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Resumo 

A busca por inovações tecnológicas que gerem produtos de qualidade 
concomitantemente à redução de custos, são os principais fatores de 
preocupação envolvendo um processo em escala industrial. Devido à 
importância destes fatores, esta dissertação estudou a produção de açúcar 
invertido por meio de processo enzimático contínuo de alta taxa visando 
identificar condições para o aumento da taxa de produção e eficiência na 
conversão do substrato. Dessa forma, a enzima invertase foi imobilizada em 
resíduo agroindustrial de baixo custo e fácil aquisição (pó de sabugo de milho) 
e para fins de comparação, foi imobilizada também e um suporte universal: a 
agarose. Objetivo: Obtenção de açúcar invertido usando o derivado pó de 
sabugo de milho-glutaraldeído-invertase (SM-GLU) em reator de leito fixo. 
Métodos: Obtenção e caracterização cinética da enzima invertase solúvel. 
Posteriormente sua imobilização nos suportes SM-GLU e AG-GLU seguida de 
caracterização cinética dos derivados obtidos. Na etapa seguinte, foi realizado 
a determinação da conversão (%) de hidrólise da sacarose em condições de 
máxima atividade (20% de sacarose m/v em tampão acetato de sódio, 50 mM 
e pH 5) para os derivados em sistema descontínuo (batelada), e em reator de 
sistema contínuo, visando encontrar a condição de máxima eficiência. Onde 
foram caracterizados parâmetro de processo como conversão, carga 
substrato aplicada, estabilidade e reuso do derivado enzimático. Resultados: 
Os derivados enzimáticos obtiveram uma melhor resistência a alta 
temperatura (estabilidade térmica 60°C) quando comparadas a enzima 
solúvel. O derivado SM-GLU teve uma maior estabilidade em relação ao 
derivado AG-GLU, quando submetido a altas concentrações (20%, 40% e 
60%) de sacarose. No sistema descontínuo (batelada) derivado SM-GLU, 
alcançou uma conversão de 90% de conversão do substrato em produto. 
Conclusão: A matriz de imobilização escolhida (pó de sabugo de milho) 
apresentou características físico-químicas favoráveis ao processo (resistência 
mecânica, hidrofilicidade, capacidade de derivatização) além de ser de grau 
alimentício e apresentar baixo custo de aquisição e alta disponibilidade. 
Ademais teve algumas vantagens em relação a agarose, que é um suporte 
dispendioso, como uma maior conversão de sacarose em glicose e frutose, 
maior estabilidade frente a altas temperaturas e possibilidade de trabalho com 
altas concentrações de substrato.  
Palavras chave: Invertase. Açúcar invertido. Imobilização. Pó de sabugo de 
milho. Reatores enzimáticos. 
 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

The search for technological innovations that generate quality products 
concomitant to the cost reduction, are the main point of concern in an industrial 
scale process. Considering the importance of factors cited above, in this study 
the production of inverted sugars by high rate continuous enzymatic process 
aiming to identify the conditions that could provide a raise in production rate 
and the efficiency in substrate conversion. Thus, invertase enzyme was 
immobilized in a low cost and easy acquisition agroindustrial waste (corn cob 
powder) and for comparison purposes, also immobilized in universal support, 
agarose. Objective: To obtain inverted sugar using the corn cob powder 
glutaraldehyde-invertase derivate (SM-GLU) in fixed-bed reactor. Methods: 
Extraction and kinetic characterization of soluble invertase. Subsequential 
immobilization in SM-GLU and AG-GLU supports and following kinetic 
characterization of the derivates. In the sequence it was conducted the 
hydrolysis essay (%) under conditions of maximum activity (20% sucrose w/v 
in sodium acetate buffer 50 mM and pH 5) for the derivatives in a discontinuous 
system (batch) and in continuous system reactor, both operating in optimal 
conditions of sucrose hydrolysis. From the last step, it was characterized 
process parameters as conversion efficiency, substrate load applied, stability 
and reuse of the enzymatic derivate, aiming to obtain the conditions of 
maximum efficiency.  Results: The enzymatic derivate presented better 
thermal stability (60°C) compared to soluble enzyme form. The derivate SM-
GLU showed greater stability than AG-GLU when subjected to high sucrose 
concentrations (20%, 40% and 60%). In discontinuous system (batch) with 
SM-GLU derivate, it achieved a 90% conversion rate of substrate to product. 
Conclusion: The immobilization matrix chosen (corn cob powder) offered 
favorable physical-chemical characteristics to the process (mechanical 
resistance, hydrophilicity, derivatization capability) besides presenting food 
grade, low acquisition cost and high availability. Furthermore, it showed some 
advantages comparing to agarose, which is an expensive support, as a higher 
conversion rate of sucrose to glucose and fructose, better stability in high 
temperatures and possibility of working in high substrate concentration. 
 
Key words: Invertase. Inverted sugar. Immobilization. Corn cob powder. 
Enzymatic reactor. 
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1. Introdução 

A busca por tecnologias inovadoras que gerem produtos de qualidade 

com maior valor agregado concomitantemente a redução de custos de seus 

processos operacionais, é uma ótima estratégia para a competitividade no 

setor industrial (1). 

Dessa forma o presente estudo teve como principal objetivo produzir um 

ingrediente muito utilizado pelas indústrias alimentícias (tanto de alimentos 

quanto de bebidas), o açúcar invertido. Obtido por meio de uma reação de 

hidrólise na presença de enzimas imobilizadas, processo enzimático pelo qual 

se obtém um produto (mistura de glicose e frutose por meio da hidrólise da 

ligação glicosídica da sacarose) com alto grau de “pureza“, não necessitando 

de alta temperatura e um longo tempo de reação como o processo de hidrólise 

ácida, assim não formando compostos tóxicos indesejáveis, como o 

hidroximetil furfural (2–5). O uso de enzimas na forma solúvel é limitado, 

devido a fatores como alto custo, instabilidade (pH e temperatura), fácil 

mudança conformacional de sua estrutura resultando logo em sua perda.  

Enquanto que as enzimas imobilizadas, podem ser utilizadas e reutilizadas, 

tornando-se uma alternativa mais econômica e vantajosa para obtenção de 

um produto de alta qualidade junto da redução de custo (5,6). 

No intuito de aumentar a contribuição para o aspecto econômico 

envolvido nesse estudo, a enzima invertase extraída de Saccharomyces 

cerevisiae foi imobilizada em um suporte lignocelulósico: o pó de sabugo de 

milho, que é considerado um resíduo agroindustrial.  Esse suporte constitui 
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uma alternativa de baixo custo para imobilização de enzimas, além de 

apresentar grande abundância no mercado. 

2. Revisão de Literatura 

2.1. Açúcar invertido 

A partir da hidrólise da sacarose, um dissacarídeo composto por um 

resíduo de α-D-glicose e um resíduo de β-D-frutose unidos por uma ligação 

glicosídica β-1,2, obtém-se uma solução denominada açúcar invertido. O 

açúcar invertido corresponde a uma mistura de açúcares em solução, 

constituída principalmente de glicose, frutose e sacarose residual, sendo 20% 

mais doce que a sacarose.  

Essa mistura de açúcares possui um elevado poder higroscópico, 

mantendo uma umidade, que aumenta consideravelmente o prazo de validade 

de alguns produtos. Possui também a propriedade de diminuir o ponto de 

congelamento, por vez diminuindo sua afinidade com a água (redução da 

atividade de água) e impedindo o crescimento de micro-organismos (7). O uso 

de açúcar invertido em alimentos é bem vantajoso em comparação à sacarose 

exibindo maior valor agregado, conferindo mais cremosidade ao produto e 

maior poder edulcorante aumentando a viabilidade econômica do processo 

produtivo (8–11).  

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (12), em 

2011 foram produzidas 844.206 toneladas de xaropes de açúcares, incluindo 

xaropes de açúcar invertido, equivalente a R$ 870.122.000,00. Porém, a 

produção brasileira é exclusivamente feita pela via ácida e resinas de troca 
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iônica, resultando em um produto de baixa qualidade e alto custo energético 

(12). 

E o produto (açúcar invertido) de maior interesse comercial, é o qual 

possui um nível de inversão próximo a 55%, alcançando uma solubilidade 

máxima nessa faixa, resultando em produtos sem problemas de cristalização 

e contribuindo também para a menor susceptibilidade a contaminação 

microbiana (13). O açúcar invertido pode ser obtido por duas vias de hidrólise 

da sacarose: via hidrólise ácida e via hidrólise enzimática. 

2.2.1. Hidrólise ácida da sacarose 

O processo de catálise da sacarose ocorre por meio da ação direta de 

um ácido que causa uma acidificação do meio (hidrólise homogênea), ou por 

meio da liberação de H+ da resina catiônica (hidrólise heterogênea) que na 

presença de alta temperatura e longo período de processo, são gerados 

produtos com coloração escura (altamente coloridos), sabor amargo e ocorre 

também a formação de compostos tóxicos como o hidroximetil furfural (HMF) 

afetando diretamente a qualidade desses produtos (14)  (Abraham et al, 

2011). 

2.2.2. Hidrólise enzimática a sacarose 

A hidrólise enzimática da sacarose é preferível em relação à hidrólise 

ácida, pois não gera resíduos ácidos e tampouco formação de compostos 

coloridos e subprodutos tóxicos indesejáveis. A reação é conduzida em 

condições amenas de pH e temperatura, há maior facilidade de controle da 

reação e não há necessidade de neutralização do produto final, o que garante 
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um produto com alta pureza sem ocasionar problemas de geração de águas 

residuárias, muito comum nos processos químicos. (2,3,5,6). 

O processo de hidrólise com enzimas imobilizadas pode reduzir 

severamente o custo de um processo industrial, por permitir sua reutilização 

e eliminar etapas posteriores ao processo de hidrólise. Alta produtividade, alta 

estabilidade e o baixo custo para imobilização da invertase são requisitos 

fundamentais para competir com o processo químico tradicional de hidrólise 

por meio do uso de um ácido (15–18).    

2.2. Invertase 

Existem dois tipos de enzimas invertases, a de grande relevância para 

este estudo, hidrolisa a ligação entre o oxigênio e carbono 2 (C2) do resíduo 

da frutose. A enzima assim, recebe o nome de invertase ou β-D-

frutofuranosidase (EC 3.2.1.26). É amplamente usada pela indústria de 

alimentos e bebidas, e pode ser extraída de uma variedade de seres vivos 

(bactérias, fungos filamentosos, leveduras, plantas e insetos). Embora 

distribuída de forma generalizada, a enzima comercial é obtida principalmente 

da levedura Saccharomyces cerevisiae, conhecidos também como fermentos 

que estão envolvidas em processos de deterioração de vários alimentos 

(frutas, hortaliças, laticínios, bebidas alcoólicas, refrigerantes e mel).  Muito 

útil e a principal espécie utilizada na fabricação de pães, cervejas, vinhos, 

entre outras bebidas alcoólicas (8). 

