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RESUMO

A B-galactosidase é uma hidrolase que catalisa a reacdo de hidrélise da lactose. Essa enzima
tem se destacado cada vez mais no ambito industrial, apresenta grande potencial para
aplicacdo na industria de laticinios, pela sua acdo é possivel elaborar produtos isentos de
lactose, voltados para intolerantes, além de aumentar a digestibilidade de lacteos e melhorar
as caracteristicas dos mesmos. Além disso, a B-galactosidase atua na producdo de galacto-
oligossacarideos, que possuem efeitos prebidticos e ajudam na manuten¢do da flora intestinal.
A lactose, principal carboidrato do leite, estd presente em alta quantidade no soro de leite,
designado como subproduto da industria de laticinios, nesse sentindo a [-galactosidase
apresenta potencial significativo para hidrélise da lactose do soro de leite com possibilidade
de desenvolvimentos de novos produtos e tecnologias. A enzima B-galactosidase tém sido
imobilizada com intuito de expandir e melhorar sua aplicacdo nos processos. Assim, Varios
métodos de imobilizacdo vém sendo aplicados, um deles é a adsorcao fisica, método simples
que envolve apenas ligagdes fracas. Dentre os suportes utilizados as resinas de troca idnica
apresentam grande potencial. Neste trabalho a [-galactosidase foi produzida a partir da
levedura Kluyveromyces marxianus e imobilizada em resina de troca idnica Duolite® A-568.
A producdo foi realizada por fermentacdo submersa, utilizando como fonte de carbono a
lactose presente no permeado do soro de leite. Em seguida, a enzima foi caracterizada quanto
sua estabilidade térmica, ao pH e ao armazenamento. Apos a caracterizacdo da enzima livre,
esta foi imobilizada em resina Duolite® A-568. Realizaram-se testes preliminares variando
tempo, concentracdo de enzima e utilizacdo de enzima liofilizada na imobilizacdo. Na
sequéncia foi realizado uma otimizacdo das condi¢cdes por meio de um Planejamento
Composto Central com as varidveis pH, concentragdo do tampdo e atividade ofertada na
imobilizacdo. Para todas as imobiliza¢des definiu-se a atividade recuperada. Foram realizados
testes de reticulacio com glutaraldeido em diferentes concentragdes. A enzima também
passou por um processo com duas imobilizagdes, visando aumentar a atividade recuperada.
Como resultados obtidos, a enzima livre apresentou maior estabilidade térmica a 30 °C e
estabilidade ao pH 7,3, além de reter 80% da atividade inicial durante sete semanas de
armazenamento sob refrigeracdo, tanto em sua forma solivel como liofilizada. Os testes
preliminares de imobilizacdo definiram a atividade ofertada como 27 U e o tempo de uma
hora de imobilizacdo, a atividade recuperada da imobilizacdo com a enzima nio liofilizada e
liofilizada ndo apresentou diferencas. Na otimizagdo as faixas 6timas obtidas no planejamento
foram de 6,9 a 7,3 para o pH, 0,4 a 0,8 M para concentracdo do tampao e 24 a 31 U para
atividade ofertada. Os testes de reticulacio mostraram que o aumento da concentragdo da
solucdo de glutaraldeido implicou em uma reducdo da atividade do biocatalisador
imobilizado. A imobilizacio em série foi importante para aumentar a atividade do
biocatalisador imobilizado. De forma geral a enzima produzida se apresentou eficiente para
imobilizacdo em resina de troca idnica Duolite® A-568, levando em consideragdo que mais
varidveis devem ser otimizadas para melhora da imobilizagdo.

Palavras-chave: B-galactosidase; Kluyveromyces marxianus; hidrélise da lactose; Duolite A-
568; adsorcao.
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ABSTRACT

[B-galactosidase is a hydrolase that catalyzes the hydrolysis reaction of lactose. This enzyme
has been increasingly highlighted in the industrial field, presents great potential for
application in the dairy industry, by its action it is possible to produce lactose-free products,
aimed at intolerants, in addition to increasing the digestibility of dairy products and improving
their characteristics. In addition, p-galactosidase acts in the production of galacto-
oligosaccharides, which have prebiotic effects and help in maintaining the intestinal flora.
Lactose, the main carbohydrate in milk, is present in high amounts in whey, designated as a
by-product of the dairy industry, in which B-galactosidase presents significant potential for
hydrolysis of whey lactose with the possibility of new product developments and
technologies. The B-galactosidase enzyme has been immobilized in order to expand and
improve its application in the processes. Thus, several methods of immobilization have been
applied, one of them is the physical adsorption, simple method involving only weak links.
Among the substrates used ion exchange resins have great potential In this work -
galactosidase was produced from yeast Kluyveromyces marxianus and immobilized on
Duolite® A-568 ion exchange resin. The production was carried out by submerged
fermentation, using lactose present in the permeate of the whey as the carbon source. The
enzyme was then characterized as to its thermal stability, pH and storage. After
characterization of the free enzyme, it was immobilized on Duolite® A-568 resin. Preliminary
tests were performed varying time, enzyme concentration and use of lyophilized enzyme in
the immobilization. In the sequence an optimization of the conditions was carried out by
means of a Central Composite Planning with the variables pH, buffer concentration and
activity offered in the immobilization. For all immobilizations the recovered activity was
defined. Glutaraldehyde crosslinking tests were performed at different concentrations. The
enzyme also underwent a process with two immobilizations, aiming to increase the recovered
activity. As results obtained, the free enzyme presented greater thermal stability at 30 ° C and
stability at pH 7.3, besides retaining 80% of the initial activity during seven weeks of storage
under refrigeration, both in its soluble and lyophilized form. Preliminary immobilization tests
defined the activity offered as 27 U and the one-hour immobilization time, the activity
recovered from immobilization with the non-lyophilized and lyophilized enzyme did not
present differences. In the optimization, the optimum ranges obtained in the planning were 6.9
to 7.3 for the pH, 0.4 to 0.8 M for the buffer concentration and 24 to 31 U for the offered
activity. Crosslinking tests showed that increasing the concentration of the glutaraldehyde
solution implied a reduction in the activity of the immobilized biocatalyst. Serial
immobilization was important to increase the activity of the immobilized biocatalyst. In
general, the enzyme produced was efficient for immobilization in Duolite® A-568 ion
exchange resin, taking into account that more variables should be optimized for
immobilization improvement.

Keywords: B-galactosidase; Kluyveromyces marxianus; lactose hydrolysis; Duolite® A-568;
adsorption.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

O leite € muito importante na alimentacio dos humanos, € um alimento
extremamente rico, composto por uma série de nutrientes, além de ser a maior fonte de calcio
absorvivel. O panorama atual do leite no mundo € bastante significativo, no ano de 2017 a
producdo mundial foi de aproximadamente 502.820.000 toneladas métricas de leite (USDA,
2017). Entretanto, o consumo de leite e seus derivados muitas vezes € limitado, devido a
intolerancia a lactose, principal carboidrato do leite. A intolerdncia a lactose afeta grande
parte da populacdo e gera sérios desconfortos.

Ressalta-se também a alta producdo de soro de leite, que € considerado um
subproduto da industria de laticinios, tem grande potencial como poluidor, em consequéncia
da sua alta demanda bioquimica e quimica de oxigénio, contudo possui alto valor nutricional e
€ rico em lactose. Sendo assim, a utilizacdo desse produto, como substrato para fermentacoes,
ingrediente para elaboracdo de bebidas lacteas dentre outras aplicacdes na industria de
alimentos vem ganhando destaque no cenario mundial.

Desse modo, a hidrélise da lactose se torna ainda mais consideravel, a partir dessa
operacdo € possivel elaborar os produtos para intolerantes a lactose, além de trazer beneficios
como aumento na digestibilidade do leite e melhoria nas propriedades funcionais dos lacteos.

A enzima [-galactosidase é uma hidrolase que catalisa a hidrélise da lactose
formando galactose e glicose. Possui uma importancia industrial significativa promovendo
diversas melhorias. Na industria de alimentos uma das principais aplicagdes dessa enzima esta
na elaboracdo dos produtos isentos de lactose. A enzima também € capaz de sintetizar os
galacto-oligossacarideos (GOS) que sdo considerados prebidticos que ajudam na manutengao
da flora intestinal (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985; JOCHEMS et al., 2011; GONZALEZ-
DELGADO et al., 2016).

A B-galactosidase pode ser proveniente de diversas fontes como animais, plantas e
microrganismos. A levedura Kluyveromyces marxianus apresenta grande potencial para
aplicacdo biotecnoldgica, por possuir status GRAS (Generally Recognized As Safe), sendo
considerada segura para sua aplicac@o, por assimilar a lactose e utiliza-1a como sua fonte de
carbono, além de apresentar rapido crescimento (LANE; MORRISSEY, 2010).

O uso de enzimas livres nos processos industriais € bastante difundido, embora haja

necessidades de melhoria, pois, a utilizacdo dos biocatalisadores em sua forma livre gera um



Capitulo 1 — Introducdo 5

alto custo de processo, pela sua ndo reutilizacdo, além de dificuldades como a estabilidade,
armazenamento e utilizacdo em processos continuos. Assim, surgem as enzimas imobilizadas
com intuito de sanar esses problemas (SHELDON; VAN PELT, 2013).

As enzimas imobilizadas sdo denominadas como: “enzimas fisicamente confinadas
ou localizadas em determinada regido definida do espaco, com reten¢do de sua atividade
catalitica, que pode ser usada varias vezes de forma continua”. Nao ha um método especifico
de imobiliza¢do, cada enzima e processo possuem suas particularidades que devem ser
observadas para a escolha do método de imobilizacao (CHIBATA, 1978).

Em relacdo aos métodos de imobilizacdo, a adsor¢ao fisica tem se destacado, por ser
um processo simples, que envolve ligagcdes fracas, praticamente ndo afeta a estrutura da
enzima, além de ser um processo menos oneroso. Em relacdo a imobilizacdo a escolha do
suporte € muito importante para uma boa eficiéncia do processo. As resinas de troca i0nica
devem ser mencionadas, pois possibilitam rapido isolamento e separacdo ao final da reagdo,
processo simples, interacdes i0nicas e eletrostaticas.

Nesse sentido, o estudo da producdo e de métodos de imobilizagdo da f-

galactosidase de diferentes fontes se mostra importante.

1.1 OBJETIVOS

Com base na importancia do tema exposto anteriormente, o presente trabalho
apresenta como objetivos. Produzir a enzima [-galactosidase de Kluyveromyces marxianus e

estudar o processo de imobilizacdo da enzima em resina de troca idnica.

1.1.1 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, t€ém-se:
v Produzir a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus;
v’ Extrair a enzima B-galactosidase pelo rompimento da célula;
v’ Caracterizar o extrato da enzima [-galactosidase em relagio a estabilidade ao
pH, temperatura, liofilizacao e estocagem.
v Estudar o processo de imobilizagio da [B-galactosidase de Kluyveromyces

. . CA . .. ®
marxianus em resina de troca idnica Duolite™ A-568.
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v Avaliar a oferta de atividade, pH e concentracdo do tampdo no processo de

imobilizacdo da [-galactosidase;



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEITE, SORO DE LEITE E PERMEADO DE SORO DE LEITE

2.1.1 Leite

O leite € um dos alimentos mais importantes consumido pelos seres humanos, ele é
rico em nutrientes, sendo considerado um alimento completo. E ingerido em todas as fases da
vida, sendo o primeiro alimento fornecido aos humanos, por ser fundamental para o
crescimento € o bom desenvolvimento desses seres. Além de ser a maior fonte de célcio
absorvivel que o homem tem acesso (BUNACIU et al., 2016).

Pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), pela instru¢do
normativa n° 51 publicada em 2002, o leite € o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2002).

O leite € composto por agua, proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas, sais
minerais e acidos organicos, sendo que a composicdo pode variar de acordo com a raga do
animal, alimentacdo, clima, tempo de gestacdo dentre outros fatores (ORDONEZ, 2005).
Assim, é dificil definir a composicao exata do leite. Porém, a relagdo entre os constituintes é
bastante estavel e qualquer alteragdo nos componentes pode ser prevista (BLOWEY, 1992). A

Tabela 2.1 apresenta os principais componentes do leite de vaca e suas composi¢oes.
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Tabela 2.1 - Composi¢ao média do leite de vaca

Constituinte Teor (%) Variacao (%)

Agua 87,0 85,3-88,7
Lactose 4.6 3,8-3.5
Gordura 3,9 2,5-5.5
Proteinas 3,2 2,3-4.4

Substancias Minerais 0,65 0,57-0,83

Acidos Organicos 0,18 0,12-0,21

Outros 0,14 -

Fonte: WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006

A agua € o componente mais importante quantitativamente, representa cerca de 80%
do leite. Ela pode estar ligada a componentes como proteinas, lactose e substancias minerais,
mas a maior parte se encontra disponivel como 4gua livre. A gordura no leite esta disposta em
forma de pequenos globulos que compreendem principalmente os triacilglicerdis encobertos
por membrana lipoproteica. Sdo encontrados no leite 440 ésteres de acidos graxos, destacando
o 4cido palmitico e o 4cido oleico. A gordura € o componente com maior grau de variacdo em
relacdo a raca, estacdo do ano, alimentacdo (TRONCO, 2008).

A lactose € o principal carboidrato do leite, pequenas quantidades de outros
carboidratos também podem estar presentes, ligados a fosfatos, lipideos e/ou proteinas ou
parcialmente livres. A lactose € considerada o agucar do leite, confere um sabor levemente
adocicado, ¢ uma fonte de carbono para microrganismos, importante principalmente na
producdo de biomassa, etanol, 4cidos organicos, enzimas e extrato de levedura (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006; KELLY, 2010).

As proteinas do leite sd@o divididas nos produtos lacteos fermentados em caseinas e
proteinas do soro. A caseina é considerada a mais importante, representando cerca de 80%, é
uma substincia coloidal associada com o célcio e o fosforo, se mantém unida por interacdes
hidrofébicas e pontes salinas. As proteinas do soro sdo dividas entre fB-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, soroalbumina, imunoglobulinas e protease-peptonas, possuem menor
influéncia em relac@o as propriedades fisico-quimicas do que as caseinas. Elas sdo utilizadas
na industria de alimentos devido as propriedades nutricionais e funcionais (TRONCO, 2008;

ORDONEZ, 2005).
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O leite contém também vitaminas lipossoliveis A, D, E e K e hidrossoliveis C e D,
sendo estas dispostas em pequenas quantidades. E ainda sais minerais como fosfatos, citratos,
cloretos, carbonatos, bicarbonato de s6dio, potédssio, calcio e magnésio. E em quantidades
menores: cobre, ferro boro, manganés, zinco, iodo, outros (SILVA; SILVA; FERREIRA,
2012; ORDONEZ, 2005).

O leite apresenta como principais propriedades fisico-quimicas: acidez variando entre
0,14 a 0,18 g de acido latico em 100 mL; pH entre 6,4 a 6,9; densidade relativa entre 1,028 a
1,034 ¢ mL" e indice crioscOopico com valor maximo -0,512. O indice crioscopico é uma

caracteristica usada para detec¢cao de adulteracao por agua (BRASIL, 2002).

2.1.2 Soro Lacteo

O soro lacteo ou também conhecido como lactossoro é um subproduto da inddstria
de laticinios. Representa a parte liquida remanescente apds a coagulacio da caseina do leite.
Apresenta de 50 a 60% do valor nutricional do leite e é gerado em alta quantidade, em média
a cada 10 litros de leite sdo produzidos cerca de 1 quilograma de queijo e 9 litros de soro
(BALDASSO, 2008; GANJU; GOGATE, 2017; MOLLEA; MARMO; BOSCO, 2013).

No Brasil at¢é o primeiro semestre de 2017 a producdo de queijos foi de
aproximadamente 760.000 toneladas, considerando que a cada 1 quilograma de queijo
produzido resulta em 9 litros de soro, a geracdo de soro € de aproximadamente 6,84 bilhdes de
litros de soro lacteo. A producdo mundial de soro lacteo chegou a um valor aproximado de
177 bilhoes de litros, valor bastante consideravel (USDA, 2017).

Um dos grandes problemas do soro lacteo esta no seu alto poder como poluente, pois
apresenta em sua composi¢do alta quantidade de substancias orgnicas, principalmente a
lactose e as proteinas do soro. Devido as suas caracteristicas, a Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO) pode variar de 30.000 a 60.000 mg O,.L", a depender do processo de
elaboragdo do queijo. Essa carga poluente € muito alta quando comparada ao esgoto
doméstico, apresenta carga poluidora cerca de 100 vezes maior. Aproximadamente, a
producdo diaria de 10.000 litros de soro equivale ao esgoto doméstico gerado por uma
populacdo de 5.000 habitantes (RICHARDS, 2002; PORTO et al., 2005; MORENO-INDIAS,
et al., 2009).

Devido a esse alto potencial como poluidor ambiental e sua alta produgdo o soro é

uma preocupacgdo, assim desde a década de 60 o soro vem sendo introduzido em novas
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tecnologias passando de um efluente para matéria-prima valiosa de nutrientes, tornando-se.
cada vez mais objeto de estudo de diferentes trabalhos com soluc¢des alternativas para sua
valorizacdo (BALDASSO, 2008; ALVES et al., 2014; ANDRADE; ALMEIDA NETO;
LOPES, 2015; LIMA; FREITAS, 2016).

O soro pode ser classificado em duas categorias de acordo com a forma de remocao
da caseina. Se a remocao for realizada por adicdo de acido (pH 4,6) o soro é denominado
como 4cido, sendo subproduto da producdo de iogurtes e queijo cottage. Entretanto, se a
caseina for removida por ac¢do da renina forma-se o soro doce produzido na elaboracdo do
queijo cheddar, suico, prato, mussarela, coalho dentre outros (PANESAR et al., 2007;
GANIJU; GOGATE, 2017). O soro ainda pode ser obtido por separagdo fisica das micelas por
micro-filtracdo, formando um concentrado de micelas e proteinas do soro, um concentrado ou
isolado protéico (SGARBIERI, 2004).

A composi¢do e o pH do soro doce e d4cido podem ser observados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Composi¢do e pH do soro doce e soro acido

Soro doce (%) Soro acido (%)
Umidade 93,0-94,0 94,0-95,0
Gorduras 0,3-0,5 0,3-0,6
Proteinas 0,8-1,0 0,8-1,0
Lactose 45a5,0 3,8a4,2
Cinzas 0,5-0,7 0,7a0,8
Acido Lético e outros 0,1 0,1-0,8
Célcio 0,05 0,13
Sodio 0,07 0,06
Potassio 0,13 0,15
Fo6sforo 0,06 0,09
pH 6,4 4,7

Fonte: MADRID; CENZANO; VICENTE, 1996.

A lactose e as proteinas soliveis do soro sdo os componentes mais importantes do
soro de leite. As proteinas possuem alto valor nutricional, por conter todos 0os aminoacidos
essenciais e a lactose por ser fonte de material energético para diversos processos

biotecnolégicos e como componente utilizado na indudstria farmacéutica e alimenticia
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(DEKKER; DAAMEN, 2011). As proteinas do soro lacteo podem ser utilizadas em
aplicacdes nutricionais, como férmulas enterais e infantis; na forma de proteinas nativas ou
pré-digeridas que contribuem com o baixo valor calérico dos alimentos na substitui¢ao de
gordura, ou na formulacdo de alimentos e bebidas saudaveis (CAPITANI et al., 2005).
Segundo Pacheco et al., (2005) as proteinas do soro apresentam vantagens quando
comparadas as caseinas. Diferencas fundamentais no metabolismo e na ac¢do fisiolégica das
caseinas e das proteinas de soro de leite baseiam-se na propriedade das proteinas do soro de
nio sofrerem alteragdes conformacionais pelos acidos estomacais. Ao atingirem o intestino
delgado sdo rapidamente digeridas e seus aminoacidos absorvidos, elevando rapidamente a
concentracdo aminoacidica no plasma e estimulando a sintese de proteinas nos tecidos
(SGARBIERI, 2004).

Em 2009 no Brasil somente 50% do soro produzido era utilizado, enquanto que em
paises desenvolvidos aproximadamente 95% era aplicado na indidstria de alimentos
(CASTRO et al., 2009). A maior parte do soro pode ser utilizada diretamente sob a forma
liquida, desde o uso como matéria-prima na elaboracdo de ricota e bebidas lacteas, até a
utilizacdo de tecnologias modernas para obtencdo de produtos especificos e/ou novos
produtos a serem formulados (PORTO; SANTOS; MIRANDA, 2005; TEIXEIRA;
FONSECA, 2008). A seguir sao citados diversos trabalhos que aturam no desenvolvimento de
novos produtos a partir do soro de leite: Silva et al. (2011) utilizaram soro de leite na
elaboracdo de paes; Muza; Peres; Degaspari, 2014 estudaram o desenvolvimento de iorgute
enriquecido com proteina do soro de leite; Lima e Rocha (2016) fabricaram doce de leite com
soro lacteo; Luz (2016) avaliou a producdo de concentrado proteico por extracio das proteinas

do soro de leite.

2.1.3 Permeado de soro lacteo

O permeado de soro de leite € um produto rico em nutrientes, € considerado um
subproduto da industria de laticinios e apresenta um grande potencial de aproveitamento no
setor industrial. Ele € obtido pela ultrafiltracdo do soro de leite, nesse processo as proteinas do
soro ndo permeiam a membrana de ultrafiltracdo formando o concentrado ou isolado proteico
de soro, a parte que permeia a membrana ¢ denominado de permeado, uma solugdo diluida de
lactose, minerais e nitrogénio ndo proteico (GOLOWCZYC et al.,, 2013 PRAZERES;
CARVALHO; RIVAS, 2012).
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Este produto apresenta boa solubilidade e sabor lacteo agradavel, sendo assim possui
potencial para aplicacdo como ingredientes em formulacdes. Apresenta também, Otima
relacdo de custo beneficio em funcionalidade e sabor aos alimentos. Principalmente pela alta
presenca de lactose, que é aproximadamente de 76 a 85% em base seca, também possui
minerais essenciais, que podem contribuir para o perfil geral no alimento que serd aplicado.
Em relacio a gordura, esta no permeado é extremamente baixa (DAIRY EXPORT
COUNCIL, 2016; HU; DICKSON, 2015).

