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RESUMO 

As enzimas apresentam diversas características que as colocam em vantagem em 

relação aos catalisadores químicos convencionais. Entretanto, a sua utilização é 

limitada pelas condições reacionais a que são submetidas. As técnicas de 

imobilização de enzimas surgem neste contexto como uma alternativa que 

possibilitam melhorar as características cinéticas das enzimas frente a estas 

possíveis variações no ambiente reacional. Os polissacarídeos naturais são 

candidatos promissores como suportes para imobilização de enzimas, 

principalmente devido à sua biodegradabilidade. Dentre os polissacarídeos 

naturais, a pectina destaca-se pela capacidade de formação de géis, bem como 

pela formação de estruturas para liberação controlada de substâncias químicas.  

Neste trabalho foram produzidas e caracterizadas blendas de pectina e álcool 

polivinílico contendo a α-amilase comercial Termamyl
®
 imobilizada por 

aprisionamento na rede dos polímeros reticulada em diferentes concentrações de 

glutaraledeído (0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25%). Uma parte dos materiais foi 

cortada em formato de pastilhas de 6 mm de diâmetro e a outra parte foi 

triturada, sendo a atividade enzimática inicial testada posteriormente. Foram 

realizados testes para avaliar o efeito do agente reticulante sobre a atividade da 

enzima imobilizada e a taxa de liberação da enzima ao longo de 24 h. Avaliou-

se a solubilidade dos materiais em água (pH 5,7), em solução de ácido clorídrico 

0,2 mol L-1 (pH 2,0), em solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L-1 (pH 6,5) 

e em solução de tamponamento ruminal (pH 7,0). Os materiais foram testados 

quanto a sua resistência a tração (TS) e porcentagem de elongação. A blenda 

produzida na concentração de glutaraldeído de 0,5% foi incubada na presença de 

líquido ruminal bovino durante 24 e 48 h, para avaliação da perda de massa e da 

capacidade de retenção da atividade enzimática. A microscopia eletrônica de 

varredura mostrou que as blendas apresentam uma superfície bastante irregular e 
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rugosa e a atividade enzimática para o material particulado foi maior do que a 

atividade no material no formato de pastilhas. O sistema pectina/PVA/amilase 

apresentou maior solubilidade em pH 6,5. O teste de resistência à tração mostrou 

que a blenda produzida com a maior concentração de glutaraldeído (1,25%) 

possui maior resistência dentre as demais, suportando uma carga máxima de 

0,69 kgf e uma porcentagem de elongação de 24,22%. A variação na 

concentração de glutaraldeído parece não exercer efeito sobre a atividade de 

amilase aprisionada, mas sim na taxa de liberação da enzima. A blenda 

produzida na concentração de glutaraldeído de 0,25% apresentou maior 

capacidade de liberação da enzima com uma atividade de 0,07 UE após 24 h de 

incubação. Os ensaios em líquido ruminal demonstraram que o material 

apresenta uma perda de massa de aproximadamente 80% após 24 e 48 h de 

incubação e uma atividade enzimática de 0,021 e 0,099 UE/ mg de material após 

24 e 48 h, respectivamente. Nos reatores de hidrólise contínua de amido em 

ambiente ruminal bovino observou-se que a blenda confeccionada na 

concentração de 1,25% demonstrou melhor desempenho quanto à capacidade de 

liberação contínua da α-amilase, resultando em uma atividade enzimática 

considerável mesmo após 36 h de incubação. O teor de amido remanescente nos 

reatores foi menor (0,81 mg/ mL) no reator onde se obteve a maior taxa de 

hidrólise (blenda com 1,25% de glutaraldeído) e  maior (2,19 mg/ mL) no reator 

em que se constatou a menor taxa de hidrólise mediante a ação da blenda com 

0,25% do agente reticulante. 

Palavras-chave: aprisionamento, Termamyl
®
, pectina, glutaraldeído. 

. 

 

 

 



ix 

ABSTRACT 

Enzymes have several characteristics in advantage to the conventional chemical 

catalysts. However, their use is limited by reaction conditions and, in this 

context, the enzyme immobilization arise improving the kinetic characteristics in 

the reaction environment. Natural polysaccharides are promising candidates as 

supports for enzyme immobilization, especially due to their biodegradability. 

Among the natural polysaccharides, pectin is distinguished by the ability to form 

gels, as well as the formation of structures for chemical-delivery systems. In this 

work were produced and characterized blends of polyvinyl alcohol and pectin 

containing the α-amylase Termamyl
®
 immobilized by entrapment using 

crosslinked polymers in different glutaraldehyde concentrations (0.25, 0.5, 0.75, 

1.0 and 1.25%). Part of the material was cut in pellets 6 mm in diameter and the 

other was crushed, followed by the measurent of the amylase activity. The effect 

of crosslinking agent on the activity of the immobilized enzyme and on the rate 

of enzyme released was tested for over 24 h. It was also evaluated the solubility 

of the material in water (pH 5.7) in a 0.2 mol L
-1 

hydrochloric acid (pH 2.0),   

0.1 mol L
-1

 sodium phosphate buffer  (pH 6.5) and ruminal buffering solution 

(pH 7.0). The materials were tested for their tensile strength (TS) and percentage 

of elongation. The blend produced in 0.5% glutaraldehyde was incubated in the 

presence of bovine rumen fluid for 24 h and 48 h to evaluate the mass loss and 

the amylase-delivery capacity. The scanning electron microscopy showed that 

the blends have a very irregular and rough surface. The activity of the powder 

pectin/PVA/amylase was higher than in the material in pellet form. The system 

pectin / PVA / amylase had higher solubility at pH 6.5. Testing of the tensile 

strength showed that the blend produced with the highest concentration of 

glutaraldehyde (1.25%) has greater resistance among the 
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other, supporting a maximum load of 0.69 kgf and elongation of 24.22%. 

Apparently, variations in the concentration of glutaraldehyde does not have any 

effect on the activity of the entrapped amylase. In enzyme-delivery assays, the 

blend produced using 0.25% glutaraldehyde showed a higher capacity to release 

the enzyme with an activity of 0.07 EU after 24 h of incubation. Tests in rumen 

fluid demonstrated that the material has a mass loss of approximately 80% after 

24 and 48 h of incubation and enzyme activity of 0.021 and 0.099 EU / mg of 

material after 24 and 48 h, respectively. Reactors in continuous hydrolysis of 

starch in the rumen cattle was observed that the blend prepared at a 

concentration of 1.25% showed better performance regarding the ability of 

continuous release of α-amylase, resulting in a considerable enzymatic activity 

even after 36 h of incubation. The starch remaining in the reactors was lower 

(0.81 mg / mL) in the reactor where it had the highest rate of hydrolysis (blend 

with 1.25% glutaraldehyde) and higher (2.19 mg / mL) in the reactor found that 

the lowest rate of hydrolysis by the action of the blends with 0.25% of the 

crosslinking agent. 

Keywords: entrapment, Termamyl
®
, pectin, glutaraldehyde. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 
1.1 – α-AMILASES (E.C 3.2.1.1) 

 

As enzimas são substâncias orgânicas poliméricas formadas por unidades 

de aminoácidos que atuam no metabolismo dos seres vivos como catalisadores 

naturais. Estes biocatalisadores, na maioria das vezes de estrutura proteica do 

tipo globular terciária ou quaternária, aceleram bastante a velocidade de uma 

reação termodinamicamente favorável, diminuindo a energia de ativação e 

estabilizando o estado de transição das reações (HUANG et al., 1990; NELSON; 

COX, 2011). As enzimas estão presentes em todos os organismos vivos sejam 

plantas ou animais, dos mais simples, como as formas de vida unicelulares, aos 

mais complexos (SUTLIFF et al., 1991; SPIER, 2005). A denominação das 

enzimas geralmente é dada de acordo com o substrato em que atuam. Assim, o 

termo amilase indica a ação enzimática sobre o amido (amilo), que é constituído 

por dois tipos de polissacarídeos: a amilose (15-20%) e amilopectina (80-85%) 

(VIEIRA-JÚNIOR, 2006). 

 O amido é um carboidrato de cadeia longa e complexa, utilizado pelas 

plantas como molécula de armazenamento para o excesso de glicose. É 

considerado um dos polímeros mais abundantes na natureza e um dos produtos 

de maior importância sintetizado pelas plantas, depois da celulose. A hidrólise 

das ligações glicosídicas (α-1,4 e as ramificações α-1,6) do amido leva à sua 

conversão em moléculas de açúcares simples. A indústria do amido tem 

experimentado um crescimento excepcional nas últimas décadas, fato que se 

deve à molécula ser considerada uma das mais abundantes fontes de energia 

(MEYER, 2007; SILVA, 2009). 
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 A ação da α-amilase (1,4-α-D-glicano glicanoidrolase, EC 3.2.1.1) sobre 

as ligações glicosídicas do tipo α-1,4 ocorre de forma aleatória, originando uma 

mistura de glicose, maltose e dextrinas (TIEN et al., 1999). É uma enzima que 

pode ser encontrada em animais, plantas, fungos e bactérias. As α-amilases 

pertencem à família das amilases, podendo ainda, devido à sua semelhança na 

sequência dos aminoácidos, ser considerada como membro da família 13 das 

glicosídeo hidrolases (GH-13). Nos animais esta enzima atua sobre as ligações 

α-1,4 das moléculas de glicogênio, forma de armazenamento de glicose nesta 

espécie (TIEN et al., 1999; VIEIRA-JÚNIOR, 2006). As enzimas amilolíticas 

podem ser obtidas de diversas fontes incluindo animais e micro-organismos tais 

como as cepas da espécie Aspergillus (principalmente A. niger, A. awamori e A. 

usamii), ou ainda por meio de cereais germinados que as contenham, como por 

exemplo, o malte de cevada (MEYER, 2007; SANKALIA et al., 2007). A 

temperatura ótima desta classe de enzimas varia entre 55 e 75 ºC e o pH entre 

4,8 e 6,5, porém estas faixas dependem de sua origem. Dentre as aplicações de 

utilização das enzimas amilolíticas destacam-se a indústria de panificação; as 

indústrias de fermentação para fabricação de álcool e bebidas alcoólicas para o 

pré-cozimento de cereais; a produção de xaropes de glicose; o preparo de gomas 

de dextrinas, empregadas na indústria de papel e tecidos; dentre outras (BIAZUS 

et al., 2005a; b; SILVA et al., 2008). 

 Dentre os micro-organismos potenciais na produção de amilase destacam-

se os fungos, bactérias e actinomicetos; entretanto, as enzimas produzidas por 

fungos e bactérias dominam a maioria do setor industrial (VIEIRA-JÚNIOR, 

2006). As α-amilases e glicoamilases são as enzimas produzidas em maior 

quantidade pelos fungos, sendo as α-amilases produzidas por muitos gêneros de 

fungos filamentosos e leveduras. Algumas bactérias, como Bacillus sp; B. 

amyloliquefaciens e B. liqueniformes são capazes de sintetizar α-amilases com 

características mais apreciadas para aplicações comerciais, como 
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termoestabilidade e termoatividade. Porém, a capacidade de sacarificação destas 

enzimas é inferior à apresentada por algumas enzimas termoestáveis produzidas 

por fungos (SILVA, 2009; SANKALIA et al., 2007). 

 Nos processos de liquefação do amido, as enzimas tais como as α-

amilases desempenham um papel importante, pois propiciam a obtenção de 

xaropes refinados e edulcorantes amplamente utilizados na indústria alimentícia. 

