica Semidecidual (Mata do Azul&o) localizado em Dourados,
Mato Grosso do Sul, Brasil; e mantido pela equipe do Laboratério de Enzimologia e
Processos Fermentativos (LEPFER/UFGD) sendo identificado pelo Laboratério de
Ecologia e Sistematica Fungica do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista, IB/UNESP Rio Claro, Estado de S&o Paulo, Brasil.

2.1.2 In6culo

Com o intuito de produzir o inoculo para a producdo enzimatica, o fungo foi
cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio Agar Sabouraud
Dextrose, sendo mantido a uma temperatura de 45 °C por um periodo de 48 horas. A
suspensdo do fungo foi obtida por meio da raspagem suave da superficie do meio de
cultura, utilizando 30 mL de uma solugdo nutriente composta por 0,1% de sulfato de
amonio, 0,1% de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% de nitrato de aménia. A
inoculacdo do fungo no substrato (residuo agroindustrial) ocorreu mediante a
transferéncia de 5 mL desta suspensdo (Costa et al., 2019).

2.1.3 Cultivo em estado sélido para produgéo de p-glicosidase

O substrato empregado no cultivo consistiu exclusivamente de farelo de trigo,
sendo submetido a processos préevios de limpeza para remocdo de impurezas e agucares
por meio de lavagens, seguidas de secagem a 50 °C durante 48 horas. Apds a completa

secagem, 5 gramas de substrato foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL e



umedecidos com 4,5 mL da solugdo nutriente mencionada anteriormente. Em seguida,
procedeu-se a esterilizagdo em autoclave (20 minutos, 121 °C, 1 atm). Foi adicionada uma
quantidade de 5 mL da suspenséo do indculo aos substratos, e os frascos foram mantidos
a uma temperatura de 45 °C. Dessa maneira, a umidade foi mantida a 65%, enquanto a
temperatura foi controlada a 45 °C, ao longo de um periodo de 72 horas (Costa et al.,
2019).

2.1.4 Extracdo enzimética

O extrato enzimatico foi obtido adicionando 50 mL de agua destilada aos frascos
Erlenmeyer contendo o residuo miceliado, seguido por uma maceracdo de 10 minutos.
Em seguida, os frascos foram agitados a 150 rpm por 1 hora. As amostras foram filtradas
em tecido de Nylon® e submetidas a centrifugacdo a 1500 x g por 10 minutos. O

sobrenadante resultante foi utilizado nos ensaios subsequentes (Costa et al., 2019).

2.1.5 Determinacéo da atividade enzimatica da enzima livre e imobilizada

Para a determinacao da atividade da B-glicosidase foi utilizado 50 uL de extrato
enzimatico ou 2 esferas com a enzima imobilizada, 250 puL. de tampao acetato de sodio
(0,1 M, pH 4,5) e 250 uL de pNPG (p-nitrofenil B-D-glucopiranosideo), mantendo essa
mistura a 10 minutos em banho-maria a 50°C. A fim de paralisar a reacdo e interromper
a atividade da enzima, foi utilizado 2 mL de carbonato de sodio (2 M) e o produto liberado
foi quantificado em espectrofotdmetro a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de nitrofenol por

minuto de reacdo (De Palma-Fernandez et al., 2002).



2.2 IMOBILIZACAO DA ENZIMA

2.2.1 Preparo da quitosana

Na matriz de imobilizacdo foi utilizada a quitosana obtida a partir da
metodologia quimica alcalina adaptada de Gapsari et al. (2022), onde ocorre a
desacetilacdo da quitina utilizando uma solugéo 50% de NaOH a 111 °C durante 1 hora
na autoclave a 0,5 atm, ocorrendo assim, a remoc¢do dos grupos acetila (COCHa)
(Priyadarshi et al., 2020). Dessa forma, a quitosana obtida passou por filtracao utilizando
papel filtro, com lavagens sequenciais em agua destilada, até que a agua saia limpa e
transparente. O residuo sélido foientéo seco emestufa a 50 °C por 24 horas e, em seguida,
ressuspendido em &gua destilada, para que o pH possa ser neutralizado e filtrado
novamente. Apos isso, o residuo foi seco novamente em estufa a 50 °C por 24 horas.
Posteriormente, misturou-se este residuo seco em uma solucdo de acido acético 10% e
incubado em shaker por 48 horas, a fim de solubilizar a quitosana. Apds isso, filtrou-se a
solucdo novamente e o pH da fase liquida foi neutralizado, para permitir a precipitacdo
da quitosana, que, por conseguinte, foi filtrada e seca mais uma vez, para obter a quitosana
em po (Brahmi et al., 2023).