De acordo com suas caracteristicas, o permeado pode ser aplicado em diversos
produtos, tanto na alimentacdo humana como animal. E usado na reposicdo de diferentes
ingredientes, como: o leite em pd desnatado ou o leite em pd integral, porém ndo atua em
relacdo as funcionalidades da proteina ou da gordura desses ingredientes, somente como
reposicao de carboidrato. Também tem sido utilizado para reduzir o s6dio em alimentos e
adicionar nutrientes em produtos alimenticios, como uma importante fonte de minerais
lacteos. De forma geral € utilizado em produtos carneos, lacteos, panificacdo, confeitaria,
snacks, salgadinhos, sorvetes, suplementos alimentares, racdo animal, firmacos e outros
(DAIRY EXPORT COUNCIL, 2016; LAVARI et al., 2014).

O principal composto do permeado € a lactose, ela contribui para o escurecimento
dos produtos (Reagdao de Maillard), apresenta sabor menos doce que a sacarose, absorve
compostos aromaticos volateis, possui baixa afinidade com a umidade, ¢ um agucar
cristalizavel e atrai e absorve pigmentos sintéticos e naturais. Devido a alta concentracao de
lactose, o permeado de soro tem sido utilizado como substrato para o crescimento de
microrganismos e também para producdo dos galacto-oligossacarideos, que apresentam
propriedades prebidticas benéficas ao organismo (DAIRY EXPORT COUNCIL, 2016;
GOLOWCZYC et al., 2013).

O permeado de soro de leite apresenta um problema ambiental significativo, visto
que mesmo com baixas concentracdes de carbono e nitrogénio é um problema critico,
necessita de transformacdes bioldgicas elaboradas. Contudo, o desenvolvimento de novas
tecnologias e a grande preocupacdo com a responsabilidade ambiental, tem gerado uma
mudanca na imagem do permeado de soro que se torna uma fonte rentivel de nutriente ao
invés de um efluente (VERA et al., 2012).

Devido ao imenso interesse de valorizacdo do permeado de soro de leite, diversos

trabalhos da literatura foram realizados com diferentes fins, como é descrito abaixo:
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Qureshi; Friedl; Maddox, (2014) aplicaram o permeado de soro de leite na
fermentacdo para produgdo de butanol.

Rosa; Santos; Silva, (2014) utilizaram o permeado de soro de leite na fermentacdo
para producao de hidrogénio e etanol.

Lavari et al., (2015) produziram Lactobacillus rhamnosus 64 a partir da fermentacio
suplementada com permeado de soro de leite.

Smith; Metzger; Drake, (2016) utilizaram o permeado de soro para substituicdo do
sal em sopas de brocolis por apresentar sabor salgado e nio elevar a taxa de sédio. Avaliaram
também permeados de diferentes processos de produgdo de queijos para identificar o que mais
apresentava sabor salgado.

Parashar et al., (2016) propuseram uma alternativa para utilizacdo do permeado de
soro de leite na fermentacdo com a levedura Scharomyces cerevisiae para a producdo de

etanol.

2.2 LACTOSE

A lactose € apresentada na forma de um pd branco, cristalino, solivel em &4gua,
insoliivel em alcool e éter. E encontrada principalmente no leite, sendo considerado o agticar
do leite, tem baixa solubilidade e baixo poder adocante. Constitui uma fonte de carbono para
0s microrganismos, principalmente leveduras que crescem no leite, com o objetivo de
produzir lacteos fermentados, biomassa, etanol, enzimas e 4cidos organicos (BRITO, 2007;
WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Esta presente no leite de praticamente todos os mamiferos, em uma concentracio de
2 a 10%. No leite bovino a concentracdao € de 4,4 a 5,2% enquanto no leite humano a
concentracio é de aproximadamente 7%. E um dissacarideo formado por dois radicais, p-D
galactose e a-D glicose que sdo unidos por ligacdo glicosidica B-1,4. Este carboidrato é
considerado um agtcar redutor, visto que o carbono anomérico se encontra livre para reacdes
com agentes oxidantes (HOLSINGER, 1988; CAMPBELL, 2000).

Nos sistemas lacteos a lactose pode existir em vérias formas, cristalinas e nao
cristalinas. A qualidade de certos alimentos e a estabilidade de armazenamento ¢ afetada pelo
estado fisico da lactose (CHANDRAPALA; WIJAYASINGHE; VASILJEVIC, 2016).

A lactose tem uma vasta aplicacdo, principalmente pelas suas caracteristicas fisico-

quimicas em relacdo aos outros acucares. Por apresentar poder adogcante menor que a
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sacarose, a lactose é utilizada na formulacdo de alimentos sem interferir no sabor natural dos
outros componentes. Em produtos assados, a lactose promove a reacdo de Maillard, que
melhora a coloracdo da crosta. A lactose carameliza em altas temperaturas e contribui para o
sabor e cor. Ela também atua nutricionalmente, promovendo a absorcdo de calcio e fésforo,
essa caracteristica é util em formulacdes infantis (FENNEMA; DAMADARAN; PARKIN,
2010).

De forma geral, na inddstria de alimentos a lactose pode ser usada em produtos de
confeitarias e padarias, como xarope e preparacdo de condimentos. A lactose também pode
ser utilizada na inddstria farmacéutica, sendo em pd, concentrada e parcialmente acidificada,
além de passar por varios tratamentos subsequentes (FOX; MC SWEENEY, 1998; BOZA;
GOMES; BLUMER, 2013).

A lactose também € um acucar fermentescivel, pode ser metabolizada por
microrganismos produzindo substincias importantes como:

v' Acido Lactobiénico: pode ser obtido por via microbiana e também por
oxidacdo da lactose. Possui as seguintes propriedades: emulsionante e
estabilizante de espuma podendo ser utilizado em detergentes e sabdes.
Também € aplicado na industria de firmacos como conservante de 6rgdos
transplantados, na vetorizacdo de drogas e na elaboracdo de produtos anti-
fotoenvelhecimento, hidratantes e rejuvenescedores (BOZA; GOMES;
BLUMER, 2013; VALLE, 2009);

v’ B-galactosidase: a lactose é utilizada como fonte de carbono na fermentagio de
microrganhismos que podem produzir esta enzima.

v Acido Ldtico: por acdo das bactérias laticas a molécula de lactose pode ser
transformada em 4acido latico. Ele possui caracteristicas importantes na
inddstria de alimentos, quimica e farmacéutica, sendo muito utilizado na
producdo de leites fermentados, queijos frescos, producdo de bebidas,
alimentos em conserva, matéria-prima na elaboragdo de é&cidos e o6xido
propileno, além de ser usado em etapas de acabamento na industria téxtil
(VIJAYAKUMAR et al., 2008).

Outro produto € a lactulose, um dissacarideo formado por frutose e galactose, obtido
pela isomerizacdo da lactose ou por bioconversdo, que tem sido estudado pela acdo de
enzimas como glicose-isomerase, [-galactosidase e celobiose 2-epimerase provenientes de

diferentes microrganismos. A lactulose tem uma vasta aplicacdo, em alimentos (iogurtes,
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aditivo alimentar) e na inddstria farmacéutica no tratamento de encefalopatia hepatica,
acidente vascular cerebral isquémico. Ainda, no ano de 2011, a Comissdo Europeia autorizou
a utilizacdo da lactulose como ingrediente na alimenta¢do animal, diminuindo o uso de
antibioticos, por apresentar acdo prébiotica, aumentar a absor¢do de minerais, prevencio e
reducdo de infecgdes no trato urinario dentre outros pela norma (n° 575/2011) Quality and
Safety of Feeds and Food for Europe (BOZA; GOMES; BLUMER, 2013).

A lactose também pode ser transformada enzimaticamente em galacto-
oligossacarideos (GOS), que ndo sdo digeriveis pelo trato gastrointestinal humano, agindo
como prebidticos, estimulando o crescimento de bifidobactérias. Sdo utilizados com aditivos
alimentares desempenhando fung¢des no corpo humano, como manuten¢dao do equilibrio
intestinal da microflora, aumentando a digestibilidade dos produtos lacteos, prevencdo do
cancer de colon, producdo de acidos graxos de cadeia curta, aumentam a absorcao de célcio e
magnésio além da eliminagio de compostos téxicos (GONZALEZ-DELGADO et al., 2016;
SRIVASTAVA; MISHRA; CHAND, 2015; TOMAL et al., 2010).

A lactosacarose € um oligossacarideo, um agucar de baixo teor calorico com duracdo
do estimulo doce maior do que a sacarose e também atua, estimulando o crescimento de
bifidobactérias. E obtida a partir da bioconversdo da lactose e sacarose pela enzima f-
frutofuranosidase (IKEGAKI; PARK, 1997).

Diante do exposto, fica nitida a importancia da lactose, principalmente na industria
de alimentos, mais especificamente na indudstria de laticinios. Entretanto, problemas
nutricionais (intolerancia a lactose) e também interesses tecnologicos (poder adocante,
funcionalidade, solubilidade) tém incentivado estudos, na elaboragdo de produtos lacteos
isentos ou com baixo teor de lactose, atendendo as necessidades nutricionais e industriais dos

Pprocessos.

2.2.1 Intolerancia a lactose

A intolerincia a lactose ¢ denominada como a ndo digestao da lactose, neste caso o
corpo humano ¢ incapaz de produzir a B-galactosidase ou ndo produz em quantidades
suficientes. A enzima é responsavel por hidrolisar a lactose em glicose e galactose, em
condi¢cdes normais. Apos a hidrélise os produtos obtidos sdao posteriormente metabolizados
pelo organismo. Entretanto, quando ha intolerancia a lactose, a mesma ndo € digerida e uma

série de incomodos sdo causados (MATTAR; MAZO, 2010).
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A intolerancia a lactose afeta cerca de 75% da populacdo mundial, sendo que o norte
da Europa tem ocorréncia de aproximamente 5% e a Asia e a Africa representam 90%. No
Brasil a prevaléncia é de 20 a 25% e os estudos mostram que a ocorréncia € crescente na
regido nordeste apresentando cerca de 75% dos casos, enquanto o sul e o sudeste apresentam
de 8% a 45% respectivamente (PRETTO et al., 2002; PEREIRA FILHO; FURLAN, 2004;
MARTINS et al., 2011).

De acordo com estudos epidemioldgicos, as populagdes que dependiam da pecudria
mais do que da agricultura nos seus primodrdios, ou seja, apresentavam maior consumo de leite
e derivados, apresentam menor prevaléncia de intolerdncia a lactose em relacdo as
dependentes da agricultura (MATTAR; MAZO, 2010).

Existem trés tipos de intolerdncia a lactose, de acordo com a sua ocorréncia:
deficiéncia congénita da enzima; diminui¢do enzimaitica secundéria e deficiéncia primaria
(FARIAS; FAGUNDES NETO, 2004; LONGO, 2006; MATTAR; MAZO, 2010).

v Deficiéncia congénita de lactase: é herdada e autossOmica recessiva, um
defeito muito raro que se manifesta em recém-nascidos. Os sintomas sao
identificados logo na primeira ou segunda ingestdo de leite. A condi¢cdo €
permamente e poucos casos sdo identificados na populacdo mundial.

v Deficiéncia enzimatica secundaria: é causado normalmente em
consequéncia de doencas que afetam a mucosa intestinal ou apds cirurgias no
aparelho digestivo, ou ainda em prematuros que possuem imaturidade
enzimitica ocasionada por processos infecciosos levando a deficiéncia
temporaria de lactase, de acordo com a recuperacdao das células pode ser
reversivel, mas em certos casos pode gerar intolerancia.

v" Deficiéncia primdria ou ontogenética:é o tipo mais comum, é causada por
uma tendéncia natural do organismo que diminui a producdo de lactase com o
avancar da idade.

O diagnéstico da intolerancia a lactose pode ser feito por diferentes métodos, como:
teste de tolerdncia a lactose, teste respiratdrio do hidrogénio expirado e por biopsia
(GASPARIN; CARVALHO; ARAUJO, 2010).

v' Teste de tolerancia a lactose: apds ingestdes excessivas de lactose é
realizada a dosagem de glicose sanguinea. Porém, o teste pode ser mascarado

em pessoas com alteragdes nas taxas glicémicas.
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v' Teste respiratério do hidrogénio: avaliacdo das taxas de hidrogénio
expirado, produto da fermentagdo da lactose ingerida e ndo absorvida.

v Biopsia: é baseado na medida da atividade enzimatica da lactase no intestino,
entretanto, o método € invasivo. E também pode nao ser eficiente, pois a
lactase pode variar sua atividade enzimética na superficie do intestino.

A ndo ou ma produgdo da lactase pode gerar muitos sintomas no organismo humano,
incluindo principalmente: dores abdominais, vOmitos, flatuléncia, inchaco e diarréia
(SEMRAD; POWELL, 2008).

O tratamento da intolerancia inclui quatro principios gerais: (i) redugdo ou restri¢cao
dietética da lactose, (ii) a substituicdo com fontes de nutrientes alternativos evitando reducdes
no consumo de energia e proteina, (iil) regulacdo na ingestdo de calcio e vitamina D e (iv)
utilizacdo de B-galactosidase exdgena (MONTALTO et al., 2006; COENEN et al., 2000).
Também existem preparacdes farmacéuticas de -galactosidase que aumentam a digestdo da
lactose e reduzem os sintomas, porém a eficicia é diferente nas preparagdes e ndo ajudam
todos os individuos igualmente (INSUMOS, 2017).

Existe diferenca entre a intolerdncia, a alergia e a sensibilidade a lactose. A
intolerancia envolve a digestdo ou o metabolismo da lactose, devido a auséncia ou baixa
producdo da lactase. A alergia é uma resposta do sistema imunitirio a certos componentes
alimentares, normalmente proteinas. E a sensibilidade € uma resposta anormal, muitas vezes
semelhante a alergia (INSUMOS, 2017).

Como alternativa para intolerantes a lactose € realizada a hidrdlise da lactose como
tecnologia para elaboragdo de produtos lacteos com baixo teor de lactose. Outras técnicas
também podem ser utilizadas para retirada da lactose no leite, como por exemplo, processo de
separacdo por membranas e cromatografia. A hidrolise normalmente € realizada utilizando a

[-galactosidase.

2.2.2 Hidrolise da Lactose

A lactose quando passa por processo de hidrolise forma uma mistura isomolecular de
glicose e galactose. Quando a lactose € hidrolisada hd um aumento na docura do meio pela
formacdo dos dois monossacarideos mais doces, permite a elaboracdo de produtos para
intolerantes a lactose e aumenta a qualidade dos produtos lacteos, além de ampliar a eficiéncia

do processo em laticinios (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN; 2012).
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A hidrélise da lactose pode ocorrer de duas formas, por processos &acidos ou
processos enzimaticos:

Hidrélise dcida: é uma reacdo rapida comparada a hidrélise enzimatica, porém,
utiliza solugdes de acidos fortes (sulfurico e cloridrico) em altas concentracdes e condi¢des
severas de pH (1,0 a 2,0) e temperatura (100-150°C) para conducdo das reagdes
(HATZINIKOLAU et al., 2005).

Hidrdlise enzimdtica: utiliza-se B-galactosidase na forma livre ou imobilizada, esta
enzima hidrolisa a ligacdo B-1,4 da molécula de lactose, formando galactose e glicose. O
método enzimatico € realizado em condi¢des consideradas mais brandas, quando comparado a
hidrélise acida (pH = 3,5 - 8,0; T = 5 - 60°C). Desse modo, a incidéncia de alteracoes
indesejaveis no produto, necessidade enérgetica e a corrosdo de equipamentos si0 menores
(BAILEY; OLLIS, 1986; SENER; KILIC; OZBEZ, 2006).

A reacdo de hidrodlise da lactose forma inicialmente glicose e galactose. Todavia, a
depender das condi¢des a mistura isomolecular pode nédo ser alcancada. Ha4 uma competi¢cdo
entre a reacdo de hidrélise e a transgalactosilacio. O mecanismo das reagdes pode ser
observado na Figura 2.1, inicialmente a enzima atua sobre a lactose, posteriormente forma-se
o complexo enzima-galactosil e a simultinea liberacdo da glicose. Em sequéncia o complexo
enzima-galactosil € transferido para um aceptor com grupo hidroxil. Em solu¢do com baixa
concentracdo de lactose a dgua ao contrario do comportamento de outros acicares € mais
competitiva para ser o aceptor desse complexo, desse modo a galactose € liberada. Caso a
concentracdo de lactose seja alta, as moléculas de lactose e demais mono, di e
oligossacarideos sd@o mais promissoras para atuar como aceptoras do complexo enzima-
galactosil, formando os galacto-oligossacarideos (GOS) (MICHELON et al., 2014; TORRES
et al., 2010).
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GALOR E-GAL-OR
E+LAC €——2> E-GAL-GLC E-GAL*

GLC ""

GAL

Figura 2.1 - Mecanismo proposto para formagado de oligossacarideos (GAL: Galactose, E:
Enzima, LAC: Lactose, GLC: Glicose, ROH: Radical hidroxila).
Fonte: MAHONEY, 1998.

A hidrélise da lactose fornece intimeras vantagens para industria de alimentos,
principalmente na elaboracdo dos produtos isentos de lactose, além de diminuir a cristalizacio
da lactose em produtos lacteos prevenindo o desenvolvimento de textura arenosa. H4 também
uma economia de sacarose na preparacdo de produtos agcucarados, considerando que a dogura
da lactose hidrolisada € de aproximadamente 70% da dogura da sacarose. Outra vantagem € a
hidrdlise da lactose presente no soro de leite formando um xarope doce que pode ser utilizado
no processamento de lacteos, confeitos e industria de refrigerantes, assim além de beneficiar a
industria de alimentos, pode resolver problemas ambientais devido ao alto potencial poluidor
do soro de leite no meio ambiente (GROSOVA et al.,, 2008; PANESAR; KUMARI;
PANESAR, 2010).

2.3 ENZIMAS

As enzimas podem ser definidas como biocatalisadores, possuem natureza protéica
ou glicoprotéica, apresentam atividade intracelular ou extracelular e atuam acelerando reacdes
bioquimicas, reduzindo a energia de ativacdo necessaria para realizar a conversao de substrato
em produto, sem alterar o equilibrio da reacdo. Elas viabilizam a atividade das células,
quebrando ou ligando-as formando novos compostos. As propriedades das enzimas sao
determinadas por sua natureza protéica, dentre elas destacam-se: a especificidade ao substrato,
dependéncia da temperatura e pH (FURIGO; PEREIRA, 2001; FABER, 2004; NELSON;
COX, 2014).

A diferenca principal entre as enzimas e os catalisadores quimicos sintéticos é a

capacidade dos primeiros catalisarem reacdes em condi¢des mais brandas de temperatura,
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pressdo e em solucdes aquosas. Logo, reduzem a possibilidade de alteracio de compostos
sensiveis ao calor, diminuem as necessidades energéticas e os efeitos de corrosdo do processo
(BAILEY; OLLIS, 1986).

Em relacdo a obtencdo das enzimas, estas podem ser oriundas de plantas, animais e
microrganismos como fungos filamentosos, bactérias e leveduras. A fonte é muito importante
para determinagdo das caracteristicas e propriedades de cada enzima (KRAJEWSKA, 2004).
A producdo das enzimas mais usual € a através dos microrganismos, assim, a escolha destes é
muito importante para que sejam apropriados e eficientes na obtencdo das enzimas
(REGULY, 2000).

A aplicacdo das enzimas é motivada principalmente pelas suas propriedades que sdao
desejaveis nos processos biotecnologicos, tais como:

v' Alta estabilidade, alta eficiéncia catalitica, possibilidade de obteng¢do de
produtos com melhor qualidade quando comparado a outros métodos
cataliticos (POLSHETTIWART et al., 2011);

v' Possibilidade de regulagio da atividade enzimadtica, pois para isso basta
modificar a natureza do meio de reagdo, alterar o pH ou adicionar suplementos
(PIZARRO; PARK, 2003);

v Possuir mecanismo de “turnover”, desempenhando a mesma fungéo
consecutivamente, sem serem consumidas no processo (OGURI, 2007);

v' As enzimas catalisam as transformacdes moleculares sem ocorréncia de
reacOes paralelas, comuns em sinteses quimicas, devido a sua especificidade
(PATEL, 2002).

Dessa forma, as enzimas podem ser aplicadas em uma gama de processos, nas
inddstrias de alimentos, quimicas e farmacéuticas. Além disso, sdo muito utilizadas para fins
analiticos (KRAJEWSKA, 2004). Entretanto, o custo de utilizacio das mesmas ¢é
relativamente alto, sendo este um fator limitante da sua aplicacdo direta, 0 que muitas vezes
pode ser invidvel economicamente. Com intuito de reduzir esses custos e ampliar a aplicacio

das enzimas, sdo utilizados os métodos de imobiliza¢do (KLEIN, 2010).

2.3.1 Enzima p-galactosidase

A enzima [-galactosidase ou lactase € classificada como uma hidrolase que catalisa o

residuo terminal PB-galactopiranosil da lactose, formando galactose e glicose (GEKAS;
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LOPEZ-LEIVA, 1985; LONGO, 2006; KLEIN, 2010; SILVERIO et al., 2017; CHANALIA
et al., 2018).

A PB-galactosidase foi utilizada durante muitos anos em clinicas médicas na
elaboracdo de pequenas quantidades de leite com baixo teor de lactose para alimentacdo de
adultos e criancas. Entretanto, nos anos sessenta a enzima despertou interesse comercial com
a possibilidade de venda de maior quantidade de leite e pela necessidade de buscar novas
alternativas para aplicag@o do soro de leite (MAHONEY, 1997).

Atualmente a enzima exibe uma importancia significativa na industria, sendo cada
vez mais estudada em diferentes condicdes de processos e fontes de obtencdo. A principal
aplicacdo estd na elaboracdo de produtos com baixo teor de lactose de maneira a sanar as
necessidades dos intolerantes a lactose.

Estd enzima também é capaz de sintetizar os galacto-oligossacarideos (GOS), que
sdo carboidratos formados por no maximo sete unidades de galactose e uma de glicose
terminal, apresentam resisténcia a acdo das enzimas digestivas, ndo sendo digeriveis. Sao
considerados prebidticos, pois ao serem consumidos incrementam o crescimento,
principalmente da populacdo de Bifidobacterium reduzindo a concentracdo de bactérias
putrefativas. Posssuem baixos valores energéticos e baixa docura. S@o responsaveis pela
melhoria e regulacdo do transito intestinal, ajudam na absorcdo de minerais, em especial o
calcio e magnésio e reduzem os riscos de cancer de colon (LISBOA et al., 2012;

GONZALEZ-DELGADO et al., 2016).