É uma carboidrase da classe das hidrolases que catalisa a reação de 

hidrólise da sacarose na presença de água, através da clivagem da ligação 
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glicosídica (α-1,2), resultando em uma mistura equimolar de glicose, frutose, 

denominada xarope de açúcar invertido (5,6,15,19–22).  

A enzima invertase pode ser utilizada tanto em sua forma livre (solúvel), 

como imobilizada, para hidrólise da sacarose (2,8). Entretanto, a utilização de 

enzimas na forma solúvel é limitada em processos industriais em larga escala, 

devido a fatores como alto custo de produção, instabilidade (pH e 

temperatura), mudanças conformacionais resultantes de choques mecânicos 

e pressão osmótica. Além disso, há a dificuldade de recuperação do 

biocatalisador, que é solúvel ao meio reacional na maioria das vezes, 

tornando o processo enzimático mais caro (2,3). Por esta razão, estudos têm 

sido propostos com o intuito de aumentar a estabilidade conformacional e 

consequentemente operacional das enzimas (23). Com o objetivo de ampliar 

o uso de enzimas em processos industriais e obter maiores fatores de 

estabilização e automação de processos, a imobilização de enzimas surgiu 

como uma estratégia promissora para melhorar as propriedades físico-

cinética da enzima concomitante à redução de custos (24). 

O mecanismo de ação desta enzima é semelhante ao da maioria das 

enzimas que hidrolisam carboidratos, no qual dois resíduos de aminoácido 

atuam diretamente no substrato, sendo um deles o nucleófilo e o outro doador 

de próton. No caso da invertase, esses aminoácidos são o ácido glutâmico 

(Glu) e o ácido aspártico (Asp). O Glu atua como o doador de próton e ataca 

o oxigênio central da sacarose, enquanto o Asp atua como o nucleófilo e ataca 

o C-2 da frutose, resultando em uma ligação covalente e formação do 

complexo invertasefrutose. O segundo passo do mecanismo de ação é o Glu 
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atuando como uma base e retirando um próton de uma molécula de água, a 

qual irá permitir a liberação da frutose e restauração da conformação original 

da invertase (25). 

2.3. Imobilização de enzimas 

A imobilização de enzimas é uma técnica que apresenta consideráveis 

vantagens quando comparada a utilização de enzimas livres (solúvel). O 

termo imobilização refere-se ao ato de confinamento físico das enzimas em 

regiões de espaço, onde  há a retenção de suas atividades catalíticas 

permitindo que o derivado enzimático (enzima + suporte) seja utilizado em 

processos químicos contínuos, aumentando a estabilidade da enzima (26). 

Enzimas imobilizadas são preferidas às enzimas livres, devido a 

estabilidade da enzima ligada ao suporte, o que facilita os processos de 

recuperação e purificação do produto, pois reduz a contaminação do produto 

pela enzima, permite o reuso do biocatalisador, possibilita o desenvolvimento 

de processos contínuos e, portanto, mais econômicos. Também existe a 

possibilidade de interrupção rápida da reação a partir da fácil remoção da 

enzima do meio reacional (27,28). 

As enzimas livres podem ser imobilizadas de vários modos, que são 

divididos em métodos físicos (adsorção física, encapsulação ou 

aprisionamento) e métodos químicos: (ligação química covalente e ligação 

cruzada “crosslinking”). O método escolhido para este estudo foi o de ligação 

covalente unipontual, o qual baseia-se na formação de ligações consideradas 

fortes entre moléculas da enzima e/ou do suporte com reagentes funcionais 

(glutaraldeído) e pH próximo a neutralidade (≤7).     
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A imobilização por ligação covalente, baseia-se na ativação dos suportes 

de imobilização com inserção de grupos reativos que interagem com os 

grupos nucleofílicos da enzima (Figura 1). E para que haja a interação da 

enzima com esses grupos reativos dos suportes, é necessário o uso do 

glutaraldeído utilizado como reagente bifuncional que possui em sua estrutura 

dois grupos aldeídos nos extremos da molécula, que por sua vez, reagem em 

pH neutro com grupos aminos livres presentes nas superfícies, um extremo 

se liga ao suporte e outro a enzima. Dessa forma há a formação de ligações 

covalentes que conferem uma maior estabilidade entre o suporte sólido e a 

enzima, maior resistência do biocatalisador em relação a variação de pH, 

temperatura e influência de solventes orgânicos (19,20,21).  

 

Figura 1. Esquema simplificado de ativação dos suportes pó de sabugo de 

milho e agarose com grupos glutaraldeído. Fonte: Bassan, 2015. 

De modo geral, uma enzima imobilizada em suporte sólido, permite o 

processamento de grande quantidade de substrato, uma vez que o catalisador 

pode ser separado facilmente do produto, permitindo que a enzima seja 

reutilizada em um novo ciclo, e também, proporcionar maior controle de 
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reação, sendo empregada em processos contínuos (5,6,15,21,27,31,32). A 

estratégia de imobilização também é uma importante ferramenta na redução 

da inativação da enzima, por distorção da sua estrutura terciária, que é 

influenciada pelas variáveis reacionais como temperatura, pH e se for o caso, 

por solventes orgânicos. Essa rigidificação é de suma importância para a 

aplicação e estabilização de enzimas dentro de um processo industrial (33–

35). Outra vantagem da imobilização de enzima, é a automação de processos, 

pois permite o emprego do catalisador em uma gama de configurações de 

reatores (36–38) que dependem da natureza física do material suporte, 

estabilidade térmica da enzima e característica físico-química do substrato 

(37,39,40). 

2.4. Suporte para imobilização  

A escolha do material suporte é muito importante, pois suas 

características são determinantes no desempenho da enzima imobilizada. As 

propriedades desejáveis de uma matriz de imobilização incluem resistência 

física, hidrofilicidade, fácil derivatização, resistência ao ataque microbiano e 

alta capacidade de interação enzima-suporte por unidade de peso e baixo 

custo (41). Diante do amplo uso da invertase em indústrias alimentícias, 

diversos estudos foram feitos referentes à sua imobilização em diferentes 

suportes, objetivando analisar sua estabilidade enzimática e seu potencial de 

reuso. Um dos principais fatores identificados foi a seleção de um suporte 

adequado para fixação da enzima. Dessa maneira, o método escolhido deve 

atender a duas necessidades: (1) a catalítica, expressa em produtividade, 
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rendimento, estabilidade e seletividade e a (2) não-catalítica, relativa ao 

controle do processo (42). 

Nesse contexto, resíduos agroindustriais como as fibras apresentam 

grande potencial devido as suas características físico-químicas, pois são 

constituídos principalmente de lignina, hemicelulose e celulose possuindo em 

suas superfícies grupos funcionais que serão ativados até a formação de 

grupos reativos para imobilização (43,44). Como exemplo, temos a invertase 

imobilizada em casca de arroz e em pó de sabugo de milho (45,46) e a lipase 

em fibra de coco (47).  

Mundialmente, a quantidade de resíduos lignocelulósicos produzidos é 

estimada em 1,55 bilhões de toneladas/ano, incluindo o sabugo de milho, 

palha de cevada, trigo, arroz, sorgo e bagaço de cana. No Brasil, são gerados 

a cada ano, aproximadamente 350 milhões de toneladas (48).  

2.4.1.  Pó de sabugo de milho 

De acordo com o CONAB “ Companhia Nacional de Abastecimento”, 

houve uma produção de 693.177,456 milhões de toneladas de milho no Brasil 

até janeiro de 2017, deste montante, 15% em peso referem-se ao sabugo de 

milho (49,50) que é constituído basicamente por 31,7% de celulose, 34,7% de 

hemicelulose, 20,3% de lignina e 2,3% de cinzas (48,51,52). Um resíduo 

agroindustrial, que até então seu uso era restrito, utilizados somente como 

atividade secundária, em rações animais, fontes de caldeiras, filtros de solo, 

enchimento de barreiras entre outras atividades não primárias. sendo uma 

fonte abundante, renovável e de baixo custo que apresenta grande potencial 

para imobilização de enzimas. 
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O milho é um cereal com maior área cultivar produzido pelo Brasil (53), 

em qualquer tipo solo, clima ou altura no mundo pode ser cultivado, a sua 

produtividade está ligada diretamente a fertilidade do solo e as colheitas. Em 

relação aos resíduos, o milho tem como rejeito o sabugo, colmo (caule), folhas 

e palha durante seu processamento, tornando-se uma biomassa com alta 

produção (53), a produção de resíduos de milho para cada tonelada colhida é 

de 2,3 toneladas.  

 Dessa forma, a grande importância e relevância de se utilizar os 

resíduos gerados, já que o pó de sabugo de milho se mostrou de ótimo 

potencial como suporte para imobilização de enzimas em outros estudos 

realizados. O seu baixo custo e sua grande abundância no mercado, facilitam 

ainda mais o uso desta alternativa.   

2.5. Reatores enzimáticos 

Reator enzimático é definido como um dispositivo no interior do qual 

transformações e reações bioquímicas são catalisadas por enzimas para 

geração de produtos específicos em condições controladas. Com base no 

modo de operação (contínuo ou descontínuo), um reator enzimático, pode ser 

classificado como reator de leito fixo ou leito (31,54). Derivados enzimáticos 

podem ser empregados em diversas configurações de reatores, empacotado, 

tanque agitado e leito fluidizado e, a carga de enzima permanece constante 

após a etapa de imobilização (55–57).  

A escolha do tipo de reator a ser empregado em determinado processo 

está relacionada à forma e às características do derivado enzimático, quando 

os suportes de imobilização possuem dimensões muito pequenas não podem 
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ser empregados em reatores de leito fixo, uma vez que a perda de carga ao 

longo do reator é muito elevada e, particularmente quando se opera em fluxo 

descendente, pode ocorrer a compactação do leito (58). 

Industrialmente, as reações que ocorrem nos reatores, são realizadas 

sob diversas condições, como altas temperaturas, alterações de pH que 

podem apresentar vantagens devido à redução do risco de contaminação, 

diminuição da viscosidade e ao aumento da solubilidade do substrato e da 

taxa de transferência de massa. Condições que podem aumentar a velocidade 

de formação do produto e/ou diminuir subprodutos indesejáveis (59). 

O reator de leito fixo é a configuração mais utilizada para o emprego de 

enzimas imobilizadas, pois apresenta vantagens, como fácil operação, 

redução de custos com mão de obra, estabilização das condições de 

operação e facilidade do controle de qualidade do produto final, que é 

continuamente recolhido como efluente, além da conversão substrato-produto 

que pode ser controlada pela vazão do sistema (37,60–62). Esta configuração 

de reator é de fácil construção, os suportes podem ser feitos de materiais 

reciclados e não há necessidade de agitação mecânica ou aparatos de 

recirculação (63). 
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3. Objetivos 

O objetivo principal foi avaliar a produção de açúcar invertido usando o 

derivado pó de sabugo de milho-glutaraldeído-invertase (SM-GLU) em reator 

de leito fixo em modo contínuo e reator de tanque agitado em modo batelada. 

