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RESUMO

A enzima [-galactosidase tem apresentado uso crescente na industria de laticinios, visto que a
mesma pode ser utilizada para produzir uma mistura isomolecular de glicose e galactose, além
de possuir uma grande aplicacdo biotecnoldgica na producdo de leite com baixo teor de
lactose e na produgdo de galacto-oligossacarideos a partir da lactose do soro, que estd
disponivel em abundancia como um subproduto da industria de queijo. Tem-se ainda um
grande interesse na estabilizagdo da enzima imobilizada através de ligacdes covalentes
multipontuais, visto que estas ligacdes podem aumentar a rigidez da enzima e, por
consequéncia, aumentar a estabilidade frente a agentes inativantes. Neste trabalho foram
estudadas a imobilizacdo e estabilizagdo de P-galactosidase em resina de troca idnica, com e
sem cross-linking, utilizando glutaraldeido. O processo de imobilizagdo consistiu na adsor¢ao
da enzima na resina de troca i6nica Duolite A-568 ¢ a estabilizagdo do derivado enzimatico
foi realizado através da incubacdo do mesmo em tampao pH 9 a 25°C + 1°C por 24h. Foi
avaliada a influéncia da ordem das etapas de obtencdo do biocatalisador imobilizado, bem
como a influéncia do tampao utilizado e o efeito da presenga do substrato no processo de
obten¢do do mesmo. A estabilidade do biocatalisador obtido foi avaliada em relag¢do ao pH, a
temperatura e a estocagem. A enzima imobilizada foi empacotada em um reator de leito fixo
com reciclo operando em regime continuo, com intuito de avaliar o processo hidrélise neste
tipo de reator em fungdo da razdo de reciclo utilizada. Estudou-se a estabilidade operacional
do biocatalisador durante 800 tempos de residéncia em reator continuo. Os resultados
indicaram que o método de obtenc¢do de B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em
Duolite A568 que resultou na maior atividade catalitica foi a sequéncia dos processos de
imobilizacdo por adsorcdo, seguido da etapa de estabilizagdo e finalmente submetida ao
processo de ligacdo cruzada com glutaraldeido, promovendo um aumento de 44% da
atividade enzimatica, quando comparado com a atividade alcancada pelo biocatalisador obtido
pelos processos de adsor¢do e cross-linking. O emprego do tampao borato reduziu a atividade
em aproximadamente 70% quando comparado com a atividade do derivado obtido utilizando
tampao fosfato. A adigdo da lactose como composto protetor do sitio ativo da enzima durante
a imobiliza¢ao nao alterou o desempenho do biocatalisador, mostrando que o sitio ativo nao
estd diretamente envolvido no processo de imobilizagdo. O biocatalisador obtido pela
combinac¢do dos processos de adsorcdo, estabilizacdo e ligagdo cruzada mostrou-se altamente
estavel em toda a faixa de pH estudada. Foi verificada uma forte dependéncia da enzima
imobilizada em relacdo a temperatura. Para as temperaturas de 60, 57,5 ¢ 55°C foi observado
um patamar de estabilidade até os 30 minutos de incubagdo, a partir dai observa-se o processo
de inativagdo térmica. Para a temperatura de 55°C, apds 140 minutos o biocatalisador reteve
77% da atividade em relac@o a inicial. O modelo de desativagdo térmica de primeira ordem
foi o que melhor se ajustou aos resultados experimentais para descrever a cinética de
desativagdo térmica da enzima imobilizada. A energia de ativagdo do processo de desativacao
térmica de B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada foi 71,03 kcal/mol com tempos
de meia vida de 5,5 horas a 55°C. A enzima imobilizada manteve sua atividade ap6s 100 dias
de armazenamento, em tampdo acetato pH 4,5 a 4 £ 2°C. A razdo de reciclo igual a 0,5
promoveu um incremento de aproximadamente 40% da conversdo global quando comparado
como a conversao por passe alcangada para a mesma condi¢ao de operagdo.

Palavras-chave: [B-galactosidase, hidrolise de lactose, imobilizagdo, estabilizagdo, ligacdo
covalente multipontual, Duolite A568, reator de leito fixo com reciclo.
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ABSTRACT

B-galactosidase has presented increased use in the dairy industry, since it can be used to
produce a isomolecular mixture of glucose and galactose and also has wide application in
biotechnological production of milk with a low-lactose content and in production of galacto-
oligosaccharides from whey lactose, which is abundantly available as a byproduct of the
dairy industry. Having a great interest in the stabilization by multipoint covalent attachment
of the enzyme immobilized, since these bonds can increase stiffness of the enzyme and,
therefore, increase the stability against inactivating agents. In this work was studied the
immobilization and stabilization of P-galactosidase using as carrier the ion exchange resin
Duolite A568, with and without cross-linking using glutaraldehyde. The immobilization
process was constituted by adsorption of the enzyme in Duolite A-568 and the stabilization
procedure was performed by incubation of the biocatalyst in buffer pH 9 at 25 °C £ 1 ° C for
24h. Was evaluated the influence of the steps’s order to obtain the immobilized biocatalyst, as
well as the influence of buffer used and the presence of the substrate in the process of
obtaining biocatalyst. The stability of the biocatalyst obtained was evaluated with respect to
pH, temperature and storage. The immobilized enzyme was packed in a fixed bed reactor with
recycle operating in continuous, in order to assess the hydrolysis process this type of reactor
as a function of recycle ratio used. Was studied the operational stability of the biocatalyst
during 800 residence time in the reactor. The results indicated that the production’s method to
immobilize B-galactosidase from Aspergillus oryzae on Duolite A568 which improvement the
catalytic activity was the result of the immobilization process by adsorption, followed by
stabilization step, and finally subjected to the process of cross-linking with glutaraldehyde,
promoting an increase of 44% enzyme activity compared with the activity achieved by the
biocatalyst obtained by the processes of adsorption and cross-linking. The use of borate buffer
reduced the activity by approximately 70% compared with the activity obtained by using
phosphate buffer. The addition of lactose as a protective compound the active site of the
enzyme during immobilization did not alter the performance of the biocatalyst, showing that
the active site is not directly involved in the process of immobilization. The biocatalyst
obtained by the combination of adsorption processes, stabilization, and crosslinking was
highly stable over the entire pH range studied. It was observed a strong dependence of the
immobilized enzyme in relation to temperature. At temperatures of 60, 57,5 and 55 °C there
was a level of stability to the 30 minutes of incubation, from there one can observe the
thermal inactivation process. At 55 °C after 140 minutes, the biocatalyst retained 77% its
activity relative to baseline.The model of thermal deactivation of the first order was the best
fit to the experimental results to describe the kinetics of thermal deactivation of the
immobilized enzyme. The activation energy of thermal deactivation process of f-
galactosidase from Aspergillus oryzae immobilized was 71,03 kcal/mol with half-lives of 5,5
hours at 55 °C. The immobilized enzyme retained its activity after 100 days of storage in
acetate buffer pH 4.5 at 4 + 2 ° C. The recycle ratio of 0,5 promoted an increase of
approximately 40% of the overall conversion as compared to the conversion per pass achieved
for the same operating condition.

Keywords: [-galactosidase, lactose hydrolysis, immobilization, stabilization, covalent
multipoint, Duolite A568, fixed bed reactor with recycle.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

A lactose é um dissacarideo abundante no leite e no soro de leite, contudo a sua
utilizacdo em produtos lacteos € bastante limitada devido ao seu baixo poder adocante, a sua
baixa solubilidade, forte tendéncia a absorver odores e sabores, além de ser um agucar
higroscopico, o que causa o endurecimento dos derivados lacteos em p6. Outra restricao deve-
se a intolerancia a este dissacarideo por grande parte da populagdo mundial. A utiliza¢do de
soro de leite tem sido limitada, sendo este normalmente descartado como um efluente de
dificil degradagdo, em funcdo de seu alto teor de lactose (CARMINATTI, 2001).

A produgao mundial do leite de vaca em 2009 foi de 583 bilhdes de litros, estando o
Brasil na quinta posicdo no ranking dos maiores produtores mundiais, produzindo cerca 29
bilhdes de litros/ano (EMBRAPA, 2011). Quanto a producdo de queijos, o Brasil € o terceiro
maior produtor mundial, com um total de aproximadamente 614.000 toneladas em 2009,
gerando em torno de 5,5 milhdes de toneladas de soro de leite (USDA, 2010).

Atualmente as industrias de laticinios tém realizado investimentos tanto na
renovacdo de produtos, como no lancamento de outros, tendo todos estes o leite como
matéria-prima essencial. O leite ¢ uma emulsdo estdvel, complexa e nutritiva de gordura,
proteinas, lactose, vitaminas e outros componentes que se encontram sSuspensos na agua
Gragas a ele e a seus derivados, obtém-se o aporte mais importante de calcio para o
organismo. (LEITE, 2009).

Entretanto, grande parte da populacdo mundial ndo pode desfrutar dos beneficios
proporcionados pelo leite devido a algum grau de rejeicao aos produtos lacteos. A intolerancia
a lactose ¢ definida como a incapacidade do organismo de hidrolisar a lactose no intestino
delgado, isto acontece devido a auséncia total ou a quantidade insuficiente da enzima lactase
no aparelho digestivo, € por consequéncia a lactose ndo hidrolisada chega ao intestino grosso
onde ¢ fermentada por bactérias, produzindo acido latico e gases, tais como, gas carbonico e
hidrogénio. A intolerdncia a lactose ¢ um problema comum, estimado em 20-25% na
populacdo brasileira de acordo com a Escola Paulista de Medicina, apesar de pouco
diagnosticada (FREITAS, 2007).

A hidrolise da lactose ¢ um processo promissor para a industria de alimentos porque
possibilita o desenvolvimento de novos produtos sem lactose em suas composigdes,

aumentando assim a disponibilidade de nutrientes aos produtos lacteos e a nivel mundial, a
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atenuacdo por intolerancia a lactose. Além disso, a hidrélise de lactose para a producdo de
monossacarideos mais doces como a glicose e galactose permite sua utilizacdo como
edulcorantes nos xaropes gelados e outros produtos lacteos e também em alimentos nao-
lacteos (GANZLE, HAASE e GELLEN, 2008). Esta conversdo ¢ de consideravel interesse,
pois os produtos da hidrdlise, em combinacdo, sdo mais doces, mais soliveis, diretamente
fermentados ¢ imediatamente absorvidos no intestino do lactente (MORRISSEY, 1985).

Enzimas adequadas a serem usadas na industria de alimentos sdo produzidas por
micro-organismos considerados seguros. Para a hidrolise de lactose em leite e produtos
lacteos, enzimas de leveduras Kluyveromyces lactis ou marxianus e fungos filamentosos
Aspergillus niger e oryzae sdo aceitas. As enzimas de fungos filamentosos (bolores e
leveduras) podem ser usadas em soro acido, ja que seu pH 6timo situa-se na faixa de 2,5 a 5,0,
mas sdo muito estaveis na faixa de pH entre 2,5 e 7,0, podendo ser utilizadas para leite e soro.
As enzimas de leveduras podem ser usadas em leite e soro doce, ja que seu pH 6timo situa-se
entre 6,0 ¢ 7,0 e as de bactéria apresentam pH de maior atividade na faixa de 6,5 a 7,5
(FREITAS, 2007).

Lactase, enzima responsavel pela hidrolise de lactose pode ser encontrada em micro-
organismos, bem como em tecidos animais. No entanto, o uso de ambos ¢ limitado por
consideracdes econdmicas. Essa desvantagem pode ser superada através da utilizacdo de
enzimas imobilizadas, que sdo biocatalisadores mais estaveis e passiveis de reutilizacdo,
reduzindo assim os custos envolvidos (NERI et al., 2008).

Nos ultimos anos, tem sido extensivamente estudada a imobilizagdo enzimatica para
a sua utilizagdo em aplicagdes alimentares. A [-galactosidase tem recebido um especial
interesse, pois a mesma pode ser utilizada para produzir uma mistura isomolecular de glicose
e galactose. A grande aplicagdo biotecnoldgica desta enzima estd na produgdo de leite com
baixo teor de lactose (e seus derivados produtos lacteos), para consumo por pessoas
intolerantes. Além disso, também podem ser formados galacto-oligossacarideos (MARTINS e
BURKERT, 2009).

Outra aplicagao importante de -galactosidase ¢ na hidrélise da lactose presente em
residuos da industria de laticinios. Essa hidrolise, ao produzir glicose e galactose, faz com que
o residuo seja facilmente consumido por grande numero de micro-organismos, pois ha
reducdo na produgdo de acido latico (LADERO, SANTOS e GARCIA-OCHOA, 2001).

Segundo Park et al. (2008) o potencial de uso industrial de uma B-galactosidase sera

tanto maior quanto maiores seus intervalos de temperatura e pH admissiveis. Assim, a
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imobilizacdo enzimatica tem se apresentado alternativa viavel para incremento da atividade e
estabilidade do biocatalisador em relagdo a temperatura e pH.

Existem diversas técnicas de imobilizacdo enzimatica disponiveis, o processo por
adsorcdo tem um potencial comercial mais elevado do que outros métodos, isto porque o
processo de adsor¢do ¢ mais simples, menos oneroso, mantém uma alta atividade catalitica, e
mais importante, o suporte pode ser reutilizado varias vezes apds a inativacdo da enzima
imobilizada. A imobilizagdo da enzima em resina de troca ionica € efetuado através de um
procedimento simples, quando comparado com outros métodos de imobilizacdo. Ela envolve
basicamente interagdes i6nicas e eletrostaticas (MARQUEZ et al., 2008).

Além dos intimeros estudos sobre as técnicas e condigdes de imobilizagdo
disponiveis na literatura, ha um grande interesse no processo de estabilizagdo da enzima
imobilizada através de ligagdes covalentes multipontuais, visto que estas ligagdes podem
aumentar a rigidez da estrutura tridimensional da molécula de enzima e, por consequéncia,
aumentar a estabilidade da enzima imobilizada frente a diferentes agentes inativantes, tais
como, temperatura, pH, solventes organicos entre outros (MATEO et al., 2007).

Com base no exposto at¢ o momento, tem-se como objetivo do presente trabalho
avaliar o processo de hidrolise de lactose por P-galactosidase de Aspergillus oryzae
imobilizada em Duolite A-568 por combinacdo dos métodos de adsorcdo fisica, ligacdo
covalente multipontual e ligacdo cruzada. Como objetivos especificos t€ém-se:

» Estudar o processo de estabilizacdo da enzima imobilizada através de ligacdes
multipontuais;

* Avaliar a influéncia da composi¢do do tampao pH 9 utilizado na etapa de
estabilizagao;

» Analisar a efeito da presenca do substrato durante a imobilizagdo na retencdo
da atividade catalitica do biocatalisador obtido;

» Determinar a estabilidade do biocatalisador imobilizado em relagdo a
temperatura, pH e estocagem;

» Avaliar hidrolise de lactose do permeado de soro de leite pela enzima f-
galactosidase imobilizada em reator de leito fixo com reciclo;

= Estudar a estabilidade operacional do reator de leito fixo com reciclo utilizando

permeado de soro de leite como substrato.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo ¢ apresentada uma revisdo da literatura sobre os temas pertinentes a
este trabalho, dando énfase para o leite, o soro de leite, hidrolise de lactose, que vem sendo
motivo de muitos estudos. Foi realizada uma revisdo dos trabalhos que utilizam enzimas
imobilizadas, bem como reatores enzimaticos para hidrdlise de lactose em leite e soro de leite.
Também sdo apresentados fundamentos tedricos sobre os processos de estabilizagdo por

ligagdo multipontual, assim como os fatores que influenciam neste processo.

2.1 Leite

Segundo a instru¢do normativa n° 51 publicada em 2002 pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o leite ¢ o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (BRASIL, 2002). Segundo Sgarbieri (1996) o leite, produto de secrecdo das
glandulas mamarias, ¢ um fluido viscoso constituido de uma fase liquida e particulas em
suspensdo, € em condi¢des normais de temperatura ou de refrigeragcdo, forma uma emulsdo
natural e estavel.

A composi¢do do leite ¢ determinante para o estabelecimento da sua qualidade
nutricional e adequacdo para processamento ¢ consumo humano. A composi¢ao do leite de
vaca varia de acordo com a espécie, a raga, a alimentacdo, o tempo de gestagdo e outros
fatores. Assim, ¢ dificil definir uma composi¢do “normal” do leite. Entretanto, as relagdes
entre seus diferentes constituintes sdo muito estaveis e podem ser utilizadas para indicar se
houve qualquer adulteragdo na sua composicdo (BLOWEY, 1992). A composi¢ao aproximada
do leite de vaca ¢ apresentada na Tabela 2.1.

A agua ¢ o constituinte quantitativamente mais importante, no qual estdo dissolvidos,
dispersos ou emulsionados os demais componentes. A maior parte da 4gua encontra-se como
agua livre, embora haja agua ligada a outros componentes, como a proteinas, lactose e
substancias minerais. A gordura no leite ocorre como pequenos globulos contendo
principalmente triacilglicero6is, envolvidos por uma membrana lipoproteica. O leite de vaca

possui aproximadamente 440 ésteres de acidos graxos e os principais sdo o acido palmitico e
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o0 acido oléico. A gordura ¢ o constituinte que mais sofre variagdes em razdo de alimentacdo,

raca, estacdo do ano e periodo de lactacao (SILVA, 1997).

Tabela 2.1 - Composi¢cao média do leite de vaca.

Constituinte Teor (g/kg) Variacdo (g/kg)
Agua 873 855-887
Lactose 46 38-53
Gordura 39 24-55
Proteinas 32,5 23-44
Substancias minerais 6,5 5,3-8,0
Acidos organicos 1,8 1,3-2,2
Outros 1,4 -

Fonte: Adaptado de Walstra e Jenness, 1984.

A lactose ¢ o carboidrato mais importante do leite e ¢ conhecida popularmente como
“acticar do leite”. Praticamente, o leite e o soro de leite sdo as fontes exclusivas de lactose, ¢ a
lactose € encontrada nas proporgdes (em termos de solidos totais) de 40% a 50% no leite
desnatado e 75% no soro de leite (SPREER, 1975; GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985;
HOLSINGER, 1988; PORTO, 2001). A lactose confere ao leite um sabor ligeiramente doce ¢
constitui fonte de carbono de micro-organismos, sobretudo leveduras que crescem no leite,
visando a produgdo de biomassa, etanol, acidos orgénicos, enzimas e extrato de levedura
(WALSTRA e JENNESS, 1984).

As proteinas do leite sdo subdivididas em caseina (80%), sendo a principal proteina
do leite, ¢ uma substancia coloidal complexa, associada ao calcio e ao fosforo, podendo ser
coagulada por ag¢do de acidos, coalho e/ou alcool; e proteinas do soro (20%), que se
encontram completamente dissolvidas na agua do leite, sdo formadas pelas fragdes: albumina
do soro, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas e protease-peptonas (TRONCO,
2003).

Diversas enzimas podem ser encontradas no leite, tais como lipases, proteinases,
oxido-redutases, fosfatases, catalase e peroxidase. O desenvolvimento, intencional ou ndo, de
micro-organismos no leite contribui para o complexo enzimatico. A atividade dessas enzimas
¢ influenciada pelas condigdes do meio (temperatura, pH, acesso ao substrato), sendo

alteraveis pelo processamento tecnoldgico. O leite contém teores consideraveis de cloro,
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fosforo, potassio, sodio, calcio e magnésio e baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e
manganés, formando sais orgdnicos e inorganicos. A associacdo entre os sais e as proteinas do
leite ¢ um fator determinante para a estabilidade das caseinas frente a diferentes agentes
desnaturantes (SILVA, 1997). O leite contém ainda diversas vitaminas, classificadas como
lipossoluveis, A, D, E, e K e hidrossoluveis, B e C (TRONCO, 2003).

O sabor levemente adocicado do leite fresco deve-se principalmente a lactose,
contudo todos os elementos do leite contribuem de forma direta ou indireta na sensagdo de
sabor. O leite possui uma cor definida como branco-amarelada e opaca, que se deve
principalmente a dispersdo da luz pelas micelas de fosfocaseinato de calcio. Os globulos de
gordura também dispersam a luz, mas contribuem muito pouco para a cor branca do leite. O
caroteno e a riboflavina contribuem para a cor amarelada (BELITZ, GROSH e
SCHIEBERLE, 2009).

As principais propriedades fisico-quimicas do leite sdo: pH, que varia de 6,4 a 6,9;
acidez, cujos valores estdo entre 0,14 a 0,18 g de acido latico em 100 mL; densidade relativa,
que varia de 1,028 a 1,034 g/mL e indice crioscopico maximo de -0,512°C, sendo esta
caracteristica a mais constante do leite ¢ aquela mais utilizada pelos laticinios para deteccdo
de adulteragdo do mesmo com agua. Essas propriedades auxiliam na caracterizacdo do leite e
determinagdo da sua qualidade (BRASIL, 2002).

O leite bovino ¢ comercializado em sua forma liquida, integral ou desengordurado, e
pasteurizado ou esterilizado. Essas mesmas formas sdo também comercializadas desidratadas,
leite em po6. Além disso, a industria criou nichos de mercado dentro do segmento, com
produtos para cada tipo de necessidade especifica, onde ¢ possivel encontrar leite enriquecido
com ferro e calcio, com 0% de gordura, isento de lactose, com adi¢go de fibras, com adicdo de
melatonina, ficando a critério do consumidor escolher qual o melhor produto para a sua

necessidade.

2.2 Soro lacteo

Ha cerca de 3000 anos o soro de leite foi descoberto quando estdmagos de bezerros
foram usados para armazenar e transportar leite, resultando na transformagao do leite em
coalhada por meio da acdo natural da enzima quimosina localizada no estdmago dos vitelos

(SMITHERS, 2008).
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As industrias de produtos lacteos geram trés residuos na forma liquida: o soro,
subproduto da industria de queijo e caseina, o leitelho, resultante da producdo de manteiga e o
leite 4cido. O soro € o de maior importancia devido ao volume produzido, ao amplo espectro
de possibilidades de reutilizagdo visto seu potencial nutritivo e, principalmente seu elevado
poder poluente (ZIMMER, 2006).