2.3.2 Principais fontes de B-galactosidase

A B-galactosidase estd amplamente distribuida na natureza podendo ser encontrada
em plantas, animais e microrganismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. A
producdo por microrganismos € a mais aplicada, sendo as leveduras e os fungos os mais
utilizados como fonte de obtencdo (LANE; MORRISSEY, 2010; KISHORE; KAYASTHA,
2012; ANSARI; SATAR, 2012).

Nem todas as lactases sdo reconhecidas como seguras para aplicacao na industria de
alimentos, pois de acordo com a fonte de obtencdo podem oferecer riscos de toxicidade,
relacionados aos extratos brutos de coliformes (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). No Brasil, a
legislacdo aponta pela Resolucdo RDC n° 53 de 07 de Outubro de 2014, que a enzima lactase

para utilizacdo na industria de alimentos deve ser de origem microbiana, proveniente dos
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seguintes microrganismos: A. niger, A. oryzae, C. pseudotropicalis, K. lactis, K. fragilis, K.
marxianus, Saccharomyces sp. (BRASIL, 2014). Essas espécies podem ser classificadas como
Generally Recognized As Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), sendo
esse um importante critério para aplicacdes alimenticias.

As propriedades das B-galactosidases sdo dependentes da sua fonte de obtencdo, elas
podem apresentar diferencas marcantes tanto em caracteristicas quimicas como cinéticas
(LADERO et al., 2000; HEIDTMANN et al., 2012).

p-galactosidases de leveduras: apresentam grande potencial de uso, principalmente
em escala industrial. Podem ser obtidas em grandes quantidades utilizando soro de queijo
como substrato e os custos sdo relativamente baixos. Apresentam temperatura 6tima na faixa
de 30 a 40 °C e o pH 6timo de 6,0 a 7,0, essa faixa de pH é bem proxima a do leite que € de
6,4 a 6,9, dessa forma apresentam grande potencial para aplicacdo na industria do leite
(MAHONEY, 1997; PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010).

Dentre as leveduras mais utilizadas destacam-se: Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces marxianus, Sccharomyces sp. e Candida pseudotropicalis.

[-galactosidases de fungos filamentosos: os fungos estdo entre os mais estudados
para a produgdo das lactases, as enzimas destes possuem pH 6timo na faixa de 2,5 a 4,5, mais
baixa do que das obtidas por leveduras. A temperatura de atuacdo € alta, podendo ser superior
a 50 °C. Outra importante caracteristica para aplicacao industrial é que a maioria das enzimas
de fungos sdo extracelulares, facilitando a recuperagao (HUSAIN, 2010).

Os fungos filamentosos mais utilizados sdo: Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenus, Mucor pocillus, Mucor miehei, Scopuloriopsis,
Alternaria palmi.

[-galactosidases de bactérias: muitas bactérias podem ser produtoras de lactase,
Streptococcus thermophilus, Bacillus thermophilus e Escherichia coli s@o consideradas as
fontes primordiais dessa enzima, porém esta ultima teve sua aplicacao reduzida por apresentar
risco de toxicidade, ndo sendo usada para aplicacdo em alimentos. Esse fato pode explicar a
maior utilizacio dos fungos filamentosos e leveduras. Porém, as bactérias acido laticas (LAB)
termofilicas sdo consideradas uma fonte interessante de obtencdo enzimatica, sdo classificadas
como GRAS com destaque para as espécies Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus
thermophilus. As B-galactosidases destas culturas possuem alta estabilidade e atividade em

altas temperaturas, que aumenta a taxa de hidrolise da lactose e também previne o
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crescimento de microrganismos indesejaveis. Entretanto as lactases obtidas desses
microrganismos sdo intracelulares e de dificil recuperacdo (USTOK; TARI; HARSA, 2010).
Na Tabela 2.4 podem-se observar propriedades distintas de algumas -galactosidases

microbianas.

Tabela 2.3 - Propriedades de -galactosidases de diferentes fontes microbianas

Fonte Peso pPH pPH Temperatura Ions
molecular  otimo estabilidade otima (°C) Ativadores
(kDa)
A. niger 117 3,5-4,5 2,5-8 55-60 Nenhum
S
5 A. oryzae 90 5,0 3,5-8 50-55 Nenhum
< K fragilis 201 6,6 6,5-7,5 37 Mn*, K*
~
3
=
% K. lactis 200 6,9-7,3 7-17,75 35-40 K", Mg+2
~

Fonte: MARIOTTI, 2000

De acordo com o descrito, diversos trabalhos da literatura estdo sendo realizados com
microrganismos distintos para produzir B-galactosidases com vérias caracteristicas, como &

mostrado na Tabela 2.4.
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Tabela 2.4 - Diferentes microrganismos estudados para produgdo de B-galactosidase

Microrganismo Referéncia
BARBOSA; ARAUJO, 2007; NIU et al.,
A. niger
2017
GUIDINI, 2009; ALBUQUERQUE, et al.,
A. oryzae
2017; FALLEIROS et al., 2017
C. pseudotropicalis INCHAURRONDO et al., 1994
G. pullulans SONG et al., 2010
K. fragilis LADERO et al., 2002
SILVA, 1997; ALEJANDRA; RAMIREZ;
K. lactis NILO., 2003; FREITAS, 2013; ERICH et al.,
2015;

SANTIAGO et al., 2004; MEDEIROS, 2008;
PURI et al., 2010; BRAGA et al., 2013;
LEMES et al., 2014; FALLEIROS, 2016;
YOU et al., 2017
S. thermophilus GEIGER et al., 2016

K. marxianus

A obtencdo da P-galactosidase € diferente para cada estirpe sendo regulada pela
natureza nutricional, fisiolégica e bioquimica das espécies microbianas aplicadas (XIA et al.,
2010; LIU et al., 2011; YU; O’SULLIVAN, 2014). Fatores ambientais ¢ de fermentacao
como temperatura de crescimento, agitacdo, tempo, pH, quantidade de in6culo, aeracao, ions
metalicos, fontes de carbono e de nitrogénio interferem diretamente no rendimento da
producdo da enzima (PRAKASAM et al., 2005; RAO et al., 2008). Logo, uma etapa
fundamental para se obter um aumento na producdo da enzima é a otimizacdo dos
constituintes do meio, conseguindo reduzir também a quantidade de compostos nao utilizados

nos meios, com intuito de elevar o rendimento e reduzir os custos (KAMRAN et al., 2016).

2.4 LEVEDURA Kluyveromyces marxianus

O género Kluyveromyces apresenta grande potencial para uso industrial, estas

leveduras sdo capazes de assimilar lactose e inulina (RUBIO TEXEIRA, 2006). Para

producao da B-galactosidase ha inimeras vantagens da utilizacdo destas leveduras como:
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classificacdo como microrganismos seguros, bom rendimento de crescimento e ampla faixa de
temperatura (RECH, 1998; LANE; MORRISEY, 2010).

A K. marxianus € definida como uma levedura ascomiceta, homotalica e aerdbica,
filogeneticamente relacionada a Sacharomyces cerevisiae e K. lactis (LORENTE et al., 2000).
Sua principal caracteristica € a capacidade de assimilar lactose e utilizar este aglicar como
fonte de carbono, caracteristica comum a K. lactis. Muitas das aplicacdes de K. marxianus
tomam vantagem de estirpes especificas para produzir etanol quando crescendo em substratos
contendo acgucares como inulina ou lactose. Esta caracteristica, que estd ausente em S.
cerevisiae, conduz ao isolamento destas leveduras a partir de fontes licteas, por exemplo,
leites fermentados, iogurtes e queijos (LANE; MORRISSEY, 2010).

Para aplicacdo da K. marxianus ha um destaque e interesse particular na lactose
como fonte de carbono, com intuito de ampliar a utilizacdo do soro de leite que contém
concentracdo significativa de lactose, além disso as enzimas dessa levedura possuem status
GRAS sendo importantes na aplicacdo na industria de alimentos (LANE et al., 2011;
RAIMONDI et al., 2013).

2.5 EXTRACAO, CONCENTRACAO E PURIFICACAO

A produgdo da enzima [-galactosidase pela levedura K. marxianus acontece
intracelularmente, sendo assim ha necessidade de ruptura da célula para obtencdo da enzima.
Para a extra¢do da proteina, diferentes métodos podem ser utilizados, como é mostrado na
Figura 2.3, dependendo da forca fisica da parede celular dos microrganismos, localizacdo
dentro da célula, estabilidade e do uso desejado para o composto de interesse (PANDIT et al.,

2005; PINHEIRO et al., 2003, GUNERKEN et al., 2015).
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Figura 2.2 - Classificacdo dos métodos de ruptura celular

Fonte: GUNERKEN et al., 2015

Utilizando o método quimico, durante a extra¢do ocorre a permeabilizagdo da parede
célular das células vidveis da levedura. Para extracdo da [-galactosidase de leveduras o
método mais usado para autélise celular é o tratamento da suspensdo celular com agentes
quimicos que desorganizam a mesmbrana plasmatica, como solventes organicos, polications,
proteinas basicas ou solu¢gdes com alto poder idnico (FLORES et al., 1994).

A parede celular das leveduras é rompida quando utilizados métodos fisicos. Estes
ndao sdo indicados quando se deseja um processo seletivo, sendo que apds a ruptura da parede
celular, o conteudo por inteiro € extravasado, podendo causar degradacdo de compostos de
interesse por acdo das proprias enzimas que estdo no meio (SALAZAR; ANSEJO, 2007).

Dos métodos mecanicos destacam-se o rompimento mecanico com esferas de vidro e
o rompimento por ultrassom. O primeiro método € feito de forma manual e ndo
necessariamente faz-se uso de equipamentos e recursos. Utiliza basicamente pérolas de vidro,
sendo estas colocadas em um tubo contendo a suspensdo celular, o tubo € agitado
vigorosamente por tempo determinado e a enzima é extraida por forca de atrito, proveniente
da moagem com as esferas de vidro como abrasivos (MEDEIROS et al., 2008).

J4 o rompimento por processador ultrassdnico € feito através de ondas ultrassonicas

que sdo dissipadas no sistema liquido através de bolhas de cavitacdo, as quais formam uma
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espécie de campo, no qual ocorre aumento de massa e consequente transferéncia de calor para
o meio liquido, gerando um gradiente de velocidade e a criagdo de uma forca capaz de romper
as células e liberar a enzima. Este método vem sendo muito aplicado em diversos processos
(BOSSIO et al., 2008).

Para a purificacdo e recuperacdo enzimatica existem intimeras técnicas, porém sao
dificultadas pela quantidade de etapas. A escolha da técnica esta relacionada as propriedades
moleculares inerentes as enzimas. Desse modo, a combinacdo correta de varias etapas que
exploram estas propriedades permitird a purificacdo a partir de uma mistura. Nas etapas
iniciais € desejavel na maioria das vezes reduzir o volume, nesse caso é comumente utilizada
a precipitacdo fracionada com sais ou solventes organicos. Em seguida, sdo utilizadas técnicas
que exploram interacOes eletrostaticas como a cromatografia de troca i6nica. Nas etapas finais
0 objetivo normalmente é obter um aumento de resolu¢do, sendo utilizadas técnicas como
cromatografia em gel e cromatografia de afinidade. Uma estratégia geral ndo é muito
indicada, pois os materiais disponiveis e as necessidades para cada caso sdo desiguais
(RABELO, 2005; HARRIS, 2001).

Ao final da purificac@o € necessério realizar uma concentracdo final, para facilitar o
manuseio das etapas seguintes. A retirada da dgua para realizar a concentragdo pode ser
realizada por: adicdo de polimeros, liofilizacdo e remogao de solvente utilizando membrana
de ultrafiltracdo (LIMA et al, 2001).

Outra técnica de purificacdo que vem sendo utilizada € unido das etapas de
imobilizacio e purificacdo em uma tnica etapa. E baseada, no principio da afinidade da
enzima com o suporte, assim sendo deve-se conhecer a interacdo enzima-suporte. O interesse
por essa técnica € ainda maior quando a enzima final obtida apresenta melhora na estabilidade

por meio das ligacdes covalentes multipontuais (BARBOSA et al., 2015).

2.6 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As enzimas apresentam grandes vantagens como biocatalisadores, entretanto o uso
das enzimas livres em processos industriais € dificultado devido a instabilidade, o alto custo e
a dificil recuperacdo ao final dos processos e como alternativa eficiente surgem as enzimas
imobilizadas. A imobilizagdo permite a reutilizagdo das enzimas, possibilita utilizagdo em
processos continuos, facilita downstreaw, além de aumentar a estabilidade no processo e

também no armazenamento (SHELDON; VAN PELT, 2013).
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A enzima pode ser definida como imobilizada, quando estd fisicamente ou
quimicamente ligada em um suporte ou matriz com retencdo de sua atividade catalitica,
podendo ser utilizada repetidas vezes (CHIBATA, 1978).

O primeiro trabalho relatado sobre imobilizacdo de enzimas foi no inicio do século
XX, no ano de 1916, Nelson e Grifin imobilizaram invertase em carvao ativado e alumina.
Porém, foi somente na década de 60 que as pesquisas se tornaram mais intensas com intuito
de determinar métodos eficientes para imobilizacao das enzimas. Katchalski foi o responsavel
por introduzir os primeiros suportes para imobilizacdo de enzimas (LIMA et al., 2001;
NISHA; KARTHICK;GOBI, 2012). A partir da década de 70 aumentaram o nimero de
pesquisas com enzimas imobilizadas (ROSEVEAR, 1984).

Atualmente a imobilizacdo de enzimas tem se mostrado uma técnica vantajosa,
melhorando a aplicagdo das enzimas nos processos, melhora a rigidez enzimatica e
consequentemente contribui para estabilidade, acarretando em aumento de atividade e
seletividade enzimatica. Sendo cada vez mais utilizadas na producio de alimentos, firmacos,
e outros produtos biolégicos importantes, como exemplos producido de xarope de glicose,
producdo de leite e derivados com baixo teor de lactose, sintese de pepitideos, sintese de
aromas, formulacdes de sabdo em pé dentre outros (MATEO et al., 2007; BARBOSA et al.,
2015; SOLEIMANI; KHANI; NAJAFZADEH, 2011).

Apesar da imobilizacdo de enzimas estar cada vez mais difundida, ndo ha técnicas
universais ou totalmente eficientes, porém existem uma diversidade de aplicacOes, parametros
e possibilidades (KLEIN, 2010).

A imobiliza¢do de enzimas acrescenta custos ao processo tanto, pelo uso de suportes,
como pelo custo da enzima, porém esse custo € compensado na possibilidade de reutilizacao
da enzima, em processos bateladas, continuos e também em reatores tubulares (HARJU et al.,
2012).

A imobilizacdo de enzimas agrega propriedades que valorizam a utilizacdo dos
biocatalisadores nos processos, de acordo com diversos autores (SHULER; KARGI, 1992;
KRAJEWSKA, 2004; GOMEZ et al., 2005; GROSOVA et al., 2008; SHELDON; VAN
PELT, 2013; KLEIN et al., 2016; ALBUQUERQUE et al., 2016):

e Possibilita a reutilizacdo da enzima, diminuindo o custo do processo;
e Facilita a recuperacdo da enzima e produto;
e Apresenta maior estabilidade tanto no processo operacional como no

armazenamento;
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¢ A enzima ndo contamina o produto;

e Melhor controle operacional;

e Flexibilidade no projeto do reator;

e Possibilita o processamento de grandes quantidades de substrato, visto que o

produto pode ser separado e recuperado da mistura substrato-produto;

e Reutilizacdo sem perda significativa de atividade;

e Permite a utilizagdo de alta concentracdo de enzima em um volume menor de

reator, diminuindo assim o volume de reacao;

e Proporciona maior controle do processo catalitico.

A imobilizacdo pode gerar algumas modificacdes nas propriedades quimicas e fisicas
das enzimas. A estabilidade, as propriedades cinéticas e especificidade, além da produtividade
da enzima imobilizada devem ser avaliadas. As causas das modificacOes nas enzimas
imobilizadas podem ocorrer por inimeras razdes (KENNEDY; CABRAL, 1987; SHELDON,
2007), tais como:

e [Efeitos esterioquimicos: o sitio ativo da enzima fica inacessivel devido a
imobilizacao de parte da molécula.

e [Efeitos conformacionais: mudanca na conformacao da molécula causada pela
modificacdo na estrutura terciaria do sitio ativo.

e FEfeitos de particdo: efeito causado na natureza quimica do material do suporte,
com possibilidade de interacdes eletrostaticas e hidrofébicas entre a matriz e moléculas de
baixa massa molecular existente na soluc¢do, podendo gerar alteracdes do microambiente.

o Efeitos difusionais ou transferéncia de massa: se forma pela resisténcia de
difusdo de solu¢do do substrato para os sitios cataliticos e difusdao dos produtos.

Os fatores descritos podem alterar as caracteristicas da enzima imobilizada, gerando
mudancas nas propriedades cinéticas, modificando os valores de K, e V,, , deslocando a faixa
de pH e temperatura da enzima, afetando a estabilidade (MARKOGLOU, 2003; MATEO et
al., 2007).

Para sanar os problemas na imobilizacdo enziméitica € necessario levar em
consideracdo a escolha do método de imobilizacdo, analisando cuidadosamente todos os
detalhes envolvidos. Os seguintes fatores sdo imprescindiveis para escolha do método:
suporte adequado, quantidade de agua, tipo de solvente e também € importante avaliar a

solubilidade dos substratos e produtos (VIEIRA, 2009).
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2.7 METODOS DE IMOBILIZACAO

Existem diferentes técnicas de imobilizacdo, entretanto mesmo com varias pesquisas
nao se pode afirmar com certeza qual o melhor método para imobilizar enzimas, ndo existe
um método tnico, uma vez que cada enzima possui caracteristicas bioquimicas especificas.

No desenvolvimento do processo de imobiliza¢do enzimatica é importante considerar
os seguintes fatores: simplicidade no método de imobilizacdo, resisténcia mecanica da enzima
imobilizada, possibilidade de acoplar a imobiliza¢do com a purificacdo da enzima, impacto da
imobilizacdo na atividade catalitica, estabilizacdo da enzima através da prevencdo de
interacdes intermoleculares pelo enrijecimento estrutural da enzima ou pela prevencdo da
dissociacdo de subunidades da enzima, modulacdo da seletividade e/ou especificidade da
enzima, diminui¢ao nos problemas de inibicdo (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Como hé uma grande diversidade de métodos de imobilizagdo € muito importante
considerar todas as caracteristicas para uma boa escolha. De acordo com Scouten (1987), os
métodos em geral apresentam vantagens e desvantagens que devem ser ponderadas e
analisadas para os biocatalisadores e para reacdo enzimética. Deve-se escolher o método mais
simples, com melhor custo, que leve a uma imobilizacdo satisfatéria com boa atividade e
estabilidade operacional para uma viavel aplicacdo das enzimas imobilizadas nos processos.

Diferentes técnicas podem ser aplicadas na imobilizacdo de enzimas em suportes
sOlidos, sendo baseados em métodos fisicos e quimicos. Dentre os métodos de imobilizacao
estdo: retencdo fisica, a qual descreve o confinamento das moléculas da enzima em uma
matriz polimérica, microcdpsula ou membrana; uso de reagente multifuncional através de
ligacOes cruzadas e imobilizagdo por ligacdo da enzima a um material insoluvel. Como €

representado na Figura 2.3 (HAIDER; HUSAIN, 2009).
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METODOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Ligacdes a Retencio Fisica Ligacio
Suportes Cruzada
l v v
e
FACTA €
CXD| | fe

| Em matriz " Em microcapsula ” Em membrana |

1 t [ @ Enzima w | b Q: B

| Adsorcao Fisica |

| Ligacao Covalente |

| Ligacao Ionica |

Figura 2.3 - Métodos para imobilizacdo de enzimas
Fonte: adaptado DALLA-VECCHIA et al., 2004

2.7.1 Imobilizacao por ligacoes a suportes

2.7.1.1 Imobilizacio por Adsorcao Fisica

Este método tem como base a adsorcdo fisica da enzima na superficie de suportes
insoluveis e é considerada uma técnica simples. A enzima fica retida no suporte através de
ligacdes fracas: interacOes de Van der Waals, interacdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio
e interacOes especificas. O método promove pequena perturbacdo sobre a estrutura nativa da
enzima (CHIBATA, 1978; TANAKA; KAWAMOTO, 1999; PANESAR; KUMARI;
PANESAR, 2010). Em decorréncia da ligacdo por interacdes fracas, o método tem como
desvantagem a dessorcao da enzima do suporte, além de apresentar sensibilidade as condi¢des
do ambiente como a temperatura e a concentracdo dos ions no meio (GROSOVA et al., 2008;
NISHA; KARTHICK;GOBI, 2012; DATTA et al., 2013).

O processo € realizado através da exposicdo da solugdo enzimdtica ao suporte em

condic¢des controladas: de pH, natureza do solvente, for¢ca idnica da solu¢do, quantidade de
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enzima, temperatura e tempo de contato, com posterior separacdo que pode ser feita por
centrifugacao ou filtracdo (COSTA et al., 2005; GARCIA-GALAN et al., 2011).

Em muitos casos para melhorar a imobilizacdo através da adsorcao fisica utiliza-se
reagentes bi ou multifuncionais, como glutaraldeido e diisocianato de tolueno que atuam

como agentes de ligacdo cruzada, melhorando a estabilidade do biocatalizador (CAO, 2005).

2.7.1.2 Imobilizacio por ligacoes covalentes

Nesse tipo de imobilizagdo, ocorre ligagdo da enzima ao suporte apds ativacdo do
mesmo. A ligacdo ocorre entre um grupo nucleofilico da enzima (comumente grupo amino) e
um grupo eletrofilico do suporte apdés uma ativacdo adequada. A ativacdo dos grupos
funcionais € feita por reagentes quimicos, como: brometo cianogénio, glutaraldeido e
carbodiimida. Para imobilizacdo da enzima o suporte deve apresentar grupos livres como
hidroxila, amida, carboxila ou amina, ou deve ser modificado para que os grupos sejam
ativados. Para a protecdo do sitio ativo, € aconselhdvel que a imobilizacdo seja realizada na
presenca do substrato ou um inibidor competitivo (GEKAS; LOPEZ—LEIVA, 1985; CAO,
2005; PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010).