Os objetivos específicos foram: 

 Extrair e caracterizar cineticamente a invertase (S.cerevisiae) que foi 

utilizada nos experimentos com enzimas livres e imobilizadas; 

 Determinar a atividade mais efetiva de enzima por unidade de massa de 

suporte; 

 Avaliar o efeito de diferentes concentrações de substrato sobre a 

conversão em produto empregando reator de leito fixo e reator de tanque 

agitado. 
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4. Material e métodos 

4.1. Materiais  

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi adquirida no comércio local de 

Araraquara, e utilizada como fonte para extração da enzima invertase. O pó 

de sabugo de milho (SM) foi adquirido da empresa SAGRAN (Indústria e 

Comércio de Ingredientes para ração Ltda.), Salto Grande - SP, e a agarose® 

(AG) comercial foram utilizados como suportes para imobilização. 

4.2.  Procedimento experimental 

O estudo foi dividido em duas fases, discriminadas nas Figuras 2 e 3, 

conforme mostrado a seguir: 

 

Figura 2. Fluxograma das etapas realizadas na primeira fase. Fonte: Bassan, 2015. 
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- Etapa A: Produção e caracterização cinética da enzima solúvel para 

determinação das condições de máxima atividade (pH e temperatura) e 

eficiência catalítica (concentração de enzima e concentração de substrato); 

- Etapa B: Imobilização da enzima invertase em pó de sabugo de milho e 

agarose ativados com glutaraldeído;  

- Etapa C: Caracterização cinética dos derivados enzimáticos obtidos na 

etapa (B) com relação às condições de máxima atividade (pH e temperatura) 

e estabilidade térmica. 

 

Figura 3. Fluxograma das etapas realizadas na segunda fase. Fonte: Bassan, 2015. 
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- Etapa D: Os melhores derivados (estabilidade x eficiência) foram utilizados 

para o processo de produção de açúcar invertido por meio de reatores em 

modo descontínuo e contínuo; 

- Etapa E: Caracterização dos processos de obtenção de açúcar invertido em 

sistema de modo de operação descontínuo (tempo) e modo de operação 

contínuo (tempo de detenção hidráulica - TDH e concentração de substrato). 

4.2.1. Análises Químicas 

4.2.1.1. Determinação do teor de proteína totais 

Foi realizada a determinação de concentrações de proteínas por meio 

do método de Lowry (64), modificado por Hartree (65), na qual foi construída 

uma curva analítica utilizando soro albumina bovina como padrão. Elaborada 

por meio da representação gráfica entre os valores das absorbâncias obtidas 

com DNS versus valores das concentrações crescentes da solução padrão.  

O valor da absortividade determinada foi de Ɛ= 2,2552 (mL/mg-1.cm-1), 

que foi utilizado na determinação do teor de proteína da enzima invertase 

solúvel. O protocolo utilizado foi seguindo metodologia de Lowry modificado 

por Hartree, utilizando-se tubos já contendo concentrações crescentes da 

solução padrão, esses tubos foram completados com volumes específicos de 

água, para que o total do volume em todos os tubos fossem iguais.  

Posteriormente, foram adicionados 5 mL da solução A (50 mL de Na2CO3 

2% em NaOH 0,1M + 0,5 mL de CuSO4, 1% em H2O destilada e 0,5 mL de 

tartarato de sódio potássico 1% em H2O destilada), agitou-se os tubos e houve 

um repouso de 15 minutos. Foram adicionados mais 0,5 mL de reagente Folin-
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Ciocalteau, houve uma nova homogeneização e um maior período de repouso 

(30minutos). E por fim, realizou-se a leitura em espectrofotômetro (λ=660 nm). 

4.2.1.2. Determinação da atividade enzimática da invertase 

Uma curva analítica padrão da glicose foi elaborada por meio da 

representação gráfica entre os valores das absorbâncias obtidas com DNS 

versus valores das concentrações crescentes da solução padrão. A atividade 

enzimática foi determinada pela quantificação de açúcares redutores 

formados, utilizando o ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS), segundo método de 

Miller (66). Analisada por espectrofotômetro a 540 nm e o açúcar redutor 

produzido. Nesta reação, o ácido 3,5 - dinitrossalicílico é reduzido pelo açúcar 

redutor em meio alcalino, a ácido 3 - amino - 5 - nitrossalicílico, 

concomitantemente em que o grupo aldeído é oxidado a ácido carboxílico, 

provocando a mudança de coloração do meio de amarelo até vermelho-

marrom (66,67).  

O coeficiente de extinção molar foi calculado com o auxílio da curva 

analítica de glicose, resultando em Ɛ = 0,1845 (µmol.0,5mL)-1.cm-1 ou 92,250 

(M-1 cm-1). Uma unidade enzimática foi definida como a quantidade de enzima 

que libera 1 μmol de açúcar redutor por minuto e a atividade específica é 

expressa em atividade por miligrama de proteína (U/mg) (68). O ensaio foi 

realizado utilizando-se 0,1 mL do extrato enzimático em 2,9 mL de uma 

solução de sacarose 2%, preparada em solução tampão acetato de sódio 50 

mM pH 5, mantidos em agitação por 20 minutos a 50°C. Após esse 

determinado tempo de reação, 0,5 mL desta soluução foram retirados e 

colodos em outros tubos que continham 0,5 mL de DNS. Essa mistura foi 
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levada a um banho de água fervente durante 5 minutos, posteriormente foi 

resfriada, e por fim, foram adicionados 5 mL de água ultrapura para que fosse 

realizada a leitura dos açúcares redutores em espectrofotômetro.  

4.2.1.3. Dosagens por espectrofotometria  

Os hidrolisados obtidos a partir da hidrólise enzimática da sacarose 

foram quantificados por espectrofotometria e cromatografia líquida de alta 

performance. 

As análises espectrofotométricas foram realizadas em 

Espectrofotômetro (Ultrospec 3100 UV/visible spectrophotometer - Amersham 

Biosciences). A metodologia utilizada foi adaptada de Miller (1959). O padrão 

estoque utilizado para construção da curva analítica, foi feito com glicose 

(Synth) nas concentrações de 0 a 380 µg L-1 de glicose. A leitura foi feita em 

540 nm.  

4.2.1.4. CLAE (Cromatografia líquida de alta eficiência) 

O cromatógrafo líquido constituía-se de uma bomba modelo Nexera XR 

(CBM – 20A), injetor manual com loop de 20 µl, detector de índice de refração 

modelo RID (Shimadzu). Utilizou-se uma coluna analítica de aço inox Shim-

Pack CLC - NH2 (M) (250 x 4.6 mml D; Amino) e pré-coluna de aço inox Shim-

Pack G - NH2-4 (10 x 4.0 mml). Esses dispositivos foram empregados para 

determinação de sacarose, glicose e frutose. Condições de operação: 

temperatura da coluna, 30°C; fase móvel, solução de acetonitrila/água (75:25 

v/v) com vazão de 1,0 mL/min. As soluções e os padrões utilizados para 

análise foram a acetonitrila (Sigma) de grau CLAE, sacarose (Aldrich), glicose 
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(Synth), frutose (Sigma) de grau analítico. Todos preparados com água 

ultrapura em sistema Milli-Q (Millipore).  

4.2.1.5. Reator enzimático 

Para os experimentos com reator de leito fixo em modo contínuo foi 

empregado um sistema em acrílico, dos quais 223 mL e 177 mL foram de 

volume útil para os derivados AG-GLU e SM-GLU respectivamente. 

4.2.2. Extração da enzima invertase intracelular de Saccharomyces 

cerevisiae:  

Para essa extração, cerca de 15 g de fermento biológico comercial foram 

macerados em almofariz, contendo 5 g de areia tratada, até a formação de 

uma massa homogênea. Em seguida, foram adicionados 10 mL de éter etílico 

para a ruptura das células e liberação da enzima intracelular. Durante a 

maceração, adicionou-se água destilada em volumes de 2 mL até o total final 

de 30 mL. O processo todo foi realizado em banho de gelo para que não 

houvesse aquecimento, resultando na desnaturação da enzima. Ao final do 

processo de maceração, deixou-se a mistura em repouso durante 30 minutos.  

O sobrenadante obtido, foi centrifugado a 7395 g durante 20 minutos. A 

fase líquida resultante foi armazenada em frascos apropriados e congelados 

até a  realização das análises. Para a extração deste extrato enzimático, foram 

utilizados três pacotes (lotes) de fermento biológico adquiridos no comércio 

local de Araraquara. 
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4.2.3. Determinação do pH de máxima atividade 

O pH de máxima atividade foi determinado incubando-se a enzima 

invertase em sistemas tamponantes (Tampão padrão McIlvaine), com valores 

de pH ajustados entre 2,0 e 8,0 (intervalos de 0,5). 

4.2.4. Determinação da temperatura de máxima atividade 

A tempetatura de máxima atividade foi determinada incubando-se a 

invertase no pH de máxima atividade em temperaturas no intervalo de 25°C a 

70°C (intervalos de 5 graus). 

4.2.5. Determinação de KM e Vmáx aparentes 

A enzima invertase solúvel e os derivados enzimáticos foram submetidos 

a reações com diferentes concentrações iniciais de substrato em tampão 

padrão McIlvaine, obtendo as velocidades iniciais de cada ensaio utilizando a 

sacarose como substrato em pH 5 a 50°C. Foi plotado o gráfico e a partir da 

linearização da curva da velocidade de reação em função da concentração de 

substrato pelo método de Lineweaver-Burk foi possível a determinação dos 

valores da constante de afinidade (KM) e da velocidade máxima (Vmáx) 

aparentes (69). 

4.2.6. Estabilidade térmica e tempo de meia vida da enzima solúvel 

A estabilidade térmica foi determinada através da incubação de 1 mL da 

enzima invertase solúvel em 9 mL solução tamponada sem a presença de um 

substrato a uma temperatura de 10°C acima da temperatura de máxima 

atividade determinada conforme descrito no item 4.6.4. A enzima foi incubada 

e mantida durante o processo todo em tampão acetato de sódio pH 5 50 mM 

a 60°C e a cada tempo determinado (0, 15,30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 
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360 minutos) era retirado uma alíquota para a seguinte reação no mesmo 

tampão, com 20%(m/v) de sacarose, à 50°C (condições de máxima atividade).   

Em seguida foi realizado a quantificação de açúcares redutores pelo 

método do ácido dinitrosalisílico (DNS). O tempo de meia vida foi determinado 

pelo tempo em que a enzima invertase obtivesse uma perda de 50% de sua 

atividade em relação a sua atividade enzimática inicial. 