2.2.2 Preparacdo do gel alginato + quitosana

Para a elaboracdo do gel foi utilizada a metodologia modificada descrita no
trabalho de Mendes et al. (2013), onde foi preparado o gel de alginato de sddio e quitosana
na proporc¢do de 2,5% e 1,2% respectivamente, no qual a quitosana foi dissolvida em
acido acético a 0,5% (50 mL) sob agitador magnético durante 1 hora, em seguida o
alginato de sodio foi adicionado a mistura sob aquecimento e sob agitacdo com a ajuda
de um bast&o de vidro, sem deixar que fervesse até que ficasse com uma boa consisténcia.
Com a ajuda de uma pipeta, o gel foi gotejado em uma solucéo de cloreto de calcio a 2
molar em 50 mL de &gua destilada, configurando ao gel um formato esférico e com uma

consisténcia mais rigida. As esferas ficaram submersas no cloreto de calcio durante 24



horas e, ap0s esse tempo, foram retiradas e lavadas com agua destilada para retirar o
excesso de calcio.

2.2.3 Ativacdo dos suportes com glutaraldeido

A ativacdo da matriz de alginato/quitosana foi realizada de acordo com a
modificacdo da metodologia de Kumar et al. (2017), em que ocorre a imersao das esferas
em glutaraldeido a 0,25% preparado pela diluicdo em agua destilada e em temperatura
ambiente. Apds 2 dias no glutaraldeido, as esferas sdo retiradas e lavadas repetidamente

com agua para remover o glutaraldeido ndo ligado.

2.2.4 Imobilizagéo

A imobilizacao ocorreu a partir da modificacdo da metodologia de Mendes et al.
(2013), onde o extrato enzimatico foi diluido em agua destilada na proporcdo de 1:9
(enzima:agua mL), configurando um extrato diluido em 10 vezes em um volume final de
4 mL, no quala matriz suporte foi imersa, emuma proporcao de 4:100 (4 mL:100 esferas).
O conjunto extrato e suporte foram deixados na incubadora B.O.D por 72 horas a 28 °C.
O rendimento de imobilizacao foi calculado medindo as concentracdes de proteinas e

atividades enzimaticas nos suportes e no sobrenadante.

2.2.5 Rendimento de imobilizacédo

O rendimento da imobilizacdo é calculado pela relacdo entre a concentracdo de
enzima inicial no meio pela quantidade de enzima imobilizada no suporte (Sousa et al.,
2017).

(Equagéo 1) RI(%)= (Uimob/ UO0) * 100%



Onde RI é o rendimento da imobilizacdo, Uimob é a atividade enzimética das
enzimas que foram imobilizadas e UO é a atividade total inicial oferecida no meio antes

da imobilizagao.

2.3 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

2.3.1 Efeito do pH e da temperatura

O pH 6timo tanto da enzima livre quanto da enzima imobilizada foi determinada
através de ensaios de atividade em diferentes valores de pH do tampao Mcllvaine (0,1 M)
variando de 3,0-8,0 a 50°C. Para a definicdo da temperatura 6tima, a atividade enzimatica
foi avaliada em diferentes temperaturas (30-80 °C), no respectivo pH otimo. A
estabilidade do pH foi determinado pela atividade enzimatica da enzima em sua forma
livre e da matriz de imobilizacdo que foi previamente incubada por 24 horas a 25 °C nos
tampdes Mcllvaine (3,0-8,0), tampdo Tris-HCI (8,0-8,5), tampéo Glicina-NaOH (8,5-
10,5), tampéo Acetato de Sodio (3,0-4,0) e tampdo Borato (5,5-9,0).

A termoestabilidade foi definida pela dosagem de atividade da enzima incubada
por 1h em diferentes temperaturas, que variaram de 30 a 80 °C. A metodologia foi
realizada utilizando como referéncia Martins et al. (2012) e modificada para se adequar

a matriz de imobilizacao.

2.3.2 Efeito de etanol

A atividade enzimatica foi quantificada pela adicdo de etanol em diferentes
concentragdes na mistura reacional, levando a concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30%
de etanol. A atividade da enzima livre e imobilizada foi realizada em pH 6timo e
temperatura 6tima por 10 minutos, e a leitura para quantificacdo foi executada no

espectrofotobmetro. A metodologia utilizada como referéncia foi de Garbin et al. (2021).



