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RESUMO 
 
As enzimas são importantes catalisadores de reações biológicas, sendo que as de 

origem microbiológicas tem recebido atenção especial devido à facilidade de 

obtenção ou até mesmo na síntese de enzimas geneticamente modificadas. O uso 

desses catalisadores biológicos na indústria vem aumentando com o avanço de 

estudos e pesquisas de suas propriedades e melhoramento dos processos em que 

são empregados. A álcool desidrogenase (ADH) é uma enzima de uso industrial e 

biotecnológico importante para quantificação de etanol em biocombustíveis e em 

bebidas, onde, em comparação com outros métodos, têm mostrado ser o mais 

eficaz. A melhora da estabilidade da enzima é feita pelo processo de imobilização. 

Alguns métodos de imobilização são mais comumente aplicados devido à facilidade 

de preparo e/ou imobilização da enzima no suporte, como por exemplo, o suporte 

alginato-quitosana. Os suportes alginato-quitosana e glixil-agarose foram utilizados 

neste trabalho para se tentar melhorar a estabilidade da ADH. O objetivo principal 

deste estudo foi o de encontrar um método mais eficaz para imobilizar a ADH e 

avaliar sua estabilidade frente a pH, temperatura, variação de concentração de 

substrato, adição de sais metálicos ao ensaio, entre outros. Os resultados 

mostraram que houve interferência do pH na estabilidade das esferas de alginato-

quitosana impossibilitando seu uso neste ensaio e quando imobilizada em suporte 

glioxil-agarose apresentou estabilidade maior em maiores temperaturas e pH, mas 

não demonstrou boa estabilidade quando estocada. 
 
 
Palavras-chave: álcool desidrogenase; enzimologia; imobilização; Saccharomyces 

cerevisiae. 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

Enzymes are important catalysts of biological reactions, and the microbiological 

origin has received special attention due to the ease of obtaining or even in the 

synthesis of genetically modified enzymes. The use of these biological catalysts in 

the industry is increasing with the advancement of studies and research of its 

properties and improving processes in which they are employed. The alcohol 

dehydrogenase (ADH) is an enzyme of industrial use and biotechnological important 

for quantitation of ethanol in biofuels and beverages, which in comparison with other 

methods, have shown to be most effective. The improvement of the enzyme stability 

is made by the immobilization process. Some methods of immobilization are most 

commonly applied because of the ease of preparation and/or immobilization of the 

enzyme on the support, for example, alginate-chitosan support. The supports 

alginate-chitosan and glyoxyl-agarose were used in this study to try to improve the 

stability of ADH. The aim of this study was to find a more effective method to 

immobilize the ADH and evaluate its stability against pH, temperature, variation of 

substrate concentration, addition of metal salts in the assay, among others. The 

results showed that there was interference of pH on the stability of alginate-chitosan 

beads precluding their use in this assay and when immobilized on glyoxyl agarose 

support was more stable at higher temperatures and pH, but showed good stability 

when stored. 
 
 
 
Keywords: alcohol dehydrogenase; enzymology; immobilization; Saccharomyces 

cerevisiae 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As enzimas são proteínas especializadas em catalisar (acelerar) reações 

químicas e são responsáveis pela regulação da maioria dos processos metabólicos 

do corpo humano. Além de ser um catalisador natural de reações, as enzimas 

podem ser obtidas através de várias fontes: animal, vegetal e microbiana. 

Com o aumento do conhecimento e das pesquisas acerca dos mecanismos 

de ação das enzimas, sua utilização na indústria e na biotecnologia vem 

aumentando cada vez mais a fim de aperfeiçoar os processos industriais para 

geração de produtos de melhores qualidades, redução dos custos de produção, 

melhoria do processo e geração de menores quantidades de subprodutos. 

Dentre as enzimas utilizadas na indústria de alimentos, são encontradas as 

desidrogenases, que são enzimas oxirredutases, que, em sua maioria, utilizam 

cofatores (NAD ou NADP) como aceptores de elétrons. 

A álcool desidrogenase (ADH) é a enzima responsável pelo metabolismo do 

etanol, podendo ser encontrada naturalmente no citosol dos hepatócitos e sua 

principal fonte de origem microbiana é a Saccharomyces cerevisiae, levedura de 

fermento de pão. Sua reação de metabolização do etanol ocorre na presença do 

NAD+, tendo como produto de reação o acetaldeído e a formação de NADH e H+. 

Devido ao aumento do uso das enzimas industriais e necessidade de 

melhorar cada vez mais as condições do processo industrial, faz com que se busque 

métodos para aumentar o rendimento e estabilidade das enzimas, e melhorar a 

qualidade do produto final. Para essa finalidade, são usados suportes onde as 

enzimas são imobilizadas e com isso fatores que poderiam ocasionar inibição ou 

desnaturação, como pH e temperatura, não causem interferência na estabilidade da 
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enzima. Além disso, o uso de enzimas imobilizadas faz com que haja o 

reaproveitamento do derivado (enzima+suporte), baixando o custo de produção e 

diminuição de subprodutos indesejáveis. 

Vários são os protocolos que podem ser utilizados para imobilização de uma 

enzima. Deve-se levar em consideração as características da enzima e do substrato 

para a escolha do suporte ideal, podendo este ser sólido, poroso, membranoso, 

fibroso, entre outros. 

Diante do exposto, a importância da utilização de enzimas para fins 

biotecnológicos vem aumentando e com isso, a necessidade do melhoramento das 

condições enzimáticas e de estabilidade frente à um suporte é tema atual de estudo, 

contribuindo para o desenvolvimento de novos métodos e protocolos de utilização de 

enzimas industriais, seja para alimentos, fármacos, produção de energia ou outros 

fins. 