Desta forma a imobilização da amilase é uma ferramenta viável para auxiliar 

nestes processos industriais, pois conforme o método de imobilização 

empregado pode-se obter uma minimização de gastos, uma vez que a 

imobilização torna possível a reutilização da enzima, sendo ainda de fácil 

separação dos produtos de hidrólise (MEYER, 2007). 

 

1.1.1 – Termamyl
®
 120 L 

 

A Termamyl
®
 120 L (Novozymes A/S) é uma enzima produzida por 

fermentação submersa de uma cepa modificada de Bacillus licheniformis que é 

capaz de expressar uma amilase termoestável. Esta enzima apresenta uma 

capacidade de hidrolisar moléculas de amido semelhante às demais α-amilases 

(NOVOZYMES A/S, 2013a). Entretanto, um diferencial da Termamyl
®
 é a sua 

alta estabilidade frente a condições extremas, como em elevadas temperaturas, 

baixos valores de pH e em baixas concentrações de íons cálcio. Devido a estas 

características esta enzima é bastante utilizada em processos em que a hidrólise 

do amido ocorre em altas temperaturas, como por exemplo, na produção de 

xaropes de glicose e frutose. Nestes processos a enzima é submetida a 

temperaturas de 105-110 ºC, pH 5,1 e a uma concentração de cálcio  de 5 mg/ kg 

de amido (NOVO NORDISH, 1999; NOVOZYMES A/S, 2013b). 
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1.1.2 – Imobilização de α-amilases  

 

As enzimas apresentam diversas características que as colocam em 

vantagem em relação aos catalisadores químicos convencionais, como por 

exemplo a sua alta especificidade pelo substrato, um fator que reduz a 

ocorrência de reações secundárias. Estas reações levam à produção de sub-

produtos indesejáveis no ambiente reacional (TERASHIMA et al., 1996; 

KRAJEWSKA, 2004). 

Entretanto, a utilização de enzimas é geralmente limitada pelas condições 

reacionais a que são submetidas, uma vez que mudanças bruscas no ambiente 

reacional como alterações no pH e temperatura, podem ocasionar a 

desestruturação da configuração tridimensional da enzima, e consequentemente, 

a perda de sua atividade. As técnicas de imobilização de enzimas surgem neste 

contexto como alternativas que possibilitam melhorar as características cinéticas 

das enzimas frente a estas possíveis variações no ambiente reacional 

(FERNANDES et al., 2003; KRAJEWSKA, 2004; PURCENA et al., 2009; 

CARAMORI et al., 2010).   

A imobilização de enzimas corresponde ao conjunto de técnicas que tem 

por finalidade confinar as enzimas em uma determinada região do espaço, 

mantendo as suas propriedades catalíticas e proporcionando, em alguns casos, o 

aumento de sua estabilidade frente a possíveis variações de temperatura e pH, 

além de permitir a sua reutilização (SILVA, 2000). 

Os métodos de imobilização se baseiam na adesão da enzima a um 

suporte de origem orgânica ou inorgânica. Estes, por sua vez, podem ser de 

origem natural ou sintética (CARAMORI; RODRIGUES; FERNANDES, 
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2011). Na imobilização é imprescindível que a enzima permaneça com seu sítio 

ativo livre para realização da catálise enzimática. As principais técnicas de 

imobilização de enzimas são: imobilização por ligação covalente e iônica, 

imobilização por aprisionamento e por adsorção. A escolha do método de 

imobilização depende das condições de aplicação assim como do tipo de 

interação entre o suporte e a enzima (PURCENA et al., 2009). 

Diversos trabalhos realizados no Laboratório de Química de Proteínas da 

Universidade Federal de Goiás atestam as vantagens da utilização correta das 

técnicas de imobilização de enzimas, dentre os quais se destacam os trabalhos 

realizados por Pascoal et al. (2011) em que a α-amilase de Aspergillus niger foi 

imobilizada em polianilina permitindo a reutilização da enzima por 15 ciclos; 

por Caramori e Fernandes (2008) em que a tripsina foi imobilizada em 

compósito de poli(etileno tereftalato)-poli(anilina) conferindo à enzima uma 

maior estabilidade em relação à enzima livre, com retenção de 100% da 

atividade após 14 dias de armazenamento e 100% de atividade operacional após 

quatro ciclos de uso; por Purcena et al. (2009) no qual relata que a tripsina foi 

imobilizada covalentemente em polianilina proporcionando à enzima maior 

estabilidade a altas temperaturas (45-55 ºC) e em regiões de pH alcalino (7-10); 

por Caramori et al., (2011) que descrevem que a tripsina foi imobilizada em 

discos de PVA demostrando atividade ótima em pH 7,0 e temperatura de 35 ºC.  

A imobilização da α-amilase tem sido bastante testada ao longo dos anos 

em diversos trabalhos relatando a utilização dos mais variados tipos de suportes, 

como em pérolas de vidro com diâmetro de poro controlado (EMNEUS; 

GORTON, 1990), em areia (ZANIN et al., 1994), colágeno (STRUMEYER et 

al., 1974) em géis de Sephadex e Sepharose (MURAO et al., 1977), em 

poliaminoestireno (LINKO et al., 1975), em 2-hidroximetilmetacrilato (ARICA 
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et al., 1995), em celulose carboximetilada (OHTSUKA et al., 1984), em 

polianilina (PASCOAL et al., 2011) dentre outros. 

Os polissacarídeos naturais são candidatos promissores como suportes 

para imobilização de enzimas, principalmente devido à sua biodegradabilidade, 

fator que permite a sua utilização em larga-escala, sem provocar impactos 

ambientais (REISS et al., 1998). 

Dentre os trabalhos realizados abordando o processo de imobilização da 

α-amilase em suportes poliméricos sintéticos e naturais (carboidratos) podemos 

citar o estudo desenvolvido por Rani et al. (2007) que observaram mudanças nas 

propriedades cinéticas da α-amilase após sua imobilização em esferas de vidro 

de arilamina, sendo que o sistema permitiu a reutilização da enzima por 100 

ciclos. Pascoal et al. (2011) imobilizaram a α-amilase de Aspergillus niger em 

polianilina modificada quimicamente com glutaraldeído e observaram uma 

retenção da atividade da enzima de 42%. Os autores também constataram que a 

enzima imobilizada se mostrou menos sensível quanto à inibição por íons Zn
2+

, 

Cu
2+

 e Fe
2+

 em comparação com a enzima livre; e que a presença de CaCl2 

contribui para aumento da estabilidade térmica do sistema. 

 Silva et al. (2008) imobilizaram amilases, extraídas do malte do milho, 

por aprisionamento em alginato de sódio. Os pesquisadores conseguiram 

imobilizar 100% das enzimas e constataram uma baixa perda da atividade 

empregando condições ótimas de pH; concentração de malte no extrato e  

concentração de alginato de sódio, determinadas por planejamento fatorial. 

 Riaz, et al. (2009) estudaram a imobilização da α-amilase de B. Subtilis 

por aprisionamento em esferas de alginato de cálcio e verificaram um aumento 

de 10 ºC na temperatura ótima da enzima imobilizada em relação à livre; e 

constataram que o pH ótimo da enzima imobilizada e livre foi 7,5 e 7,0, 
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respectivamente. Os mesmos autores demonstraram que a enzima imobilizada 

obteve um rendimento da atividade de 65%. 

 Desta forma, podemos observar que os polímeros naturais são materiais 

que apresentam um futuro promissor no desenvolvimento de suportes para 

imobilização de enzimas de importância industrial. Para tanto se faz necessário o 

conhecimento de suas propriedades físicas, químicas e biológicas.  

 

1.2 – PECTINA DE LOBEIRA (Solanum lycocarpum St. Hil) 

 

Nos últimos anos tem-se observado um crescimento elevado em pesquisas 

envolvendo polímeros naturais nos sistemas de liberação controlada de 

fármacos, enzimas e proteínas. Isto se deve basicamente à sua grande 

disponibilidade na natureza, baixo custo para obtenção, ampla variedade de 

estruturas, estabilidade elevada, ótimas propriedades geleificantes, por serem 

biocompatíveis e, principalmente, por não apresentarem toxicidade aos sistemas 

biológicos (MUNJERI et al., 1997; OLIVEIRA, et al., 2007, BUNHAK et al., 

2007 a, b). Dentre os vários polissacarídeos de origem vegetal estudados 

destacam-se a pectina, a goma arábica, a inulina, a amilose, dentre outros 

(SOUTO-MAIOR et al., 2008).  

A pectina é um biopolímero não-tóxico encontrado na parede celular de 

plantas superiores; suas moléculas são constituídas principalmente de resíduos 

de ácido D-galacturônico unidos por ligações α-(14) que podem apresentar-se 

em sua forma livre ou parcialmente esterificados com metanol (Figura 1). As 

cadeias formadas pelos resíduos de ácido D-galacturônico são interrompidas por 

unidades de α-(12)-L-ramnose, a partir das quais partem cadeias laterais 

contendo açucares neutros. Estas cadeias laterais permitem a adesão das 
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moléculas de pectina à matriz polissacarídica da parede celular vegetal 

(HIORTH et al., 2006). Apesar das substâncias pécticas serem constituídas 

principalmente de ácido D-galacturônico, elas podem apresentar proporções 

variáveis de outros açúcares, tais como D-galactose, L-arabinose, D-xilose,      

L-ramnose, L-frutose ou ainda traços e 2-O-metilfucose e possuírem uma massa 

molecular variando entre 50.000 e 180.000 g mol
-1 

(CANTERI, 2010; 

MUNARIN et al., 2012). 

O grau de esterificação das substâncias pécticas, ou grau de metoxilação, 

refere-se ao percentual de ácido D-galacturônico esterificado com metanol, e 

constitui-se como um parâmetro utilizado para classificá-las. As pectinas com 

grau de esterificação maior que 50% são classificadas como pectinas de alta 

metoxilação (HMP) e as que apresentam grau de esterificação menor que 50% 

são denominadas pectinas de baixo grau de metoxilação (LMP) (HIORTH, 

2006). As pectinas de baixa metoxilação podem apresentar grupos amida, que 

são encontrados na faixa de 10 a 25% (SRIAMORNSAK et al., 1997; FU; RAO, 

2001). 

As propriedades das pectinas são significativamente influenciadas pelo 

grau de esterificação (SCAMPARINI, 1978). As pectinas de baixo grau de 

esterificação apresentam melhor capacidade de formação de géis através da 

interação com cátions divalentes como o cálcio, já as pectinas de alto grau de 

esterificação não apresentam boas propriedades gelificantes mediante interação 

com íons cálcio (SRIAMORNSAK, 1998). 
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Figura 1 – Estrutura química do ácido poli(gacturônico). (Software: ACD/ 

ChemSketch FREEWARE). 

 

As pectinas de alta metoxilação (HMP) são capazes de aumentar a 

viscosidade de soluções e por este motivo são empregadas extensivamente na 

indústria alimentícia, como por exemplo, na produção de geléias e na gelificação 

de sucos de fruta (EVAGELIOU et al., 2000). As propriedades funcionais, tais 

como solubilidade, gelificação, formação de filme e propriedades reológicas são 

significativamente influenciadas pela presença de cadeias laterais constituídas 

principalmente por unidades de arabinose e galactose. As HMP também são 

capazes formar gel em meio ácido ou na presença de concentrações elevadas de 

um co-soluto, usualmente sacarose (CANTERI, 2010; MUNARIN et al., 2012). 