O soro lacteo pode ser definido como a por¢do aquosa que se separa do coagulo
durante a fabricagdo convencional do queijo ou manufatura da caseina. E um liquido quase
opaco, de cor amarelo-esverdeado, consiste em aproximadamente 85 a 90% do volume do
leite utilizado na producdo de queijo e retém cerca de 55% dos nutrientes do leite. A
composicdo natural do soro ¢ rica em lactose (4,0 a 5,0%) e proteinas (0,7 a 0,9%), e possui
pequenas quantidades de acidos organicos, lipideos e sais minerais (MIZUBUTI, 1994).

Do ponto de vista industrial, o soro de leite pode ser classificado em dois tipos de
acordo com a forma de remoc¢ao da caseina. Se a remocao da caseina presente no soro ¢ feita
pela adigdo de acido (pH 4,6) o soro ¢ denominado soro acido, ja se a caseina for removida
pela acdo da renina tem-se o soro doce, que contém, em geral, maior quantidade de pequenos
peptideos e aminoacido livres, que sdo resultantes da acao da renina sobre as caseinas
(PINTO, 2008). Segundo Sgarbieri (2004) o soro de leite também pode ser obtido pelo
processo de separagdo fisica das micelas de caseina por micro-filtracdo, obtendo-se um
concentrado de micelas e as proteinas do soro, na forma de concentrado ou isolado protéico.

A composicao quimica do soro depende da composicao quimica do leite que varia de
acordo com a alimentagdo, reproducdo, diferenca individual do animal e do clima
(JOHANSEN, VEGARUD e SKEIE, 2002). Além disso, a composi¢do ¢ o tipo de soro
produzido na industria leiteira variam em funcdo dos processos tecnoldgicos empregados, do
leite utilizado e do tipo de queijo fabricado (TEIXEIRA; FONSECA, 2008). Na Tabela 2.2 ¢
apresentada uma comparacdo entre as composi¢oes do leite integral, leite desnatado, soro

doce e soro acido.
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Tabela 2.2 — Composicdo do leite integral, leite desnatado e do soro de leite doce e acido.

Componente Soro Doce Soro Acido
Leite Integral  Leite Desnatado
(%) (pH 6,7) (pH 4,6)
Umidade 84,7 90,4 93,7 93,5
Lactose 4.8 5,1 4.9 4.9
Gordura 3,5 0,1 0,5 0,04
Proteina 3,5 3,6 0,8 0,7
Cinzas 0,7 0,7 0,5 0,8

Fonte: USDEC, 2009

A producdo de soro de leite aumentou acentuadamente nas ultimas décadas,
juntamente com a producdo de queijo (DERMIKI et al., 2008), sendo estimada na ordem dos
160 milhdes de toneladas por ano (MAGALHAES et al., 2010). Em média, em todo o mundo,
o volume de soro de leite esta crescendo a uma taxa quase a mesma que os volumes de leite,
cerca de 42% ao ano (SMITHERS, 2008).

O soro lacteo apresenta potencial poluidor, aproximadamente, 100 vezes maior que o
do esgoto doméstico (PORTO, SANTOS e MIRANDA, 2005). E quando o soro ¢ despejado
junto com os demais residuos liquidos das industrias de laticinios pode significar a duplicagao
do sistema de tratamento, pois exibe uma alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO),
apresentando valores de 30-50 g L™ e uma Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) da ordem
de 60-80 g L' A grande responsavel pela alta DBO e DQO ¢ a lactose. A estabilizagdo por
métodos convencionais para o tratamento biologico do soro ¢ dificultado pelo fato deste
apresentar alta concentragdo de matéria orginica e deficiéncia de nitrogénio (GIROTO;
PAWLOWSKY, 2001).

Por muito tempo o soro foi considerado um problema no que se refere a residuo
industrial ou produto com valor comercial residual, utilizado apenas como alimentacdo
animal. Contudo, nas trés ultimas décadas, foi percebido o potencial economico da utilizagao
do soro como fonte de produtos de valor agregado, visto que contém metade dos solidos do
leite e alto valor nutritivo (TREMARIN, 2007).

Recentemente, a procura de soro de leite comegou a aumentar devido aos beneficios
que as proteinas de alta qualidade encontrada no mesmo oferecem as criancas, adultos e
idosos. O aumento de aplicagdes farmacéuticas das fragdes de proteinas para o controle da

pressdo arterial e para indu¢do do sono pode aumentar ainda mais o mercado (KOSSEVA et
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al., 2009). Os produtos de soro apresentam a importante vantagem de possuirem propriedades
funcionais, além de ser uma fonte concentrada de nutrientes lacteos, sobretudo proteinas de
elevado valor nutricional e calcio (THAMER; PENNA, 2006).

Em relacdo aos aspectos nutricionais e fisioldgicos, as proteinas do soro do leite
podem ser usadas em aplicagdes nutricionais, como formulas enterais e infantis; na forma de
proteinas nativas ou pré-digeridas contribui com o baixo valor calérico dos alimentos; e na
substitui¢do de gordura, ou na formulacdo de alimentos e bebidas saudaveis (CAPITANI et
al., 2005).

De acordo com Pacheco et al. (2005) as proteinas do soro apresentam algumas
vantagens em relacdo a caseinas. Diferengas fundamentais no metabolismo e¢ na agdo
fisiologica das caseinas e das proteinas de soro de leite baseiam-se na propriedade das
proteinas do soro ndo sofrerem alteragdes conformacionais pelos acidos estomacais. Ao
atingirem o intestino delgado s3o rapidamente digeridas e seus aminodcidos absorvidos,
elevando rapidamente a concentragdo aminoacidica do plasma e estimulando a sintese de
proteinas nos tecidos (SGARBIERI, 2004).

Tem-se observado que, enquanto nos paises desenvolvidos cerca de 95% do total do
soro ¢ utilizado na industria de alimentos, no Brasil apenas 50% da producdo ¢ utilizada
(CASTRO et al., 2009). A maior parte do soro pode ser utilizada diretamente sob a forma
liquida, desde o uso como matéria-prima na elaboragdo de ricota e bebidas lacteas, até a
utilizacdo de modernas tecnologias para obtencdo de produtos especificos e/ou novos
produtos a serem formulados (ALMEIDA et al., 2004; PORTO, SANTOS E MIRANDA,
2005; TEIXEIRA; FONSECA, 2008).

As bebidas contendo soro lacteo sdo, hoje, uma realidade no mercado brasileiro,
sendo processadas de diversas formas como UHT (ultra-high temperature), pasteurizadas,
fermentadas semelhantes ao iogurte, soft-drinks, carbonatadas e em diversos sabores, como
morango, chocolate, frutas citricas, etc., com um mercado consumidor promissor. Dessa
maneira, € crescente o nimero de pesquisas com bebidas contendo soro de leite (ALMEIDA,
BONASSI E ROCA, 2001; THAMER; PENNA, 2006; ALMEIDA, TAMIME e OLIVEIRA,
2009; PFLANZER et al., 2010).

Estudos recentes t€ém demonstrado a viabilidade da utilizagdo do soro liquido em
concentragdes que variam de 30% a 70% na produgdo de bebidas lacteas, com caracteristicas

proximas ao iogurte natural em relacdo a coloracdo e ao aroma. A viscosidade da bebida pode
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variar de relativamente baixa, semelhante a de uma mistura leite e suco de frutas, até a
viscosidade dos tradicionais iogurtes para beber (PENNA, ALMEIDA e OLIVEIRA, 2009).

O fracionamento do soro em lactose e proteinas permite a utilizacdo dos constituintes
de maior importancia comercial presentes no soro de leite. A lactose tem varias propriedades
funcionais uteis que tornam sua aplicagdo desejavel em industrias alimenticias e
farmacéuticas (BALDASSO, 2008; MATHUR et al., 1980).

O permeado de soro de leite pode ser obtido através da remocgdo de proteina do soro
de leite, por membranas de ultrafiltracdo, seguido de concentracdo em evaporadores tubulares
e posterior desidratagdo. O permeado pode ser utilizado em diversos produtos, tanto para
alimentagdo humana quanto para alimentacdo animal, podendo ser usado em: produtos
carneos, lacteos, panificagdo, confeitaria, snacks, salgadinhos, sorvetes, suplemento alimentar,

racdo animal, farmacos, entre outros (http://sooro.com.br/).

O soro na forma de concentrados protéicos vem sendo aplicado pela industria de
alimentos na confec¢do de produtos dietéticos, nos quais age como substituinte da gordura,
em produtos de panificagdo, confeitaria, carneos, sopas, molhos para salada, alimentos
infantis, bebidas para atletas, dietas enterais ¢ produtos lacteos (ANTUNES, CAZETTO e
BOLINI, 2004). Algumas possibilidades para o aproveitamento de soros lacteos (OLIVEIRA,
2000):

» Bebidas carbonatadas e fermentadas

» Bebidas energéticas

* Producdo de biscoitos, alimentos lacteos em pod

* Precipitados de albuminas e globulinas como aditivos alimentares

* Preparados de albuminas utilizados como suplemento de valor nutritivo de
alguns elementos

* Preparados cosméticos e farmacéuticos

» Fabricacdo de alcool

» Producdo de lactose

» Fabricacdo de queijo de soro, Ziger, Urda, Ricotta, etc

» Fabricacdo de acido lactico para a industria farmacé€utica ou alimenticia

= Meio de fermentagdo para a fabricacdo de antibidticos, combustiveis (metano)

» Biomassa para a producdo de alimentos
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Com o continuo desenvolvimento de tecnologia e crescente responsabilidade
ambiental por parte das indistrias, a imagem do soro estd mudando rapidamente de efluente
para uma fonte valiosa de nutrientes, e possibilidade de desenvolvimento de produtos de valor
agregado. A hidrélise da lactose presente no soro lacteo mostra-se como uma alternativa para
producdo de derivados lacteos com baixo teor de lactose, além da possibilidade de producdo

de galactooligossacarideos.

2.3 Lactose

A lactose (C12H2201;) € um po branco, cristalino, soltivel em agua, insolivel em
alcool e éter, que se encontra principalmente no leite, e por isso também se denomina agticar
de leite. Apresenta baixa solubilidade, fraco poder adogante (Tabela 2.3) e incapacidade de

ser fermentado por diversos micro-organismos (BRITO, 2007).

Tabela 2.3 — Poder adogante relativo e solubilidade de alguns dissacarideos e

monossacarideos
Poder adocante Solubilidade (g lactose/100 g dgua)
Acucar
relativo 10 °C 30 °C 50 °C
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70
D-frutose 173 - 82 87

Fonte: ZADOW, 1984

Formado de galactose e glicose, a lactose que no leite cru ¢ responsavel por 40% do
total de solidos, e nos leites desengordurados corresponde a 54% dos s6lidos totais. No soro a
lactose ¢ o composto s6lido em maior quantidade em torno de 70% em base seca (MATTILA-
SANDHOLM; SAARELA, 2003).

A lactose ¢ um dissacarideo constituido por um radical B-D-galactose ¢ um radical a-
D-glicose unidos por ligagdo glicosidica B-1,4. Seu nome quimico ¢ 4-O-B-D-galacto-
piranosil-a-D-glucopiranose e¢ pode ser identificado como 4-(f-D-galacto-sido)-D-glucose

(Figura 2.1). A lactose ¢ considerada um acglcar redutor, porque o grupo no carbono
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anomérico da porg¢do glicose ndo esta envolvido na ligacdo glicosidica, portanto, ela esta livre

para reagir com agentes oxidantes (CAMPBELL, 2005).

Figura 2.1 — Molécula de lactose. (Fonte: www.3dchem.com)

A lactose apresenta-se em duas formas anoméricas, a e B, diferindo somente nas
posi¢des relativas do hidrogénio e do grupo hidroxila no atomo de carbono, contudo a forma a
¢ frequentemente mais usada em aplicacdes industriais. A estrutura da a-lactose e da B-lactose

sdo apresentadas respectivamente na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Estrutura molecular de o-lactose e p-lactose (GANZLE et al., 2008)

Conforme Brito (2007), a lactose, em solu¢do aquosa, consiste de 61,5% de andmero
B e 38,5% de a. O equilibrio entre ambas as formas ¢ estabilizado por mutarrotacio, ou seja,
pode ocorrer uma mudanga na posi¢cdo da hidroxila e do hidrogénio do grupo redutor da
lactose, fazendo com que a forma a se transforme em [3 e vice-versa. Essa mudanca na rotacdo
e a transformac¢do de uma forma na outra persiste até que haja o equilibrio mutarrotacional.
As formas [} e o possuem caracteristicas fisicas distintas, como por exemplo, a solubilidade. A
forma o possui “solubilidade verdadeira”, a 15°C, de 7g/100g de agua, enquanto que a forma
B, sob as mesmas condi¢des, apresenta solubilidade de 50g/100g de 4gua (a solubilidade
média da lactose, a 20°C, ¢ de 20g/100g de agua). Por isso, o fendmeno da mutarrotagdo ¢é
muito importante no processo de cristalizacdo (NICKERSON, 1974).

Segundo Kiska et al. (1973), o processo de cristalizagdo da lactose ¢ condicionado a
varios fatores, como a velocidade de mutarrotagdo das formas a e 3, o grau de saturacdo da
solucdo, viscosidade, pH e a temperatura dos produtos lacteos. A formacdo de cristais de
dimensoes superiores a 10 micrOmetros contribui para o aparecimento de uma estrutura
arenosa nos produtos lacteos, causando sua depreciagao.

Muitas aplicagdes podem ser propostas para a utilizacdo da lactose, principalmente
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas em relagdo a outros agucares. Na industria de

alimentos pode ser utilizada na preparagdo de condimentos, de produtos para confeitarias,
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padarias e para uso como xarope. A lactose pode ser ainda utilizada em grau farmacéutico,
para isso a lactose em po € concentrada e parcialmente acidificada, além de ser submetida a
diversos tratamentos subsequentes (BRANDAO, 1994).

E possivel utilizar a lactose presente no soro de leite como substrato de fermentagdo
a fim de se obter diversos produtos de aplicacdo industrial, ja que constitui uma fonte de
energia consideravel para os micro-organismos (ORDONEZ, 2005).

A lactose, um dos principais constituintes do soro de leite, pode ser transformada
enzimaticamente a galacto-oligossacarideos (GOS), que sdo facilmente utilizados por
bifidobactérias, contribuindo assim para um melhor funcionamento do trato digestivo (HA;
ZEMEL, 2003). Os beneficios da ingestdo de GOS sdo aumento da populacdo de
bifidobactérias no colon e, por efeito antagonico, supressdo da atividade de bactérias
putrefativas, reduzindo a formagdo de metabolitos toxicos e producdo de acidos graxos de
cadeia curta (SANTOS, SIMIQUELI ¢ PASTORE, 2009).

A remocdo da lactose dos derivados lacteos (leite, soro de leite) tem sido
extensamente estudada devido aos problemas nutricionais (intolerancia a lactose) e aos
interesses tecnoldgicos (solubilidade, poder adocante e funcionalidade) envolvidos no

desenvolvimento de produtos baseados na industria de laticinios.

2.4 Intolerancia a lactose

A intolerancia a lactose ¢ uma afec¢do da mucosa intestinal que a incapacita a digerir
a lactose devido a deficiéncia de uma enzima denominada lactase (B-D-Galactosidase).
Acredita-se que esta condigdo afeta mais de 75% da populagdo mundial, dos quais
aproximadamente 5% ocorrem no norte da Europa e mais de 90% em alguns paises da Asia e
da Africa. No Brasil 20 a 25% da populacio sofre de intolerancia a lactose. Estudos mostram
prevaléncias de 8% a 45% nas regides sudeste e sul, com aumento significativo na regido
nordeste, 75%. Estes dados sdo explicados pelo fato de a raga negra ter normalmente menor
produgdo de lactase, com a idade, que a branca (SPARVOLI, 1989; PRETTO et al., 2002;
PEREIRA FILHO e FURLAN, 2004; FRYE, 2002).

Existem trés situacdes possiveis em relacdo a lactose, a saber, a intolerancia, a
alergia e a sensibilidade, que sdo constantemente confundidas, por isto ¢ de suma importancia
entender a clara diferenca entre elas. A intolerancia ¢ uma reacdo adversa que envolve a

digestdo ou o metabolismo, causando inchaco, flatuléncia, dores abdominais, diarréia, porém
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ndo envolve o sistema imunitario. A alergia consiste numa resposta do sistema imunitario a
componentes alimentares, geralmente proteinas; ¢ quase que exclusivamente limitada aos
recém-nascidos. A sensibilidade evidencia-se como uma resposta anormal, por vezes com
uma reacdo semelhante a da alergia (INSUMOS, 2010).

A deficiéncia de -galactosidase ¢ geralmente diagnosticada com base em historia de
sintomas gastrointestinais, que ocorrem apods ingestdo do leite, por teste para niveis anormais
de hidrogénio na respiragdo (a fermentagdo da lactose digerida resulta na produgdo de
hidrogénio), ou medicdo da atividade dissacariddsica da mucosa intestinal por intubacgdo
intestinal (LOMER, PARKES E SANDERSON, 2008).

Existem trés classes de intolerancia a lactose, decorrentes de diferentes processos:
deficiéncia congénita da enzima; diminuicdo enzimatica secunddria oriunda de doengas
intestinais; deficiéncia primaria ou ontogenética (FARIAS; FAGUNDES NETO, 2004;
LONGO, 2006):

» Deficiéncia congénita de lactase: ¢ um defeito genético muito raro e
manifesta-se nos recém-nascidos, logo apds a primeira ou segunda ingestdo de
leite, sendo uma condi¢cdo permanente. Existem apenas algumas dizias de casos
levantados no mundo todo.

» Diminui¢do enzimdtica secundaria: ¢ a mais comum ¢ pode ocorrer em
consequéncia de doencas que causam algum tipo de dano @ mucosa intestinal ou
apos as cirurgias no aparelho digestivo, ou também em prematuros em que uma
imaturidade enzimatica associada a um processo infeccioso ocasiona uma
deficiéncia tempordria de lactase, sendo eliminada & medida que houver
recuperacdo dessas células, mas pode levar a intolerancia.

» Deficiéncia primaria ou ontogenética: € o tipo mais comum na populagio,
consiste em uma tendéncia natural do organismo em diminuir a producdo de
lactase com o avangar da idade.

Quanto ao tratamento, no caso de intolerdncia congénita a lactose, existe a
necessidade de seguimento de dieta isenta de lactose. Se a deficiéncia enzimatica for
adquirida, essa forma de se alimentar ndo ¢ permanente, podendo-se retornar a dieta habitual
apos a resolucdo do problema. No caso de deficiéncia ontogénica, como existe apenas uma
diminuicdo de atividade enzimatica, ndo ha a necessidade de excluir a lactose completamente
da dieta, bastando haver uma redugdo da quantidade de leite e derivados de acordo com a

tolerdncia individual. Uma das grandes preocupacdes com a diminuicdo da lactose na
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alimentacdo ¢ a garantia do fornecimento de quantidade apropriada de proteinas, calcio,
riboflavina e vitamina D, que tem no leite e em seus derivados sua maior fonte (UGGIONI;
FAGUNDES, 2006).

Segundo During et al. (1998), mais de 50% da populagdo mundial apresenta
condicao de deficiéncia de lactase, sendo esta uma das mais comuns desordens genéticas. No
entanto, a lactose age como um promotor na absor¢@o e na retencdo de calcio no intestino e na
absor¢do de magnésio e manganés (MANAN, KARIM e KIT, 1999). Também prolonga a
acdo da vitamina D, em caso de reducdo da radiacdo solar, e ajuda na prevencdo do
raquitismo e da osteomalacia (KOCIAN, 1988). Segundo Moriwaki e Matioli (2000), a
reducgdo ou eliminagdo do leite e seus derivados da dieta de criangas intolerantes a lactose
pode comprometer a absorcdo de proteina e riboflavina, além do calcio. Portanto ¢
recomendada a adicdo de calcio nos produtos lacteos sem lactose ou com quantidade de
lactose reduzida porque a absor¢do desse mineral no intestino ¢ baixa quando ndo se tem a
presenca de lactose (KOCIAN, 1988).

De acordo com O’connell ¢ Walsh (2006) nenhum dos medicamentos disponiveis no
mercado possui os critérios adequados para suplementagao da hidroélise de lactose no trato
digestivo humano com lactase como medicamento, pois sdo instaveis no pH estomacal e nao
ajudam a todos os individuos da mesma forma. Isto justifica a importancia da hidrolise antes
da ingestao do alimento.

Um estudo realizado com chineses, tidos como intolerantes a lactose, mostrou que
uma introducdo gradual de leite pode ser aceitavel e o leite ¢ melhor tolerado quando
consumido junto a uma refei¢do. Mesmo os intolerantes a lactose podem tolerar uma por¢ao
de leite em uma refeigdo sem apresentarem desconfortos gastrintestinais (TORRES, 2004).

Aproximadamente 70% dos descendentes de africanos, 95% dos asiaticos e 53% dos
hispanicos sdo intolerantes a lactose, comparados com apenas 10% a 15% dos americanos
brancos e descendentes de norte-europeus (SHAH FEDORAK e JELEN, 1992; TORRES,
2004). Estudo sobre auto-avaliagdo a intolerancia a lactose envolvendo aproximadamente
3.500 pessoas entre 19 e 70 anos de idade, provenientes de 03 grupos étnicos-raciais,
(brancos, africanos americanos e hispano-americanos) apontam que 12,3% dos entrevistados
se auto-avaliam intolerantes a lactose (NICKLAS et al., 2011).