 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Os organismos vivos sofrem reações químicas para manutenção das células, 

síntese de DNA e RNA, digestão, metabolismo e muitos outros processos que, em 

condições normais de temperatura corporal (por volta de 37ºC), seriam lentas devido 

à alta complexidade desses processos. Para tornar essas reações mais eficientes, 

há catalisadores biológicos que as tornam muito rápidas sem requerer aumento de 

energia de ativação. As responsáveis por acelerar as reações biológicas são as 

enzimas. 
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Atividades enzimáticas são descritas desde 1700 quando era desconhecido o 

processo de digestão da carne ocorrido pelo suco gástrico. A partir do interesse em 

saber como processos como este ocorriam, foram feitas diversas pesquisas, como a 

de Louis Pasteur que classificou como fermentos as substâncias presentes nas 

reações que convertiam amido em açúcares simples e mais tarde foi também 

estudado por Eduard Buchner, que utilizou extrato de levedura para a fermentação 

de açúcar até álcool (NELSON e COX, 2006). Com esse experimento, ele provou, 

em 1897, que moléculas, mesmo fora das células, continuavam a funcionar e a 

denominação dessas moléculas foi feita por Frederick Kühne, passando a chamá-las 

de enzimas (NELSON e COX, 2006). 

As enzimas são proteínas altamente seletivas e especializadas em acelerar 

reações biológicas, funcionando como catalizadoras de reações, sem precisar 

participar como reagentes ou produtos, formadas no interior das células, mas 

capazes de agir no meio extracelular.  Atuam como reguladoras da maior parte dos 

processos do metabolismo celular dos organismos vivos. 

As enzimas e seu potencial catalítico são sempre explorados e cada vez mais 

estudados devido à vasta aplicação em processos industriais de produção de 

alimentos, em cervejarias, indústria têxtil, indústria farmacêutica e diversas outras 

(SAID e PIETRO, 2004). Com o aumento das pesquisas sobre as enzimas, sua 

funcionalidade e a procura por desenvolvimento no processo industrial e da 

biotecnologia, busca-se aumentar a eficiência das reações catalíticas, de forma que 

haja melhor custo benefício, reaproveitamento de enzimas, sem perda de qualidade 

do produto final. Ainda de acordo com Said e Pietro (2004), a alta especificidade das 

enzimas ao substrato, faz com que a obtenção dos subprodutos indesejáveis da 
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reação seja baixa, fazendo com que os custos com a separação destes e possíveis 

problemas com tratamentos de efluentes na indústria diminuam. 

A eficiência dos processos enzimáticos é explorada industrialmente de modo 

que, economicamente e eficientemente, buscam-se maneiras que promovam 

resultados cada vez mais lucrativos e de melhor custo benefício. Para que isso 

ocorra, processos de imobilização de enzimas são realizados a fim de “aproveitar o 

poder catalítico das enzimas e reunir as vantagens dessas proteínas sobre 

catalisadores químicos” (SAID e PIETRO, 2004). No geral, as enzimas não são 

muito estáveis em solução tampão, mas quando imobilizadas a estabilidade é 

melhorada (DEHDAST et al., 2010; PETKOVA et al., 2012). 

A imobilização enzimática tem como finalidade a obtenção de um 

biocatalisador onde a atividade e a estabilidade não sejam alteradas durante o 

processo, pois há menor interferência de inibidores e/ou ativadores. A imobilização é 

feita isolando a enzima do substrato natural e juntando quimicamente a um suporte 

ideal. O suporte deve ser criteriosamente selecionado levando em consideração 

suas características morfológicas (porosidade, diâmetro dos poros), características 

químicas (grupos químicos que permitam a ligação da enzima sem sofrer 

desnaturação), natureza hidrofílica (difusidade do substrato), insolubilidade (garantir 

o suporte não se dissolva no substrato, havendo contaminação do produto) e 

estabilidade química, mecânica e térmica (BON et al., 2008). Além disso, Bon et al. 

(2008) diz que o uso constante da enzima imobilizada faz com que o suporte sofra 

constantes processos de filtração, centrifugação e agitação, sendo necessário, 

portanto, que o suporte seja resistente mecanicamente. 

A primeira imobilização foi feita por Nelson & Griffin, quando em 1916 

imobilizaram a enzima invertase em carvão ativado, mas somente a partir da década 
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de 60 a técnica foi mais desenvolvida, devido ao aumento de estudos e de interesse 

na produção industrial em larga escala. 

Existem vários métodos de imobilização de enzimas como por ligação 

covalente, inclusão, aprisionamento, encapsulação (ou microencapsulação), 

adsorção, ligação iônica, ligação metálica e formação de ponte dissulfeto 

(DEHDAST et al., 2010; GUISÁN, 2006; HANEFELD et al., 2009; MENDES et al., 

2011). 

Alguns métodos são mais comumente utilizados na imobilização de enzima, 

mostrados na figura 1. 

 

 
 

Figura 1 – Alguns métodos mais comuns de imobilização de enzimas: adsorção, ligação 
covalente, encapsulação e aprisionamento (CHAPLIN, 2014). 

 

O melhor meio de se evitar qualquer influência negativa sobre a estrutura de 

uma enzima é a encapsulação (HANEFELD et al., 2009). De acordo com Guisán 

(2006), a encapsulação é baseada no confinamento da enzima por uma membrana, 

que retém a enzima, e apresenta porosidade que pode ser controlada, a fim de 

permitir que o substrato e os produtos de reação se difundam livremente pelo 

       Adsorção                               Ligação covalente 

 

 

 

 

 

    Encapsulação                              Aprisionamento 
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derivado. As desvantagens estão associadas ao crescimento de microrganismos 

sobre a superfície da membrana, fazendo com que haja inibição da enzima e com 

que o derivado se comporte erroneamente. 

Algumas membranas podem ser usadas para a encapsulação como o nylon, 

o nitrato de celulose, acetato de celulose, resinas epóxi, colágeno, polisulfona, 

poliacrilatos e policarbonatos (GUISÁN, 2006). O sistema de microencapsulamento 

em alginato-quitosana, que são biopolímeros de polissacarídeos, vem despertando 

interesse devido às propriedades de biocompatibilidade, não toxicidade e 

biodegradabilidade e tem sido amplamente relatado em estudos de imobilização de 

enzimas e células (YU et al., 2011; ZHOU et al., 2010).  

O alginato é um polissacarídeo natural biocompatível e biodegradável 

extraído de algas marrons. É um dos suportes mais utilizados na imobilização de 

proteínas e células devido às suas vantagens significativas, como a boa 

biocompatibilidade, baixo custo, fácil disponibilidade e simplicidade de preparação 

(LU et al., 2005, ZHOU et al., 2010). Uma das desvantagens do alginato é baixa 

resistência mecânica (LU et al., 2005). 