Os frutos cítricos são as principais fontes de pectina exploradas 

comercialmente. No bioma Cerrado, alguns estudos demonstram que a Lobeira 

(Solanum lycocarpum St. Hil) (Figura 2) tem se destacado como uma fonte 

promissora para a extração de polissacarídeos como a pectina e o amido. Dentre 

os principais motivos tem-se o fato da lobeira ser uma planta que floresce 

durante o ano inteiro e apresenta um longo período de colheita que vai de julho a 
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janeiro. Outro fato se deve à quantidade de frutos produzidos: cada árvore 

produz entre 40-100 frutos, sendo que a massa dos frutos pode variar entre 400 e 

900 g (TORRALBO et al., 2012; CLERICI et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Frutos de lobeira (Solanum lycocarpum St. Hil). 

 

A pectina extraída a partir da farinha de frutos secos de lobeira apresenta 

cerca de 65% dos resíduos de ácido D-galacturônico esterificados com o 

metanol. Portanto, em comparação com a pectina cítrica comercial disponível, 

apresenta maior grau de metoxilação (MUNARIN et al., 2012). Esta 

característica, aliada à ausência de alguns fatores antinutricionais como 

atividade hemaglutinante, saponinas e inibidores de tripsina e de α-amilase faz 

dos frutos de lobeira uma fonte promissora a para extração de pectinas 

(TORRALBO et al., 2012). 

A pectina tem sido estudada para aplicações em vários sistemas 

terapêuticos cólon-específicos, na confecção de sistemas matriciais, 
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reservatórios e ainda em associação com outros polímeros (SRIAMORNSAK, 

1998; SOUTO-MAIOR et al., 2008). Outro fator de extrema relevância que 

favorece a pectina como sistema de entrega específica de medicamentos no 

cólon é que este polissacarídeo demonstra resistência na passagem pelo 

segmento proximal do trato gastrintestinal, sendo biodegradado especificamente 

pela microflora anaeróbica, encontrada exclusivamente no cólon (SINHA et al., 

2001; FRIEND, 2005; ORLU et al., 2006). 

O processo de amaciamento dos frutos ocorre principalmente devido à 

degradação de polissacarídeos pécticos. A pectinametilesterase (E.C. 3.1.1.11) é 

uma das enzimas deste processo de degradação, que atua na desmetilação dos 

ésteres metílicos dos ácidos poligalacturônicos e está distribuída em raízes, 

caules, folhas e frutos de grande parte das plantas superiores. A enzima 

poligalacturonase (E.C. 3.2.15) catalisa a hidrólise glicosídica do ácido péctico e 

sua atividade é dependente da ação da pectinametilesterase, uma vez que a 

presença dos grupos metílicos na estrutura da pectina torna inativa a 

poligalacturonase (CARDELLO et al., 1992; PIMENTA et al., 2000; HUBER et 

al., 2001). 

Neste contexto, a ação enzimática é um fator importante para a obtenção 

de uma rede de pectina, uma vez que se faz necessária a formação de pontes 

iônicas através da interação de íons cálcio com grupos carboxila não 

esterificados. Assim, quando os grupos carboxila encontram-se bloqueados por 

grupos metil-esterificados, estes não podem formar a rede intercadeia com os 

íons cálcio (SANTOS, 2003). 

Observa-se que tanto a pectina quanto os carboidratos naturais de uma 

forma geral tem demonstrado excelente desempenho na confecção de suportes 

para a imobilização de enzimas. A possibilidade de se produzir biomateriais 

combinados como as blendas, compósitos e redes interpenetradas é uma 
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alternativa atraente, pois é possível nestes sistemas unir as vantagens dos dois 

materiais utilizados, a fim de se produzir um suporte adequado para o sistema de 

imobilização (CONG et al., 1995; CARAMORI et al., 2011). Dentre estes a 

produção de blendas se destaca uma vez que consiste numa ferramenta eficiente 

na obtenção de materiais com características e propriedades peculiares. As 

blendas são formadas pela mistura de dois polímeros na tentativa de se obter um 

material com propriedades intermediárias àquelas apresentadas pelos polímeros 

individualmente (COSTA-JUNIOR; MANSUR, 2008). 

Neste contexto, o álcool polivinílico (PVA) é um polímero que tem 

ganhado destaque nos processos de obtenção de blendas para aplicações 

biotecnológicas devido a características como boa transparência, consistência 

macia, excelente resistência química e, principalmente, por sua 

biocompatibilidade (FEITOSA, 2008; ZAIN et al., 2011). 

O PVA é obtido de forma indireta mediante a polimerização do acetato de 

vinila a poli(acetato de vinila) (PVAc) com posterior hidrólise a poli(álcool 

vinílico) na presença de hidróxido de potássio e metanol (Figura 3) 

(FERNANDES, 2005). É um polímero solúvel em água, fato que se deve ao 

elevado teor de hidroxilas presentes na sua estrutura química que lhe confere um 

caráter hidrofílico, mediante a capacidade de formação de ligações de 

hidrogênio (CARAMORI et al., 2011). 

O grau de hidrólise do PVA é uma grandeza representada pela relação 

entre o percentual de hidroxilas no copolímero final, após a reação de hidrólise, 

e o numero total de radicais ácido acético antes da hidrólise. Este parâmetro é de 

grande importância durante a determinação das propriedades deste polímero. O 

aumento do grau de hidrólise do PVA diminui a sua solubilidade em água, uma 

vez que se obtém uma estrutura de elevada estabilidade energética devido o 

aumento do número de ligações de hidrogênio intra e intercadeias. Há também 
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um aumento na capacidade de adesão a superfícies hidrofílicas, na viscosidade e 

na resistência à tração (COSTA-JUNIOR; MANSUR, 2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Saponificação do poli(acetato de vinila) produzindo poli(álcool 

vinílico) e éster acetato de metila. (Software: ACD/ ChemSketch FREEWARE). 

 

O comportamento de fusão do PVA não é semelhante aos demais 

polímeros termoplásticos. Porém, à temperatura de 150 ºC sofre decomposição 

perdendo água proveniente dos grupos hidroxila adjacentes. O seu ponto de 

fusão e entalpia de fusão ocorrem aproximadamente a 220 ºC e 73,3 J/g, 

respectivamente. A sua temperatura de transição vítrea pode variar de 70 a 85 ºC 

(COSTA-JUNIOR; MANSUR, 2008). 

Devido ao grande número de grupos hidroxila presentes na estrutura 

química do PVA o mesmo apresenta a capacidade de interagir com moléculas 

reticulantes, que geralmente são moléculas que possuem baixa massa molecular 

em relação à cadeia polimérica e que apresentam pelo menos dois grupos 

funcionais reativos que lhes permite estabelecer uma ponte entre as cadeias 

poliméricas. A interação do PVA com moléculas reticulantes tais como o ácido 

bórico e o glutaraldeido levam à formação de uma rede tridimensional, que 

podem conferir à nova estrutura propriedades físicas peculiares (BERGER et al., 

2004).  
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1.3 – α-AMILASE NA DIGESTÃO EM RUMINANTES 

 

 As α-amilases desempenham um papel essencial no processo digestivo 

dos animais, pois atuam disponibilizando carboidratos de baixa massa molecular 

(dextrinas) para a célula. A glicose é um açúcar que possui elevado teor 

energético, e uma vez utilizada como fonte de energia pela célula pode 

contribuir efetivamente para o ganho de peso dos animais. Nos ruminantes, as α-

amilases são responsáveis pela hidrólise de polissacarídeos presentes nas dietas 

ricas em carboidratos, como por exemplo nas rações utilizadas em sistemas de 

confinamento (BANNINK et al., 2008). 

 Os ruminantes são definidos como animais herbívoros que possuem vários 

compartimentos gástricos, sendo por tal motivo considerados poligástricos. O 

emprego do termo ruminante é devido ao fato destes animais ruminarem, ou 

seja, o animal ingere o alimento rapidamente e após um período regurgitam-no 

para a boca, onde é novamente mastigado e deglutido (SWENSON; REECE, 

1996). O estômago dos ruminantes apresenta quatro compartimentos: são eles o 

rúmen, o retículo, o omaso (que são considerados pré-estômagos) (Figura 4a-f) e 

servem como um tanque de fermentação microbiana dos alimentos; e o abomaso 

(estômago verdadeiro) (Figura 4g), que é caracterizado como um compartimento 

secretório e está amplamente relacionado com a hidrólise de proteínas pela 

pepsina em meio ácido. A fermentação dos nutrientes pelos micro-organismos 

ocorre nos pro-ventrículos (Figura 4b), proporcionando a absorção dos ácidos 

graxos voláteis, a absorção de água e a compactação do bolo alimentar 

(SWENSON; REECE, 1996; TEIXEIRA et al., 1998; VLAEMINCK et al., 

2004; CERDÀ, 2005). 
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Figura 4. Desenho esquemático do abdome bovino. a) – Saco dorsal da parede 

ruminal. b) – Pilar ruminal ventral. c) – Transição ruminirreticular / suco 

reticular. d) – Saco reticular. e) – Saco omasal. f) – Lâminas do omaso e g) – 

Abomaso (TEIXEIRA et al., 1998). 

Todos esses compartimentos digestivos atuam de forma coordenada 

promovendo a degradação e absorção dos nutrientes presentes nos alimentos da 

dieta do animal. O rúmen, o retículo e o omaso são responsáveis pelo 

processamento mecânico dos alimentos envolvendo as partes propulsoras dos 

movimentos peristálticos, contrações do abdome e ainda relacionam-se com a 

regurgitação, mistura, ruminação, separação de líquidos e sólidos e na remoção 

dos gases produzidos durante o processo fermentativo. O abomaso é o 

compartimento similar ao estômago dos seres humanos, e está envolvido na 

digestão enzimática dos alimentos (TEIXEIRA et al., 1998; VELÁSQUEZ; 

PICHARD, 2006; BANNINK et al., 2008).  

A alimentação de ruminantes é uma etapa crucial na fase de terminação, 

ou seja, desde quando o animal é separado em confinamentos até que haja 

adequação do seu peso aos requisitos necessários para o abate. Assim, o 

confinamento consiste numa ferramenta bastante empregada para o aumento dos 
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índices de produtividade da pecuária de corte, e apresenta reflexos positivos 

sobre a qualidade da carcaça e a oferta de carne na entressafra. Porém, segundo 

Bannink et al. (2008), o êxito desta prática está diretamente relacionado à 

disponibilidade e ao custo dos alimentos utilizados.  

As rações utilizadas na dieta dos ruminantes são compostas de alimentos 

volumosos e concentrados, sendo que o balanceamento das rações determinará a 

relação volumoso/concentrado necessária para cada tipo de animal e taxa de 

ganho de peso (BANNINK et al., 2008). As maiores taxas de ganho em peso 

exigem maior concentração energética na ração. Dietas para bovinos em 

confinamento incluem alimentos volumosos, concentrados e aditivos. São 

caracterizados como alimentos volumosos aqueles que apresentam um teor de 

fibra bruta na matéria seca superior a 18%, tais como os capins verdes, silagens, 

fenos, palhadas. Os alimentos concentrados são aqueles que apresentam menos 

que 18% de fibra bruta na matéria seca e podem ser classificados como 

protéicos (quando tem mais de 20% de proteína na matéria seca) ou energéticos 

(com menos de 20% de proteína na matéria seca), como o milho, o triguilho e o 

farelo de arroz (CARDOSO, 1991; COSTA, 2002). 