A hidrolise da lactose € uma das principais tecnologias aplicadas para a producgdo de
produtos lacteos com baixa lactose, ainda existem outras técnicas para remog¢ao da lactose do

leite. O método preferencialmente utilizado hoje ¢ a hidrélise enzimatica pela adigdo de f-
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galactosidase. A lactose pode ser hidrolisada antes do tratamento térmico, ou apos, se a
enzima for adicionada antes do envase do produto. Ao ser adicionada ao leite, a enzima 3-
galactosidase efetua a quebra da molécula de lactose tal como a lactase intestinal, o que da
aqueles que possuem a deficiéncia desta enzima a possibilidade de usufruir dos outros
nutrientes presentes no leite, como a proteina, o calcio e a vitamina A, evitando os
inconvenientes e desconfortos causados pela ma absor¢do da lactose (TANRISEVEN e

DOGAN, 2002).
2.5 Hidrolise da lactose

A hidrolise de lactose possibilita o desenvolvimento de novos produtos para
consumidores intolerantes a esse carboidrato, além de oferecer diversas vantagens
tecnoldgicas, tais como, a diminuicdo da cristalizacdo da lactose em produtos lacteos e o
aumento do poder adocante, vantagens estas que apontam que a hidrdlise de lactose ¢ um
processo industrial promissor (OBON et al., 2000; FISCHER, 2010).

Em principio, a reacdo de hidrolise da lactose forma uma mistura isomolecular de
glicose e galactose. Contudo, dependendo das condi¢des, a mistura isomolecular ndo ¢
alcangada na pratica, pois a galactose pode polimerizar-se ou se unir a lactose para formar
oligossacarideos conforme mecanismo apresentado na Figura 2.3 (GEKAS e LOPEZ-LEIVA,
1985; MAHONEY, 1998).

R E-GAL-OR

GAL-O
/ )
E+LAC «<——> E-GALGLC T E-GAL*
GLC
GAL H,0 )

Figura 2.3 — Mecanismo proposto para formacao de oligossacarideos (GAL: Galactose, E:
Enzima, LAC: Lactose, GLC: Glicose, ROH: Radical hidroxila) (MAHONEY, 1998).



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 18

Existem dois métodos utilizados para a hidrélise da lactose, o método acido e o
método enzimatico (Figura 2.4):

= M¢étodo acido: A reagdo ¢ muito rapida, mas envolve solugdes diluidas de
acido fortes, como sulfurico e cloridrico, e condigdes operacionais severas de pH
(1,0-2,0) e temperatura (100-150°C), e por isto tem sua aplicagdo comercial na
industria alimenticia restrita, pois acarreta alteracdes no sabor e cor dos alimentos,
além de causar desnaturacdo das proteinas do leite.
= M¢étodo enzimatico: pode ser aplicado no leite ou no soro sem um tratamento
prévio. A hidrélise ¢ catalisada pela -galactosidase e se processa em condi¢des
amenas de pH e temperatura (30 a 40°C), o que reduz ndo s a possibilidade de
alteracdo dos compostos sensiveis ao calor, mas também as necessidades
energéticas, os efeitos de corrosdo do meio sobre equipamentos ¢ a formagdo de
subprodutos indesejaveis. Os produtos obtidos por este processo preservam as
suas propriedades, aumentando seu poder adogante relativo (GEKAS e LOPEZ-
LEIVA, 1985; BAILEY e OLLIS, 1986; LADERO et al., 2000).

PROCESSO DE
HIDROLISE DA

LACTOSE

[
]
[ 1 [ 1
Enzima Enzima
Enzima livre recuperada imobilizz:. da Homogeéneo Heterogéneo
(Ultrafiltragio)

Figura 2.4 — Processos de hidrdlise da lactose (HOBMAN, 1984)

A hidrolise da lactose em leite resulta em economia de sacarose na preparagdo de
produtos acucarados, pois diversos produtos fabricados a partir de leite com baixo teor de
lactose requerem pouca ou nenhuma adicdo de sacarose, visto que a docura da lactose
hidrolisada ¢ de aproximadamente 70% da dogura da sacarose. O soro de leite hidrolisado ¢é
adequado para adocar produtos lacteos, tais como iogurtes de frutas, sorvetes e bebidas a base
de soro. Os xaropes sdo utilizados em produtos alimenticios processados, como doces e

produtos de panificagdo. Uma das razdes para usar a lactose hidrolisada, além de aumentar a



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 19

docura e a solubilidade, é a formacdo de cores e substidncias aromaticas devido a reagdo de
Maillard (INSUMOS, 2010).

A hidrolise enzimatica ¢ um dos métodos mais interessantes para redugdo do teor de
lactose no leite e nos seus derivados. Este processo ¢ conhecido e utilizado em escala
industrial. Nele a enzima [-galactosidase, na forma livre ou imobilizada, hidrolisa a ligacdo 3
(1-4) da molécula de lactose, dando origem aos seus mondmeros, glicose e galactose.

Intimeros trabalhos sobre hidrélise de lactose tém sido apresentados na literatura:

Haider e Husain (2009) comparam a hidrdlise da lactose de leite/soro utilizando B-
galactosidase encapsulada em alginato de calcio em reator batelada agitado e reator leito fixo.
Neste trabalho, 86% e 77% da lactose presente no soro e no leite, respectivamente, foram
hidrolisadas em processo batelada apos trés horas de reagao.

Elnashar e Yassin (2009) imobilizaram covalentemente a -galactosidase obtida de
Aspergillus oryzae em polimeros termicamente estaveis e obtiveram 70 % de conversao de
lactose apos sete horas de operagao.

Ansari e Husain (2012) estudaram a hidrolise de lactose do leite/soro em processos
continuo e batelada utilizando B-galactosidade de Aspergillus oryzae imobilizada em A-Celite
545. A hidrolise da lactose em reator continuo utilizando B-galactosidase reticulada foi de
92% e 81% nas vazdes de 20 mL/h e 30 mL/h ap6s um més de operagao, respectivamente.

Guidini et al. (2011) estudaram a cinética de hidrolise de lactose por B-galactosidase
de Aspergillus oryzae imobilizada em resina de troca idnica Duolite A 568. O modelo cinético
que melhor se ajustou aos resultados experimentais foi o modelo de Michaelis-Menten com

inibicacdo competitiva pela galactose.

2.6 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos, consistindo de proteinas globulares, de
estrutura terciaria ou quaterndria, termolabeis e ndo dialisaveis, que participam de muitas
reacdes quimicas que ocorrem no dia-a-dia, aumentando a velocidade das reagdes no
organismo, sem serem, elas proprias, alteradas neste processo. Ao contrario das catalises
quimicas ordinarias, enzimas possuem a habilidade de catalisar uma reacdo sob condig¢des
brandas em solucdes aquosas neutras sob temperaturas e pressoes normais, ¢ com alto grau de
especificidade (CHIBATA, 1978; HARGER et al., 1982; CHAMPE ¢ HARVEY, 1989;
SENS, 2009).
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Elas sdo formadas por uma sequéncia de residuos de aminoacidos conectados uns aos
outros através de ligagdes peptidicas, também conhecidas como amidicas. Apesar de grande
massa molecular, essas proteinas sdo hidrossoluveis, devido ao fato de que cada unidade
monomérica constituinte da estrutura desse polimero tem grupamentos polares — COOH, OH,
NH;, SH, CONH, — fazendo com que seja possivel a solvatagdo desses grupamentos ao longo
de toda a extensdo da molécula. Apesar da estrutura de uma proteina estar representada de
forma linear na Figura 2.5, a liberdade de rotacdo das ligagdes carbono-carbono e carbono-
heterodtomo, bem como a possibilidade de interagdes intra-moleculares — principalmente via
ligagdes de hidrogénio — associada as restri¢des estéricas dos grupamentos R, faz com que as
enzimas assumam arranjos tridimensionais lhes garantindo um formato especifico (REIS,

2009).
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Figura 2.5 — Representacdo da proteina; a esquerda estrutura linear e a direita estrutura em
hélice.

As enzimas sao classificadas de acordo com o tipo de transformacgao que sdo capazes
de catalisar. De acordo com esse critério, a Unido Internacional de Bioquimica as dividiu em

seis classes, conforme apresentado na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Classifica¢do das enzimas

Classe Tipo de Reagdo catalisada Exemplos
Reagdes de reducao e oxidacao por Desidrogenases,
1. Oxidorredutases  transferéncia de hidrogénio, oxigénio e/ou oxidases, oxigenases,
elétrons entre moléculas peroxidases
Transferéncia de determinados grupos L.
A . . . ) Aminoéacido
2. Transferases organicos, tais como amino, acetil, fosforil, .
transaminases

glicosil, de determinado doador a uma aceptor

. o L Lipases, acilases,
) Clivagem hidrolitica de ligacdes C-O, C-N, . .
3. Hidrolases o nitrilases, amidases,
C-C e outras ligagdes

proteases
4 Li Clivagem por eliminagdo (formacdo de dupla  Aldolases, oxinitrilases,
. Liases N - L .
ligagdo) ou adi¢do a duplas ligagdes hidroxinitrila liases
Catalisam reagoes de isomerizagao e Racemases, glicose
5. Isomerases C .
racemizagao isomerase
) Catalisam a jungdo covalente de duas Sintetases, glicina
6. Ligases ) . )
moléculas a custa de ATP ligase

Fonte: BLANCH e CLARK, 1997

Mesmo existindo seis diferentes classes de enzimas, as hidrolases protagonizam o
cenario da sintese organica, representando cerca de 60% das enzimas utilizadas; as
oxidorredutases aparecem em segundo lugar, representado 25%. Aproximadamente 3.200
enzimas ja foram catalogadas pela Unido Internacional de Bioquimica, porém estima-se que
exista na natureza um numero em torno de 25.000, sendo que 90% desta reserva permanece
sem ser isolada, catalogada e consequentemente utilizada. Somente uma pequena fragdao de
10% (300 enzimas) ¢ disponivel comercialmente (FABER, 2004).

Quanto as suas fontes de obtencdo, as enzimas podem ser oriundas de células de
fungos filamentosos, bactérias, leveduras, plantas ou animais e possue uma ampla variedade
de aplicagdes, nas industrias de alimentos, quimicas e farmacéuticas. Também sdo muito
aplicadas para fins analiticos. A tecnologia enzimatica apareceu como area de investigacdo
durante a década de 1960, com a imobilizagdo de enzimas para utilizagdo em processos
quimicos (KRAJEWSKA, 2004).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como catalisadores,
sua aplicacdo em processos industriais de grande escala sao limitados pelo seu alto custo de
estabilizacdo em relagcdo ao armazenamento e aplicagdo. Durante a utilizacdo, a estabilidade

diminui devido a alteracdes no pH, temperatura, atrito, pressao osmodtica e um efeito
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cumulativo de todos esses fatores em fun¢ao da duragdo da sua utilizacdo (ALEKSANYAN e
MARKOSYAN, 1986). A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos ¢ uma importante
ferramenta para viabilizar a utilizagdo das enzimas, pois possibilita sua reutilizacdo e promove

um aumento significativo na estabilidade da mesma (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

2.6.1 Enzima B-galactosidase

A enzima B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) é uma proteina usualmente chamada de
lactase, ou ainda pelo nome sistematico P-D-galactosideo-galactohidrolase, ¢ classificada
como hidrolase e catalisa, entre outras, a rea¢do de hidrélise da lactose a f-D-galactose e a-D-
glicose (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; HOLSINGER, 1997; BLANCH e CLARK, 1997;
CARMINATTI, 2001; ANDRADE, 2005; OLIVEIRA, 2005; LONGO, 2006).

Durante muitos anos foi usada a (-galactosidase em clinicas médicas para produzir
pequenas quantidades de leite com baixo teor de lactose para alimentacdo de criangas e
adultos. No entanto o interesse comercial no produto acentuou-se nos anos sessenta,
estimulado pela oportunidade de vender mais leite e pela necessidade de encontrar novas
aplicagdes para o soro de leite (MAHONEY, 1997).

A enzima [-galactosidase também pode ser usada na sintese de galacto-
oligossacarideos (GOS), que foram amplamente reconhecidos como um oligossacarideo nao
digerivel, ndo hidrolisdvel ou absorvivel na parte superior trato intestinal, e passam para o
colon onde sdo fermentados seletivamente por bactérias intestinais benéficas. Além de
seus efeitos prebioticos, estes GOS tem baixa cariogenicidade, baixos valores caloricos e
baixa dogura (GROSOVA et al., 2009). GOS ocorrem naturalmente em quantidades muito
pequenas no leite materno, leite de vaca, mel, ¢ numa variedade de frutas e vegetais. GOS
podem ser facilmente fabricados por transgalactosilagdo enzimatica de B-galactosidase a partir
da lactose do soro, que esta disponivel em abundancia como um subproduto da industria de

queijo (SAKO, 1999).

2.6.1.1 Principais fontes de p-galactosidase

As B-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre
vegetais,em orgdos de animais e também por grande quantidade de micro-organismos, tais

como fungos filamentosos, bactérias e leveduras sendo esta ultima e os fungos as fontes
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preferidas para produgdo da enzima para fins comerciais (GEKAS ¢ LOPEZ-LEIVA, 1985;
ALMEIDA e PASTORE, 2001; NIJPELS et al., 1981; LADERO, SANTOS E GARCIA-
OCHOA , 2001; VINHAL, 2001; JURADO et al. 2002). Na Tabela 2.5 estdo relatadas fontes

de obtencdo de B-galactosidase.

Tabela 2.5 — Possiveis fontes de obtengdo de B-galactosidase

LEVEDURAS Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis
Candida pseudotropicalis
BACTERIAS Escherichia coli

Lactobacillus bulgaricus
Bacillus sp
Streptococcus lactis

FUNGOS FILAMENTOSOS A4spergillus foetidus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus phoenecis

Fonte: SHUKLA, 1975.
Nem todas as lactases sdo aceitas ou reconhecidas como seguras para a utilizacdo

naindistria de alimentos, visto que a depender da fonte de obtencdo, pode-se oferecer
problemas de toxicidade, associados aos extratos brutos de coliformes (GEKAS e LOPEZ-
LEIVA, 1985). A legislacdo brasileira especifica, por meio da Resolu¢do RDC n° 205/2006,
que a enzima lactase utilizada na industria de alimentos deve ser de origem microbiana,
proveniente dos seguintes micro-organismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces sp (BRASIL, 2006). Tais espécies sdo classificadas como Generally
Recognized As Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), sendo esse um
importante critério para aplicacdes alimenticias (KLEIN, 2010).

As propriedades das diferentes -galactosidases dependem de sua origem. Em geral,
lactases fungicas possuem pH 6timo de atuacdo numa faixa acida (2,5-4,5) enquanto o pH
otimo de atuacdo de lactases provenientes de leveduras e bactérias estd numa regido mais
neutra (6,0-7,0 e 6,5-7,5, respectivamente). Estas diferentes condi¢cdes de pH 6timo permitem
selecionar a lactase mais apropriada para uma aplicagdo especifica. Assim, lactases fingicas
sdo mais adequadas para hidrolise de soro acido, enquanto lactases de leveduras e bactérias

sdo mais apropriadas para hidrolise do soro doce e do leite (GEKAS ¢ LOPEZ-LEIVA, 1985).
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A Tabela 2.6 apresenta um quadro comparativo das diferentes propriedades de algumas [3-

galactosidases microbianas.

Tabela 2.6 — Propriedades de algumas lactases microbianas

Peso ,
pH pH Temperatura Ions
Fonte molecular
otimo estabilidade otima (°C) Ativadores
(KDa)
A. niger 117 3,5-4,5 2,5-8 55-60 Nenhum
%)
%
S A. oryzae 90 5,0 3,5-8 50-55 Nenhum
w K fragilis 201 6,6 6,5-7,5 37 Mn™, K
i
S . + +2
§ K. lactis 200 6,9-7,3 7-7,75 35-40 K', Mg
~

Fonte: MARIOTTI, 2000 SHUKLA, 1975

Apesar das diversas fontes de f-galactosidases serem extensivamente empregadas em
diversas tecnologias, ha ainda uma grande procura por enzimas com propriedades superiores,
tais como melhor estabilidade térmica a pH neutro, ou boa atividade a baixas temperaturas.
Algumas fontes originadas de micro-organismos termofilos, sdo muito interessantes em
relagdo a termoestabilidade da enzima. Enzimas termoestaveis, capazes de permanecer com
sua atividade a temperaturas maiores ou iguais a 60°C por prolongados periodos, maiores
conversdes, ou menores tempos de residéncia para uma dada taxa de conversdo, além de
serem menos susceptiveis a contaminag¢do microbioldgica (HARJU et al., 2012).

A enzima B-galactosidase pode ser utilizada na forma de enzima solavel, que ¢
normalmente utilizada em processos batelada ¢ na forma imobilizada, que opera tanto em
batelada quanto em operagdo continua. Devido ao alto custo da enzima, o sistema de
imobilizacdo de P-galactosidase continua a ser mais viavel economicamente do que os
sistemas enzimaticos livres, uma vez que estes processos podem ser realizados continuamente
por oferecerem a possibilidade de reutilizacdo da enzima, além de conferir uma maior
estabilidade (SZCZODRAK, 2000). Atualmente [-galactosidase imobilizada tem sido
extensivamente utilizada para hidrolise de lactose presente no leite/soro e tem sido testada a

sua aplicacdo para produgdo de galacto-oligossacarideos (PANESAR et al., 2010).
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2.7 Imobilizacdo de Enzimas

De acordo com Chibata (1978), uma enzima imobilizada ¢ definida como “a enzima
fisicamente confinada ou localizada numa certa regido do espago com retencdo de sua
atividade catalitica, a qual pode ser usada repetida e continuamente”. O principal interesse em
imobilizar uma enzima ¢ obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam
afetadas durante o processo, em compara¢do a sua forma livre. Porém, ndo deverdo ocorrer
alteragOes estruturais na enzima, como modificag¢des no sitio ativo (VIEIRA, 2009).

Um dos primeiros relatos sobre a utilizagdo de enzimas imobilizadas, de 1916, ¢
sobre a imobilizacdo de invertase em Al(OH); e em carvao (CAO, 2005). Na década de 60
houve uma consideravel difusdo dessa técnica, mas foi a partir da década de 70 que houve
grande crescimento tanto do numero de artigos publicados como do nimero de patentes
registradas referentes ao emprego de enzimas imobilizadas (ROSEVEAR, 1984).

No inicio dos anos 70, pesquisadores da empresa finlandesa Valio, desenvolveram
um método para hidrolise da lactose, utilizando uma enzima prépria, a Valio IML, que ¢ uma
B-galactosidase imobilizada numa resina adsorvente de qualidade alimenticia. Esse processo
rende um grau de hidrélise de até 95%, com as vantagens adicionais de permitir um
processamento continuo ¢ um baixo custo de enzimas. No centro do sistema Valio existe uma
coluna com enzimas, Valio IML (Immobilized Lactase), as quais, sob condigdes normais de
operagoes, continuam ativas por varios anos (INSUMOS, 2010).

A pratica de se imobilizar enzimas por diversos protocolos de imobilizacdo vem se
expandindo extensivamente nos ultimos 30 anos, na medida em que seus beneficios sdo
reconhecidos e empregados na producdo de alimentos, produtos farmacéuticos e outros
produtos biologicamente importantes (MATEO et al., 2007).

A imobilizacdo de enzimas ¢ uma técnica que vem sendo cada vez mais utilizada a
fim de melhorar a aplicagdo industrial das mesmas permitindo um melhor controle da
producdo e redug¢do de custos. Sabe-se, porém, que ndo existem técnicas universais ou
totalmente eficientes de imobilizacdo de enzimas, mas sim uma gama de possibilidades,
parametros e aplicagdes (KLEIN, 2010).

Apesar do processo de imobilizagdo enzimatica ter um custo elevado, tanto pelo
custo do suporte quanto da enzima, este processo se torna viavel, a medida que possibilita
utilizar o biocatalisador imobilizado repetidamente, em reagdes bateladas ou reacdes

continuas, e em sistemas de reatores tubulares (HARJU et al., 2012).
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De acordo com varios autores (SHULER ¢ KARGI, 1992; KRAJEWSKA, 2004;
GROSOVA et al., 2008; GOMEZ et al., 2005; SZYMANSKA et al., 2007) pode-se
apresentar algumas das principais vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizada.

* Maior estabilidade para a enzima, de modo que possa ser utilizado em
processos continuos;

* Permite um grande aproveitamento economico, pelo fato da possibilidade de
sua reutilizagao;

* Permite o processamento de grandes quantidades de substrato, uma vez que
pode ser separado e recuperado o produto da mistura de substrato-produto;

* Promove a reutilizagdo sem um significativo decréscimo da atividade;

* Diminui o volume de reagdo, pois a enzima imobilizada pode ser utilizada em
alta concentracdo em um menor volume de reator;

* Proporciona um maior controle do processo catalitico;

* Melhora o controle operacional;

» Flexibiliza o projeto do reator;

» A enzima ndo contamina o produto.

No entanto, apés a imobilizacdo as propriedades quimicas e fisicas das enzimas
podem sofrer modificagdes. Devem ser considerados os efeitos da imobilizagdo sobre a
estabilidade, as propriedades cinéticas e especificidade, além da produtividade da enzima. As
mudangas nas propriedades das enzimas podem ser causadas por diversos fatores
(KENNEDY e CABRAL, 1987; SHELDON, 2007).

» Efeitos conformacionais: modificacdo conformacional na molécula de enzima
devido a alteragdo na estrutura terciaria do sitio ativo.

= Efeitos esterioquimicos: uma parte da molécula da enzima ¢ imobilizada numa
posicao tal que o sitio ativo ¢ relativamente inacessivel.

= Efeitos de parti¢do: este efeito ¢ relatado para a natureza quimica do material
do suporte, podendo surgir interagdes eletrostaticas e hidrofobicas entre a matriz e
moléculas de baixa massa molecular presente na solugdo, levando a uma
modifica¢do de microambiente.

= Efeitos difusionais ou transferéncia de massa: surge a partir da resisténcia de
difusdo de solugdo de substrato para os sitios cataliticos e difusdo de produtos.