4.2.7. Imobilização da enzima invertase em suportes ativados: pó de 

sabugo de milho e agarose. 

4.2.7.1. Pré Tratamento do pó de sabugo de milho 

O pó de sabugo de milho foi inicialmente tratado com álcool 70% na 

proporção de 1:1 (m/v). A suspensão foi submetida a aquecimento em 

autoclave a 121° C com pressão de 1,4 Kgf/cm2 durante 20 minutos, 

promovendo a expansão do material lignocelulósico assim removendo 

extrativos e dissolvendo a hemicelulose. O material obtido foi lavado com 

água destilada até obtenção de uma suspensão translúcida. O material sólido 

resultante foi tratado com NaOH 2M a temperatura ambiente por 24 h/140 

rpm. Ao final do tratamento alcalino, o pó de sabugo foi lavado com água 

destilada e filtrado a vácuo até atingir um pH próximo a neutralidade.  

Os materiais lignocelulósicos são constituídos de três principais frações 

poliméricas: lignina, hemicelulose e celulose, unidas entre si por ligações 

covalentes, formando uma complexa rede resistente a ataques microbianos 

(70). Internamente, as fibrilas da fração celulósica, um polissacarídeo 

composto por glicose (Figura 4), encontram-se dispostas como espirais, 

conferindo força e flexibilidade ao material.  
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Esta fração encontra-se envolvida pela lignina, polímero aromático he-

terogêneo formado por ligações éter biologicamente estáveis (70), cuja função 

é aumentar a resistência da estrutura a ataques químicos e enzimáticos. A 

terceira e última fração principal, a hemicelulose, atua como um elo químico 

da celulose e a lignina, apresentando natureza heteropolissacarídica 

ramificada, formada, principalmente, por blocos de construção de pentoses 

(xilose, raminose e arabinose), hexoses (glicose, manose e galactose), ácidos 

urônicos (ácidos 4-O-metilglucurônico e galacturônico) e radicais acetila 

(71,72). Estas características resultam em materiais flexíveis, porém 

altamente resistentes a espécies químicas (72). 

 

Figura 4. Estrutura da fração celulósica de materiais lignocelulósicos. 

Por isso, é imprescindível o uso de pré-tratamentos no material, com o 

intuito de aumentar sua susceptibilidade ao agente de interesse, pela remoção 

da lignina e redução da cristalinidade da estrutura celulósica (73). Os 

tratamentos utilizados podem proporcionar melhoras significativas ao material 

lignocelulósico, obtendo-se uma maior capacidade de imobilização ou até 

uma posterior hidrólise enzimática mais eficiente, devido ao aumento da 

porosidade, de um maior contato com a área superficial e do número de 

ligações químicas entre a enzima e o suporte (74). 
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4.2.7.2. Ativação dos suportes agarose e pó de sabugo de milho com 

grupos glutaraldeído 

 Para ativação dos suportes com grupos glutaraldeído, foram necessários 

4 passos: primeiramente a criação de “braço espaçador” entre a enzima e a 

celulose iserindo um grupo gliceril, por sua vez, este gliceril foi oxidado 

formando o grupo glioxil, posteriormente aminado e por fim agrupado com 

glutaraldeído. Etapas que estão representadas na Figura 3 seguindo 

metodologias descritas por Guisán (75) e Betancor (76). 

4.2.7.3. Ativação dos suportes agarose e pó de sabugo de milho gliceril 

Inicialmente, os suportes utilizados na imobilização foram ativados com 

grupos gliceril em suas estruturas, nos quais na presença do reagente 

borohidreto de sódio (NaBH4) em meio alcalino ocorre a eterificação por meio 

do glicidol (2,3-epoxi-propanol), segundo metodologia de Guisán (19) 

adaptada no laboratório de enzimologia. Com a transformação dos grupos 

hidroxilas presentes nos suportes em grupos gliceril, sendo este o objetivo 

principal, a inserção de um “braço espaçador” no suporte, gerando grupos 

gliceril.  

Os suportes agarose e pó de sabugo de milho foram lavados 

abundantemente, com água destilada e secos a vácuo. A cada 105 g de 

suporte, forma misturados 30 mL de água (ultrapura) e 50 mL de NaOH 

(hidróxido de sódio) 1,7 M. Para cada mL de NaOH, adicionou-se 28,5 mg de 

NaBH4 (borohidreto de sódio). Após completa dissolução, 36 mL de glicidol 

foram adicionados vagarosamente, para que a temperatura da solução não 
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ultrapassasse 25°C assim não ocorrendo perda do agente redutor por 

liberação de hidrogênio (77) e por 18 horas foi mantida em agitação (120 rpm).  

O procedimento foi mantido em banho de gelo, pelas primeiras duas 

horas de reação após adição do glicidol. No dia seguinte, o suporte foi lavado 

exaustivamente com água ultrapura e filtrado a vácuo. 

4.2.7.4. Preparo dos suportes agarose e pó de sabugo de milho glioxil 

Após formação de grupos gliceril, o suporte foi submetido a oxidação 

com uma solução de periodato de sódio (NaIO4) 0,2 M por 90 minutos, 

ocorrendo a ruptura destes grupos formando o grupo glioxil (aldeídos). Estes 

grupos, tem a função de orientar a imobilização da enzima por meio de sua 

área de superfície onde contém maior quantidade de grupamentos amino. O 

suporte foi lavado abundantemente filtrado novamente. Para cada 1 g de 

suporte, foram adicionados 10 mL de uma solução que continha 2 mL de 

NaIO4 com 8 mL de água. A quantificação de grupos aldeídos presentes na 

superfície dos suportes ativados, foi determinada pela concentração de 

periodato (IO4
-) não consumido na reação de oxidação dos grupos gliceril, 

segundo Pereira (78): 

O periodato não consumido durante a reação de oxidação dos grupos 

gliceril reage com iodeto (I-) em excesso, gerando iodo na forma do íon (I3
-), 

que por meio da cor é possível ser quantificado (colorimetria). O cálculo 

realizado pela diferença no consumo de periodato de sódio no instante da sua 

adição ao suporte gliceril ao final da reação (90 minutos), indica a formação 

de grupos aldeídos na superfície dos suportes. Por ser uma reação 

estequiométrica, ao final do processo (oxidação) é possível quantificar os 
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grupos glioxil formados. Através da titulação com iodeto de potássio 10% (KI) 

segundo Nevell (79).  

4.2.7.5. Preparo dos suportes agarose e pó de sabugo de milho manae 

(monoamiletil-N-aminoetil) 

Após a formação dos grupos aldeídos, na etapa anterior, os suportes 

sofreram reação com etilenodiamina (EDA) seguida da adição de borohidreto 

de sódio (NaBH4) que no final são obtidos grupos amino primários (conversão 

dos grupos glioxil em grupos amino) em suas superfícies. 

Os suportes glioxil anteriormente obtidos sofreram reação com 

etilenodiamina (EDA) 2 M, em pH 10 por duas horas, sob agitação suave (100 

rpm). Em seguida, adicionou-se NaBH4, mantendo por mais duas horas em 

agitação. Ao final do período, os suportes foram lavados abundantemente 

com tampão acetato de sódio 0,2 M pH 4 seguido de água destilada também 

em abundância (80,81). Nestas condições, a conversão de grupos glioxil em 

grupos amino atingiu 100%, conforme descrito por Guisán et al. (82) e 

Fernández-Lafuente et al. (83). Observação: a ativação a grupos amino foi 

realizada exclusivamente para a obtenção do suporte glutaraldeído. 

4.2.7.6. Preparo dos suportes agarose e pó de sabugo de milho 

glutaraldeído 

E por fim, a reação com o glutaraldeído em tampão fosfato de sódio, para 

formação de dímeros de glutaraldeído na superfície dos suportes para uma 

posterior imobilização. Esta última etapa é necessária para que haja ligações 

estáveis entre a enzima e o suporte, assim ocorrendo uma maior interação, 
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por sua vez, melhor fixação da enzima com a superfície do suporte durante 

as condições de imobilização. 

Aos suportes AG-amino e SM-amino (preparados conforme tópico 

anterior), foi adicionado uma solução de glutaraldeído 25% (v/v) em tampão 

fosfato de sódio 0,2 M pH 7 e mantidos em agitação suave (100 rpm) durante 

14 horas a temperatura ambiente. Para cada 10 g de suporte, 11,1 mL de 

tampão fosfato e 16,75 mL de glutaraldeído foram necessários.  

Após o tempo de reação (14h), os suportes foram lavados 

abundantemente com água destilada e filtrados a vácuo por funil sinterizado 

(76). 

4.2.8. Imobilização da invertase nos suportes SM-glutaraldeído e AG-

glutaraldeído 

A imobilização da enzima invertase nos dois diferentes suportes (AG-

GLU e SM-GLU), ocorreu com três diferentes cargas de unidades enzimáticas 

(14,2 U; 28,3 U e 56,6 U), totalizando seis derivados enzimáticos 

glutaraldeído. A proporção utilizada para imobilização, foi de 1mL de extrato 

enzimático para 9 mL de tampão fosfato de sódio pH 7 em 1 g de suporte 

(peso úmido). 

A imobilização da enzima foi realizada em uma solução tampão fosfato 

de sódio pH 7, onde ocorre a interação entre os grupos reativos da enzima 

(grupo amino terminal) com os grupos reativos do suporte (grupos aldeído) e 

formação de ligação covalente. A mistura da solução tampão junto do extrato 

enzimático e o suporte de imobilização, foi mantida em temperatura 

aproximadamente a 25°C e em agitação suave (100 rpm) para que assim 
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houvesse a imobilização da enzima. Mas, para verificar se a imobilização 

estava ocorrendo, foi previamente separado 1mL da solução de enzima mais 

o tampão sem a presença do suporte, nas mesmas condições de 

imobilização, visando monitorar o efeito do pH sobre a atividade da enzima 

livre (controle). Para acompanhar o processo de imobilização, a atividade 

enzimática do sobrenadante de imobilização e da solução de enzima 

(controle) foram determinados em diferentes intervalos de tempo (0, 15, 30, 

60, 90, 120, 180 minutos) até que a atividade do sobrenadante fosse reduzida 

até atividade constante, sendo essa redução da atividade enzimática a 

imobilização das enzimas ao suporte como demonstrada na Figura 5 a seguir. 

Finalizada a imobilização, os derivados foram lavados com água destilada em 

abundância e armazenados para posterior caracterização.  

 

Figura 5. Processo de imobilização da invertase nos suportes ativados com 

glutaraldeído. Fonte: Bassan, 2015. 
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4.2.8.1. Rendimento de imobilização (%)  

A quantidade percentual da enzima invertase imobilizada aos suportes 

(AG-GLU e SM-GLU), foi calculada pelo rendimento de imobilização (RI) 

conforme a equação 1. 

