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INTRODUCAO:

Enzimas sdo proteinas que atuam como biocatalizadores reduzindo a energia de
ativacdo das reacdes quimicas. Dentre elas, glicoamilase é utilizada na hidrdlise do
amido. Devido seu alto valor agregado e instabilidade, uma alternativa para aumentar
sua estabilidade e potencializar seu reuso é a imobilizacdo em um suporte inerte como
a gelatina. Porém, a reduzida porosidade do suporte gera perda de eficiéncia da
reagao.

Os scaffolds, que sdo estruturas porosas, sdo um caminho para ampliar a aplicacdo da
gelatina na imobilizacdo de enzimas, mas é necessdrio reticular o suporte, conferindo
maior resisténcia a sua estrutura. O glutaraldeido é um dos agentes de reticulacdo
mais relatados para essa funcdo, promovendo a formacdo de ligagGes internas na
molécula de gelatina (FARRIS; SONG; HUANG, 2010).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento da enzima glicoamilase
imobilizada em scaffold de gelatina reticulada com glutaraldeido em diferentes
condicg0es.

DESENVOLVIMENTO:

Os scaffolds de gelatina foram preparados utilizando a metodologia de formacao
por gas descrita por Poursamar et al. (2016) com modificacdes, em que uma solucdo
de gelatina a 20% (m/v) foi preparada em tampao fosfato pH 5,5 a 50 °C e aerada em
agitador mecanico tipo turrax a 14.300 rpm.

A incorporagdao de ar através da agitacdo mecanica em alta velocidade, para
formacgao de scaffolds de gelatina resulta em suportes porosos e homogéneos, o que
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propicia a difusdo do substato pelo interior da particula favorecendo sua interagao
com as enzimas (POURSAMAR et al.,2016). Apds a aeracdo do suporte, 1 mL de enzima
foi adicionado a mistura sob agitacdo até sua homogeneizacdo; a solucdo foi aerada,
moldada e transferida para freezer (-20 °C) até sua solidificacdo. As amostras foram
entdo cortadas com 1,5 mm de aresta.

Para que os scalffolds apresentassem melhores propriedades mecanicas e fossem
resistentes a fatores ambientais, como mudancas de pH e temperatura, estes foram
reticulados, por imersdao em solucdo de glutaraldeido nas concentracdes de 0,25%,
0,5%, 0,75% e 1%, durante 2, 3 e 4 horas. Em seguida, as amostras foram triplamente
lavadas com solugdo tampao e armazenadas a 4 °C.

O glutaraldeido promove a reticulagdo da gelatina através da formagdo de base
de Schiff com o grupos €-amino das cadeias poliméricas. (FARRIS; SONG; HUANG,
2010). Levando em consideracdo que a enzima fica retida dentro da matriz polimérica,
o agente reticulante pode interagir covalentemente com a cadeia enzimatica ligando-a
ao suporte.

A atividade enzimdtica dos imobilizados foi determinada pelo método de Miller
(1959) que se baseia na quantificacdo dos agucares redutores liberados durante a
reacao de hidrdlise enzimatica do amido utilizando o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
Uma unidade (U) de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima
necessdria para liberar 1 umol de acglcares redutores (estimados como glicose) por
minuto sob condi¢des padrao de pH e temperatura.

O confinamento da enzima em um suporte sdlido é utilizado quando se almeja
sua reutilizacdo com manutencdo da atividade catalitica (BRENA; GONZALEZ-POMBO;
BATISTA-VIERA, 2013). Além disso, a ligacdo de uma enzima ao suporte pode
aumentar a sua resisténcia a alteracdes ambientais tais como pH e temperatura. No
entanto, quando sao utilizados agentes reticulantes, estes podem fazer a ligacao
entre o suporte e a enzima.

Conforme os dados apresentados nas Figuras 1 e 2, as condicdes mais
promissoras para obter uma reticulacdo eficiente, sem que ocorra a inibicdo da
enzima, sdo a concentracao de 0,25% de glutaraldeido e o tempos de 3 e 4 horas.

O glutaraldeido é o agente de reticulagdo mais utilizada devido ao seu baixo
custo e eficacia em sua funcdo, melhorando as propriedades mecanicas, térmicas
(FARRIS; SONG; HUANG, 2010). Esse agente apresenta niveis citotoxicidade,
prejudiciais a saude, mas, utilizado em baixas concentracbes, estes niveis sdo
praticamente nulos.

CONSIDERAGOES FINALIS:

Através dos experimentos realizados foi perceptivel, que o melhor resultado de
atividade enzimatica é a concentracao de 0,25% de glutaradeido, no tempo de 3 horas,
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visto que, com o aumento de reticulante ha reducdo da atividade do biocatalizador,
pois, o excesso de glutaraldeido possibilita a formacdo de multiplas ligagdes com o
suporte, tornado o rigido, propiciando sua inibicdo.
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ANEXOS:

Figura 1 Comportamento de glicoamilase em diferentes concentragdes de glutaraldeido.
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Letras iguais significa que ndo apresentam diferenca significativas entre si a nivel de 95% de confianca (MédiatDP).

Figura 2 Periodo de reticulagdo com glutaraldeido em relagdo a manutencdo da atividade enzimdtica.
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