E um dos métodos mais difundidos de imobilizacio, normalmente as condicdes de
reacdes nao sdo brandas, podendo em alguns casos, modificar a estrutura conformacional da
enzima e alterar o centro ativo, consequentemente diminuir a atividade e especificidade de
substrato. Entretanto, a liga¢do enzima-suporte é forte e estavel, ndo ha perda da enzima para
solucdo mesmo na presenca de substratos ou solucdes de alta forga idnica. Desse modo, a
enzima imobilizada pode apresentar alta resisténcia a temperaturas, a agentes desnaturantes e
a solventes organicos. Tudo dependerd das condi¢des do sistema, do tipo de suporte e
caracteristicas da enzima (KENNEDY; CABRAL, 1987; NISHA; KARTHICK;GOBI, 2012).

O glutaraldeido é normalmente usado como reagente nas imobiliza¢gdes industriais,
sendo que a ligacdo covalente é formada por um radical ativo do suporte e um grupo da
enzima (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

A imobilizagdo por ligacdo covalente apresenta como vantagens: facil interacdo da
enzima desde que esteja na superficie do suporte, a enzima ndo se solta do suporte. E como
desvantagens: altos custos, em algumas situagdes baixo rendimento de imobilizagdo em

consequéncias a exposi¢ao das enzimas a reagentes toxicos ou condi¢des extremas de reacoes.
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Além disso, a reutilizacdo do suporte em uma nova imobiliza¢do nao € possivel, pois
a enzima inativa ndo pode ser separada do suporte (TANAKA; KAWAMOTO, 1999).

A ligacdo covalente também pode ser multipontual, na qual a estabilidade da enzima
imobilizada pode ser aumentada, ocorre com suportes altamente ativados com espagadores
curtos e multiplos residuos de aminoacidos na superficie da enzima, Figura 2.4. Assim, ha
uma rigidificacio da estrutura da enzima e as mudancas conformacionais que geram

inativacio sao reduzidas (MARTINEK et al., 1977; MOZHAEYV et al., 1990).

Imobilizagdo Covalente Imobilizagdo Covalente
Unipontual Multipentual

I Enzima ndo enrijecida I I Enrijecimento da Enzima |

Figura 2.4 - Efeito da imobiliza¢do na estabilidade da enzima
Fonte: MATEO et al., 2007

Com intuito de intensificar a reacdo entre enzima e suporte na ligacdo covalente
multipontual a imobilizacdo € realizada em pH alcalino, embora possa ser realizada em pH
neutro. E importante considerar que enquanto o pK dos grupos aminos terminais da proteina
estdo entre 7 e 8, o pK dos grupos de Lis expostos apresentam pK superior a 10,5 (MATEO et
al., 2007).

O estudo de Mateo et al., (2007) concluiu que utilizando ligacdo covalente
multipontual h4 um aumento na rigidez da estrutura tridimensional da molécula da enzima,
que promove de forma geral uma estabilidade elevada da enzima imobilizada na presenca de
agentes inativantes como temperatura, pH, solventes orginicos dentre outros. Para o
acontecimento da ligacdo multipontual algumas caracteristicas sdo requeridas pelo suporte,
como: grupos reativos estdveis o bastante para que ocorra ligacdo enzima-suporte por
periodos longos, grande area superficial interna, alta densidade superficial de grupos reativos
e minimo impedimento estérico dos grupos reativos.

As condi¢des de imobilizacdo também sdo fundamentais para maximizar a

imobilizacdo. Desse modo, fatores como: tempo de reacdo, pH, temperatura, tampao utilizado
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e presenca de inibidores ou outras proteinas protetoras devem ser considerados e manipulados

com atencdo (MATEO et al., 2007).

2.7.1.3 Imobilizacao por ligacao ionica

Esse método € baseado na ligagdo idnica da enzima com o suporte solido, que
contém trocadores de fons. A ligag¢do i0nica e a ligagdo de Van der Waals ocorrem juntas na
pratica. A imobilizacdo através de ligacdo i0nica apresenta forca de ligacdo da enzima-suporte
mais forte do que o método por adsor¢cdo fisica. Porém, o processo de imobilizacdo é
realizado da mesma forma. Na imobilizacdo as condi¢des requeridas sdo brandas quando
comparada com as utilizadas no método por ligacdo covalente e as alteragdes conformacionais
sdo pequenas (ALMEIDA et al., 2005; MOHAMAD et al., 2015).

A principal desvantagem do método € a possibilidade de desprendimento da enzima
do suporte, frente a alguma perturbacdo como variacdo no pH e na forca idnica do meio.
Como vantagens esse tipo de imobilizacdo apresenta: baixo custo, simplicidade do método,
possibilidade de reutilizacdo do suporte, disponibilidade de suportes e producdo de enzimas

imobilizadas com alta atividade (COSTA et al., 2005).

2.7.2 Imobilizacao por retencio fisica

Acontece a retengdo fisica das enzimas em espacos intersticiais que podem ser de
géis, microencapsulas ou em fibras. A principal vantagem do método € a ndo modificacdo
estrutural das enzimas, que sdo protegidas por substincias de alto peso molecular. O processo
€ simples, nao ha modificacdo quimica das enzimas (CHIBATA, 1978; DATTA et al., 2013).

v" Em matriz: ocorre por confinamento das enzimas em lacunas da matriz
polimérica que sdo formadas em torno do biocatalisador. Dentre os suportes utilizados
os géis sdo imensamente aplicados, com eles a imobilizacdo € realizada juntando a
enzima com a solu¢do com um mondmero soldvel, apdés a mistura hid uma
polimerizacdo e insolubilizacio do polimero por diversas estratégias (ORDONEZ,
2005).

v" Em microcapsula: as enzimas sdo envolvidas em membranas
semipermedveis ou em micelas reversas formadas por surfactantes. Elas estdo livres

em solucdo, porém em um espaco restrito. O método apresenta como vantagem a
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grande 4drea superficial de contato do substrato e enzima em um volume pequeno e
também a possibilidade de imobilizacdo de diversas enzimas em uma etapa sO
(KENNEDY; CABRAL, 1987).

v' Em membrana: utiliza membranas pré-formadas (reatores tipo hollow fiber) ou a
formacdo in situ da membrana em torno das enzimas que serdo imobilizadas. A
técnica € realizada colocando a solucdo de enzima e o substrato em contato intimo no
mesmo lado da membrana (KENNEDY; CABRAL, 1987; NISHA;
KARTHICK;GOBI, 2012).

2.7.3 Imobilizacao por ligacao cruzada

Na ligacdo cruzada nio ha presenca de suportes, as enzimas estdo ligadas umas nas
outras por proteinas inativas (gelatina, albumina) formando uma estrutura tridimensional
complexa. Os agentes bi ou multifuncionais podem ser utilizados para favorecer as ligacdes
entre as enzimas (SHELDON, 2007).

Entre os agentes de ligacdo cruzada mais utilizados destaca-se o glutaraldeido, ele
leva a autoreticulacdo das enzimas, formando uma rede tridimensional de moléculas de
enzima, como ¢é apresentado o mecanismo de reacdo na Figura 2.5 (KENNEDY; CABRAL,

1987).

NH, +| HCO— (CH,),-HCO

H

N=C—{CH,},— HCO

Proteina
NH,

H H

|
‘ N=C-(CH,);- C— N —Proteina

Figura 2.5 - Mecanismo de reacdo de cross-linking com glutaraldeido
Fonte: WANG, 1976

O método apresenta como desvantagem, a necessidade de elevada quantidade de

enzima, o que acarreta em baixas retencdes da atividade e baixa estabilidade mecanica. Logo,
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a reprodutibilidade € baixa e a aplica¢do industrial € dificultada. Como alternativas, foram
desenvolvidas métodos de ligagdo cruzada empregando os cristais de enzimas (CLEC - cross-
linked enzymes crystals), método de formacgdo de agregados fisicos por precipitacio e seguinte
entrecruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme saggregates) das enzimas do agregado. O uso
dos CLEAs tem se destacado por extensa possibilidade de aplicacdo, por sua simplicidade e
conservacao da atividade (SHELDON, 2007; JOSIC et al., 2001; HAGE, 2002).

A imobilizacdo por ligacdo cruzada € influenciada por alguns fatores, que podem
interferir na retencdo da atividade e estabilidade das enzimas, tais como a natureza € a
quantidade do agente ligante, o meio de imobilizacdo, temperatura, pH, for¢a idnica e
precipitantes utilizados. Como ndo sdo utilizados suportes, as enzimas se sustentam nos seus
aglomerados, o que gera a inativagdo daquelas que ficam no centro do aglomerado. Desse
modo, os aglomerados possuem baixa estabilidade aos solventes orginicos, a altas
temperaturas, baixa estabilidade mecanica e baixa reprodutibilidade, considerando que as
ligacdes acontecem ao acaso (CAQO, 2005).

Proporcionando melhoria na estabilidade e aumento de atividade das enzimas
imobilizadas, para aplicacOes industriais tém-se utilizado as ligagdes cruzadas juntamente
com outros métodos de imobilizacdo, como: ligacdo idnica com posterior ligagdo cruzada da

enzima com o glutaraldeido (MATEO et al., 2007; CAO, 2005).

2.8 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Diversos materiais podem ser utilizados como suportes na imobiliza¢do de enzimas.
E necessario considerar determinados fatores para a escolha do suporte em cada processo de
imobilizacdo. Devem ser analisados: pH, natureza hidrofobica e hidrofilica, morfologia,
composi¢ao, resisténcia mecanica, carga, presenca de ions metalicos na superficie, resisténcia
ao ataque microbioldgico, resisténcia a compactacdo em operagdes que utilizam reatores de
leito fixo que apresentam altas vazdes, possibilidades de modificacdes fisicas (tamanho, area
superficial, didmetro, outros) e quimicas. Também € importante considerar as propriedades da
enzima a ser imobilizada e as caracteristicas do processo no qual o biocatalisador sera
aplicado (MILETC, et al. 2012 ;HETTIARACHCHY, 2018).

Os suportes podem ser classificados como orgéanicos e inorganicos de acordo com a
sua composic¢do. Os organicos podem ser naturais (agar, celulose, amido, colageno, quitosana,

outros) ou sintéticos (poliestireno, nylon, poliamidas, poliacrilatos, outros). E os inorganicos
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podem ser minerais (areia, betonita, pedra-pome, argilas, outros) e fabricados (vidro, silica,
ceramica, 6xido de ferro, outros) (GONCALVES, 1996; GALVAO, 2004).

Classificam os suportes também como porosos, ndo porosos ou estrutura de gel. Os
materiais porosos possuem grande drea disponivel para imobiliza¢do e protegem a enzima da
turbuléncia externa. Os ndo porosos sdo vantajosos em relacdo a auséncia da resisténcia a
transferéncia de massa interna, mesmo possuindo baixa drea superficial. E os géis sdo usados
quando a grade formada tem tamanho de malha suficiente e retém proteina sem ocasionar
restricoes difusionais ao substrato (ZANIN, 1989; GONCALVES, 1996).

As caracteristicas como elevada forca mecanica, resisténcia a solventes organicos,
facil regeneracgdo por pirdlise, estabilidade a oscilagdes na pressdao, temperatura e pH torna os
suportes inorganicos mais adequados para aplicacdo industrial. Entretanto, as matrizes
organicas sao mais utilizadas, visto que uma grande variedade de grupos funcionais podem
ser introduzidos nos suportes organicos (ROSEVEAR, KENNEDY; CABRAL, 1987;
CASTRO et al., 2000).

2.8.1 Imobilizacao em resinas

A imobilizacdo de enzimas em resinas como suportes € bastante relevante na
obtencdo de biocatalisadores aplicados em processos biotecnoldgicos, como industria de
alimentos, farmacéutica, tratamento de residuos e processos quimicos em geral. A
imobilizacdo em resina de troca idnica possibilita rdpido isolamento e separac@o ao final da
reacdo, diminuindo custos operacionais. O procedimento é simples, quando comparado a
outros métodos, envolve simplesmente interacOes i0nicas e eletrostaticas entre os ions da
proteina e os ions opostos da resina (LETCA et al., 2004).

O método apresenta a desvantagem de possibilidade de desprendimento da enzima,
na decorréncia de modificacdes no pH e na forca idnica do meio. Entretanto as vantagens sao
diversas, como recuperagdo do suporte, baixo custo e boa disponibilidade. As resinas sao de
natureza complexa, sendo na maioria dos casos polimeros. Os fons ativos sdo cations em um
trocador catidnico e anions em um trocador anidonico (CABRAL et al. 2008).

As resinas de troca idnica de diferentes tipos podem ser produzidas de acordo com a
constituicdo da matriz, grupos de troca e as caracteristicas fisico-quimicas (RIANI, 2008). A
troca i0nica € realizada pela troca de ions presentes em uma solu¢do e os ions sélidos da

resina. As resinas aniOnicas trocam os seus anions disponiveis (OH e CI') com anions do meio
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até alcancar o equilibrio. E as resinas catidnicas, sdo semelhantes fazem a troca de cétions
(Na* ou H") com o meio (KREMER, 2007).

A maior parte das resinas de troca i0Onica sintéticas sdo formadas por matrizes de
copolimeros como estireno-divinilbenzeno ou fenol-formaldeido, na forma de particulas. O
que confere a funcionalidade das resinas sd@o os grupamentos acidos ou bésicos inseridos nos
nicleos de benzeno dos mondémeros (KREMER, 2007).

Dentre os grupamentos basicos inseridos nas cadeias das resinas anidnicas, as aminas
terciarias produzem as resinas fracamente basicas e os quaternarios de amonio produzem as
resinas fortemente basicas. Dos grupamentos dcidos, o que sobressai € o acido sulfonico, que
produz a resina cationica fortemente 4cida e o mais raro é o acido carboxilico, que produz a
resina catidnica fracamente acida (FALLEIROS, 2012 apud GONZALEZ, 2010).

De acordo com o fabricante (Rohm Haas) a resina Duolite® A-568 é de troca
anidnica, fracamente bdasica, granular e altamente porosa, com matriz de fenol-formaldeido
policondensado. Possui estrutura hidrofilica que combinada com a distribuicio controlada do
tamanho dos poros, torna esta resina mais adequada para aplicacdo como suporte na
imobilizacio de enzimas de diversos bioprocessos. A forca i0nica, o tamanho das particulas, e
volume de poro dessa resina foram projetados para otimizar a imobiliza¢do das enzimas em
diversos processos como industria de amido, gordura, leite dentre outras industrias
alimenticias.

Nesse contexto, muitos estudos da literatura foram desenvolvidos com as resinas de
troca idnica na imobilizacdo de varias enzimas:

Oosterom et al., (1998) utilizaram as enzimas B-galactosidase de A. oryzae e de K.
fragilis para imobilizacdo em resina de troca idnica, fenol-formaldeido, tipo Duolite® S-761 e
Duolite®A-7, respectivamente.

Ozdural et al., (2008) imobilizaram [(-galactosidase em resina de troca idnica
Duolite®A-568, que é fracamente bésica. A imobilizacdo foi feita em reator continuo e
concluiu que o melhor ajuste cinético foi a equacdo de Michaelis-Menten.

Marquez et al., (2008) otimizaram a imobilizacdo da invertase por adsorcdo em
resina de troca idnica Duolite®A-568 para hidrolise da sacarose.

Guidini et al., (2010) imobilizaram B-galactosidase de A. oryzae em resinas de troca
ionica com objetivo de hidrolisar a lactose e a melhor atividade alcancada foi com a resina

Duolite®A-568.
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Cabral et al., (2012) realizaram o estudo da imobilizacdo da invertase em resina de
troca idnica a melhor atividade foi com a resina Duolite®A-568 na producdo de agucar
invertido.

Costa, (2012) estudou a imobiliza¢do de o-galactosidase de A. niger em resina de
troca idnica Duolite®A568.

Giiardez et al., (2012) estudaram a imobilizacdo de B-galactosidases de A. oryzae por
adsorcdo simples em resina Duolite®A568.

Fischer et al., (2013) avaliaram a hidrdlise da lactose com [-galactosidase de A.
oryzae imobilizada em resina de troca iénica Duolite® A-568 por combinacdo de adsorcio e
ligacdo cruzada com glutaraldeido.

Falleiros et al., (2017) estudaram a imobilizacdo de -galactosidade de A. oryzae em

resina Duolite® A-568 utilizando combinacdo de métodos.

2.9 IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE

A B-galactosidade tem grande aplica¢do na industria de alimentos, principalmente na
producdo de lacteos, contudo sua estabilidade € moderada, o que pode dificultar a utilizagao
em determinados processos industriais. Nesse sentido, estratégias devem ser utilizadas para
sanar esse problema, a imobilizacdo enzimatica € uma dessas técnicas (PANESAR et al.,
2010). Esta enzima vem sendo imobilizada em suportes organicos e inorganicos por diferentes
métodos como adsor¢do, ligacdes covalentes, agregacdo quimica, inclusio e
microencapsulacdo (HUSAIN, 2010).

Diante do exposto, varios estudos tém sido realizados nos ultimos anos com intuito
de imobilizar B-galactosidade de diferentes fontes por métodos distintos, como pode ser
observado nos trabalhos citados abaixo.

A empresa finlandesa de laticinios chamada Valio trabalhou no inicio dos anos 70,
com a imobilizacdo de uma enzima prépria, Valio IML, que € uma [-galactosidase
imobilizada para aplica¢do no processo de hidrdlise da lactose. A imobilizacdo foi realizada
em resina adsorvente. Como vantagens a empresa obteve uma hidrélise de até 95%, além de
menores custos com enzimas e possibilidade de utilizagdo em processo continuo (INSUMOS,
2010).

Szczodrak, (2000) estudou a imobilizacdo de B-galactosidade de K. fragilis em vidro

poroso silanizado modificado com glutaraldeido. Os resultados mostraram que houve uma
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reten¢do de mais de 90% da atividade inicial da enzima imobilizada que foi utilizada na
hidrélise do permeado de soro a 50 °C e pH 6,0. A conversao de lactose foi entre 86 a 90% no
processo continuo e batelada.

Hronska et al., (2009) imobilizaram [-galactosidade de K. lactis em cédpsulas de
hidrogel de alcool polivinilico LentiKats® para hidrélise da lactose no leite. A enzima
imobilizada apresentou potencial na hidrélise em tampdo fosfato e também no leite UHT.
Também foi possivel observar que o LentiKats® pode ser utilizado repetidas vezes e em virias
temperaturas na hidrolise da lactose.

Guidini et al., (2011) estudaram a cinética da hidrélise da lactose da B-galactosidade
de A. oryzae imobilizada em resina de troca idnica Duolite®A-568 por combinacdo de
métodos, ligacdo 10nica e reticulagdo com glutaraldeido. O modelo que melhor se ajustou aos
resultados experimentais foi o Modelo Michaelis-Menten com inibi¢cdo competitiva por
galactose e a temperatura de maior estabilidade foi 60°C.

Campello et al., (2012) imobilizaram B-galactosidade de K. lactis em Eupergit® C e
avaliaram as propriedades do biocatalisador. Realizaram um planejamento Plackett-Burman
para avaliar a imobilizacdo, com as seguintes variaveis: for¢a i6nica, pH, tempo, concentracado
de galactose, concentragdo de magnésio, volume de enzima e temperatura. For¢a idnica e pH
foram os efeitos significativos. A enzima imobilizada apresentou ganho na estabilidade
térmica aumentando quatro vezes o tempo de meia-vida a 45 °C. Em relacdo a hidrdlise da
lactose do soro de queijo, foi observada uma ampliacdo na conversdo da lactose a 40 e 45 °C
em comparac¢do com a enzima livre.

Giirdaz et al., (2012) estudaram a imobilizacdo de B-Galactosidase proveniente de A.
oryzae através de adsorcdo em Resina Duolite®A-568, para aplicac@o na hidrolise da lactose.
A imobilizagdo foi avaliada em relagdo a tempo, pH e temperatura. As melhores condi¢des
alcancadas foram a 35 °C, pH 4,5, 5 mg mL"! de concentracdo de enzima e uma hora de
imobilizacdo. A [-galactosidase imobilizada apresentou-se mais ativa em todas as
temperaturas avaliadas em comparacdo com a enzima livre. O pH se apresentou mais alcalino
apos o processo de adsor¢ao.

Lima et al., (2013) realizaram um estudo comparativo entre P-galactosidade de K.
lactis NRRL Y1564 solivel e imobilizada em quitosana. A enzima produzida foi
caracterizada em relacdo ao seu pH e temperatura ideal de operagdo, estabilidade térmica e
pardmetros cinéticos (K, € Vmax). A B-galactosidade imobilizada se sobressaiu em relacdo a

livre, quanto a estabilidade térmica e também o desempenho da hidrélise da lactose.
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Fischer et al., (2013) avaliaram a hidrélise da lactose em sistema de leito fixo com [-
galactosidase imobilizada em resina de troca iénica Duolite® A-568 por com combinacio de
métodos adsor¢do e ligacdo cruzada com glutaraldeido. Alcancaram conversao total de 82%
para os dois reatores em série.

Morschbicher et al., (2016) realizaram a imobilizagdo de B-galactosidade de K. lactis
em esferas de alginato de célcio e gelatina, usando glutaraldeido e concanavalina A (ConA)
como agentes modificadores. A enzima foi aplicada na hidrdlise da lactose no soro de queijo.
Como resultado da pesquisa, a enzima imobilizada com ConA em esferas de alginato-gelatina
sem glutaraldeido foi a que se sobressaiu na hidrdlise da lactose, alcancando uma conversdo
maxima de 72%.

Vasileva et al., (2016) avaliaram a hidrélise da lactose do soro de leite por uma [-
galactosidade de E. coli imobilizada em biorreator com uma membrana em espiral. A enzima
foi imobilizada covalentemente em uma membrana de polipropileno modificada usando
glutaraldeido. Os resultados obtidos mostraram que a [-galactosidade imobilizada foi 1,6
vezes mais eficaz na hidrolise da lactose do que a enzima na forma soluvel.

Falleiros et al., (2017) estudaram a imobiliza¢do de B-galactosidade de A. oryzae em
resina Duolite®A-568 utilizando combinacdo de métodos. Ap6s a imobiliza¢do a enzima foi
caracterizada. O processo de imobilizag@o utilizando trés métodos (adsor¢do fisica, incubacao
em tampao pH 9 e reticulagdo) apresentou atividade e estabilidade superior as imobilizagdes
realizadas somente com adsorcdo fisica e reticulacdo. A enzima imobilizada apresentou boa

estabilidade ao pH (1,5 — 9,0) e a temperatura (50 °C).



