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RESUMO

Neste trabalho o objetivo geral foi estudar o pseoede imobilizacdo degalactosidase em
suporte de quitosana por meio de ligacdo cruzatizantdo glutaraldeido. A influéncia da
concentracdo de glutaraldeido como agente retitilamlo tempo de reacéo na atividade do
biocatalisador imobilizado foi estudada utilizarsoum planejamento fatorial. Na sequéncia,
foi realizado um estudo sobre as influéncias dazeamacdo da enzima, da temperatura e do
pH no processo de imobilizacao utilizando-se, neas®, um planejamento composto central.
Tanto o planejamento fatorial como o planejameptaposto central foram utilizados com o
intuito de indicar a maxima atividade apos a hidedénzimatica cujo substrato foi a rafinose.
Os resultados mostram que a concentragao de dgtlgm@ e o tempo de imobilizagdo foram
respectivamente 5% (v/v) e 24 horas. Ja os resdtad planejamento composto central
indicaram que a retencdo da atividade cataliticgpno@esso de imobilizacdo foi maxima
numa concentracao de enzima na faixa de 12 a 2(bllde 6,5 a 8; e temperatura de 22 a
34°C. Posteriormente, desenvolveu-se o estudo tanéstabilidade com relacédo ao pH como
da estabilidade térmica da-galactosidase imobilizada em quitosana. Avaliousse
estabilidade com relacdo ao pH na faixa entre 3@danto para a enzima imobilizada nas
particulas com glutaraldeido (5% v/v) como pararasbilizadas sem glutaraldeido (0% v/v);
e os testes referentes a estabilidade térmicaevaarrem temperaturas entre 50 e 60°C para
as particulas imobilizadas com glutaraldeido. Osultados indicaram que a enzima
imobilizada com 5% de glutaraldeido foi estaveltenia a faixa de pH estudada, ja a enzima
imobilizada com 0% de glutaraldeido apresentoussével nas faixas entre 5,0 e 9,0. Com
relacdo ao tratamento térmico, durante os periddogempos estudados, verificou-se que a
atividade da enzima diminuiu com o0 aumento da teatpe e tempo de exposicao.
Resultados referentes a resisténcia relacionadéermpo de estoque de-galactosidase
imobilizadas em quitosana tanto com glutaraldeidma@ sem glutaraldeido mostram que,
apos 50 dias, para o processo com 0 agente retieullbuve uma atividade residual de
76,73% e para o processo sem glutaraldeido a atigidesidual foi de 14,38%. J& para o
experimente de resisténcia em relacdo ao numerepicoes, os resultados indicam que
para a enzima imobilizada com glutaradeido a ankdresidual foi de 82,56% apds 20 usos.

Palavras-chave: imobilizacdo enziméticayalactosidase, glutaraldeido, quitosana, rafinose.
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ABSTRACT

The general aim of this work was to study the psecafa-galactosidase immobilization in
support of chitosan by cross-linking using glutdedlyde. The influence of glutaraldeyde
concentration as crosslinker agent and activityetireaction on a immobilized byocatalyst
were either studied using a factorial design. Famnth study on the influence of the enzyme
concentration, temperature and pH on the immobitimaprocess was done using a central
composite planning. Both the factorial design acehtral composite planning were used to
indicate the maximum activity after enzymatic hygscs, employing raffinose as substrate.
The results show that the glutaraldehyde conceotraind the immobilization time were 5%
(v/v) and 24 hours, respectively. The central cositpoplanning results indicated that the
catalytic activity's retention in the immobilizati process was utmost at a enzyme
concentration range of 12 to 20 g/L, pH among 6.8,tand temperatures amid 22 t6@34
After, the stability study ofi-galactosidase immobilized on chitosan with respeqiH and
temperature were either developed. In these saentdmeé pH range was of 3.0 to 9.0 for both
immobilized enzyme particles with glutaraldehyd&s(%/v) as for those immobilized without
glutaraldehyde (0% v/v); and testing for thermabdity occurred at temperatures between 50
and 60°C for enzymes immobilized with glutaraldehyd@he outcomes indicated that the
immobilized enzymes with 5% glutaraldehyde werdlstdhroughout the pH range studied,
since the immobilized enzymes without glutaraldehyeimained stable in the range between
5.0 and 9.0. Regarding the heat treatment duriadithe periods studied, it was found that
the enzyme activity decreased with increasing teatpee and time of exposure. Results
related to the stock time resistance of immobilizeghlactosidase on chitosan both with and
without glutaraldehyde showed that, after 50 d&ysthe process with crosslinker there was
residual activity of 73.77% and for the case lagkgiutaraldehyde the residual acivity was
14,38%. At the trial resistance concerning the nemdj repetitions, the results indicate that
for the immobilized enzyme with glutaraldehyde tesidual activity was 82,56% after 20
uses.

Key-words: a-galactosidase; enzyme immobilization; glutaralakd)ychitosan; raffinose.



CAPITULO 1

1. Introducao

O uso de produtos a base de soja é restrito devalguns fatores antinutricionais.
Dentre estes fatores, destaca-se a presenca dmsssalcarideos rafinose e estaquiose.
Mamiferos de modo geral sdo deficientes na digestéstes carboidratos por nao
apresentarem enzimas pancreaticas capazes deidsicknl suas ligagfes-1,6. A nado
digestdo destes agucares provocam suas fermenfagldesiicro flora intestinal, resultando
em producéo excessiva de gases. Esta flatulémaigzida é responsavel pela diminuicdo do
consumo destes alimentos pela populacdo (NAGANAGAUBRD07). Como resultado, a
demanda por produtos a base de soja livres enosafia estaquiose é grande. Entre todas as
propostas para reducdo destes acucares, 0 usozi@aengalactosidase demonstrou-se a
mais eficiente (VIANAet. al 2007).

Dessa maneira, a industria de alimentos, principatende derivados de soja, tem
grande interesse de reducédo dos galacto-oligo$daoay pois produtos de soja hidrolisados
com as a-galactosidases, apresentam melhores propriedadegionais e reducdo de
problemas digestivos, o que contribui para amptiagé mercado consumidor de soja e

derivados.

O tratamento de farinha de soja cengalactosidase foi realizado, reduzindo o
conteudo de rafinose e estaquiose em 90,4% e 91d¥ectivamente (MULIMANEt al.,
1997). Outros estudos foram realizados sobre g #&edde oligossacarideos néo digeriveis em
leite de soja, com aplicacdo de bactéria acidickobodificada (LEBLANCet al, 2004). As
a-galactosidases sdo também usadas na industriglidarade beterraba, para a hidrélise de
rafinose presente no xarope. A rafinose inibe atalizacdo da sacarose no xarope de
beterraba. Desse modo, a hidrolise enzimaticafdesa aumenta o rendimento de sacarose,

promovendo a cristalizacdo normal do acucar derdabi@ (SAID e PIETRO, 2004).
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A instabilidade das enzimas utilizadas em alimenp@asa consumo humano e
animal tem sido uma questao importante tanto npapa€do quanto no armazenamento de
alimentos. Avancos recentes em nanotecnologia téwstrado grandes vantagens na
utilizacdo de nanoparticulas para encapsulameitteracdo controlada de proteina. (YONG
LIU et al, 2010).

Os processos enzimaticos empregam as enzimas maasfdivre (sollveis) ou
imobilizada. A utilizagdo de enzimas livres em @sDS industriais tem certas limitagdes
devido ao seu alto custo, a dificuldade de recy@eralas mesmas no final do processo e
ainda a sua instabilidade (HAIDER e HUSAIN, 2008).aplicacdo da enzima na forma
imobilizada pode apresentar diversas vantagens eatdo a forma livre, tais como
reutilizacdo do biocatalisador heterogéneo, pdsiddie de melhor controle de processo,
operagdo continua, aumento de estabilidade, deatras. Alguns fatores essenciais devem
ser levados em consideracédo para a escolha dotswgaquado a imobilizacdo, tais como
compatibilidade suporte-enzima, eficiéncia, proddtde, estabilidade no processo,
disponibilidade do suporte e custos (CAO, 2005; KRWSKA, 2009).

Uma outra técnica utilizada para imobilizar enzirdas utilizacdo do glutaraldeido.
A metodologia é bastante simples e eficiente pardit em alguns casos, melhorar a
estabilidade da enzima através da imobilizacaoipauto (BARROSet al, 2003).

1.10Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar mgesso de imobilizacdo de
galactosidase em particulas de quitosana e a mciluéda ligacdo cruzada cujo agente

reticulante foi o glutaraldeido.
Como principais objetivos especificos, podem gados:

a) Estudar a influéncia concentracdo de glutaraldeddodo tempo no processo de
imobilizacdo da enzima-galactosidase, avaliando como resposta a ativielazienatica;

b) Estudar a influéncia da concentracdo de enzimagpl#h temperatura no processo de
imobilizacdo em funcéo da atividade enzimatica;

c) Determinar a estabilidade da enzima imobilizadacoaslicbes 6timas em relacdo ao pH;

d) Determinar a estabilidade da enzima imobilizada c@sdicbes 6timas em relacdo a

temperatura em funcao do tempo;
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e) Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada eragé&b ao tempo de estocagem;
f) Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada erag&b ao niUmero de usos (processo de

reutilizacdo da enzima imobilizada).



CAPITULO 2

2. Revisao Bibliografica

Este capitulo tem por finalidade apresentar osalhals mais relevantes referentes a
imobilizacdo dea-galactosidase em suporte de quitosana por meidigdedo cruzada
utilizando como agente reticulante o glutaraldeidiscutindo e comentando as principais

abordagens de diversos autores.

2.1Soja

A soja € considerada um dos principais produtoscelgs devido a sua alta
produtividade, capacidade adaptativa e qualidadiécimal. E amplamente consumida pela
populacdo, na forma de 6leo e seus derivados, aoergarina e gordura hidrogenada,
(KHARE et al, 1994).

A soja € uma leguminosa considerada excelente fdatalimentacdo em todo o
mundo. No Jap&o é conhecida como "a carne do campotratada como fonte da vida de
maneira similar aos ovos. A proteina da soja tenpadrdo de acido amino bem equilibrado
(SMITH e CIRCLE, 1972.), além disso, o leite deaséjvisto como um substituto de baixo
custo para leite de vaca nos paises em desenvoldireecomo um suplemento nutritivo para

a populacéo intolerante a lactose (KHAREal.,1994).

A soja possui alto valor nutritivo por conter, enas proteinas, quantidade suficiente
de inUmeros aminoacidos essenciais (COSTA e MIY®/2). Apesar de seu alto valor
nutricional, uma série de fatores antinutricionatajs como presenca de galacto-

oligossacarideos, esta presente nos graos (SANN| 1997).

E importante determinar a composicéo de difereniiz/os de soja para selecionar
aqueles com altos niveis de proteina e 6leo e baoxteldo de galacto-oligossacarideos.
Estudos revelaram que na soja var. Doko foram eramos teores de 0,7 e 4,1 g% para
rafinose e estaquiose, respectivamente (TRWEA@I, 1995). J& em estudos desenvolvidos

com a soja var. TGX536-02D o conteudo de rafinosstaquiose encontrados foram de 1,22
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e 3,41 %, respectivamente (EGOUNLETY e AWORH, 200@vido a presenca dos galacto-
oligossacarideos nas sementes de soja, a inges$agrélos pode provocar flatuléncia em

humanos.

2.20ligossacarideos e galacto-oligossacarideos (GO)

Os oligossacarideos séo definidos estritamente c@mdo carboidratos que contém
entre 2 e 10 monossacarideos, covalentemente $igattavés de ligagBes glicosidicas
(MEHRA e KELLY, 2006).

Os oligossacarideos ocorrem naturalmente em mutinsentos e em tecidos
vegetais, bem como sao sintetizados no metabolgenanimais e micro-organismos. As
propriedades bioldgicas e fisico-quimicas de semponentes tém sido relatadas como
equivalentes as fibras dietéticas, associando @mfesiologica com importantes aspectos da
saude humana (TUNGLAND e MEYER, 2002). Os oligoasa@eos podem ser obtidos por
extracdo de tecidos vegetais, por fermentacdo biama, por catalise enzimética ou por
reacao quimica (MUSSATO e MANSILHA, 2007).

Dentre os oligossacarideos destaca-se a inulifa,uso em alimentos e os efeitos
fisioldgicos associados aos seres humanos témesitimlados nas Ultimas duas décadas. A
inulina é reserva de carboidrato em muitas pladitastiiedéneas. Atualmente é produzida via
extracio a partir de raizes de chicoria e de ovtrgstais (RUPEREZ, 1998).

A oligofrutose € outro oligossacarideo importantg industria de alimentos
funcionais. E constituida por 2 a 4 unidades deo$ei ligadas a um residuo terminal de
glicose (PASSOS e PARK, 2003).

Os galacto-oligossacarideos sao formados pelagakatsosilacdo da galactose por
acdo da enzimp-galactosidase, a partir de substratos ricos etndaqdMAHONEY, 1998).
A rafinose (também chamada dayalacto-oligossacarideo) é obtida de extracdotabgem
especial da soja. Os xilo-oligossacarideos sadodadbtia partir de hidrélise parcial de
polixilanos realizada pelap-xilanase. Os glicooligossacarideos sdo obtidos por
transglicosilacdo da glicose wiaglicosidase (TUNGLAND e MEYER, 2002).

Os galacto-oligossacarideos sdo sintetizados dumarformacdo das sementes, e
degradados durante o processo de germinacdo (KARDEHEHOLF, 1980; SARAVIT Zet

al., 1987). Eles sdo derivados da sacarose, e oomsEsadicdo da galactose a sacarose por



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 6

uma ligacdoo-1,6 formando a rafinose. Novas unidades de galacséo adicionadas por

ligacbesa-1,6 ao terminal galactose para formar os tetreemgssacarideos estaquiose e
verbascose, respectivamente (HINCHKAal, 2003). Portanto, os galacto-oligossacarideos
sao considerados extensdes da sacarose, variagdasapo namero de residuos de galactose
(SPRENGER e KELLER, 2000). A via metabdlica de edatdos galacto-oligossacarideos

pode ser representada (DEY, 1985) como se segue:

UDP-galactose + mio-inositeb galactinol + UDP
Galactinol + sacarose> rafinose + mio-inositol
Galactinol + rafinose~ estaquiose + mio-inositol
Galactinol + estaquiose> verbascose + mio-inositol

Galactinol + verbascose ajuscose + mio-inositol

Um esquema da via de sintese dos oligossacaritbens, como das enzimas

envolvidas, est4 representado na Figura 2.1.

UDP

- - 0 » -
UDP - Glc UDP - Gal Sacarose

(Glicose - Frutose)
Mio-inositol 1-P

Glc6P —» — Mio-inositol » Galactinol Rafinose
/ sintase
MIPS /
Acido fitico Rafinose
(Galactose-Sacarose)
Galactinol
Estaquiose
sintase
Galactinol
Galactinol
Ajucose Verbascose = Estaquiose
(Galactose- Verbascose)*— —— (Galactose- Estaquiose) (Galactose- Rafinose)

Figura 2.1: Esquema da via metabdlica de sinteselidgssacarideos de rafinose. UDP-GIc:
uridina difosato-glicose; UDP-Gal: uridina difosfejalactose; UDP: uridina difosfato;
GIc6P: glicose-6-fosfato. (Adaptado de SUARE AL, 1999).
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2.2.1 Rafinose

A rafinose € o segundo acucar solivel mais enadmtna natureza, uma vez que o

primeiro agucar é a sacarose.

Nas plantas superiores, a rafinose ocorre nassottamiles e 6rgdos de reserva. O
nivel nas folhas é baixo, mas é translocado ewsmw@a em altas concentracdes em 6rgaos de
reserva durante o desenvolvimento da planta. Coit@ot® a perda de agua, ha aumento na
concentracdo de rafinose em sementes maduras (D#B6). Segundo 0 mesmo autor, em
orgaos de reserva, rafinose pode ser utilizada cema@recursor para a sintese de outros
oligossacarideos homologos maiores ou ser hiddaliparo-galactosidases e invertases.b

A rafinose, cuja formula estrutural esta represtntea Figura 2.2, € um trissacarideo
encontrado no repolho, brécolis, aspargo e outregetais. Também € encontrada
principalmente em graos, como o feijdo e a soja RAMRA e MARIA, 2001), e em
pequenas fragdes no mel. Ela pode ser hidrolisadagido, produzindo um mol de galactose,
glicose e frutose, ou pela enzinagalactosidase, produzindo um mol de galactose enam
de sacarose. Os seres humanos e outros mamiferosgastricos ndo produzem a
a-galactosidase. Devido a isso, a rafinose permaaeeseulada nos intestinos, onde micro-
organismos anaerobicos promovem sua fermentacéesammdo ma digestdo (VIANAt al,
2005).

OH

0““:”* cuﬁou

r: OH 0/
cu_rou ou \_VJ:H LOH
Figura 2.2: Estrutura quimica da rafinose.

Esse acucar, amplamente encontrado na soja, € nes@b por fatores
antinutricionais como a flatuléncia, fato esse goele acarretar em uma diminuicdo do

consumo da soja pela populagdo mundial.

2.3Enzimas como catalisadores

Enzimas sdao moléculas quimicamente grandes, reatbgan grupos idnicos,
hidrofilicos e hidrofébicos. Sado grupos de subst&norganicas de natureza protéica, com

atividade intracelular ou extracelular que tem @es;catalisadoras. A capacidade catalitica
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das enzimas torna-se adequada para aplicacdesriaidigomo na industria farmacéutica ou

alimentar, e uma vantagem é que catalisam sob g@gglambientais.

As enzimas convertem uma substancia chamada degatohsara outra chamada de
produto, e sdo extremamente especificas para aorgae catalisam. A velocidade de reacao
catalisada por uma enzima é aumentada devido g&edie energia de ativacdo necessaria
para converter o substrato no produto. Uma enzimm& proteina que catalisa ou acelera
uma reacdo biologica. Pode, portanto, ser defiocmao um biocatalisador, cuja natureza
protéica determina algumas propriedades, tais cespecificidade de substrato, dependéncia
da temperatura e pH (CHIBATA, 1978; BOBBIO e BOBBI®95; FABER, 2004).