Quitosana é um produto da quitina, extraído e isolado das conchas de 

crustáceos como lagostas, camarões e caranguejos. É também considerado um 

polissacarídeo biocompatível, biodegradável e não tóxico. Estudos mostraram que a 

formação de microcápsulas de alginato-quitosana exibiram uma melhor 

biocompatibilidade e resistência mecânica (WANG et al., 2006). 

A quitosana é um polissacarídeo catiônico que interage com o alginato, que é 

um polissacarídeo linear aniônico, formando uma matriz tridimensional através da 

interação iônica entre grupos amino protonados da quitosana e porções de 
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carboxilato de alginato (YU et al., 2011; ZHOU et al., 2010). A figura 2 mostra a 

ligação entre a carboxila do alginato e a amina da quitosana. 

 

 

Figura 2 – Ligação entre o alginato e a quitosana para formação do complexo alginato-
quitosana (WANG, 2006). 

 

Outro método de imobilização é a ligação covalente, que tem a vantagem de 

a enzima fixar-se firmemente ao suporte, minimizando problemas de possíveis 

ocorrências de contaminação do produto pela enzima. Assim, dá-se preferência à 

imobilização covalente quando se trabalha com solução aquosa e quando existem 

fatores que podem provocar a desnaturação do derivado (HANEFELD et al., 2009). 

Também de acordo com Hanefeld et al. (2009), uma desvantagem da ligação 

covalente é que a enzima é quimicamente modificada, pois os grupos amino da 

enzima são utilizados para a imobilização covalente. (HANEFELD et al., 2009). 

A imobilização de enzimas, por ligação covalente multipontual (Figura 3), em 

suporte glioxil-agarose apresenta um método de imobilização que é bastante 

diferente dos métodos mais populares, pois envolvem três etapas principais: 

ativação do suporte, bloqueio dos grupos reativos restantes e imobilização da 

enzima (GUISÁN, 1997). Além disso, este pode ser um dos métodos mais eficientes 

pela capacidade de se autodirigir pelas áreas da enzima que são mais ricas em 

grupos reativos (BOLÍVAR et al., 2006). 
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Figura 3 – Imobilização da enzima por ligação covalente multipontual: enzima ligada ao 
suporte por vários braços espaçadores (GUISÁN, 2006). 

 

Segundo Mateo et al. (2006), o suporte glioxil-agarose é formado por fibras de 

agarose bastante espessas, contendo um grande número de grupos aldeído muito 

estáveis ligados ao suporte por meio de braços de espaçamento muito curtos, que 

aumentam a rigidez da enzima. Os grupos glioxil com os grupos amino não-

ionizados possuem reatividade muito elevada. Devido à alta estabilidade dos grupos 

glioxil, a interação entre enzima-suporte e o tempo de armazenamento podem ser 

muito longos. 

A ligação entre a enzima e o suporte é por bases de Schiff muito fracas 

(grupos imina). Uma característica distinta deste suporte é a redução com boro-

hidreto de sódio, que transforma as bases de Schiff fracas em ligações amino 

secundários muito estáveis e todos os aldeídos restantes no suporte em grupos 

hidroxi.  

De acordo com Guisán (1997), a estabilidade do glioxil-agarose faz com que a 

gama de aplicações práticas possíveis do suporte seja bastante aumentada e as 

concentrações de grupos glioxil do suporte, depois de ativado (Figura 4), permaneça 

constante em armazenamento à 4ºC durante 1 ano (GUISÁN, 1997). Também 

segundo Guisán (1997), estas propriedades permitem a imobilização de uma grande 

quantidade de enzima por unidade de volume de suporte.  
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Figura 4 – Esquema da ativação do gel de agarose, formação dos grupos gliceril e oxidação 
dos gliceril para formação de glioxil (GUISÁN, 1997). 

 

De acordo com Mateo et al. (2006), o objetivo principal da imobilização de 

enzimas é a reutilização de biocatalisadores por longos períodos de tempo, sob 

condições industriais. As vantagens da imobilização enzimática são o aumento da 

estabilidade da enzima, o seu reaproveitamento no processo catalítico, tornando 

esse processo contínuo, devido à estabilidade. Sua desvantagem principal é a falta 

de um método geral para imobilização e o alto grau de pureza da enzima antes de 

ser imobilizada. 

Algumas enzimas são mais utilizadas nos processos biotecnológicos 

industriais, como por exemplo, as enzimas desidrogenases. 

A álcool desidrogenase (ADH) pertence ao grupo das oxidoredutases, é uma 

holoenzima (dependente do cofator NADH) e possui nomenclatura científica EC 

1.1.1.1. Uma das fontes mais comuns da ADH é o fermento de pão, onde a enzima é 

produzida pela levedura Saccharomyces cerevisiae. A ADH participa da oxidação do 

etanol, convertendo-o em acetaldeído e o NADH é formado como produto da 

oxidação da coenzima NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotídeo), que funciona 

como aceptor de elétrons. A ADH também é produzida por animais, localizado no 

citosol dos hepatócitos e atua no metabolismo do álcool quando este é ingerido. A 

figura 5 demonstra como ocorre esse metabolismo dentro de uma célula (in vivo), 
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que é o mesmo processo da formação de acetaldeído a partir de etanol no meio 

extracelular a partir da utilização de ADH e NAD+. 

 

 

Figura 5 – Formação de acetaldeído a partir do metabolismo do álcool na presença da 
enzima álcool desidrogenase e do cofator NAD+ dentro da célula (KUMAR; ABBAS; ASTER, 

2013). 
 