 

RI(%) =
𝐴 − 𝐵

𝐴
× 100% 

(1) 

Onde: A é a atividade enzimática da solução utilizada para imobilização, 

tampão fosfato junto do extrato enzimático (controle) e B é a atividade 

encontrada no sobrenadante, ou seja, uma alíquota da solução na qual a 

enzima não se ligou ao suporte durante o processo de imobilização.  

4.2.8.2. Atividade recuperada (%) 

 A atividade recuperada (AR), baseia-se no quanto a atividade 

enzimática modificou-se após a imobilização da enzima solúvel ser realizada. 

Foi calculada pela razão entre atividade enzimática encontrada na suspensão 

no final do processo de imobilização e a atividade inicial da alíquota de 

solução de imobilização retirada e utilizada como controle.  Cálculo realizado 

de acordo com a seguinte equação: 

𝐀𝐑(%) =
𝐶

𝐴
× 100% 

 (2) 

 Onde: A é a atividade enzimática da solução utilizada para imobilização 

(controle), e C é a atividade da suspensão obtida no final do processo de 

imobilização.  
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4.2.9. Caraterização cinética dos derivados enzimáticos 

4.2.9.1. Atividade enzimática 

A atividade dos derivados foi determinada conforme metodologia 

descrita e realizada anteriormente com a enzima livre (item 4.2.1.2.), 

modificando somente a massa (10 µg) dos diferentes derivados (Equação 3). 

𝑈

𝑔
=

∑𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎

𝜀(µ𝑚𝑜𝑙) × ∑𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜(𝑚𝑖𝑛. ) × 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝑑𝑒𝑟𝑖𝑣𝑎𝑑𝑜 (𝑔)
 

(3) 

4.2.9.2. Estabilidade térmica e tempo de meia vida 

A estabilidade térmica foi determinada por meio da incubação de 2 g dos 

respectivos derivados enzimáticos ao meio reacional tamponado (Acetato de 

sódio 50 mM pH 5 sem substrato) a 60°C e por tempos determinados (0, 15, 

30, 60, 90,120,180, 240, 300, 360, 420 e 480 minutos) foram retirados e 

filtrados 10 mg dos derivados incubando-se novamente ao meio reacional 

tamponado (2,9 mL) agora na presença do substrato (20% m/v), pH 5 a 50°C 

para determinação de sua atividade. 

O cálculo do tempo de meia vida foi necessário para determinar o fator 

de estabilização (FE) conferido à enzima após a sua imobilização o qual pode 

ser calculado pela razão entre o tempo de meia vida do derivado e o tempo 

de meia vida da enzima solúvel (equação 4): 

𝐅𝐄 =  
𝑚𝑒𝑖𝑎 𝑣𝑖𝑑𝑎(𝑑𝑒𝑟𝑖𝑣𝑎𝑑𝑜)

𝑚𝑒𝑖𝑎 𝑣𝑖𝑑𝑎(𝑒𝑛𝑧𝑖𝑚𝑎 𝑠𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙)
 

(4) 
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4.2.9.3. Efeito de altas concentrações de substrato sobre a atividade 

dos derivados 

Foi realizado um teste referente ao comportamento dos derivados, 

submetendo-os a altas concentrações de substrato, a fim de se comparar a 

uma condição industrial. Para isso, os derivados enzimáticos foram incubados 

em solução tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5 com concentrações de 

20%, 40% e 60% (m/v) de sacarose. As reações de micro bateladas foram 

realizadas a uma temperatura de 50°C por 40 minutos.  

4.2.9.4. Reuso dos derivados estabilizados em sistema de tanque 

agitado em modo descontínuo (batelada) 

Do total de seis derivados obtidos, somente dois derivados AG-GLU 

(28,3 U) e SM-GLU (28,3 U) foram escolhidos para dar sequência aos 

experimentos (derivados estabilizados).  Estes derivados foram submetidos a 

10 ciclos de reuso, em sistema descontínuo (batelada) em tubo de ensaio com 

agitação, nos quais uma mesma massa (5 g em 20 mL de solução tampão) 

de cada derivado foi avaliada quanto a eficiência catalítica a cada novo ciclo 

de reuso pelo uso do ácido DNS. Foram retiradas alíquotas nos tempos de 2, 

4 e 8 horas de reação utilizando como substrato sacarose 20% (m/v) em 

solução tampão acetato de sódio 50mM. As reações foram conduzidas nas 

condições de máxima atividade (pH 5 a 50°C). 
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4.2.9.5. Reuso dos derivados estabilizados em sistema de leito fixo em 

modo contínuo 

Para o sistema contínuo, o mesmo tampão reacional padrão foi utilizado, 

como descrito no sistema descontínuo citado anteriormente. Mudando 

somente a quantidade de derivado utilizada (60g peso seco).  

O volume útil do reator utilizado para as operações com os derivados 

AG-GLU e SM-GLU foi de 223 mL e 177 mL de tampão substrato, 

respectivamente. A vazão da bomba de diafragma para o derivado AG-GLU 

foi de 111,5mL/h e para o derivado SM-GLU foi de 88,5 mL/h. Esses volumes 

variaram devido às diferenças na porosidade e hidrofilicidade de cada material 

suporte. O reator enzimático encamisado manteve a temperatura de 50°C 

para as reações, por meio de um banho termostatizado (Figura 6). 

 

Figura 6. Reator enzimático deleito fixo e modo de operação contínuo com 

fluxo ascendente com bomba de alimentação e banho termostatizado 

acoplados. Fonte: Próprio autor. 

Os ciclos de reuso consistiram de repetições da operação do reator (2h) 

em modo contínuo de forma a aumentar o tempo de utilização do derivado 
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cumulativamente até 20h. Ao final de cada ciclo de reuso foi retirada uma 

alíquota do produto formado para posterior quantificação de açúcares 

redutores pelo método de Miller (66) e em CLAE, para quantificação dos 

açúcares de interesse (glicose, frutose e sacarose).  

4.2.9.6. Aplicação dos derivados estabilizados para a produção de 

açúcar invertido em sistema de tanque agitado de modo 

descontínuo (batelada) em três diferentes tempos de reação 

Os derivados foram submetidos mais uma vez por um sistema 

descontínuo no qual se utilizou duas concentrações fixas de substrato solução 

de sacarose 10% e 20% (m/v), em tampão acetato de sódio 50 mM, com 

tempo determinado para retirada de uma alíquota da reação (4, 8 e 12h), 

determinando suas atividades.  

A relação substrato: derivado foi de 20 mL da solução de sacarose e 5 g 

de derivado (m/v) em erlenmeyer por meio de um sistema operacional no qual 

foi utilizado um banho de agitação termostatizado (120 rpm/50°C). 

4.2.10. Determinação de açúcares por CLAE  

Para a análise cromatográfica, os hidrolisados obtidos das reações em 

reatores de tanque agitado e leito fixo (itens 4.2.9.4 e 4.2.9.5) foram diluídos 

de 100 a 200 vezes, em acetonitrila e água ultrapura (75:25 v/v). As soluções 

foram filtradas em membranas hidrofílicas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) 

0,45 µm (φ13 mm, Millipore Millex -HV) e injetadas no sistema cromatográfico. 

Foi utilizado um sistema para cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE- 

Nexera XR CBM - 20A, Shimadzu). A fase móvel usada foi uma mistura de 

acetonitrila: água 75:25 (v/v), na vazão de 1,0 mL min-1 empregando uma 
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coluna Shim-pack CLC-NH2 (M) (4,6 x 250 mm, 5 µm, Shimadzu), mantida a 

30°C. A identificação foi realizada baseando-se nos tempos de retenção e 

adição de padrões à amostra. A quantificação foi feita por padronização 

externa utilizando-se curvas de calibração analíticas construídas a partir das 

áreas dos picos cromatográficos, empregando-se seis concentrações da 

mistura dos padrões. A concentração dos açúcares totais foi dada somando-

se as áreas individuais de cada pico da corrida cromatográfica. 

4.2.11. Cromatografia em Camada Delgada 

Foi realizada a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) com os 

hidrolisados obtidos no item (4.2.9.6). Na qual primeiramente, foi preparado o 

sistema de solvente (cuba cromatográfica) contendo acetato de etila, ácido 

acético, ácido fórmico 88% e H2O na proporção 9:3:1:4 (v/v/v/v), para um total 

de 125 mL de solução. Em seguida, foram colocadas tiras de papel filtro para 

que houvesse a saturação dos solventes na cuba. Antes da aplicação das 

amostras, a folha de sílica gel (cromatofolha-alumínio CCF-CC/25, 20x20) 

Merck®, foi ativada a 105°C por 6 minutos. Em seguida, após o resfriamento 

da folha, houve a aplicação das amostras, utilizando capilares de vidro, na 

parte inferior da folha, aplicando-se a amostra e concentrando-a com o uso 

de secador. E por fim, colocada no sistema de solvente. Para a visualização 

das substâncias, foi utilizada o corante orcinol 0,2% em ácido sulfúrico e 

metanol na proporção 1:9 (v/v) respectivamente (84). 
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5. Resultados e Discussão 

5.1. Dosagem de proteínas  

A figura 6, apresenta a curva analítica para dosagem de proteínas 

utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteau (64,65) método no qual se obteve 

uma absortividade de Ɛ =2,2552 ml.mg-1.cm-1.   

 

Figura 7. Curva analítica de soroalbumina para determinação de proteína 

segundo método de Lowry (64), modificado por Hartree (65). 

5.2. Dosagem de açúcares redutores 

Nesta curva, observou-se que há linearidade entre as concentrações 

utilizadas, permitindo a determinação do coeficiente de extinção molar da 

glicose de acordo com a Lei de Lambert- Beer. O valor de Ɛ= 0,1845 (µmol/ 

0,5 mL)-1.cm-1 ou (92,25 M-1
.cm-1) foi encontrado (Figura 8), que corresponde 

à tangente do ângulo de inclinação da reta. E a partir deste coeficiente, foi 

realizado a dosagem com o uso do ácido DNS de açúcares redutores, que 

são os produtos liberados pela enzima invertase, determinando-se assim, a 

sua atividade enzimática.  



 

48 
 

 

Figura 8. Curva Analítica de glicose determinada pela quantificação de 

açúcares redutores formados, utilizando o ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS), 

segundo método de Miller (66). 

5.3. Caracterização cinética da enzima solúvel 

Na tabela 1, estão apresentados os resultados obtidos para enzima 

solúvel. 

Tabela 1. Dosagem do teor de proteínas, a atividade e a atividade específica 

da enzima invertase solúvel (extrato enzimático). 

Proteína (mg.mL-1) Atividade (U.mL-1) Atividade específica 
(U.mg de proteína –1) 

1,58±0,01 28,33±2,30 15,23±0,01 

 

O teor de proteína encontrado, neste estudo, foi ligeiramente maior que 

o encontrado por Caravante (45), que foi de 1,5 mg/mL. A autora supracitada 

utilizou o mesmo método de extração das enzimas, isto é, por meio de 

maceração manual intensa com adição de éter etílico.  
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5.3.1. Determinação da atividade enzimática 

Após obtenção do extrato enzimático descrito no item 4.2.2, houve a 

homogeneização de todo o extrato obtido, seguido de sua atividade 

enzimática. 