Na aplicacdo das enzimas e importante avaliar ¢egacteristicas: estabilidade,
atividade e especificidade (DIXON e WEBB, 1979; B8 e BOBBIO, 1995; FURLONG,
2000; GALVAO, 2004; BAILEY e OLLIS, 1986).

Estabilidade a capacidade catalitica de uma enzima dependealestrutura nativa,
a qual é mantida por forcas de interacdo. Altemgfieambiente reacional podem debilitar
essas interacdes, alterando a estrutura tridimesisiativa e ocasionando perda parcial ou
total da sua funcionabilidade biologica. Assimstabilidade pode ser afetada por variacdo de

temperatura, pH e presenca de solventes polares.

Atividade E dada pela medicdo da velocidade inicial dadeapb uma faixa de
condi¢cdes determinadas. A atividade enzimética pmitemedida em condi¢des tais que
permitam que a velocidade da reagdo seja maximaesignifica que o substrato deve estar
em concentracdo elevada, de modo a permitir quee doenzima seja transformada em um

complexo ativado.

Especificidade A especificidade enzimatica consiste na capaeiddal enzima ser
seletiva a ligagbes, substratos ou grupos de subisirEla se baseia nas interagcbes entre a
molécula do substrato/inibidor e o sitio ativo daima, como, por exemplo, as ligacdes de
hidrogénio, as interacdes de Van der Waals e aragiies eletrostaticas. Isto ocorre somente
quando varias dessas interacdes acontecem sinartané entre as duas moléculas (enzima

e substrato/inibidor) em uma estrutura tridimenaion

A utilizacdo das enzimas é antiga, antes dos m@®pmicro-organismos serem
conhecidos. Um dos primeiros alimentos prepara@tes fpumanidade que se tem noticia, o

pao, utilizou a acédo enzimatica. Pasteur, no filsadéculo XIX demonstrou a intervengéo das
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leveduras no processo de fermentacdo alcoodlicatrab@alho que evidenciou a agdo das
enzimas fora das células (CABRAL, 1982).

Nos processos bioldgicos, as enzimas sao prefer@veatalisadores quimicos, pois
sdo mais seletivas, resulta em um produto maisoliemfem um maior rendimento (MOFFAT
et al, 1994). A utilizacdo de enzimas como catalisaslpaga processos industriais de grande

escala sao limitados pelo seu alto custo de eg@fAlo em relagdo ao armazenamento.

Na induastria de alimentos o uso de enzimas é kastymum devido sua alta
especificidade e a ndo geracdo de subprodutosof)xic que pode ocorrer se usar
catalisadores sintéticos ou acidos para catalssegagdes (SANJAY e SUGNAN, 2005).

Como as enzimas ndo sao consumidas na reacaa;dueadalitica € semelhante aos
catalisadores inorganicos. Porém, € diferente dtaisadores sintéticos comuns pela forma
suave que realiza a catalise, geralmente em sdw@igosas neutras, temperatura e pressao
ambiente e, principalmente, com elevado grau dec#gpdade em relacdo ao substrato
(SEGEL, 1979; RIBEIRO, 1989; COUTINHO FILHO, 1998tCENTE, 2000). O processo
de imobilizacdo tem sido bastante estudado pakalizer o uso de enzimas industrialmente,
permitindo a recuperacdo e 0 reaproveitamento demm@epois o uso da enzima livre é
invidvel economicamente. Na Tabela 2.1 verificamafguns exemplos de aplicacbes de

enzimas na industria.

Tabela 2.1 — Exemplos de uso de enzimas nas irgIEDAVID, 2004).

Enzima Substrato Produto Escala (Ton/ano)
Glicose isomeraséGlicose Frutose >10°

Penicilina Penicilina Acido- 1000
amidohidrolase aminopenicilanico

Lipase Triglicerideo Gordura de cacau >10°

Acido aspartico Acido fuméarico  L- &cido aspartico 1000

Amonia liase

Subtilisina - (S)-fenilalanina~ --------em--- —
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2.3.1 Enzima a-galactosidase

A o-galactosidase pode ser obtida a partir de bastéfingos ou vegetais.
Procurando otimizar a producdo e obtencédo destananestas diferentes fontes tém sido
estudadas (SHIVANNAet al, 1989). A enzima de origem bacteriana apreseat@agens
sobre a enzima de origem fungica, uma vez que adugdo € maior (MANZANARE®t
al., 1998). No entanto, galactosidases de fungosobfidas mais facilmente devido a sua
localizac&o extracelular e seu amplo perfil deleldade, sendo portanto viavel sua producéo
em grande escala (ANNUNZIATE al, 1986; SOMIARI e BALOGH, 1992).

Nas plantas, a-galactosidase apresenta diferentes funcdes, esiardente em
todos os tecidos que contérgalactosideos (ALANEt al, 1989). Em hipétese, esta pode
atuar como pesticida natural, pois se trata de lectina, e algumas lectinas sao proteinas
toxicas de reserva (PORTER, 1992).

Na parede celular das plantas ocorrem reacdes &tizas que promovem a hidrélise
de glucanos e a quebra das ligacbes de seus paligkns. Esta € uma caracteristica da
autolise para promocéo do crescimento das plaksts. fato foi confirmado ao estudar a
variedadePisum sativum com a participacdo da-galactosidase neste processo para o
crescimento da planta (DOPIG®al, 1989).

A a-galactosidase atua no reconhecimento celulamamsporte de aglcares e como
glicoproteina na organizacdo de sistemas multieitmos. Pode, também, agir como
antibiotico contra as bactérias do solo, protegengdlanta contra substanciagalactosidicas
fitotoxicas produzidas por micro-organismos invasorcomo Didymella applanta que
infectam framboeseiras (PORTE& al, 1992). Esta enzima apresenta ainda diversas
aplicacdes tais como, estudo da estrutura moledalacucares; melhoramento da sacarose
extraida de beterraba para diminuir o teor de @aénja que esta impede a cristalizacdo da
sacarose (ANNUNZIATCet al, 1986; MULIMANI e RAMALINGAN, 1995); eliminar o
sabor desagradavel de feijao cru do leite de atéa) de desodoriza-lo (RUI al, 1995) e
em produtos a base de soja diminuir o teor dossdigcarideos que causam flatuléncia
(CRUZ e PARK, 1982).

A enzimaa-galactosidase esta ausente no trato digestivo iunmédrolisa ligacdes
a-(1,6) de oligossacarideos da familia da rafin&stes acucares, chamados flatulentos, séo

encontrados em muitas leguminosas como a soja, rismdonte de proteina. Entretanto,
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devido a presenca desses agucares, fatores aotongrs como a flatuléncia sédo atribuidos a
soja, diminuindo seu consumo. cAgalactosidase produzida por alguns micro-orgarsseno
vegetais pode ser empregada em alimentos a basgjal@ara reduzir a interacdo da flora

intestinal com os oligossacarideos, diminuindonassflatuléncia (GOES e RIBEIRO, 2002).

Recentemente ocorreram trabalhos cujo intuito festalizar e, posteriormente,
determinar a estrutura tridimensional degalactosidase. Dessa maneira, as estruturas
tridimensionais provenientes de estudos desenwadv@hto para a-galactosidase purificada
do arroz (FUJIMOTGet al, 2003) quanto para o fungoichoderma reesesomplexadas com
D-galactose (GOLUBE\ét al.,, 2004) estéo representadas na Figura 2.3.

(A) (B)

Figura 2.3: Vista tridimensional das fitas-modelas d-galactosidases de arroz (A) e da

Trichoderma reesdB) complexadas com D-galactose.

As a-galactosidases apresentam grande potencial emsvaplicacdes industriais.
Além do uso na hidrdlise de rafinose e estaquieskeite de soja (THANANUNKULet al,
1976), tais enzimas podem ser usadas, por exem@lbjdrolise da rafinose de xarope de
acucar de beterraba para melhorar o valor do mélk@BAYASHI e SUZUKI, 1972). Além
disso, o xarope de beterraba é largamente utilipatda a producdo comercial de leveduras
pela conveniéncia comercial (BURROWS, 1979).

Essas enzimas também podem promover hidréolise denomgas galactomananas,
por exemplo, em goma guar, que contem em tornddd 4le galactose com ligacGed ,6
em uma cadeifi-manosil (SOMIARI e BALOGH, 1993). Modificacbes egalactomananas
com asa-galactosidases tém sido usadas para melhorar giqutades gélicas desses

polissacarideos (BULPINt al, 1990). Asa-galactosidases também estdo envolivdas em
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modificagdo de materiais derivados da madeira gogglactomanas e galactoglicomananas
sao 0s grupos principais de hemiceluloses em @d6ibARKE et al.,, 2000).

A enzimaa-galactosidase pode ter aplicagdo na medicina (T@QRA.U et al.
1999). Algumasi-galactosidases de eucariotos sao capazes de neresiduos de galactose
a-1,3 terminais de glucanas, o que apresenta ummg@atede uso meédico em terapia de
transfusdo na conversao de sangue grupo B par&lO ¢ZGOLDSTEIN, 1994; PUCHART
et al., 2000; VARBANETES:t al, 2001). Também-galactosidase proveniente de sementes
de Colocasia esculentgaapaz ja foi isolada sendo capaz de converter saggipo B em
sangue grupo O (CHIEN e LIN-CHU, 1991).

Outra aplicacédo industrial dasgalactosidases € na usina acgucareira. Pequenas
quantidades de rafinose (ou estaquiose) afetamtivegente a cristalizacdo da sacarose.
Esses aclUcares podem ser facilmente eliminadoseertimlos a sacarose pelo tratamento
com a-galactosidase, porém é importante que o modo @® & a estabilidade das
a-galactosidases sejam conhecidos, para uso indu$BUCHART et al, 2000). Outra
possivel aplicacdo industrial da enzimgalactosidase é na industria de papel e de polpa,
onde galactosidases podem aumentar a clarificagdolga, efeito de enddd,4-mananases
na polpa de papel Kratft.

2.4Imobilizagdo Enzimatica

A enzima imobilizada é definida como "a enzima chshente confinada ou
localizada em uma determinada regido definida ¢@ages com retencdo de sua atividade
catalitica, que pode ser usada varias vezes erde foontinua"™ (CHIBATA, 1978). Nao
existe um método universal de imobilizacdo. Cadeatdo exige avaliacdo de cada um dos
passos de acordo com critérios propostos de irmabdb, atividade, rendimento, estabilidade,
simplicidade e viabilidade econémica. Cada méteto suas vantagens e desvantagens que
devem ser consideradas e investigadas para todbgcetalisadores e reacdo enzimatica
(SCOUTEN, 1987).

O primeiro trabalho sobre imobilizacdo de enzimaro inicio do século XX,
quando a invertase foi adsorvida em carvao atieadlmina, com retencao de atividade na
inversao de sacarose, embora o objetivo destesiipadqres fosse a purificacdo da enzima
(NELSON e GRIFFIN, 1916).
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A imobilizacdo de enzimas tem se mostrado, nosnafitempos, uma poderosa
ferramenta para melhorar quase todas as propriedadgmaticas, como a alta atividade e
seletividade (MATEGet al, 2007).

Além de aplicacdes médicas, os biocatalisadorebilimados tém sido amplamente
usados em escala industrial, particularmente emmddieriais, bioseparadores e biosensores,
por imobilizacdo em vaérios suportes (CHEN et al.0®0AKGOL et al. 2001,
BAYRAMOGLU et al. 2003). A principal aplicacao ewrrga escala de enzimas imobilizadas
€ na area de alimentos, como na producdo de xaepédto teor de frutose (“high fructose
syrups”) usando glicose isomerase e na industrima@utica, na producdo de acido 6-
aminopenicilanico usando penicilina amidase impada (TOMOTANI e VITOLO, 2006;
DAVID et al. 2004).

Uma outra area em potencial é a constru¢cado de agéificiais como 0 uso da urease
imobilizada em rins artificiais que removem a urd@ sangue para uma desintoxicacédo
extracorporal (HEARN e NEUFELD, 2000).

As enzimas imobilizadas estdo sendo aplicadas ehastinas alimenticias e se
tornado uma importante tecnologia na industriaeilgit sendo largamente utilizadas na

hidrolise de lactose do leite, produtos lacteaanalle derivados de soja.

O uso de enzimas imobilizadas na area de alimerresce a cada dia, pois o
controle dos custos do processo € muito rigidoddesd baixo valor agregado dos produtos
(DAVID et al. 2004; SANJAY e SUGUNAN, 2005; OSMAN a&l. 2005).

Diferentes métodos de imobilizacdo foram desendobj como a oclusdo em
alginato e fibra, ligacdo sobre quitosana, espumaadliuretano, gelatina, 0ssos em po e
adsorcao em resinas de fenol / formaldeido. Alglesdes métodos sofrem baixo rendimento
de imobilizagdo ou desprendimento continuo de eaZiBARPIOet al, 2000). A enzima
pode ser usada na forma soluvel, que é normalmaiiieada em processos batelada,

enguanto a forma imobilizada tem uma operacao moatBODALOet al., 2001).

A desvantagem das enzimas imobilizadas é que &aprstegidas pelo suporte, 0
que limita as suas  variacoes, mudancas e  diminuicdte  suas
propriedades caracteristicas. Suportes também asfust mudanca de temperatura das
enzimas, alternancia de pH, condi¢cdes de agitac@ode haver uma possivel perda na

atividade enzimatica. Os efeitos difusionais dexdddransporte do substrato e do produto ao
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sitio ativo da enzima imobilizada também se tornama desvantagem ao uso de imobilizagao
(SECUNDCOet al, 2002; BAYRAMOGLUet al, 2003).

A imobilizacdo enzimatica tem um custo elevado goanomparado ao uso da
enzima livre, mas a imobilizacdo de enzimas dassipiidade de utilizar o biocatalisador
imobilizado repetidamente, em reacdes bateladaseacbes continuas, e em sistemas de
reatores tubulares (UHLIG, 1991). Algumas das mpeis vantagens da enzima imobilizada
sao citadas abaixo (ALEKSANYAN e MARKOSYAN, 1986 BAYRAK e YANG, 2002,
GOMEZet al, 2005; SZYMANSKA et al., 2007).

» Permite processamento de grandes quantidades gigasapuma vez que pode ser
separado e recuperado o produto da mistura derattbptoduto;
» Transmite uma maior estabilidade para a enzimeyabd que possa ser utilizado em

processos continuos;

A\

Proporciona um maior controle do processo catalitic

A\

Permite um grande aproveitamento econdémico, peto da possibilidade de sua
reutilizacao;

Flexibilidade dadesigndo reator;

Melhor controle operacional,

Reutilizacdo sem um significativo decréscimo deidside;

YV V V VY

E possivel usar alta dosagem de enzima por volwweator, comparado ao uso de
enzimas livres;

» A enzima nao contamina o produto.

2.5Métodos de imobilizacdo enzimatica

Apesar da grande diversidade de métodos desenweslei@dplicados na imobilizacao
de enzimas, ndo ha um método Unico. Isto se deddersntes caracteristicas e composicao
quimica das enzimas, as diferentes propriedadesilostrato e do produto e a finalidade de
aplicacdo do produto obtido. Assim, para cada apdio de enzima imobilizada é necessario
escolher o procedimento mais simples e mais baga® resulte em uma imobilizacdo com

boa retencédo de atividade e alta estabilidade ojoeia.

A estabilidade da enzima pode ser melhorada dreamaéinte se uma técnica
adequada de imobilizacdo for empregada. No casoodgdactosidases, existem varios

procedimentos para imobilizac&o: fixacdo ou unidagortes porosos por adsorgéo, interacéo
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iOnica, formagdo de complexos com metais (quelagdtrmacédo de ligacbes covalentes
(LADERO et al, 2000).

As diferencas no comportamento da enzima imobiizagiando comparada a sua
forma em solucdo, devem-se aos seguintes fatofeisoseconformacionais - modificacéo
conformacional da molécula de enzima devido aajfer na estrutura terciaria do sitio ativo;
efeitos estereoquimicos - uma parte da moléculandana é imobilizada numa posicgéo tal
gue o sitio ativo é relativamente inacessiveltesaiifusionais ou de transferéncia de massa -
tém origem na resisténcia de difusdo do substtato aitio catalitico da enzima e do produto
da reacdo; efeitos microambientais - resultantemétmdo de imobilizacdo utilizado ou da
presenca e natureza (hidrofébica ou hidrofilica)sdporte na vizinhanca da enzima. Todos
esses fatores podem influenciar as propriedadeshdana imobilizada que adquirem novas
propriedades cinéticas, modificacdes em seus \watlEeKm e Vmax (velocidade méxima de
reacao enzimatica), deslocamento dos valores de @nportamentos diferentes em relacao
a temperatura (MARKOGLOU e WAINER, 2003).

Para diminuir os efeitos do deslocamento de pH tndade das enzimas
imobilizadas, algumas andlises devem ser realizdgas e a forca idnica do tampéo de
imobilizacéo utilizado, possibilidade da alteragiiotamanho da particula do suporte e co-
imobilizacdo de enzimas que capturem os préotorsdgsrdurante a reacao de imobilizacao
(TISCHER e KASCHE, 1999).

Existem varias formas de classificar os métodosnuzbilizacdo de enzimas, de
acordo com a natureza da interacdo responsavelrpelidlizacdo. Podem ser classificadas
em duas categorias: imobilizacdo por ligacdo ou rptencdo fisica, conforme pode ser
verificado na Figura 2.4.

A imobilizacdo por ligagdo envolve alteracdo nautsta da enzima, através da
ligacdo desta com o suporte insoluvel (ligacdowgmKe) ou entre as moléculas da prépria

enzima (ligacdes cruzadas) (CAO, 2005).
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METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS |
IMOBILIZACAO POR LIGACAQ I IMOBILIZACAO POR RETENCAO FiSICAi

LIGACAD A SUPORTES | | LICACOES CRUZADAS OCLUSAD EM MATRIZ APRISMOMNAMENTO EM |
| MEMBRANAS |
1 1
limica ow | Metdlica ©n| | Ligagies Ligacies Particnlss | Fibras Escapsulecio | Membranay
Adsargiao covalente crucsdss Co-cruzad s
|
—e

el M | 6y e [ T
— [ | e /| EE || “E./|E_ |
S 7 !L-_-j_:.. E k[-_ A L/vl'; r---_‘
Figura 2.4 — Classificacdo dos métodos de imolgifimale enzimas. E: enzimas; S: suportes:
A: Albumina. (BLANCH e KLARK, 1997; BULCHHOLZet al, 2005).