Todos esses fatores podem influenciar nas propriedades da enzima imobilizada que

adquirem novas propriedades cinéticas, modificagdes em seus valores de K, e Vp,



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 27

deslocamento dos valores de pH e comportamentos diferentes de acordo com temperatura
(KENNEDY e CABRAL, 1987, MARKOGLOU, 2003).

Entretanto, os problemas citados acima podem ser evitados ou diminuidos pela
escolha criteriosa do método de imobilizacdo e suporte adequado, bem como o tipo de
solvente, a quantidade de 4agua e a solubilidade dos substratos e produtos devem ser avaliados

e otimizados (VIEIRA, 2009).

2.8 Métodos de imobilizacao de enzimas

Cada enzima ¢ tUnica em suas caracteristicas e isto influencia na escolha do
procedimento de imobiliza¢do. Entretanto, a obtengdo de um biocatalisador com estabilidade
operacional depende da estabilidade do suporte ¢ do tipo de amostra, a qual pode conter
diferentes ativadores e/ou inibidores. Como nao existe um método ideal ou procedimento
geral para a imobilizacdo do componente bioldgico, a diversidade de métodos existentes
permite a escolha de um que promova uma melhor imobilizacdo e menor perda de atividade
enzimatica (MATEO et al., 2000, PANESAR et al., 2010).

Scouten (1987) considera que todos os métodos possuem vantagens e desvantagens
que precisam ser ponderadas e investigadas para todos os biocatalisadores e reacdo
enzimatica. Por este motivo, € necessario escolher o procedimento mais simples e barato, que
resulte em uma imobilizagdo com boa retengao da atividade e alta estabilidade operacional,
para cada aplicag@o de enzima imobilizada.

Virias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar ou confinar as enzimas em
suportes solidos, estando baseadas em mecanismos fisicos e quimicos. Entre os métodos de
imobilizacdo estdo: retengdo fisica, que consiste no confinamento das moléculas da enzima
em matriz polimérica, microcapsula ou membrana; a imobilizagdo por ligagdo da enzima a um
material insoluvel, e pelo uso de um reagente multifuncional por ligagdes cruzadas (HAIDER

e HUSAIN, 2009), conforme pode ser verificado na Figura 2.6.
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METODOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Ligacao a Retencio Fisica Ligacao
Suportes Cruzada
l }
¢ -
‘%ﬂh N | € ©
IN& /| |__€.
Em matriz Em microcapsula Em membrana A

€ Enzima AJ"

. | Adsorgao Fisica

. | Ligacao Covalente

s | Ligacéo lénica

Figura 2.6 - Métodos para imobilizacdo de enzimas (adaptado DALLA-VECCHIA et al.,
2004)

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, facilitar a separagdo dos produtos e aumentar a

estabilidade em relag@o a temperatura e a solventes organicos (VIEIRA, 2009).

2.8.1 Imobiliza¢ao por Adsorcao Fisca

O método de adsorcao fisica € considerado o método de imobilizagdo mais simples ¢
baseia-se na adsorcdo fisica da enzima na superficie de suportes insoliveis. A enzima fica
retida na superficie do suporte insoltivel que se encontra em meio aquoso, por meio de
interacoes de Van der Waals, interagcdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interagdes
especificas. Este método promove pouca perturbacdo sobre a estrutura nativa da enzima,
porém, apresenta como desvantagem a dessorcdo da enzima durante sua utilizagdo
(CHIBATA, 1978; BICKERSTAFF, 1997; PANESAR et al., 2010).

O procedimento consiste em misturar a enzima e o material do suporte em condigdes

apropriadas e ap6s um tempo de contato, ¢ feita a separagdo do suporte imobilizado da
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solugdo em que ele se encontra, por centrifugagdo ou filtracdo. A atividade da enzima
imobilizada aumenta com a concentragdo da enzima, aproximando a um valor de saturacao a
altas concentragdes de enzimas (KENNEDY e CABRAL, 1987). A adsor¢dao da enzima ¢
dependente do pH, da natureza do solvente, for¢a iOnica, concentragdo de enzimas e
temperatura. O controle dessas variaveis € requerido para uma maxima adsorcdo e retencao da
atividade, devido a ligacdo fraca entre suporte e enzima. A maior desvantagem desse método
¢ a ligacdo fraca entre enzima-suporte e a preocupacdo com as condi¢des de temperatura, pH,
forca i6nica e tipo de solvente estar ou ndo em condicdes Otimas para ndo haver dessor¢do da
enzima durante sua utilizagdo (KENNEDY e CABRAL, 1987). Uma etapa posterior com
ligacdo cruzada contribui para a estabilidade do biocatalisador imobilizado. Reagentes bi ou
multifuncionais, como glutaraldeido e disocianato de tolueno podem ser utilizados como

agentes de liga¢do cruzada (WOODWARD, 1984; CAO, 2005).

2.8.2 Imobilizacao por ligacdes covalentes

Imobilizacdo de enzimas por ligacdo covalente ¢ o método mais interessante para a
industria (ARROYO, 1998). Este método de imobilizacao consiste na reten¢ao da enzima na
superficie do suporte pela formagao de ligagdes covalentes. As moléculas de enzima se ligam
ao suporte através de certos grupos funcionais, tais como amino, carboxila, hidroxila,
e grupos sulfidrilos. Muitas vezes, ¢ aconselhavel realizar a imobilizacdo na presenca do seu
substrato ou um inibidor competitivo com o objetivo de proteger os sitios ativos (PANESAR
etal., 2010).

A selecao das condi¢des para imobilizagdo por ligagdo covalente ¢ mais dificil do
que em outros métodos de ligagdo enzima-suporte. Para alcangar eficiente ligacdo a
funcionalidade do suporte e da enzima, deve-se fazer a ativagdo do suporte antes da
imobilizagdo. Os grupos funcionais do suporte sdo geralmente ativados utilizando reagentes
quimicos, tais como, brometo de cianogénio, carbodiimida, e glutaraldeido (KENNEDY e
CABRAL, 1987; CAO, 2005).

As condigdes de reagdo requeridas para a formagdo dessas ligagcdes geralmente ndo
sdo brandas. Em alguns casos, a ligacdo altera a estrutura conformacional da enzima ¢ o
centro ativo da mesma, resultando em diminui¢do da atividade e mudanga de especificidade
de substrato. Por outro lado, como a ligacao covalente ¢ forte, a enzima imobilizada ¢ estavel

e ndo ocorre perda da enzima para a solucdo, e assim pode influir na alta resisténcia a
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temperaturas, a agentes desnaturantes e a solventes orgdnicos em geral. A extensdo disso
depende das condicodes do sistema, da natureza da enzima e do tipo de suporte (CHIBATA,
1978; KENNEDY e CABRAL, 1987; MATEO et al., 2005).

A grande variedade de processos covalentes de imobilizacdo e de matrizes com
grupos quimicos capazes de participarem diretamente ou serem ativados para formar as
ligacdes, faz desse método uma aplicacdo quase geral. A maior dificuldade é o conhecimento
da estrutura da enzima, o que dificulta o estabelecimento de uma regra geral para a
imobilizacdo. Dentre os 20 aminoacidos encontrados na estrutura protéica da enzima, os mais
reativos para a formacgdo da ligagdo covalente com o suporte sdo lisina, cisteina, tirosina e
histidina (VICENTE, 2000).

A maioria dos grupos reativos utilizado para imobilizagdo de proteinas
(glutaraldeido, brometo de cianogénio, etc.) sdo capazes de promover ligagdes enzima-suporte
estaveis, proporcionando que a enzima se fixe ao suporte sob condigdes de imobilizagdo
brandas. O elevado grau de reatividade desses grupos os torna muito instaveis a valores de pH
alcalino, em que a reatividade dos residuos Lys pode ser mais adequada para a reagdo. Desta
forma, as enzimas devem ser principalmente imobilizadas através do grupo amino terminal

quando se utiliza esses suportes a valores de pH neutros (MATEO et al., 2005).

2.8.2.1 Ligacao covalente multipontual

A ligagdo covalente multipontual consiste na imobilizagdo e estabilizacdo da enzima
através da formacgdo de ligacdo covalente entre grupos amino da enzima (-NH,), e grupos
aldeido do suporte. Esses grupos aldeido que se encontram ligeiramente afastados da
superficie do suporte, sdo introduzidos através de sua ativagdo prévia, e tornam o suporte
fortemente eletrofilico para se ligar aos grupos doadores de elétrons dos aminoacidos da
superficie da enzima. O ligeiro distanciamento dos grupos aldeido provocado pela ativacdo
permite a formagdo de ligagdes multipontuais — bases de Schiff - entre enzima e suporte,
ligagdes adicionais que sdo menos estaveis, porém que aumentam consideravelmente a
estabilidade do derivado obtido, em relagcdo a enzima livre. A possibilidade de que ligacdes
adicionais sejam efetivadas aumenta consideravelmente com o aumento da densidade
superficial de grupos aldeidos ativados no suporte (GUISAN, 1988; MATEO et al., 2005).

Guisan (1988) apontou as razdes para escolher os grupos amino dos residuos de

lisina da enzima e o grupo amino terminal para a imobilizagdo multipontual em suportes
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ativados. Primeiro, porque a maioria das enzimas apresentam muitos residuos de lisina que
ndo estdo envolvidos no centro catalitico. Segundo, porque os grupos amino sdo polares e
geralmente expostos ao meio na superficie da enzima. Guisan (1988) ainda afirma que a
ligacdo unipontual enzima-suporte ¢ reversivel, mas a imobilizagdo torna-se irreversivel
quando ocorre através de dois ou mais pontos de ligagao.

A ligacdo covalente multipontual promove o enrijecimento da estrutura da enzima
imobilizada e reduz mudangas conformacionais envolvidas na sua inativacdo, conforme
apresentado na Figura 2.7 (MARTINEK et al., 1997, MOZHAEYV et al., 1990). Embora a
imobilizacdo possa ser feita a valores neutros de pH, a incubacdo a valores de pH alcalinos,
onde a reatividade dos nucledfilos da proteina (geralmente lisina) pode ser aumentada, ¢
conveniente para alcangar uma intensa reag@o entre a enzima e o suporte.

A imobilizacdo de enzimas com ligagdo covalente multipontual tem sido citada por
diversos autores, como uma maneira de aumentar a estabilidade em relacdo a enzima livre
(OTERO et al., 1991; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1993; MATEO et al., 2000), sendo

também capaz de alterar a especificidade e seletividade.

Imobilizacdo Covalente Imobilizagdo Covalente
_Unipontual Multipontual

T & [
OH .

Enzima nao enrijecida Enrijecimentoda Enzima

Figura 2.7 — Efeito da imobiliza¢ao na estabilidade da enzima (MATEO et al., 2007)

Mateo et al. (2007) estudaram a melhoria da estabilidade, atividade e seletividade de
enzimas através de técnicas de imobilizacdo e verificaram que a ocorréncia de ligacdes
covalentes multipontuais pode aumentar a rigidez da estrutura tridimensional da molécula da

enzima, e por consequéncia, aumentar a estabilidade da enzima imobilizada frente a diferentes
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agentes inativantes, tais como, temperatura, pH, solventes orgénicos entre outros. Os autores
citaram ainda algumas caracteristicas requeridas pelo suporte para que a imobilizacdo
multipontual de enzima ocorra. Tais caracteristicas sdo apresentadas abaixo:
» grande area superficial interna para que se tenha uma boa congruéncia
geométrica com a superficie da enzima. Os poros do suporte devem ter didmetro
suficiente para permitir o facil acesso da enzima e do substrato.
» alta densidade superficial de grupos reativos, visto que uma intensa ligacao
covalente multipontual s6 podera ser alcancada se houver muitos grupos reativos
no suporte.
= Os grupos reativos da proteina e do suporte devem apresentar minimo
impedimento estérico na reagdo, pois apds a imobilizagdo inicial, a ligacdo
covalente multipontual requer um contato entre os grupos ligados e a estrutura
rigida.
= Os grupos reativos envolvidos na imobiliza¢cdo devem ser estaveis o suficiente
para permitir a reacdo enzima-suporte por longos periodos.

Apesar de serem esperadas ligagdes multipontuais quando sdo utilizados suportes
ativados com grupos adequados, a sele¢cdo das condigdes de imobilizacdo adequadas ¢
fundamental para maximizar o processo de imobilizagdo multipontual. As condigdes de
imobilizacdo devem favorecer a reacdo enzima-suporte (MATEO et al., 2006, BLANCO et
al., 1988). Tais condigdes sdo apresentadas abaixo:

* Tempo de reagdo. Apesar de que imobilizagdo possa ser relativamente
rapida, a interacdo multipontual entre as superficies ndo-complementares
da enzima e suporte ¢ um processo lento e dependente do tempo: o processo exige
o correto alinhamento de grupos localizados na enzima imobilizada, na enzima
parcialmente rigida, e na superficie rigida do suporte.

» pH. Embora, em muitos casos a imobilizagdo possa ser realizada em
valor de pH neutro, a incubacdo a valores de pH alcalino, onde a reatividade dos
nucleodfilos da proteina (geralmente Lisina) pode ser melhorada, ¢ conveniente
para chegar a uma alta taxa de reacdo enzima-suporte. Lembrando que enquanto
0s grupos aminos terminais devem ter um pK entre 7 ¢ 8, os grupos lisina

apresentam um pK maior que 10,5.
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* Temperatura. Temperatura moderadamente alta pode favorecer a
vibracdo da enzima e suporte, aumentando a possibilidade de ocorrer as ligagdes
enzima-suporte.

* Tampiao. O tampao deve ser escolhido para que ndo interfira na reacdo. Por
exemplo, borato pode interferir na rea¢do aldeido-amina.

* Inibidores ou outras proteinas protetoras. Imobilizagao multipontual ou as
condi¢des de imobilizagdo pode reduzir a atividade enzimatica. A presenca de
inibidores e outros compostos protegem o sitio ativo da enzima e podem reduzir

essa perda na atividade.

2.8.3 Ligacao cruzada

Além de enzimas imobilizadas em diversos suportes, estudos t€m sido realizados
objetivando a obtencdo de enzimas livres de suporte. Tais biocatalisadores sdo obtidos
utilizando o método de imobilizagdo por ligacdo cruzada direta em diferentes preparacoes
como enzima dissolvida, enzima cristalizada, enzima liofilizada e enzimas fisicamente
agregadas (BRIGIDA, 2010).

A ligacdo cruzada ¢ um método livre de suporte e as enzimas estdo ligadas umas as
outras ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura tridimensional
complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos ou quimicos. Quando obtidas por métodos
quimicos sdo resultantes das ligagcdes covalentes entre as enzimas e sao favorecidas pelo uso
de agentes bi ou multifuncionais, obtendo-se uma enzima quase pura (SHELDON, 2007).

Entre os agentes de ligacdo cruzada mais usados estd o glutaraldeido, que induz a
autoreticulagdo das enzimas, resultando assim, na formagdo de uma rede tridimensional de
moléculas de enzima como pode ser observado pelo mecanismo de reagdo apresentado na

Figura 2.8 (KENNEDY e CABRAL, 1987).
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Figura 2.8 — Mecanismo de reagdo de cross-linking com glutaraldeido (WANG, 1976)

Como desvantagem do método estd a necessidade de grande quantidade de enzima,
resultando em baixas retengdes da atividade e baixa estabilidade mecanica, o que dificulta sua
aplicacdo industrial, além de pouca reprodutibilidade. Como alternativas ao método
convencional foram desenvolvidos os métodos por ligacdo cruzada utilizando-se de enzimas
cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes crystals) e o método de formacao de agregados
fisicos, por precipitagdo, e subsequente entrecruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme
aggregates) das enzimas do agregado (SHELDON, 2007). O uso dos CLEAs tem atraido a
atencdo, por sua simplicidade, extensa aplicagdo, alta estabilidade e preservagdo da atividade
(JOSIC et al., 2001; HAGE, 2002).

Alguns fatores influenciam na retengdo de atividade e de estabilidade das enzimas
imobilizadas por ligacdo cruzada, tais como o meio de imobilizagdo, a natureza e a quantidade
dos agentes ligantes e precipitantes utilizados, temperatura, pH e forca idénica. Como nao ha
presenga de suportes, as enzimas se suportam em seus aglomerados, o que tornam aquelas que
ficam no centro do aglomerado inativas. Essa perda de atividade para formar aglomerados faz
com que esta técnica tenha baixa atividade recuperada. Apesar de terem elevada estabilidade a
altas temperaturas ¢ a solventes organicos, os aglomerados possuem baixa estabilidade
mecanica, além de baixa reprodutibilidade, visto que as interagdes ocorrem ao acaso

(BRIGIDA, 2010; CAO, 2005).



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 35

Algumas aplica¢des industriais tem se restringido ao uso de ligacdes cruzadas
combinado com outros métodos de imobilizagdo, como por exemplo, a ligagdo i6nica seguida
de ligacdo cruzada entre as moléculas da enzima com glutaraldeido, ¢ realizada para melhorar
a estabilidade da proteina imobilizada e para obter enzimas imobilizadas com maior atividade

(MATEO et al., 2006; CAO, 2005).

2.9 Suportes para imobilizacio de enzimas

Viarios materiais, naturais ou sintéticos, podem ser utilizados como suportes para a
imobilizacdo de enzimas e, durante uma selecdo para um dado processo de imobilizagdo, as
principais propriedades que devem ser analisadas sdo: area superficial, permeabilidade,
insolubilidade, regenerabilidade, morfologia, composicdo, resisténcia ao ataque microbiano,
resisténcia mecanica, resisténcia a compactagdo em operagdes a altas vazdes quando se
utilizam reatores de leito fixos, dentre outras. Contudo, a escolha do suporte para a
imobilizacdo nao estd associada apenas as propriedades quimicas e fisicas, mas também, e
principalmente, da enzima a ser imobilizada e do processo no qual o biocatalisador sera
aplicado. Logo, pode-se dizer que ndo ha um suporte universal que possa ser aplicado em
todas as situacoes (GALVAO, 2004; ZANIN, 1989; MESSING, 1975).

Os materiais utilizados como suportes podem ser porosos, nao porosos ou apresentar
estrutura de gel. Os porosos tém grande area superficial interna disponivel para a imobilizacao
e protege a enzima contra turbuléncias externas, ja os ndo-porosos tém a desvantagem de nao
possuir grande area para a imobilizagdo, mas elimina o problema de transferéncia de massa
interna, devido a diminui¢do do tamanho das particulas e pelo aumento de velocidade de
escoamento do fluido. Quanto aos géis, estes sao utilizados nos casos em que a grade formada
seja de tamanho de malha suficiente de modo a reter a proteina sem ocasionar restri¢gdes
difusionais (GALVAO, 2004; GONCALVES, 1996; ZANIN, 1989).

Os suportes porosos sao mais adequados para o uso em reatores industriais, por
permitirem acomodacdo de alta carga de enzimas. Eles podem apresentar uma distribuigao
controlada de poros uniformes ou nao. Com a distribuigdo de poros aleatéria somente uma
fracdo destes estard disponivel para acomodar as enzimas. Suportes com distribuicao
controlada de poros sdo totalmente disponiveis para a imobilizagdo, com um amplo intervalo
de diametros de poros (COUTINHO FILHO, 2005; KENNEDY e CABRAL, 1987;
RIBEIRO, 1989).
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O material do suporte deve ser efetivamente inerte, conter um grande nimero de
sitios para a imobilizacdo da enzima e impor a menor quantidade de limitagdes para a
ocorréncia da reacdo. A possibilidade de regeneracdo, bem como a reutilizagdo da matriz,
deve ser considerada na avaliacdo econOmica do sistema com enzima imobilizada. Os
suportes sdo classificados quanto a composicao quimica em: orgéanicos (naturais e sintéticos)
e inorgénicos (minerais e fabricados) (ZANIN, 1989).

Para o uso industrial, os suportes inorganicos sdo mais adequados por apresentarem
elevada resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes organicos e ao
ataque de micro-organismos ¢ facil regeneragdo por processo de pirdlise. No mais, materiais
inorgdnicos ndo apresentam modificagdo na estrutura em uma larga faixa de pressdo,
temperatura ¢ pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e comercializadas sdo obtidas
com matrizes organicas, provavelmente devido a grande variedade de grupos funcionais
reativos que podem ser introduzidos em suportes organicos (ROSEVEAR, KENNEDY e
CABRAL, 1987).

2.9.1 Imobilizacao em resinas

A utilizagdo de resina como suporte no processo de imobilizacdo de enzimas ¢ de
suma importidncia na obtencdo de biocatalisadores enzimaticos para aplicagdo nas mais
variadas industrias, tais como: industria alimenticia, farmacéutica, processos quimicos e
tratamento de residuos. A resina de troca idnica permite rapido isolamento e separagdo ao
final da reacdo, reduzindo o custo operacional de separagdo da enzima imobilizada do meio
reacional (LETCA et al., 2004).

Diferentes tipos de resinas de troca-idnica podem ser produzidos de acordo com a
constitui¢do da matriz, grupos de troca, bem como caracteristicas fisico-quimicas (RIANI,
2008). A operacao de troca idnica € a troca entre ions presentes numa solucdo e os ions
solidos presentes na resina. As resinas anidnicas trocam seus anions disponiveis (OH") com os
anions do meio até atingir o equilibrio. As resinas catidnicas sdo semelhantes, trocam cations
(Na" ou H") com o meio (KREMER, 2007).

As resinas de troca i6nica sintéticas sdo constituidas, na sua maioria, por matrizes de
copolimeros como estireno-divinilbenzeno ou fenol-formaldeido, na forma de particulas
esféricas. Os grupamentos acidos ou bdsicos inseridos nos nucleos de benzeno dos

mondmeros utilizados conferem funcionalidade as resinas (KREMER, 2007).
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Entre os grupamentos basicos inseridos nas cadeias das resinas anidnicas, tém-se
aminas terciarias que produzem resinas fracamente basicas e os quaternarios de amonio, que
produzem resinas fortemente basicas. Entre os grupamentos acidos, o mais comum ¢ o acido
sulfonico, produzindo a resina cationica fortemente 4cida e o menos comum, o acido
carboxilico, produzindo a resina catidnica fracamente acida (GONZALEZ, 2010).