Assim, os alimentos que apresentam elevado teor de carboidratos 

estruturais ou fibras possuem menor conteúdo energético quando comparados 

com aqueles com elevado teor de carboidratos não estruturais, como o grão de 

milho ou a torta de soja (TIBO et al., 2000). A eficiência de utilização de 

nutrientes da ração objetivando o ganho de peso depende diretamente da 

concentração energética da ração e da disponibilidade de amilase (RUSSEL et 

al., 1992). As rações que possuem baixa concentração energética, à base de 

volumosos exclusivamente, são empregadas com uma eficiência de 30% para o 

ganho em peso, por outro lado as rações de alta concentração energética 



17 

 

apresentam uma eficiência de 45% podendo ser aprimorada pela incorporação 

da amilase na dieta do animal (GARCIA TRUJILLO; CÁCERES, 1984). 

 Nos últimos anos os sistemas de produção animal de terminação de 

bovinos em confinamento, assim como na alimentação de vacas leiteiras de alta 

produção, tem utilizado a cultura do milho como alimento essencial 

(SORIANO; POLAN; MILLER, 2000; GOROCICA-BUENFIL; LOERCH, 

2005; BROWN; MILLEN, 2009; SILVA, 2009). Este fato se deve ao seu teor 

energético elevado e alta produtividade na digestão. Para que o animal possa 

apresentar um desempenho satisfatório, ou seja, qualidade de acabamento das 

carcaças, sua dieta exige um maior teor de alimentos concentrados. Desta forma, 

a alimentação desses animais é constituída em 100% de concentrado na maioria 

dos sistemas de confinamento. Neste tipo de dieta a ração é isenta de fibra 

proveniente de alimentos volumosos, sendo que o grão de milho inteiro compõe 

cerca de 80% da dieta e o restante é composto por um núcleo protéico, 

vitamínico e mineral (GRANDINI, 2009).   

 A bovinocultura de corte alcançou destaque na economia nacional e cada 

vez mais vem assumindo a liderança no mercado mundial de carnes. O Brasil é 

o maior produtor mundial de carne bovina, produzindo cerca de oito milhões de 

toneladas por ano e ostenta desde 2003 a primeira posição como exportador 

mundial, tanto na comercialização de carnes frescas quanto industrializadas 

(SCHLESINGER, 2010). Entretanto, a inserção definitiva e a manutenção do 

Brasil no mercado mundial de carnes só serão possíveis com o fornecimento 

para o mercado consumidor de alimentos seguros e com preços acessíveis 

(VALLE, 2007).  

 Pesquisas atualizadas do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística) mostram que no primeiro trimestre de 2012 houve uma redução de 

2% em relação ao trimestre anterior e um aumento de 1,6% em relação ao 
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mesmo período de 2011, com um total de 7,219 milhões de cabeças de bovinos 

abatidas. A mesma pesquisa ainda mostra que o peso médio das carcaças neste 

primeiro trimestre de 2012 foi cerca de 4,5 kg menor que no trimestre anterior e 

aproximadamente 1,7 kg maior em relação ao primeiro trimestre de 2011 

(IBGE, 2012). 

A alimentação dos ruminantes corresponde de 30 a 70% dos custos de sua 

produção, sendo um fator justificável para a busca de novas alternativas 

alimentares de baixo valor comercial. Diversos trabalhos relatam a utilização de 

resíduos e subprodutos agroindustriais como parte da suplementação alimentar 

dos ruminantes (MIOTTO et al., 2009;  FERREIRA et al., 2009; REGO et al., 

2010; BRINGEL et al., 2011). Estas ferramentas surgem como uma alternativa 

para minimizar os gastos com alimentação e maximizar a oferta de alimentos 

com elevado teor energético, um fator que pode contribuir para a inserção dos 

pequenos produtores de gado de corte no mercado (VALLE, 2007). 

 Os ruminantes apresentam um ecossistema sofisticado e diverso na 

capacidade de utilização dos carboidratos fibrosos constituintes da parede 

celular dos vegetais. Isto é possível devido à uma relação simbiótica destes 

carboidratos com a diversificada população microbiana presente no rúmen. 

Embora a microbiota ruminal seja capaz de metabolizar celulose e outros 

carboidratos fibrosos, existem fatores que podem limitar a extensão da digestão 

no rúmem, como a estrutura e composição da planta, interações físico-químicas 

e ainda fatores relacionados ao animal, como a mastigação, salivação e pH 

ruminal (VLAEMINCK et al., 2004; MARTINS, 2006; CYSNEIROS, 2009; 

VELÁSQUEZ, PICHARD, 2010). 

 As α-amilases presentes no rúmen atuam aumentando a disponibilidade de 

produtos da hidrólise do amido (dextrinas), substrato utilizado pelas bactérias 

produtoras de hidrolases (TRICARICO et al., 2008). Rojo et al. (2005) 
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avaliaram a eficiência no aproveitamento do amido proveniente do grão do 

sorgo. Os autores observaram um incremento de 13,9% no ganho de peso de 

cordeiros fornecendo 2,9 g de amilase (0,018 UE/mg) por kg de sorgo na ração. 

Assim, um mecanismo que tornasse possível a liberação gradativa da α-amilase 

no trato digestivo dos ruminantes poderia aumentar a taxa de produtos de 

hidrólise no rúmen, e nos demais compartimentos do trato digestivo do animal, 

proporcionando um possível aumento na taxa de absorção, dos produtos de 

hidrólise do amido, e consequentemente contribuir para o aumento de peso do 

animal. 

Assim, as características de estabilidade apresentada pela Termamyl
®
 são 

fatores de grande importância que a colocam em destaque quando comparada às 

demais amilases, principalmente quando se refere a ambientes reacionais que 

variam significativamente de composição química, tal como os compartimentos 

digestivos dos ruminantes (rúmen, retículo, omaso e abomaso). Nestes locais 

formam-se ambientes com composições diversificadas, como exemplo as 

condições de pH que variam significativamente de um ambiente para o outro. O 

pH no rúmen, retículo e omaso está situado entre 6,8-7,0 enquanto que  no 

abomaso o pH fica próximo a 2,0. Desta forma, a Termamyl seria uma opção 

viável para aplicação nestes locais. 
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2 – OBJETIVOS 

 

 2.1 – OBJETIVO GERAL 

Produzir uma blenda de pectina/PVA com α-amilase aprisionada como 

sistema de liberação contínua da enzima. 

2.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Obter uma formulação que propicie a obtenção de um filme de pectina 

resistente a condições ácidas (pH 2,0); 

Imobilizar a α-amilase por aprisionamento no interior do filme; 

Realizar a caracterização do filme quanto à solubilidade, resistência 

mecânica e superfície; 

Analisar a perda de massa e a capacidade de retenção da atividade da 

enzima imobilizada após incubação in vitro do material em ambiente ruminal 

bovino durante 24 e 48 h;  

Avaliar a capacidade de liberação da enzima (in vitro) a partir da matriz 

polimérica ao longo do tempo na presença de líquido ruminal bovino e 

quantificar o teor de amido remanescente após a incubação dos materiais. 

 

 

 

 

 

 



21 

 

3 – METODOLOGIA 

 3.1 –  α-AMILASE 

 

 Para imobilização utilizou-se a α-amilase comercial termoestável 

Termamyl
®
 120 L fornecida por Novozymes Latin America Ltda (Araucária – 

PR, Brasil). A solução enzimática empregada na imobilização foi preparada pela 

diluição da enzima em água destilada na proporção de 1:10 (v/v), que 

apresentou uma atividade média de 413 UE/ mL (± 6,7) e uma atividade 

específica média de 256 UE/ mg de proteína (± 3,14). Uma unidade de enzima 

(UE) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a hidrólise de       

1,0 µmol de açúcar redutor  mL
-1

 min
-1

. A Termamyl
®
, segundo dados do 

fabricante, suporta uma faixa de temperatura de 105-110 ºC e pH 5,1. 

 

 3.2 – EXTRAÇÃO DA PECTINA DE LOBEIRA 

 

 Para a extração da pectina de lobeira empregou-se a metodologia descrita 

por Torralbo el al. (2012). Uma extração padrão foi conduzida da seguinte 

forma: a farinha da polpa dos frutos secos de lobeira foi suspensa em água a 

uma taxa de 1 g de farinha/ 30 mL de água. O pH da água foi ajustado para 1,0 

utilizando solução de ácido nítrico 70% (v/v). A mistura foi aquecida a 80 ºC 

por 30 min. Em seguida o extrato ácido quente foi filtrado a vácuo e resfriado a 

4 ºC. O filtrado foi então precipitado com dois volumes de etanol 96% e o 

sistema rapidamente misturado e mantido em repouso a 4 ºC por 24 h. A mistura 

resultante foi centrifugada tendo o sobrenadante descartado e o material sólido 

seco a 60 ºC em estufa com circulação de ar forçada. Os frutos de lobeira 

utilizados neste estudo foram coletados na Universidade Federal de Goiás 
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(Campus Samambaia, Goiânia – Brasil) e Universidade Estadual de Goiás 

(UnUCET, Campus Dr. Henrique Santillo, Anápolis – Brasil). Foram feitas duas 

coletas que ocorreram no segundo semestre de 2011 e no primeiro semestre de 

2012. 

 

3.3 – SINTESE DAS BLENDAS DE PECTINA/PVA E IMOBILIZAÇÃO 

DA α-AMILASE 

 

 Para a síntese das blendas de pectina e álcool poli(vinílico) (PVA) foram 

preparadas cinco soluções contendo 2,0 g de pectina e 0,20 g de PVA (Vetec 

Química Fina Ltda., São Paulo, Brasil) em 20 mL de água destilada sob agitação 

constante e à temperatura ambiente (25 ºC). Após a completa solubilização dos 

polímeros foram adicionados 2 mL da solução diluída de α-amilase 

(Termamyl
®
)

 
e em cada solução adicionou-se volumes diferentes de 

glutaraldeído (1,5-pentanodial) 25% (v/v, Vetec Química Fina Ltda.) para a 

obtenção de uma concentração final de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25%,  e um 

volume final de 25 mL. O sistema foi mantido em agitação por 10 min a 25 ºC. 

As soluções resultantes foram depositadas sobre moldes e os filmes produzidos 

mediante a evaporação espontânea do solvente durante um intervalo de 24 h. Os 

filmes foram então removidos dos moldes e moídos em moinho de facas. O 

filme confeccionado na concentração de 0,5% foi cortado em formato de 

pastilhas de 6 mm de diâmetro. Os materiais passaram a ser denominados de 

pectina/PVA/amilase. Realizou-se testes para quantificar a atividade da            

α-amilase nos materiais (conforme item 3.4), antes e após a permanência do 

material por 2 h em solução de ácido clorídrico 0,2 mol L
-1

 seguida por 1 h em 

solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L
-1

, pH 6,5. 
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 A caracterização da superfície do sistema pectina/PVA/amilase foi 

realizada em Microscópico Eletrônico de Varredura (JEOL, JSM 6610, EUA) no 

Laboratório de Microscopia Eletrônica do Instituto de Física da Universidade 

Federal de Goiás. 

 

3.4 – ENSAIO DE ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA 

 

A atividade da enzima livre foi determinada conforme a metodologia 

descrita por Bernfeld et al. (1955), com modificações. Incubou-se 20 µL da 

amostra em 80 µL de solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L
-1

, pH 6,5 e   

100 µL de solução de amido 0,5% (p/v); o sistema foi mantido a 40 ºC por       

15 min. Posteriormente, uma alíquota de 100 µL foi retirada e adicionada a    

900 µL do reativo de ADNS (ácido 3,5-dinitrossalicílico) (y = 0,7777x – 0,1967 

com   R
2
 = 0,9911 e y = 0,631x – 0,0853 com R

2
 = 0,9929). Este sistema foi 

mantido por 5 min em banho-maria a 100 ºC, e após atingir a temperatura 

ambiente (~ 25 ºC) efetuou-se a leitura a 550 nm em espectrofotômetro (Bel 

Photonics modelo 2000 UV, Piracicaba, Brasil). Nos ensaios de atividade da 

enzima imobilizada o sistema reacional era constituído de 10 mg do pó do filme 

de pectina/PVA/amilase em 100 µL de solução tampão fosfato de sódio               

0,1 mol L
-1

, pH 6,5 e 100 µL de solução de amido 0,5% (p/v); o sistema 

permaneceu sob agitação constante a 40 ºC por 15 min. Os passos seguintes 

foram conduzidos conforme descrito acima. 