2.5.1 Ligacao a suportes insoluveis

O método de ligacéo ao suporte pode ser divididoeatro diferentes formas, sendo

adsorcéo fisica, ligacao idnica, ligacdo metalitgagao covalente.
a) Adsorcao fisica

O método de adsorcéo fisica para a imobilizacaendenas € baseado em adsorcéo
fisica da proteina da enzima na superficie de segpansoliveis. A enzima fica retida na
superficie do suporte insolGvel que se encontranein aquoso, através de interagdes de Van
der Waals, interagBes hidrofébicas, ligacbes deop&hio e interacbes especificas. Tal
método promove pouca perturbacdo sobre a estroftrea da enzima. Porém, apresenta
como desvantagem a dessor¢cdo da enzima duranteutdzacdo (CHIBATA, 1978;
BICKERSTAFF, 1997).

Os principais aspectos que devem ser analisadosuramsistema de enzima
imobilizada s&o o suporte (transportador), a enamamodo de interacdo da enzima com o
suporte. O suporte pode ser uma membrana, um sokddiivel em agua, ou uma matriz
polimérica, classificados de acordo com sua maogialgporosos, ndo porosos, ou tipo gel) e

sua composi¢do quimica (SCOUTEN, 1987).

Algumas vantagens podem ser destacadas neste méteutoples e de baixo custo,
dispensabilidade de reagentes quimicos e baixaapilatade de desnaturacdo das enzimas
(GEKAS e LOPEZ, 1985).
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O procedimento consiste em misturar a enzima eterrabdo suporte em condi¢oes
apropriadas e seguindo um tempo de contato, sefzamsuporte imobilizado da solugcdo em
que ele se encontra, por centrifugacéo ou filtragdadsorcdo da enzima é dependente do
pH, da natureza do solvente, forca iGnica, conagétr de enzimas e temperatura. O controle
dessas variaveis € requerido para a adsorcdo atlmie retencdo da atividade, devido a
ligacdo fraca entre suporte e enzima. A maior deagam desse método € a ligagéo fraca
entre enzima-suporte e a preocupacado com as cesddg temperatura, pH, forca idnica e
tipo de solvente estar ou ndo em condi¢des Otiraes mAo haver dessor¢cdo (KENNEDY e
CABRAL, 1987). Uma etapa posterior com ligacao ad# contribui para a estabilidade do
biocatalisador imobilizado no suporte. Reagentelbmultifuncional, como glutaraldeido e
disocianato de tolueno podem ser utilizados conemtag de ligacédo cruzada (BULCHHOLZ
et al, 2005; WOODWARD, 1984; CAO, 2005).

b) Ligacéo idnica

Este método € baseado principalmente em ligacacaid@a enzima com 0 suporte
sélido, contendo troca de ions. Na pratica, tani@neca como a ligacdo de Van der Waals
ocorrem juntas. A principal diferenca entre absworfidica e ligacdo ibnica € a forca de
ligacdo da enzima e o suporte. O resultado daadate ligacdo sédo mais fortes daquelas da
adsorcao fisica. Apesar de serem mais fortes, @epso de imobilizacdo sdo os mesmos, as
condicfes sdo brandas em comparacdo com os mépe@nvolvem as ligacdes covalentes,
e as mudancas de conformacao produzidas sao psq(eBBNEDY e CABRAL, 1987,
ALMEIDA et al, 2005).

Como desvantagem deste método também ha a patileilide desprendimento da
enzima do suporte, quando houver variagdo no pH #nga ibnica do meio. As vantagens
apresentadas sdo: possibilidade de reutilizacdsuporte, baixo custo, simplicidade do
método, disponibilidade de suportes e obtencadondenas imobilizadas com alta atividade
(WEETALL, 1975).

Os suportes utilizados em menor escala sdo ostespoorganicos, principalmente
silica e resinas de troca ibnica. De acordo conpm de trocadores eles sao classificados
como anibnicos ou catiénicos. O trocador aniéni@sncomum contém grupos funcionais
derivados de aminas, e o trocador catidnico comi@mo grupos funcionais sulfato, fosfato e
seus derivados (KENNEDY e CABRAL, 1987). Na Tab2la sdo apresentados alguns

exemplos de resinas trocadoras de ions adequadeligagao idnica.
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c) Ligacdo metalica

Imobilizacdo de enzimas por ligacdo metdlica teto preparada usando compostos
de metais de transicdo, principalmente sais metjlicomo de titanio e zircénio, para
ativacdo da superficie de suportes organicos @amos ou usando 0 seu correspondente
oxido metalico hidratado. Este método é baseadprgsiedades quelatantes de metais de
transicéo, o qual pode ser empregado para ligamesz Contudo, a estabilidade conseguida
com tais catalisadores tem sido baixa devido agpdedenzimas para a solucdo (FLYNN e
JOHNSON, 1978; KENNEDY e CABRAL, 1987).

d) Ligacao covalente

Ligacdo covalente entre suporte e enzimas é baseatigacdo entre moléculas de
enzimas e suporte. A selecdo das condicdes paftalimagdo de ligacdo covalente é mais
dificultosa do que em outros métodos de ligacaanemsuporte. Para alcancar eficiente
ligacdo a funcionalidade do suporte e da enzima-defazer a ativagdo do suporte antes da
imobilizagdo. Alguns dos reagentes usados paragdtoy dos suportes contém o grupo
hidroxil ou amino (KENNEDY e CABRAL, 1987; CAO, 260

Enzimas covalentemente imobilizadas podem ser @erszias como quimicamente e
fisicamente modificadas pelo suporte utilizado. thesaso ndo € surpresa a modificacdo na
conformacdo da enzima, tal como atividade, setiole e estabilidade, podendo ser
radicalmente melhorada na comparac¢do ndo somemt@utvos métodos de imobilizacdo de
enzimas, mas também com a enzima nativa (CAO, 2005)

O glutaraldeido € um reagente geralmente usadonpéilizacdo de enzimas nos
processos industriais, efetuando uma ligacédo coteakntre um radical ativo do suporte com
a molécula da enzima (KENNEDY e CABRAL, 1987).

Como a ligacdo covalente € forte, a enzima imadukzé estavel e ndo ocorre perda
da enzima para a solucdo, e assim pode influir Ite rasisténcia a temperaturas, a
desnaturantes e a solventes organicos em geralteAséio disso depende das condi¢des do
sistema, da natureza da enzima e do tipo de sufCHEBATA, 1978; KENNEDY e
CABRAL, 1978; ARICA, 2006 apud BAYRAMOGLIét al, 2004).

Infelizmente, menos atencéo tem sido dada pararestedo, embora descobertas de

que a enzima pode ser dissolvida em alguns solvemtganicos com alta retencdo da
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atividade poderia estimular novo interesse em eaplesse potencial da atividade e
seletividade (CAO, 2005).

e) Ligacao cruzada

A ligacao cruzada € um método livre de suportes erimas estdo ligadas umas as
outras, ou a proteinas inativas (gelatina, albumiftmmando uma estrutura tridimensional
complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos dmigaos. Quando obtidas por métodos
quimicos sao resultantes das ligacfes covalentes &henzimas e sao favorecidas pelo uso
de agentes bi ou multifuncionais, obtendo-se unmnen quase pura (SHELDON, 2007).
Entre os agentes de ligagdo cruzada mais usadésoesflutaraldeido (KENNEDY e
CABRAL, 1987).

Como desvantagem do método esta a necessidadardie gjuantidade de enzima,
resultando em baixas retencdes da atividade e exa éstabilidade mecanica, o que dificulta
sua aplicagdo industrial, além de pouca reprodigi#iie. Como alternativas ao método
convencional, foram desenvolvidos os métodos gacio cruzada utilizando-se de enzimas
cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes crystals) método de formacdo de agregados
fisicos, por precipitacdo, e subsequente interoneméo (CLEAs - cross-linked enzyme
aggregates) das enzimas do agregado (SHELDON, 2Q0ds0 dos CLEAs tem atraido a
atencdo, por sua simplicidade, extensa aplica¢@oestabilidade e preservacao da atividade
(JOSICet al, 2001; HAGEet al, 2002; SHELDON, 2007).

2.5.2 Imobilizagdo por retencéo fisica
a) Imobilizacdo de enzima por ocluséo

Este método baseia-se em retencdo das enzimaspagose intersticiais, podendo
ser feito em géis, fibras e por microencapsulap&anitindo apenas difusdo do substrato e
produtos. Neste método, nenhuma reacdo ocorrep sendprocesso de retencéo fisica da
enzima. Este procedimento tem a vantagem de quecatalisador ndo é submetido a uma
modificacdo estrutural, e € protegido por subst@nde alto peso molecular. E um processo
muito simples e as enzimas ndo sofrem modificagdésicas (CHIBATA, 1978; FABER,
1997).

» Oclusdo em géis: a enzima esta livre em solucée,qoa seu movimento restrito

por uma rede de gel ou polimero. A enzima é midaraos componentes que
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formardo o gel e, quando esse é formado, a enit@pifesa & matriz. A porosidade
da matriz deve evitar a perda de enzima, e, a0 mdempo, permitir o livre
movimento do substrato e do produto (CHAPLIN e BUEZK990; GIRELLIet al.,
2005);

» Oclusdo em fibras: € um método de imobilizacdo deinea por oclusdo nas
microcavidades de fibras sintéticas. Nesta téomic@ndmero € dissolvido em um
solvente organico e emulsionado numa solu¢cdo agdesanzima. A emulsdo é
forcada através de um processo de extrusdo coniquidd coagulante (tolueno ou
éter de petrdleo), precipitando o polimero numanfofilamentosa, com as micro
gotas de solucdo de enzima retidas. As vantagesse aeétodo € que as fibras séo
resistentes a acidos fracos, a alta forca ibnealguns solventes organicos, além de
ser muito estavel (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; KENNE e CABRAL, 1987);

» Membranas: O método de imobilizagdo por meio determdo em membranas
envolve a utilizacdo de membranas pré-formadasofe=sado tipo hollow fiber) ou a
formacéo in situ da membrana em torno das célusasean imobilizadas (KAREL et
al., 1985). Este método consiste em colocar a &olde enzima e o substrato de um
mesmo lado da membrana, permitindo o contato inémre a enzima e o substrato.
Esse processo pode ser utilizado na conversaoldératos de alto peso molecular
(KENNEDY e CABRAL, 1987). Devido a auséncia de maclgelificado, as
limitacdes a transferéncia de massa tambéem saaideduPARK e CHANG, 2000);

» Encapsulacdo: pode ser obtida pelo envolvimento efemas por membranas
semipermeaveis, ou por micelas reversas formadasuyactantes. As enzimas
permanecem livres em solugcdo, mas em um espagatorest vantagem deste
meétodo é a grande area superficial de contato dstrstio e enzima dentro de um
volume relativamente pequeno e da possibilidadedeeanobilizacdo simultanea de

varias enzimas em uma Unica etapa (KENNEDY e CABRXI87).

A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseamd parametros como
atividade global do derivado imobilizado, carastiicas de regeneracdo e desativagdo, custo
do procedimento de imobilizacdo, toxicidade dogeetes de imobilizacdo e propriedades

finais desejadas para a enzima imobilizada (MALCASIAL, 1990).
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2.5.3 Suportes para imobilizacao

Durante as Ultimas décadas tem surgido grandees#er na tecnologia de
imobilizagdo das enzimas, que permite uma maidizatgo (reuso) em muitos processos
bioldgicos caros comparados com a enzima em sqlutiziwo a chance de operar em um
sistema continuo pelo fato de operar em colunasaeot@pdas. A viabilidade comercial dos
processos que utilizam enzimas imobilizadas tera auhliada levando em consideragao o
custo e a eficiéncia. O baixo custo do materiatw@rte combinado com uma boa retencéo
da atividade enzimatica e um longo periodo de knabasdo fatores relevantes na
determinacao da viabilidade do sistema (RUBIOLOARRARA, 1997).

A imobilizacdo enzimatica em suportes solidos pernalém da reutilizacdo de sua
atividade catalitica, um melhor controle das reagde projeto de biorreatores podem ser
facilmente incorporados numa linha de processo imoat (WHITAKER, 1990). A
imobilizacdo enzimatica em suportes apropriadososstitui em area de interesse enquanto
pode significar a melhoria de processos e barate@ante custos. Sendo que o suporte ideal
deve adsorver a enzima, sem afetar sua atividagdene interferir na reacdo enzimatica
(COMERLATO, 1995).

O material do suporte deve ser efetivamente inedeter um grande numero de
sitios para a imobilizacdo da enzima e impor a menantidade de limitacbes para a
ocorréncia da reagcao. Os suportes mais utilizados @ imobilizacdo das enzimas incluem

vidro poroso, resinas de troca idnica, policrilaanédcolageno (BAKKEMt al, 1990).

Para o uso industrial sdo mais adequados os sspadsganicos, devido as suas
propriedades fisicas. Aléem disso, apresentam una @& vantagens em relacdo aos suportes
organicos como, por exemplo, elevada forca mecAmis@bilidade térmica, resisténcia a
solventes organicos e ataque de micro-organismdéécie regeneracdo por processo de
pirélise. No mais, materiais inorganicos ndo aprese modificacdo na estrutura em uma
larga faixa de pressao, temperatura e pH. Contadmaioria das enzimas imobilizadas e
comercializadas € obtida com matrizes organicasjapelmente devido a grande variedade
de grupos funcionais reativos que podem ser ‘“inizmbs” em suportes organicos
(KENNEDY e CABRAL, 1987).

Os suportes, quanto a sua classificagdo morfolpgo@em ser porosos, ndo porosos

e estrutura gel. Os suportes porosos, tanto orgggiganto 0s inorganicos, apresentam como
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vantagem a grande area superficial interna dispbpara imobilizacdo da enzima, que neste
caso fica protegida de turbuléncia externa, elewado em biocatalisadores e protecdo ao
ambiente externo. Algumas das desvantagens dessddisuporte séo: elevadas limitacdes
difusionais, custo alto, alta pressdo osmotica. n@s-porosos eliminam a resisténcia a
transferéncia de massa interna, contudo, apresantariimitada area superficial disponivel
para imobilizacdo de enzimas. Para aumentar a a@ganzima imobilizada, utilizam-se
particulas finas ou fibras, porém, estas sao bifemte removidas da mistura reacional,
limitando o uso em reacfes continuas, desde gaeldsva uma alta pressao em reatores de
leito fixo. Além disso, influem no grau de escoatoese utilizadas em reatores de leito

fluidizado (PEREIRA, 1996). A Tabela 2.2 ilustra dgerentes tipos de suporte e sua
classificacao.

Tabela 2.2 — Classificacéo dos suportes confornmrmosicio (GALVAO, 2004).

Suportes
Organicos In@rgcos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos  Proteinas Poliestireno Areia VIRIE) (

Celulose Colageno Poliacrilatos Betonita Cerami@) (

Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Silica (PC)
Agar Gelatina Nylon Pedra-pome  Aluminossilicato
Quitosana Seda Poliamidas Oxido de Ferro

Amido Vinil Oxido de Niquel

Policrilamidas

Apesar do alto custo da imobilizacéo, os processosenzima imobilizadas podem
tornar-se economicamente viavel quando comparadopeucessos que utilizam enzimas
livres, uma vez que estes processos podem sera@ad continuamente e oferecer a
possibilidade de reutilizacdo da enzima e um medinaibiente para a atividade catalitica da
enzima (SZCZODRAK, 2000; LADER®t al, 2005).

Pesquisadores tém utilizado alginato como um meaoa pa oclusdo deB-
galactosidase, mas este procedimento de imobibzdedenzimas tem algumas limitacdes,

tais como o problema do substrato e do produtoifaaéd dentro e fora das particulas de
alginato (HAIDER e HUSAIN, 2007).
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A quitosana € um suporte cada vez mais utilizadarentas aplicagfes, incluindo
sistemas de administracdo de medicamentos. A degyan da quitosana € limitada a sua
solubilidade em agua e ao baixo pH da solucdo d®sgma, sendo assim, tendendo a
desnaturar a enzima (TAQIEDDI&t al, 2002).

2.5.4 Quitosana

A quitosana (Figura 2.5) foi descoberta em 1858 peofessor C. Rouget, quando
este pesquisador colocou em ebulicio uma solucdadiéxido de potassio com quitina

(Figura 2.6). O derivado mais importante da quiéreaquitosana.

A quitosana € um polimero natural, de baixo cusnpvavel e biodegradavel, de
grande importancia econdmica e ambiental (AZEVER@I, 2007), tendo um alto potencial

como uma fonte de polissacarideos (SlILstAal.,2006).
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Figura 2.5: Estrutura quimica da quitosana.
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Figura 2.6: Estrutura quimica da quitina.

O emprego da quitosana como suporte em imobilizagdena-se uma opcéao
atrativa, por apresentar uma maior afinidade potejfmas que sua precursora, além do fato de
apresentar um maior niumero de grupos aminas |re@$s/0os em sua molécula (HIRANO,
1996).

Este polimero natural apresenta vantagens em oetaxgasintéticos por terem menos
limitacbes quanto a biodegradacdo e biocompatdukd Entretanto, pode exibir uma

limitacdo em suas reatividades e processamentos.
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A quitosana e obtida por reacdo de hidrélise alaalila quitina, resultando no
biopolimero constituido predominantemente das uleisladep-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, apresentando em sua cadeia aproamemte 70-90% de grau de
desacetilacdo (FURLAN, 1997). A transformacao ddirgu em quitosana modifica suas
propriedades, de modo que a quitosana insolUvehgum, torna-se solivel na maioria dos
acidos organicos, como acido acético, acido férmidridos inorganicos, incluindo o acido
cloridrico. A producdo comercial ocorre essenciali@matraves de fontes marinhas conforme
demonstrado pela Figura 2.7 (SKAUGRDal., 1998).