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

O material utilizado e o desenvolvimento experimental do trabalho e também a
metodologia empregada sdo descritos neste capitulo. Na Figura 3.1 sdo ilustradas em um

fluxograma as etapas estudadas neste trabalho.
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Figura 3.1 - Fluxograma do desenvolvimento da metologia experimental

3.1 MATERIAL

3.1.1 Microrganismo

Para obtencdo da [-galactosidase o microrganismo utilizado foi a levedura K.
marxianus ATCC 46537, proveniente da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André
Tosello de Campinas (SP), na forma reativada (slant sem duplicata). No Anexo A pode ser

visto o certificado de analise.
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3.1.2 Manutencao da Cultura

Conforme recomendado pela Fundacdo André Tosello a cultura foi mantida a 4°C
em meio YMA (Yeast-Malt Extract Agar). Na Tabela 3.1 pode ser visto a composicdo do

meio de manutencdo (YMA). A cultura foi repicada mensalmente.

Tabela 3.1 - Composi¢dao do Meio de Manutengdo YMA

Componentes Concentraciio (g L™)
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona 5,0
Glicose 10,0
Agar 20,0

3.1.3 Substratos
3.1.3.1 Substrato para fermentacao

O permeado de soro de leite comercializado na forma de p6 foi utilizado no presente
trabalho como principal fonte de carbono na formulacio dos meios de cultura para o
crescimento da levedura K. marxianus ATCC 46537. O produto foi adquirido da empresa
SOORO localizada em Marechal Candido Rondon no Estado do Parand, as especificagcdes

técnicas sdo apresentadas no Anexo B.
3.1.3.2 Substrato para determinacao da atividade enzimatica

Para determinagdo da atividade catalitica da enzima B-galactosidase utilizou-se
solucdo de lactose (PA) 50 g.L”! preparada em tampdo latico pH 6,5 recomendado pela Novo
Nordisk (1993), constituido de dgua destilada, sais e 0,01% de 4zida s6dica como bactericida.
A Tabela 3.2 apresenta as diferentes concentracdes dos sais utilizados na preparacdo do

tampao.
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Tabela 3.2 - Composi¢cao do Tampao Latico

Componentes Concentracao (g LY
CsHsNa3;O. 2 H,O 0,795
Ce¢HgO; . H,O 1,663
K,SO4 0,180
K,;HPO, 0,520
KH,PO,4 1,470
KOH 1,090
MgCl, .6 H,O 0,830
CaCl, .2 H,O 0,750
NaOH 0,800
NaHCO; 0,280

Fonte: NOVO NORDISK, 1993
3.1.4 Inéculo
O meio de cultura utilizado para cultivo da levedura K. marxianus ATCC 46537 foi
baseado no meio proposto e otimizado por Falleiros, 2016, apresentado na Tabela 3.3. O
principal componente do meio foi o permeado do soro de leite, que contém como fonte

principal de carbono a lactose.

Tabela 3.3 - Composi¢do do meio indculo para cultivo da K. marxianus

Componentes Concentracio (g L)
Lactose (Permeado de Soro) 50,0
Extrato de Levedura 6,0
(NH4),SO4 6,0
KH,PO, 5,0
MgS0,4.7H,0 0,6

Fonte: FALLEIROS, 2016

O meio foi preparado em tampao fosfato 0,2 M pH 5,5. A cultura foi mantida a 30
°C, 120 rpm por 14 horas em incubadora rotatéria. Em excecdo da lactose que foi obtida a

partir do permeado de soro de leite, os reagentes utilizados foram de grau analitico.
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3.1.5 Meio de cultura para fermentacao

O meio de cultura utilizado para fermentacdo da levedura K. marxianus ATCC
46537 foi similar ao utilizado no cultivo da levedura, porém em concentra¢cdes maiores de
permeado de soro de leite e (NH4),SO4 € na auséncia de extrato de levedura, o meio foi

preparado em tampao fosfato 0,2 M pH 7,0, conforme a Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Composi¢do do meio de cultura para fermentacdo da K. marxianus

Componentes Concentracao (g L7
Lactose (Permeado de Soro) 100
(NH4)>SO4 6,26
KH,PO4 5,0
MgSO0,.7H,0 0,6

Fonte: FALLEIROS, 2016
3.1.6 Suporte para imobilizacao
Para imobiliza¢do da enzima B-galactosidase o suporte utilizado foi a resina de troca

ionica Duolite® A-568 (Rohm Haas), doada pela Dow Chemical Company. A resina pode ser

vista na Figura 3.2

Figura 3.2 - Resina Duolite® A-568

. . ® . A P
A resina Duolite™ A-568 é um trocador anidnico fracamente basico e tem como

principio a ligacdo cruzada fenol-formaldeido. E utilizada como suporte (orginico sintético)
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de enzimas em bioprocessos cujas principais caracteristicas indicadas pelo fabricante sdao

apresentadas na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Caracteristicas da Resina Duolite® A-568 (Rohm Hass)

Caracteristicas Propriedades da Resina

Estrutura Hidrolitica Matriz: Fenol-formaldeido
Grupo funcional: Amina Tercidria

Forma fisica: Granular

Alta Porosidade Cor: Verde a cinza
Distribui¢do do tamanho e Tamanho do poro: 15 a 25 nm
volume dos poros Volume do poro: 0,78 a 1 mL/g

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

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

3.1.7 Unidade Experimental

As unidades experimentais foram montadas no Laboratério de Engenharia

Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica e sdo descritas a seguir:

3.1.7.1 Unidade experimental para fermentacao

A B-galactosidase de K. marxianus foi produzida por fermentacdo submersa em duas
configuracdes de reator: reator conico de bancada e fermentador Biostat B.

O reator conico de bancada mostrado na Figura 3.3 foi utilizado para preparo do
inoculo, era constituido de erlenmeyer de volume total de 250 mL, fechado com rolha de gaze
e algodao hidr6fobo. Sendo que, 30% do volume total era ocupado pelo meio de cultura. As

fermentagdes foram realizadas em incubadora rotatéria a 120 rpm, 30 °C por 14 horas.
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Figura 3.3 - Reator Conico de Bancada utilizado na preparacio do indculo

Na Figura 3.4 é mostrado o fermentador Biostat B, da marca B. Braun Biotech
International, que consiste em um vaso cilindrico com volume de 2,0 L, fechado com tampa
de aco inoxidéavel que contém orificios para alimentacdo de in6culo, saida de amostra, entrada

e saida de gas, dotado de controle de pH, temperatura, agitacdo e aeracao.

Figura 3.4 - Fermentador Biostat B
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3.1.7.2 Unidade experimental para extracao da p-galactosidase

Para extragdo da enzima B-galactosidase foi utilizado um processador ultrassonico
com frequéncia de 20 kHz e poténcia maxima de 150 W, dotado de uma micro ponteira de

titanio (Mp) como mostrado na Figura 3.5.

ar—-m1p‘

il

Figura 3.5 - Processador Ultrassonico
3.1.7.3 Unidade experimental para determinacao da atividade enzimatica

Para determinacio da atividade enzimatica da enzima solivel foi utilizado um reator
de mistura operado em batelada, com volume ttil de 200 mL, que possui uma camisa externa
para circulacdo de dgua proveniente de banho termostatizado para controle da temperatura,
submetido a agitagdo magnética. O reator de mistura apresentava as dimensdes de 8,2 cm de

altura e 5,5 cm de didmetro interno (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Unidade Experimental para determinacdo da atividade enzimética para
enzima soluvel

Para a atividade das enzimas imobilizadas foram utilizados reatores bateladas tipo
cesta com dimensdes de 8,2 cm de altura e 5,5 cm de didmetro interno, sendo compostos por
cestas de aco inox de 100 mesh que eram colocadas dentro dos reatores com volume ttil de

200 mL. As cestas evitaram o atrito entre as particulas de enzimas imobilizadas e o agitador
(Figura 3.7).

Figura 3.7 - Unidade Experimental para determinagdo da atividade enzimética da enzima
imobilizada

Para maior agilidade na execucdo dos experimentos, trés reatores foram montados
em série utilizando o mesmo banho termostatizado, tanto para determinacdo da atividade

enzimatica da enzima solivel quanto para enzima imobilizada.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Fermentacao da K.marxianus para producio da p-galactosidade

. A fermentacdo foi conduzida em condi¢des controladas de temperatura a 30 °C,
agitacdo de 300 rpm, aeracdo 1 vvm no tempo de 24 horas, as condi¢des foram definidas de
acordo com a otimizacao realizada por Falleiros, 2016.

A unidade experimental utilizada foi descrita no item 3.1.7.1, para a fermentacdo o

volume ttil que foi usado do reator foi de 1,5 L.

3.2.2 Extracao da enzima

A extragdo foi realizada a partir de uma suspensao celular da levedura K. marxianus
ATCC 46537. O caldo fermentado foi centrifugado, em centrifuga da marca Beckman Coulter
modelo Avanti Centrifuge J-25 (27 200 g, 10 minutos), o decantado foi ressuspendido em
tampao fosfato de sédio 0,2 M pH 7,3 para obter uma suspensdo celular com 2,62 mg.mL‘1
(NUMANOGLU; SUNGUR, 2004; MANERA et al., 2008).

Para extragdo da enzima intracelular B-galactosidase de K. marxianus foi utilizado
rompimento ultrassdnico em um processador ultrassonico (descrito no item 3.1.6.2) 20 kHz e
poténcia maxima de 150 W usando uma micro ponteira de titanio (Mp) a 40% de poténcia. A
suspensdo celular foi submetida a 30 minutos de pulsos ultrassonicos (tempo total do processo
de 60 minutos), com substitui¢do do banho de gelo a cada 10 minutos (LEMES et al., 2012).

Para obtencao do extrato enzimaético clarificado, a suspensao celular obtida apos cada
processo de ruptura, foi centrifugada (27 200 g, 10 minutos) e o sobrenadante utilizado para
determinar a atividade enzimatica.

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) foi utilizado para realizar a andlise
microestrutural da levedura K. marxianus. Sendo, o MEV Carl Zeiss, model EVO MA 10.
Energy dispersive spectroscopy (EDS, Oxford, model 51- ADD0048).

A andlise de K. marxianus foi feita utilizando a levedura antes e apOs a ruptura
celular. Amostras de 30 mL do meio fermentado foram retiradas do reator durante a
fermentacao e centrifugadas por 10 min a 8000 rpm, em seguida o decantado foi congelado e

liofilizado em liofilizador Liotop L101 por 24 horas. O mesmo foi realizado para o extrato
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enzimatico ap0s a ruptura. Apds a liofilizacdo as amostras foram colocadas nos stubs,

metalizadas em banho de ouro e visualizadas no MEV.

3.2.3 Determinacao da atividade enzimatica

O método das taxas iniciais da reacdo de hidrdlise da lactose foi utilizado para
determinar a atividade enzimatica da enzima [-galactosidase de K. marxianus ATCC 46537,
na sua forma solivel e imobilizada. Foi realizado em reator de mistura em operagao batelada
utilizando um volume de 75 mL de solucdo 50 g L' de lactose (PA), preparado em tampio
latico pH 6,5, a 30 °C conforme descrito por Santiago et al. (2004). Em cada experimento era
adicionada ao reator 5 mL do sobrenadante obtido apds processo de extracdo da enzima para
determinar a atividade da enzima soluvel, ja para enzima imobilizada era adicionado uma
cesta de aco inox contendo 0,5 g de enzima imobilizada.

A unidade de atividade (U) foi definida como pmol de glicose por minuto (umol.
min ). Para cada experimento foram retiradas cinco amostras do meio reacional no intervalo
de cinco em cinco minutos (5, 10, 15, 20 e 25 min). As amostras obtidas eram colocadas em
tubos de ensaio, que eram tampados e colocados diretamente em banho de 4gua em ebulicdo,
por 10 minutos. O método da glicose-oxidase foi utilizado para dosar a glicose formada (BAO
et al., 2004). O teste foi realizado utilizando o kit Glicose Liquiform da Labtest conforme
Apéndice A.

A atividade era obtida da inclinagdo das equagOes lineares de concentragdo de
glicose em func¢do do tempo, usando o método das taxas iniciais da reacdo de hidrélise da
lactose. Os experimentos foram realizados em duplicata com intuito de agregar maior

confiabilidade aos resultados obtidos.
3.2.4 Determinacio da concentracao celular
A concentragdo celular foi determinada a partir da absorbancia a 650 nM, convertida

em massa seca de células utilizando a curva padrio de biomassa seca em funcdo da

absorbancia que € representada no Apéndice B.
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3.2.5 Determinacao das concentracoes de lactose e etanol

As concentragdes de lactose e etanol foram determinadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. A amostra foi diluida, filtrada e injetada no sistema cromatografico, HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), marca Shimadzu modelo LC-20A Prominence,
coluna SUPELCOGEL C-610H. Empregou-se como fase mével 4cido fosférico (0,1%), com
fluxo de 0,5 mL.min, temperatura do forno a 32°C e volume de injegao de 20 uL. As
concentracoes de lactose e etanol foram calculados com auxilio de curvas padrio realizadas

previamente.
3.3 CARACTERIZACAO DA B-GALACTOSIDASE SOLUVEL
3.3.1 Estudo da estabilidade térmica da p-galactosidase solivel

Amostras dos extratos enzimaticos obtidos das fermenta¢des, segundo procedimento
descrito no item 3.2.1, foram incubadas em banho termostatico a diferentes temperaturas. As
condi¢des avaliadas foram: 30 °C (24 horas), 35 °C (12 horas), 40 °C (4 horas) e 50 °C (2
horas). As amostras foram coletadas ao longo do tempo e rapidamente arrefecidas em banho
de gelo, em seguida a atividade enzimatica foi determinada de acordo com o item 3.2.3. Os
resultados da atividade enzimatica residual em funcdo do tempo de incubagdo, para cada
temperatura foram ajustados para os modelos de desativacdo térmica de primeira ordem
(Equacdo 3.1) e por modelagem de desativagao térmica com um estagio (Equacdo 3.2). Os
ajustes foram realizados pelo método numérico Levenberg-Marquardt usando o software
Statistica 7.0, determinando os parametros cinéticos por meio dos melhores ajustes

(HENLEY; SADANA, 1985).

A _ e(—ka.t) (3.1)

Ag

A% =(1—a,).eCkad 4 q, (3.2)
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Sendo:

A
— = Atividade Relativa
A

Ey | - .. e )
a; = El € a razdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma

modelagem de inativacdo com uma etapa e a atividade inicial (E);

k4= constante cinética de desativacio térmica

Para cada temperatura foram determinados os tempos de meia vida, sendo assim foi
possivel considerar o melhor ajuste dos dados experimentais as equacdes de desativagcdao
térmica para cada temperatura (3.1 e 3.2) utilizando as Equacdes 3.3 e 3.4, para os modelos de
desativacdo térmica e desativacdo térmica com um estagio, respectivamente. A energia de
ativacdo da desativacdo térmica foi calculada pela equacdo de Arrhenius linearizada (Equagao

3.5).

t=— I“;‘ZS) (3.3)
2

A a

P
t1 = ——In (A" ) (3.4)
E kd 1—a1
In(kg) = In(A) — =2~ 3.5)

A = fator de frequéncia para a reagao
E, = energia de ativacdo do processo de desativacao térmica
T = temperatura absoluta

R = constante da lei dos gases

3.3.2 Estudo da estabilidade da p-galactosidase solivel em relacao ao pH

As amostras do extrato enzimatico bruto foram liofilizadas em liofilizador Liotop

L101 e armazenadas a -15°C até a utilizagdo. Foram preparadas solucdes tampao fosfato de
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s6dio 0,2 M em diferentes valores de pH, sendo eles: 6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 e 8,0. As amostras
liofilizadas foram ressuspensas nas diferentes solucdes tampdo e incubadas em banho
termostatico a 30°C por 12 horas. Em seguida, as amostras foram retiradas e a atividade
enzimatica foi avaliada conforme o item 3.2.3. A atividade residual foi calculada relativa,

tendo como 100% a atividade da enzima sem tratamento.

3.3.3 Estabilidade ao armazenamento da f-galactosidase solivel

A enzima obtida pela K. marxianus foi armazenada durante sete semanas em duas
condicOes diferentes. Foi armazenada na forma liquida sob refrigeracdo a 10 °C e a enzima
também foi liofilizada em liofilizador Liotop L101 por 24 horas e em seguida mantida sob
congelamento a -15 °C. As amostras foram analisadas semanalmente e determinada a
atividade enzimatica. A atividade enzimatica foi determinada pelo método das taxas iniciais,
conforme o item 3.2.3. A atividade residual foi calculada relativa, tendo como 100% a

atividade da enzima sem tratamento.

3.4 IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE

3.4.1 Ativacao do Suporte

Para ativacido da resina Duolite® A568 foi utilizado a metodologia proposta pelo
fabricante: acido cloridrico 1 M, na razdo de dez volumes de solucdo por volume de resina,
por 30 minutos em incubadora rotativa a 50 rpm. Em seguida foi adicionado hidroxido de
sodio 1 M, nas mesmas condigdes do procedimento realizado com o &cido. Entre os
tratamentos a resina foi lavada com 4gua destilada. Ao fim do processo a resina foi lavada
com agua destilada, filtrada a vacuo durante 15 minutos e seca a temperatura ambiente. Para

regeneracdo do suporte para nova utilizacao foi usado o mesmo procedimento descrito.
3.4.2 Imobilizacao
O processo de imobilizacdo consistiu na adsor¢do da enzima na resina de troca idnica

Duolite® A-568. Uma massa de 0,5 g da resina Duolite® A-568, previamente ativada

conforme o item 3.4.1, foi incubada em solu¢do enzimatica extraida por rompimento
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ultrassonico com concentracdo definida a cada experimento, a solucdo foi preparada em
tampao fosfato de sodio variando o pH a depender da anélise. As amostras foram mantidas
sob agitacdo de 150 rpm em incubadora rotatdria a 25 °C = 1 °C por tempo determinado em
cada andlise. As condicdes de imobilizacdo empregadas em relagdo a temperatura, agitacdo e
massa de resina foram seguidas de acordo com as condicdes propostas por Falleiros et al.,
(2017).

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) foi utilizado para realizar a analise
microestrutural da resina Duolite A-568. Sendo, o MEV Carl Zeiss, model EVO MA 10.
Energy dispersive spectroscopy (EDS, Oxford, model 51- ADD0048). A resina Duolite® A-
568 (previamente ativada conforme item 3.4.1) foi avaliada antes da imobilizacdo da enzima

[-galactosidase.

3.4.3 Atividade recuperada da imobilizacao da p-galactosidase

Para todas as imobilizacdes foi calculada a atividade recuperada (AR) definida como
uma razao entre a atividade observada na enzima imobilizada sobre a atividade da enzima
soluvel inicial. A unidade utilizada nos calculos foi U (umol de glicose.min™), considerando
que para todos os experimentos de imobilizacdo foi utilizado uma massa de 0,5 g de resina
Duolite® A-568. A atividade recuperada mostrada na Equacao 3.6., foi definida como descrita

no trabalho de Sheldon e Van Petl, (2013)

AR (%) _ atividade observada % 100 (3.6)

atividade inicial da enzima solivel

3.5 TESTES PRELIMINARES DE IMOBILIZACAO DA p-GALACTOSIDASE

Para definir as condi¢des de imobilizagdo satisfatorias para a enzima B-galactosidase
de K. marxianus, foram realizados testes preliminares variando tempo, volume de enzima,
concentracdo enzimatica e utilizacdo de enzima liofilizada na imobilizagdo. Para todos os
experimentos utilizou-se uma massa fixa de resina de 0,5 g.

As condi¢Oes de imobilizacdo em todos os experimentos foram realizadas conforme
o item 3.4.2. As atividades enzimaticas foram calculadas pelo método das taxas iniciais da
reacdo de hidrdlise, item 3.2.3, a atividade recuperada das imobiliza¢des foi calculada de

acordo com item 3.4.3.
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3.5.1 Avaliacdo da estabilidade da p-galactosidase solivel nas condicoes de

imobilizacao

Para avaliar a atividade da enzima solivel nas condi¢des de imobilizacdo definidas
no item 3.4.2, foi realizado um experimento. O extrato enzimatico foi mantido nas condigdes

de 150 rpm e 25 °C durante 24 horas, amostras foram avaliadas em diferentes tempo.

3.5.2 Avalia¢ao do tempo de imobilizacao da p-galactosidase

Inicialmente foi realizado o teste de tempo utilizando 10 mL de extrato enzimético de
acordo com Falleiros et al., (2017). O tempo de imobilizacdo foi avaliado em 1 hora, 3 horas e

15 horas.

3.5.3 Avaliacio do volume de extrato enzimatico para imobilizacao da J-

galactosidase

Com o tempo definido pelos testes preliminares conforme o item 3.5.1, variou-se o
volume de enzima ofertada durante a imobilizacdo. Os volumes avaliados foram 10, 15, 20,

30, 40 e 50 mL de extrato enzimatico.

3.5.4 Avaliacao da atividade ofertada da enzima para imobilizacao da p-

galactosidase

Pela avaliacdo do volume (item 3.5.2) as concentragdes foram definidas para os
respectivos volumes estudados e estas condigdes foram avaliadas para imobilizagdo da B-

galactosidase.

3.5.5 Avaliacao da imobilizacdo da enzima B-galactosidase liofilizada

As amostras da enzima [-galactosidase foram liofilizadas em liofilizador Liotop
L101 por 24 horas. Em seguida foram ressuspensas em metade do volume utilizado na
liofilizacdo no tampao fosfato de so6dio 0,2 M no pH 7,3. Com esses extratos enzimaticos

foram realizadas as imobilizacdes. Inicialmente foram feitos testes ofertanto diferentes
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volumes (5, 7 e 10 mL de extrato enzimético liofilizado). Em seguida foram reproduzidas as
condicdes de concentracdes obtidas com o extrato enzimatico solivel sem liofilizacao (item
3.5.3). Apds definidas as condigdes satisfatorias de imobilizacdo de concentragdo enzimatica
realizou-se uma reavaliacdo do tempo com o extrato liofilizado. As amostras foram
imobilizadas durante 3 horas, sendo que a cada 30 minutos, retirava-se uma amostra para
andlise. Os experimentos foram realizados em duplicata para maior confiabilidades dos

resultados.

3.6 OTIMIZACAO DA IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces

marxianus

Para analise da imobilizagdo da [B-galactosidase de K. marxianus foi estudada a
influéncia de trés varidveis selecionadas a partir dos experimentos preliminares e resultados
da literatura por um Planejamento Composto Central (PCC) e a resposta estudada foi a
atividade recuperada do biocatalisador.