Segundo fabricante (Rohm Haas) Duolite A568 ¢ uma resina de troca anidnica,
fracamente basica, granular e altamente porosa, com matriz de fenol-formaldeido
policondensado. Sua estrutura hidrofilica, combinada com uma distribui¢do controlada do
tamanho dos poros, torna esta resina mais adequada para ser utilizada como suporte para
imobilizacdo de enzimas em muitos bioprocessos. A forga idnica, o tamanho das particulas,
tamanho e volume de poro da Duolite A568, foram projetados para otimizar a imobilizagao de
enzimas utilizadas em industrias de amido, gordura, entre outras industrias de alimentos.

Dentro do vasto campo da biotecnologia, destaca-se o uso de resinas como suporte
para imobilizagdo de enzimas. Encontram-se na literatura varios trabalhos, com diferentes
enzimas:

Oosterom et al. (1998) imobilizaram as enzimas p-galactosidases de Aspergillus
orizae e de Kluyveromyces fragilis em uma resina de troca ionica, fenol-formaldeido, tipo
Duolite S-761 e Duolite A-7, respectivamente.

Ozdural et al. (2003) imobilizaram a enzima B-galactosidase em uma resina de troca
i0nica fracamente basica, Duolite A568, em um reator de leito empacotado para a obtengao de
glicose e galactose.

Letca et al. (2004) testaram algumas resinas de troca idnica em inulase II a partir de
uma cepa Esherichia coli geneticamente modificada e obteve a melhor atividade para a resina
Duolite A568.

Marquez et al. (2008) estudaram a imobilizagdo de invertase em resinas de troca
i0nica para a hidrolise de sacarose e obtiveram melhor atividade com a resina Duolite A568.

Ozdural et al. (2008) imobilizaram B-galactosidase em uma resina de troca idnica
fracamente basica, Duolite A568, em um reator continuo. Concluiu-se que a equacdo que
melhor se ajustou ao estudo cinético foi a de Michaelis- Menten.

Kiasat e Sayyahi (2010) estudaram a imobilizacdo de B-ciclodextrina em resina
Dowex comercial utilizando o processo de ligagdo covalente, e concluiram que o processo foi

eficiente e o biocatasador imobilizado obtido apresentou boa atividade.
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Guidini ef al. (2010) estudaram a imobilizacdo -galactosidase de Aspergillus oryzae
em resinas de troca ionica para a hidrolise de lactose e obtiveram melhor atividade com a

resina Duolite A568.

2.10 Reatores enzimaticos

A principio, quando se dispunha apenas de enzima na forma livre e soluvel, o tinico
tipo de reator utilizavel era o de batelada. Contudo, com o advento das enzimas imobilizadas,
surgiu a possibilidade de utilizagdo de outros tipos de reatores (SALUM, 2010). Os reatores
podem ser divididos em: a) reator batelada, que geralmente ocorre em tanques, onde,
terminada a reacdo, a enzima imobilizada pode ser separada da mistura final com relativa
facilidade (filtragdo ou decantacdo, por exemplo); b) reator agitado continuo, onde ha entrada
e saida continua de fluido, e eventualmente certa quantidade de enzima pode ser arrastada no
efluente, devendo-se, por isso, acoplar na saida um sistema que permita recupera-la (filtragdo,
por exemplo); c) reator de leito fixo, no qual a enzima imobilizada ¢ empacotada,
permanecendo estacionaria, enquanto a solucdo de substrato ¢ bombeada através dela; d)
reator de leito fluidizado, no qual a enzima imobilizada encontra-se em suspensao no interior
do reator, sendo a solucdo de substrato bombeada através dela (VITOLO, 2001). A Figura 2.9

apresenta alguns tipos de reatores enzimaticos.



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 39

RERToR
DESCONTINUQ i HEi Produto
(e Produto

Enzima

Imobilizada Enzima

Imabilizada

Enzima Alimentacdo
Imobilizada

Alimentacdo

REATOR DE RECICLO]

[REATOR DE LEITO FLUIDIZADO|  [CSTR/UF Combinados|

Produto : Reciclo de
—s= Produto Alimentacdo Enzima
o | ﬁ—‘
LN ' 1
o |
| PR |
Enzima | ~Reciclo .l: Enzima |
Imobilizade f .o Imobilizada |
* o f————ermeed— Unidade de
L I St S — Ultrafiltragdo
LN ]
o o
L]
.? Produto
Alimentacdo v

1
Alimentagdo —p1

Figura 2.9 — Tipos de reatores enzimaticos (VIETH ef al., 1976 apud RIBEIRO, 1989)

A escolha do reator deve ser feita sob observéncia de diversos fatores que permitam
uma adequada mistura do meio sem provocar danos ao biocatalisador imobilizado, visto que
uma escolha inadequada do reator pode até provocar rompimento do suporte de imobilizagao
(PILKINGTON et al., 1998; CAO, 2005).

Podemos destacar alguns fatores que devem ser considerados quanto a escolha de um
determinado tipo de reator para enzimas imobilizadas sdo (LIMA et al., 2001):

* Modo de operacao:

Descontinuo: menor custo de investimento, mais indicados para processos de
pequena escala, utilizados em carater multi propdsito - menor ociosidade.

Continuo: elevado custo do investimento, desenhado para um processo especifico,
custo de mao-de-obra reduzido, possibilita automagao, apresenta maior produtividade,
constancia na qualidade dos produtos, facil controle automatico e operacional, estabilizacdo
das condigdes de operagao.

* Custo do catalisador frente ao custo total do processo;
» Estabilidade da enzima ao longo do processo;

» Requerimento de transferéncia de massa;
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» M¢étodo de imobilizacdo empregado;

= Natureza do substrato;

» Caracteristica do suporte de imobilizagdo utilizado;

» Facilidade de substituicdo do biocatalisador e sua regeneragao;

= Facilidade de construcao do reator € custo do mesmo;

» Requisitos operacionais, a saber, possibilitar pleno controle do pH e da
temperatura, permitir operar em concentracdes ndo inibitorias de substrato, ser

adequado frente as caracteristicas da matéria-prima.

2.10.1 Reatores descontinuos

Também conhecido como reator batelada (Batch Reactor), ndo possui entrada ou
saida de material durante o processo, tanto o substrato quanto a enzima sao introduzidos no
reator no inicio da reagdo. A medida que a reagdo se processa, a concentragio de substrato
decresce e de produto aumenta com o tempo. Este reator ¢ usado quando se esta utilizando
enzimas na forma livre e soluvel. Apds o surgimento de enzimas imobilizadas, este tipo de
reator foi usado em processos onde se desejava uma facil separacdo da enzima imobilizada e
do meio ao final do processo (CHIBATA, 1978; ROSEVEAR, KENNEDY ¢ CABRAL,
1987).

As vantagens da utilizacdo do reator batelada sdo: a melhor eficiéncia na
transferéncia de calor ¢ de massa devido a boa agitacdo do sistema, melhor controle de
contaminagdo além da flexibilidade em adequar a variagcdes das caracteristicas da matéria-
prima (ZANIN, 1989).

Apesar de o biorreator descontinuo ser o tipo mais simples para modelar e operar,
além de ter aplicabilidade multipla, tem o inconveniente de dificultar a prote¢do do
biocatalisador — uma enzima, por exemplo - contra os efeitos inibitorios causados pelo
substrato ou produtos, quando estes estiverem acima de determinada concentragdo no meio
reacional. Neste caso, o chamado processo descontinuo alimentado passa a ser uma
alternativa viavel, no qual o substrato pode ser adicionado paulatinamente, fazendo com que a
sua concentragdo nao alcance o limite inibitorio (TOMOTANI e VITOLO, 2006).

O reator batelada de tanque agitado (Batch Stirred Tank Reactor- BSTR) ¢ um tipo de
reator muito simples, que apresenta um sistema de agitagdo. Este reator ¢ usado para

processos que apresentam solucdo de alta viscosidade e para enzimas imobilizadas. Para
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utilizacdo deste reator com enzimas imobilizadas, foi projetado um reator em mistura tipo
cesta, onde as particulas do biocatalisador imobilizado eram colocadas dentro de uma cesta de
arame, e esta colocada dentro do reator, evitando assim o atrito entre o agitador e a enzima

imobilizada (LEVENSPIEL, 1974).

2.10.2 Reatores continuos

O biorreator continuo surgiu como um prolongamento do uso da técnica de
imobilizacdo de biocatalisadores, introduzida efetivamente no inicio da década de setenta.
Com o biocatalisador ligado por método fisico ou quimico em matrizes inertes e insoluveis,
foi possivel operar biorreatores continuos com diferentes configuragdes, como colunas com o
material imobilizado empacotado (reator de leito fixo) ou mantido suspenso em meio liquido
através da alimentacdo da solugcdo de substrato sob pressdo gerada por bomba peristaltica ou
pistonada (reator de leito fluidizado) (SILV A, 2010).

O reator CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor) consiste em um tanque bem
agitado, em que o fluxo de substrato ¢ continuamente bombeado para o reator, ao mesmo
tempo em que o fluxo do produto ¢ removido. Sua vantagem ¢ a facilidade de construcao, a
versatilidade, e o baixo custo, que permite a catalise simples, facilidade de carregamento e
substitui¢do. Permite controle simples sobre a temperatura, pH da reagdo e do fornecimento
ou remocdo de gases. Neste tipo de reator ndo existem gradientes de temperatura ou de
concentragdo, devido a eficiente agitagdo que promove contato intimo entre a enzima e o0 meio
de reacdo (CHIBATA, 1978; ROSEVEAR et al., 1987; NAJAFPOUR, 2007).

Para CHIBATA (1978), o reator de leito fixo (PBR — packed bed reactor) ¢ o mais
utilizado na catdlise com enzimas imobilizadas e células microbianas. Neste tipo de reator a
enzima imobilizada ¢ empacotada, permanecendo estaciondria, enquanto a solucdo de
substrato ¢ bombeada através dela. No que se refere ao fluxo do substrato, ha trés
possibilidades: método de fluxo ascendente, fluxo descendente e reciclo. Se ocorrer
compactacdo do leito, é preferivel o reator com fluxo ascendente (PRADELLA, 2001).

O reator FBR (Fluidized Bed Reactor) € usado quando a solug@o de substrato tem
alta viscosidade e quando ha substrato ou produtos gasosos. Neste sistema devem-se tomar
alguns cuidados para nao haver destruicdo e decomposicdo de enzima imobilizada
(CHIBATA, 1978). Estes reatores necessitam de uma poténcia mais elevada para fluidizar o

leito, sdo dificeis de modelar e o projeto do reator deve ser baseado em corre¢des empiricas.
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A operagdo de reatores de membrana ¢ fundamentada na separacdo de enzimas,
produtos e substratos por uma membrana semi-permeavel, que estabelece uma barreira
seletiva permitindo apenas a passagem do substrato e/ou produto. Os reatores de membrana
sdo divididos em duas categorias: aqueles que operam com substratos de baixo peso
molecular, tanto produtos como substratos permeiam a membrana; e aqueles que convertem
substratos macromoleculares, somente os produtos permeiam a membrana (PORTACCIO et

al., 1998, HATZINIKOLAOU et al., 2005).

2.10.3 Problemas operacionais

Os reatores enzimaticos podem apresentar varios problemas operacionais no decorrer
do processo, alguns destes problemas sdo enumerados abaixo:
= Efeitos difusionais;
= Retro-mistura;
» QGradientes de temperatura e pH no interior do reator;
= Variagdo da pressao interna;
* Queda do desempenho do reator com o tempo.

A queda do desempenho do biorreator com o tempo pode ser devido a perda de
enzima pelo reator (desintegracdo do suporte, solubilizagdo do suporte e/ou liberagdo da
enzima pelo reator-enzima do suporte); interagao enzima/substrato deficiente (padrao de fluxo
irregular dentro do reator e/ou formacdo de pelicula sobre as particulas do suporte); perda da
atividade enzimatica (envenenamento, desnaturagdo e/ou degradacdo microbiana); perda do
produto (degradagdo microbiana) e estabelecimento de gradiente de pH no interior do
biorreator (LIMA et al., 2001).

Segundo Guidini (2009) as decisdes tomadas na concepgdo do biorreator podem ter
um impacto significativo no desempenho do processo global. O conhecimento da cinética das
reagdes ¢ essencial para entender como um reator bioldgico trabalha. Outras éareas da
engenharia de bioprocessos, tal como balanco de massa e energia, transferéncia de massa e

transferéncia de calor, sdo também requeridos.



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serd apresentado o material utilizado no desenvolvimento

experimental deste trabalho, bem como a metodologia empregada para tal.

3.1 Enzima

Neste trabalho, utilizou-se a enzima [-galactosidase produzida pelo fungo
Aspergillus oryzae. Essa enzima foi adquirida comercialmente da empresa Sigma Chemical
CO (Sigma-Aldrich), disponivel na forma de p6 branco. A atividade descrita pelo fabricante
foi de 9 unidades por mg de sdlido, utilizando lactose como substrato e a unidade de atividade
foi definida como 1 pmol do substrato reagido por minuto a pH 4,5 e temperatura de 30°C. Os

reagentes utilizados nos experimentos apresentavam grau de pureza analitica.
3.2 Suporte para imobiliza¢ao
O suporte utilizado para imobilizagdo foi a resina de troca idnica Duolite A568

(Rohm Haas), doada pela Dow Chemical Company. Uma amostra desta resina estd

apresentada na Figura 3.1.

& ‘-."‘.-,.l' X -
Figura 3.1 — Resina Duolite A568 empregada para imobilizagdo da enzima [3-galactosidase

Duolite A568 é um trocador anidnico fracamente basico, baseado em ligagdo cruzada

de fenol-formaldeido, usado como suporte (organico sintético) de enzimas em aplicagdes de
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bioprocessos, cujas principais caracteristicas indicadas pelo fabricante sdo apresentadas na

Tabela 3.1 (Rohm Haas).

Tabela 3.1 — Caracteristicas da resina Duolite A568 (Rohm Hass)

Caracteristicas Propriedades

Matriz: Fenol-formaldeido

Estrutura hidrofilica Grupo Funcional: Amina Tercidria
Forma fisica: Granular

Alta porosidade Cor: Verde a cinza
pH: 7,0-9,0
Distribui¢do do tamanho =~ Tamanho do poro: 15 a 25 nm

e volume dos poros Volume do poro: 0,78 a ImL/g

Densidade: 1,10 a 1,14 g/mL

Capacidade total de troca idonica: >1,20 equivalente/L

De acordo com a Dow do Brasil a Duolite A568 custa US$ 42.00/L.

3.3 Substratos

Para este trabalho utilizou-se os seguintes substratos:
= Solugdo de lactose em tampao acetato pH 4,5;
= Permeado de soro de leite em po6 adquirido comercialmente da empresa
SOORO situada em Marechal Candido Rondon no Estado do Parana, cujo

certificado de analise estd apresentado no Anexo A.

3.4 Unidade experimental

As unidades experimentais foram montadas no Laboratério de Engenharia

Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica, onde foram realizados os experimentos

com a enzima imobilizada. As unidades experimentais utilizadas sdo descritas a seguir:
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3.4.1 Reator tipo cesta (batelada)

O reator batelada (tipo cesta) utilizado consistia em um reator de mistura, de volume
util de 200 mL, dotado de uma camisa externa para circulagdo de agua proveniente de banho
termostatizado para controle da temperatura, submetido a agitacdo magnética. As particulas
de enzima imobilizada eram colocadas dentro de uma cesta de ago inox de 100 mesh, e esta
colocada dentro do reator, evitando assim o atrito entre o agitador e a enzima imobilizada. O
reator de mistura apresentava 8,2 cm de altura e 5,5 cm de didmetro interno e a cesta de acgo

inox 6,2 cm de altura e 2,4 cm de diametro (Figura 3.2).

Figura 3.2 — Reator tipo cesta

Com o objetivo de otimizar a realizacdo dos experimentos, trés reatores foram
montados em série, utilizando o mesmo banho termostatizado, como pode ser visto na Figura

3.3.
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Figura 3.3 — Reatores tipo cesta montados em série utilizando o mesmo banho termostatizado

3.4.2 Reator tipo leito fixo com reciclo (continuo)

A unidade experimental, apresentada na Figuras 3.4, consistia em um reator tipo leito
fixo, de volume util de 21,93 mL, dotado de uma camisa externa para circulagdo de agua
proveniente de banho termostatizado para controle da temperatura. O reator tipo leito fixo
apresentava 14,55 cm de altura e 1,38 cm de diametro. A enzima imobilizada foi empacotada
no reator, ocupando um volume 5 mL, restando 16,93 mL de volume reacional. As vazdes de
entrada e saida do reator eram controladas com o auxilio de uma bomba peristaltica de
cabegote duplo, com escoamento ascendente. O substrato era retirado de um béquer mantido
sob agitacdo magnética. A corrente de reciclo e de saida eram retiradas do tanque pulmao,
cujo volume de material era mantido em 25 + 1 mL. Com auxilio de uma bomba peristaltica, a
corrente de reciclo era adicionada a corrente de alimentagao do reator utilizando conexao tipo

“Y”
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Figura 3.4 —Reator de leito fixo com reciclo

3.5 Preparacio do biocatalisador

3.5.1 Ativacao do suporte

A resina Duolite A568 foi ativada de acordo com a metodologia do fabricante: acido
cloridrico 1 M, na razdo de dez volumes de solug¢do por volume de resina, durante 30 minutos
em incubadora rotativa a 50 rpm. A seguir foi adicionado hidroxido de so6dio 1 M, nas
mesmas condi¢des e procedimento realizados para o tratamento acido. A resina foi lavada
com agua destilada entre os tratamentos. No final do processo a resina foi lavada com agua
destilada, filtrada a vacuo por 15 minutos e secas a temperatura ambiente. Para a regeneragao
do suporte e sua nova utilizagdo foi adotado o mesmo de procedimento de ativagdo

supracitado.
3.5.2 Obtenc¢ao do biocatalisador
Com o objetivo de favorecer a formagao de ligagcdes multipontuais entre a enzima e o

suporte, o processo de obtencdo do biocatalisador imobilizado foi dividido em trés etapas,

imobilizacdo por adsor¢do em resinas de troca idnica, estabilizacdo pela incubagdo a pH 9 e
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reticulacdo com glutaraldeido. Os procedimentos empregados para cada uma das etapas estdo
descritos a seguir.

Imobilizacdo: O processo de imobilizacdo consistiu na adsor¢do da enzima na resina
de troca i6nica Duolite A-568. Uma massa de 0,5 g da resina Duolite A-568, previamente
ativada conforme item 3.5.1, foi incubada em 10 mL de solucdo enzimatica com concentragao
definida para cada experimento preparada em tampao acetato de pH 4,5 (razdo resina:solucao
enzimatica = 1:20), sob agitacdo de 150 rpm em incubadora rotativa a 25 + 1°C por 15 horas.
As condigdes de imobilizacdo empregadas foram as encontradas no trabalho de Guidini et al.
(2010).

Estabilizacdo: A etapa de estabilizagdo foi realizada pela incubagdo do derivado
enziméatico em 10 mL de solugdo tampdo fosfatol0'M pH 9 sob agitagio de 150 rpm em
incubadora rotativa a 25°C + 1°C por 24 h (MATEO et al., 2000).

Reticulacdo: O processo de ligagdo cruzada utilizou glutaraldeido como agente
reticulante na razdo 1:10 (1 g de resina para 10 mL de solucdo 3,5 g/L de glutaraldeido).
Adicionou-se 5 mL da solug¢do de glutaraldeido 3,5 g/L a enzima imobilizada e manteve-se
este sistema sob agitagdo de 150 rpm e temperatura de 25 = 1°C por 1,5 horas. As variaveis,
concentracdo do glutaraldeido e tempo, foram definidas conforme estudo realizado por
Guidini et al. (2010).

Para operagdo em reator tipo cesta (batelada) utilizou-se apenas uma amostra do
biocatalisador (0,5 g de resina de suporte) obtido conforme procedimentos supracitados,
enquanto que para operagdo em reator de leito fixo (continuo) foram utilizadas 11 amostras,

totalizando de 5,5 g de resina, conforme Fischer (2010).

3.6 Preparacio do permeado de soro de leite

O permeado de soro de leite foi preparado pela solubilizagdo em 4gua destilada de
permeado de soro de leite em pd adquirido comercialmente da empresa SOORO. Para
obtencdo de solugdo contendo 50 g/L de lactose, foram utilizadas 53,94 g de permeado de
soro em po para cada litro de substrato, visto que o certificado de analise (Anexo A) informa

que o produto possui 92,97% de lactose em sua composigao.
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3.7 Determinacdo da atividade de P-galactosidase imobilizada pelo método das taxas

iniciais

Para os experimentos em reator batelada realizados com B-galactosidase imobilizada
para hidrolise de lactose usou-se o método das taxas iniciais da reacdo para determinar a
atividade catalitica.

A reagdo de hidrolise de lactose por P-galactosidase era realizada em um reator
conforme item 3.4.1, com um volume de 100 mL de substrato contendo 50 g/L de lactose a
35°C. Para cada experimento era adicionada ao reator uma cesta de aco inox com a enzima
imobilizada conforme item 3.5.2.

A unidade de atividade (U) foi definida como grama de glicose produzida por litro
do meio por minuto por grama de suporte (g glicose/L.MiN.g suporte). Para cada experimento
foram tomadas cinco amostras do meio reacional no intervalo de trés em trés minutos (3, 6, 9,
12 e 15 min). Cada amostra era colocada em um tubo de ensaio, o qual era tampado e
imediatamente colocado em um banho de 4gua em ebulicdo, por 10 minutos. A glicose
formada era dosada pelo método da glicose-oxidase (BAO et al., 2004) conforme Anexo B.