A principal limitação do uso industrial das desidrogenases é a sua baixa 

estabilidade. (BOLÍVAR et al., 2012). Algumas ferramentas são utilizadas para tentar 

aumentar a estabilidade da enzima, e a imobilização possui as vantagens já 

descritas, como a reutilização e aumento da produtividade da enzima. As enzimas 

pertencentes ao grupo das desidrogenases têm sido largamente aplicadas na 

tecnologia de biossensores por apresentarem uma elevada especificidade, e quando 

imobilizadas, são bastante utilizadas (BOLÍVAR et al., 2006). Por esta razão vários 

protocolos de imobilização da álcool desidrogenase são descritos (BOLÍVAR et al., 

2006; BOLÍVAR et al., 2012; CAI et al., 1997; CASELI et al., 2009; DEHDAST et al., 

2010; LEE e TSAI, 2009; PETKOVA et al., 2012; ZHOU et al., 2010). Assim, é de 
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considerável interesse a utilização de novos protocolos para tentar a estabilização 

da álcool desidrogenase para fins industriais. 
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RESUMO 

A álcool desidrogenase (ADH) é uma enzima de uso industrial e biotecnológico 

importante para quantificação de etanol em biocombustíveis e em bebidas, onde, em 

comparação com outros métodos, têm mostrado ser o mais eficaz. A melhora da 

estabilidade da enzima é feita pelo processo de imobilização. Os suportes de 

imobilização utilizados neste trabalho para tentar melhorar a estabilidade da ADH 

foram alginato-quitosana e glioxil-agarose. Os objetivos deste estudo foram 

encontrar um método enzimático capaz de determinar etanol quantitativamente e 

analisar um grande número de amostras de bioetanol de fermentação do caldo-de-

cana com ADH livre, e imobilizar a ADH nos suportes citados e estudar a 

estabilidade da enzima frente a vários testes. Os resultados mostraram que houve 

interferência do pH na estabilidade das esferas de alginato-quitosana 

impossibilitando a utilização com o protocolo estabelecido no estudo. A ADH 

imobilizada em suporte glioxil-agarose apresentou estabilidade maior em maiores 

temperaturas e pH, mas não demonstrou boa estabilidade quando estocada. A 

determinação de etanol apresentou boa repetitibilidade, permitindo a utilização da 

ADH livre em um kit de baixo custo, rápido e preciso para ensaios de concentração 

de etanol em bebidas e biocombustíveis. 

 

Palavras-chave: álcool desidrogenase, enzima, Saccharomyces cerevisiae, 
produção de bioetanol 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As enzimas álcool desidrogenases - ADH (EC 1.1.1.1) são oxidorredutases 

que catalisam a oxidação reversível de álcoois a aldeídos e cetonas, com a 

concomitante redução de NAD+ ou NADP+, e eles são comumente encontrados em 

bactérias, leveduras, plantas e animais (BRANDEN, 1975; GONCHAR, 2001). 

O método espectrofotométrico é um dos mais simples, de baixo custo e mais 

versátil de todos os métodos para determinar etanol utilizando a enzima álcool 

desidrogenase. A eficiência dos processos enzimáticos é explorada industrialmente 

de modo que, economicamente e eficientemente, buscam-se maneiras que 

promovam resultados cada vez mais lucrativos e de melhor custo benefício. Para 

isto, os processos de imobilização são realizados a fim de aumentar o poder 

catalítico das enzimas e reunir as vantagens destes catalisadores químicos (SAID e 

PIETRO, 2004). Em geral, as enzimas não são muito estáveis em solução tampão, 

mas quando imobilizadas, a estabilidade é melhorada (DEHDAST et al., 2010; 

PETKOVA et al., 2012). 

A imobilização de enzimas destina-se a obter um biocatalisador em que a 

atividade e a estabilidade não se alterem durante o processo enzimático, porque há 

menor interferência de inibidores/ativadores. 

A imobilização de enzimas por ligação covalente multipontual em glioxil-

agarose é um método de imobilização diferente dos métodos mais populares, uma 

vez que envolvem três passos principais: a ativação do suporte, o bloqueio de 

grupos reativos e a imobilização da enzima (GUISÁN, 1997). Além disso, este pode 

ser um dos métodos mais eficazes pela capacidade de se autodirigir pelas áreas da 

enzima que são mais ricas em grupos reativos (BOLÍVAR et al., 2006). 
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O bioetanol convencional é definido como o etanol de primeira geração 

derivado de açúcares, amidos, óleo vegetal, ou de gorduras animais que utilizam a 

tecnologia convencional utilizada para transportar combustíveis como um substituto 

para os combustíveis fósseis (WALKER, 2010; BOROVIKONA et al., 2014). A cana 

de açúcar é praticamente a fonte exclusiva de matéria-prima para a produção de 

bioetanol no Brasil. Materiais à base de sacarose são predominantemente derivados 

da cana de açúcar (Saccharum sp.), constituem uma fonte de açúcar facilmente 

fermentável e a fermentação pode ser feita sem realização de hidrolises anteriores. 

Seus dissacarídeos podem ser metabolizados diretamente por enzimas presentes 

na levedura Saccharomyces cerevisiae (AMORIM, 2011). 

A quantificação de etanol é importante para verificar o limite legal de 

porcentagem de etanol, ou sensorial de aceitação da sua utilização como 

combustível ou de bebidas, respectivamente (MATAIX e CASTRO, 2000). Além 

disso, uma outra razão importante para verificar a concentração de etanol é de 

ordem econômica, especialmente por causa das taxas cobradas para o etanol em 

diferentes países (YARITA et al., 2002). 

Os métodos enzimáticos têm sido descritos como mais baratos, mais precisos 

e fácil de manusear (ZANON; PERES e GATTAS, 2006). Uma das principais 

metodologias enzimáticas usadas foi inicialmente descrito por Racker (1955), que se 

baseia na reação de oxidação de etanol catalisada pela enzima álcool 

desidrogenase, com a redução concomitante de NAD+. Neste processo, o NADH é 

medido a 340nm, que é proporcional à concentração de etanol metabolizado na 

reação. 

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi o de encontrar um método para 

determinar o etanol da fermentação do caldo-de-cana ou mesmo um controle 
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laboratorial, usando um protocolo rápido e confiável com a álcool desidrogenase 

(ADH) de S. cerevisiae e imobilizar a enzima ADH e estabelecer os parâmetros 

ótimos de reação.  

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Material 

Etanol e ADH (A7011, de Saccharomyces cerevisiae) foram adquiridos da 

Sigma (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, EUA), o gel de agarose (Sepharose® CL 6B) foi 

adquirido da GE Healthcare Life Sciences. Todos os outros reagentes eram de grau 

analítico e foram utilizados tal como recebidos. 