O PCC foi1 realizado com dois niveis originais, usando o software Statistica 7.0,
tendo 2’ pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando dezessete
experimentos.

O pH do extrato enzimatico variou de 6,46 a 8,14, a concentracdo do tampao e a
atividade ofertada variaram de 0,1 a 1,5 M e 18,59 a 35,40 U, respectivamente. O tampao
utilizado nos testes foi o fosfato de sédio nos diferentes valores de pH e concentragdo do
tampao. O alfa de ortogonalidade utilizado neste planejamento experimental foi de 1,67332.

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalisada), usando a equacdo geral de codificacdo (Equacdo 3.7). As equagdes
codificadas para pH (X)), concentragdo do tampao (X;) e atividade ofertada (X3) sdo

mostradas nas Equacdes 3.8; 3.9; 3.10, respectivamente.

(X—Xo)
X41-X—1
2

X, = (3.7)



Capitulo 3 — Material e Métodos 58

Sendo:

X, o valor da varidvel no experimento na forma codificada; X € o valor real da variavel a ser
calculada; X, é o valor real da variavel no ponto central; X;; é o valor real da varidvel no

nivel superior; X_; € o valor real da variavel no nivel inferior.

_ ([pH]-7,30)
X1 = —0’5 (3.8)
Xz _ ([Concentracio do tampio]—0,8) (3.9)

0,4

X3 _ ([Atividade osfertada]—27) (3.10)

Na Tabela 3.6 podem ser vistos os valores que foram utilizados no planejamento

experimental para as trés variaveis independentes analisadas.

Tabela 3.6 - Valores reais e codificados utilizados no Planejamento Composto Central

Concentraciao do Atividade
Valores Codificados pH (Xy)
Tampao (M) (X3) Ofertada(U) (X3)
-0l 6,46 0,10 18,59
-1 6,80 0,40 22,00
0 7,30 0,80 27,00
1 7,80 1,20 32,00
+a 8,14 1,50 35,41

As faixas iniciais de pH e concentracdo do tampao foram determinadas segundo
Campello et al., (2012) e a atividade ofertada foi definida com base nos testes preliminares de
imobilizacao da B-galactosidase.

A Tabela 3.7 mostra a matriz do PCC com os valores codificados e originais das
variaveis estudadas. Os ensaios foram realizados de forma aleatoria, com intuito de evitar a

tendenciosidade dos resultados.
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Tabela 3.7 - Matriz do PCC com os valores codificados e originais das varidveis

Experimentos pH (X)) g:llrll;eﬁnotlg/g;?(z ;(12(; Atividade(ggertada (U)
1 6,80 (-1) 0,40 (-1) 22,00 (-1)
2 6,80 (-1) 0,40 (-1) 32,00 (+1)
3 6,80 (-1) 1,20 (+1) 22,00 (-1)
4 6,80 (-1) 1,20 (+1) 32,00 (+1)
5 7,80 (+1) 0,40 (-1) 22,00 (-1)
6 7,80 (+1) 0,40 (-1) 32,00 (+1)
7 7,80 (+1) 1,20 (+1) 22,00 (-1)
8 7,80 (+1) 1,20 (+1) 32,00 (+1)
9 6,46 (-a) 0,80 (0) 27,00 (0)
10 8, 14(+a) 0,80 (0) 27,00 (0)
11 7,30 (0) 0,10 (-a) 27,00 (0)
12 7,30 (0) 1,50 (+a) 27,00 (0)
13 7,30 (0) 0,80 (0) 18,59 (-a)
14 7,30 (0) 0,80 (0) 35,41 (+a)
15 7,30 (0) 0,80 (0) 27,00 (0)
16 7,30 (0) 0,80 (0) 27,00 (0)
17 7,30 (0) 0,80 (0) 27,00 (0)

3.7 IMOBILIZACAO COM A ENZIMA COMERCIAL

Utilizou-se a enzima B-galactosidase produzida pela levedura K. lactis, Lactozyme®
2600 adquirida comercialmente da empresa Sigma Chemical CO (Sigma-Aldrich), disponivel
na forma de liquida com concentracdo superior a 2600 U.g” e alta pureza. A enzima foi
imobilizada nas condi¢des de imobilizacdes descritas no item a 3.4.2 e com atividade ofertada

de 27 U e 54 U. A atividade enzimatica foi calculada conforme o item 3.2.3.
3.8 IMOBILIZACAO EM SERIE DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE

Com intuito de melhorar a atividade da enzima imobilizada, foram realizados testes
com duas imobiliza¢des, com objetivo de realizar uma pré-purificagdo na primeira etapa e a
imobilizacdo na segunda etapa. Dessa forma, foi utilizado 0,5 g de resina Duolite® A-568 para

uma quantidade de extrato enzimatico ja definido e realizou-se a imobiliza¢ao de acordo com
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o item 3.4.2 em um tempo de 30 minutos, apds a primeira imobilizag@o a resina foi separada
do sobrendante. O sobrenadante resultante da primeira imobiliza¢ao foi novamente ofertado a
uma nova resina com mesma massa (0,5 g), a segunda imobiliza¢do foi realizada sob as
mesmas condicdes, porém em um tempo de 1 hora. As resinas das duas etapas foram lavadas
(separadamente) com tampao fosfato de sédio 0,8 M a pH 7,3 e a atividade enzimética do

biocatalisador obtido em cada etapa foi determinada conforme o item 3.2.3.

3.9 TESTES PRELIMINARES DA RETICULACAO COM GLUTARALDEIDO

O processo de ligagdo cruzada utilizou glutaraldeido como agente reticulante na
razdo de 1:10 (1 g de resina para 10 mL de solucdo de glutaraldeido). A solugcdo de
glutaraldeido utilizada foi preparada em tampdo fosfato de sodio 0,8 M, pH 7,3. Para
reticulacdo variou a concentragdo de glutaraldeido em 0,14; 0,35 e 3,5 g.L”'. Adicionou-se 5
mL de solucdo de glutaraldeido a 0,5 g de resina imobilizada com a B-galactosidase e
manteve-se o sistema sob agitacdo de 150 rpm e temperatura de 25 + 1°C por 1,5 horas. Foi
realizado também a estabilidade a duas horas a 30 °C da amostra reticulada, em seguida foi

determinada a atividade enzimatica de acordo com o item 3.2.3.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Primeiramente sdo apresentados os resultados da producao
da B-galactosidade a partir da fermentagdo submersa com K. marxianus, em seguida a enzima
foi caracterizada em sua forma solivel quanto a estabilidade térmica, estabilidade ao pH,
estabilidade a liofilizacdo e estabilidade ao armazenamento. Depois serdo apresentados e
discutidos os resultados dos testes preliminares da imobilizacdo da enzima [-galactosidade
em resina Duolite® A-568, as seguintes varidveis foram avaliadas em relacdo a atividade
recuperada da imobilizacdo da enzima: tempo de imobiliza¢cdo, volume e atividade ofertada na
imobilizacdo e imobilizacdo com a enzima liofilizada. Apds as variagdes da imobilizacdo
serdo discutidos os resultados obtidos da otimizacdo da imobilizacdo realizada por um
Planejamento Composto Central que exibiu como variaveis pH, concentracdo do tampao de
imobilizacdo e atividade ofertada da enzima. Também serdo expostos os resultados da
imobilizacio da enzima comercial K. lactis Lactozyme® 2600. Em seguida os resultados
obtidos da imobilizacdo em série da enzima P-galactosidade sdo apresentados e discutidos.
Em por fim serdo discutidos os resultados experimentais da reticulacdo com glutaraldeido em

diferentes concentracdes do biocatalisador imobilizado.

4.1 CINETICA DE FERMENTACAO PARA PRODUCAO DA B-GALACTOSIDASE
A PARTIR DE Kluyveromyces marxianus ATCC 46537

Nas Figuras 4.1 a 4.3 podem ser observados os resultados médios referentes a
cinética de fermentacdo. Sdo ilustradas a atividade da enzima, biomassa, pH, lactose e etanol.
As condicdes utilizadas foram otimizadas por Falleiros, 2016 (300 rpm e 1,0 vvm) na

fermentagao da K. marxianus ATCC 46537 para produgdo da B-galactosidase.
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Figura 4.1 - Perfil de atividade enzimética durante a fermentacao nas condi¢des utilizadas
(300 rpm e 1 vvm) para producdo de B-galactosidase de K. marxianus.
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Figura 4.2 - Variagao do pH durante a fermentagao nas condicdes utilizadas (300 rpm e 1
vvm) para producdo de B-galactosidase de K. marxianus.
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Figura 4.3 - Perfil de concentracdo de lactose, etanol e biomassa durante a fermentacao
cinética nas condigdes utilizadas (300 rpm e 1 vvm) para produgdo de -galactosidase de K.
marxianus.

Nas condic¢des utilizadas os valores obtidos para atividade da enzima, biomassa, pH,
lactose e etanol foram de acordo com o esperado conforme Falleiros, 2016. A maior atividade
enzimética foi de 127,09 UGlL.mL caldo™ no tempo de 24 horas. O pH sofreu leve decréscimo
com o decorrer do tempo de fermentacao alcancando um valor final de aproximadamente 5,3.
A concentracdo de lactose chegou a zero apds 15 horas de fermentacdo e a concentracdo de
etanol aumentou até 18 horas de fermentagdo, apds esse tempo foi observado um decréscimo
de cerca de 2 g.L'1 nos tempos finais o que pode ser justificado pelas perdas para o ambiente,

evaporagao.
4.2 EXTRACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE

Ap6s a fermentagdo da levedura K. marxianus foi realizada a extra¢do da enzima B-
galactosidase, por meio da ruptura com processador ultrassonico foi possivel obter o extrato
enzimatico bruto, a atividade média dos extratos produzidos pelas fermentacdes foi de
aproximadamente 5,0 U.

Foi feito a visualizagdo da levedura K. marxianus no MEV utilizando a levedura
antes e ap0s a ruptura celular. A Figura 4.4 ilustra o MEV da levedura antes da ruptura A) 10

pme B) 1 um.



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo 64

10 pm EHT = 5.00 kv Signal A = SE1 Date :7 Aug 2017 ZEISS| 1pm EHT = 5.00 kv Signal A = SE1 Date :7 Aug 2017 ZEISS
WD =135mm Mag= 175KX Time :8:57:39 WD=13.0mm Mag= 1000KX Time :8:46:30

Figura 4.4 - Levedura Kluyveromyces marxianus antes da ruptura A) 1,75 K X e B) 10.000 K
X

As Figuras 4.4 A e 44 B foram capazes de mostrar a estrutura da levedura K.
marxianus destacando sua forma de bastonete.
Na Figura 4.5 € possivel observar o MEV da levedura K. marxianus em A) 10 um e

B) a 1um, respectivamente.

10 pm EHT = 5.00 kv Signal A= SE1 Date 7 Aug 2017 N }1_W|" EHT = 5.00kV Signal A= SE1 Date 7 Aug 2017 e

WD =13.0 mm Mag= 150KX Time :10:14:30 WD =13.0 mm Mag= 1000KX Time :10:31:45

Figura 4.5 - Levedura Kluyveromyces marxianus ap6s a ruptura pelo processador ultrassdnico
A)1,50K X eB)10.00K X

Pelas imagens do MEV foi possivel observar a estrutura rompida da levedura K.
marxianus concluindo assim que o processador ultrassdnico foi capaz de realizar a ruptura das
células. A forma de bastonete observadas na Figura 4.4 (antes da ruptura) foi completamente

modificada.
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4.3 CARACTERIZACAO DA p-GALACTOSIDASE SOLUVEL
4.3.1 Estudo da estabilidade térmica da B-galactosidase solivel
As atividades relativas em fun¢do do tempo de incubacdo estdo ilustradas na Figura

4.6, que mostra que a temperatura exerce uma grande influéncia sobre a estabilidade da -

galactosidase produzida a partir da K. marxianus.
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Figura 4.6 - Perfis de inativacdo térmica para [3-galactosidase imobilizada em ® 30 °C;
© 35°C; & 40 °C;0 50° C.

Na Figura 4.6 pode ser observado que para temperaturas de 40 e 50 °C houve uma
reducdo significativa de atividade, maior que 80%, logo ap6s uma hora de incubagdo. Para 35
°C a inativacdo enzimaitica foi um pouco mais lenta, a enzima sofreu inativagdo térmica
somente apos 12 horas de incubag@o, em 5 horas a perda de atividade foi cerca de 60% em
relacdo a atividade inicial, contudo para 30 °C a enzima manteve cerca de 80% de sua
atividade inicial apds 24 horas de incubacdo. Como foi observado, o processo de inativagao
térmica € maior com o aumento de temperatura, em temperaturas mais baixas a enzima
apresenta maior resisténcia quanto a perda de atividade.

Os resultados da atividade enzimética residual deste trabalho em fun¢ao do tempo de
incubacdo, para cada temperatura, foram ajustados aos modelos de desativacdo térmica de
primeira ordem (Equacdo 3.1), e pelo modelo de desativacdo enzimética com um estagio

(Equacdo 3.2). Os ajustes foram realizados pelo método numérico de Levenberg-Marquardt,
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usando o software Statistica® 7.0, para determinar os parametros cinéticos pelos melhores
ajustes (MORE, 1977; HENLEY; SADANA, 1985).

Na Tabela 4.1 sao apresentados os coeficientes de determinagdo para cada equagao, a
soma dos quadrados dos desvios, com os respectivos pardmetros ajustados e andlise de
significancia, utilizando o teste t de Student, adotando como parametros significativos os que

apresentaram niveis de significincia menores que 10%.

Tabela 4.1 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos de desativacio térmica de primeira
ordem e em um estagio para -galactosidase solivel

T (°C) Equacio Kq Valor -p R? S (V-Vimoa)® o Valor -p
30 3.1 0,000286  0,000000 0,91 0,000821 - -
30 32 0,000529  0,000001 0,92 0,000716 0,40 0,000000
35 3.1 0,002498  0,007072 0,93 0,047183 - -
35 3.2 0,000750 0,389567 0,98 0,016383 -1,36 0,520469
40 3.1 0,014433  0,000001 0,93 0,045659 - -
40 3.2 0,019363  0,000236 0,96 0,030113 0,10 0,043655
50 3.1 0,225803  0,001574 0,97 0,020141 - -
50 3.2 0,353965  0,046617 0,99 0,007502 0,05 0,015728

Como critério de escolha, optou-se pelo ajuste que mais se adequava aos resultados
experimentais, sendo o modelo escolhido o que apresentasse significado fisico dos parametros
coerentes com o maior valor de coeficiente de determinagao (Rz) e o menor valor da soma do
quadrado dos desvios.

De acordo com os resultados obtidos pela modelagem de desativacdo térmica nas
temperaturas avaliadas, verifica-se que o modelo de desativacdo térmica de primeira ordem
(Equacgdo 3.1) se ajustou para todas as temperaturas. Entretanto, o modelo de desativagdo
térmica com um estagio foi eficiente para o ajuste dos resultados relativos as temperaturas de
30,40 e 50 °C.

Os resultados experimentais de atividade relativa e os preditos pelos dois métodos
sdo comparados nas Figuras 4.7 a 4.10. As Equagdes 4.1 a 4.4 mostram os parametros

ajustados para cada temperatura.
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Figura 4.7 - Perfil de inativacdo térmica a 30°C e pH 7,3 (tampao fosfato de sédio 0,2 M) para
imobilizacdo de B-galactosidase. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais: (—)

Equacdo 3.1=modelo de desativacio térmica de primeira ordem; (---) Equacdo 3.2=modelo de
desativacdo térmica com um estigio.

Observando a Figura 4.7 verifica-se um bom ajuste entre os valores experimentais e
tedricos ao modelo de desativacdo térmica de primeira ordem com coeficiente de correlacao
de 0,91 e a soma dos quadrados dos desvios igual a 0,000821. Os dois modelos de
desativacdo térmica se ajustaram aos resultados experimentais, entretanto o coeficiente de
correlagdo do modelo de desativagdo térmica com um estagio foi maior, sendo 0,92 e a soma
dos quadrados dos desvios de 0,000716, dessa forma esse foi o0 modelo escolhido para ajustar
os resultados. O parametro ajustado ao modelo de desativagdo térmica de primeira ordem com

um estagio esta representado na Equacdo 4.1.

£ = (1 - 0,4).e(70000208x0) 4 04 4.1)
0
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Figura 4.8 - Perfil de inativagdo térmica a 35°C e pH 7,3 (tampao fosfato de s6dio 0,2 M) para
imobilizacao de B-galactosidase. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais: (—)
Equacdo 3.1=modelo de desativacio térmica de primeira ordem; (-**) Equacdo 3.2=modelo de
desativacdo térmica com um estigio.

A Figura 4.8 ilustra o bom ajuste entre os valores experimentais e tedricos para o
modelo de desativacdo térmica de primeira ordem com o coeficiente de determinacgdo igual a
0,93 e a soma dos quadrados dos desvios igual a 0,047183. O modelo de desativacdo térmica
de primeira ordem com um estigio também se ajustou bem aos valores experimentais,
apresentando um coeficiente de determinagdo até maior, sendo 0,98, contudo o valor de
p>0,10 e o a; foi negativo, assim o modelo foi invidvel para ajuste dos resultados. O
parametro ajustado ao modelo de desativacdo de primeira ordem esti representado na

Equacdo 4.2.

A _ o (~0,002498xt) 4.2)
Ao
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Figura 4.9 - Perfil de inativacao térmica a 40°C e pH 7,3 (tampao fosfato de sodio 0,2 M) para

imobilizacdo de B-galactosidase. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais: (—)

Equacdo 3.1=modelo de desativacio térmica de primeira ordem; (---) Equacao 3.2=modelo de
desativacdo térmica com um estigio.

A partir dos dados apresentados na Figura 4.9 € possivel observar o bom ajuste entre
os valores experimentais e tedricos aos dois modelos de desativacdo térmica, contudo o
coeficiente de determinacdo do modelo de desativacdo térmica de primeira ordem com um
estagio foi maior sendo igual a 0,96 e a soma dos quadrados dos desvios 0,030113, enquanto
para o modelo de desativacdo térmica de primeira ordem o coeficiente foi 0,93 e a soma dos
quadradros dos desvios foi de 0,045659. O parametro ajustado ao modelo de desativacdo de

primeira ordem com um estigio € representado na Equacao 4.3.

Ai = (1 — 0,100354). e(~0.019363x) 4 () 100354 (4.3)
0
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Figura 4.10 - Perfil de inativagdo térmica a 50°C e pH 7,3 (tampao fosfato de s6dio 0,2 M)
para imobilizagdo de B-galactosidase. Ajuste de modelo matematico aos dados experimentais:
(—) Equacdo 3.1=modelo de desativacdo térmica de primeira ordem; (--) Equacdo 3.2=modelo

de desativagdo térmica com um estagio.

De acordo com a Figura 4.10 pode-se verificar o 6timo ajuste dos resultados
experimentais e tedricos ao modelo de desativacao térmica de primeira ordem com um estagio
com o coeficiente de determinacao igual a 0,99 e a soma dos quadrados dos desvios igual a
0,007502. O modelo de desativacdo térmica de primeira ordem com um estigio também
apresentou um 6timo ajuste, entretanto o coeficiente de determinacio foi menor de 0,97 e a
soma dos quadrados foi de 0,020141. O parametro ajustado ao modelo de desativagdo de

primeira ordem com um estagio esta representado na Equacgao 4.4.

Ai = (1 —0,050949). e(70:353965x1) 4 0 05094 (4.4)
0

Utilizando as constantes de desativacdo térmica (kg) que foram ajustadas aos
modelos de desativacdo que apresentaram o melhor ajuste e as Equagdes 3.3 e 3.4,
calcularam-se os tempos de meia-vida para cada temperatura. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 - Valores de kg e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem
de desativacdo térmica

T (°C) kg (min™) a R* t1/2 (min)
30 0,000529 0,400 0,92 3387,0
35 0,002498 - 0,93 2715
40 0,019363 0,100 0,96 41,9
50 0,353965 0,051 0,99 2,1

A enzima incubada a 30 °C apresentou o maior tempo de meia vida (3387 min), a 40
°C observa-se uma redugdo consideravel da atividade enzimaética, pois o tempo de meia-vida
foi de apenas 41,9 min, em sequéncia para 50 °C observa-se uma queda extremamente rapida
da atividade com a temperatura, sendo o tempo de meia-vida de apenas de 2,1 minutos. Com
os resultados apresentados na Tabela 4.2 e na Figura 4.6 ¢ possivel afirmar que a enzima -
galactosidase produzida a partir da K. marxianus é mais estavel a temperaturas mais amenas
(30; 35 °C) e pouco estivel a altas temperaturas.

Para determinar a energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica os
resultados das constantes de desativacdo térmica (kg) em funcdo da temperatura foram
ajustados ao modelo de Arrhenius (Equagdo 3.5) utilizando o software Origin® 7.0, obtendo a

Equacdo 4.5 e a Figura 4.11.
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Figura 4.11 - Ajuste ao modelo de Arrhenius (—) aos dados experimentais (valores de kq)
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In(ky) = —32275,23 .%+ 98,91 4.5)

O ajuste linear ao modelo de Arrhenius (Equacdo 4.5) apresentou um coeficiente de
determinacdo de 0,99 e a E, calculada foi de 64,13 kcal.mol ™.

Alves (2008) avaliou a estabilidade térmica da enzima [-galactosidase de K.
marxianus livre e imobilizada, para 30 °C obteve-se um tempo de meia vida de 2310,6 min e
a E, calculada de 100 kcal mol'l, comparando com os resultados obtidos neste trabalho
observa-se que o tempo de meia vida obtido foi mais alto (3387,0 min) e o valor da energia de
ativacdo da desativacdo térmica (E,) foi menor de 64,13 kcal.mol, dessa forma pode-se
concluir que a enzima obtida neste trabalho € mais estdvel a um aumento de temperatura, ou
seja, apresenta menor sensibilidade as variagdes de temperatura.