A atividade a partir do método das taxas iniciais, para cada reacdo da hidrdlise de
lactose, era obtida pela inclinagdo das equagdes lineares de concentracdo de glicose em
func@o do tempo de reagdo. Os experimentos foram realizados em triplicata para uma maior
confiabilidade nos resultados obtidos. A atividade foi calculada com a curva padrio,

conforme Anexo B.

3.8 Influéncia da Etapa de Estabilizacao na Atividade do Biocatalisador Imobilizado

Para o estudo da influéncia da etapa de estabilizagdo na atividade do biocatalisador
imobilizado foram preparadas trés amostras combinando as etapas descritas no item 3.5.2. O
primeiro experimento avaliou a influéncia da aplicacdo do processo de estabilizagdo na resina
antes da imobilizagdo, conforme Lecta et al. (2004), que definiu este processo como
“estabilizacdo da resina”. Além disso, foi estudada a influéncia da realizagdo da etapa de
estabilizacdo da enzima imobilizada antes ¢ ap6s a mesma ser submetida ao processo de
ligacdo cruzada com glurataraldeido, no segundo e terceiro experimentos. A atividade de cada
derivado enzimatico obtido foi determinada conforme descrito no item 3.7. Em todos os

experimentos deste estudo utilizou-se solugdo enzimatica com concentragao de 16 g/L.
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Para o derivado enzimatico obtido, quando a enzima foi submetida ao processo de
imobilizacdo, seguido de incubacdo e finalmente exposta a agdo do agente reticulante, foram
realizados dois experimentos utilizando solugdo enzimatica com concentragdo de 5 g/L. No
primeiro, entre cada etapa para obtengdo do biocatalisador imobilizado, lavou-se a resina com
tampao acetato pH 4,5, e no segundo experimento foi suprimida a etapa de enxague da resina
com tampao. Para andlise da influéncia da etapa de enxague foi medida a concentragdo de

proteina, antes e apos a imobilizagdo, pelo método de Lowry et al. (1951) conforme Anexo C.

3.9 Influéncia do Tampao na Etapa de Estabilizacdo do Biocatalisador Imobilizado

Para andlise da influéncia do tampdo utilizado na etapa de estabilizagdo, trés
amostras de -galactosidase foram submetidas ao processo de imobilizacdo utilizando solucao
enzimdtica de 16 g/L, seguido do processo de reticulacdo e finalmente de estabilizagdo,
conforme procedimento descrito no item 3.5.2. Foram empregados tampdo borato 10™ M,
tampdo tris (hidroximetilaminometano) 10"'M e tampdo fosfato 10"'M, previamente
preparados e ajustados para obter uma solu¢do tamponada com pH 9. Determinou-se a

atividade enzimatica de cada derivado enzimatico conforme item 3.7.

3.10 Efeito da adicio de substrato durante o processo de imobilizacio

Com a finalidade de verificar a influéncia da presengca do substrato durante o
processo de obtengdo do biocatalisador imobilizado foram preparadas seis amostras
combinando as etapas de imobilizagdo e reticulagdo descritas no item 3.5.2. As duas primeiras
amostras foram submetidas apenas ao processo de imobilizacdo padrdo, a primeira na
auséncia e a segunda na presenca de 0,5 g de lactose. As quatro amostras seguintes foram
obtidas combinando os processo de imobilizacdo e reticulacdo, sendo que duas amostras
foram submetidas a imobilizacdo padrao (auséncia de substrato) e em seguida submetidas a
acdo do agente reticulante na auséncia e presenca do substrato, respectivamente. As ultimas
amostras foram imobilizadas na presenca de 0,5 g de lactose, em seguida submetidas ao
processo de reticulagdo, uma na presenca de 0,25 g de lactose e outra na auséncia de
substrato. A quantidade de substrato adicionada em cada etapa de obtencdo do biocatalisador

foi calculada para obter concentracdo de lactose de 50 g/L. Neste estudo utilizou-se solucao
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enzimatica com concentracdo de 16 g/L. Determinou-se a atividade enzimatica de cada

derivado enzimatico conforme item 3.7.

3.11 Estudo da estabilidade da B-galactosidase imobilizada em relagdo ao pH

O procedimento experimental constituiu em preparar tampdes na faixa de pH de 1,5
a 9. Os tampdes utilizados foram: 4cido cloridrico-cloreto de potassio 10"'M para pH 1,5,
citrato 10"M para pH 3, acetato 10"'M para faixa de pH de 4-5 e fosfato10"'M para faixa de
pH de 6-9. Oito amostras foram submetidas a etapa de imobilizagdo em solugdo enzimatica de
5 g/L, seguido de incubacdo e finalmente expostas a acdo do agente reticulante, conforme
procedimento descrito no item 3.5.2. A enzima imobilizada foi lavada com solug¢do tampao
pH 4,5 e incubadas em 10 mL de cada tampdo. Essas solu¢des enzimdticas foram mantidas
em banho termostatizado a 25°C durante 24 horas. Apds esse periodo, as amostras foram
lavadas com tampao acetato de pH 4,5 e determinada a atividade conforme item 3.7. A

atividade residual foi calculada relativa a inicial.

3.12 Estudo da estabilidade térmica da B-galactosidase imobilizada na hidroélise de

lactose

Amostras da enzima imobilizada, obtidas pela imobilizagdo em solu¢do enzimatica
de 5 g/L, seguido de incubagdo a pH 9 e finalmente exposta a agdo do agente reticulante,
conforme procedimento descrito no item 3.5.2., foram colocadas em 50 mL de tampao acetato
pH 4,5, e incubadas em um banho termostatizado na faixa de temperatura de 55 a 65°C. Para
cada temperatura de incubagao, os conjuntos de particulas imobilizadas foram retirados do
banho em intervalos adequados de tempo: 5 minutos para 65°C, 7 minutos para 62,5°C, 10
minutos para 60°C, 15 minutos para 57,5°C, 20 minutos para 55°C. Estas amostras foram
resfriadas rapidamente em banho de gelo e determinada a atividade residual pelo método das
taxas iniciais de reagdo (item 3.7). Os resultados de atividade enzimatica residual em fungao
do tempo de incubacdo, para cada temperatura, foram ajustados aos modelos de desativacdo
térmica de primeira ordem (Equagéo 3.1), e pela modelagem de desativacdo enzimatica com
um estagio (Equacgdo 3.2). Os ajustes foram realizados pelo método numérico de Levenberg-
Marquardt, utilizando o software Statistica® 7.0, (MORE, 1977), para determinar os
parametros cinéticos pelos melhores ajustes (HENLEY e SADANA, 1985).



Capitulo 3 — Material e Métodos 52

A (_kd't)

Z =e (31)
A —k ;1)

—o=(-a)e " 4 q (3.2)
Sendo:

i = Atividade Relativa
AO

E ~ . ,
a, =—L ¢éarazdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma modelagem

de inativa¢do com uma unica etapa e a atividade inicial (E);

kq = constante cinética de desativacdo térmica

Os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura, considerando o
melhor ajuste dos dados experimentais as Equacdes de desativacdo térmica (Equagdes 3.1 e
3.2) utilizando a Equagdo 3.3 ¢ 3.4, para os modelos de desativacdo térmica de primeira
ordem e em série com uma unica etapa, respectivamente. A energia de ativacdo do processo
de desativagdo térmica foi calculada pela Equacdo 3.5 por uma regressao linear.
In(0,5)
N ky (3.3)

B SO g (3.4)

1n(kd)=1n(A*)_ERa % (3.5)

A* = fator de freqili€ncia para a reagdo
E, = energia de ativacao do processo de desativagdo térmica
T = temperatura absoluta.

R = constante da lei dos gases
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3.13 Estudo da estabilidade de estocagem da f-galactosidase imobilizada

Neste estudo, o biocatalisador obtido pela imobilizagdo em solucdo enzimatica de 5
g/L, seguido de incubagdo a pH 9 e finalmente exposta a a¢do do agente reticulante, conforme
procedimento descrito no item 3.5.2 foi estocado a 4°C em tampao pH 4,5 por um periodo de
98 dias. Duas amostras foram estudadas frente a estocagem, uma lavou-se entre as etapas de
obten¢do do biocatalisador e outra em que a etapa de enxagilie foi suprimida. A atividade
residual foi determinada pelo método das taxas iniciais (3.7). A atividade foi calculada

relativa a inicial.

3.14 Influéncia da razio de reciclo na hidrélise de permeado de soro de leite em reator

de leito fixo com reciclo operando em regime continuo

O biocatalisador foi obtido pela imobilizagdo em solugdo enzimatica de 5 g/L,
seguido de incubacdo a pH 9 ¢ finalmente exposta a agdo do agente reticulante, conforme
procedimento descrito no item 3.5.2. Os experimentos foram realizados em reator de leito fixo
com reciclo, operando em regime continuo, escoamento ascendente, nas seguintes condigdes:
permeado de soro de leite preparado conforme item 3.6, vazio de alimentagdo de 6 mL/min,
vazao de reciclo variando de 0 a 6 mL/min e temperatura de rea¢do de 35 + 1°C. Para cada
ponto de analise eram retiradas duas amostras, uma imediatamente apds o reator e outra na
corrente de saida do sistema (Figura 3.5). As amostras eram retiradas depois 40 minutos, apds
circulagdo de, no minimo, uma hora para obtencdo do estado estacionario. Para a razdo de
reciclo que otimizou o processo de hidrélise, foram realizados dois experimentos com vazao
de alimentagdo de 3 mL/min e 1 mL/min. Nestes experimentos seguiu-se a metodologia de
amostragem supracitada, entretanto as amostras foram retiradas apos 40, 80 e 120 minutos,
apos circulagdo de substrato por 30 minutos. A glicose formada era dosada pelo método de
glicose oxidase (Anexo B) e o resultado desta analise era utilizado para o calculo da

conversao de lactose, utilizando as Equagdes 3.6 ¢ 3.7.

Conversao, (%)= % -100% (3.6)

e

e
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S -5
%) = ”Tf-IOO% (3.7)

o

Conversdo,, ,(

Sendo,

S. — Concentragdo de substrato na entrada no reator (Calculada por balanco de massa
na juncdo das correntes de alimentacdo e reciclo)

Ss — Concentracao de substrato na saida do reator

S, — Concentragdo de substrato no tanque de alimentacdo

S¢— Concentragdo de substrato na corrente de saida sistema

Figura 3.5 — Reator de leito fixo com reciclo

3.15 Hidrdlise de permeado de soro de leite em reator de leito fixo com reciclo operando

em regime descontinuo

Para avaliar a conversdo de lactose presente no permeado de soro de leite em reator
de leito fixo com reciclo operando em regime descontinuo (ndo possui entrada ou saida de
material durante a operagdo), utilizou-se permeado de soro de leite preparado conforme item
3.6, vazdo de reciclo de 1 mL/min e temperatura de reagdo de 35 = 1°C. O Start-up do
experimento ocorreu pela operagdo em regime continuo durante 60 minutos, com vazdo de
alimentac@o de 6 mL/min, para obten¢do do estado estacionario. As amostras foram retiradas

na saida do reator apds 10, 60 e 90 minutos de operacdo. A glicose formada era dosada pelo
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método de glicose oxidase (Anexo B) e o resultado desta andlise era utilizado para o calculo

da conversao de lactose em fungdo do tempo de operacgio.

3.16 Estudo da estabilidade operacional da -galactosidase imobilizada

A viabilidade de reutilizacdo da enzima imobilizada foi analisada durante 40 horas
de operagdo em reator de leito fixo. O biocatalisador obtido pela imobilizagdo em solucdo
enzimatica de 5 g/L, seguido de incubagdo a pH 9 e finalmente exposta a acdo do agente
reticulante, conforme procedimento descrito no item 3.5.2, foi colocado no reator de leite fixo
com reciclo, e submetido ao processo de operagdo em regime continuo, escoamanto
ascendente, nas seguintes condi¢des: permeado de soro de leite preparado conforme item 3.6,
vazdo de alimentacdo de 6 mL/min, vazdo de reciclo de 3 mL/min e temperatura de reacdo de
35 £ 1°C. Determinou-se a conversdao de lactose durante a operacdao em intervalos de tempo
variaveis. A conversdo de lactose para cada amostra analisada foi determinada a partir da

dosagem de glicose pelo método de glicose-oxidase (Anexo B).



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente, apresentam-se os resultados e discussdo do
estudo do processo de imobilizagdo de B-galactosidase de Aspergillus oryzae em Duolite
A568 por ligagdes multipontuais. Na sequéncia sdo apresentados a influéncia do tampao e do
substrato no processo de obtencdo do biocatalisador imobilizado, além dos resultados
referentes a estabilidade em relagdo ao pH, a temperatura e a estocagem, em relacdo ao
processo de hidrolise de lactose por - galactosidase imobilizada em reator de leito fixo com
reciclo apresentam-se os resultados e discussdo do estudo da influéncia razdo de reciclo na
conversdo global e estabilidade operacional da B-galactosidase imobilizada utilizada neste

reator.

4.1 Influéncia da Etapa de Estabilizacdo na Atividade do Biocatalisador Imobilizado

O estudo da influéncia da etapa de estabilizagdo na atividade do biocatalisador
imobilizado resultou na atividade relativa a atividade enzimatica alcangada pelo processo de
imobilizacdo por adsor¢do, seguida de cross-linking com glutaraldeido, sem a etapa de

estabilizacdo, conforme apresentado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Resultado de atividade enzimatica em relacdo a atividade enzimatica alcangada
pelo biocatalisador imobilizado por adsor¢do e ligacdo cruzada

Etapas de obtengdo do

i ) . Atividade relativa (%
Derivado enzimatico (%)

1° Estabiliza¢do
2° Imobilizagdo 119
3° Reticulacdo

1° Imobilizagao
2° Estabiliza¢ao 144
3° Reticulagdo

1° Imobiliza¢do
2° Reticulagao 129
3° Estabilizagdo
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A partir dos dados apresentados na Tabela 4.1, verifica-se que a inser¢ao da etapa de
estabilizacdo (incubag@o em solucdo tamponada pH 9) aumentou a atividade enzimatica em
todas as amostras analisadas, independentemente da ordem em que a mesma foi executada,
alcangando um incremento de 44% quando a enzima foi submetida ao processo de
imobilizacdo, seguido de incubagio e finalmente exposta a acdo do agente reticulante.

Este aumento de 44% pode ser explicado pela elevagdo da taxa de imobilizacdo
produzida pelo aumento da reatividade dos grupos amino dos residuos de lisina. Mateo et al.
(2005) afirmam em seu trabalho que deve ser considerado que as proteinas podem ter, pelo
menos, dois tipos diferentes de grupos amino primarios, sendo o grupo amino dos residuos de
lisina 0 mais abundante, contudo apresenta um pKa relativamente elevado (cerca de 10,5 —
10,8) possuindo baixa reatividade em valores de pH abaixo de 9. Para que a ligagdo covalente
multipontual ocorra de forma intensa ¢ necessario o envolvimento destes grupos amino no
processo de obtengdo do derivado enzimatico (PEDROCHE et al., 2007; BOLIVAR et al.,
2009).

Mateo et al. (2000) propuseram um procedimento de imobilizagdo/estabilizagao
enzimatica em suporte epoxi-ativado, realizando trés etapas, sendo eclas, imobilizagdo sob
condigles experimentais brandas, incubagao em condi¢des extremas (altos valores de pH e
temperatura, longos periodos de incubagdo) e bloqueio dos grupos epoxi remanescentes. Os
autores mostraram que a etapa de imobilizagdo, em condi¢des brandas, foi fundamental para
redugdo da taxa de inativagdo da enzima, frente aos agentes inativantes. Este procedimento
resultou no aumento, de 5 a 6 vezes, do tempo de meia-vida do biocatalisador enzimatico,
quando comparado com enzima solivel ou imobilizada por liga¢des covalentes unipontuais.

No biocatalisador obtido pelo processo de imobilizagdo seguido de incubagdo e
finalmente exposto a acdo do agente reticulante, analisou-se a atividade enzimatica obtida ao
final de cada etapa de obten¢do do mesmo, verificando um aumento gradativo de atividade

entre os procedimentos, como pode ser observado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Atividade enzimatica obtida ao final de cada etapa de obtencdo do biocatalisador

Etapas de obtengdo do Derivado enzimatico Atividade (U)
Imobilizagao 0,722 +£ 0,032
Imobilizagdo + Estabilizagao 0,840 + 0,024

Imobilizagdo + Estabilizacdo + Reticulacdo 0,962 + 0,021
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A influéncia da etapa enxagiie entre cada processo de obtencao do biocatalisador foi
estudada e os resultados de atividade enzimatica e retengdo protéica do biocatalisador obtido
pela imobilizacdo, seguido da estabilizagdo da enzima e finalmente exposta a agdo do agente

reticulante, com e sem a etapa de enxagiie sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultado para a dosagem de proteina e atividade enzimatica para estudo da
influéncia do tampao utilizado na etapa de estabiliza¢ao

Procedimento empregado Retengdo Proteica(%) Atividade (U)
Com enxagiie 75 0,568 £ 0,021
Sem enxagiie 88 0,616 = 0,009

Verifica-se que quando ¢ suprimida a etapa de enxague entre os processos de
preparacdo do derivado enzimatico, o teor de proteina retida € aumentado em
aproximadamente 15%, o que produziu um aumento na atividade enzimatica de 8,5%. Com o
intuito de verificar o rendimento do processo de imobilizagdo sugerido, foi realizado uma
hidrolise com o biocatalisador soluvel (livre) e calculada a atividade enzimatica por grama de
proteina, o mesmo calculo foi realizado para a enzima imobilizada pelos processo de

adsorc¢ao, estabilizagdo e reticulacdo, sem a etapa de enxague (Tabela 4.4).

Tabela 4.4— Resultado para atividade enzimatica e rendimento de imobilizacao

) Atividade Rendimento
Enzima
(8 glicose/L.MiN.g progeina) Imobilizagdo (%)
Livre 57,64 £ 3,07 -
Imobilizada 56,37 +£2,21 97,8

Analisando-se os resultados apresentados na Tabela 4.4 verifica-se a proximidade da
atividade catalitica obtida pela enzima livre e imobilizada, resultando em um elevado
rendimento de imobilizagdo (97,8%). Este resultado indica que praticamente toda atividade
catalitica da enzima livre foi mantida ap6s o processo de imobilizagdo, mostrando que o
procedimento adotado foi adequado, visto que ndo alterou significativamente a eficiéncia do

biocatalisador.
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4.2 Influéncia da Composi¢do do Tampiao pH 9 na Atividade do Derivado Enzimatico

O estudo realizado para verificar a influéncia da composi¢do do tampao pH 9,
utilizado na etapa de estabilizagdo, mostra que a depender da composi¢do do tampdo a
atividade do biocatalisador difere marcadamente, como pode ser visto nos resultados
apresentados na Tabela 4.5, que mostra a atividade enzimatica relativa em relagdo ao tampao

pH utilizado na etapa de estabiliza¢do do derivado enzimatico.

Tabela 4.5 — Resultado da influéncia da composi¢do do tampao pH 9 na atividade enzimatica

Tipo de Tampao Atividade relativa(%)
Borato 32
Fosfato 100
Tris 95

Pela andlise dos dados apresentados na Tabela 4.4 verifica-se que a escolha do
tampao interfere significativamente na atividade do derivado enzimatico obtido, uma vez que
o emprego do tampao borato reduziu a atividade em aproximadamente 70% quando
comparado com a atividade do derivado obtido utilizando tampao fosfato. Este resultado
coaduna com o trabalho de Alvaro et al. (1991) no qual foi demonstrado que a utiliza¢ao de
borato (capaz de formar complexos com os aldeidos) reduz a taxa de imobilizagdo e de
estabilizacdo do derivado obtido.

Mateo et al. (2006) estudaram o efeito das condigdes de imobilizagdo para obtencdo
de derivado enzimatico de alta estabilidade utilizando glioxil-agarose como suporte ¢ foi
observado que a escolha do tampdo pode interferir na reagdo, visto que ha possibilidade do

tampao borato interferir na reacdo aldeido amina.

4.3 Efeito da adicio de substrato durante o processo de imobilizaciao

A Tabela 4.6 apresenta os resultados de atividade enzimatica obtidos pelo estudo do
efeito da adicdo de substrato durante o processo de imobilizaggo.

A Tabela 4.6 revela que praticamente ndo ha diferencas significativas entre as
condi¢bes avaliadas. As atividades enzimaticas obtidas quando a enzima foi submetida ao

processo de imobilizacdo por adsor¢do tanto na presenca quanto na auséncia de substrato
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foram semelhantes. Analisando apenas o processo de reticulacdo, este também ndo sofreu

alteracOes mediante adi¢do de substrato.

Tabela 4.6 — Resultado do efeito da adigdo de substrato no processo de imobilizagao

Amostra Etapas para obtencdo do biocatalisador imobilizado Atividade
enzimatica (U)
1 Imobilizagdo 0,722 £ 0,033
2 Imobilizagdo com lactose 0,720 + 0,023
3 Imobilizac¢do + Reticulagio 0,680+ 0,019
4 Imobilizacdo + Reticulagdo com Lactose 0,662 + 0,019
5 Imobiliza¢do com Lactose + Reticulagdo 0,588 + 0,011
6 Imobiliza¢do com Lactose + Reticulacdo com Lactose 0,594 £ 0,017

Estes resultados mostram que a imobilizagdo de P-galactosidase em resina de troca
ionica (Duolite A-568) ocorre sem afetar o sitio ativo da enzima, mesmo na auséncia de
lactose, devido provavelmente ao fato de estar o sitio bem protegido no interior da molécula
protéica, ndo sofrendo, portanto, obstrucdo ou impedimentos estéricos significativos durante o
processo de imobilizacdo. Assim, a adicdo da lactose como composto protetor do sitio ativo
da enzima durante a imobilizagdo nao alterou o desempenho do biocatalisador imobilizado,
mostrando que o sitio ativo ndo estd diretamente envolvido no processo de imobilizagdo, e
que a adicdo do substrato na imobilizagdo se mostra desnecessaria.