2.3.3 Reutilizacéo da B-glicosidase imobilizada

Levando como referéncia os testes de reutilizagdo feitos por Al-harbi et al.
(2022), modificando-0 para que se encaixe na metodologia de imobilizagdo do atual
trabalho, foram feitos ensaios a partir das condi¢cdes 6timas de pH e temperatura, onde 0s
suportes imobilizados foram retirados antes do tempo de paralisacdo da reagdo com o
carbonato de s6dio. A atividade da reacdo foi quantificada em espectrofotdmetro e as
esferas foram lavadas com éagua destilada e utilizadas em mais dosagens de atividade
seguintes. Foram realizados calculos para determinar a atividade residual em

porcentagem da atividade inicial (100%).

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram expressos

como o valor médio dos trés ensaios independentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RENDIMENTO DE IMOBILIZACAO

O fungo T. Aurantiacus teve uma produgdo média de B-glicosidase de 9,74
U/mL, apresentando apds a diluicdo 3,9 U totais, assim foram quantificados nos 100

suportes utilizados 1,28 U totais imobilizados, chegando a um rendimento de 32,8%.

Para ter conhecimento do percentual de perdas, segue-se a mesma logica.
Levando em consideracdo que o sobrenadante apresenta uma atividade de 2,42 U totais,

sobressaindo assim, 62% da enzima que ndo foi imobilizada, e subtraindo do que foi



imobilizado, constatou-se que 5,2% das enzimas foram perdidas, podendo ser por

inativagdo ou erro experimental.

3.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

3.2.1 pH 6timo

A B-glicosidase livre apresentou 6tima atividade em pH 4,0, enquanto que a
mesma enzima imobilizada mostrou otima atividade em pH 3,0 (Grafico 1). A
imobilizagdo conseguiu que a enzima trabalhasse melhor em pH mais acido como
também mantivesse uma atividade enzimatica mais constante durante a variacdo de pH,

enquanto que a enzima livre apresenta uma queda de atividade a partir do pH 5,0.

Gréfico 1. Efeito do pH sobre atividade enzimatica (pH 6timo) entre as enzimas livres e

imobilizadas.
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Em comparacdo com os resultados descritos por Garbin et al. (2021) a -
glicosidase livre do T. crustaceus segue 0 mesmo padréo de pH 6timo do T. aurantiacus
do atual trabalho, obtendo seu pico de atividade em 4 e 4,5, decaindo conforme o pH vai
se tornando mais alcalino. Com o deslocamento de pH 6timo passando de 4 (enzima livre)
para 3 (imobilizada), € demonstrado que a imobilizacdo covalente tornou a enzima mais
estavel em meios mais &cidos e nas faixas de pH seguintes. Por meio dos métodos de
reticulacéo e adsorcéo (Igbal et al., 2022), conseguiu-se deslocar o pH da enzima para um
meio mais alcalino, o que pode se diferenciar com a metodologia da ligagdo covalente
que envolve varios residuos da enzima, proporcionando uma grande rigidez na sua
estrutura, podendo manté-la de forma inalterada perante agentes desnaturantes, como pH
extremos (Souza et al., 2017). Além disso, esta atividade positiva em ambientes mais
acidos pode ser justificado pelo excesso de moléculas da enzima ao redor da matriz, que
pode prejudicar a atracdo dos ions de OH", dessa forma, os ions H* séo atraidos pela carga
negativa da enzima, o que torna o microambiente catalitico enzimatico mais acido e, como

consequéncia, altera seu valor de pH 6timo para mais acido (Cardoso et al., 2020).

Este aspecto catalitico da enzima imobilizada em locais mais acidos pode ser de
grande relevancia para processos vinicolas, onde o pH do vinho pode variar de 3,0 a 4,0.
A enzima atuaria de forma mais eficaz na hidrélise de compostos aromaticos glicosilados

durante a fermentacdo e o armazenamento do vinho (Gao et al., 2022).

3.2.2 Estabilidade ao pH

Como pode ser observado no grafico 2, a enzima livre apresentou estabilidade e
constancia durante as faixas 4,5 a 8,0 de pH e uma queda brusca em 9,5. Ja a enzima
imobilizada ndo apresentou estabilidade perante as mudancas de pH, tendo seu pico em
3,5 e caindo conforme o pH se tornava menos acido, onde o suporte apresentava maior

fragilidade.