Nos ensaios de atividade da α-amilase realizados neste estudo foram 

utilizados como padrões a temperatura de 40 ºC e o pH 6,5.  Estes valores foram 

escolhidos devido à proximidade com a temperatura (39 ºC) e o pH (6,8-7,0) do 

ambiente ruminal bovino, de forma que não se torna viável a variação destes 

parâmetros de reação.  
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3.5 – ESTIMATIVA DA ATIVIDADE ESPECÍFICA DA ENZIMA 

IMOBILIZADA 

 

A atividade específica dos materiais foi estimada mediante a lavagem por 

30 min dos filmes com 0,5 mL de solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L
-1

, 

pH 6,5 . Em seguida o material foi centrifugado e a atividade da α-amilase e o 

teor de proteínas no sobrenadante foram determinados. A atividade da α-amilase 

foi determinada conforme descrito no ítem 3.4 e o teor de proteínas totais pelo 

método de Qubit
®
. A estimativa da atividade específica foi obtida pela resolução 

da Equação 1.  

 

(Eq. 1) 

 

Onde: 

AE representa a estimativa da atividade específica (UE/ mg de proteína) do 

sistema pectina/PVA/amilase; 

E(imobilizada) é a atividade da amilase (UE/ mL) na solução de imobilização; 

P(imobilizada) é a concentração de proteínas (mg/ mL) retidas no suporte; 

E(inicial) é a atividade da amilase (UE/ mL) na solução de imobilização; 

E(lavada) é a atividade da amilase (UE/ mL) quantificada no solvente de lavagem 

do suporte; 

P(inicial) é a concentração de proteína (mg/ mL) na solução de imobilização; 
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P(lavada) é a concentração de proteína (mg/ mL) quantificada no solvente de 

lavagem do suporte. 

 

3.6 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO SOBRE A 

RESISTÊNCIA À TRAÇÃO E ELONGAMENTO 

 

As propriedades mecânicas das amostras foram determinadas num 

Analisador de Textura TA. TX2 (Stable Micro Systems 118, Surrey, UK), com 

uma célula de carga de 50 N equipado com pegas de tração (modelo                 

A/ TG 119). As amostras dos filmes foram cortadas em tiras de 20 mm de 

largura e 40 mm de comprimento, de acordo com a ASTM D-638m-93 padrão. 

A separação de aderência foi de 25 mm, com uma velocidade de cruzeta de        

500 mm min
-1

. A resistência à tração (TS) e porcentagem de elongação (% E) na 

ruptura foram avaliados. Cada amostra usada no experimento foi anteriormente 

inspecionada, a fim de eliminar as que continham quaisquer defeitos, tais como 

bolhas de ar, furos, rasgos ou que exibiam variação de espessura média superior 

a 5%. 

 

 3.7 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO SOBRE A 

SOLUBILIDADE DAS BLENDAS 

 

A solubilidade das blendas de pectina/PVA/amilase foram determinadas 

de acordo com a metodologia descrita por Gontard et al. (1992). A matéria seca 

foi determinada por aquecimento das amostras a 105 ºC por 24 h. Uma porção 

de 100 mg da amostra seca foi imersa em 10 mL de água destilada (pH 5,0), 
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solução de tampão fosfato de sódio (0,1 mol L
-1

, pH 6,5) e em solução tampão 

ruminal (pH 7,0) e incubado a 40 ºC sob agitação por 24 h. Em seguida  

realizou-se filtração à vácuo, sendo o material retido no filtro seco a 105 ºC por 

24 h. A solubilidade das blendas foi expressa em porcentagem de massa solúvel 

em relação à massa total segundo a Equação 2.   

         

(Eq. 2) 

 

Onde: 

S(%) representa a porcentagem de massa solúvel; 

M(inicial) representa a massa inicial da amostra (mg); 

M(final) representa a massa final da amostra (mg). 

 

3.8 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO SOBRE 

ATIVIDADE E LIBERAÇÃO DA α-AMILASE IMOBILIZADA 

 

Com o propósito de avaliar o efeito da concentração de glutaraldeído 

sobre a atividade e liberação da α-amilase imobilizada, foram preparadas cinco 

blendas de pectina/PVA/amilase variando-se a concentração final de 

glutaraldeído (0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25%). A atividade inicial dos filmes foi 

quantificada utilizando-se 10 mg das amostras contendo a enzima imobilizada. 

Para análise da liberação contínua da enzima, utilizou-se 20 mg de amostra e a 

atividade da amilase foi verificada a cada duas horas após incubação com      

100 µL de solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L
-1

, pH 6,5, em um período 
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de 24 h. A atividade da α-amilase também foi testada nos materiais antes e após 

a permanência por 2 h em solução de ácido clorídrico 0,1 mol L
-1

 seguida por    

1 h em solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L
-1

, pH 6,5. Em todos os 

ensaios de atividade da α-amilase foram descontados os brancos da amostra e do 

amido. Após o término do experimento o material foi seco à temperatura 

ambiente em dessecador por 48 h e posteriormente pesado para fins de cálculo 

da porcentagem de solubilidade em relação à massa inicial, conforme Eq. 2. 

 

3.9 – ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO DO SISTEMA 

PECTINA/PVA /AMILASE 

 

 A fim de verificar se o sistema de pectina/PVA/amilase (0,25% (v/v) de 

glutaraldeído) sofria degradação na presença de enzimas digestivas do trato 

gastro intestinal de ruminantes realizou-se ensaios de digestibilidade in vitro do 

sistema na presença do líquido ruminal bovino. Os ensaios constituíram-se das 

seguintes etapas descritas abaixo. 

 

3.9.1 – Preparo dos sacos de filtro e das amostras 

 

 Sacos de filtro F57 (filtro-náilon) (ANKOM Technology, Macedon, 

EUA), com porosidade de 25 microns, dimensões de 5,0 cm x 5,5 cm, foram 

lavados com acetona (P.A.), por 3 a 5 min. Após o escoamento do produto, 

foram colocados em estufa com circulação forçada de ar a 55 ºC por 2 min e 

posteriormente em estufa a 105 ºC, overnight. A lavagem com acetona foi 

realizada a fim de se remover um surfactante que poderia inibir a digestão 

microbiana. A massa de cada saco de filtro F57 foi registrada e em seguida 
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foram adicionados aos sacos aproximadamente 0,5 g da amostra do filme de 

pectina/PVA/amilase produzido na concentração de glutaraldeído de 0,5%. 

Sacos vazios foram pesados para cálculo do fator de correção (branco). Os sacos 

de filtro contendo as amostras e o branco foram selados a quente, com seladora 

(Selamil portátil de mesa, Minas Gerais, Brasil). 

 

3.9.2 – Preparo da solução tampão 

 

A solução tampão foi constituída da mistura de uma solução A com uma 

solução B, da qual obteve-se uma solução tampão cuja faixa de pH foi entre  

6,8-7,0. Para o preparo da solução A foram pesadas as quantidades dos 

reagentes indicadas na Tabela 1 para um volume final de 5,32 L de solução. Para 

a solução B, preparou-se um volume de 1,064 L (Tabela 2). As duas soluções 

foram preparadas e mantidas a 39 ºC até o momento de incubação das amostras, 

utilizando água destilada previamente aquecida. Esta solução tampão tem por 

finalidade simular o processo de salivação do bovino, um mecanismo que 

propicia ao ambiente ruminal um pH próximo à neutralidade (6,8-7,0) 

(GONZÁLES et al., 2012). 

 

Tabela 1. Massa e concentração dos reagentes utilizados para o preparo da 

solução A. 

 

Reagente Massa (g) Concentração (g/L) 

KH2PO4 53,2 10 

MgSO4 . 7 H2O 2,66 0,5 

NaCl 5,33 0,5 

CaCl2 . 2 H2O 0,532 0,1 

Uréia 2,66 0,5 
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Tabela 2. Massa e concentração dos reagentes utilizados para o preparo da 

solução B. 

 

Reagentes Massa (g) Concentração (g/L) 

Na2CO3 15,96 15 

Na2S . 9 H2O 1,064 1,0 
 

 

3.9.3 – Coleta e preparo do líquido ruminal bovino 

 

 Antes da coleta do líquido ruminal bovino, garrafa térmica, funil, 

provetas, recipientes de coletas e liquidificador foram aquecidos com água 

destilada a 39 ºC. Para a coleta foi utilizado um novilho mestiço ¾ de holandês, 

com peso corporal aproximado de 370 kg, provido de cânula no rúmen. O 

animal, mantido em baia coberta e piso cimentado, foi adaptado à dieta, por 

período de 14 dias antes da coleta do líquido e teve livre acesso a água e sal 

mineral. A alimentação foi à base de 1,0 kg de milho integral inteiro, fornecido 

às 8 h e feno de Tifton 85, ad libitum. O material coletado foi armazenado em 

garrafa térmica previamente aquecida e hermeticamente fechada. O líquido 

ruminal foi processado em liquidificador para obtenção de uma amostra 

representativa da microbiota ruminal, uma vez que esta poderia encontrar-se 

aderida à matéria orgânica. Em seguida, o líquido ruminal processado foi 

filtrado. Ambos os processos foram realizados sob atmosfera de dióxido de 

carbono (CO2), a fim de garantir um meio anaeróbico, necessário para 

sobrevivência dos micro-organismos. 
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3.9.4 – Incubação das amostras 

 

Uma alíquota de 400 mL do líquido ruminal filtrado foi adicionada em 

cada um dos quatro jarros digestores contendo 1600 mL da solução tampão 

preparada no item 3.9.2 à temperatura de 39 ºC. Em cada jarro digestor foram 

adicionadas 20 amostras e dois brancos e o sistema foi levado à incubadora       

in vitro (Tecnal, Piracicaba, Brasil), onde permaneceram sob agitação a 39 ºC. A 

remoção do material incubado para quantificação da atividade da α-amilase e da 

digestibilidade ocorreu nos tempos de 24 e 48 h. Após 24 h de incubação foram 

retiradas 12 amostras de cada jarro, sendo estas lavadas três vezes com 800 mL 

de solução tampão fosfato de sódio 0,1 mol L
-1

, pH 6,5. Em seguida, duas 

amostras foram abertas para realização do ensaio de atividade da α-amilase 

descrito no item 3.4, e o restante das amostras foi seco em estufa a 60 ºC por    

24 h e posteriormente pesadas. Para o material que permaneceu por 48 h de 

incubação repetiu-se o mesmo procedimento. A perda de massa foi calculada 

por diferença entre a massa inicial do material e a massa obtida após os tempos 

de incubação. A Figura 5 resume as metodologias descritas nos itens 3.9.3 e 

3.9.4. 
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Figura 5. Esquema ilustrativo do experimento descrito nos itens 3.3.3 e 3.3.4. 

A) Coleta do líquido ruminal. B) Homogeneização. C) Suprimento de CO2. D) 

Filtração. E) Adição no jarro digestor e F) Material pronto para ser incubado. (In 

Vitro True Digestibility using the DAISY Incubator ANKOM Technology - 

03/05).  