Os resultados supracitados coadunam com o trabalho de Aguiar-Oliveira (2012) que
estudou o efeito da adi¢do de substrato e sais na imobilizacdo de frutosiltransferase em nidbio,
bem como o efeito destes compostos sobre suas propriedades cataliticas. A autora obteve
como resultado que a adigdo da sacarose ao meio de dispersdo para adsorcdo da
frutosiltransferase em nidbio revelou uma desaceleragdo na adsor¢do. Os resultados da
aplicacdo da enzima imobilizada na presenca de substrato na sintese de FOS (fruto-
oligossacarideos) quando comparados com os resultados obtidos utilizando a enzima obtida
de forma padrao revelaram que praticamente ndo ha diferencas significativas entre as
condi¢des avaliadas. O estudo realizado pela autora conclui que a imobilizacdo da
frutosiltransferase em nidbio ocorre sem afetar o sitio ativo da enzima, mesmo na auséncia da

sacarose, assim, a adi¢do de substrato na imobilizagdo se mostra desnecessaria.
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Entretanto, autores como Wiltchek e Miron (2003) acreditam que a presenga de
moléculas do substrato durante o processo de imobilizagdo de uma enzima em um suporte (ou
seja, durante a formagao das ligagdes quimicas responsaveis pela imobiliza¢do) pode proteger
seus sitios ativos evitando que estes sejam utilizados como pontos de ligacdo na imobilizacao,
estes autores afirmam que a imobilizacdo orientada evita que sitios importantes a atividade
biocatalitica sejam inviabilizados estericamente ou utilizados para formagao das ligacdes com
o suporte como pode acontecer em casos de imobilizacdo aleatdria.

Oosterom et al. (1998) a partir do conhecimento de que a presenca do substrato ou
um inibidor competitivo poderiam proteger o sitio ativo durante o processo de imobilizagdo e
ligacdo cruzada, os autores conduziram o processo de imobilizacdo de P-galactosidase de
Aspergillus oryzae em Duolite S-761 na presenca de 0,1 M de lactose. A atividade enzimatica
aumentou 30% quando comparado com o processo na auséncia de lactose. Contudo, um
comportamento diferente foi apresentado quando se utilizou dimetiladipimidate (DMA) como
agente reticulante, neste caso a presenga de lactose nao teve efeito na atividade do
biocatalisador.

Reetz et al. (1996) observaram que poderiam aumentar consideravelmente a
atividade de uma lipase, quando esta era inclusa em materiais hidrofobicos sol-gel em
presenca de aditivos como polietileno glicol, alcool polivinilico e proteinas como albumina ¢
gelatina e que aditivos com baixo peso molecular como sorbitol, glicerol ou triglicerideos nao

apresentam efeito significativo.
4.3Estudo da estabilidade da B-galactosidase imobilizada em relagio ao pH
O pH do meio reacional exerce grande influéncia na estabilidade catalitica da

maioria das enzimas. Na Figura 4.1 sdo representadas as atividades residuais (%), definidas

pela relagdo entre a atividade apds 24 horas de incubagdo e a inicial.
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Figura 4.1 — Influencia do pH na estabilidade da B-galactosidase imobilizada

Para os resultados de estabilidade da enzima imobilizada obtida pelo processo de
imobilizacdo seguido da etapa de estabilizagdo (incubacdo a pH 9) e finalmente submetida ao
processo de ligacdo cruzada com glutaraldeido observou-se um alta estabilidade do derivado
enzimatico em relagcdo ao pH. A atividade enzimatica residual foi proxima ou superior a 100%
para todos os valores de pH analisados, indicando que além da alta estabilidade, o pH pode
promover um incremento na atividade do biocatalisador. A estabilidade do biocatalisador
frente a0 pH ¢ uma caracteristica essencial para sua aplicagdo em diferentes produtos, tanto
soro como leite.

Os resultados obtidos para estabilidade ao pH estdo de acordo com os trabalhos de
Lecta (2004), Haider e Husain (2007) e Guidini et al. (2010) que observaram alta estabilidade
da enzima f-galactosidase imobilizada e submetida ao processo de ligacdo cruzada utilizando
o glutaraldeido como agente reticulante.

Grazu et al. (2010) ap6s a imobilizag@o de Penicillin G acylase (PGA) a valores de
pH neutros para 24 h, realizaram uma incubagdo adicional do derivado enzimatico por 48
horas a pH 10 e obtiveram como resultado, que em todos os casos, mais do que 90% da
atividade enzimatica foi recuperada apds o processo de imobilizagdo-rigidificacdo. Os autores
ainda citam que se a incubagdo a pH 10 ndo for possivel, isto pode ser compensado pela
redu¢do do pH e aumentando o tempo de incubagdo, visto que a reagdo covalente entre Lys ¢
grupos reativos do suporte sdo agora intramoleculares em vez de intermoleculares, e pode

acontecer em intervalos de tempo razoaveis a pHs mais baixos do que o pKa de Lys.
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A alta estabilidade e o incremento da atividade apresentado pelo biocatalisador apos
incubacdo por 24 h em diferentes valores de pH, podem ainda ser explicados pela promocao
de ligagdes covalentes multipontuais pela insercdo da etapa de estabilizacdo (incubagdo a pH
alcalino). Este resultado corrobora com o trabalho Mateo et al. (2007) que afirmam que a
etapa de estabilizacdo promove uma rigidificagdo da estrutura melhorando sua estabilidade e
que em alguns casos, a enzima pode se apresentar de duas formas com atividades diferentes, e
se for possivel fixar a enzima na forma de maior atividade, o biocatalisador imobilizado
obtido pode ter maior atividade do que a forma nativa da enzima.

O incremento da atividade apresentado nos resultados da estabilidade ao pH pode
estar relacionado com a inser¢do da etapa de estabilizacdo (incubagdo a pH 9), entre as etapas
de imobiliza¢do por adsorcdo e a etapa de reticulacdo com glutaraldeido, realizada no presente
trabalho, visto que ndo foi observado resultado semelhante em Guidini et al. (2010), que
estudou a estabilidade do biocatalisador obtido pela imobilizagdo por adsor¢do com e sem o
processo de ligagdo cruzada com glutaraldeido.

Segundo o trabalho de Guidini et al, (2010) a enzima submetida apenas ao processo
de imobilizagdo por adsorgao foi estavel em uma estreita faixa de pH de 4 a 5, que coincide
com a estabilidade da enzima livre, conforme recomendagdo do fabricante e citagdo na
literatura por Tanriseven e Dogan (2002), Haider ¢ Husain (2007) ¢ Freitas (2007). Contudo
apo6s adicao da etapa de reticulacao utilizando glutaraldeido, a atividade residual foi da ordem

de 100% para a faixadepH de 2 a 7.
4.4 Estudo da estabilidade térmica da B-galactosidase imobilizada na hidrolise de lactose
A influéncia da temperatura na estabilidade de [B-galactosidase imobilizada foi

estudada conforme 3.12. Os resultados das atividades relativas em fungdo do tempo de

incubacdo, nas temperaturas estudadas, estdo ilustrados na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Perfis de inativagdo térmica para -galactosidase imobilizada.

A Figura 4.2 evidencia a forte dependéncia da estabilidade da enzima imobilizada
com a temperatura. Observa-se que para a temperatura de 65°C, em 15 minutos houve uma
queda de 50% da atividade em relagdo a inicial. Para a temperatura de 62,5° a inativacdo
enzimatica foi um pouco mais lenta, o biocatalisador atingiu 50% de atividade relativa a
aproximadamente 20 minutos de incubagdo. Ja para as temperaturas de 60, 57,5 ¢ 55°C foi
observado um patamar de estabilidade até os 30 minutos de incubagdo, a partir dai observa-se
o processo de inativagdo térmica, no qual a queda da atividade catalitica se apresenta mais
abrupta com o aumento da temperatura.

Este patamar de estabilidade pode estar relacionado com a insercdo da etapa de
estabilizacdo na obtencdo do biocatalisador, visto que este patamar nao foi observado por
Guidini et al. (2011) que estudaram a estabilidade térmica da -galactosidase imobilizada por
adsorcao seguida de ligacdo cruzada com glutaraldeido e obtiveram como resultados uma
queda de 38,2% da atividade ap6s 14 minutos de incubagdo a 65°C e um decréscimo de
14,5% na atividade apds 140 minutos de incubagao a 55°C.

Os resultados apresentados na Figura 4.2 demonstram que para temperaturas mais
baixas o biocatalisador imobilizado é mais resistente quanto a perda de atividade, visto que na

temperatura de 55° C, o biocatalisador retém praticamente toda a sua atividade apos 60
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minutos de incubacdo, e apos 140 minutos, o biocatalisador reteve 80% da sua atividade
inicial.

Freitas (2007) estudou a estabilidade térmica de [-galactosidase de Aspergillus
oryzae na forma livre, e obteve para a temperatura de 53°C uma queda de 31,1% da atividade
apos 275 minutos de incubacdo. J& para a temperatura de 65°C ocorreu uma rapida
desnaturacdo da enzima, sendo necessarios apenas 5 minutos para que a enzima perdesse 80
% de sua atividade catalitica.

Os resultados de atividade enzimatica residual do presente trabalho em fungdo do
tempo de incubagdo, para cada temperatura, foram ajustados aos modelos de desativagdo
térmica de primeira ordem (Equagdo 3.1), e pela modelagem de desativagdo enzimatica com
um estagio (Equagdo 3.2). Para as temperaturas de 60, 57,5 e 55°C, em que foi observado um
patamar de estabilidade de 30 minutos para as temperaturas de 60 ¢ 57,5 °C e de 40 minutos
para a temperatura de 55°C, foram utilizados somente os pontos experimentais apds os seus
respectivos patamares de estabilidade, visto que os modelos de desativacdo térmica estudados
no presente trabalho ndo prevem este comportamento de estabilizagdo inicial. Os ajustes
foram realizados pelo método numérico de Levenberg-Marquardt, utilizando o software
Statistica® 7.0, (MORE e WATSON, 1977), para determinar os parimetros cinéticos pelos
melhores ajustes (HENLEY e SADANA, 1985). Os resultados dos coeficientes de
determinagdo para cada equag@o, a soma dos quadrados dos desvios, com respectivos
parametros ajustados e analise de significancia, utilizando o teste t de Student, adotando como
parametros significativos os que apresentaram niveis de significadncia menores que 10%, estdo
apresentados na Tabela 4.7.

Como critério de escolha, optou-se pelo ajuste que mais se adequava aos dados
experimentais, adotando inicialmente o modelo que apresentasse significado fisico dos
pardmetros coerentes com o maior valor do coeficiente de determinagio (R%) e o menor valor

de soma de quadrado dos desvios.
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Tabela 4.7 - Ajustes dos dados experimentais aos modelos de desativacao térmica de primeira

ordem e em série em uma Unica etapa para -galactosidase imobilizada

T (°C) Equacio Ka Valor - p ay Valor - p R? Z(V-Vmod)2
65 3.1 0,0546 0,0001 - - 0,92 0,0534
65 3.2 0,0194 0,3685 -1,0477 0,5516 0,95 0,0349

62,5 3.1 0,0313 0,0000 - - 0,98 0,0077
62,5 32 0,0393 0,0101 0,1099 0,2919 0,99 0,0062
60 3.1 0,02110 0,0023 - - 0,95 0,0067
60 3.2 0,0424 0,3389 0,3785 0,3274 0,96 0,0053
57,5 3.1 0,5238 ¢ 0,0001 - - 0,92 0,0078
57,5 3.2 0,6443 ¢” 0,9995 -700,8321 0,9995 0,94 0,0062
55 3.1 0,2403 ¢ 0,0004 - - 0,94 0,0021
55 3.2 0,5291 ¢” 0,9997 -413,4604 0,9997 0,95 0,0017

Analisando os resultados obtidos para a modelagem de desativagdo térmica nas

temperaturas estudadas, tem-se que para todas as temperaturas o melhor ajuste foi obtido

aplicando a cinética de desativacdo de primeira ordem (Equagdo 3.1). A desativagdo em série

em uma unica etapa foi inviavel para o ajuste nestas temperaturas, pois apresentaram valores

do parametro (o) negativos e nivel de significincia maior que 10% (p<0,1), exceto para as

temperaturas de 60 e 62,5°C que apresentaram valor positivo para o parametro a;, contudo o

nivel de significancia obtido foi maior que 10% (p<0,1), tornando-o nao significativo pelo

teste ¢ de Student.

A comparagdo entre os resultados experimentais de atividade relativa e os preditos

pelos dois modelos estdo representados nas Figuras 4.3 a 4.7. Os parametros ajustados para

cada temperatura estdo representados nas Equagdes 4.1 a 4.5:
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Figura 4.3 - Perfil de inativagdo térmica a 65°C e pH 4,5 (tampao acetato 0,1 M) para j3-
galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais: (—)
Equagdo 3.1= modelo de desativagdo térmica de primeira ordem; (") Equacgdo 3.2= modelo
de desativagdo térmica em série em uma Unica etapa

Analisando a Figura 4.3 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais
tedricos com o coeficiente de determinagdo igual a 0,92 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0534. O parametro ajustado ao modelo de desativagdo de primeira ordem esta

representado na Equagéo 4.1.

A _ p(0,05461)

Ao (4.1)
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Figura 4.4- Perfil de inativagdo térmica a 62,5°C e pH 4,5 (tampao acetato 0,1 M) para f3-
galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais: (—)
Equagdo 3.1= modelo de desativagdo térmica de primeira ordem; (") Equacgdo 3.2= modelo
de desativagdo térmica em série em uma Unica etapa

A partir dos dados apresentados na Figura 4.4 verifica-se um bom ajuste entre os
valores experimentais e tedricos com o coeficiente de determinacdo igual a 0,98 e a soma dos
quadrados dos desvios igual a 0,0077. O parametro ajustado ao modelo de desativacdo de

primeira ordem esta representado na Equagao 4.2:

i — p(~0:03131)
A (4.2)

0
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Figura 4.5 - Perfil de inativagao térmica a 60°C e pH 4,5 (tampao acetato 0,1 M) para j3-
galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais na faixa de

Equacgao 3.2= modelo de desativagdo térmica em série em uma Unica etapa

Analisando a Figura 4.5 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos com o coeficiente de determinagdo igual a 0,95 e a soma dos quadrados dos desvios
igual a 0,0066, para os resultados experimentais na faixa de 30 a 60 minutos de incubagio,
visto que até 30 minutos de incubagdo, foi observado um patamar de estabilidade que ndo ¢
previsto pelos modelos, justificando assim o ajuste dos modelos matematicos somente na
faixa onde foi observado o processo de desativagao térmica (30 a 60 minutos). O parametro

ajustado ao modelo de desativagdo de primeira ordem esta representado na Equagio 4.3:

A
-0,021095-
_ o0 1)

A (4.3)

0
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Figura 4.6 - Perfil de inativagdo térmica a 57,5°C ¢ pH 4,5 (tampao acetato 0,1 M) para j3-
galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais na faixa de

Equacgao 3.2= modelo de desativagdo térmica em série em uma unica etapa.

Analisando a Figura 4.6 pode ser observado que houve um bom ajuste entre os
valores experimentais e teéricos com o coeficiente de determinagdo igual a 0,92 ¢ soma dos
quadrados dos desvios igual a 0,0078 para os resultados experimentais na faixa de 30 a 105
minutos de incubagio, visto que até¢ 30 minutos de incubacdo, foi observado um patamar de
estabilidade que nao ¢ previsto pelos modelos, justificando assim o ajuste dos modelos
matematicos somente na faixa onde foi observado o processo de desativagao térmica (30 a
105 minutos). O parametro ajustado ao modelo de desativacdo de primeira ordem esta

representado na Equagdo 4.4.

i _ e(—o,5238>;10*2 1)

4 (4.4)

0
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Figura 4.7 - Perfil de inativagao térmica a 55°C e pH 4,5 (tampao acetato 0,1 M) para j3-
galactosidase imobilizada. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais na faixa de

Equacgao 3.2= modelo de desativagdo térmica em série em uma unica etapa.

Analisando a Figura 4.7 verifica-se que ndo houve um bom ajuste entre os valores
experimentais e teéricos com o coeficiente de determinagdo igual a 0,94 e soma dos
quadrados dos desvios igual a 0,0021 para os resultados experimentais na faixa de 40 a 140
minutos de incubagio, visto que até¢ 40 minutos de incubacdo, foi observado um patamar de
estabilidade que nao ¢ previsto pelos modelos, justificando assim o ajuste dos modelos
matematicos somente na faixa onde foi observado o processo de desativagao térmica (40 a
140 minutos). O parametro ajustado ao modelo de desativacdo de primeira ordem esta

representado na Equagdo 4.5.

i _ e(—0,2403x10*2 1)

y (4.5)

0

Utilizando as constantes de desativacdo térmica (k;) ajustadas ao modelo de
desativagdo térmica de primeira ordem e a Equacdo 3.4, foram calculados os tempos de meia-

vida para cada temperatura. Para as temperaturas de 60, 57,5 ¢ 55°C, o tempos de meia vida
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calculados foram acrescidos do tempo em que o biocatalisador permaneceu estavel, sendo que
para as temperaturas de 60 e 57,5 °C foi somado 30 minutos e para a temperatura de 55 °C
somou-se 40 minutos ao tempo de meia-vida calculado. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Valores de k, e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem
de desativacdo térmica

Temperatura ka R? tin t1/2(experimental)
(°C) (min ™) (min) (min)
65 0,0546 0,92 12,70 15
62,5 0,0313 0,98 22,15 20
60 0,0211 0,95 62,85 -
57,5 0,0052 0,92 163,30 -
55 0,0024 0,94 328,81 -

Os resultados apresentados na Tabela 4.8 corroboram com o trabalho de Fischer
(2010), que calculou os tempos de meia-vida utilizando o modelo desativacdo térmica de
primeira ordem para B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada pela combinacdo dos
processos de adsor¢do e ligagdo cruzada para as temperaturas de 65, 63, 60, 57 ¢ 55 °C ¢
obtive como resultados 23,03, 58,24, 126,02, 228,79 e 533,15 min, respectivamente.

No trabalho de Freitas (2007) os tempos de meia-vida calculados utilizando modelo
de primeira ordem de desativacdo térmica para a (-galactosidase de Aspergillus oryzae livre
para as temperaturas de 65, 63, 61, 57 ¢ 55 °C foram 2,40, 11,68, 13,59, 57,70 ¢ 177,70 min,
respectivamente, mostrando claramente que a enzima na forma imobilizada apresenta tempos
de meia-vida superiores, ou seja, mais estavel em relagdo a temperatura do meio reacional.

No trabalho de GAUR et al. (2006) a enzima [-galactosidade de Aspergillus oryzae
foi imobilizada por adsor¢do em celite, por ligagao covalente em quitosana e por ligacdo
cruzada com glutaraldeido, obtendo tempo de meia-vida a 55°C de 18, 14,17 ¢ 17,37 horas,
respectivamente. Para 65°C estes valores foram 0,79 ¢ 1,07 horas para as imobilizagdes em
quitosana e ligacdo cruzada. Verifica-se uma forte dependéncia da estabilidade térmica da
enzima com o método de imobilizagao utilizado.

Para determinar a energia de ativacdo do processo de desativagdo térmica, os

resultados de (kg) em fungdo da temperatura (Tabela 4.8) foram ajustados ao modelo de
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Arrhenius (Equagdo 3.5) utilizando o software Origin®7.0, obtendo a Equacao 4.6 e Figura
4.8.

m  Experimental
-3,0 1 — Modelo de Arrhenius

3,5
-4,0 -

4,5

lll(kd)

-5,0 -

5,5

T T T T T T T T T T
0,00296 0,00298 0,00300 0,00302 0,00304 0,00306

T K

Figura 4.8 — Ajuste do modelo de Arrhenius (—) aos dados experimentais (valores de k)

In(k,) = —35750,36-%+ 103,02 (4.6)

O ajuste linear obtido alcangou coeficiente de determinacao de 0,96. Assim a energia
de ativagdo do processo de desativagdo térmica obtido foi 71,03 kcal/mol. Este valor esta
proximo ao encontrado por Fischer (2010) que obteve energia de ativacdo do processo de
desativagdo térmica igual 66,48 kcal/mol para a (-galactosidase imobilizada por adsorcao
fisica seguido do processo de ligacdo cruzada utilizando glutaraldeido como agente
reticulante.

Freitas (2007) obteve energia de ativacdo do processo de desativagdo térmica igual a
88,14 kcal/mol para a [-galactosidase na sua forma livre. Isto sugere que a enzima
imobilizada no presente trabalho ¢ mais estavel a um aumento de temperatura no processo de
hidrolise de lactose em relagdo a mesma enzima na forma livre, indicando que o procedimento
adotado neste trabalho para obtenc¢do do biocalisador imobilizado mostrou-se como uma

alternativa potencial para elevar a estabilidade do biocatalisador frente a temperatura.
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4.5 Estudo da estabilidade de estocagem da B-galactosidase imobilizada

Com relacdo a influéncia do tempo de estocagem sobre a atividade da f-
galactosidase imobilizada (item 3.13), os resultados mostram que as duas amostras analisadas,
obtidas com e sem a etapa de enxagiie, mantiveram suas atividades apos 98 dias de
armazenamento em tampao acetato pH 4,5 a 4 = 2°C, conforme pode ser observado na Figura
4.9, indicando a manutengdo da estabilidade da enzima frente a estocagem, possibilitando

utilizé-la posteriormente.
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Figura 4.9 - Estabilidade de estocagem da [3-galactosidase imobilizada.