EXOESQUELETOS DE
CRUSTACEOS

Remocdo de proteinas com NaOH
Remocio de CaCOz com HCI1

QUITINA

Desacetilacio com NaOH
concentrado

QUITOSANA

l Dissolucdo com acido

MICROFILTRACAO

Remocio de compostos
insoluveis

ULTRAFILTRACAO

Remocdo de compostos
de baixa MM

SECAGEM

Figura 2.7: Esquema simplificado dos processosiaiechicao industrial de quitosana

Devido a presenca de grupos amino livres na quitbsa sua consequente
solubilidade em solu¢cbes aquosas de certos acs#ns,carater de polieletrélito e suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, toreat@ polimero mais versatil quimicamente
guando comparado com seu analogo, a quitina. Diess@, a quitosana torna-se uma

atraente alternativa para muitas aplicacdes (VILAE2006).
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A quitosana € soluvel em acidos diluidos como aaitktico e férmico, além disso,
sofre reacdes tipicas de aminas. Este polimerdeéessante devido ao alto conteudo de
grupos amino primario, que permitem a quitosandnserogeneamente modificada em meio
aquoso enquanto a nucleofilicidade destes gruposiiigen modificacbes quimicas na

molécula visando a um melhor desempenho funci¢dtidMAR et al, 1999).

A quitosana apresenta um grande interesse indudévado a sua alta percentagem
de nitrogénio (6,89%) comparado a celulose sirgésabstituida (1,25%). Isto faz da
quitosana um potente agente gelificante (MUZZARELWO73), propriedade que é
responsavel por muitas das aplicacées da quitasardiversos setores de sintese e producao
industrial. Outro importante fator € que a quit{peecursor da quitosana) é o polimero mais

abundante na natureza depois da celulose.

Na area ambiental, a quitosana vem sendo utilipada promover a clarificagdo das
aguas, tendo a capacidade de remover 6leos, graedsis pesados e particulas de matéria
que causam turvacdo em aguas (JUANG e SHAO, 2@ material também tem sido

estudado para promover a remocao de composto®sdxicoloridos de efluentes industriais.

A quitosana possui algumas propriedades biologitais como, atividade
antimicrobiana e cicatrizante, que tem sido atdaufos fragmentos (oligossacarideos)
resultantes da degradacdo enzimatica da quitosassas propriedades, associadas a
capacidade de formar filmes, fizeram da quitosaté@opolimero escolhido como substrato
para o desenvolvimento de lentes de contato, icvdlprotetor para preservacéo de frutas e
verduras, tratamento de lesdes na pele, encapsulaehe fragrancias, pigmentos, no preparo
de logBes, cremes e outros (SANDFORD e HUTCHINGE®7) Além disso, vem sendo
utilizada como suporte para imobilizacdo de miagaaismos e enzimas, devido as
propriedades ja citadas, e, principalmente, emdormg sua matéria prima ser de baixo custo,
pois se trata, principalmente, de residuos da tridupesqueira (SAKURAGAWAet al,
1998).

2.5.5 Glutaraldeido

Glutaraldeido, glutaral, aldeido glutarico, pentdn®-dial ou 1,5 pentanedial € um
dialdeido saturado, com um odor pungente, usadodeminfetantes e esterilizantes
ambulatoriais e hospitalares. Possui féormula quar@itisO,. Sua formula estrutural esta

representada pela Figura 2.8.
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Embora seja usado em ambiente médico, é toxicosaodo severas irritacdes

nos olhos, nariz, garganta e pulmdes, juntamemtecedaléias, sonoléncias e vertigens.

O O

H/”\/\/"\H

Figura 2.8: Estrutura quimica do glutaraldeido.

A ativacdo enzimatica dos suportes atraves dergldedo € uma das técnicas mais
populares para imobilizar enzimas (BURTE&Ual, 1989; VAN AKEN et al, 2000; DOS
REIS-COSTAet al, 2003; MAGNANZet al, 2004). Além disso, o glutaraldeido, também tem
sido muito usado para introduzir reticulacdo int@eoular em proteinas (VISURdt al,
1999; GOVARDHAN, 1999, SCHOEVAARTet al; 2004) ou para modificar proteinas
adsorvidas em suportes aminados. (HWA&t@l., 2004).

Suportes ativados com glutaraldeidos apresentarlewados rendimentos de
imobilizacédo e atividade recuperada, isto ocorrgdideao glutaraldeido ser um reagente que
apresenta dois grupos aldeidos com elevada readi@jdpromovendo reacées com VAarios
grupos laterais das proteinas como: hidroxila, atd, amino e sulfidrila (ADRIANGet al,
2005).

A estrutura exata do glutaraldeido como suportdaaasta em discussao (MONSAN,
1978; MIGNEAULT et al, 2004), mas, dada a elevada estabilidade daaligagultiponto
entre o grupo amino e o glutaraldeido, a formag@aldgum tipo de ciclo parece ser uma

possibilidade provéavel.

Tem sido demonstrado que é relativamente simptesarauportes aminados com
glutaraldeido, utilizando-se para isso até duasléontas de glutaraldeido por grupos
amino primario (MONSAN, 1978). Resultados apontaga@ o0 usode condi¢cdes
mais drasticas promoveu um notavel aumento na igaalet de glutaraldeido introduzido

no suporte, sugerindo uma polimerizacao desconizale glutaraldeido.

Estes resultados sugerem que, controlando as &asdip ativacdo, pode ser
possivel ativartodos 0s grupos aminoem um suporte uma Unica molécula
de glutaraldeido por grupo amino ou com até duatcutas de glutaraldeido, em vez de
usar ativacoes aleatérios que poderiam produzir umstura de mondémeros e dimeros.

Entretanto, isto poderia ter mais importancia serapriedades de ambos os glutaraldeido



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 27

(mondmeros ou dimeros) em grupos de imobilizacaopdeteina fossem diferentes, mas
iIsso néo foi discutido anteriormente (MIGNEAUET al, 2004).

Existem varias possibilidades de utilizacdo deaghltieido para a imobilizacdo de
proteinas. Duas dessas possibilidades sdo: o usopdetes previamente ativados (ZHOU e
CHEN, 2001; MAGNANet al, 2004; SEYHAN e ALPTEKIN, 2004; BURTEALlgt al,
1989; VAN AKEN et al, 2000; DOS REIS-COSTAt al, 2003; BARROSet al, 2003;
LAMAS et al, 2001) ou o tratamento com glutaraldeido sobretefmas previamente
adsorvidas em suporte com grupos amino primaricS@DZA e KUBAL, 2002; HWANG
et al, 2004). No entanto, na primeira estratégia asifitaddes da enzima restringem-se aos
grupos da proteinas que estao envolvidas com aliramdio, enquanto no segundo caso, toda
a superficie da proteina pode ser modificada (FERDNBZ-LAFUENTE et al, 1995).

Quando a imobilizacdo €é feita com pré-ativacdo dpo”e, 0S grupos amino
primarios da enzima reagem com 0s grupos aldeidofapam introduzidos, fato esse que
acontece geralmente com duas moléculas de glutadal@ONSAN, 1978; GUISANet al,
1997). Devido a baixa estabilidade do suporte gildaido em altos valores de pH ( baixa
eficiéncia da ligagcédo covalente multiponto em vedoelevados de pH), a imobilizacdo desse

suporte acontece em uma faixa de pH entre 7 e 8,5.

Por outro lado, quandoa enzima € inicialmentera@fmno suporte, e
posteriormente tratada com glutaraldeido em comdigcthrandas, todos o0s principais
grupos amino da enzimae do suporte podem ser dasvacom uma Unica molécula
de glutaraldeido. Isso permite obter intensas digacmultipontos sob uma ampla faixa de
condicbes (FERNANDEZ-LAFUENTEet al, 1995). Dessa forma, a molécula ligada ao
glutaraldeido através dos grupos amino da enzodamam reagir covalentemente
estabelecendo assim uma forte ligagdo multipontarretando em uma maior fixacao da

enzima no suporte.
2.6  Hidrdlise enzimatica dos galacto-oligossacarideos

A o-galactosidase catalisa clivagem de residub$ terminais de uma grande faixa
de substratos incluindo oligossacarideos lineareséficados, polissacarideos e substratos
sintéticos como @-nitrofinil- a-D-galactopiranoside@lPaGal) (ADEMARK et al, 2001).

A hidrélise dos galacto-oligossacarideos pode s#rseguida pela catalise das

enzimasa-galactosidases que sdo especificas para ligagde® que une os residuos de
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galactose a sacarose, rafinose, estaquiose e geskae também por invertases, enzimas
especificas para a ligacfidl,2 que une frutose a glicose nos mesmos oligads@os acima
citados (FIALHO, 2007).

Um esquema da via de degradacédo dos oligossacsridem como das enzimas

envolvidas, esta representado na Figura 2.9.
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Figura 2.9: Galacto-oligossacarideos e sitiosilag®m para as enzimas hidroliticas
invertase ai-galactosidase (Retirado de REZENDE , 1998).

Existem varios relatos sobre a utilizacdo odgalactosidases de origem vegetal e
microbiana na degradacédo dos oligossacarideosnpessem extrato hidrossolivel de soja,
também conhecido como leite de soja, e em outrashfs obtidas de leguminosas
(SOMIARI e BALOGH, 1993; MULIMANIet al, 1997).

Véarias pesquisas visando o estabelecimento de gmosepara a remocao dos
galacto-oligossacarideos (GO) no leite de soja @mtilizacdo de enzimas ja foram
realizados como a producéo algalactosidases pelo fungdspergillus oryzae sua aplicagao
na hidrélise dos GO no leite de soja (CRUZ e PARK382). Com o mesmo objetivo,
imobilizaram em gel de poliacrilamidanagalactosidase d@ibberella fujikuroipara reducéo
dos GO no leite de soja (THIPPESWAMY e MULIMANI, @®). Reduziu-se completamente
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o conteudo de rafinose e estaquiose no leite deagujs 4 horas usanda-galactosidase de
Debaryomyces hansetiiFV1 (VIANA et al, 2005).

Estudos utilizando fontes vegetais para a obtedeasgalactosidases para uso em
processo de hidrélise dos GO em leite de soja,aasd escassos se, comparados com as
fontes microbianas (FIALHO, 2007). A atividade dawimasao-galactosidase e invertase
foram avaliadas durante o processo germinativGlgeine maxe, testou-se a reducao dos
GO no leite de soja pela adicdo de pequenas prag®rge graos de soja germinados na
formulacdo do produto (CRUZ e SILVA, 1986). Seguno® autores, ndo houve um
decréscimo substancial de rafinose e estaquiosemJéutro estudo (GUIMARAES®t al,
2001), obteve-se reducdo expressiva dos GO em deitsoja pelo tratamento com

galactosidase de sementes germinadas de sojaoka. D

Em outros estudos, testaram-se trés técnicas pawcdo dos GO: embebicéo,
coccao dos gréos e tratamento enzimatico com endtida deCassia sericeaconcluindo
que o ultimo tratamento foi 0 mais eficiente consedo hidrolise total dos GO apds 3 horas.
Entretanto, nenhum processo enzimatico seguroieefic e economicamente satisfatorio,
utilizando enzimas nativas ou recombinantes, dsfiodivel at¢é o0 momento (MULIMANI e
DEVENDRA, 1998).

2.7 Influéncia do pH na atividade e estabilidade das eaimas

SORENSEN (1909) mostrou que a atividade enzimate@ende do pH. Sabe-se,

desde entdo, que a atividade maxima de uma enoimesponde a determinado pH 6timo.

MICHAELIS e DAVIDSOHN (1911) formularam a hipotedse que a dependéncia
da atividade da enzima ao pH é consequéncia dasigntades anfotéricas das proteinas
enzimaticas. Assim, se observa a caracteristicdoema de sino das curvas de pH, o que
indica que a proteina no seu ponto isoelétricosgmta 0 maximo de atividade catalitica.

E possivel que a ionizagdo de grupos localizadesentros ativos ou préoximo deles
tenha grande efeito na atividade da enzima. Erarseenzimatico, o pH influi no estado de
ionizacdo dos componentes do sistema: enzima teraplexo enzima-substrato ou o proprio
substrato (VILLELA et al., 1978).

O pH exerce grande influéncia sobre a velocidade réacbes. Muitas enzimas

possuem velocidades maximas num determinado pkbndeado pH 6timo, enquanto outras



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 30

atuam com igual eficacia dentro de uma faixa lidatae pH. Varios fatores influenciam o
pH 6timo, incluindo os grupos acidos no sitio ati%® uma enzima necessita de um grupo
acido protonado para sua acéo catalitica, a enpoda exibir uma atividade maxima em
valores de pH abaixo do pk do grupo. Por outro laficando ha necessidade da forma
dissociada de um &cido, a atividade maxima poder@cacima do pk do grupo. Com
freqUéncia, dois ou mais grupos acidos dissociguaaicipam do sitio ativo, e as curvas que
relacionam o pH com a atividade irdo refletir a etefencia de cada grupo ao pH. Na
verdade, o estudo dos efeitos do pH sobre a veldeidla reacdo pode ajudar a identificar

grupos &cidos num sitio ativo, embora outras iném@es sejam necessarias.

Alguns substratos sdo acidos fracos ou contém itangs iGnicos, e o pH o6timo
pode refletir a necessidade de uma forma idnica&m4idnica de substrato para a enzima,
além disso, o rapido declinio na velocidade dad®aque é frequentemente observado em
valores altos e baixos de pH, pode refletir na aesacao da enzima ou a dissociacdo de um
cofator essencial (SMITHt al, 1985).
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3 Materiais e Métodos

A seguir sado descritos os materiais, equipamentasneetodologia experimental

utilizada no desenvolvimento dessa dissertacao.
3.1 Materiais

3.1.1 Unidade experimental

A unidade experimental foi montada no Laboratore Ehgenharia Bioquimica
localizado na Universidade Federal de Uberlandmeoforam realizados os experimentos
para determinagéo da atividade para a enzima nmaafonobilizada como estéo representados
na Figura 3.1 e na Figura 3.2. Esta unidade expetah consistia em um microrreator de
mistura, de volume util de 50 mL, dotado de umaisanexterna para circulagcdo de agua
proveniente de banho termostatizado para contraléethperatura, submetido a agitacéo
magnética. As particulas imobilizadas eram colosa#atro de uma cesta de aco inox de 100
mesh, e esta colocada dentro do reator, evitangloas atrito entre o agitador e a enzima

imobilizada.
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1-Micrromeator, Vi, = 50 mL
2- Cesta de ago inox (malha de 100 mesh|

com enzima imobilizada
3- Agitador magnético
4- Banho em ebuli¢io
5- Banho termostatizado

Figura 3.1: Unidade experimental

3.1.2 Enzima

A enzima utilizada nos ensaios de hidrdlise do gretie soja foi StartM&AGSL,

cedida pela empresa Prozyn Biosolutiana StartMax’ AGSL (SM) é constituida a base de
a-galactosidase, produzida por fermentacdo contmotbelAspergillus niger A enzima foi

estocada sob refrigeracdo em embalagem fechada.

3.1.3 Suporte

A quitosana em po foi obtida da Polymar.
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3.1.4 Rafinose

Utilizou-se rafinose-D(+) pentahidratada de graaliicto de 98% como substrato.
Esta foi adquirida da empresa Vetec®.

3.1.5 Agente reticulante

Glutaraldeido foi utilizado como agente reticularfiste foi adquirido da empresa

Quimibras S.A® em frasco contendo solucéo a 25%.

3.2 Metodologia
3.2.1 Estudo preliminar para preparacéo das particulas dequitosana
Foram testados 4 métodos com o intuito de preparparticulas de quitosana:

» Meétodo 1. pesou-se cerca de 1 grama de quitosarnaoee diluiu-se em 30
mL de acido acético 5%. A solucéo obtida foi gatajam NaOH 1 Molar.

» Meétodo 2: pesou-se cerca de 1 grama de quitosarnaoee diluiu-se em 30
mL de &cido acético 5%. A solugdo obtida foi gatajam NaOH 2 Molar.

» Meétodo 3: pesou-se cerca de 1 grama de quitosan@desdiluiu-se em 30
mL de acido acético 5%. A solucdo obtida foi gatejeem solucdo de
glutaraldeido 5% (v/v) cujo solvente foi uma solucke NaOH 2 Molar.

» Meétodo 4: pesou-se cerca de 1 grama de quitosaned endiluiu-se em uma
solucdo de 30 mL de &cido acético 5% (em pesoheettracdo de 5gide
a-galactosidase. A solucdo obtida foi gotejada ema usolucdo de

glutaraldeido 5% cujo solvente foi uma solucéo d©N 2 Molar.

Posteriormente, com a finalidade de se comparameésdos, procedeu-se a
imobilizacdo das particulas em solu¢des de gluteidd a 5% (v/v) em solucdo tampédo de
pH equivalente a 8 e tempo de imobilizacdo de Z2h@om concentracdo enzimatica de

5 g.L. Esse procedimento aconteceu para as metodotbgeas 3.

Com relacdo a metodologia 3, importante ressaliar o foi necessario utilizar
glutaraldeido posteriormente a fase de produca@addgculas de quitosana haja vista o fato
de que o referido agente reticulante fora usadopriprio processo de formacdo das
particulas. J& as particulas produzidas conformetadologia 4 foram submetidas a hidrolise

imediatamente apds o processo de confeccao.
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3.2.2 Preparacgdo das particulas de quitosana

Para a producéo das particulas foi pesada cerdagiama de quitosana em pé e
diluiu-se em 30 mL de &cido acético 5%. As soluddeam gotejadas em uma solucédo de

NaOH 2 molar (conforme explicitado pelo método 4tdm 3.2.1).

O gotejamento foi realizado com auxilio de uma bameristaltica com uma vazéo
de 0,50 mL/ min, com uso de mangueira. Logo appadiculas permaneceram no banho de

precipitacdo por 24 horas. Na sequéncia, as mefoma® lavadas com agua destilada e

armazenadas em solugao tampéao fosfato (0,1M) d& quino mostrado na Figura 3.3.