Caravante (45), em seu estudo, obteve uma atividade enzimática em 

torno de 160,4 U/mL para a enzima purificada, enquanto que Santos (85) 

observou uma atividade de 46,51 U/mL. Nos dois estudos utilizou-se o mesmo 

tipo de extração. Toralles et al, (86) obtiveram uma atividade de 30,04 U.mg-1 

também se fazendo o uso da levedura de pão (Saccharoymes cerevisiae) a 

40°C.  

5.3.2. Determinação do pH e temperatura de máxima atividade da enzima 

solúvel: 

O pH e temperatura de máxima atividade determinados para a enzima 

invertase foram muito semelhantes aos encontrados por Santos (85). Neste 

estudo o extrato enzimático apresentou uma atividade máxima no intervalo de 

pH 5 - 6 e temperatura de 50ºC (Figura 9), semelhante também ao estudo  de 

Toralles et al, (86) com a caracterização parcial da invertase.   

 

Figura 9. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade enzimática da 

invertase solúvel. 
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Pode-se observar na Figura 8 A que apesar da invertase ter um pH de 

máxima atividade entre 5 e 6, há também uma boa atividade enzimática 

(>80%) no intervalo de 4,0 a 6,5. E na faixa de pH acima de 7,0 a invertase 

mostrou-se bastante instável, alcançando uma perda de 85% de sua atividade 

inicial. Esse perfil de estabilidade ao pH foi bastante semelhante ao 

encontrado por Goulart et al. (87) e Santos (85).  

A determinação dessas variáveis foi fundamental para a escolha das 

condições experimentais das etapas seguintes.  O pH e a temperatura 

exercem grande influência sobre a estabilidade da estrutura terciária de uma 

proteína, ou seja, podendo provocar desnaturação irreversível e 

consequentemente perda de atividade enzimática. Para cada enzima há um 

determinado valor de pH que está relacionado à capacidade de alguns 

resíduos de aminoácidos estarem ou não ionizados, sendo a manutenção 

desse estado de ionização determinante para a manutenção da estrutura ativa 

de uma proteína (88). Ainda com relação ao pH, este também poderá afetar 

as condições de reação envolvidas no processo de imobilização, pois interfere 

na capacidade da enzima em se ligar ao suporte.  

Assim como o pH, a temperatura também é importante para que se 

possa utilizar uma enzima em condições em que se tenha a máxima eficiência 

catalítica e máxima conversão de substrato em produto.  De acordo com Vu e 

Le (89), a enzima invertase é uma glicoproteína, bastante estável a 50°C.  

Essa condição é favorável quando se visa a aplicação dessa enzima em 

processos de biotransformação, pois é possível usá-la em sua temperatura de 

máxima atividade (50°C) sem influenciar sua estabilidade. Neste estudo a 
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enzima invertase apresentou uma excelente atividade (>90%) no intervalo de 

35°C a 60°C. Por outro lado, perdeu 81,8% de sua atividade inicial quando 

submetida a temperatura acima de 70°C.  

5.3.3. Determinação das constantes KM e Vmáx aparentes 

Na Figura 10 está representado o gráfico de Michaelis-Menten para 

ensaios cinéticos com a enzima solúvel. 

 

Figura 10. Efeito da concentração de sacarose nas velocidades iniciais de 

cada ensaio da invertase (Gráfico de Michaelis-Menten da enzima invertase 

solúvel). 

Como pode ser observado, a invertase solúvel apresentou uma cinética 

típica Michaeliana. Nessa cinética, concentrações baixas de substrato a 

velocidade inicial aumenta quase linearmente conforme o aumento da 

concentração de substrato, e que por um momento acaba mantendo uma 

velocidade (estável), não aumentando em resposta ao aumento da 

concentração (substrato). Sendo esse patamar alcançado (de velocidade 

inicial) um valor muito próximo ao da velocidade máxima da reação (90).   As 

constantes cinéticas de Michaelis - Menten (KM) e velocidade máxima (Vmáx) 



 

52 
 

aparentes foram calculadas por meio da linearização de Lineweaver-Burk, 

conforme mostra a Figura 11. 

 

Figura 11. Determinação das constantes Michaelis Menten (KM) e velocidade 

máxima (Vmáx) aparentes da enzima solúvel. 

 Os valores aparentes determinados para as constantes cinéticas da 

enzima invertase solúvel foram KM, Vmáx foram de 84,41 mM e 97,08 

U.mg.Prot-1 respectivamente. Giraldo (91), obteve um KM de 22,73 mM e 

velocidade máxima de 178,57 U.mg-1 e utilizando a invertase produzida por A. 

terreus. Que também foi próximo ao Toralles et al., (86) que encontraram um 

KM aparente de 23,98 mM e um Vmáx de 47,31 U.mg-1
. 

5.4. Ativação dos suportes AG-GLU e SM-GLU 

5.4.1. Preparo dos suportes agarose-glioxil e pó de sabugo de milho 

glioxil 

Após a preparação dos suportes ativados à gliceril (grupos presentes na 

superfície dos suportes), houve reação de oxidação ocorrendo a ruptura dos 

grupos gliceril a grupos glioxil conforme resultados apresentados na tabela 2: 
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Tabela 2. Quantidade em µmol de grupos reativos por grama de agarose e 

pó de sabugo de milho. 

Suportes NaIO4 oferecido 

(µmol) 

NaIO4 consumido 
(µmol) 

AG-glioxil 200 132,2 

SM-glioxil 200 149,78 

Obs: AG= agarose; SM= pó de sabugo de milho. 

A dosagem do consumo de periodato de sódio ao longo do processo de 

reação é necessário, pois está relacionada a ruptura dos grupos gliceril, 

formando os grupos aldeídos alifáticos na superfície dos suportes. A 

transformação dos grupos gliceril em grupos glioxil teve uma média de 

consumo em torno de 65%, mostrando a quantidade de grupos reativos (µmol) 

por g de AG e SM.  

5.4.2. Formação dos suportes agarose-Amino (AG-amino), pó de sabugo 

de milho-Amino (SM-amino), agarose-glutaraldeído (AG-GLU) e pó 

de sabugo de milho-glutaraldeído (SM-GLU). 

As duas etapas seguintes de formação dos suportes amino e 

glutaraldeído são estequiométricas em relação ao número de NaIO4 

consumidos na reação de formação dos grupos glioxil, como mostrados na 

Tabela 2.  

5.4.3. Perfil de Imobilização 

A imobilização da invertase nos suportes AG-GLU (Figura 11 A) e SM-

GLU (Figura 11 B), foi acompanhada pela redução da atividade enzimática do 

sobrenadante da solução de imobilização durante 240 minutos. Com o intuito 

de verificar o efeito do pH de imobilização sobre a estabilidade da enzima, foi 
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também realizado um acompanhamento da atividade por meio de um controle, 

ou seja, uma fração da solução de imobilização que não estava em contato 

com o suporte ativado. Para efeito de cálculo a atividade enzimática no tempo 

zero foi tomada como 100% para todos os casos.  

 

Figura 12. Atividade enzimática referente a imobilização da invertase nos dois 

suportes AG-GLU (A) e SM-GLU (B). 

Foi possível observar Figuras 12 A e 12 B que os perfis de imobilização 

para os diferentes suportes foram bastante semelhantes. Para o suporte SM-

GLU (11 B), as diferentes quantidades de unidades enzimáticas oferecidas 

obtiveram um rápido perfil de imobilização, ocorrendo nas três concentrações, 

imobilização maior a 85% já nos primeiros 120 minutos de reação. Quando 
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oferecido 14,2 e 28,3 unidades enzimáticas (U) para o suporte AG-GLU houve 

um rendimento >90% de imobilização durante os 240 minutos de reação.  

Também pode ser observado que a partir de 180 minutos de 

imobilização não houve grandes variações na atividade do sobrenadante e 

por isso foi determinado o fim do processo e outros trabalhos também 

mostram que a imobilização de enzimas em suportes ativados com 

glutaraldeído ocorre rapidamente e normalmente com cerca de 2 a 3 horas. O 

que pode ser explicado de acordo com Betancor et al., (76) é que o dímero 

(glutaraldeído) promove uma imobilização mais rápida devido ser um “braço 

maior”, entre o suporte e a enzima, diminuindo a rigidez da movimentação da 

enzima. E que há uma interação intramolecular rápida entre os nucleófilos da 

enzima e o glutaraldeído, se houver utilização de baixa força iônica na reação 

de imobilização. 

5.5. Caracterização cinética dos derivados 

5.5.1. Rendimento de imobilização e Atividade Recuperada dos 

derivados 

Foram caracterizados todos os seis derivados, inicialmente observando 

os rendimentos de imobilização e atividade recuperada, assim como mostrado 

na Tabela 3.  

Tabela 3. Rendimento de imobilização e Atividade recuperada dos derivados 

AG-GLU e SM-GLU. 
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*RI (rendimento de imobilização); **AR (atividade recuperada) 

De acordo com a Tabela 3, os resultados apresentados na tabela 

indicam uma boa taxa de imobilização para ambos os suportes, entretanto a 

atividade recuperada foi melhor para a AG-GLU. Com a finalidade de aplicar 

o pó de sabugo de milho como suporte de baixo custo e por meio dos 

resultados apresentados, o derivado escolhido para aplicação na produção de 

açúcar invertido foi o SM-GLU 28,3U. A escolha foi determinada baseada na 

RI e AR as quais não aumentaram proporcionalmente entre os derivados 

obtidos a partir de 28,3 e 56,6U. Para efeito comparativo foi utilizado o 

derivado AG-GLU correspondente a mesma concentração de enzima. Os 

resultados indicam que um fator relevante para a imobilização é a geometria 

do suporte (área de superfície e porosidade). Conformidade descrito por 

Bassan et al (2016), o pó de sabugo de milho apresenta maior acessibilidade 

para as partículas menores que 100 Angstrons. Por outro lado, a enzima 

invertase tamanho de a= 268,66; b=268,66 e c=224,54 Angstrons, sendo 

muito maior do que os poros do suporte, dificultando sua entrada no interior 

dos poros. Este fato sugere que a imobilização ocorreu mais na superfície das 

partículas, o que pode explicar a menor taxa de imobilização. Somado a este 
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fato, a menor AR encontrada para o SM-GLU pode ser compensada quando 

os derivados são submetidos a altas concentrações de substrato onde a alta 

pressão osmótica aparentemente provoca danos mecânicos a estrutura 

polimérica da agarose, enquanto que o derivado pó de sabugo de milho 

mantém estável sua capacidade de produzir açúcares invertidos.  