 

3.10. PRODUÇÃO DE REATORES DE HIDRÓLISE CONTÍNUA DE 

AMIDO EM AMBIENTE RUMINAL BOVINO 

 

As blendas produzidas nas concentrações de glutaraldeído de 0,25 e 

1,25% foram avaliadas quanto à sua capacidade na hidrólise contínua de amido 

em ambiente ruminal bovino. Para isto, foram preparados alguns reatores cuja 

composição está detalhada a seguir. 

Reator 0,25%: 400 mL de líquido ruminal bovino (conforme descrito no 

item 3.9.3), 1600 mL de solução tampão ruminal (conforme item 3.9.2), 80 g de 
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milho triturado cujas partículas possuíam diâmetros menores que 500 µm e 20 g 

do material de pectina/PVA/amilase produzido na concentração de glutaraldeído 

de 0,25%. 

Reator 1,25%: 400 mL de líquido ruminal bovino (conforme descrito no 

item 3.9.3), 1600 mL de solução tampão ruminal (conforme item 3.9.2), 80 g de 

milho triturado cujas partículas possuíam diâmetros menores que 500 µm e 20 g 

do material de pectina/PVA/amilase produzido na concentração de glutaraldeído 

de 1,25%. 

Reator padrão: 400 mL de líquido ruminal bovino (conforme descrito no 

item 3.9.3), 1600 mL de solução tampão ruminal (conforme item 3.9.2) e 80 g 

de milho triturado cujas partículas possuíam diâmetros menores que 500 µm.  

Após a incubação das blendas nos reatores três alíquotas de 1,0 mL foram 

retiradas para quantificação do teor de açúcar redutor (tempo zero) e as 

quantificações posteriores foram realizadas a cada 2 h até completar 12 h de 

incubação. Após este período a quantificação foi realizada a cada 12 h até 

completar 48 h de incubação. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.  

Para quantificação do teor de açúcar redutor empregou-se o método 

descrito por Miller (1959), em que 100 µL de amostra foram incubados com  

900 µL do reativo de ADNS (ácido 3,5-dinitrossalicílico) (y = 0,8944x – 0,2114 

com R
2
 = 0,9972). Este sistema foi mantido por 5 min em banho-maria a 100 ºC, 

e após atingirem a temperatura ambiente (~ 25ºC) efetuou-se a leitura a 550 nm 

em espectrofotômetro (Bel Photonics modelo 2000 UV, Piracicaba, Brasil). 

O teor de amido foi determinado antes e após a incubação das blendas nos 

reatores para quantificação do teor de amido remanescente. Para isto, empregou-

se a metodologia descrita por Fuwa (1954), com modificações. O ensaio 

reacional foi constituído por 200 µL de amostra; 200 µL de solução de ácido 
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acético 1,0 mol L
-1

; 200 µL do reagente de Fuwa (0,0225x + 0,0182 com         

R
2 

= 0,9943) e 9,4 mL de água destilada. Após homogeneização realizou-se a 

leitura a 660 nm em espectrofotômetro (Bel Photonics modelo 2000 UV, 

Piracicaba, Brasil). 
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 4.1 – EXTRAÇÃO DA PECTINA DE LOBEIRA 

 

O processo de extração de substâncias pécticas tem sido bem estudado no 

decorrer dos últimos anos, apresentando como principal finalidade estabelecer as 

condições ótimas do processo e ainda caracterizar as propriedades físicas das 

substâncias obtidas (ILESIAS; LOZANO, 2004; MESBAHI et al., 2005). 

Assim, os trabalhos futuros que utilizarão as pectinas como material de estudo 

poderão contar com uma grande quantidade de pesquisas referentes a estas 

substâncias, podendo minimizar as etapas de trabalho na busca de um material 

com propriedades cada vez mais adequadas à suas necessidades. 

Torralbo et al. (2012) caracterizaram satisfatoriamente o processo de 

extração de pectina a partir dos frutos de Lobeira, motivo pelo qual se adotou 

esta metodologia para obtenção da pectina neste estudo. Estes autores 

otimizaram o processo utilizando a metodologia de superfície de resposta, tendo 

como variáveis o pH, temperatura e tempo de extração. As condições em que 

observaram maior rendimento (33,6%) na extração da pectina foram em pH 1,0; 

à temperatura de 80 ºC e tempo de extração de 30 min. As condições ótimas de 

extração variam conforme a fonte de obtenção da pectina. No trabalho realizado 

por Kliemann et al. (2009) o processo de extração de pectina da casca do 

maracujá (Passiflora edulis flavicarpa) resultou em condições ótimas de 

extração com ácido cítrico pH 1,0, à temperatura de 80 ºC  e tempo de extração 

de 10 min. 
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4.2 – SINTESE DAS BLENDAS DE PECTINA/PVA E IMOBILIZAÇÃO 

DA α-AMILASE 

 

Segundo Costa-Júnior et al. (2008), o processo de reticulação se dá 

mediante a formação de ligações cruzadas entre a molécula reticulante e as 

cadeias poliméricas. A molécula reticulante geralmente apresenta massa 

molecular menor em relação à massa molecular da cadeia principal e possui, no 

mínimo, dois grupos funcionais reativos em sua estrutura. Neste contexto, o 

glutaraldeído se destaca como um excelente agente reticulante na formação de 

redes de polipeptídeos e proteínas devido à reatividade dos grupos aldeídos.  

Considerando a reatividade dos grupos presentes nas estruturas das 

espécies químicas em questão (pectina, glutaraldeído e PVA) e baseando-se nos 

princípios dos mecanismos das reações ácido-base, é possível propor interações 

químicas existentes entre essas espécies. A estrutura da matriz de 

pectina/PVA/amilase reticulada com glutaraldeído pode ter sido obtida mediante 

o estabelecimento de uma ligação covalente entre a hidroxila presente no 

carbono 3 do resíduo de ácido D-galacturônico, presente na estrutura da pectina, 

e o carbono carbonílico localizado em uma das extremidades do glutaraldeído; a 

outra extremidade livre na molécula de glutaraldeído se liga a duas hidroxilas 

presentes na cadeia polimérica do PVA (Figura 6), conforme proposto por 

Mansur et al. (2008); Caramori et al. (2010) e Batista et al. (2013). 

A pectina possui uma estrutura altamente complexa de forma que a 

representação de todas as informações disponíveis em um único modelo 

estrutural é um desafio encontrado pelos pesquisadores (VORAGEN et al., 

2009). Considerando a predominância dos resíduos de ácido poligalacturônico, 

os quais representam cerca de 60-65% do total da molécula (VORAGEN et al., 
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2009; CANTERI, 2010), propõe-se a estrutura apresentada na Figura 6 como 

resultado do processo de reticulação entre pectina, glutaraldeído e PVA. 

A estrutura proposta aqui para a pectina reticulada com glutaraldeído e 

PVA leva em consideração apenas os resíduos de ácido poligalacturônico, 

principal constituinte nas moléculas de pectina com cerca de 60-65% do total da 

pectina (VORAGEN et al., 2009; CANTERI, 2010). É possível a existência de 

variações conforme a possibilidade de outras interações químicas da molécula 

de glutaraldeído com porções diferentes dos resíduos de ácido galacturônico da 

estrutura molecular da pectina. 
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Figura 6. Proposta da estrutura química para a blenda pectina/glutaraldeído/PVA. 
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A imobilização da α-amilase por aprisionamento no filme ocorreu sempre 

em pH 4,0 não sofrendo alteração durante as etapas de produção da blenda. Este 

ambiente ácido é favorável para a polimerização do PVA e consequentemente 

para a produção da blenda de pectina/PVA/amilase. Além disso, o preparo das 

soluções e o processo de formação da blenda ocorreram à temperatura ambiente 

(25 °C) de forma que não se torna interessante variar a temperatura de 

imobilização. 

A blenda de pectina/PVA/amilase sintetizada mostrou-se insolúvel em 

solução de ácido clorídrico 0,2 mol L
-1

, pH 2,0. A insolubilidade do material em 

meio ácido pode ser atribuída ao processo de reticulação com o glutaraldeído, 

que provoca um aumento na resistência do material, e como consequência há 

também uma limitação das cadeias poliméricas que diminui a capacidade de 

interação do material com as moléculas do solvente. Um exemplo do sistema 

recém sintetizado pode ser visualizado na Figura 7.  

O material no formato de pastilha apresentou uma atividade enzimática 

média de 0,67 UE/ mg de material (± 0,095), enquanto que o material 

pulverizado apresentou 0,78 UE/ mg de material (± 0,011). Esses resultados 

foram estatisticamente diferentes no teste de Tukey (p < 0,05). Esta diferença 

pode ser explicada pela maior superfície de contato do material pulverizado em 

relação à pastilha, que permite maior interação do material com o solvente 

circundante, promovendo maior solubilidade de sua rede e expondo com maior 

facilidade as camadas das enzimas imobilizadas na rede. Nas pastilhas tem-se 

uma quantificação da atividade enzimática devido apenas às enzimas retidas em 

sua superfície. Desta forma, optou-se por trabalhar com o material pulverizado 

nas análises posteriores. 
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Figura 7. Blenda de pectina/PVA/amilase. A) – formato de pastilha e B) – 

pulverizado. 

 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (Figura 8) das blendas mostrou 

que os materiais apresentam uma superfície bastante irregular e rugosa. As 

blendas confeccionadas nas concentrações de glutaraldeído de 0,25, 0,75 e 1,0% 

apresentaram uma rugosidade superficial de aspecto mais homogêneo quando 

comparadas com as blendas produzidas nas concentrações de glutaraldeído de 

0,5 e 1,25%, que possuem uma irregularidade mais acentuada. Estas 

irregularidades na superfície das blendas conferem uma maior superfície de 

contato com o ambiente circundante, podendo refletir diretamente em sua 

solubilidade frente a diferentes solventes (SAHLIN et al., 2007). O aumento da 

superfície de contato também aumenta a possibilidade de acesso do substrato ao 

sítio catalítico da enzima, assim como a capacidade de liberação do produto do 

ambiente de catálise.  
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Figura 8. Microscopia Eletrônica de Varredura das blendas de pectina/PVA. As 

amostras 1; 2; 3; 4 e 5 referem-se às blendas produzidas nas concentrações de 

glutaraldeído de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25%, respectivamente. 
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 4.3 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO SOBRE A 

RESISTÊNCIA À TRAÇÃO E PORCENTAGEM DE ELONGAÇÃO 

 

As blendas de pectina/PVA demonstraram baixa resistência à tração. Os 

dados da Tabela 3 demonstram que a resistência à tração é dependente da 

concentração de glutaraldeído ofertada durante a confecção das blendas. O 

aumento na concentração de glutaraldeído durante a produção das blendas 

implica em um aumento na capacidade de formação de ligações cruzadas entre 

pectina-glutaraldeído-PVA, conforme o modelo de reticulação demonstrado na 

Figura 6. Assim, o aumento da resistência à tração verificada nos filmes pode 

ser atribuído ao aumento do número de ligações cruzadas entre as redes 

poliméricas (BATISTA et al., 2013). 

 

Tabela 3. Resistência à tração e porcentagem de elongação. 