Figura 3.3: Particulas de quitosana lavadas cora destilada.
3.2.3 Imobilizacéo das enzimas em particulas de quitosana

O processo de imobilizacdo das enzimas nas pasic¢ai realizado adicionando-se
10 esferas de quitosana em um erlenmeyer de 12fumedmente com 10 mL de solucéo de
glutaraldeido diluida em solucdo tampao em faixgldepreviamente estabelecida em um
shaker a 150 rpm e temperatura definida. Tantorimg® de contato entre as particulas e as
solucbes de glutaraldeido como a propria concefdrage glutaraldeido e da enzima

a-galactosidase no processo de imobilizagéo variaarforme o planejamento experimental.

A atividade enzimatica foi avaliada como resposta o referido planejamento.
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3.2.4 Determinacdo da atividade dea-galactosidase imobilizada pelo método das
velocidades iniciais

Em todos os experimentos realizados eegalactosidase imobilizada para hidrélise
de rafinose, usou-se o método das velocidadesimida reacdo para determinar a atividade

catalitica.

A reacdo de hidrolise da rafinose era realizadausmicrorreator conforme item
3.1.1, com um volume util de 35 mL de solucdo deénwae, nas condicbes de pH,
concentracéo e temperatura (6; 5gd 45C respectivamente) desejadas, além de agitacéo
definida. Para cada experimento era adicionadaaomruma cesta de ago inox com a enzima
imobilizada, usando 10 particulas de quitosana aeoemzima imobilizada nas respectivas

concentracdes de glutaraldeido definidas previagnentprocesso de imobilizacéo.

A unidade de atividade (UJUfoi definida como grama de rafinose hidrolisada p

grama de particula de quitosanafpsq L.minuto).

Para cada experimento foram tomadas cinco amagiraervalo de cinco em cinco
minutos. Cada amostra era introduzida em um tuboedsaio tampado, os quais
imediatamente eram colocados em um banho de aguebeligdo por 10 minutos para a
completa inativacdo da-galactosidase. A galactose formada nas amosteadomada pelo
método do &acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLEE®59). Os valores obtidos foram
calculados com o auxilio de uma curva padrdo cwacentracdo de galactose é
correlacionada com a absorbancia (Apéndice A).n&dises foram feitas em triplicata.

A unidade para a atividade ;jlbbtida foi definida conforme estabelece a Equacgao
3.1, em que o parametro;JUepresenta a unidade da atividadg, gepresenta a quantidade
de rafinose hidrolisada em gramas; L represent@ume reacional em litros, min representa
0 tempo em minutos g grepresenta a massa do suporte de quitosana eciidisador em
gramas no processo de imobilizacao:

— Oru — 1 ol N1
Ul=—"—-= L .min~. 3.1
V1= g = 9 G (3.1)
A atividade calculada a partir do método das vdexes iniciais, para cada reacéo
da hidrolise da rafinose, era obtida por meio dafinacdes das retas de concentragdo dos

acucares totais produzidos em funcdo do tempoad€ioe Todos os experimentos realizados
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até o final do trabalho foram feitos em duplicaasapuma maior confiabilidade nos resultados
obtidos. A atividade foi calculada com a curva dibcacéo, conforme Apéndice A.

3.2.5 Teste da influéncia do tempo e da concentracado déutaraldeido no processo

de imobilizacao

ApOs os testes preliminares que indicaram o methétodo para se produzir
particulas de quitosana, conforme o item 3.2.1prfoposto um Planejamento Fatorial Central
(PFC) para o estudo das variaveis tempo e congaotrde glutaraldeido no processo de

imobilizag&o.

Experimentos que envolvem niveis de dois ou mdaisrda sdo delineados com
esquemas fatoriais. Denominam-se fatores as vaimgependentes que tiverem seus niveis
fixados segundo o interesse do pesquisador. Neatlita o planejamento fatorial ndo é
considerado delineamentos experimentais, mas dinedmentos de tratamentos. Se todas as
combinacgdes possiveis entre todos os niveis defatataestdo presentes, o esquema fatorial
é dito completo (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Essa técnica permite avaliar ndo somente os efpiiosipais dos fatores como
também os efeitos de interacdo entre os mesmosin@ro de experimentos € igual ao
namero de niveis experimentais elevado ao niumeffatdees. Arranjos fatoriais completos
podem ser gerados para qualquer quantidade dedatons niveis de cada fator se alternam
nas colunas, segundo uma mesma ordem (PAIVA, 2006).

Nesses experimentos, fixou-se os valores das esiatemperatura (26),

concentracgéo de enzima (5 g)le pH (7), variando apenas as variaveis de irgeresnforme
o PFC proposto. O planejamento foi elaborado panas dvariaveis totalizando 11
experimentos utilizando-sesoftware Statistica 7.0

Neste planejamento, o tempo de imobilizagédo sis®na faixa de 2 (-1), 13 (0) e 24
horas (+1); ja a concentracédo de glutaraldeidaespondeu aos valores de 0% (-1), 5% (0) e
10% (-1). Ambas as faixas foram fixadas medianseetepreliminares. Foram utilizados os
tampdes fosfato (0,1 M) para faixa de pH 8. Osreala@odificados e reais das variaveis do
planejamento (X= tempo de imobilizacdo e )%= concentracdo de glutaraldeido) estéo

apresentados na Tabela 3.1.

O calculo dos valores codificados para as variaapiesentadas sdo demonstrados
pela Equacéo 3.2.
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= XX,
i
2

Xn = Valor codificado da variavel (n=1,2...);

(3.2)

X = Valor variavel ser calculada,;

Xo = Valor da variavel no ponto central;
X+1 = Valor da variavel no nivel superior;
X.1 = Valor da variavel no nivel inferior.

Tabela 3.1: Matriz Planejamento Fatorial Compleieteito do tempo de imobilizacéo e
concentracdo de glutaraldeido na imobilizagcda-dalactosidase em suporte de quitosana.
Valor Real (Valor Codificado)

) Tempo de Concentragéo de
Experimentos
imobilizacao glutaraldeido (%)
(horas)
1 2 (-1) 0 (-1)
2 2 (-1) 5 (0)
3 2 (-1) 10 (+1)
4 13 (0) 0(-1)
5 13 (0) 5 (0)
6 13 (0) 5 (0)
7 13 (0) 5 (0)
8 13 (0) 10 (+1)
9 24 (+1) 0(-1)
10 24 (+1) 5 (0)
11 24 (+1) 10 (+1)

A imobilizacéo foi realizada incubando-se 10 paittis de quitosana em 10 mL de
uma solucdo denr-galactosidase em solucdo tampao de pH 8 nas @mmdidefinidas
conforme a Tabela 3.1, com agitagdo de 150 rpmhakes e temperatura de 25°C. Ao final
da imobilizacéo, a determinacdo da atividade dediaisador foi realizada conforme item

3.2.4, usando uma concentracao de rafinose de Bagfheio reacional.

As Equacgdes codificadas do tempo de imobilizacdoneentracdo de glutaraldeido

sao apresentadas nas Equacdes 3.3 e 3.4, respextiea
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t.-13

X = ~imob” = 3.3
=] (3.3)
x2=[(3]i%ob'5 (3.4)

Um teste t-Studente foi aplicado a Equac¢do 3.5 gerada pelo modelo para
determinacdo do nivel de significancia de cada rpei®, sendo aceitos como
estatisticamente significativos somente aqueles @uesentaram valor-p inferior a 5%
(p<0,05). Pela andlise estatistica também foi pekebter o coeficiente de determinac&d)(R
para constatagao da significancia do modelo ou n&o.

Superficies de respostas foram geradas pelo seft@tatistica 7.0 utilizando a
Equacdo 3.5 contendo somente os parametros sajivifis. A partir dessas superficies foi
possivel verificar uma regido Otima para a ativedahzimatica, a qual corresponde a

combinacéo de uma faixa de valores das variavaisasas.

Y=o+ bX+D > b XX, +D by XF (3.5)
i1 i1

1 m-1

Em que:

Y = Valor da variavel de resposta (Atividade enzing;
Bo = Valor médio da variavel de resposta;

n = Numero de variaveis independentes ;

X = Variaveis independentes;

bj; bjm; bjj = Parametros do modelo.

3.2.6 Teste da influéncia da temperatura, pH e concentra@p de enzima no processo
de imobilizacao

Apoés a analise do resultado do planejamento fatooimpleto, conforme item 3.2.5,
fixou-se os valores para as variaveis concentrdedglutaraldeido e tempo no processo de
imobilizacdo que abrangeram a regido com atividad&simas. Baseado nisso, utilizou-se
um planejamento composto central para avaliar ogasmo de imobilizacdo enzimatico com

relacdo as variaveis temperatura, concentracdmatiza e pH.
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Este método cientifico de planejamento permiterodt@erimentos significativos e
confiaveis com as vantagens de reduzir o tempxplerienentacdo assim como custo relativo
a execucao dos ensaios, uma vez que permite aatidm do nimero de experimentos. Além
disto, o planejamento composto central permite atimaizacdo multivariada, minimiza o erro

experimental e ndo requer conhecimentos elevadastatistica (OLIVEIRA, 2004).

O planejamento composto central estuda os efeddatdracdo dos parametros em
guestdo. Cada variavel é estudada com 5 diferenvess (e, -1, 0, +1, ) e cada nivel
possui seu respectivo valor nominal. O parametutilizado foi o de rotabilidade de modo a
se obter um planejamento cuja regido de interegaauma superficie de resposta de segunda
ordem (BOX et al., 1978).

Dessa maneira, Planejamento Composto Centraladdizpara otimizar o processo
de imobilizacdo dea-galactosidase atrelou as condi¢cdes Otimas de otacéo de
glutaraldeido e tempo de imobilizacdo adquiridasitam 3.2.5. As varidveis consideradas
durante o processo de imobilizagdo foram tempexapt e concentracdo de enzima do meio,
com trés réplicas centrais totalizando 17 experioseuntilizando-se software Statistica 7.0
Neste planejamento, a temperatura situou-se na fdix 18,2 @) a 51,8C (+n), a
concentracéo de enzima variou entre 1,69&-18,41 g.[* (+a) e o pH variou entre 4,980f-

a 10,02 (#) sendo que essas faixas foram estabelecidas sitdavéestes preliminares. Foi
utilizado o tampéao fosfato para as faixas de pHisadas. O valor do de rotabilidade foi
automaticamente determinado pelo softw@tatistica 7.0sendo equivalente & 1,6818. Os
valores codificados e reais das variaveis do pdenepto (X= temperatura, = concentracao

de enzimas e ¢ pH) estdo apresentados na Tabela 3.2.

O calculo dos valores codificados para as variagpiesentadas sdo demonstrados

pela Equacéo 3.2.

(3.6)

Xn = Valor codificado da variavel (n=1,2...);
X = Valor variavel ser calculada;
Xo = Valor da variavel no ponto central;

X4+1 = Valor da variavel no nivel superior;
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X.1 = Valor da variavel no nivel inferior.

Tabela 3.2: Matriz Planejamento Composto Centrahfiiaéncia das variaveis temperatura,
concentracdo de enzima e pH no processo de imatAlizdar-galactosidase.
Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Temperatura  Concentragdo pH
) de enzima (g/L)

1 35 (0) 10 (0) 7,5 (0)
2 35 (0) 10 (0) 7,5 (0)
3 35 (0) 10 (0) 7,5 (0)
4 35 (0) 10 (0) 10,02 @)
5 35 (0) 10 (0) 4,98 ¢
6 35 (0) 18,41 (&) 7.5 (0)

7 35 (0) 1,59 @) 7,5 (0)

8 45 (+1) 5 (-1) 6 (-1)
9 45 (+1) 5(-1) 9 (+1)
10 45 (+1) 15 (+1) 6 (-1)
11 45 (+1) 15 (+1) 9 (+1)
12 25 (-1) 5(-1) 6 (-1)
13 25 (-1) 5(-1) 9 (+1)
14 25 (-1) 15 (+1) 6 (-1)
15 25 (-1) 15 (+1) 9 (+1)
16 18,2 (&) 10 (0) 7,5 (0)
17 51,8 () 10 (0) 7,5 (0)

A imobilizacéo foi realizada incubando-se 10 paitis de quitosana em 10 mL de
uma solucédo de-galactosidase nas condicdes definidas conformabald 3.2, com agitacao
de 150 rpm em shaker e temperatura de 25°C. Ab dmamobilizacdo a determinacédo da
atividade do biocatalisador foi realizada conforiteen 3.2.4, usando uma concentracao de

rafinose de 5 g/L no meio reacional.

As Equacdes de codificacdo da temperatura, corggitrde enzima e pH séo

apresentadas nas Equacgoes 3.7, 3.8 e 3.9, respeetite.

T__-35
T (3.7)
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[E] imob _10

X, = 5

(3.8)

pHimob -7’5

3 1,5

(3.9)

Um testet-Studenfoi aplicado a Equacgéo 3.4 gerada pelo modelo geterminacao
do nivel de significancia de cada parametro, seladeitos como estatisticamente
significativos somente aqueles que apresentarawr-gakuperior que 5% (p<0,05). Pela
andlise estatistica também foi possivel obrer dfigeste de determinacdo IR para

constatac&o da significancia do modelo ou né&o.

Superficies de respostas foram geradas pelo seft@tatistica 7.0 utilizando a
Equacédo 3.10 contendo somente os parametros sagnifis. A partir dessas superficies foi
possivel verificar uma regido Otima para a ativedashzimatica, a qual corresponde a
combinacdo de uma faixa de valores das variavais&das.

Y:B0+Zn: bjx1+ii By X, X +Zn: b, X’ (3.10)
i1 i1

1 m-1

Em que:

Y = Valor da variavel de resposta (Atividade enzin#;
Bo = Valor médio da variavel de resposta;

n = Numero de variaveis independentes ;

X = Variaveis independentes;

bj; bjm; bjj = Parametros do modelo.
3.2.7 Teste de estabilidade em relacdo ao pH da enzinmaabilizada

Imobilizou-se a enzima nas condi¢gbes Otimas (pHvatgnte a 7,5; concentracédo
enzimatica de 15 gt; temperatura de 26 e tempo de imobilizagéo equivalente a 24 horas)
determinadas pelos itens 3.2.5 e 3.2.6 tanto pawa aoncentracdo de 5% como de 0% de
glutaraldeido a fim de comparar o efeito da ligachtrada. Posteriormente ao processo de
imobilizagdo, a enzima imobilizada foi lavada euingda em 20 mL de solucdo tampéao
durante o periodo de 24 horas a temperatura ambieata a faixa de pH entre 3 e 5, utilizou-

se o0 tampéao citrato; ja para a faixa de pH en&ed6 o tampao utilizado foi o fosfato. Apds
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esse periodo, as particulas de quitosana foranddayacolocadas na cesta inox para se
proceder a hidrolise e consequente determinacativddade residual conforme item 3.2.4. A
atividade relativa para cada valor de pH foi deteatla pela relacdo entre a atividade

residual e a atividade maxima obtida no item 3.2.6.

Para ambos os processos de imobilizacdo (com gldétdo e sem glutaraldeido)

realizou-se o teste de proteina segundo o Métod®iéRY (1951) (Apéndice B).

Para determinacdo da quantidade de enzima imatalizeo suporte, mediu-se a
concentracdo de proteina presente no sobrenadéitedo na imobilizacdo antes e apds o

processo de imobilizacao ter sido concluido conéoEquacéo 3.11.
[a-galactosidasepord = [0-galactosidasgned — [o-galactosidasgyss (3.11)

Em que:
[a-galactosidasepotd = Concentracéo de-galactosidase retida no suporte ®;L

[a-galactosidas@ned = Concentracéo de-galactosidase no sobrenadante antes do processo

de imobilizacao (g.1%);

[a-galactosidasgps] = Concentracdo de-galactosidase no sobrenadante apds o processo de

imobilizac&o (g.");
3.2.8 Teste de estabilidade térmica da enzima imobilizada

Enzimas den-galactosidase imobilizadas em particulas de caii@sas condicbes
estabelecidas pelos itens 3.2.5 e 3.2.6 sdo, pwstente, incubadas em tampé&o fosfato de
pH 6, conforme item 3.2.7, e introduzidas em umhbatermostatizado em temperatura na
faixa entre 50 e BC. Esta faixa de temperatura foi escolhida por wsea faixa de
temperatura utilizada em processos de pasteurizApés isso, as amostras foram retiradas
em intervalos adequados de tempo, resfriadas rapite em banho de gelo e, em seguida,
transferidas para a cesta de aco inox com o intletse determinar a atividade residual

conforme item 3.2.4.

Os resultados de atividade enzimatica em funcatenhpo de incubacédo obtidos
foram analisados pelo modelo de desativacdo deepdanordem e pela modelagem de
desativacdo enzimética em série com dois estagemizando regressdes nao-lineares
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aplicadas as Equacgbes 3.12, 3.13 e 3.14, parardeteros melhores ajustes e 0os parametros

cinéticos.

EOQf. E*"O8. E™

A kb
A0

A Kty
A_ :(1'(11).6 1

0

1

(3.13)

kz'kl kz'kl

0

Sendo: AA = Atividade relativa
0

RS
I
rr||Nm rn|;r|

=]
N
1

ki e k = constantes cinéticas

A:%"' 1+ oK, 0k, e('klt) oK,
A k sk, k sk

o K 2‘) e('th)

(3.12)

(3.14)

Os tempos de meia vida foram determinados parateaaaeratura, considerando o

melhor ajuste dos dados experimentais as Equagbeleshtivacdo em série. As Equacdes

3.15 e 3.16 representam, respectivamente, os tedgpoeia vida provenientes das Equacdes

3.12 e 3.13. A energia de ativacdo do processoedatitiacdo térmica foi calculada pela

regressao linear da equacgao de Arrhenius (Equat@h 3

. In(0,5)
1/2 kd
In{O.S—al}
_ 1-a
t, i

(3.15)

(3.16)

(3.17)
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Sendo:

kq = Constante cinética de desativagdo térmica (sporele ao valor de ka Equacao
3.7)

A = Fator de frequéncia para a reacao

E. = Energia de ativacdo do processo de desativéagaica

T = Temperatura absoluta

R = Contante universal dos gases

3.2.9 Teste de resisténcia ao armazenamento

Neste estudo, realizaram-se testes com enzimasgdtactosidase imobilizadas em
particulas de quitosana estocadas a temperaturargmbem tampéao de 7,5 (conforme obtido
regido de maxima atividade no item 3.2.6). A atidid residual foi determinada em intervalos
de tempo (aperiddicos) durante 50 dias, pelo métladovelocidades iniciais, conforme item
3.2.4, apos sofrer hidrélise a°@5 pH 6 e concentracéo de rafinose equivalentg.&s As
condicdes de imobilizacdo foram as seguintes: teatyra equivalente a 35, concentracdo
enzimatica de 15 g1, tempo de imobilizacéo de 24 horas, concentragaglutaraldeido de

0% e 5%, pH do meio correspondente a 7,5.