Grafico 2. Comparacéo de estabilidade das enzimas livres e imobilizadas em diferentes

tampdes e faixas de pH.
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Com as variacOes de tampdes utilizados, a enzima livre conseguiu uma maior
estabilidade em uma ampla faixa de pH comparando-a com a enzima imobilizada. Igbal
et al. (2022) relata que a enzima imobilizada apresentou maior estabilidade tanto em pH
acido quanto em pH basico utilizando nano-CaCOs como carreador, confirmando que 0s
valores do método atual no presente trabalho ndo confere a enzima uma forma de

estabilidade perante longos tempos de contato em diferentes faixas de pH.

Esta instabilidade pode-se relacionar pela metodologia de producdo da matriz
alginato/quitosana, em que a mistura (alginato-quitosana) é gotejada em CaCl.,
promovendo a reticulacdo da superficie, aproximando as cadeias do polimero e formando
uma superficie menos permeavel, assim, as esferas podem ser utilizadas na imobilizacao
covalente. Porém, a estabilidade da imobilizagdo ao pH pode ser afetada quando exposto

a agentes quimicos que contenham citrato ou fosfatos, como nos tampd@es utilizados,



havendo o sequestro dos ions de célcio da matriz devido a alta afinidade, resultando na

desestabilizacdo do gel, como descrita por Zerbini (2020).

3.2.3 Temperatura 6tima

Na apresentacdo do grafico 3 pode ser observado que a enzima livre exibiu sua

maior atividade em 75 °C, enquanto que a enzima imobilizada mostrou seu pico de

atividade em 70 °C e decaiu conforme a temperatura aumentava.

Gréfico 3. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica entre as enzimas livres e

Atividade relativa (%)

imobilizadas.
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Proveniente de fungo termofilico, a B-glicosidase apresenta valores 6timos em

temperatura mais elevadas, como foi descrito por Garbin et al. (2021) no estudo do fungo

T. crustaceus, e 0 mesmo segue com a enzima imobilizada, mostrando seu pico de reacéo



a 70 °C euma queda em 75 e 80 °C, caindo para 40% de atividade, enquanto que a enzima
livre, ap0s atingir o pico de atividade, ndo apresenta uma queda tdo grande, mantendo
80% de atividade a 80 °C.

3.2.4 Estabilidade térmica

Visando a comparacédo de estabilidade entre a sua forma livre e imobilizada, o
grafico 4 demonstra que a enzima livre apresentou uma maior estabilidade térmica em
relacdo a imobilizada, tendo seu pico de atividade em 35 °C e depois cai somente em 70
°C, enquanto que a enzima imobilizada teve seu pico em 30 °C e apresentou seu

decaimento até 80 °C.

Gréfico 4. Comparacdo de estabilidade das enzimas livres e imobilizadas em diferentes

faixas de temperatura.
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E muito importante conhecer a estabilidade em que a enzima nos permite
trabalhar, sendo um dos maiores problemas de sua aplicacdo, que, se ndo controlada, pode
levar a inativagdo enzimatica, porém, a enzima livre trabalha em uma ampla faixa de
temperatura, como pode ser vista no trabalho de Garbin et al. (2021). A imobilizagédo
tende a manter as caracteristicas cataliticas e reduzir a inativacdo das enzimas, contudo a
enzima imobilizada apresentou baixa estabilidade térmica, podendo ser explicada pela
possivel desorganizacdo da matriz utilizada, que sdo unidas por instaveis ligacbes de
Schiff (Sousa et al., 2017 e Pawariya et al., 2023).

A formacdo das bases de Schiff em hidrogéis sdo frequentemente abordados pela
rapida degradacdo, como descrito por Wu et al. (2024), apresentando fatores
desfavoraveis, como a perda de atividade enzimatica e instabilidade térmica, causadas
pelo desprendimento da enzima do suporte, que pode ocorrer pelo aumento da
temperatura do meio reacional como também pelas faixas de pH, que pode ser tanto em
meio &cido quanto em meio alcalino (Gongalves, 2018). Dessa forma, para amenizar o
problema deveriamos ter reduzido as bases de Schiff a ligacdes covalentes simples, que
é mais estavel, como foi feito na tese do Rodrigues (2009), onde realizou a imobilizacdo
de lipases em agarose por ligacdo covalente, ou ter feito um tratamento prévio do suporte,
para torna-los mais estaveis, como feita por Pawariya et al. (2023), que utilizou o &cido

cloroetandico para esta finalidade.