 

2.2. Condições de fermentação 

Fermento de pão (correspondente à 25mg/mL de peso seco de levedura) 

produzido pela Fleischmann Indústria e Comércio de Alimentos Ltda, foi usado como 

um iniciador na fermentação e cultivadas por 8h em condições estéreis a 30°C. As 

fermentações foram realizadas utilizando INFORS e HT-Minifors 5-L com 2,5L de 

meio de caldo-de-cana, e incubados a 120rpm. A oxigenação foi promovida pelo 

fluxo de ar (0.45vvm) a partir do compressor aplicado à base do reator e o pH inicial 

do meio foi de 4,5. O rendimento do produto foi calculado como a concentração de 

etanol produzido (g/L) em comparação com a massa de glicose metabolizada (fator 

0,511). O experimento foi realizado em triplicata. 
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2.3. Determinação de açúcares redutores totais, viabilidade celular e de 

biomassa 

O açúcar foi determinado utilizando o método descrito por Miller (1959). As 

amostras (0,5mL) foram hidrolisadas em HCl 2N durante 7min a 60°C e 

neutralizadas com NaOH à 2,4N. Variações (SD) no açúcar redutor total da cultura 

eram de ±1,0%. A viabilidade das células foi determinada por coloração com azul de 

metileno (LEE et al., 1981). Variações (SD) na viabilidade das culturas foram ±2,0%. 

A biomassa foi expressa em peso de células secas e foi determinado por 

espectrofotometria a 570nm (espectrofotômetro Ultrospec 2100, Amersham 

Bioscience). O fator de conversão foi 0,454mg células secas/mL, obtidos a partir de 

uma curva padrão de absorbância relativa ao peso seco da suspensão de células 

(7,21mg/mL). 

 

2.4. Determinação do etanol da fermentação de caldo-de-cana 

O etanol foi medido em amostras de cana fermentadas utilizando o método 

baseado na conversão enzimática de etanol a acetaldeído e NADH, através da 

reação de oxirredução, utilizando o coenzima NAD+ como um aceptor de elétrons, 

descrito por Gattas et al. (2014). No ensaio de reação que se segue foi usado: 

0,1mL de 0,015M NAD+; 0,04mL de amostra convenientemente diluída; 2,76mL de 

tampão de pirofosfato de sódio 0,06M em pH 8,8 e 0,1mL de ADH comercial. 

 

2.5. Preparo e imobilização em diferentes suportes 

O suporte alginato-quitosana e a imobilização da ADH foram feitos como 

descrito por Zhou, Li e Li (2010). O suporte glioxil-agarose foi preparado como 



 | 32 
 

previamente descrito por Guisán (1988) e a imobilização em suporte ativado foi 

preparado como previamente descrito por Bolívar et al. (2006).  

 

2.6. Acompanhamento da imobilização da ADH no suporte glioxil-agarose 

O acompanhamento do processo de imobilização no suporte glioxil-agarose 

foi feito em 70 minutos, retirando alíquotas, em tempos determinados, do controle 

(enzima em tampão de imobilização), da suspensão e do sobrenadante da solução 

contendo o suporte glioxil-agarose ativado e a solução enzimática para ser 

imobilizada. 

 

2.7. A atividade enzimática dos ensaios com a álcool desidrogenase 

A atividade de ADH foi analisada espectrofotometricamente de acordo com o 

aumento de absorbância a 340nm, promovida pela formação de NADH durante a 

oxidação do etanol (GATTAS et al., 2014). A mistura da reação continha 0,5mL de 

tampão de pirofosfato de sódio 0.060M em pH 8,5; 0,1mL de 0,015M NAD+; 0,1mL 

de solução de ADH; 0,1mL de etanol 3M e água destilada para final de 3,0mL. 

Reduções de NADH foram descartados do ensaio utilizando um branco de reação 

contendo todos os reagentes, exceto o substrato. Uma unidade enzimática (U) foi 

definida como a quantidade de enzima formadora de um μmol de NADH por minuto 

a 25°C, sob as condições especificadas. Nos ensaios de atividade da ADH 

imobilizada, foram utilizadas 5 esferas de enzima em alginato-quitosana e 5mg de 

ADH imobilizada em glioxil-agarose. 
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2.8. Ensaios do efeito do pH e da temperatura. 

Os ensaios de variação do pH do meio reativo foram feitos na faixa de 6 a 

10,5 para a enzima livre, e de 6 a 11 para enzima imobilizada. Para os ensaios de 

variação da temperatura de reação, as soluções utilizadas no ensaio enzimático 

foram estocadas nas temperaturas de 10 a 60ºC para os ensaios com a enzima livre, 

e de 25 a 70ºC para os ensaios com a enzima imobilizada. Neste ensaio de efeito da 

temperatura, a solução enzimática não foi incubada nas temperaturas como as 

demais soluções, mantendo-a em banho de gelo. 

Com base nos dados obtidos no ensaio de temperatura, foi calculada a 

equação de Arrhenius, necessária conhecer a energia de ativação da enzima em 

relação à temperatura, utilizando a equação 1: 

                                                    (equação 1) 
 

onde k é a constante de velocidade; A é conhecida como a constante de Arrhenius; 

Ea corresponde à energia de ativação; R é a constante dos gases (8,314 KJ.mol-1); 

T é a temperatura absoluta. 

 Teste similar ao do efeito da temperatura foi feito com a ADH imobilizada,  

estocando o derivado e as soluções da reação separadamente, por 20 minutos nas 

temperaturas de 10 à 60ºC. 

 

2.9. Ensaios de estabilidade em diferentes temperaturas de estocagem.  

A estabilidade térmica ao decorrer do período de armazenamento da enzima 

foi determinada pela atividade em condições padrão de ensaio após a incubação da 
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solução de enzima livre por 70 dias a diferentes temperaturas (-18, 4 e 25°C) e da 

enzima imobilizada em temperatura de 4ºC por 35 dias. 

 

2.10. Ensaios com diferentes concentrações de substratos. 

Os gráficos de variação de concentração de substratos (NAD+ e etanol) foram 

feitos nas concentrações de NAD+ de 50-1000μM para a enzima livre e de 0,05-

1,0mM para a enzima imobilizada. Os ensaios com diferentes concentrações de 

etanol foram feitos nas concentrações de 100-1000μM para a enzima livre e de 50-

3000mM para a enzima imobilizada. 

Os parâmetros cinéticos foram calculados através da constantes de Michaelis 

e Menten, determinando os valores de Km, Vmáx e R², e plotados em Origin 8. 