Os dados apresentados na Figura 4.9 com relagdo a influéncia do tempo de
estocagem sobre a atividade da -galactosidase imobilizada, mostram que as duas amostras
analisadas, obtidas com e sem a etapa de enxague, mantiveram suas atividades apds 98 dias de
armazenamento em tampao acetato pH 4,5 a 4 + 2°C, contudo os resultados de atividade para
o biocatalisador obtido com a etapa de enxague (Amostra 1) apresentaram oscilagdes durante
as analises realizadas no periodo de estocagem estudado, este comportamento oscilatério nao
foi tdo evidente na Amostra 2, indicando a manutencao da estabilidade do biocatalisador
obtido sem a etapa de enxague entre os processos de obtencao do biocatalisador imobilizado

frente a estocagem, possibilitando seu uso posteriormente.
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Estes resultados coadunam com o trabalho de Fischer (2010) que verificou a
manutengdo da estabilidade da enzima da B-galactosidase de Aspergillus oryzae,imobilizada
em Duolite A568 pelos processos de adsor¢do seguido de ligagdo cruzada, apos 90 dias de
armazenamento em tampao acetato pH 4,5 a 4 + 2°C.

Segundo Zanin e Morais (2004) a estabilidade de estocagem das enzimas
imobilizadas em soluc¢@o ou secas, geralmente ¢ superior aquela da enzima livre, porém, isto
depende do método de imobilizagdo, do suporte e da solugdo em que esta estocada. Haider ¢
Husain (2007) imobilizaram B-galactosidase de Aspergillus oryzae por oclusdo em alginato de
calcio, reticulado com concanavalina Ae obtiveram uma atividade de 93% em relacdo a inicial
apos 2 meses de estocagem a 4°C.

Vieira (2009) estudou a influéncia do tempo de estocagem na atividade hidrolitica da
[-galactosidase de Kluyveromyces fragilis imobilizada em quitosana, obtendo como resultado
a reducdo da atividade da enzima em 10% em 60 dias e 20% ap6s 90 dias de estocagem a 10

°C e tampdo acetato, 0,1 M, pH 4,5.

4.6 Influéncia da razao de reciclo na hidrolise de permeado de soro de leite em reator de

leito fixo com reciclo

A influéncia da razdo de reciclo na hidrélise de permeado de soro em reator de leito
fixo com reciclo, operando em regime continuo foi estudada conforme item 3.14. As
conversdes por passe e global foram calculadas pelas Equagdes 4.7 e 4.8 e estdo apresentadas

na Tabela 4.9.

Conversao, (%)= % -100% (4.7)
N S -8
Conversao,, (%) = Tf -100% (4.8)

o

Sendo,

S. — Concentragdo de substrato na entrada no reator (Calculada por balango de massa
na juncdo das correntes de alimentacdo e reciclo)

Ss — Concentragdo de substrato na saida do reator

S, — Concentragdo de substrato no tanque de alimentacdo

S¢— Concentracdo de substrato na corrente de saida sistema
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Tabela 4.9 — Conversao de lactose por passe e global em reator de leite fixo com reciclo em
funcdo da vazao de reciclo utilizando permeado de soro com concentragdo de lactose 50 g/L

Vazao de Reciclo Conversao (%)
(mL/min) Passe Global
0 - 33,6
1 27,2 33,5
2 30,3 35,4
3 25,1 34,8
4 22,4 30,5
5 23,7 33,0
6 21,9 29,2

Analisando os resultados da Tabela 4.9 verifica-se que a vazao de reciclo nao teve
grande influéncia sobre a conversdo global do sistema reacional, contudo pode ser observado
um aumento desta conversdao em relacdo a conversdo por passe em todos os experimentos
realizados, alcangando um incremento de aproximadamente 40% da conversao global quando
comparado como a conversao por passe alcancada para a mesma condi¢do de operagdo. O
aumento da conversao global em relacdo a conversao por passe em funcdo da vazao de reciclo
¢ ilustrado na Figura 4.10.

Na Figura 4.10 observa-se que na vazdo de 3 mL/min (razdo de reciclo igual a 0,5)
foi atingido o valor maximo de aumento da conversdo global em relagdo a conversdo por
passe, indicando que a inser¢@o da corrente de reciclo ¢ uma alternativa vidvel para melhores
rendimentos do processo de hidrolise de lactose do permeado de soro de leite em reator de

leito fixo.
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Figura 4.10 - Aumento da conversdo global em relacdo a conversao por passe em fungdo da
vazdo de reciclo

Com o intuito de aumentar as conversdes globais foram conduzidos dois
experimentos com vazdo de alimentacdo 3 mL/min e 1 mL/min e mantida a razdo de reciclo
igual 0,5, visto que esta foi a condi¢cdo que apresentou o melhor resultado para o processo de
hidrdlise estudado. As conversdes por passe ¢ global para estes experimentos e para o

experimento com a vazao de alimentagdo de 6 mL/min sdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Conversao de lactose por passe ¢ global em reator de leite fixo com razdo de
reciclo igual a 0,5 utilizando permeado de soro com concentracdo de lactose 50 g/L

Vazao de Alimentacao Conversao (%)
(mL/min) Passe Global
1 73,4 83,8
3 39,3 49,5

6 25,1 34,8
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Os resultados apresentados na Tabela 4.10 mostram que a conversdo de lactose €
aumentada com a diminui¢do da vazdo, como era previsto, haja vista que diminui¢do da vazao
implica em maior tempo de residéncia do meio reacional no interior do reator. Estes
resultados podem ser comparados com Fischer (2010) que realizou a hidrélise em reator de
leito fixo operando com vazdo de alimentacdo de 0,6 mL/min de solug¢do de lactose 50 g/L
como substrato e obteve 88,2% conversao.

Ansari e Husain (2012) obtiveram conversao de lactose de 92 e 95% utilizando B-
galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada de duas formas, o primeiro biocatalisador foi
obtido por adsor¢do em Con A-Celite e o segundo biocatalisador foi preparado por
combinagdo dos processos de adsor¢do em Con A-Celite e ligagdo cruzada utilizando
glutaraldeido como agente reticulante. A hidrolise foi realizada em reator de leito fixo
operando com lactose 34,2 g/L. com vazdo de 0,33 mL/min.

Analisando a Tabela 4.9 ¢ comparando com o trabalho de Fischer (2010) que obteve
conversdo de lactose de 53% em reator de leito fixo com vazdo de alimentacdo de 6 mL/min,
para hidrdlise de soro de leite, verifica-se que a conversdo alcangada por Fischer (2010) ¢
superior a conversdo de 34,8% obtida neste trabalho para operacdo com vazao de alimentacao
de 6 mL/min em reator de leito fixo com razdo de reciclo igual a 0,5 e permeado de soro de
leite como substrato.

Esta diferenca pode ser justificada pela influéncia do pH da solu¢dao do substrato na
atividade do biocatalisador imobilizado, visto que no trabalho de Fischer (2010) o pH do soro
de leite foi ajustado a 4,5, ¢ no presente trabalho foi mantido o pH natural da solucao de
permeado de soro, com valor de 6,5. Segundo Guidini (2009), que estudou a influéncia do pH
na atividade enzimatica do biocatalisador obtido pela combinac¢ao dos processos de adsor¢ao
e ligacdo cruzada, para a temperatura reacional de 40°C a atividade do biocatalisador
imobilizado foi de 0,221 e 0,647 U para os valores de pH 7,02 ¢ 4,5, respectivamente.

Com o objetivo de viabilizar a aplicagdo do biocatalisador em processos industriais,
foi mantido o pH natural do permeado de soro (pH 6,5), mesmo sabendo da diminui¢do da
atividade do biocatalisador em meio reacional com pH de 6,5, visto que para aplicacdo
industrial o ajuste do pH torna o processo inviavel pelo volume de producdo, além do mais, o
ajuste do pH implica em aumento da concentragdo de sais no produto final, que ndo ¢

desejavel do ponto de vista alimenticio.
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4.7 Hidrolise de permeado de soro de leite em reator de leito fixo com reciclo operando

em regime descontinuo

Com relag@o a hidrdlise de permeado de soro de leite em reator de leito fixo com
reciclo operando em regime descontinuo (item 3.15), os resultados mostram altas conversdes

de lactose em seus monossacarideos, como pode ser visto na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Conversdo de lactose em permeado de soro (50 g/L de lactose) em reator de
leite fixo com vazdo de 1 mL/min operando em regime descontinuo (loop)
Tempo Conversio de lactose

(min) (%)
0 33
10 66
67 81
90 87

Os resultados apresentados na Tabela 4.11 mostram que apenas 90 minutos de
operagao sao necessarios para conversao de 87% da lactose alimentada, sendo necessario uma

scale-up da unidade operacional para os processos que desejam produgdes em larga escala.

4.8 Estudo da estabilidade operacional da B-galactosidase imobilizada

No desenvolvimento de processos com enzimas imobilizadas, um parametro
fundamental ¢ a estabilidade operacional. Se a enzima imobilizada for capaz de reter
consideravel atividade enzimatica apds varios ciclos de uso, entdo os processos com enzimas
imobilizadas podem ser mais economicos que os processos com a enzima livre. Dessa forma,
haveria uma redug¢@o no custo operacional do processo advindo do menor consumo de
enzima, além de compensar as despesas adicionais com os processos de imobilizagdo (ZANIN
e MORAES, 2004).

A estabilidade operacional da [-galactosidase imobilizada foi analisada durante 40
horas, utilizando permeado de soro como substrato (concentragao de lactose 50 g/L), pH 6,5,
temperatura de 35 +1 °C, reator de leito fixo com escoamento ascendente, vazdo de
alimentacdo 6 mL/min e vazao de reciclo 3 mL/min, conforme item 3.16. Os resultados sdo

mostrados na Figura 4.16.
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Figura 4.11 - Estabilidade operacional da (3-galactosidase imobilizada na hidrélise de lactose
em reator de leito fixo com reciclo em regime continuo.

A enzima imobilizada manteve sua atividade hidrolitica durante 5 horas de operagéo,
correspondente a aproximados 110 tempos de residéncia, a partir deste tempo observou-se
uma fase de declinio na atividade do biocatalisador, chegando ao final de 40 horas de
operacdo (805 tempos de residéncia) com 70% da atividade catalitica inicial. Esse resultado
evidencia que a operacdo em reator de leito fixo em regime continuo utilizando permeado de
soro como substrato tem menor estabilidade operacional quando comparado com a operacao
em reator continuo utilizando solugdo de lactose como substrato, visto que foi observado
incrustagdes nas mangueiras ¢ aumento da turbidez do meio reacional, indicando que a
operacdo utilizando permeado de soro de leite pode favorecer o entupimento dos poros da
resina.

Os problemas operacionais observados, incrustagdes nas mangueiras € aumento da
turbidez do meio reacional, podem estar relacionados com a presenca de 4,56% de sais
minerais na composi¢do do permeado de soro, como pode ser visto no certificado de analise
emitido pelo fabricante (Anexo A). A operacao continua utilizando o permeado de soro como

substrato pode implicar num aumento da concentracao de sais minerais no meio reacional em
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funcdo do tempo de operacdo, e por conseqiiéncia uma diminuicdo da eficiéncia do sistema,
visto que as incrustagdes observadas nas mangueiras podem estar presentes também na
superficie do catalisador dimuinindo sua atividade hidrolitica. Uma alternativa para um
aumento da estabilidade operacional do sistema em estudo é a realizagdo do processo de
desmineralizagdo do substrato antes do mesmo ser submetido ao processo de hidrélise em
reator de leito fixo com reciclo.

Em contrapartida aos resultados apresentados na Figura 4.11 que apontam para uma
perda da atividade hidrolitica em func¢do do tempo de operagdo, a percolagdo de 500 mL de
solugdo tampao pH 4,5 no reator de leito fixo na vazdo de 6 mL/min remove as particulas que
causavam o entupimento dos poros da resina, recuperando assim a atividade inicial do reator
de leito fixo, permitindo sua reutilizagao.

Fischer (2010) observou a manutengdo da atividade hidrolitica apos 30 dias de
operacdo em reator de leito fixo com solugdo de lactose 50 g/L com vazdo de alimentagdo de
0,3 mL/min (aproximadamente 766 tempo de residéncia).

MARIOTTI et al. (2008) estudaram a estabilidade operacional da B-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em silica, em reator de leito fixo, utilizando solug@o de lactose
45 g/L a pH 4,5, na temperatura de 40°C. Obtiveram como resultado, para vazdo de
alimenta¢@o de 0,5 mL/min uma redugdo de 24% apds 130 dias de operagdo. Para a vazdo de

alimentag@o de 5 mL/min o reator operou 130 dias como uma redug@o de 32% na atividade.



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

* O método de obtengdo de P-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada
em Duolite A568 que resultou na maior atividade catalitica foi a sequéncia dos
processos de imobilizagdo por adsorcdo, seguido da etapa de estabilizagdo e
finalmente submetida ao processo de ligacdo cruzada com glutaraldeido,
alcangando um aumento de 44% da atividade enzimatica, quando comparado com
a atividade alcancada pelo biocatalisador obtido pela combinag¢do dos processos
de adsorc¢do e ligacdo cruzada;

* O emprego do tampao borato reduziu a atividade em aproximadamente 70%
quando comparado com a atividade do derivado obtido utilizando tampao fosfato;
= A adigdo da lactose como composto protetor do sitio ativo da enzima durante a
imobiliza¢do ndo alterou o desempenho do biocatalisador imobilizado, mostrando
que o sitio ativo ndo esta diretamente envolvido no processo de imobilizagao;

= O biocatalisador obtido pelo processo de imobiliza¢ao seguido de estabilizacao
e finalmente submetida ao processo de ligagdo cruzada mostrou-se altamente
estavel em toda a faixa de pH estudada, podendo assim, ser utilizado em
processos de hidrolise da lactose proveniente de diversas fontes (leite, soro doce ¢
soro acido);

* Foi verificada uma forte dependéncia da enzima imobilizada em relagdo a
temperatura. A 65°C, em 15 minutos houve uma queda de 50% da atividade em
relacdo a inicial. Para as temperaturas de 60, 57,5 e 55°C foi observado um
patamar de estabilidade até os 30 minutos de incubacao, a partir dai observa-se o
processo de inativagdo térmica;

* O modelo de desativagdo térmica de primeira ordem se ajustou melhor do que
o modelo de desativacdo em série em uma unica etapa para descrever a cinética de
desativagdo térmica da enzima imobilizada;

* A energia de ativagdo do processo de desativagdo térmica de [-galactosidase
de Aspergillus oryzae imobilizada foi 71,03 kcal/mol com tempo de meia-vida de

5,5 horas a 55°C, o que permite aplicacdo do biocatalisador em processos que
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exigem temperaturas moderadas (proximas a 55°C), sem que ocorra perda
significativa da atividade do biocatalisador;

= A enzima imobilizada manteve sua atividade apoés 100 dias de
armazenamento, em tampao acetato pH 4,5 a 4 + 2°C, indicando a manutencao da
estabilidade da enzima na estocagem;

* A razdo de reciclo igual a 0,5 promoveu um incremento de aproximadamente
40% da conversdo global quando comparado como a conversdo por passe
alcangada para a mesma condi¢do de operagdo;

» A enzima imobilizada, manteve sua atividade durante 110 tempos de
residéncia em reator de leito fixo, com vazdo de alimentagdo de permeado de soro

igual a 6 mL/min e vazdo de reciclo mantida em 3 mL/min.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Utilizar substratos desmineralizados em reator de leito fixo com reciclo para
melhoria da estabilidade operacional do sistema;

» Avaliar o processo de hidrdlise de lactose pela enzima B-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada na resina Duolite A568 em reator de leito
fluidizado e reator hibrido utilizando soro de leite e leite como substrato.

» Estudar o processo de ligacdo da enzima ao suporte por microscopia eletronica

de varredura.
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ANEXO

ANEXO A
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SO0RO

i e o do e,

CERTIFICADO DE ANALISE

Laboratdrio de Controle de Qualidade
Concentrado Ind. de Produtos Lacteos Ltda.

Produto: Permeado de Soro de Leite em P6

I Data: 11/11/2011

AMOSTRA

PARAMETROS | ESPECIFICACAO VALORES ANALISE
Lote 011
Quantidade kg 25 unidades
Data de
fabricagdo i o4/10/11
Validade e orimciio 04/10/12
Aspecto I;?uﬂ;?rme sem Caracteristicos, confarme especificacéo
Cor S;:::":I;:jo' Branco a amarelado, conforme especificagdo

Sabor/ Odor

Levemente lacteos

Caracteristitos, conforme especificacdo

Umidade (%) Méximo 4,0 1,05 /
P:ci‘dez (% dcido Méximo 2,0 1,93
latico)

Gordura (%) Maximo 1,5 0,0%

pH 6,0 - 6,7 6,25
Proteinas () Minimo 3,0 1,42 7
Cinzas (sais -
minerais %) Maximo 6,0 4,56
tactose (7.} Minimo 80,0 92,97 7
Aerobios Mesodfilos L 4 Py
(UFC/g) Maximo 5 x 10 <10

St. Aureus

coagulase positive | Maximo 100 <io*
(UFC/g)

Coliformes totais o 1
(UFC/g) Maximo 100 <1i0
Coliformes fecais . 1
(UFC/q) Maximo 10 <10
Baolores e leveduras o 1
(UFC/q) Maximo 50 2,0X10
Salmonela (valor o

garantido) Auséncia Ausente
Stdodlneisi

Ana Claudia Waclawik
Garantia da Qualidade




ANEXO B

DETERMINACAO DE GLICOSE

A glicose-oxidase catalisa a oxidacdo da glicose de acordo com a seguinte reagao:

Glicose+0, + H,0—2 5 Acido Gluconico + H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob agdo
catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor ¢ proporcional a concentragdo da

glicose na amostra.

2H,0, +4 - A min oantipirina + fenol —"°®— Antipirilquinoni min a + 4H,0

O kit GLICOSE PAP Liquiform contém 1000 mL de Reagente 1 e 5 mL de Padrao.
O Reagente 1 ¢ apresentado pronto para uso utilizando metodologia enzimatica de grande
especificidade analitica, de simples e facil aplicacdo em laboratorio.

O método pode ser utilizado em técnica manual e ¢ facilmente aplicavel em
analisadores semi-automaticos e automaticos capazes de medir com exatidao a absorbancia
entre 420 e 520 nm.

Para determinag¢do de teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi a
determinagdo da curva padrao, de absorbancia em fun¢do das concentragoes de glicose. Para
isso foram utilizados tubos de ensaios contendo 2 mL do Reagente 1, aos quais foram
adicionados 20 pL de solucdo de glicose, na faixa de concentragdo de 0,0 a 4,5 g/L, com
intervalos de 0,5 g/L, os tubos de ensaio foram agitados vigorosamente ¢ incubados em
banho-maria a 37 +/- 2°C durante 10 minutos. Apos esse tempo, eram lidas as absorbancias a
505 nm em espectrofotometro, considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de
absorbancia em fungdo da concentracdo de glicose foi obtida a curva padrdo, considerando o
intervalo de concentragdo adotado.

Para uma amostra de concentracdo desconhecida de glicose seguia-se o
procedimento supracitado, determinando-se a sua absorbancia, e a partir da curva padrio, a

concentragdo de glicose.



Os dados utilizados para determinagdo da curva padrio, bem como o grafico e a

equacdo da curva padrao obtida sdo apresentados abaixo.

Curva Padrao

Absorbancia ConcentracaoGlicose

*) (g/L)
0,0020 0,0
0,1733 0,5
0,3432 1,0
0,4801 1,5
0,6626 2,0
0,8739 2,5
1,0363 3,0
1,1523 3,5
1,3053 4,0
1,4769 4,5

Curva Padriao

g 5.0
-
2 *
c 10 y — 3,008x /
= R2—0.997 &
s 330 _w
'S. Bn e
- " /
£ 0 g
= —
2 A
g 1.0 //0/
@) A

0.0

0,0 0,2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.0
Absorbancia (i)




ANEXO C

DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina foi realizada através do Método de Lowry (1951),
constituidos das solugdes A, B e AB.

Reativo A: 2 g de Na,COs3 seco mais 0,02 g de tartarato duplo de sodio e potassio em
100 mL de NaOHO,1 M

Reativo B: 0,5 g de CuSO4 mais 2 gotas de H,SO,4 concentrado em 100 mL de agua
destilada.

Solucdo AB: 50 mL de reativo A e 1 mL de reativo B, preparado imediatamente
antes da dosagem.

Reativo de Folin: preparava uma solug¢do 1 N e era armazenado ao abrigo da luz.

Solugdo padrao de soro de albumina bovina (BSA) 100 mg/L. Adicionava-se
cuidadosamente 100 mg de BSA em 1000 mL para evitar a formagao de bolhas. Esta solucao
era conservada sob refrigeracao.

Para a dosagem de proteina fazia-se a diluigdo das amostras para que a absorbancia
situasse na faixa de 0,0 a 1,0. Amostras de 1,0 mL contendo proteina a ser dosada eram
adicionadas a um frasco tipo penicilina cor ambar no qual eram acrescentados 3 mL de
solucdo AB, cobertos com parafilm, homogeneizados, protegidos da luz e mantidos desta
forma por 10 minutos. Apos este tempo adicionava-se 0,3 mL de reativo Folin 1 N e deixava
por mais 30 minutos ao abrigo da luz. Ao final efetuava a medida da absorbancia a 760 nm
emespectrofotdmetro, utilizando cubetas de vidro.

A leitura da absorbancia era convertida em concentra¢do de proteina pela curva de
calibragdo realizada anteriormente pelo mesmo procedimento, com medidas de absorbancia
em relagdo a concentracdes de BSA na faixa de 0 a 100 mg/mL, que resultou em uma equagao
linear.

Os dados utilizados para determinag¢do da curva padrdo, bem como o grafico ¢ a

equagdo da curva padrio obtida sdo apresentados abaixo.



Curva Padriao

Absorbancia ConcentracaoBSA

*) (mg/L)
0,0790 10,0
0,1310 20,0
0,1620 30,0
0,2085 40,0
0,2275 50,0
0,2775 60,0
0,2975 70,0
0,3340 80,0
0,3915 100,0
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