3.2.10 Teste de resisténcia ao numero de repeticdes

Neste estudo, realizaram-se testes com enzimasgdtactosidase imobilizadas em
particulas de quitosana estocadas a temperaturargmbem tampéao de 7,5 (conforme obtido
regido de maxima atividade no item 3.2.8). As codels de imobilizacdo foram as seguintes:
temperatura equivalente a’25 concentracdo enzimética de 1574.tempo de imobilizacéo
de 24 horas, concentracdo de glutaraldeido de p¥,do meio correspondente a 7,5. A
atividade residual foi determinada pelo métodowddgcidades iniciais, conforme item 3.2.4.
A imobilizacéo foi feita uma Unica vez para cadajento de 10 particulas e 20 hidrdlises
consecutivas foram realizadas a fim de se obtéwvaade residual. Cada hidrdlise ocorreu
nas seguintes condicdes: temperatura correspondendSC, pH equivalente a 6 e

concentracdo de rafinose de 54.L



CAPITULO 4

4 Resultados e discussoes
Neste capitulo serdo apresentados e discutidogsdtados obtidos, seguindo a
metodologia proposta neste trabalho.
4.1 Estudo preliminar para a preparacao das particulagle quitosana

Conforme proposto no item 3.2.1, foram realizadoatp metodologias distintas
com intuito de obter a melhor maneira de prepasapaticulas de quitosana que seriam,
posteriormente, utilizadas no processo de imolg#iradao-galactosidase. Os resultados

obtidos estao explicitados na Tabela 4.1 abaixo:

Tabela 4.1: Atividades (Yobtidas nos métodos de producdo de particulgsitizssana.

Método Adiciona-se ao acido acético 5% Solucao receptora tividade (U)
1 1 grama de quitosana NaOH 1 molar 0,0024
2 1 grama de quitosana NaOH 2 molar 0,0027
) Glutaraldeido 5% (v/v)
3 1 grama de quitosana em NaOH 2 molar 0

1 grama de quitosana + 0,15 Glutaraldeido 5% (v/v)

4 gramas de-galactosidase em NaOH 2 molar

0,0008

Dessa maneira, concluiu-se que a melhor metodolagiser empregada para

producao das particulas de quitosana seria a metpa@.

Percebe-se um acréscimo de atividade quando asutastsdo formadas em solucéo
de NaOH 2 molar ao invés de 1 molar. Esse resuttadfere com estudos desenvolvidos por
OHTAKARA e MITSUTOMI (1987) que também imobilizaratrgalactosidase (proveniente
de Pycnoporus cinnabarinlem quitosana com ligacfes cruzadas cujo ageticeleate foi

o glutaraldeido.
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4.2 Teste de influéncia do tempo de imobilizacao e dawrcentracdo de glutaraldeido
no processo de imobilizacao
Os resultados obtidos a partir do planejamentaiédtoompleto proposto no item
3.2.5, estao representados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Matriz planejamento fatorial completoedeito do tempo de imobilizacéo e
concentragdo de glutaraldeido na imobilizagda-dalactosidase em suporte de quitosana.
Valor Real (Valor Codificado)

) Tempo de Concentracéo de Atividade
Experimentos
imobilizacdo  glutaraldeido (%) (gre-LEmin™.gsg )
(horas)

1 2 (-1) 0(-1) 0,0032 £+ 0,0001
2 2 (-1) 5 (0) 0,0134 + 0,0004
3 2 (-1) 10 (+1) 0,0120 £ 0,0002
4 13 (0) 0(-1) 0,0051 £ 0,0001
5 13 (0) 5 (0) 0,0226 £ 0,0009
6 13 (0) 5(0) 0,0219 £ 0,0006
7 13 (0) 5(0) 0,0210 £ 0,0011
8 13 (0) 10 (+1) 0,0150 £ 0,0007
9 24 (+1) 0(-1) 0,0065 £ 0,0002
10 24 (+1) 5 (0) 0,0267 £ 0,0012
11 24 (+1) 10 (+1) 0,0240 £ 0,0014

A atividade alcancada durante os experimentos wanre 0,0032 {bbtida através
do experimento 1 (valores menos elevados tant@nawel tempo de imobilizacdo como para
a variavel concentracdo de glutaraldeido na imedggio) até 0,0267;btida através do
experimento 10 (maior tempo de imobilizacdo e vahdermediario da concentracdo de
glutaraldeido).

Observa-se que houve reprodutividade para os watsgdos para Uatravés dos

ensaios realizados no ponto médio do PFC (expetonén 6 e 7).

Analisando-se periodos fixos de tempo de imobifipapercebe-se que a atividade
Ui, invariavelmente, apresenta seus maiores resgltade experimentos cujos valores de

concentracdo de glutaraldeido sdo de 5%. Dessairmanenclui-se que valores maximos
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estdo necessariamente entre a concentracao de 1% ele glutaraldeido no processo de

imobilizag&o.

Com os resultados experimentais de atividade enzimmém funcdo do tempo de
imobilizacdo e concentracdo de glutaraldeido, zealse uma regressao mdultipla e analisou
os valores d@ encontrados pelo testeStudentonde X representa o tempo de imobilizacao
e X representa a concentragdo de glutaraldeido dumapt®cesso de imobilizacdo. Estao
representados na Tabela 4.3 os parametros linesr@steracdes e os termos quadraticos das

duas variaveis estudadas.

Tabela 4.3: Resultados da regressao multipla alaliea PFC.

Fatores  Coeficiente Erro Nivel de

de Padrédo  significancia
regressao p-valor

Meédia 0,021179  0,001063 0,000006
X1 0,004769  0,000846 0,002436
X1X1 -0,000130  0,001302 0,924259
X2 0,006035  0,000846 0,000840
X2X2 -0,010111  0,001302 0,000567
X1X3 0,002164  0,001036 0,091103

Por meio dos resultados obtidos através do progi@ratstica 7.0,utilizou-se a
regressdo multipla, gerando-se a Equacéo 4.1 ctampli® coeficiente de correlacac?(Roi
de 0,97:

U.10° =2,1179 + 0,4769,X - 0,013(PX 46035.X, - 1,0111.¥ +0,2164.X3  (4.1)

Os parametros avaliados pelo teste de hipotese atligar o estudo estatistitale
Studentque apresentaram nivel de significancia superibfoaforam negligenciados. Tais
parametros foram o tempo de imobilizacdo em semaeuadratico (X) e a interacdo entre
os termos tempo de imobilizacdo e concentracdo Ideargldeido (%X;) conforme

visualizado na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4: Resultado da regressdo multipla comwais significativas aplicada ao PFC.
Fatores  Coeficiente Erro Nivel de
de Padrédo  significancia
regressao p-valor
Média  0,021127  0,001072 0,000006
X1 0,004769 0,000979 0,002436
X2 0,006035 0,000979 0,000840
X2X2 -0,010145  0,001452 0,000567
O modelo com as variaveis significativas esta pr@ado na Equacéo 4.2:
U =2,113.1G +4,769.10 X +6,035:10 ,X1,014.10° .X’ (4.2)

Dessa maneira, como exposto acima, somente pac&noetm nivel de significancia

menor que 5% foram considerados significativos.o8ficiente de correlacdo Rindicou

que 94,05% da variabilidade dos dados sao juddieapela superficie proposta, o que

demonstra um excelente ajuste.

A Figura 4.1 mostra a distribui¢cdo dos residuoga@no do zero e a Figura 4.2 mostra a

representacéo dos valores preditos pelo modeltadmgm fungao os valores observados
experimentalmente.

Residuos

-0,001

-0,002

-0,003

-0,004

0,004

0,003

0,002 r

0,001

0,000

-0,005

0,000

0,005 0,010

0,015

0,020 0,025

0,030

Valores Preditos

Figura 4.1: Distribuicdo dos residuos em tornoeda que indica normalidade para a resposta
de atividade enzimética.
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0,030

0,025 ¢
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0,015 ¢

0,010 ¢

Valores Preditos

0,005 ¢

0,000 ¢

0,005 : : : ‘ :
0,000 0,005 0,010 0.015 0,020 0,025 0,030

Valores Observados

Figura 4.2: Valores preditos pelo modelo versueresl observados
experimentalmente.

O modelo foi significativo (R equivalente a 0,94), ou seja, dessa forma torna-se
possivel construir (através do prograBtatistica 7.9 uma superficie de resposta cujo intuito

principal seja o de analisar a regido de interesgeferida superficie esta representada pela
Figura 4.3:

enpear.,17HHB)
tid

OSH., .
apeping

2

Concentracao de
Glutaraldeido (%)

_D 2 4 & B 10 12 14 16 18 20 22 2 X%
Tempo
(horas)

Figura 4.3: Superficie de resposta da influéncieateentracédo de glutaraldeido e do tempo
de imobilizacdo na atividade degalactosidase obtida pelo planejamento fatoriaifeto.



Capitulo 4 — Resultados e discussées 50

Para realizar os testes de validagédo no processtindzacao, fixou-se os valores de
concentracdo de glutaraldeido e tempo no procegsammbilizacdo (5% e 24 horas
respectivamente) que estivessem dentro da regidnaséna atividade conforme a Figura
4.3. Os testes foram feitos em triplicata e a médiatividade obtida experimentalmente foi
de 0,0267 J Esse resultado experimental foi satisfatorioa végta o fato de que a atividade,
para essa faixa de concentracdo de glutaraldeittempo no processo de imobilizacgéo,
encontrada utilizando-se a Equacédo 4.2 apresentoudesvio, com relacdo ao resultado

experimental, de apenas 0,37%.

Suportes ativados com glutaraldeidos apresentarlawados rendimentos de
imobilizacédo e atividade recuperada, isto ocorrgdieao glutaraldeido ser um reagente que
apresenta dois grupos aldeidos com elevada reati@jdpromovendo reacdes com VAarios
grupos laterais das proteinas como: hidroxila,ar@th, amino e sulfidrila (ADRIANO et al,
2005).

A regido de maxima atividade com relacdo a conaeaitr de glutaraldeido ocorre
nos pontos de concentracao intermediaria (entre 8bcomo visualizado através da Figura
4.3. As particulas imobilizadas sem glutaraldei@®o) apresentaram-se mais frageis e
gelatinosas Ja as imobilizadas com 10% de glugitddapresentaram-se menos resistentes e
mais quebradicas. Essas constatacfes estdo emmoimidfde com os estudos de VILLELA
(2006) e SISO et al. (1997).

Segundo ADRIANO et al. (2005), concentracdes deéaghldeido superiores a 5%
em processos de imobilizacdo que utilizam quitosaneno suporte acarretam uma
significativa perda de atividade como consequédaianteragdo multiponto entre suporte e
agente reticulante . Essa interacdo, nessas c@sdigineaca a preservacado da conformacgao
da enzima, além de ser responsavel por diminuigicdi@metro dos poros da matriz

polimérica devido a aproximacao das cadeias enfrerge e agente reticulante.

GIRIGOWDA e MULIMANI (2006) imobilizarama-galactosidase déspergillus
oryzaeemk-carragena segundo o método de SAdt@l (1979). A enzima imobilizada foi
capaz de hidrolisar 75% dos oligossacarideos pesew leite de soja apos duas horas de
incubacdo. Quando utilizada em reator de leitodihaido, aa-galactosidase imobilizada

reduziu em 92% a quantidade de oligossacaridensmavazdo de 25 mL.miin
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4.3 Teste da influéncia da temperatura, concentracdo danzima e pH do meio no

processo de imobilizacao

Os resultados obtidos a partir do planejamento ostopcentral proposto no item

3.2.6, estdo explicitos na Tabela 4.5. Importamf@atizar o fato de que os valores para

concentracdo de glutaraldeido e tempo no processointbbilizacdo foram fixados

respectivamente em 5% (v/v) e 24 horas de acomtoccibem 4.2.

Tabela 4.5: Matriz Planejamento Composto Centrahfiiagéncia das variaveis temperatura,
concentracdo de enzima e pH no processo de imathlizdar-galactosidase.

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Temperatura Concentracéo pH Ativida*de
(X3-°C) de enzima (Xs) )
(X4-glL)

1 35 (0) 10 (0) 7.5 (0) 0,0295 + 0,0014
2 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 0,0343 + 0,0019
3 35 (0) 10 (0) 7,5 (0) 0,0330 + 0,0021
4 35 (0) 10 (0) 10,02 @) 0,0032 + 0,0001
5 35 (0) 10 (0) 4,98 ¢ 0,0170 + 0,0004
6 35 (0) 18,41 (&) 7,5 (0) 0,0427 + 0,0026
7 35 (0) 1,59 @) 7,5 (0) 0,0039 + 0,0003
8 45 (+1) 5(-1) 6 (-1) 0,0034 + 0,0002
9 45 (+1) 5(-1) 9 (+1) 0,0025 + 0,0002
10 45 (+1) 15 (+1) 6 (-1) 0,0193 + 0,0008
11 45 (+1) 15 (+1) 9 (+1) 0,0101 + 0,0007
12 25 (-1) 5 (-1) 6 (-1) 0,0111 + 0,0007
13 25 (-1) 5 (-1) 9 (+1) 0,0065 + 0,0001
14 25 (-1) 15 (+1) 6 (-1) 0,0392 + 0,0015
15 25 (-1) 15 (+1) 9 (+1) 0,0231 + 0,0010
16 18,2 (&) 10 (0) 7.5 (0) 0,0360 + 0,0019
17 51,8 (+) 10 (0) 7.5 (0) 0,0035 + 0,0001

*Uir= (Gru- L min™.gso™)

A atividade alcangada durante os experimentos wagittre 0,0025 Uobtida no

experimento 9 (valores menos elevados de temparatpH e baixo valor de concentracéo
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enzimética) até 0,0427 ;lbbtida através do experimento 6 (alto valor deceaotracdo

enziméatica e valores intermediérios de temperagygid).

Observa-se que houve reprodutividade para os walgdos para Uatravés dos

ensaios realizados no ponto médio do PCC (expetosdn 2 e 3).

Com os resultados experimentais de atividade enizisnédm funcdo da temperatura,

concentracdo enzimatica e pH no processo de imab#b, realizou-se uma regressao

multipla e analisou os valores geencontrados pelo teste Student onde X representa a

temperatura de imobilizagéo,, )& concentracdo da enzimagalactosidase no processo de

imobilizagédo e X representa o pH do meio durante o processo deiliragido. Estao

representados na Tabela 4.6 os parametros lin@gress interacdes e os termos quadraticos

(Q) das trés variaveis estudadas.

Tabela 4.6: Resultados da regressao multipla alasliea PCC.

Fatores  Coeficiente Erro Nivel de
de Padrdo  significancia
regressao p-valor

Média 0,032427 0,002360 0,000003
X3 -0,007290  0,001109 0,000312
X3X3 -0,004962  0,001222 0,004802
X4 0,009778 0,001108 0,000049
XaXq -0,003701  0,001219 0,018986
Xs -0,003949  0,001109 0,009206
XsXs -0,008405  0,001222 0,000236
X3X4 -0,002650  0,001448 0,110014
X3Xs 0,001325 0,001448 0,390727
XaXs -0,002473  0,001448 0,131468

Por meio dos resultados obtidos através do progi@ratstica 7.0,utilizou-se a

regressdo multipla, gerando-se a Equacéo 4.3 ctanple

U,=3,324.1G -7,290.10 .X -4,962.0 X +9,778X,-3,701.10° .X2-3,949.16 .X

-8,405.10 )¢ - 2,650.10 .X X +1,325.70 XX -2,473:10 XX

(4.3)

Os parametros avaliados pelo teste de hip6tese ao se utilizar o estattkiicd de

Studentque apresentaram nivel de significAncia superior a 5% foram neglidesciTais
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parametros negligenciados foram os termos de interagay,(X3Xs, X4Xs) sendo que a
Tabela 4.7 representa apenas as variaveis significativas.

Tabela 4.7: Resultados da regressdo multipla com variaveis cigjndis aplicada ao PCC.

Fatores  Coeficiente Erro Nivel de
de Padrdo  significancia
regressao p-valor

Média 0,032427 0,002803 0,000000
X3 -0,007290  0,001317 0,000249
X3X3 -0,004962  0,001451 0,006545
X4 0,009778 0,001316 0,000022
XaXq -0,003701  0,001448 0,028582
Xs -0,003949  0,001317 0,013367
XsXs -0,008405  0,001451 0,000175

O modelo com as variaveis significativas esta representado na Equ&céao 4
U,=3,324.1G -7,290.10 X -4,962.10 X +9,778%10, .)8,701.10° .%* - 3,949.18 .X -&05.10°.X/
(4.4)
Dessa maneira, como exposto acima, somente parametros com nivelfiE&saga
inferior & 5% (p<0,05) foram considerados significativos. O coefieiele correlacéo @R
indicou que 92,95% da variabilidade dos dados séao justificatlasyperficie proposta, o que

demonstra um excelente ajuste.

A Figura 4.4 mostra a distribuicdo dos residuos em torno doezerd-igura 4.5
mostra a representacdo dos valores preditos pelo modelo ajustado emdasgZaiores

observados experimentalmente.
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Figura 4.4: Distribuicdo dos residuos em torno da reta queaindirmalidade para a resposta
de atividade enzimatica.
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Figura 4.5: Valores preditos pelo modelo versus valores observados
experimentalmente.