 

2.11. Ensaios com adição de sais metálicos. 

Aos ensaios de atividade, foram adicionados 1mL de solução 100mM do sal 

metálico a ser analisado. Os sais utilizados foram sulfato de ferro II, sulfato de 

magnésio, sulfato de manganês, sulfato de amônia, sulfato de sódio, sulfato de 

alumínio e potássio, sulfato de cobre, cloreto de potássio, cloreto de cálcio e óxido 

de zinco. 

 

2.12. Ensaios de reutilização do derivado. 

No teste de reutilização do derivado, 10mg de ADH imobilizada em glioxil-

agarose foram utilizados. Após cada teste, o suporte foi lavado com tampão de 

reação (pirofosfato de sódio pH 9,5) e utilizado novamente por 10 vezes. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. A produção de bioetanol e quantificação utilizando ADH comercial livre 

Etanol é o metabolito principal típico cuja produção está firmemente ligada 

com o crescimento da célula de levedura. O problema com levedura é condicionado 

à fase de retardamento, o período de tempo após a sua inoculação em levedura 

uma nova forma quando não há crescimento mensurável (GRAHOVAC et al., 2011). 

A adição de grandes quantidades de células no início do crescimento minimiza este 

problema e acelera a produção de etanol, com redução do tempo de fermentação 

utilizando cana. Os resultados mostrados na figura 1 indicam que o aumento da 

biomassa (taxa de 2,37g/L.h), enquanto que o conteúdo de açúcar fermentável 

decresceram significativamente durante as primeiras 3h de fermentação. O teor de 

açúcar residual é desprezável ao fim de 8h, sugerindo que seja o tempo de duração 

do processo. Os níveis de aumento de etanol durante 6h e os mais altos níveis de 

etanol na média foi 45,86±0,34g/L. Afigura-se que, durante o crescimento e 

fermentação, o crescimento diminui com o tempo (após 3h) e a formação de etanol é 

chegou ao máximo. Variações (SD) na viabilidade das culturas foram de ±4,0% 

(dados não mostrados). 
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Figura 1 – Tempos de formação de (●) etanol e (▲) biomassa, e (■) açúcares consumidos 
pelo fermento de pão durante 8h de fermentação. Cada ponto representa a média de duas 

determinações. 
 

 

Seguindo o protocolo estabelecido por Bonnichsen e Bergmeyer (1965), o 

método de quantificação de etanol utilizando a ADH comercial livre, mostrou 

sensibilidade na concentração mínima de etanol ensaiadas 100μM (4,9x10-3 g/L) e 

um limite superior de 500μM (2,4x10-2 g/L) (Figura 2), que indicava que a enzima 

comercial pode ser usado em um kit para determinação de etanol. A quantificação 

de etanol no tempo diferente de fermentação do caldo-de-cana também foi realizada 

utilizando o mesmo protocolo apresentado, com a utilização de 0,5μL de ADH 

comercial, mostrado na Figura 1. 
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Figura 2 – Curva padrão do etanol. 

 

De modo a verificar a precisão do método proposto, as concentrações de 

etanol (100μM) foram adicionadas ao meio de fermentação e as recuperações 

obtidas estão entre 96-102%. O estudo da precisão do método foi determinado 

utilizando medidas no mesmo dia com soluções de etanol 3M. 

O bioetanol é produzido no Brasil a partir de uma ampla gama de matérias-

primas, que inclui suco de cana de açúcar, melaço e recursos celulósico, como o 

bagaço de cana. Determinação da concentração de etanol durante o processo de 

fermentação, utilizando uma metodologia simples, com condições rápidas e 

precisas, de baixo custo-benefício, são muito interessantes. Além disso, a 

determinação de etanol em bebidas alcoólicas, drogas e combustível é muito 

importante para aumentar o rendimento dos processos de produção e qualidade do 

produto. Vários métodos podem ser usados para a determinação de etanol, incluindo 

metodologias cromatográficas e métodos amperométricos (MONOSIK et al. 2012), e 

espectrofotometria (ZANON; PERES e GATTAS, 2007). Os métodos clássicos, tais 

como cromatografia gasosa, por HPLC ou espectrometria de massa, são muito mais 
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caros (SALGADO et al., 2000). Usando um método de determinação de etanol, 

recentemente desenvolvido no nosso laboratório (GATTAS et al., 2014), este estudo 

foi realizado contendo culturas agitadas, para as condições iniciais 112 g/L de cana 

de açúcar, de pH em 4,5, à temperatura a 30ºC e 25,0 g/L de levedura de pão. A 

produção de etanol em condições experimentais aplicadas foi 45,41±1,36 g/L, 

correspondente à 79,4% do rendimento teórico, em comparação com a massa de 

glicose metabolizada (fator 0,511), depois de 8h. O conteúdo máximo de etanol é 

atingida após 50 horas de fermentação usando melaço, correspondente à 88% do 

rendimento teórico, obtido por Grahovac et al. (2011). 

Assim, são necessários métodos econômicos sensíveis, confiáveis e, 

analíticos para a quantificação de etanol para análise de rotina. O desenvolvimento 

de kits enzimáticos que ofereçam alta estabilidade e atividade operacional é um 

desafio para a indústria. Os parâmetros analíticos dos procedimentos de validação: 

precisão analítica, linearidade, limite de detecção e quantificação, foram estudados. 

Para isso, a otimização dos parâmetros de cinética da enzima são muito 

importantes. Assim, a avaliação do modo como a quantidade de enzima, NAD+ e da 

concentração de substrato na reação influencia a atividade enzimática foi realizada 

antes da determinação de bioetanol. As condições dos ensaios foram as 

preparações enzimáticas diluídas 30 vezes, em solução tampão pH 8,5 e 

temperatura de 35ºC. 

 

3.2. Ensaio enzimático de imobilização da ADH em suporte de alginato-

quitosana 

O primeiro método de imobilização utilizado foi em suporte alginato-quitosana. 

Após a imobilização da enzima neste suporte, o ensaio enzimático foi feito baseado 
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no protocolo de Zhou et al. (2010), com alteração do tampão, utilizando o mesmo da 

enzima livre (pirofosfato de sódio pH8,5). O ensaio foi levado à agitação, de modo 

que houvesse uma maior homogeneização do substrato e derivado. Notou-se que, 

sob agitação por até 1 hora, a solução tornou-se turva e as leituras de absorbância 

sem condições de leitura. Outro ensaio foi realizado alterando o tampão pirofosfato 

de sódio pH 8,5 por Tris-HCl 50mM pH 7,0, o mesmo utilizado por Zhou et al. (2010). 