Heidtmann et al. (2012) estudaram o fracionamento da [-galactosidase de K.
marxianus com sulfato de amoOnio e caracterizaram em relacdo a estabilidade térmica,
avaliaram as temperaturas 30, 37, 40 e 45 °C. Para 30 °C obtiveram um tempo de meia-vida
de 3468,0 minutos esse valor € aproximado ao obtido neste trabalho que foi de 3387,0
minutos, a aproximacao foi boa, apresentando uma diferenca de apenas 4% entre os tempos
de meia-vida, a diferenca pode estar associada a etapa de fracionamento da enzima com

sulfato de amonia, erros experimentais ou mesmo erros associados aos calculos.
4.3.2 Estudo da estabilidade da B-galactosidase solivel ao pH

O pH do meio é muito importante e exerce uma influéncia significativa na
estabilidade catalitica das enzimas em geral. A estabilidade da enzima ao pH € um fator que
deve ser conhecido, tanto para um bom armazenamento, como para aplicacio nos processos
industriais. A Figura 4.12 ilustra a atividade residual (%) em relacdo a faixa de pH estudada

(6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 e 8,0) no tempo de incubacdo de 12 horas e temperatura de 30 °C.
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Figura 4.12 - Influéncia do pH na estabilidade da B-galactosidase solivel em 30 °C e em
tampao fosfato de sédio em pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,3; 7,5 e 8,0.

Pela Figura 4.12 ¢ possivel observar que a enzima [-galactosidase em sua forma
solivel se apresentou estavel na faixa de pH entre 6,0 a 7,3, mantendo a sua atividade superior
a 80%. A maior estabilidade foi obtida no pH 7,3, no qual a enzima manteve
aproximadamente 90% da sua atividade inicial, mesmo ap6s 12 horas de incubacdo. A partir
do pH 7,5 pode-se observar um decréscimo significativo na estabilidade enzimatica, sendo
que no pH 8,0 a enzima apresentou uma reducdo de cerca de 70% da sua atividade inicial.

Desse modo, a estabilidade da enzima [-galactosidase produzida a partir da K.
marxianus apresenta estabilidade ao pH na faixa da neutralidade entre 6,0 a 7,3. Essa faixa de
pH encontrada era esperada conforme a literatura, segundo Gékas; Lopez-Leiva, (1985) as
enzimas provenientes de K. marxianus possuem boa faixa de trabalho em pH proéximo a
neutralidade.

Os resultados obtidos para estabilidade ao pH corroboram com os trabalhos da
literatura, que apresentaram a estabilidade ao pH na faixa de 6,0 a 7,3, ou seja, na regido de
neutralidade. Assim, a seguir sdo descritos estudos de diferentes autores com intuito de
encontrar a estabilidade da B-galactosidase ao pH, que foram similares a obtida neste trabalho.

Szczodrak (2000) avaliou a estabilidade ao pH da -galactosidase livre e imobilizada
de K. fragilis, na faixa de pH de 5,5 a 8,0 incubada em 30 °C por 12 horas. A estabilidade ao
pH alcancada foi obtida na faixa da neutralidade, retendo mais de 90% da atividade inicial em
pH 6,5 a 7,0. No pH 7,5 a enzima mostrou uma redu¢do da estabilidade retendo apenas 40%

da atividade. E a maior reducdo da estabilidade foi no pH 5,5 e no pH 8,0.
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Medeiros (2008) avaliou a estabilidade ao pH de B-galactosidase de K. marxianus na
faixa de pH entre 4,6 a 8,6, entretanto avaliou em diferentes temperaturas (4, 10, 25 e 37 °C).
Para a temperatura de 25 °C os melhores resultados foram na faixa de pH entre 6 a 7, na qual
a estabilidade foi superior a 80% em relagao a inicial, apds 10 horas de incubagao.

Manera (2010) estudou a estabilidade ao pH da enzima B-galactosidase de K.
marxianus CCT7082, na forma livre e obtidas da permeabilizacdo das células de leveduras.
As enzimas foram incubadas em tampao fosfato de potéssio 0,1 M na faixa de pH de 5,0 a
9,0. E o pH 7,0 foi o mais estavel tanto para as obtidas de células permealizadas como para as
livres. Foi possivel notar uma reducdo significativa da estabilidade a valores abaixo de 6,5 e
acima de 7,0.

Scholz (2011) produziu B-galactosidase de K. marxianus e avaliou a estabilidade ao
pH, a enzima foi incubada em 30 °C por 24 horas em pH 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Na faixa de pH
acido de 3 a 5 a enzima apresentou baixa atividade, que pode ser explicada pela desnaturacao
da proteina. A faixa de maior estabilidade foi entre 6 e 7.

Segundo Ismail et al., (1997) as baixas atividades enzimaticas em pH mais 4cido
podem ser justificadas pela instabilidade conformacional da proteina. Ja em valores mais altos
de pH, de acordo com Ladero et al. (2000) a densidade dos grupos aminos ativas da enzima é
muito maior do que a pH neutros, desse modo a enzima pode interagir mais nos meios
basicos, perdendo assim atividade devido a uma mudanca estrutural.

A B-galactosidase obtida por K. marxianus pode ser considerada uma enzima
eficiente para processos que necessitam de uma faixa de trabalho préximo a neutralidade,
como na inddstria de laticinios, na qual os processos sdo realizados préximos ao pH do leite
que € de 6,4 a 6,9 e também do soro doce que apresenta pH de aproximadamente 6,4
(BRASIL, 2002). A hidrolise da lactose tanto do leite como do soro de leite doce podem ser
realizada na faixa de pH obtida da enzima -galactosidase produzida neste trabalho a partir da
K. marxianus, essa possibilidade contribue na elaboracdo de produtos lacteos isentos de
lactose e também no reaproveitamento da lactose presente no soro de leite que é considerado

um subprodutos altamente poluente.

4.2.3 Estabilidade ao armazenamento da f-galactosidase soltvel

A enzima f-galactosidase obtida pela K. marxianus foi armazenada durante sete

semanas na forma nao liofilizada a 10 °C e liofilizada a -15 °C, conforme descrito no item
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3.3.3. A Figura 4.13 ilustra a manutencdo da estabilidade frente ao armazenamento,

relacionando a atividade residual e o tempo de armazenagem.
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Figura 4.13 - Estabilidade ao armazenamento da [-galactosidase soldvel nao liofilizada
armazenada a 10 °C e liofilizada mantida a -15 °C

De acordo com a Figura 4.13 € possivel observar que durante as sete semanas tanto a
enzima soluvel ndo liofilizada e a enzima soluvel liofilizada mantiveram atividade residual
superior a 80%. Os dois tipos de armazenamento para a enzima soluvel foram vidveis e se
mostraram adequados. Assim, a escolha entre liofilizada ou ndo liofilizada deve ser realizada
de forma a melhor atender as condi¢des do processo no qual a -galactosidase serd aplicada.

Jochems et al. (2011) avaliaram a estabilidade da [-galactosidase solivel e
imobilizada de K. lactis a 5 °C em tampao tris-HCL. Em um periodo de sete dias a enzima
solivel manteve 46% da atividade inicial e depois de 14 dias a enzima ji havia apresentado
perda de 80% da sua atividade inicial. Comparando estes resultados com os obtidos neste
trabalho da B-galactosidase de K. marxianus é possivel observar que a enzima ndo liofilizada
e liofilizada reterem cerca de 80% da atividade inicial em um periodo de aproximadamente de
50 dias, os valores obtidos foram maiores que os obtidos na imobilizac¢do da K. lactis, mesmo
em um tempo maior de 50 dias.

Ansari e Husain (2011) avaliaram a imobilizacao de -galactosidase de A. orizae em
um suporte constituido de concavalina A-Celite 545, realizaram a estocagem da enzima livre

e imobilizada durante 60 dias e observaram que a enzima imobilizada reteve 78% da atividade
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enquanto a livre reteve apenas 40%, comparado com os resultados obtidos neste trabalho para
B-galactosidase produzida de K. marxianus, tanto a enzima livre ndo liofilizada como a
lifiolizada apresentaram-se mais estaveis perdendo aproximadamente 20% da atividade inicial
em aproximadamente 50 dias, enquanto a de A. orizae imobilizada em concavalina A-Celite
545 em 60 dias perdeu 78% da atividade.

Em relagdo ao armazenamento vale destacar a importincia da liofiliza¢do da [-
galactosidase, pois este processo € considerado uma das técnicas promissoras, que vem sendo
muito utilizada para melhorar a estabilidade em longo prazo de proteinas e drogas labeis.
Nesse processo ha uma inibi¢do das degradag¢des quimicas e fisicas, fornecendo também facil
manuseio, transporte e armazemamento dos produtos (KASPER; FRIESS, 2011).

Giovanini (2014) obteve bons resultados no armazenamento de uma peptidase
purificada e posteriormente liofilizada de fungo Scopulariopsis knoingii. As amostras foram
acompanhadas durante 32 dias sem adjuvantes e algumas com adjuvantes como
maltodextrinas, apds os 32 dias as amostras sem adjuvantes manteram cerca de 70% da
atividade inicial, ja as amostras com maltodextrina apresentou 100% da atividade inicial.

Além das vantagens mencionadas em relacdo a liofilizacio de enzimas uma
possibilidade importante que deve ser considerada € a utilizacdo da liofilizagdo como técnica

para concentragdo das enzimas, conforme foi realizado nesse trabalho.
4.3 IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE
A resina Duolite A-568 foi avaliada antes e apds a imobilizagdo da enzima [-

galactosidase no MEV. Na Figura 4.14 € possivel visualizar o MEV antes da imobilizacdo a a)

30 x e ab) 300x.
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Figura 4.14 - Resina Duolite® A-568 ativada com solugdo de acido cloridrico 1 M e hidréxido
de sédio 1 M antes da imobilizacdo da -galactosidase a A) 30 X e B) 300 X

4.4 TESTES PRELIMINARES DE IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE

4.4.1 Avaliacdo da estabilidade da p-galactosidase solivel nas condicoes de

imobilizacao

Foi realizado o acompanhamento da enzima soldvel nas condi¢des de imobilizacao
utilizadas, para verificar qual a influéncia das condi¢des do processo em relagdo a desativacao
da enzima devido a temperatura, rotacdo e tempo. Na Figura 4.15 € possivel observar a

atividade residual em relacdo ao tempo do processo.

100 4 [ = =
IFTL
"t

\O
(=)
N 1

80
70-
60—-
50—-

Atividade Residual (%)

40-

30

T T T T T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tempo (minutos)

Figura 4.15 - Estabilidade da B-galactosidase solivel pH 7,3 nas condi¢des de imobiliza¢ao de
150 rpm e 25 °C
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Pela Figura 4.15 pode-se observar que a enzima manteve cerca de 100% da atividade
inicial nos primeiros 700 minutos. Em seguida, a enzima passou por redugdes significativas
em sua atividade com o decorrer do tempo. Em 1300 minutos a redugdo da atividade foi de
aproximadamente 80%. A diminui¢do da atividade (apds os 700 minutos) pode ser justificada
pela rotagdo (150 rpm) durante um longo tempo e pela possibilidade de contaminagdo do
extrato bruto enzimatico, que nao foi purificado.

A temperatura pode ser comparada com os resultados obtidos no item 4.3.1, no qual
definiu que a 30 °C a B-galactosidase soldvel na auséncia de rotagdo manteve 80% da sua
atividade inicial em 24 horas de incubag¢do, sendo assim na temperatura de 25 °C ndo era
esperado uma reduc¢do de atividade enzimatica de 70%, como ocorreu e pode ser observado na
Figura 4.15. Comparando também estes resultados com a estabilidade da enzima pB-
galactosidase solivel armazenada sob refrigeracdo, obtida no item 4.3.3 € possivel afirmar
que a condi¢do de rotagdo a 150 rpm, pode ter afetado a atividade, considerando que a enzima
armazenada sob refrigeracdo e sem agitacdo manteve 80% da sua atividade inicial apds sete
semanas € na avaliacdo das condi¢des de imobilizacio a enzima incubada em 150 rpm perdeu

cerca de 70% da sua atividade inicial.

4.4.2 Avaliacao do tempo de imobilizacdo da B-galactosidase

Inicialmente a avaliacdo do tempo de imobilizacdo foi realizada nos periodos de 1, 3

e 15 horas como € mostrado na Figura 4.16. A atividade recuperada foi calculada em relagao

ao tempo de imobilizacdo.
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Figura 4.16 - Avaliacdo do tempo de imobilizacdo ofertando 10 mL de extrato enzimatico em

0,5 g de resina a 150 rpm e 25 °C

6

Como observado na Figura 4.16, para um maior tempo, 15 horas, obteve-se uma

menor atividade recuperada, apenas 19%. Contudo, para imobilizacdes em menores periodos

como 1 e 3 horas a atividade recuperada alcangou aproximadamente 96% e 67%,

respectivamente. Com intuito de definir melhor o tempo de imobilizacdo foi feito uma nova

avaliacdo entre O e 3 horas.

A Figura 4.17 traz a avaliagdo do tempo na faixa de zero a trés horas em relacdo a

atividade recuperada calculada a partir da imobilizacao.



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo 80

100,00% 100,00% 100,00%

100 1 94,00%
83,61%
80
67,04%
60 -
40 1
20 1
0-
30 60 90 120 150 180

Tempo (minutos)

Atividade Recuperada (%)

Figura 4.17 - Avaliagcdo do tempo de imobilizagdo de 0 a 180 minutos ofertando 10 mL de
extrato enzimdtico em 0,5 g de resina a 150 rpm e 25 °C

Observando a Figura 4.17, nota-se que a atividade recuperada foi alta nos tempos de
imobilizacdo de 60 a 150 minutos, em 30 minutos a enzima apresentou cerca de 83% da
atividade, nos tempos de 90, 120 e 150 minutos a atividade foi méaxima (100%) e no tempo de
180 minutos a enzima passou por uma reducdo, perdendo aproximadamente 30% da sua
atividade. Assim sendo, o tempo determinado para o processo de imobilizacdo foi de 90
minutos, visto que foi o tempo necessario para alcangar a atividade recuperada méaxima.

Guidini (2009) estudou a imobiliza¢do de B-galactosidase de A. oryzae em resina de
troca idnica Duolite® A-568, em testes preliminares avaliou o tempo de imobilizacdo e
concluiu que as melhores atividades enzimaticas obtidas foram em tempos de imobilizacao
maiores que duas horas, comparando estes resultados com os obtidos nesse trabalho da
avaliagdo do tempo de imobilizacdo da B-galactosidase de K. marxianus é possivel concluir
que a enzima obtida necessitou de um tempo menor de imobilizacdo, sendo de apenas 90
minutos.

Tempos menores e eficientes sdo vantajosos para o setor industrial, possibilitando a
expansao do processo e até mesmo reduzir custos, devido ao menor tempo de utilizagao de

equipamentos.
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4.4.3 Avaliacio do volume de extrato enzimatico na imobilizacdo da p-

galactosidase

Para determinar o melhor volume de imobilizacdo foram conduzidos experimentos
variando a oferta de extrato enzimditico, como podem ser observados os resultados da

atividade recuperada das imobiliza¢des utilizando diferentes volumes na Figura 4.18.
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Figura 4.18 — Influéncia do volume ofertado na imobiliza¢do da -galactosidase em 0,5 g de
resina em 150 rpm e 25 °C

Como pode ser observado pela Figura 4.18, de acordo com o acréscimo no volume
ofertado ha um aumento na atividade recuperada, isso aconteceu até a oferta de 30 mL, a
partir deste valor a atividade recuperada € estdvel e mdxima, o que pode ser explicado pela
saturacao da resina de imobilizacao.

A atividade enzimética € varidvel nos extratos enzimaticos obtidos, dessa forma ¢é
dificil manter um padrdo considerando apenas o volume, pois pode haver diferencas
significativas. Assim, as condi¢des de 30 mL a 50 mL foram padronizadas em relacdo a

atividade ofertada e reproduzidas, os resultados obtidos sdo apresentados no item a 4.4.4.
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4.4.4 Avaliacao da atividade ofertada de enzima na imobilizacdo da pB-

galactosidase

A partir dos testes de variagdo de volume apresentados no item anterior foi possivel

padronizar as concentra¢des de enzimas que foram definidas de acordo com a Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Padronizacio da atividade ofertada de enzima em relacdo ao volume ofertado na

imobilizacao
Volume de enzima (mL) Atividade Ofertada (U)
30 27
40 37
50 46

Definidas as atividades ofertadas, utilizou-se a atividade enzimatica do extrato
enzimatico inicial para ponderar a oferta, desta maneira € possivel que os volumes ofertados
sejam maiores ou menores do que os volumes utilizados para definir as atividades ofertadas. E
apresentada na Figura 4.19 a variacdo da atividade ofertada em funcdo da atividade

recuperada durante o processo de imobilizagao da -galactosidase.
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Figura 4.19 - Influéncia da atividade enzimatica ofertada na imobiliza¢do da -galactosidase
em 0,5 g de resina em 150 rpm e 25°C

Como pode ser observado na Figura 4.19 obtida com a padronizacdo da atividade
ofertada na imobilizacdo, houve uma reducdo na atividade recuperada. As atividades
recuperadas nas ofertas iniciais de atividade de 27 e 37 U apresentaram uma atividade
recuperada de 90%. Na atividade ofertada de 46 U a atividade recuperada foi cerca de 70%. A
amostra com atividade ofertada de 46 U apresentou uma reducdo de aproximadamente 20%
na atividade recuperada quando comparada aos resultados das amostras com atividades de 27
e 37 U.

Na Tabela 4.4 sdo apresentados os valores obtidos de atividade enzimatica, volume

de oferta e atividade recuperada do experimento apresentado na Figura 4.19.
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Tabela 4.4 - Resultados obtidos das diferentes atividades enzimaticas ofertadas na
imobilizacdo da B-galactosidase em 0,5 g de resina

1
Volume Volume Atividade
Atividade correspondente a Atividade
Amostra Inicial enzimatica
ofertada (U) atividade Recuperada
(mL)* (8)]
ofertada (mL)**

Soldvel -- -- - 5,73 +0,10 -
Imobilizada 30 27 24 5,46 £ 0,25 90,59 + 0,30
Imobilizada 40 37 32 5,16 £0,01 90,00 = 0,16
Imobilizada 50 46 40 4,10 £ 0,40 71,48 0,05

*Volume utilizado no item 4.4.3 para definir as atividades ofertadas de enzima (U).
**0O volume correspondente a atividade ofertada calculado a partir da atividade enzimatica inicial da enzima na

forma soldvel.

Pela Tabela 4.4 & possivel observar que a atividade enzimética e a atividade
recuperada das amostras com atividade ofertada de 27 e 37 U apresentaram diferenca
extremamente pequena de 0,3 U e 0,59%, respectivamente. No entanto, a amostra com
concentracdo de 46 U exibiu uma redugdo mais aparente cerca de 1 U para atividade
enzimatica e aproximadamente 20% da atividade recuperada. Essa redu¢dao em uma atividade
ofertada maior pode indicar uma saturacdo do suporte de imobilizacdo, ou seja, ele nao
consegue reter mais enzima.

Também ¢é importante destacar na Tabela 4.4, a diferenca de volume utilizado em
cada atividade ofertada, como havia sido mencionado no item 4.3.2 os volumes ofertados
inicialmente eram variaveis em cada atividade ofertada, sendo assim estes foram
padronizados em atividade ofertada e foi possivel observar que o volume ofertado na
imobilizacdo correspondente as atividades ofertadas definidas foram menores do que os
utilizados no item 4.3.2. Para 27 U utilizou-se um volume de 24 mL, 6 mL a menos do
volume no qual a atividade ofertada foi definida, em 37 U foram necessarios 32 mL, 8 mL a
menos do volume em que foi baseada a atividade ofertada e por fim a 46 U utilizou um
volume com 10 mL a menos do valor inicial para padronizacdo da atividade ofertada. Vale
ressaltar que em determinados casos o volume a ser ofertado poderia ter sido maior, caso a
atividade incial da enzima soldvel a ser utilizada na imobiliza¢do fosse muito baixa, por
exemplo, se a atividade inicial da enzima soluvel era de 3 U, para imobilizar com uma

atividade de 27 U seria necessario ofertar 45 mL do extrato enzimatico.
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Diante do exposto, fica claro que tanto para a atividade ofertada de 27 U como para
37 U as atividades recuperadas foram altas (90%) podendo ser consideradas iguais, contudo
optou-se pela atividade ofertada de enzima em 27 U para padronizar as condicdes de
imobilizacdo, pois nessa condi¢do utilizou-se menos enzima para alcangar o mesmo resultado
da atividade ofertada de 37 U, isso se torna bastante relevante considerando o alto custo de
utilizagdo das enzimas nos processos industriais e toda economia possivel contribui para
valorizagdo do processo. Fazendo uma comparacdo em relacdo a quantidade de extrato
enzimatico utilizado na Tabela 4.4, para 27 U e 37 U utilizou-se 24 e 32 mL, respectivamente,
nesse caso optando pela oferta de 27 U haveria economia de 8 mL de extrato enzimético, ou

seja, 25% valor consideravel.

4.4.5 Avaliacao da imobilizacdo com a enzima B-galactosidase liofilizada

O extrato enzimatico usado na imobilizacdo foi liofilizado por 24 horas, se

apresentando como um p6 fino e esbranquicado, como pode ser observado na Figura 4.20.

Figura 4.20 - Extrato enzimatico liofilizado

O extrato enzimatico foi ressuspenso em metade do volume liofilizado em tampao
fosfato de sodio 0,2 M em pH 7,3, em seguida foi ofertado em diferentes volumes para
imobilizacdo em resina Duolite® A-568. A Figura 4.21 ilustra as imobiliza¢des utilizando a

enzima liofilizada em diferentes volumes.
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Figura 4.21 - Influéncia do volume ofertado de enzima liofilizada na imobiliza¢do da f3-
galactosidase em 0,5 g de resina a 150 rpm e 25 °C

Pela Figura 4.21 pode-se visualizar que a atividade recuperada nos diferentes
volumes ofertados foi crescente alcancando o valor maximo de 90% em 10 mL. Como foi
verificado no item 4.3.2 a atividade ofertada pode ser diferente em cada volume, nesse caso
para 5, 7 e 10 mL a atividade ofertada foram de 10, 12 e 11 U, respectivamente. Interessante
observar que o volume de 7 mL apresentou maior atividade ofertada que o volume de 10 mL.
Mesmo com a maior atividade ofertada o volume de 7 mL apresentou a atividade recuperada
de aproximadamente 50%, cerca de 40% menor que para o volume de 10 mL. Assim, mais
uma vez fica clara a grande variacdo das atividades ofertadas em cada extrato enzimético
obtido em diferentes fermentacoes. E necessério realizar a padronizacdo da atividade ofertada
na imobilizacdo como foi feito nos testes anteriores para o extrato bruto (sem liofilizacao).