O modelo foi altamente significativo {Rquivalente a 0,9295), ou seja, dessa forma
torna-se possivel construir (através do progr&tadistica 7.p) uma superficie de resposta
cujo intuito principal seja o de analisar a regido de interesseef@ddas superficies estao

representadas pelas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8:
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Figura 4.6 - Superficie de resposta da influéncia da concentracao de erdaniemperatura
de imobilizac&o na atividade degalactosidase obtida pelo planejamento composto central.
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Figura 4.7 - Superficie de resposta da influéncia do pH e da tempeatatimobilizacdo na
atividade dex-galactosidase obtida pelo planejamento composto central.
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Figura 4.8 - Superficie de resposta da influéncia do pH e da concemteagdnima no

processo de imobilizacdo na atividadenelgalactosidase obtida pelo planejamento composto
central.
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Analisando-se cada uma das variaveis isoladamente ao se fixar as oatsas d
percebe-se que a atividade enzimética apresenta valores mais elevados apraditeaaiasn
seguintes faixas experimentais: temperatura intermediaria (enfl@ &9 33C), em
concentracbes elevadas da enzima (entre 13 @.19 g.I') e faixa intermediaria de pH
(entre 6,5 e 8). Essas constatacfes sao visualizadas com o auxilisupasicies
representadas pelas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8 expostas anteriormente.

Dessa maneira, com relacdo aos testes de validacdo no processo de otimizagao
escolheu-se uma faixa de temperatura, concentracdo enzimatica e pH no pdEesso
imobilizacdo (28C, 15 g.L* e 7,5 respectivamente) que estivessem dentro da regido maxima
atividade, conforme as Figuras 4.6, 4.7 e 4.8. Os testes forasdaittriplicata e a média da
atividade obtida experimentalmente foi de 0,0435 B$se valor experimental mostrou-se
satisfatorio, haja vista o fato de que a atividade, para essa éateageratura, concentracédo
de enzima e pH no processo de imobilizagcdo, encontrada utilizendo Equacdo 4.4

apresentou um desvio, com relacéo ao resultado experimental, de ap&#as 6,

OKUTUKU et al (2010) extrairamu-galactosidase de tomates e imobilizaram em
resina polimérica contendo galactose. A imobilizacdo ocorreu em tant@o pH 6,0 com
solugédo de enzima contendo atividade de 0,672U/mL durantea® kob agitacdo. Neste
estudo a atividade residual dagalactosidase imobilizada foi 46%. As condi¢Bes 6timas de

atividade foram pH 4,0 e 3 tanto para a forma sol(vel quanto imobilizada.

FIALHO etal (2008) imobilizaram a-galactosidase em agar posteriormente tratado
com glutaraldeido e obtiveram temperatura 6tima°& 78 qual foi 8C acima da temperatura
6tima da enzima livre. A 8C a atividade residual dagalactosidase imobilizada foi quase o
dobro da livre (72% e 40%, respectivamente). Neste estudo, a maghdi ndo alterou a faixa

de pH 6timo da enzima, que esteve compreendido entre 4 e 5.

4.4 Teste de estabilidade em relagéo ao pH da enzimaatilizada

Conforme descrito através do itens 3.2.7, desenvolveu-se o tesieponidente a
estabilidade em relacdo ao pH da enzima imobilizada bem comodetpasteina retido pelo

suporte durante o processo de imobilizagcdo com glutaraldeido (5% )gwtaraldeido (0%).

Com relagéo a retencédo de proteina pelo suporte para o processo tezagdmbsem
glutaraldeido (0%), ocorreu uma eficiéncia de 11,28%. Ja para o praesswbilizacao

com glutaraldeido (5%), a retencdo do suporte alcancou 12,28% de ediciénci
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O pH do meio reacional exerce grande influéncia na estabilidade catahtica d
maioria das enzimas. A influéncia do pH na estabilidade giactosidase esta representada
conforme demonstra a Figura 4.9, em que, tanto no processo dizagdb com 5% quanto
no processo de imobilizacdo a 0% de enzima, sdo explicitadesl@®s absolutos da
atividade residual obtida experimentalmente.

Percebe-se claramente, através da Figura 4.9, o elevado valor de atinidasie

perde ao se comparar 0s processos de imobilizacdo com glutara(@@tdoe sem
glutaraldeido (0%).
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.Figura 4.9: Valores absolutos para as atividades residuaia®ktigerimentalmente para
galactosidase imobilizada com glutaraldeidbp& sem glutaraldeidaaj.

Interessante citar que, conforme observado pela Figura 4.9, apésodopde
incubacdo descrito pelo item 2.7 para o pH equivalente a 6 (faex@rgporciona a maior
atividade apos o referido periodo de incubacao), ocorre um incremeatividade, isto €,
conforme indicado pelos resultados experimentais expostos no derabdervou-se que a
atividade apds o processo de imobilizagdo para as faixas adotadas dintregides de
maxima atividade fixadas de acordo com as Figuras 4.6, 4.7@ de30,0435 |J entretanto,
percebeu-se que ao se incubar as particulas previamente imobilizadas @iaéeson
otimizadas) durante o periodo de 24 horas em pH equivalente g@go8teriormente a
incubacéo foi desenvolvido o processo de hidrélise da rafinoservabslo-se uma elevagéo
da atividade enzimatica para o valor de 0,0531 U
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Figura 4.10: Atividade relativa da enzima imobilizada com ghldardo (5%).

Observa-se que a enzima imobilizada com 5% de glutaraldeido apresestase|
dentro de toda a faixa de pH estudada (entre 3 e 9) como visualizado dadigara 4.10.
A atividade méxima encontrou-se ao incubar a enzima previamente adbilem tampao
de pH equivalente a 6. Através do ajuste polinomial obtidor@io do softwarérigin 8, a
atividade maxima ocorre no pH equivalente a 6,4. A maior perda percequaado
comparada a atividade maxima obtida para a incubacdo em pH equivaleotemes para o

valor de incubacdo no pH equivalente a 3 cuja perda percentual ocorié&,22%.
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Figura 4.11: Atividade relativa da enzima imobilizada sem glwaeidd (0%).
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J& com relacao a enzima imobilizada sem glutaraldeido (0%), o prdoesstéavel
na faixa entre 4 e 6, apresentando um decréscimo maximo na atividademmde 57,14%
para a faixa de pH equivalente a 9, como explicitado através da FiguraAatividade
maxima foi obtida, assim como no processo feito com ligacao cryzadao pH equivalente
a 6. Através do ajuste polinomial obtido por meio do softkaigin 8, a atividade maxima
ocorre no pH equivalente a 6,09.

Outro detalhe importante nesses experimentos em que nao foi otiizadcesso de
ligagdo cruzada com glutaraldeido relaciona-se a completa dissolucioadizsilas de

quitosana imobilizadas quando incubadas em pH equivalente a 3.

Esses resultados de atividade maxima quando incubada em pH edeigatrem
ambos os casos (com ligacdo cruzada e sem ligacéo cruzada), sdo jpaxidederminados
segundo SHANKARet al. (2011) em que a atividade maxima ocorreu em pH equivalente a 5
sendo a enzima-galactosidase imobilizada em trés processos distintos: enzithalsem
alginato de calcio; enzima complexada em alginato de célcio e enzimdegadg em
alginato de célcio com ligacdes cruzadas de glutaraldeido. Além dissrés maneiras de se
imobilizar a enzima apresentaram estabilidade (atividade residual acima ipa888% faixa
de pH entre 4 e 6.

Nos estudos desenvolvidos por COSTA (2012), verificou-se que iadade
relativas tanto da enzima livre quanto imobilizada em resina deifmica Duolite A-568
sdo proximas para o intervalo de pH de 4,0 a 6,0. Em solucdvidade relativa da enzima
esteve acima de 91% para esta faixa enquanto que quando retig@me ssta percentagem
foi de 89%. Em pH 3,5 o biocatalisador livre perdeu 63% dadatié méaxima observada,
enquanto que para um pH ainda mais acido (pH 3,0) a enzima imadhilperdeu apenas
13%. Para pHs mais alcalinosoagalactosidase imobilizada também apresentou atividades
relativas melhores do que a quando em sua forma livre. Em pH afvigsdes relativas
foram 54% e 17% para as formas imobilizada e livre, respectivamenteHENS ja n&o foi
observada nenhuma atividade d@@alactosidase livre, enquanto que a imobilizada ainda
apresentou atividade relativa de 16% para pH 8,0. Os resultadosnindue a imobilizacéo

da enzima melhorou a sua atividade para pHs mais alcalinos (acima.de 6,0
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Os experimentos realizados por NAGANAGOUD# al. (2007) apresentaram
elevada estabilidade para-galactosidase proveniente do fungsspergillus orryzae
imobilizada em gelatina para uma faixa de pH entre 4,4 e 6 coidaalévmaxima em pH
equivalente a 5,4. J4 com relacdo a enzima livre, a estabilidade quaraicwmna faixa de pH

entre 4 e 5,6, sendo que a atividade maxima foi encontrada para oiphleatge a 4,8.

FERREIRA (2007) purificou e caracterizowrgalactosidase extraida do fungo
Aspergillusterreus Em seu estudo do efeito do pH na atividade enzimatica, faiagtil o
substrato p-NPG e hidrolises foram feitas a 40°C para faixa de pH3ght&e7,6. A atividade
relativa foi superior a 75% para o intervalo de pH entre 3,6 a& 5 maior atividade foi
encontrada em pH 5,0. Acima de pH 6,6 a atividade reduziu nseitdo observados valores

de atividade relativa inferiores a 22%

REZESSY¥SZABO et al (2007) obtiveram atividade maxima em pH iqual a 5 e
elevada estabilidade para valores de pH entre 4 e 6,5 em seus estudadosaobre
purificacdo e caracterizacdo de-galactosidase proveniente do fundgdhermomyces

lanuginosus

THIPPESWAMY e MULIMANI (2002) obtiveram ampla estabilidadearp
a-galactosidase dé&ibberella fujikuroiimobilizada para a faixa de pH entre 3,75 e 6,5 com
atividade maxima na faixa de pH entre 5 e 5,5. J4 com relacdo aaseaftgdnvolvidos para
a enzima livre, ocorreu estabilidade para a faixa de pH entre 3,5@mf Stividade maxima
para o pH equivalente a 5,75.

SOMIARI e BALOGH (1995) observaram maxima atividade odgalactosidase
impura e purificada déspergillusniger em pH 5,0 utilizando farelo de trigo e arroz como

substratos.

A o-galactosidase proveniente deassia sericea Humicola sp. e Cyamopsis
tetragonalobusapresentaram 6tima atividade em pH 5,0 (SHIVANNA e RAMAKRIZHN
1985; ALANI et al., 1989).
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4.5 Teste de estabilidade em relagdo a temperatura

A influéncia da temperatura na estabilidade da enzigalactosidase foi estudada
conforme item 3.2.8. As atividades relativas para enzima imobilizaslaixas de condicdes
Otimas (conforme estabelecido pelos itens 4.2 e 4.3) em fun¢@&mgm tde incubacao, a

varias temperaturas, estdo apresentadas a Figura 4.12.
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Figura 4.12: Atividade residual (UfJ de a-galacotosidase imobilizada em particulas de
quitosana com glutaraldeido (5%) apds diferentes tempos de incllo&CHD (+), 58C (o),
55°C (m) e 50C (A).

Uma analise da Figura 4.12 evidencia a forte dependéncia da datibiérmica da
enzima imobilizada (com glutaraldeido a 5%) com a temperatura. Waates relativa decai
mais intensamente com o passar do tempo quando a enzima imabéistadob influéncia de

temperaturas mais elevadas.

Observa-se que para a temperatura d€ @torreu rapida desnaturacdo da enzima
imobilizada, sendo que em apenas 10 minutos houve perda denmsgmtamente 70% de
atividade. J& para a temperatura dé€C50percebe-se a maior resisténcia da enzima
imobilizada, haja vista o fato de que mesmo apds 100 minatoeea a perda de apenas 20%

da atividade.
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Os resultados de atividade relativa em fungdo do tempo de incubacditas v
temperaturas estudadas foram analisados segundo um modelo deacEsaim série com
dois estagios (HENLEY e SADANA, 1985), conforme modelo apreser seguir:

EOf-. E*"O8. E™

As Equacdes 3.12, 3.13 e 3.14 sao representativas do mecamsdesativacao
dado pelo modelo acima e 0s seus parametros cinéticos foram ajustadegressdo néo
linear por meio do método Levenberg-Marquardt (MORE, 1977) e p&todo Quase-
Newton (BISHOP, 1975) utilizando o softwéBtatistica 7.0

Uma vez que a atividade relativa diminui com o tempo de incub&éuoct, €
necessario que o valor dos parametrgsekl presentes nos termos exponenciais das
Equacbes 3.12, 3.13 e 3.14 sejam positivos. Além dioyabores deo; e oy, que
representam a razao entre a atividade especifica do estado final da enzimadade atb
estado inicial (Equacdes 3.13 e 3.14), também devem obrigatat@mserem numeros
positivos. Portanto, para que os valores dos parametrés k; e a, apresentem significado

fisico é necessario que todos estes sejam nameros positivos.

Para a escolha do melhor ajuste, os critérios de maior coeficiente de dmtéomnin
menor soma dos quadrados dos desvios e parametros estatisticam@ ) @<$isicamente

(valores positivos) significativos foram levados em consideragao.

Conforme visualizado na Tabela 4.8, o paramerda Equacao 3.14 ndo apresentou

significado fisico. Todos os parametros das Equacfes 3.12 e 3dsergpram valores

significativos, além disso, a soma dos quadrados dos dégvsagisfatoria.

Tabela 4.8 — Ajustes dos parametros na desativacao térmica para terapbr&0C

Método ks ka o a2 R2 Z(V'\/Modelo)2
valor-p valor-p valor-p valor-p
Levemberg- 0,0876  ----- S — 88,76%  1,405.10"
Eg3.12 mMarquardt  0,0001
Levemberg- 0,2538 - 0,2351  ----- 98,62%  1,738.1C°
Ea3.13  \jarquardt  1,5.10° 3.10°

Quasi- 0,5767 0,0278 0,4377 -0,0048 99,44%  3,125.1C°

Eq314 NeWton _____ —_——— memem—— | mm=———
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Dessa maneira, optou-se pela Equacéo 3.13 para representar o modeddivicdes
a 60C devido ao seu maior coeficiente de correlacdo (0,9944) quando comparado ao

coeficiente de correlacdo da Equacéo 3.12 (0,8876).

Portanto, a equacdo que representa o modelo de desativacéo térnficaparéoa
enzimaa-galactosidase imobilizada em particulas de quitosana com glutara(@égoé
representada pela Equacéo 4.5.

io = 0,7649.69:25380 g o3¢ (4.5)

Percebe-se através da Equacgdo 4.5 que o valor para a constante k eqi2688.a 0

Por meio da Figura 4.13 torna-se possivel visualizar os perpEsimentais para o
processo de desativacdo térmica &6Bem como as curvas geradas pelas Equacdes 3.12,

3.13 e 3.14 com seus respectivos parametros obtidos conforme tfanachabela 4.8.

Atividade relativa (U ;)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 4.13: Perfil da desativacado térmica para a temperaturd@e 60
Pontos experimentais), Eq. 3.12 ), Eq. 3.134), Eq. 3.14 {).
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Nota-se, pela Figura 4.13, que a curva representada pela EquacaeaBrihie se
ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente.

Conforme visualizado na Tabela 4.9, os paramatios o, da Equacdo 3.14 nao

apresentaram significados fisicos (valores inferiores a zero). Entreataias,0s parametros
das Equacbes 3.12 e 3.13 apresentaram valores significativos,d&éo) a soma dos
guadrados dos desvios foi satisfatoria.

Tabela 4.9 — Ajustes dos parametros na desativacao térmica para terapbr&8C

Método ks ka o a2 R? Z(V'\/Modelo)2
valor-p valor-p valor-p valor-p
Levemberg- 0,0325  ----- S — 85,30%  2,903.10'
Eq3.12 Marquardt
0,00023
Levemberg- 0,1256  ------ 0,3675 - 97,54%  1,986.1C
EA3.13  marquardt  0,00080 1.10°
- - - 0,
£q3.14 Quasi 0,0128 0,2574 -7,5112 -0,0406 98,97%  1,509.1CF

Newton ~ --—--- e mmeee e

Dessa maneira, optou-se pela Equacéo 3.13 para representar o modeddivicdes
a 58C devido ao seu maior coeficiente de correlacdo (0,9754) quando comparado ao
coeficiente de correlagdo da Equacéo 3.12 (0,8530).

Portanto, a equacdo que representa o modelo de desativacéo térnficaparaga
enzimaa-galactosidase imobilizada em particulas de quitosana com glutara(@égoé

representada pela Equacao 4.6.

ui = 0,6325.69:12560 10 367 (4.6)
(0]

Percebe-se através da Equacdo 4.6 que o valor para a constante k equiv&lé.a O

Por meio da Figura 4.14 torna-se possivel visualizar os perpEsimentais para o
processo de desativacdo térmica &C5Bem como as curvas geradas pelas Equacdes 3.12,

3.13 e 3.14 com seus respectivos parametros obtidos conforme ttanachabela 4.9.
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Figura 4.14: Perfil da desativacdo térmica para a temperaturd@e 58
Pontos experimentaie), Eq. 3.12 ), Eq. 3.13 ), Eq. 3.14 £).

Nota-se, pela Figura 4.14, que a curva representada pela EquacaeaBrihie se

ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente.

Conforme visualizado na Tabela 4.10, os parametioso, da Equagédo 3.14 néo

apresentaram significados fisicos (valores inferiores a zero). Entretadds, ds parametros

das Equacbes 3.12 e 3.13 apresentaram valores significativos,d&éo) a soma dos

quadrados dos desvios foi satisfatoria.

Tabela 4.10 — Ajustes dos parametros na desativacao térmica paratanapbs 55C

K1 ko (1 as 2
V-V
Método valor- valor- valor-p valor-p R? z( MOdeIo)
p p
312 Levemberg- 0,0103  ----- ——— - 93,43% 8,709.16
Eq3.1
Marquardt 0,0000
Levemberg- 0,0440 ------ 0,5624  --—--- 99,26% 3,677.]:6
BA3-13  marquardt  5.10° 0,0000
uasi- ’ ’ - 1 -Y, ’ 0 ’ .
£q3.14 Q i 0,0009 0,0445 -18,8861 -0,0163 99,75% 2,437.16

Newton
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Dessa maneira, optou-se pela Equacéo 3.13 para representar o modeddivicdes
a 55C devido ao seu maior coeficiente de correlacdo (0,9926) quando comparado ao

coeficiente de correlacdo da Equacéo 3.12 (0,9343).