A adição de Tris-HCl 50mM pH7,0, sem agitação do meio reativo não ativou a 

enzima e com agitação, a atividade da ADH foi de 0,75U/mL (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Atividade da enzima ADH imobilizada em suporte alginato-quitosana em 
diferentes soluções tampão. 

 

 

 

Somente no ensaio com tampão pirofosfato de sódio, e com agitação, houve 

turbidez na cubeta devido à dissolução do derivado (enzima + suporte), o que 

sugere que o pirofosfato de sódio reagiu com alginato/quitosana, fazendo com que a 

estrutura das esferas se dissolvesse com o aumento do tempo de contato. 

Um teste foi feito com esferas de alginato-quitosana contendo ADH 

imobilizada, separadas em três béqueres: um primeiro contendo tampão pirofosfato 

de sódio pH8,5; um segundo com etanol 3M e o terceiro com a mistura de 

pirofosfato de sódio pH8,5 e etanol 3M. Após alguns minutos, foi possível notar que 

as esferas dos béqueres contendo tampão sofreram mudança de coloração, 

enquanto que no béquer somente com etanol, não houve alteração perceptível das 

esferas. Após cerca de 30 minutos, observou-se a deformação da estrutura das 

Pirofosfato de sódio pH 8,5 0,07 ± 0,00 0,05 ± 0,00
Tris-HCl pH 7,0 0,02 ± 0,00 0,75 ± 0,01

Sem agitação Com agitação
Solução tampão Atividade enzimática

Alginato-quitosana

Suporte
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esferas e após 1 hora o derivado tinha sido completamente solubilizado no tampão 

pirofosfato de sódio. 

Para demonstrar o processo de degradação das esferas, fotografias foram 

tiradas em microscópio estereoscópico Leica MZ APO, com câmara de luz e câmera 

acoplada. As fotos foram tiradas das esferas em água destilada (controle), em 

tampão e em etanol, em intervalos de 10 minutos, e foram numeradas de acordo 

com a ordem em que as fotos foram tiradas (Figura 3). 

Notou-se que o derivado em etanol não apresentou alteração na estrutura 

após 40 minutos de armazenamento, comparadas às esferas deixadas em água 

destilada. Após 10 minutos de contato com pirofosfato de sódio pH 8,5, as esferas já 

apresentavam formação de um halo central, após 30 minutos houve deformação das 

bordas e aos 100 minutos, as esferas estavam quase totalmente solubilizadas. 

Para identificar em qual faixa de pH a mudança na estrutura das esferas 

ocorria, 5 esferas foram incubadas em soluções de pirofosfato de sódio, nas faixas 

de pH de 2 a 11. O resultado mostrou que nas faixas de pH de 6 e 7 não houve 

alteração das esferas e em todas as outras, as esferas se solubilizaram após cerca 

de 1 hora de incubação, fato este que também foi observado por Lima e Vieira 

(2013) que relataram que o alginato pode sofrer influência em pHs ácidos, sofrendo 

clivagem hidrolítica, fato este que não ocorre tão rapidamente em soluções de pHs 

básicos, mas que também podem afetar a estrutura do alginato. 

Outro teste foi feito para saber se as esferas solubilizadas em tampão 

liberariam as enzimas com ou sem atividade. Leituras de absorbância foram feitas 

de 10 em 10 minutos após incubação das esferas no pirofosfato de sódio pH 8,5 até 

1 hora e em nenhum tempo de leitura foi encontrado atividade da ADH. 
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Figura 3 – Imagem das fotografias das esferas de alginato-quitosana, com ADH imobilizada, 
A) em água destilada, B) incubadas em etanol 3M e C) incubadas em solução tampão 

pirofosfato de sódio pH 8,5, para teste de estabilidade nas soluções. A numeração 
representa a ordem das fotos, tiradas a cada 10 minutos após incubação. 

 
 
 

3.3. Imobilização da ADH em suporte glioxil-agarose 

Houve queda de 20% da absorbância do controle no final dos 70 minutos de 

imobilização. As absorbâncias finais do controle e do sobrenadante obtiveram 

valores em faixas próximas (Figura 4). Esta queda da atividade da enzima pode ter 

relação com o fato do pH 10,0 do tampão utilizado na imobilização ter influenciado a 

estrutura e estabilidade da enzima. No ensaio de estabilidade em diferentes pHs, 
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mostrado posteriormente, a enzima sofreu queda de 46% na atividade nesta faixa de 

pH 10,0 (Figura 5-A), portanto, quando a ADH foi imobilizada em pH 10, a enzima 

pode ter perdido parcialmente a atividade. 

 

 

Figura 4 – Leituras de absorbância do processo de imobilização, de 5 em 5 minutos, do (■) 
Controle, (●) Suspensão e (▲) Sobrenadante. 

 

 

3.4. Efeito do pH e temperatura 

A figura 5 mostra as curvas de temperatura e pH ótimos para o ensaio de 

atividade da ADH livre e imobilizada. A atividade mais alta foi obtida na faixa de pH 

de 8-9 da ADH livre e 9-10 da ADH imobilizada em glioxil-agarose. Os resultados de 

pH coincidem com os dados reportados na literatura para enzima livre (ZANON; 

PERES e GATTAS, 2007) e da enzima imobilizada com a formação de um platô 

ótimo de pH (9-10), que também foi reportado por Bolívar et al. (2006). Segundo Cea 

et al. (2009), o aumento da atividade em pH próximo à 9 indica que, nessa faixa, a 

ADH produz uma reação de oxidação de prótons e como consequência, a redução 

de NAD+ oxidado. 
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A temperatura ótima foi de 35ºC e 55ºC da ADH livre e imobilizada, 

respectivamente, em ensaios com temperaturas de 10 a 65ºC. 

 

 

Figura 5 – Atividade relativa da enzima em função: (A) do pH e (B) da temperatura, da (●) 
ADH livre (■) ADH imobilizada. 

 
 

A partir dos cálculos da equação de Arrhenius, os valores de energia de 

ativação encontrados foram 143,1 KJ.mol-1 e 783,7 KJ.mol-1, para a enzima livre e 

imobilizada, respectivamente. A energia de ativação elevada da enzima imobilizada 

demonstra que houve aumento da barreira de energia fazendo com que a enzima 

imobilizada necessite de uma temperatura elevada para que atinja sua maior 

atividade (LI et al., 2008). 