3.2.5 Efeito do etanol

A realizacdo do teste ocorreu para a avaliacdo do efeito do etanol sobre a
atividade enzimatica, tanto da enzima imobilizada quanto da enzima livre, em suas
respectivas temperaturas e pH étimos. Quando avaliamos o grafico, pode-se observar que
a presenca de etanol acarreta em uma queda da atividade enzimatica, sendo a enzima livre
com 100% de atividade a 5% de etanol e tendo uma queda brusca em 15%, ja a enzima
imobilizada tem o seu 100% de atividade a 5% de etanol com uma queda em 10%, porém,

apresentando estabilidade na atividade reacional até 30% da concentracdo de etanol.



Grafico 5. Avaliacdo da concentracéo de etanol sobre as atividades enzimaticas das

enzimas livres e imobilizadas em pH e temperatura 6tima.
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Essa estabilidade da enzima imobilizada pode ser vista e comparada com a
enzima livre, onde a enzima imobilizada, mesmo em 20% de etanol, conseguiu manter
sua atividade catalitica proxima dos 50%, permanecendo em um padréo até os 30% de
etanol, enquanto que a enzima livre, a 20% de etanol, cai para menos de 30% de atividade
reacional, ndo mantendo uma estabilidade. Essa diferenca pode se dar pela metodologia
da ligacdo covalente, que envolve também a agregacdo de varios residuos da enzima,

ampliando a estabilidade em ambientes desnaturantes (Sousa et al., 2017).

De acordo com Garbin et al. (2021), em alguns processos fermentativos, 0 uso
de mais de 10% de concentracdo de etanol pode ser prejudicial ao microrganismo, como
por exemplo, 0s processos que fazem uso de Saccharomyces cerevisiae, e considerandoo
uso enzimatico do presente estudo, é apontado um resultado positivo para seu uso
industrial, levando em consideracdo o seu apice de atividade em 5% de etanol e sua

estabilidade.



3.2.6 Reutilizacdo da B-glicosidase imobilizada

Foram realizados 5 ciclos de dosagem de atividade enzimética utilizando as
mesmas esferas imobilizadas, sob as mesmas condigdes, notando uma perda gradual de
atividade, em que, a partir do quarto ciclo, se encontra com 50% de sua atividade inicial.

Com isso, foi demonstrado que a reutilizagdo é possivel e que pode beneficiar processos

industriais.

Grafico 6. Atividade recuperada da enzima imobilizada a cada ciclo de dosagem
realizada em seu pH e temperatura 6tima.
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A aplicacdo da imobilizacdo enzimatica também existe para amenizar o0s gastos
da utilizacdo de biocatalisadores livres no meio reacional, esta vantagem se deve a
possivel reutilizagdo enzimética permitida por esta técnica, mas, para que isso ocorra, é

evidente que a imobilizagdo mantenha uma boa estabilidade entre a enzima e o suporte



diante de fatores desnaturantes (Sousa et al., 2017). Como pode ser visto no gréfico 6,
existe uma perda gradual normal em sua atividade, o que pode indicar a instabilidade do
suporte organico escolhido e o desprendimento das enzimas, sendo assim, é necessario

maiores estudos, testes e aperfeicoamento da metodologia.

4. CONCLUSAO

Com a imobilizagdo, conseguiu-se o deslocamento positivo de certos parametros
industriais, com relagéo a enzima livre, fazendo com que o catalisador atuasse melhor em
determinadas temperaturas, em faixas de pH mais &cidas (pH 3,0) e em meios com altas
concentragdes de etanol, mantendo-se estavel com 50% de sua atividade a 20% de etanol.
Outro ponto que se deve acentuar € a reutilizacdo dos suportes imobilizados, em que 0
mesmo, se utilizado 4 vezes, manterd a metade de sua atividade inicial, amenizando as

perdas e diminuindo os custos das enzimas em processos industriais.

Esta atividade da enzima imobilizada em ambientes mais acidos é bastante
promissora, pode ser muito benéfica nos processamentos de vinho e cerveja, onde,
geralmente, o pH varia entre 3,0 a 4,0. Estes catalisadores, ao entrar em contato com estas

bebidas, liberariam maiores quantidades de terpenos que realgam sabor e aroma.
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