Pectina/PVA/amilase 

 

Carga máxima (kgf) 

 

 

Elongação (%) 

 

0,25% 0,26 (± 0,015)
c
 41,44 (± 0,96)

a
 

0,50% 0,59 (± 0,020)
b
 35,36 (± 0,24)

b
 

0,75% 0,52 (± 0,030)
b
 41,08 (± 1,58)

a
 

1,00% 0,55 (± 0,050)
b
 26,33 (± 2,00)

a
 

1,25% 0,69 (± 0,050)
a
 24,22 (± 1,32)

c
 

*As letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
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4.4 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO SOBRE A 

SOLUBILIDADE DAS BLENDAS 

 

As blendas de pectina/PVA/amilase apresentaram uma solubilidade em 

água (pH 5,7) de aproximadamente 20% e não diferiram entre si pelo teste de 

Tukey (p < 0,05). Em solução tampão fosfato de sódio (pH 6,5) verificou-se 

maior solubilidade para a blenda produzida com a menor concentração de 

glutaraldeído (0,25%). No ensaio de solubilidade realizado em solução tampão 

ruminal (pH 7,0), verificou-se uma menor solubilidade para as blendas 

produzidas nas concentrações de glutaraldeído de 0,25 e 0,5%, enquanto que 

para as blendas produzidas nas concentrações de 0,75; 1,0 e 0,5% observada foi 

maior solubilidade (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Solubilidade das blendas de pectina/PVA/amilase em diferentes 

condições de pH. As letras distintas sobre as barras diferem entre si pelo teste de 

Tukey (p < 0,05). 
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A solubilidade é caracterizada pela completa estabilização das cargas 

iônicas provenientes das moléculas do material mediante solvatação pelas 

moléculas do solvente. A intensidade das interações intermoleculares é um fator 

que afeta diretamente a capacidade de solubilização (ATIKINS; JONES, 2006). 

O aumento na concentração do agente reticulante (glutaraldeído), além de 

aumentar o número de ligações cruzadas, também pode ser responsável por um 

aumento considerável no número de interações intermoleculares, tais como as 

ligações de hidrogênio, que refletem diretamente na diminuição da solubilidade, 

aumentando o grau de hidrofobicidade do material reticulado (BEPPU et al., 

2007; BATISTA et al., 2013). 

Em estudo realizado por Goy et al. (2004) foram produziram esferas de 

quitosana reticuladas quimicamente com glutaraldeído. Os autores verificaram 

que após o processo de reticulação, o material se mostrou insolúvel em soluções 

ácidas. Segundo Beppu et al. (1999) a reticulação da quitosana com 

glutaraldeído é capaz de torná-la mais resistente tanto do ponto de vista físico e 

químico, como também microbiológico. 

 

4.5 – EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE GLUTARALDEÍDO SOBRE A 

ATIVIDADE DA ENZIMA LIVRE E IMOBILIZADA 

 

As Figuras 10 e 11 apresentam o efeito da concentração de glutaraldeído 

na blenda pectina/PVA/amilase e sua relação com a atividade enzimática 

inespecífica e específica, respectivamente. Na Figura 10 observa-se que a 

atividade inicial do sistema foi influenciada pela variação na concentração de 
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glutaraldeído, porém não houve diferença significativa entre os materiais quanto 

à atividade da α-amilase (p < 0,05).  

 

 

Figura 10. Atividade inicial nas blendas de pectina/PVA/amilase em diferentes 

concentrações de glutaraldeído. As letras distintas sobre as barras diferem entre 

si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 

A estimativa da atividade específica dos materiais (Figura 11) apontou 

para maior atividade nos materiais nas concentrações de 0,5; 1,0 e 1,25%. 

Porém, a diferença entre os valores não foi significativa quando testada 

estatisticamente. 
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Figura 11. Estimativa da atividade específica nas blendas de 

pectina/PVA/amilase em diferentes concentrações de glutaraldeído. As letras 

distintas sobre as barras diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 

As blendas de pectina/PVA/amilase foram incubadas com solução ácida 

(HCl 0,2 mol L
-1

, pH 2,0) por 2 h e com solução tampão (0,1 mol L
-1

, pH 6,5) 

por 1 h, a fim de se estudar a estabilidade do sistema em ambientes de pH 

variados, conforme acontece no processo de digestão de bovinos. Os dados 

obtidos neste experimento podem ser visualizados na Figura 12 e mostram que 

houve uma redução aparente, porém não significativa na atividade dos materiais 

em relação à atividade inicial (p < 0,05). Vale ressaltar que estes dados referem-

se apenas às condições laboratoriais e não refletem por si as condições reais de 

trabalho (câmaras digestivas de bovinos).  
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Figura 12. Atividade nas blendas de pectina/PVA/amilase após tratamento com 

a solução ácida. As letras distintas sobre as barras diferem entre si pelo teste de 

Tukey (p < 0,05). 

 

 Embora a concentração de glutaraldeído aparentemente não influencie na 

atividade de amilase imobilizada à blenda, a taxa de liberação da enzima no 

meio reacional é consideravelmente influenciada pela concentração deste 

reagente (Tabela 4). O material de pectina/PVA/amilase produzido com a 

concentração de glutaraldeído de 0,25% destacou-se dos demais, permitindo a 

liberação contínua da enzima ao longo de 24 h; na concentração de 0,5% foi 

possível constatar a liberação da enzima nas primeiras 10 h de incubação; nas 

concentrações de 0,75 e 1,0% a liberação ocorreu em 8 h; e na concentração de 

1,25% em 6 h. O processo de reticulação com glutaraldeído confere ao material 

maior resistência à solubilidade no meio reacional, mediante a formação de 

ligações cruzadas entre o polissacarídeo (pectina) e o PVA.  
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 Como o material reticulado com menor concentração de glutaraldeído 

(0,25%) demonstrou maior solubilidade no meio de reação (pH 6,5) (Figura 8), 

pode-se atribuir a retenção prolongada da atividade da enzima à maior 

solubilidade do filme, que é um fator responsável pela exposição de novas 

camadas do filme contendo a amilase imobilizada e ativa. Batista et al. (2013) 

imobilizaram lipase em filme de PVA e quitosana como revestimento em 

reatores e verificaram a capacidade de reuso do filme por 25 ciclos, mantendo 

65% da atividade inicial. Os autores atribuíram a manutenção da atividade 

devido à elevada solubilidade do filme que proporcionava a exposição de novas 

camadas contendo a lipase ativa. 
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Tabela 4. Atividade da α-amilase (UE) nos materiais de pectina/PVA/amilase obtidas nos ensaios realizados a longo de 

24 h. 

Tempo (h) 

 

0,25% 0,50% 0,75% 1,0% 1,25% 

2 13,50 (± 1,4) 14,4 (± 0,21) 11,6 (± 0,503) 13,9 (± 0,57) 14,28 (± 0,24) 

4 3,20 (± 0,16) 1,83 (± 0,240) 2,670 (± 0,022)  2,66 (± 0,393) 1,80 (± 0,187) 

6 0,28 (± 0,03) 0,194 (± 0,03) 0,247 (± 0,048) 0,40 (± 0,002) 0,240 (± 0,02) 

8 0,24 (± 0,05) 0,14 (± 0,023) 0,072 (± 0,002) 0,06 (± 0,001) - 

10 0,24 (± 0,02) 0,10 (± 0,013) - - - 

12 0,22 (± 0,002) - - - - 

14 0,16 (± 0,01) - - - - 

16 0,09 (± 0,01) - - - - 

18 0,13 (± 0,02) - - - - 

20 0,13 (± 0,02) - - - - 

22 0,10 (± 0,04) - - - - 

24 0,07 (± 0,01) - - - - 
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 Diversos trabalhos foram realizados utilizando substâncias pécticas como 

matriz de suporte para aprisionamento de compostos de importância biológica, 

dentre os quais se destaca o estudo realizado por Sriamornsak et al. (1997). Os 

autores verificaram um aumento no tempo de liberação da teofilina, utilizando 

pérolas revestidas com pectinato de cálcio, tanto em meio aquoso quanto em 

fluido gástrico simulado. A conclusão do trabalho é que as pérolas revestidas 

com pectinato de cálcio são mais eficientes no retardamento da liberação da 

teofilina que o método convencional empregado. 

 

 4.6 – ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE IN VITRO DA BLENDA DE 

PECTINA/PVA /AMILASE 

 

 A perda de massa média observada após 24 e 48 h de incubação da blenda 

de pectina/PVA/amilase foi 79,32% (± 1,68) e 80,83% (± 3,77), respectivamente 

(Tabela 5). A perda de massa do sistema é devido à permanência do material em 

um ambiente rico em micro-organismos anaeróbicos presentes no líquido 

ruminal, os quais atuam na degradação da matéria orgânica, principalmente a 

pectina.  

A Tabela 5 apresenta os valores de perda de massa verificada após 24 e  

48 h de incubação. No tempo de 48 h de incubação a perda de massa foi apenas 

1,51% maior em relação ao tempo de 24 h. Este pequeno aumento pode ser 

explicado pela maior permanência do material na incubadora, que proporcionou 

um maior tempo de exposição do material à flora microbiana presente no líquido 

ruminal, e consequentemente houve a pequena variação na perda de massa do 

sistema pectina/PVA/amilase. 
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Tabela 5.  Avaliação da perda de massa da blenda de pectina/PVA/amilase após 

a incubação com o líquido ruminal. 

*Os valores entre parênteses representam o desvio padrão verificado nos ensaios. 

 

4.7 – ENSAIO DE ATIVIDADE DA α-AMILASE APÓS INCUBAÇÃO 

  

 A Tabela 6 apresenta os valores obtidos para a atividade da α-amilase 

após 24 e 48 h de incubação com o líquido ruminal. A atividade média da 

enzima foi de 0,021 UE/ mg de material, que corresponde a 2,76% da atividade 

recuperada quando comparada com a atividade do material antes da incubação 

(0,761 UE/ mg de material). A atividade inicial verificada no sistema 

pectina/PVA/amilase representa a atividade de apenas uma parcela de enzimas 

retida na camada externa do material, sendo esta a primeira camada de enzimas 

a ser liberada no ambiente ruminal. As atividades verificadas nos ensaios de 24 e 

48 h de incubação referem-se às camadas mais internas de α-amilase 

aprisionadas que podem ter sido expostas mediante a ação de micro-organismos 

presentes no líquido ruminal. 

 

 

 

Tempo de 

incubação (h) 

 

 

Massa do saco 

vazio (g) 

 

Massa da 

amostra (g) 

 

Massa final (g) 

 

Perda de 

massa (%) 

 

24  0,5042 (± 0,018) 0,507 (± 0,0055) 0,584 (± 0,02) 79,32 (± 1,68) 

48  0,508(± 0,02) 0,507 (± 0,0057) 0,58(± 0,024) 80,83 (± 3,77) 
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Tabela 6. Atividade da α-amilase após 24 e 48 h de incubação da blenda com o 

líquido ruminal. 

 

Tempo de incubação (h) 

 

 

Atividade da α-amilase 

 (UE/mg de material) 

 

24 0,021 (± 0,004) 

48 0,099 (± 0,023) 

 *Os valores entre parênteses representam o desvio padrão verificado nos ensaios. 

 

  A análise dos dados da Tabela 6 mostra que houve uma recuperação de 

2,76% da atividade da enzima em relação à atividade inicial do material     

(0,761 UE/ mg de material) após 24 h de incubação, enquanto que no tempo de 

incubação de 48 h foi recuperado aproximadamente 13% da atividade 

enzimática, como resultado do maior tempo de permanência do material com 

líquido ruminal bovino, que propiciou a exposição de novas camadas do 

material contendo a α-amilase ativa. 