Os resultados obtidos a partir do teste onde o derivado foi estocado nas 

temperaturas de incubação separadamente dos demais reagentes estão 

representados no gráfico da figura 6. 

     (A)                                                                    (B) 
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Figura 6 – Atividade relativa da ADH imobilizada em glioxil-agarose após estocagem em 
temperaturas de 10 à 60ºC por 20 minutos. 

 
 
 

Houve queda da atividade da ADH imobilizada em 52% quando encubada em 

10ºC, 68% em 20ºC, e em 30ºC a média de atividade manteve-se em 4,7% até 

60ºC.  

 

3.5. Estabilidade em temperatura de estocagem 

Após a estocagem, a ADH livre perdeu totalmente a atividade em 7 dias 

quando mantida a 25°C. A atividade relativa da enzima armazenada a 4ºC foi de 

20% e, quando mantida a -18°C, apresentou 70% da atividade enzimática em 20 

dias e manteve-se constante até o final dos 70 dias. A enzima imobilizada em glioxil-

agarose mostrou uma atividade relativa de 20% no final dos 35 dias de estocagem à 

4ºC (Figura 7). 
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Figura 7 – Atividade relativa das amostras de soluções enzimáticas, estocadas em (▪) ADH 

livre em 25ºC, (●) ADH livre no refrigerador à 4ºC, (▲) ADH livre no freezer à -18ºC e (�) 
ADH imobilizado no refrigerador à 4ºC. 

 

 

3.6. Concentração de substratos e parâmetros cinéticos 

 Os gráficos das concentrações dos substratos, NAD+ e etanol, foram feitos 

para enzimas livre em micromol e para enzimas imobilizadas em milimol, devido à 

maior sensibilidade do método quando a enzima estava livre no meio de reação. 

 

 

Figura 8 – Efeito da concentração de NAD+ sobre a atividade da ADH (A) livre e (B)  
imobilizada. 

(A)                                                                      (B) 
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Figura 9 – Efeito da concentração de etanol sobre a atividade da ADH (A) livre e (B) 
imobilizada. 

 
 

A determinação de Km e Vmax foi feita por meio da constante de Michaelis-

Menten e plotados Origem 8 (Tabela 2). Os dados obtidos da cinética enzimática, do 

NAD+ e do etanol, através dos valores de Km, mostraram maior afinidade entre 

enzima-substrato na enzima livre. 

 

Tabela 2 – Cálculos da cinética de Michaelis-Menten dos substratos, NAD+ e etanol. 

 

 

3.7. Adição de sais de metais 

A adição de diferentes metais no ensaio com a álcool desidrogenase foi 

realizada, mas não foi observado efeito ativador na enzima livre. A enzima 

imobilizada foi ativada quando adicionados sais metálicos e promoveu um aumento 

da atividade com cloreto de potássio, sulfato de manganês e sulfato de magnésio 

Km Vmax R2 Km Vmax R2

Free ADH 0,0119 0,0694 0,9949 0,0083 0,0503 0,9955

Immobilized ADH 0,0114 0,4474 0,9980 0,0580 0,8012 0,9983

ETANOLNAD+

(A)                                                                    (B) 
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(Figura 10). O óxido de zinco formou precipitado no teste com a enzima livre, mas 

pode ser medido no ensaio com a enzima imobilizada. 

 

 

Figura 10 – Atividade relativa do controle (sem adição de sais metálicos) em comparação 
aos ensaios com adição de sais metálicos:      enzima livre e      enzima imobilizada. 

 

 Os resultados referentes à enzima livre também foram reportados por Zanon 

et al. (2007) em que cita que também não houve ativação da enzima após adição 

dos sais metálicos ao ensaio. 

  

3.8. Reutilização de enzima imobilizada 

Após 4 reciclos, o derivado manteve-se com 89% da atividade enzimática em 

relação ao primeiro ensaio. Ao final dos 10 reciclos, 68% da atividade da enzima foi 

mantida (Figura 11). 
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Figura 11 – Atividade relativa após reuso do derivado. 

 

 Um dos motivos pelo interesse na imobilização de enzimas, como já dito 

anteriormente, é em reutilizar o derivado, baixando custos da produção com o 

reaproveitamento de enzimas. Sendo assim, uma das possibilidades de se manter a 

atividade da enzima por vários reciclos, seria a utilização de ativadores. O ensaio de 

adição de sais metálicos (figura 10) pode ser utilizado como referencia à alternativa 

na ativação da enzima imobilizada, visto que com a adição dos sais de cloreto de 

potássio, sulfato de magnésio e sulfato de manganês, o aumento da atividade foi de 

mais de 20% em relação ao controle. 
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4. CONCLUSÕES 

 

Todas as características apresentadas pela álcool desidrogenase comercial 

para determinação de etanol presente no meio de fermentação mostraram boa 

repetitibilidade e a análise usando o método aqui otimizado, permite a utilização 

desta enzima em um kit desenvolvido em nosso laboratório. Levando em 

consideração que os métodos mais comuns para dosagem do etanol são muito mais 

caros e exigem um maior treinamento e técnica anterior à prática, o kit para 

dosagem de etanol por espectrometria apresentado no presente trabalho pode ser 

utilizado de forma rápida, precisa, de baixo custo, facilitando a dosagem de etanol 

em bebidas e biocombustíveis. 

A ADH imobilizada em suporte glioxil-agarose apresentou estabilidade 

superior em testes de temperatura, pH e adição de sais metálicos ao ensaio, 

comparada à enzima livre, porém sua estabilidade de estocagem não foi satisfatória, 

podendo ser testados, em outros estudos, a utilização de 

estabilizantes/conservantes para aumentar a estabilidade deste derivado, como por 

exemplo o uso dos sais metálicos que promoveram o aumento da atividade relativa 

da enzima, como ativadores nos ensaios enzimáticos. 

Faixas de pH ácido e básico das soluções de pirofosfato de sódio 

influenciaram na estrutura e consequente hidrólise das esferas de alginato-quitosana 

quando colocadas sob contato, mostrando que, para o protocolo utilizado para 

dosagem de etanol, não é um bom método de imobilização, devido ao pH 10 

utilizado no protocolo de imobilização. 
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