Portanto, a equacdo que representa o modelo de desativacéo térnficaparasa
enzimaa-galactosidase imobilizada em particulas de quitosana com glutara(@égoé

representada pela Equacéo 4.7.

Y = 0,4376.60.04400 0 567 (4.7)

Uo

Percebe-se através da Equacdo 4.7 que o valor para a constante k eqiivdle.a 0

Por meio da Figura 4.15 torna-se possivel visualizar os perpEsimentais para o
processo de desativacdo térmica &56em como as curvas geradas pelas Equacdes 3.12,

3.13 e 3.14 com seus respectivos parametros obtidos conforme tlanachabela 4.10.

Atividade relativa (U ;)

0,4 L : : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min)
Figura 4.15: Perfil de desativacado térmica para a temperaturd@e 55
Pontos experimentais), Eq. 3.12 ), Eq. 3.134), Eq. 3.14 £).
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Nota-se, pela Figura 4.15, que a curva representada pela EquacaeaBrihie se
ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente.

Conforme visualizado na Tabela 4.11, o parametfoda Equacdo 3.14 néo

apresentou significado fisico (valores inferiores a zero). Entretandios tus parametros das
Equacdes 3.12 e 3.13 apresentaram valores significativos, al@nalssma dos quadrados
dos desvios foi satisfatoria.

Tabela 4.11 — Ajustes dos parametros na desativacao térmica paratarampi 50C.

Ky K2 o az 2
V-V
Método  valor-p valor- valor-p valor-p R? z( MOdeIo)
p
Levemberg- 0,0038  ----- R E e 89,35% 1,389.10"
Eq3.12 Marquardt  0,0000
Levemberg- 0,0348  ------ 0,7434  --—--- 99,36%  3,289.10°
EA3-13  marquardt  3.10° 0,0000
E£q3.14 Quasi- 0,0023 0,4151 -16,7355 0,0079 93,67% 8,233.10°

Newton ~ ----- S

Dessa maneira, optou-se pela Equacéo 3.13 para representar o modedtivicdes
a 50C devido ao seu maior coeficiente de correlacdo (0,9936) quando comparado ao
coeficiente de correlacdo da Equacéo 3.12 (0,8935).

Portanto, a equacdo que representa o modelo de desativacéo térnficaparaoa
enzimaa-galactosidase imobilizada em particulas de quitosana com glutara(@égoé

representada pela Equacéao 4.8.

ui = 0,2566.6%.0348) 10 742 (4.8)
(0]

Percebe-se através da Equacdo 4.8 que o valor para a constante k eqi034l@.a 0

Por meio da Figura 4.16 torna-se possivel visualizar os perpEsimentais para o
processo de desativacdo térmica &5Pem como as curvas geradas pelas Equacdes 3.12,

3.13 e 3.14 com seus respectivos parametros obtidos conforme tlanachabela 4.11.
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Atividade (U ;)

0,6

0,5 L : : : : -
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)
Figura 4.16: Perfil de desativacado térmica para a temperaturd@e 50
Pontos experimentaishk(), Eq. 3.124), Eq. 3.13 (), Eq. 3.14 ().

Nota-se, pela Figura 4.16, que a curva representada pela EquacaeaBrihie se

ajusta bem aos pontos obtidos experimentalmente.

Com relacdo aos estudos desenvolvidos por COSTA (2012), a enzima
a-galactosidase déspergillus niger imobilizada em resina de troca idnica Duolite a-568,
observou-se uma elevada diminuicdo da atividade relativa para adaixamperatura
compreendida entre 60°C e 70°C. Ap6s 120 minutos de incuba®@iC foi observada uma
diminuicdo de mais da metade da atividade inicial e apds 180awjrautatividade relativa
obtida foi 28,6%. Quando exposta a temperatura de 65°C porirB@os, houve perda de

76,2% da atividade inicial. Para 70°C a atividade relativa foi de ape3ftsapos 20 minutos

de incubacéo.

No trabalho desenvolvido por Ademark et al. (2001), os quatms tige o-
galactosidase déspergillusniger ATCC 46890 apresentaram cerca de 95% da atividade
inicial quando incubadas por 21 horas a 40°C e pelo menos 80% p&smo tempo a 50°C.

A enzima foi completamente desnaturada a 60°C também ap6s 21 haresbdgdo. Para a
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enzima proveniente do mesmo fungo, Scigelova e Crout (2000) olzsergae a atividade
relativa se manteve acima de 80% ap6s 300 minutos a 50°C. Aunedi@fC, a atividade
relativa foi de cerca de 25% apds 165 minutos de incubacdo. Apaiatbs a 65°C, a-

galactosidase perdeu completamente sua atividade.

A a-galactosidase d&. terreus manteve 92% da atividade inicial quando incubada a
60°C por 30 minutos. Apds 270 minutos nesta temperaturajra@&perdeu 69% da atividade
(FERREIRA, 2007). Utilizandou-galactosidase dé\. fumigatus Rezende et al. (2005)
diminuiram 20% da atividade apds tratamento térmico a 50°C porifdtos. A menor
estabilidade térmica encontrada na literatura para fungos do géseeogillusfoi para a
espécieA. nidulans cujaa-galactosidase foi instavel para temperaturas acima de 30°C (RIOS
et al., 1993).

Utilizando sementes germinadas de soja, VIANA et al. (2005)figaram o-
galactosidase e observaram que houve reducdo de mais de 80% deeativita@ por 30

minutos.

A o-galactosidase d®lonascus pilosusnanteve atividade quando incubada por 20
minutos a 50°C e 55°C, porém a atividade diminuiu para 30%i\ddaate inicial apds este
mesmo tempo a 60°C (WONG et al., 1986).

Observa-se nas Tabelas 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11 que, emborasogaddies para 0s
coeficientes de correlacdo obtidos’)(Rem nenhuma das temperaturas estudas foi possivel
ajustar a cinética de desativacdo segundo a Equacdo 3,9 devido réniciesefisicas dos

valores encontrados para as variaveis estudadas, isto €, valores infariams. Os

A . ~ - - d%l E, : ~
parametrosy e a, Sdo as razdes especificas de ativi X ee T respectivamente, nao
sendo possivel admitir valor negativo.

Quanto maior a temperatura maior o parametro da constante da taxa de desativagcéo
térmica (), o que realmente deveria acontecer, pois de acordo com Arrhenigs k

diretamente proporcional a temperatura.

Com as constantes de ativacdo do processo de desativacéo térmicalelos onoe
apresentaram melhor ajuste para cada temperatura foram calculados os tempas\dda,

citados na Tabela 4.12, conforme as Equacgdes 3.15 e 3.16.
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Tabela 4.12: Tempos de meia vida e constantes de desativacao tédifecandes

temperaturas.
Temperatura K 4 t1/2(min) Kgq t1/2(min) tie

(°C) (Eq.3.12) (Eg.3.15) (Eq.3.13) (Eg.3.16) Experimental
(min)

60 0,0876 7,913 0,2538 3,454 4,077

58 0,0325 21,328 0,1256 12,445 12,842

55 0,0103 67,296 0,0440 * i

50 0,0038 182,407 0,0348 * xH

* N&o foi possivel ajustar o tempo de meia vida pela Equacagaratas temperaturas de 55
e 50°C.

** Nao foram encontrados os valores experimentais para os tempo de dziaferentes as
temperaturas de 55 e 60°C.

Analisando-se a Tabela 4.12, percebe-se que os resultados para @sdempeia
vida provenientes da Equacéo 3.13 estdo mais proximos dos resexpdoimentais quando
comparados com os resultados de tempo de meia vida obtidos d@ak§eacdo 3.12. Essa
similaridade ocorre até nos experimentos cujas temperaturas sdo inferideze G8C) e,

por isso, 0s tempos de meia vida experimentais ndo foram obtidos.

Para encontrar a energia de ativagdo do processo de ativacao térmica-sealirta
regressao linear na equacao de Arrhenius (Equacédo 3.17), utilizandoceastantes de

desativacao térmica (Koriunda dos melhores ajustes (Equacgéo 3.16) citados na Talla 4.1

A Figura 4.17 representa o ajuste linear e foi originada utilizaedo software
Statistica 7.0
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Figura 4.17: Regresséo linear da equacao de Arrhenius.

O ajuste linear obtido esta representado pela Equacéo 4.9, atingndoeficiente

determinacéo linear fiRda ordem de 0,92.
In(k,) =-21070.(1/T # 61, (4.9)

O valor da energia de ativacédo encontrada foi da ordem de 175,2 ké&mal,85
kcal.mol*. Esse valor é relativamente elevado sendo que tal fato implica reabiidade
da atividade residual da enzima imobilizada nas particulas de aaitesa funcdo da
temperatura, ou seja, a elevacdo da temperatura diminui a estabilidada @anmenzima
imobilizada acarretando maior degradacao da atividade residua)) @&Wnesma. Isso ficou
evidenciado nesses estudos como visualizado na Figura 4.12uenacg aumentar a
temperatura em 20C (elevando de 3G para 60 C) percebeu-se uma queda da atividade,
com relacdo a atividade inicial, na ordem de 50%, isto €, enquaata pamperatura inferior
apos 100 minutos ocorreu queda de aproximadamente apenas 20% ddatnial, para a
temperatura de 8@ a queda de atividade foi de aproximadamente 70% decorridos apenas 10

minutos.
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4.6 Teste de resisténcia ao armazenamento

As enzimasu-galactosidase, imobilizadas com 0% e 5% de glutaraldeido conforme
item 3.2.11, foram analisadas quanto a estabilidade em relacdo acraamanto e 0s
resultados de atividade enzimatica residual, determinados de acordoimm32.3, estdo

representados nas Figuras 4.13 e 4.14.
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Figura 4.18: Atividade relativa (Uf)para enzima-galactosidase imobilizada em suporte de
quitosana com 5% de glutaraldeido como ligagcdo cruzada em funcéengw de
armazenamento.

Observa-se, através da Figura 4.18, que para o processo de exgébilean suporte
de quitosana que utiliza glutaraldeido a retencdo de atividadé@puiias de armazenamento
foi de 76,73% relacionada & atividade inicial.

Os resultados obtidos mostraram que a enzirgalactosidase dAspergillus niger
imobilizada em particulas de quitosana com glutaraldeido comoeaggiculante apresentou
maior estabilidade de estocagem do que os resultados obtidd$ABANAGOUDA e
MULIMANI (2006) paraa-galactosidase dA. oryzaeimobilizada em alginato de calcio e
gelatina. Esses autores verificaram perda de pelo menos 50% da atimided apos 40 dias

de estocagem.
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Figura 4.19: Atividade relativa (Uf)Ypara enzima-galactosidase imobilizada em suporte de
quitosana com 0% de glutaraldeido como ligacdo cruzada em furgatentbo de
armazenamento.

J& para o processo de imobilizacdo sem glutaraldeido como ligac&adasruz
conforme visualizado através da Figura 4.19, a retencdo de atividéde5@pdias de
armazenamento foi de 14,38% relacionado ao valor de atividade im¢egakssante citar o
patamar de relativa estabilidade na utilizacdo da enzima imobilizadarexéneggdlamente o

décimo primeiro dia de armazenamento.

Dessa maneira, percebe-se que, para o processo de imobilizag@aldetosidase
em suporte de quitosana o procedimento envolvendo a ligagao crugadgenite reticulante
seja o glutaraldeido demonstra-se capaz de manter a atividade residualdégdesomais
elevadas quando comparadas aos valores obtidos no mesmo periodocess@ de

imobilizacdo sem as ligagdes cruzadas de glutaraldeido.

4.7 Teste de resisténcia ao numero de usos

As enzimaso-galactosidase, imobilizadas conforme item 3.2.12, foram analisadas
quanto a estabilidade em relacdo ao numero de usos e os resultadesladeadinzimatica
residual, determinados de acordo com o item 3.2.3, esta represenkgdoraal.20.
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Figura 4.20: Atividade relativa (UgYpara enzima-galactosidase imobilizada em suporte de
quitosana com 5% de glutaraldeido como ligagdo cruzada em funcaainderon de
repeticoes.

A atividade da enzima imobilizada com o tratamento de glutaraldgids 20 usos
foi de 82,65% em relacdo a inicial como pode ser observado atia¥égura 4.20.

COSTA (2012) realizou experimentos cujo intuito foi estudarefeito de
glutaraldeido na estabilidade operacional da enzimgalactosidase proveniente de
Aspergilus nigerimobilizada em resina de troca idnica Duolite A-568. Ap6s @& no
reator sob agitacdo, observou-se uma estabilizacdo da atividade relativaniers os
tratamentos, sendo observados valores de atividades residuai82eatB6% para o0 suporte
ativado com glutaraldeido (1% v/v) e 70 e 74% para 0 suporte seamérto de reticulacéo
(0% de glutaraldeido). O autor concluiu que o processo de reticulatgimaa imobilizacao
da enzima ao suporte aumentou em cerca de 12% a atividade relatigaldatosidase apos
vérios ciclos de reacao o que torna o glutaraldeido Util na imabilo dar-galactosidase em
Duolite A-568.

GUIDINI (2009) estudou o processo de ligagédo cruzada com glutal@aldgiizando
Duolite A-568 como suporte para imobilizacdofdgalactosidase e obteve uma retencédo de
90% da atividade inicial apos 30 reutilizagcbes quando o procesdigatédo cruzada foi
estabelecido. Para o tratamento sem o uso do agente reticulanteaglatresidual da enzima
imobilizada foi de 51% para 0 mesmo numero de reutilizacdes. ©@antta concluiu que o

uso de glutaraldeido n&do diminuiu a atividade inicial da enzimebilizada.
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5 Conclusdes e sugestdes

5.1 Conclusodes

Pelos resultados obtidos € possivel concluir que:

- Ao estudar o processo de ligagdo cruzada, observou-se que o0 tempo e
concentracdo de glutaraldeido, para o processo de imobilizacdo, queizagxin a atividade
foram, respectivamente, 24 horas e 5% (v/v). Posteriormente, quandoueséua influéncia
conjunta de temperatura, concentracdo da enzirgalactosidase e pH, no processo de
imobilizacdo, observou-se que os valores responsaveis por maxiraizdividade foram,
respectivamente, 25°C; 15 ¢g/L e 7,5. Dessa maneira, percebe-se apmbinacéo do
processo de imobilizagdo em suporte de quitosana com o0 procedgyagi® cruzada
empregando o agente glutaraldeido levou ao aumento da atividadeikdeste da enzima-
galactosidase. Os erros relacionados as validagfes dos pontos pamoo PFC e PCC
foram satisfatérios (0,37% e 6,21% respectivamente);

- O intervalo de estabilidade degalactosidase imobilizada em quitosana em relagéo
ao pH ocorreu para toda faixa estudada entre 3 e 9 (em tampé&o citragice0%tl) para a
enzima imobilizada com o processo de ligacdo cruzada com glutarakkido o pH de
incubacgdo equivalente a 6 responsavel por um ganho de 22,53%dkdatiVara o processo
sem glutaraldeido, a faixa de estabilidade ocorreu apenas para os valpie¢sedtre 4 e 6
ocorrendo total dissolucéo das particiaspH equivalente a 3. Em ambos os casos, o pH de

incubacao que apresentou melhores resultados para atividades foi o tasfi@i® 6;
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- O modelo de desativacdo térmica em série em uma Unica etapa descreveade form
significativa a cinética de desativacdo térmica da enzima imobilizada das tas
temperaturas estudadas. Para a enzima imobilizada em quitosana danaldgido,
observou-se a dependéncia da estabilidade do biocatalisador imobiérad®lacdo a
temperatura. A 60°C, em 10 minutos houve uma queda de 70%vitkadei em relacdo a
inicial. Para temperatura de 50°C, ap6s 100 minutos, ocorreu gqeedpethias 20% na
atividade. Ja para a enzima imobilizado em quitosana sem gleid@l observou-se a

degradacéo das particulas ja para a temperatura de 50°C;

- Ao estudar a estabilidade com relagdo ao armazenamento, observou-aeaque p
processo de imobilizacdo com glutaraldeido, apds 50 dias, a retengiividade foi de
76,73% relacionada a inicial. Com relagdo ao processo sem glutdoaldpds 50 dias, a
retencao de atividade atingiu o valor de 14,38% do valor inicial,

- Analisou-se a estabilidade com relacdo ao nimero de usos e obseryee para o
processo de imobilizacdo com glutaraldeido, apdés 20 repeticdes, a retengdividade
ezimatica foi de 82,65% relacionada ao valor inicial.

5.2 Sugestbes para trabalhos futuros

- Testar suportes diferentes para imobilizar a enahgalactosidase;

- Avaliar a estabilidade operacional da enzimgalactosidase imobilizada em

quitosana utilizando reatores distintos do batelada.



APENDICE A

Curva de calibracéo do DNS.

[Galactose] _
1 ABS 1 ABS 2 Média
(9.L7)
0,1 0,0249 0,0231 0,0240
0,3 0,0752 0,0780 0,0766
0,5 0,1295 0,1269 0,1282
0,8 0,2100 0,2064 0,2082
1 0,2629 0,2587 0,2608
15 0,3899 0,3922 0,3911
2 0,5266 0,5249 0,5257
2,5 0,6487 0,6517 0,6502
25 y = 3,8169x + 0,0069 .

R’=0,9998 /
2,04

Galactose (g.L ™)
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(@] (3]
| |

o
3]
1
|
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ABS (540 nm)



APENDICE B

Curva de calibracéo para analise de proteina pelo método de L@WARY1951).

[BSA] L
4 ABS 1 ABS 2 Média
(9.L7)
0,01 0,0411 0,0431 0,0421
0,02 0,0671 0,0643 0,0657
0,03 0,1049 0,1063 0,1056
0,04 0,1399 0,1425 0,1412
0,06 0,2792 0,2350 0,2371
0,07 0,2795 0,2825 0,2810
0,09 0,3507 0,3477 0,3492
0,1 0,4144 0,4101 0,4123
0,124 y =0,2399.x + 0,00349
R =0,9952
|
| ]
0,08
FI|A
—
)
<
(7))
0 0,04 - n
| |
0,00 T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4

ABS (760 nm)
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