5.5.2. Determinação das constantes de Michaelis Menten (KM) e 

Velocidade máxima de reação (Vmax) aparentes dos derivados 

 Pode ser observado uma cinética típica Michaeliana para todos os 

derivados, conforme o aumento da concentração, houve maior velocidade de 

reação, até a estabilização da velocidade em concentração máxima de 600 

mM de substrato (Figura 13). 
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Figura 13. Variação das concentrações iniciais de sacarose com suas 

respectivas velocidades inicias dos diferentes derivados. (A) AG-GLU 14,2 U; 

(B) AG-GLU 28,3 U; (C) AG-GLU 56,6 U; (D) SM-GLU 14,2 U; (E) SM-GLU 

28,3 U; (F) SM-GLU 56,6 U. 

  As constantes cinéticas de Michaelis - Menten (KM) e velocidade 

máxima (Vmáx) aparentes dos derivados foram calculadas por meio da 

linearização de Lineweaver-Burk, conforme mostra a Tabela 4.  
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Tabela 4. Valores de KM e Vmax aparentes dos derivados seguido da 

percentagem de imobilização de cada derivado. 

 

A constante de Michaelis Menten (KM) mostra a afinidade da enzima pelo 

substrato. Quanto menor o valor de KM, mais afinidade a enzima tem com o 

substrato. Duas características muito importantes na especificidade da 

enzima: O substrato possui ligações químicas que podem ser atacadas pelos 

grupos funcionais do sítio ativo da enzima e o substrato possui grupos 

funcionais que se unem a enzima, e para que a reação ocorra, essa união 

acaba permitindo o seu alinhamento correto no sítio ativo específico (92,93). 

Como observado na Tabela 5, os derivados que obtiveram uma melhor 

afinidade de suas enzimas com o seu substrato, foram AG-GLU (28,3 U) e SM 

(56,6 U), com os menores valores de KM determinados. Os derivados SM-GLU 

obtiveram valores de KM superiores, resultando numa menor afinidade. A 

hipótese, é que o sabugo de milho apresenta uma geometria e porosidade 

distintas (4 partes: palha fina, palha grossa, anel lenhoso e medula) conforme 

estudo Santos (85), quando comparados a agarose (polímero de galactose 

em sua estrutura) cujas unidades são cadeias de agarobiose (77). 
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As enzimas imobilizadas em pó de sabugo de milho podem estar 

localizadas em regiões mais profundas e espalhadas por todas as camadas 

do suporte, ou estejam ligadas de forma contrária impedindo também o 

acesso total do substrato ao sítio catalítico (problemas de difusão).  

 Sanjay & Sugunan (94) obtiveram para a enzima invertase solúvel um 

KM de 9,1 mM e Vmax de 18,04 U.mg.Prot-1. Emregul et al., (19) obtiveram 

valores de 86 mM e 166 mM para invertase comercial livre e imobilizada 

respectivamente, alegando que houve um limite no acesso da sacarose ao 

sítio ativo da invertase imobilizada em gelatina e mistura de poliacrilamida, e 

que pelo fato de sua distribuição ser ao longo da superfície do polímero 

utilizado na imobilização houve uma modificação conformacional. 

5.5.3. Estabilidade térmica e tempo de meia vida da enzima solúvel e dos 

derivados (AG-GLU e SM-GLU). 

O estudo da estabilidade térmica de uma enzima pode ser afetada de 

vários modos, como temperatura, pH, estresse oxidativo, presença de 

surfactantes, ligações de íons metálicos ou cofatores, solventes, etc. Foi 

comprovado ainda, com exceções, que as enzimas com alta estabilidade 

térmica também se tornam mais resistentes a outros fatores desnaturantes 

(95). Pode ser observado na Figura 14 que em apenas 30 minutos de reação, 

a atividade da enzima solúvel diminui drasticamente reduzindo 80% a sua 

atividade em relação a atividade inicial. Nessas condições, o tempo de meia 

vida foi de 15 minutos, enquanto Giraldo (91) em seu trabalho obteve uma 

meia vida igual a 40 minutos para a invertase numa reação a mesma 

temperatura (60°C).  
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Figura 14. Determinação da estabilidade térmica e do tempo de meia vida da 

enzima solúvel. 

Houve uma perda de atividade quase total (em torno de 90%) em apenas 

2 horas de reação a 60°C. Resultado bem aproximado ao de Sanjay & 

Sugunan (94), que relataram uma atividade da invertase de 10% em relação 

a atividade inicial em uma hora e meia de reação a 60°C.  

Conforme as Figuras 15 A e 15 B pode-se observar que em comparação 

a enzima solúvel (Figura 14), todos os derivados obtiveram uma maior 

estabilidade frente a uma temperatura fora de suas condições de máxima 

atividade. Mostrando que a imobilização, aumentou a estabilidade da enzima.  



 

62 
 

 

Figura 15. Estabilidade térmica dos diferentes derivados AG-GLU e SM-

GLU. (A) derivados AG-GLU e (B) derivados SM-GLU. 

Por meio da Figura 15, é possível observar que a linha tracejada 

representa 50% da atividade enzimática dos derivados, e que praticamente 

todos eles obtiveram uma excelente estabilidade frente a uma temperatura 

acima de sua temperatura de máxima atividade, mantendo uma atividade ≥ 

40% até o final das 8 horas de reação total. Diferentemente da enzima solúvel, 

os derivados apresentaram uma maior estabilidade, mantendo os tempos de 

meia vida por um tempo maior, sendo de 400 minutos para o SM-GLU e 600 

minutos para a AG-GLU. 
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Somente um derivado AG-GLU (14,2U) obteve uma perda maior de sua 

atividade enzimática, atingiu uma perda em torno de 60% da atividade inicial 

no tempo de 6 horas.  

Os suportes têm o poder de manter as enzimas seguras de efeitos que 

causariam sua distorção ou desnaturação diminuindo a sua efetividade 

catalítica, uma vez que, a temperatura no microambiente onde as enzimas se 

encontram, é menor em relação a solução total. Já a determinação da 

estabilidade térmica do derivado SM-GLU, indicou, de um modo geral ser mais 

estável em relação ao derivado AG-GLU. Os derivados que continham uma 

maior carga enzimática em 8 horas de reação, não chegaram ao tempo meia 

vida, diminuindo sua atividade em torno 38% apenas. Uma hipótese, para a 

queda da atividade enzimática, é que a agarose não consegue manter sua 

estrutura física, conforme o aumento do tempo de reação à alta temperatura.  

Por isso, a importância da determinação da estabilidade da atividade 

enzimática, pois, é verificada capacidade da enzima na dependência de sua 

estrutura nativa, que é mantida por meio de forças de interação (pontes de 

hidrogênio, ligações de sulfeto, forças de Van der Waals, interações apolares 

e iônicas). O ambiente reacional pode também debilitar essas interações, 

modificando a estrutura tridimensional, podendo até ocasionar uma perda 

parcial ou total da sua funcionabilidade biológica. Assim, fazendo com que a 

estabilidade seja afetada por variação de temperatura, pH e presença de 

solventes polares (92,93). 

Na Figura 16, estão representadas as estabilidades térmicas de dois 

derivados escolhidos, um de cada suporte de imobilização AG-GLU (28,3 U) 
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e SM-GLU (28,3 U) até a obtenção de uma perda quase total de suas 

respectivas atividades enzimáticas. E para fim de comparação, a atividade da 

enzima solúvel também foi plotada.  

 

Figura 16. Efeito da temperatura sobre a atividade (%) da enzima solúvel e 

dos derivados. 

Conforme a Figura 16, a enzima solúvel obteve uma perda em torno de 

90% de sua atividade enzimática em 4 horas de reação, enquanto os 

derivados mantiveram uma estabilidade maior perdendo sua atividade quase 

total após 24 horas de reação.  

O cálculo da meia vida foi necessário para determinar o fator de 

estabilização (FE) conferido à enzima após a sua imobilização, que resulta da 

razão entre o tempo de meia vida do derivado e o tempo de meia vida da 

enzima livre. A imobilização da invertase nos suportes AG-GLU e SM-GLU 

promoveu uma melhora no fator estabilidade de 0,083 e 0,042 vezes 

respectivamente.  

Houve uma maior resistência da enzima imobilizada a uma temperatura 

de 10 graus acima da sua temperatura de máxima atividade, quando 
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comparado a enzima solúvel. O derivado AG-GLU no final de uma reação de 

24h ainda manteve uma atividade de 15% de sua atividade inicial, já o SM-

GLU manteve apenas 3% da sua atividade. O que pode ser confirmado no 

fator estabilidade, que foi maior para o derivado AG-GLU.  

Uma das condições que pode ser explicada, é o fato dos derivados 

manterem uma maior estabilidade à temperatura em comparação a enzima 

solúvel, enquanto os derivados enzimáticos mantêm as enzimas protegidas 

em um espaço onde estas não terão tanta movimentação e um acesso total à 

solução reacional, a enzima livre está totalmente desprotegida, tendo uma 

mudança em sua estrutura conformacional levando assim a uma rápida 

desnaturação enzimática.  

5.5.4. Efeito de altas concentrações de substrato sobre a atividade dos 

diferentes derivados. 

Conforme pode ser observado na Figura 17 os derivados AG-GLU 

apresentaram decréscimo de atividade enzimática quando as concentrações 

de substrato foram gradativamente aumentadas.  
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Figura 17. Determinação da atividade (U/g) e atividade (%) dos diferentes 

derivados AG-GLU nas diferentes concentrações de substrato (20%, 40% e 

60%). 

Como já descrito anteriormente, é possível notar um declínio gradativo 

da atividade enzimática, de todos os derivados AG-GLU, uma redução entre 

20-30% para a segunda maior concentração de sacarose e redução em torno 

de 40% para a de maior concentração de substrato. Esse fenômeno não foi 

observado para os derivados SM-GLU quando expostos as concentrações de 

sacarose de 20% e 40% nos quais as atividades mantiveram-se praticamente 

inalteradas, havendo apenas decréscimo quando incubados na concentração 

de 60% (Figura 18).   Resultado diferente foi obtido em relação ao derivado 

SM-GLU, é que este manteve uma excelente atividade enzimática ≥96% para 

todos os derivados em todas as concentrações de substrato. Chegando a uma 

redução da atividade enzimática de apenas 27%, nas demais concentrações 

de sacarose.  
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Figura 28. Determinação da atividade (U/g) e atividade (%) dos diferentes 

derivados SM-GLU nas diferentes concentrações de substrato (20%, 40% e 

60%). 

A atividade enzimática pode ser minimizada pelo efeito de inibição por 

parte do substrato, que é causado pelo excesso de substrato, quando um 

segundo substrato se liga ao complexo (ES), formando um complexo 

denominado (ESS). Sendo este segundo substrato o inibidor da reação (96).  