 Kansoula et al. (2006) imobilizaram a α-amilase produzidas por Bacillus 

subtilis, por aprisionamento em esferas de alginato de cálcio. A enzima 

imobilizada apresentou uma capacidade de liberação de açúcares redutores     

(18 mg/mL), a partir da molécula do amido, inferior àquela apresentada pela 

enzima livre (27 mg/mL). Os autores relataram que a baixa atividade enzimática 

obtida nos ensaios poderia, em parte, ser explicada pela matriz do gel, que 

atuaria como uma barreira limitante da taxa de difusão das longas moléculas de 

amido ao sítio ativo da enzima aprisionada no polímero.  

Na matriz de pectina/PVA/amilase, após a análise de digestibilidade in 

vitro nos tempos de 24 e 48 h, foi possível constatar uma conversão de açúcares 

redutores, a partir da solução de amido 0,5% (p/v), de 1,18 mg/mL e              

1,75 mg/mL, respectivamente. Esses valores obtidos são, aproximadamente, dez 
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vezes menores que o valor obtido pelos pesquisadores acima mencionados. 

Porém, vale ressaltar que a matriz de pectina/PVA/amilase antes de ter sua 

atividade testada, passou pelas condições drásticas de digestibilidade in vitro. 

Em adição, o líquido ruminal que permaneceu em contato com o material 

apresenta uma complexidade de composição, principalmente matéria orgânica 

particulada.  

A atividade média da α-amilase para um tempo de digestão de 48 h foi de 

0,099 UE/ mg de material (Tabela 5). A atividade do material neste tempo de 

incubação foi aproximadamente quatro vezes maior que a atividade obtida no 

tempo de incubação de 24 h (0,021 UE/ mg de material). Considerando a perda 

de massa do material após 48 h de incubação verifica-se que há uma pequena 

diferença (1,51%) em relação ao tempo de 24 h, porém Este crucial para 

apresentar a maior atividade verificada no experimento mediante a exposição de 

novas camadas de α-amilase aprisionadas na matriz polimérica. 

Nos sistemas de imobilização por aprisionamento em redes reticuladas 

com íons carregados positivamente, como nos casos de esferas de pectinato de 

cálcio, a taxa de liberação do material imobilizado é fortemente influenciada 

pela presença de íons H
+
, que atuam desfazendo a rede com os íons cálcio 

produzindo regiões contendo ácidos pectínicos, que são mais permeáveis 

(SRIAMORNSAK et al., 1997). Porém, nos experimentos realizados neste 

estudo verificou-se que o ambiente ácido pouco influencia na solubilidade do 

material, desta forma podemos inferir que a taxa de liberação da enzima a partir 

da matriz de pectina/PVA/amilase é devida apenas à sua taxa de degradação por 

fatores diversos, como por exemplo a ação de micro-organismos presentes no 

rúmen bovino. 
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 4.8. REATORES DE HIDRÓLISE CONTÍNUA DE AMIDO EM 

AMBIENTE RUMINAL BOVINO 

 

 No experimento realizado com os reatores para avaliação do potencial 

hidrolítico das blendas em ambiente ruminal bovino observou-se a existência de 

um pico onde a quantidade de açúcar redutor produzida é máxima, havendo uma 

diminuição ao longo do tempo. Segundo Willians et al. (1989) e Weimer et al. 

(1999) o fluido ruminal é caracterizado por apresentar um ecossistema 

microbiano extremamente complexo que possui diferentes espécies de micro-

organismos. Esta microbiota pode secretar enzimas de funções e características 

variadas. Assim, pode-se inferir que a diminuição na concentração de açúcar 

redutor observado nos reatores se deve à sua digestão pelos micro-organismos 

ruminais, uma vez que constituem uma fonte de energia de elevada 

acessibilidade (BEUACHEMIN et al., 2000).  

 Pela análise da Figura 13 percebe-se que o sistema com a blenda 

produzida na concentração de 0,25% de glutaraldeído atingiu um valor máximo 

na quantidade de açúcar redutor (4,5 mg/ mL) produzida após 2 h de incubação, 

com uma redução nas quantificações posteriores atingindo ao final de 48 h de 

incubação comportamento semelhante ao apresentado pelo padrão.  

 A blenda confeccionada na concentração de glutaraldeído de 1,25% 

demonstrou melhor potencial quanto a sua capacidade de hidrólise de amido em 

ambiente ruminal bovino, verificada ao longo de 36 h de incubação. Conforme o 

demonstrado na Tabela 3 esta blenda apresentou maior resistência à tração e 

uma menor solubilidade em todas as condições de pH testadas. Porém na 

presença do líquido ruminal além do efeito do pH do meio reacional, tem-se a 

presença da microbiota ruminal que  contribui fortemente para a degradação da 

matriz polimérica. Desta forma, a blenda que apresentou maior resistência à 
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tração (1,25%) pode ter apresentado menor taxa de degradação do que a blenda 

de menor resistência (0,25%). Uma solubilização lenta indica uma maior taxa de 

liberação de enzima para o ambiente reacional ao longo do tempo, implicando 

em um aumento na concentração de açúcares redutores, conforme observado na 

Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Potencial hodrolítico das blendas de pectina-PVA ao longo de 48 h 

de incubação na presença do líquido ruminal bovino. 

 

 Os resultados obtidos neste experimento diferem do comportamento 

observado nos reatores produzidos na ausência do líquido ruminal bovino 

(Tabela 4), onde a blenda obtida com a concentração de glutaraldeído de 0,25% 

demonstrou maior retenção na capacidade de liberação da enzima para o meio 

reacional, em que foi possível observar uma atividade enzimática da α-amilase 

mesmo após 24 h de incubação; enquanto que a blenda produzida na 
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concentração de glutaraldeído de 1,25% não teve a atividade enzimática 

quantificada após 6 h de incubação. 

 A concentração de amido constatada inicialmente após a adição dos 

grânulos de milho aos reatores foi de 2,03 mg/ mL. Decorridas as 48 h de 

incubação dos materiais contendo a α-amilase imobilizada, observou-se que a 

concentração residual de amido no reator contendo a blenda confeccionada na 

concentração de glutaraldeído de 0,25% foi cerca de  7,3% superior à 

concentração de amido inicial do reator. Porém, a blenda produzida na 

concentração de glutaraldeído de 1,25% mostrou uma redução na concentração 

de amido de aproximadamente 39,9% em relação à concentração inicial. Os 

valores das concentrações remanescentes de amido mensuradas nos reatores 

após as 48 h incubação das blendas com o líquido ruminal bovino estão 

dispostos na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Concentração remanescente de amido constatada nos reatores após 48 

h de incubação com o líquido ruminal bovino. 

Reatores  Concentração de amido (mg/ mL) 

0,25% 2,19 (± 0,051) 

1,25% 0,81 (± 0,14) 

Padrão 2,62 (± 0,87) 

 *Os valores entre parênteses representam o desvio padrão verificado nos ensaios. 

  

 Os grãos de milho possuem o pericarpo como estrutura de proteção que 

lhes confere maior resistência. Esta resistência atua como uma barreira para a 

degradação microbiana e para a digestão enzimática. Segundo Philippeau et al. 
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(1996) no grão de milho duro, esta matriz proteica que encobre os grânulos de 

amido limitam a digestão ruminal do amido. 

 A partir da análise dos dados da tabela 7 verifica-se uma diferença nos 

valores da concentração de amido mensurados após incubação dos materiais, 

embora tenha sido adicionada, inicialmente, a mesma quantidade (80 g) de 

milho triturado aos reatores. Este processo pode ser explicado tanto pela ação 

microbiana presente no líquido ruminal quanto pela ação das enzimas liberadas 

a partir das blendas. Percebe que a quantidade de amido detectado no reator 

contendo a blenda confeccionada na concentração de glutaraldeído de 1,25% foi 

inferior (0,81 mg/ mL) à quantidade de amido mensurado no reator contendo a 

blenda produzida na concentração de glutaraldeído de 0,25% (2,19 mg/ mL). 

Através dos dados apresentados na Figura 13 observa-se que no reator 1,25% 

houve uma maior taxa de hidrólise do amido como resultado da ação da enzima 

α-amilase liberada a partir da blenda (1,25%), ocasionando uma diminuição na 

quantidade de amido disponível para detecção do ensaio de Fuwa. O contrário 

ocorre no reator 0,25%, em que a taxa de hidrólise da blenda (0,25%) foi menor, 

restando maior quantidade de amido para quantificação. 
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5 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Os frutos de Lobeira consistem em uma excelente fonte para obtenção de 

substâncias pécticas, uma vez que esta planta frutifica durante todo o ano com 

um longo período de colheita aliado ao fato de que cada indivíduo pode produzir 

cerca de 40-100 frutos com massas que variam entre 400-900 g/ fruto. 

 As blendas produzidas neste estudo como suporte para a imobilização da 

amilase apresentaram uma superfície bastante irregular, contribuindo de forma 

significativa para a liberação da enzima aprisionada na rede polimérica e ainda 

foram resistentes ao tratamento com solução ácida (pH 2,0) retendo parte da 

atividade enzimática. O estudo mostrou ainda que a variação na concentração de 

glutaraldeído durante a confecção das blendas não influencia diretamente na 

atividade inicial, tampouco na estimativa da atividade específica dos materiais, 

porém nos ensaios in vitro de liberação da enzima ao longo do tempo observou-

se uma maior retenção da capacidade de liberação da enzima na blenda 

produzida na concentração de glutaraldeído de 0,25%. De uma forma geral, 

todas as blendas apresentaram uma baixa resistência mecânica, sendo a blenda 

produzida na concentração de glutaraldeído de 1,25% a que se destacou das 

demais com maior resistência mecânica e menor porcentagem de elongação. 

 O processo de reticulação das blendas com glutaraldeído influenciou 

diretamente na solubilidade das mesmas. Foi constatado que as blendas 

apresentam uma dependência direta do pH do fluido circundante, sendo o pH 6,5 

aquele em que se obteve uma maior solubilização das blendas. 

A blenda produzida demonstrou-se capaz de reter parte da atividade 

enzimática (0,099 UE/ mg de material) mesmo após 48 h de incubação na 

presença de líquido ruminal bovino com uma perda de massa de 

aproximadamente 80%. 
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Nos reatores de liberação controlada da enzima observou-se que a blenda 

confeccionada na concentração de glutaraldeído de 0,25% demonstrou melhor 

desempenho quando testada na ausência do liquido ruminal bovino, mantendo 

atividade enzimática após 12 h de incubação. Porém, na presença do líquido 

ruminal bovino a blenda produzida na concentração de glutaraldeído de 1,25% 

demonstrou melhor desempenho quanto à capacidade de liberação contínua da 

α-amilase, que resulta em atividade enzimática considerável mesmo após 36 h 

de incubação.  

O teor de amido remanescente nos reatores foi menor onde se obteve a 

maior taxa de hidrólise (blenda com 1,25% de glutaraldeído) e uma maior 

quantidade de amido foi mensurada no reator em que se constatou a menor taxa 

de hidrólise mediante a ação da blenda com 0,25% do agente reticulante. 

Conforme os resultados preliminares apresentados neste trabalho, o 

material utilizado como suporte para imobilização da α-amilase apresentou 

características que o favorecem como possível candidato a liberação contínua da 

enzima (α-amilase) em ambiente ruminal bovino.  
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6 – PERSPECTIVAS 

 Como perspectivas deste trabalho têm-se:  

- Testar o sistema incorporado na ração de ruminantes como uma forma 

de minimizar o conteúdo de amido fecal. 

- Testar o sistema quanto ao seu possível efeito no processo de ganho de 

peso quando adicionado à dieta de bovinos de corte confinados. 

- Testar o sistema quanto ao seu possível efeito na produtividade de leite 

quando adicionado à dieta de vacas leiteiras de alta produção. 
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