De acordo com estudo de Bowski et al,(97) no qual verificaram que a 

invertase pode ser inibida pelo substrato e água, que em concentrações acima 

de 0,29 M, as moléculas de sacarose não estão completamente hidratadas, 

levando a interações que viram aglomerados impedindo a chegada até o sítio 

ativo da enzima.   

Na literatura existem outros trabalhos que também reportam que a 

invertase pode sofrer uma inibição anticompetitiva por altas concentrações de 

substrato (98). Trata-se de um mecanismo segundo o qual ocorre ligação 

reversível entre substrato e a enzima quando em altas concentrações de 

sacarose (99). Além da inibição por altas concentrações de substrato, a 

invertase em um meio com excesso de produto pode apresentar atividade de 
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transglicosilação formando conjugados glicosídicos que também podem 

afetar sua atividade (100–102). 

5.5.5. Reuso dos derivados SM-GLU e AG-GLU em sistema descontínuo 

Os derivados foram submetidos a ciclos de reuso por meio de um 

sistema descontínuo (batelada), conforme metodologia melhor descrita no 

item 4.2.9.4 na seção de material e métodos.   

 A Figura 19 apresenta as conversões (%) obtidas nos tempos (2h, 4h e 

8h) determinados para cada derivado. 

 

Figura 39. Conversões (%) obtidas a partir do reuso realizado em sistema 

descontínuo (batelada) AG-GLU e SM-GLU em três tempos diferentes de 

reação. 
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De acordo com a Figura 19, houve uma grande diferença nas de 

conversões de substrato em produto final para os derivados avaliados (AG-

GLU e SM-GLU). Utilizando-se o mesmo método de reação, máxima 

conversão para o derivado AG-GLU foi de 39% em oito horas de reação, 

enquanto que para o derivado SM-GLU houve praticamente o dobro de 

conversão 77%, em apenas 4 horas de reação.  

As enzimas por estarem com sua mobilidade restringida pelo fato de 

estarem ligadas aos suportes dificultam o acesso do substrato as mesmas, 

levando a redução da atividade, provocado por efeitos difusionais, ou seja, 

uma restrição no acesso da sacarose ao sítio ativo devido a presença das 

matrizes de imobilização. Tendo um acúmulo de produto ao redor do sítio 

ativo, afetando a cinética de reação, reduzindo a velocidade de reação ou 

alterando o pH do microambiente das enzimas (103). 

5.5.6. Reuso dos derivados AG-GLU e SM-GLU em sistema contínuo 

O reuso dos derivados realizado em reator de leito fixo (modo contínuo), 

foi detalhadamente descrito no item 4.2.9.5. 

Na Figura 20, estão representadas as conversões obtidas com o reuso 

em sistema contínuo (reator enzimático) do derivado AG-GLU. Para efeitos de 

comparação entre métodos, o hidrolisado obtido após a reação no reator 

enzimático, foi analisado pelo método de Miller (1959) para quantificação de 

açúcares redutores utilizando-se o ácido DNS, e analisado por cromatografia 

líquida (CLAE), para quantificação dos mesmos açúcares. 
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Figura 20. Representação das conversões obtidas por meio do reator 

enzimático de leito fixo (sistema contínuo) do derivado AG-GLU, analisadas 

por dois métodos de quantificação de açúcares redutores. (A) DNS; (B) CLAE. 

 A quantificação dos açúcares redutores, por ambos os métodos foi bem 

próxima, confirmando a precisão de diferentes metodologias para a 

quantificação do mesmo produto.  

A conversão de sacarose em glicose e frutose do derivado AG-GLU, com 

o uso deste reator em específico, foi de 30%, em média, em ambos os 

métodos de quantificação. Uma hipótese que explicaria esse valor 

relativamente baixo no reator enzimático poderia ser a resistência a 

transferência de massa própria de um reator de leito empacotado com 

partículas de diâmetro muito pequeno, resultando assim, nessa taxa de 

hidrólise bem mais baixa que as observadas nas micro bateladas com 

agitação. Outra razão seria de que os derivados sofreram uma pequena 

movimentação, ocorrendo elevação do derivado conforme a entrada do 

substrato, resultando numa interação menor do substrato com as enzimas 

imobilizadas. A Figura 21, mostra as determinações das conversões obtidas 
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agora para o derivado SM-GLU. O hidrolisado resultante foi analisado pelos 

mesmos métodos: DNS e CLAE. 

 

 

Figura 21. Representação das conversões obtidas por meio de reator 

enzimático de leito fixo (sistema contínuo) do derivado SM-GLU, analisadas 

por dois métodos de quantificação de açúcares redutores. (A) DNS; (B) CLAE. 

A conversão para o derivado SM-GLU, foi de 19%, em média, o que 

representou um valor menor de conversão de sacarose em glicose e frutose 

em relação ao derivado AG-GLU. Presume-se que o mesmo problema de 

resistência à transferência de massa tenha ocorrido nesse caso. A Figura 

(Figura 22) dos reatores enzimáticos e os respectivos derivados durante a 

reação de hidrólise mostra um elevado grau de empacotamento e a formação 

de zonas mortas devido a inexistência de agitação dentro do reator.  
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Figura 22. Reatores enzimáticos com seus respectivos derivados. AG-GLU 

(A); SM-GLU (B). 

 Conforme observado na Figura 22, o derivado SM-GLU, sendo menos 

denso que o derivado AG-GLU, foi elevado até o nível superior do reator.  

Dessa forma teve maior contato com o substrato ao final das duas horas 

de reação impostas pela vazão do reator.  A ausência de movimentação do 

derivado enzimático fez com que as enzimas imobilizadas não entrassem em 

contato com substrato pelo tempo de reação planejado. No caso do derivado 

AG-GLU, um melhor e maior contato do substrato com as enzimas pode ter 

ocorrido pela imobilização das mesmas somente na superfície do suporte. Em 

ambos os suportes, possivelmente houve limitação de transferência de 

massa. Especificamente no sabugo o efeito mais pronunciado devido a 

imobilização dentro dos poros onde o substrato do meio reacional tem de 

chegar até o sítio catalítico da enzima que por sua vez está presente muitas 

vezes no interior da matriz de imobilização.  
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Outra hipótese aventada foi a falta de derivado enzimático para que 

houvesse um completo preenchimento do espaço reacional do reator por 

inteiro.  

5.5.7. Aplicação dos derivados otimizados (estabilidade e eficiência) 

para a produção de açúcar invertido em reator de tanque agitado 

(batelada) em três diferentes tempos de reação: 

A Figura 23, apresenta as conversões (%) obtidas da determinação de 

atividade enzimática dos derivados AG-GLU e SM-GLU, em sistema 

descontínuo realizado com duas concentrações de sacarose diferentes. 

 

Figura 23. Conversão (%) dos derivados AG-GLU e SM-GLU submetidos a 

diferentes concentrações de sacarose (10% e 20% m/v). 

Conforme observado na figura 23, pode se notar que as maiores 

conversões de substrato em produto foram do derivado SM-GLU, nas duas 

concentrações de sacarose, obtendo uma conversão ≥76%. Observou-se um 

pequeno declínio na conversão (em média de 6%) quando submetidos à maior 

concentração de sacarose. Já para o derivado AG-GLU, a queda nessa 
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conversão foi maior (média de 19%). O fato da menor concentração de 

substrato gerar uma conversão maior, deve-se à não interferência dos seus 

produtos gerados, ao contrário da concentração maior de sacarose, que gera 

uma enorme quantidade de glicose e frutose as quais começam a interferir na 

ação das enzimas durante a reação de hidrólise, tornando a conversão mais 

lenta por um processo de inibição por excesso de substrato (inibição pelo 

substrato).  

5.5.8. Cromatografia em camada delgada  

Os produtos de hidrólise obtidos na reação em sistema de tanque 

agitado (batelada) em modo descontínuo no item 4.2.9.6, foram aplicados em 

folha de sílica gel. A Figura 24 apresenta a presença dos açucares 

hidrolisados.  

 

Legenda: 1- Padrão glicose; 2-4 AG-GLU 10%; 5-7 AG-GLU 20%; 8-10 SM-GLU 10%; 11-13 SM-GLU 

20%; 14- Padrão frutose. 
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Figura 24. Corrida cromatográfica, dos produtos obtidos das reações de 

hidrólises com as diferentes concentrações de sacarose. 

 O que pode observado qualitativamente, é a presença dos açucares 

glicose e frutose, conforme os padrões utilizados nas extremidades. E que nos 

derivados aos quais foram submetidos uma maior concentração de sacarose 

(20% m/v), pode ser observado um resquício aparente, podendo ser a 

sacarose que não foi completamente hidrolisada durante as reações de 

batelada.  
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6. Conclusão 

A extração da enzima invertase por um método físico de abrasão manual 

foi importante, pelo fato de não se utilizar métodos mais complexos com usos 

de equipamentos sofisticados encarecendo o procedimento; 

Foi possível realizar a imobilização da enzima invertase em pó de 

sabugo de milho glutaraldeído (SM-GLU), por sua vez ocorrendo a hidrólise 

da sacarose assim gerando o açúcar invertido;  

Os derivados enzimáticos obtidos apresentaram maior estabilidade a 

temperatura, a estabilidade térmica (60°C), aos ciclos de reuso, a altas 

concentrações de substrato, comparados a enzima invertase solúvel; 

 O melhor derivado que obteve uma maior conversão de substrato em 

produto (glicose e frutose) em sistema descontínuo, foi o SM-GLU com uma 

média de 90% de hidrólise enzimática. 

O suporte pó de sabugo milho, é uma alternativa mais barata e pode ser 

considerada de grande relevância quando comparada a agarose, sendo um 

resíduo agroindustrial de fácil obtenção e custo bem reduzido, é uma 

alternativa sustentável também. Ocorrendo aproveitamento de um subproduto 

que seria descartado e podendo ser de forma errônea tornando-se prejudicial 

ao meio ambiente, ou simplesmente utilizada na forma de ração animal. Como 

esse suporte tem grande potencial, é interessante que haja uma continuidade 

nos estudos com esse resíduo e não simplesmente descartado.  

Em resposta aos reatores na reação enzimática, as maiores conversões 

foram obtidas no reator de tanque agitado de modo descontínuo (batelada); 
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As conversões de substrato em glicose e frutose, utilizando o reator 

enzimático de leito fixo não atingiram 100%, mas os resultados obtidos 

possibilitarão que estudos futuros aprimorem a cinética do uso do reator, 

aumentando a conversão.  

De forma geral, o presente trabalho pode ser utilizado como fonte para 

que trabalhos futuros aprimorem o estudo com o reator enzimático (sistema 

de modo contínuo) objetivando trabalhos em escalas industriais que seriam 

de grande avanço na tecnologia do estudo com enzimas imobilizadas, 

buscando um melhor método e uma eficácia que gere produtos de qualidade 

com custo e benefício a todos. 
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