Com o objetivo de avaliar a influéncia do processo de liofilizagdo na obteng¢do do
biocatalisador imobilizado reproduziu-se a condi¢do definida no item 4.3.4 ofertando uma
atividade inicial de 27 U obtida a partir do extrato liofilizado. Na Tabela 4.5 verifica-se uma
comparacdo entre a atividade recuperada obtida com a utilizacdo do extrato bruto com e sem

liofilizacdo.
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Tabela 4.5 - Comparagao entre a imobiliza¢dao da enzima nao liofilizada e liofilizada com
atividade ofertada de enzima 27 U nas condi¢des de 0,5 g de resina, 150 rpm e 25 °C

Atividade
Amostra Atividade enzimatica (U)
Recuperada (%)
Inicial Soluvel 7,21 -
Imobilizada com enzima
6,67 £0,25 90,59 £ 0,30
ndo liofilizada
Imobilizada com enzima
6,79 £ 0,05 93,69 +£0,70

liofilizada

De acordo com a Tabela 4.5 pode-se observar uma diferenga muito pequena entre as
atividades recuperadas (3,1%) e atividades enzimaticas (0,12 U) do biocatalisador obtido
utilizando a enzima ndo liofilizada e liofilizada na mesma atividade ofertada de 27 U. Como a
variacdo entre as amostras € muito pequena, niao chega a 5%, pode-se dizer que qualquer uma
das condig¢des utilizadas mostra-se viavel para imobilizagao da -galactosidase.

Neste trabalho, optou-se por utilizar a enzima liofilizada nos testes em que era
necessario modificacdo do pH e concentracdo do tampdo, pela necessidade de ruptura da
célula em 4gua deionizada, e posterior ressuspensdo do extrato liofilizado no tampao
desejado. Nos demais experimentos foram utilizados extratos brutos da enzima sem
liofilizagdo, alcancando reducdo de tempo de processo, assim como diminui¢do de custos
operacionais.

Com a atividade ofertada na imobilizacdo definida no item 4.3.5 como 27 U e a
conclusdo que € possivel utilizar tanto as amostras ndo liofilizadas como as liofilizadas,
optou-se por realizar uma reavaliacdo do tempo com a atividade ofertada de 27 U e a

utilizacdo da enzima liofilizada. Na Figura 4.22 esta representada a reavaliacdo do tempo.
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Figura 4.22 - Reavaliacdo do tempo de imobilizac¢@o do extrato enzimético liofilizado em 0,5
g de resina, 150 rpm e 25 °C

Como ¢ visualizada na Figura 4.22 a atividade recuperada foi méxima nos tempos
iniciais de 30 e 60 minutos. A partir de 90 minutos houve uma reducdo da atividade
recuperada até o fim do processo, sendo que o tempo de 180 minutos apresentou menor
atividade recuperada, cerca de 70%. O tempo definido para as condi¢des de imobilizacao foi
em 60 minutos, suficiente para obtencdo do biocatalisador imobilizado. Este tempo de
imobilizacao (60 minutos) corrobora com o trabalho de Giidaz et al. (2012) que estudaram a
imobilizacdo de B-galactosidase de Aspergillus oryzae em Resina Duolite® A-568 e definiram

este mesmo tempo de imobilizagao.

4.5 OTIMIZACAO DA IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE DE Kluyveromyces

marxianus

Baseado nos resultados obtidos da caracterizagdo da [(-galactosidase soldvel, dos
testes preliminares de imobilizacdo e resultados da literatura, de acordo com Campello et al.,
(2012), foram estimadas as faixas do planejamento que apresentou como vériaveis pH,
concentracdo do tampao e atividade ofertada.

Os resultados apresentados na Tabela 4.6, para a atividade recuperada de
imobilizacdo, obtidos a partir do Planejamento Composto Central (PCC), foram analisados

estatisticamente.
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Tabela 4.6 - Matriz com os resultados obtidos da atividade recuperada do processo de
imobilizacdo da B-galactosidase de K. marxianus

Concentracio Atividade
Atividade
Experimentos pH do Recuperada
Ofertada (U)
Tampao (M) (%)
1 6,80 (-1) 0,40 (-1) 22,00 (-1) 69,03
2 6,80 (-1) 0,40 (-1) 32,00 (+1) 73,66
3 6,80 (-1) 1,20 (+1) 22,00 (-1) 43,24
4 6,80 (-1) 1,20 (+1) 32,00 (+1) 47,28
5 7,80 (+1) 0,40 (-1) 22,00 (-1) 46,22
6 7,80 (+1) 0,40 (-1) 32,00 (+1) 55,61
7 7,80 (+1) 1,20 (+1) 22,00 (-1) 35,22
8 7,80 (+1) 1,20 (+1) 32,00 (+1) 39,55
9 6,46 (-a) 0,80 (0) 27,00 (0) 51,28
10 8,14(+a) 0,8 (0) 27,00 (0) 22,67
11 7,30 (0) 0,10 (-a) 27,00 (0) 49,04
12 7,30 (0) 1,50 (+a) 27,00 (0) 37,49
13 7,30 (0) 0,80 (0) 18,59 (-a) 51,28
14 7,30 (0) 0,80 (0) 35,41 (+a) 53,35
15 7,30 (0) 0,80 (0) 27,00 (0) 72,75
16 7,30 (0) 0,80 (0) 27,00 (0) 73,10
17 7,30 (0) 0,80 (0) 27,00 (0) 74,42

Observa-se na Tabela 4.6 que a atividade recuperada (AR) alcancada durante os
experimentos variou de 22,67% a 74,42%. Os maiores valores encontrados foram nos
experimentos 2, 16 e 17, sendo que os experimentos 16 e 17 correspondem ao ponto central e
o experimento 2 corresponde ao pH, concentracdo do tampdo no nivel -1 e atividade ofertada
no nivel +1.

Realizou-se a andlise da significancia dos pardmetros do modelo a partir dos p-
valores encontrados pelo teste t-Student, em que X; representa o pH, X, a concentragdo do
tampao e X3 a atividade ofertada na imobilizagdo. O PCC foi considerado em nivel de
significancia de 95%. Foram estimados os coeficientes de regressdo das varidveis e interacoes

(Tabela 4.6), bem como os valores dos niveis de significancia relacionados a estes. Sao



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo

90

representados na Tabela 4.7 todos os parametros lineares (L), as interagdes e os termos

quadraticos (Q) das trés variaveis estudadas.

Tabela 4.7 - Resultado da regressao multipla aplicada ao PCC sobre o resultado da atividade
recuperada da imobilizacdo da B-galactosidase

Coeficiente de

Fatores Regressio Erro Padrao p-valor
Média 73,1200 0,508462 0,000048
X; (L) -7,6707 0,238570 0,000966
X1 (Q) -11,1497 0,264261 0,000561
Xy (L) -7,0403 0,234480 0,001107
X2 (Q) -8,3404 0,246349 0,000871
X3(L) 1,8937 0,238452 0,015488
X3(Q) -5,7050 0,263729 0,002130

X1Xs 3,1390 0,311569 0,009709
X1 X3 0,6300 0,311569 0,180550
XoX3 -0,7059 0,311569 0,151692

Apé6s a regressao multipla, obteve-se a Equacdo 4.6 completa com todos os

parametros:

AR = 73,12 —7,67X; — 11,15X? — 7,04X, — 8,34X2 + 1,89X; — 5,71X2 + 3,14X, X, +

0,63X, X5 — 0,71X, X5

(4.6)

Da Tabela 4.7 verifica-se que as variaveis significativas do modelo foram: o pH , a

concentracdo do tampao e a atividade ofertada nos seus termos lineares (X] (L), X2 (L) e X3

(L)) e quadraticos (X1 (Q), X2 Q) e X% (Q)) e a interacdo pH e concentracdo do tampao

(X1X3)' Na Tabela 4.8 sdo apresentados os parametros significativos apds a retirada dos

termos nao significativos.
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Tabela 4.8 - Resultado da regressdo multipla aplicada ao PCC sobre o resultado da atividade
recuperada da imobilizacdo da B-galactosidase com parametros siginificativos

Fatores Coeficientes Erro Padrao p-valor
de Regressao
Média 73,1200 0,508462 0,000048
X (L) -7,6707 0,238570 0,000966
X1 (Q) -11,1497 0,264261 0,000561
X, (L) -7,0403 0,234480 0,001107
X2 (Q) -8,3404 0,246349 0,000871
X3(L) 1,8937 0,238452 0,015488
X3(Q) -5,7050 0,263729 0,002130
X1X3 3,1390 0,311569 0,009709

Utilizando os resultados, para atividade recuperada (AR) da imobilizacdo
apresentados, na Tabela 4.8, ap0s a regressdo multipla, obteve-se a Equacdo 4.7 com os

parametros significativos.

AR = 73,12 — 7,67X; — 11,15X% — 7,04X, — 8,34X7 + 1,89X; — 5,71X% + 3,14X, X,
4.7)

De acordo com a Equagdao 4.7 pode ser verificado, pelos coeficientes, que um
aumento do pH (X;) e da concentracdo do tampao (X) influéncia negativamente a atividade
recuperada, ou seja, quanto maiores esses valores menor sera a atividade recuperada. Ja a
atividade ofertada (X3) indica que um aumento na atividade ofertada implica positivamente na
atividade recuperada. O pH é o que mais influéncia na resposta da atividade recuperada
seguido da concentragdo do tampao e por ultimo a atividade ofertada na faixa estudada.

Pela analise de varidncia (ANOVA) € possivel observar pela Tabela 4.9, que o Fy.
foi significativo. O resultado de F calculado (Fcqc) foi superior ao F tabelado (Fr) para um
nivel de significancia de 5%. Esses resultados indicam uma boa concordéncia entre os valores

experimentais e previstos pelo modelo, expressos na Figura 4.19.
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Tabela 4.9 - ANOVA para resposta da atividade recuperada da imobilizacao de -

galactosidase
Fonte de Soma de Graus de Quadrado
F.ac p-valor
variacdo  Quadrados Liberdade Médio
Regressdao  3397,353 7 485,336 8,477 0,00506

Residuos 396,876 9 57,251
Total 3794,229
Fr=F7.9,005= 3,676

O coeficiente de determinacdo (R?) obtido apés o ajuste dos dados experimentais ao
modelo foi 0,90 o que indica uma boa concordancia entre os valores experimentais € 0s
previstos pelo modelo. O R?=0,90 indica que 90% da variabilidade dos dados experimentais
foram explicados pela equacdo empirica proposta.

A andlise estatistica dos resultados experimentais € apresentada nas Figuras de 4.23 a

4.25.
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Figura 4.23 - Distribui¢ao de residuos relativos a imobilizagdo de B-galactosidase
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Valores Preditos

Figura 4.24 - Valores preditos em relagdo aos valores observados a imobilizagdo de f3-
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Figura 4.25 - Valores dos residuos em relagdo ao valor normal esperado para imobilizacdo de

B-galactosidase

Pela Figura 4.23 pode ser visualizado que a distribui¢do dos residuos se apresenta
aleatoriamente em torno de zero, sem representar tendéncia em relacdo a distribuicao. Na
Figura 4.24 observa-se que as respostas obtidas dos experimentos de imobiliza¢do da enzima

apresentaram valores proximos aos fornecidos pela Equacao 4.7.



Capitulo 4 — Resultados e Discussdo 94

Os residuos se mostraram aleatorios, independentes e identicamente distribuidos,
com distribuicdo normal de média zero e variancia constante conforme Figura 4.25.

A partir do modelo obtido foi possivel construir as curvas de contorno, que mostram
a influéncia do pH, concentra¢do do tampao e atividade ofertada na atividade recuperada da
imobilizacdo da B-galactosidase de K. marxianus. As curvas de contorno sdo ilustradas na

Figura 4.26.

g1 S s
o e’
£ 12 s 32
£ = 50
P'N 1,0 E
S @ 2%
%06 2
£ T2
§ 04 )
: £ ]
S o2 < Q 20 =
36 T4
6,6 68 7.0 72 74 7.6 78 80 g 66 68 70 72 74 76 78 80 =¥
H LK B 10
p pH
~ _
S 34
N’
2 32
= 30
T
8 28
=)
T 26
T 24
-
= 22
20 =
50

02 04 06 08 1,0 12 14 Ll

I 30
Concentra¢io do Tampio (M) ™

Figura 4.26 - Curvas de contorno da influéncia do pH, concentra¢do do tampao e atividade
ofertada na atividade recuperada da imobilizacdo da -galactosidase.

Na Figura 4.26 as curvas de contorno indicam as regides Otimas, analisando a
influéncia das varidveis estudadas na resposta atividade recuperada. Os melhores resultados
foram obtidos para valores de pH entre 6,9 a 7,3, concentra¢do do tampao entre 0,4 a 0,8 M e
atividade ofertada entre 24 e 31 U.

Campello et al., (2012) avaliaram a imobilizacao de B-galactosidase de K. lactis em
Eupergit® e obtiveram como resultados uma influéncia negativa do pH e influéncia positiva
da forca i0nica do tampdo e volume de enzima ofertado. Tanto o resultado para pH como
volume de enzima sdo similares aos obtidos neste trabalho, entretanto o efeito da for¢a idnica
foi contréria, pois eles concluiram que o aumento na forca i6nica melhorava o rendimento da

imobilizacdo, este resultado pode ser explicado pelo suporte utilizado na imobilizacdo que é
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de natureza hidrofobica e com o aumento da concentracdo de sais houve um favorecimento
das forcas hidrofébicas, sendo favorecido em altas forcas iGnicas. Desse modo a diferenca
entre o estudo deles e o trabalho em questao foi devido a utilizacdo de suportes distintos que
eram respectivamente, Eupergit® e resina Duolite® A-568.

A concentracdo do tampdo expressa em forca idnica, promoveu um acréscimo na
atividade recuperada até 0,8 M, contudo concentracdes do tampao maiores que 0,8 M foram
suficientes para afetar negativamente a atividade recuperada da imobilizagdo da p-
galactosidase. A adsorcdo é sensivel a variacdes de forca idnica, de acordo com Ferreira
(2001) apud Leaver et al. (1996), quanto maior a forca i6nica do tampdo (maior
concentracdo), menor serd a quantidade de substancia adsorvida, pois existe competicao entre
as proteinas e os ions presentes na solucdo do tampao pelo sitio de adsor¢do da resina. Por
outro lado, a alta for¢a i6nica também pode levar a desnaturacido proteica da enzima. Desse
modo, fica claro que tudo dependerd do processo de adsorcdo da proteina e também do tipo de
suporte utilizado na imobilizagdo. E € necessario que essa varidvel seja escolhida com
cuidado para obter o equilibrio correto entre ligacdo méxima da enzima e o suporte e que a
desnaturacdo seja minima (Campello et al., 2012).

Em relacdo ao pH, valores superiores a 7,3 interferiram negativamente na atividade

oo

recuperada do processo de imobilizacdo, essa consequéncia pode estar relacionada
estabilidade da enzima, o que € coerente com os resultados obtidos no item 4.3.2 relativos a
caracterizacdo da enzima soluvel quanto ao pH, tendo como pH de maior estabilidade 7,3.
Além disso, a elevacao do pH também pode gerar a desnaturacdo da proteina.

A atividade ofertada afeta positivamente a atividade recuperada da imobiliza¢do de
B-galactosidase, a faixa 6tima foi de 24 a 31 U. Liu et al. (2012) avaliaram a imobilizacao de
B-galactosidase de K. fragilis em ep6xi nanométrico magnético para sintese de
galactooligossacarideos. Na imobiliza¢do variaram a concentragdo enzimatica de 1 a 6 mg de
proteina.mL™ dessa forma, concluiram que a atividade de recuperacdo da imobilizacdo
aumentou de 1 a 4 mg de proteina.mL" e apds esse valor houve uma reducdo. Os resultados
podem ser comparados com os obtidos neste trabalho, nesse estudo em questdo a
concentracdo foi baseada na atividade ofertada (24 a 31 U) e da mesma forma houve um
aumento até 31 U e depois desse valor uma reducdo da atividade recuperada, o mesmo
aconteceu no trabalho mencionado, j4 que ap6s 4 mg de proteina.mL™" o resultado também foi

negativo. Esse fato pode ser justificado pela saturac@o ou inibi¢do do suporte utilizado.
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Foi realizado, em triplicata, um experimento de valida¢cdo do modelo nas condi¢des
do ponto central que foi o melhor ensaio (pH 7,3, concentragdao do tampao 0,8 M e atividade

ofertada 27 U). A Tabela 4.10 ilustra os resultados da validacao.

Tabela 4.10 - Atividade recuperada obtida no experimento de validacdo do PCC

Ensaio Atividade Recuperada (%)
1 71,06
2 69,01
3 73,52

De acordo com a Tabela 4.10 € possivel observar que a atividade recuperada média
obtida nos experimentos de validagdo foi de 71,19% valor pr6ximo ao predito pelo modelo de

73,12%, o erro experimental foi de apenas 2,6% valor inferior ao nivel de siginificincia a 5%.

4.5 IMOBILIZACAO COM A ENZIMA COMERCIAL

. . . - . . . . ®
A avaliacdo da imobilizacdo foi realizada com a enzima comercial Lactozyme™ em

tampao fosfato de sédio 0,8 M e pH 7,3, os resultados podem ser observados na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 - Resultados referentes a imobilizagio da enzima comercial Lactozyme®
Atividade Ofertada 27 U  Atividade Ofertada 54 U

Atividade Inicial (U) 27,00 54,00
Atividade da enzima
16,52 33,10
imobilizada (U)
Atividade Recuperada (%) 61,19 61,30

Como pode ser observada na Tabela 4.11 mesmo a enzima comercial que é de alta
pureza, apresentou reducdo na atividade da enzima imobilizada. A atividade recuperada média
fol de 61% para as duas atividades ofertadas. De acordo com os resultados da atividade
enzimatica ap0s a imobilizacdo € possivel notar uma reducdo de 10,48 e 20,90 U de atividade
enzimatica correspondente as atividades ofertadas de 27 e 54 U, respectivamente, comparando

a atividade da enzima soluvel com a atividade da enzima imobilizada.
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Foi realizada uma comparagdo entre os resultados obtidos da imobiliza¢cdo com o
extrato enzimético bruto produzido pela fermentacdo da levedura K. marxianus e a enzima

comercial Lactozyme®, como pode ser verificado na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 - Comparagao entre a imobilizacdo da enzima [-galactosidase produzida e a [3-
galactosidase comercial Lactozyme® com atividade ofertada inicial de 27 U; pH 7,3; 150 rpm
e 25 °C na imobilizacdo
Imobilizacao da B-

Imobilizacao com f3-
galactosidase comercial
galactosidase produzida

Lactozyme®
Atividade Inicial (U) 27,00 5,73
Atividade da enzima
16,52 5,37
imobilizada (U)
Atividade Recuperada (%) 61,19 90,59

Como pode ser observada na Tabela 4.12, comparando as atividades enzimaticas das
enzimas imobilizadas com a enzima comercial e com a enzima produzida houve uma reducao
de 10,48 U e 0,36 U, respectivamente da atividade inicial para a atividade da enzima
imobilizada. Desse modo, € possivel concluir que a enzima produzida apresentou potencial
para imobilizacio em resina Duolite® A-568 se sobressaindo aos resultados quando
comparados a enzima comercial. A atividade recuperada da enzima produzida também foi
superior a da comercial sendo de 90,59%, enquanto a comercial apresentou atividade
recuperada de 61,19%, ou seja, a B-galactosidase produzida apresentou atividade recuperada

29,4% maior que a comercial.

4.6 IMOBILIZACAO EM SERIE DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE

Quando se obtém o extrato enzimatico bruto é possivel que além da enzima de
interesse, -galactosidase, uma série de outras proteinas e demais interferentes podem estar
nessa solugdo, estes podem apresentar atividade catalitica indesejavel em relacdo aos
substratos ou mesmo os produtos. Para as reacOes biotecnoldgicas € interessante ter enzimas
que apresentem alta eficiéncia, nesse caso € vidvel eliminar estes interferentes que podem

estar presentes no processo (BARBOSA et al., 2015).
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Técnicas de purificacdio devem ser introduzidas para melhorar a aplicacdo das
enzimas nos processos, contudo essa adi¢do pode gerar aumentos significativos de custos.
Assim, é muito interessante tentar unir purificagdo e imobilizacdo em uma unica etapa
(GARCIA-GALAN et al., 2011).

Com intuito de avaliar o processo de imobilizacio como estratégia para pré-
purificacdo do extrato enzimatico produzido foram realizados testes com duas imobilizacoes,
sendo a primeira etapa caracterizada como uma pré-purificagdo e a imobiliza¢do propriamente

dita na segunda etapa. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13 - Resultados da pré-purificacdo da enzima -galactosidase

Amostra Atividade Enzimatica (U) Atividade Recuperada (%)
Inicial (soldvel) 11,23
Primeira imobilizacdo 2,56 22,80
Sobrenadante da primeira
7,68 -
imobilizacdo
Segunda imobilizagao* 5,04 65,63

*Utilizando sobrenadante residual da primeira imobilizacio

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.13 as duas imobilizacdes
foram eficientes para aumentar a atividade enzimaitica. A atividade enziméitica da enzima
solivel usada na imobilizacdo foi de 11,23 U, apds a primeira imobilizacao (pré-purificagdo)
obteve-se uma atividade de apenas 2,56 U para a enzima imobilizada, atividade baixa
comparada a inicial, apresentou uma redugdo de 8,67 U, ou seja, provavelmente muitos
interferentes ocuparam o lugar da enzima no suporte impedindo o acesso da mesma. Logo,
pode-se notar que ja na segunda imobilizacdo a redu¢do de atividade enzimaética foi menor, a
atividade inicial dessa imobilizagdo passa a ser a atividade do sobrenadante restante da
primeira imobiliza¢do que foi utilizado na segunda imobilizacao.

A atividade enzimatica inicial do sobrenadante foi de 7,68 U e a atividade enzimatica
da segunda imobilizac¢do foi de 5,03 U, assim a reducdo de atividade foi de apenas 2,65 U,
comparando com a primeira imobilizagdo (pré-purificacdo) pode-se dizer que na primeira teve
uma reducdo de aproximadante 71% enquanto na segunda apenas 34% de reducdo na
atividade enzimatica.

Esse aumento de atividade enzimatica na segunda imobiliza¢do pode ser justificada

pelo incremento de pureza do extrato enzimdtico, visto que parte das impurezas que
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apresentaram afinidade com a resina podem ter sido retidas na primeira imobiliza¢do e na
segunda imobiliza¢do mais enzimas ([-galactosidase) foram adsorvidas na resina aumentando
assim a atividade enzimética.

Comparando as duas imobilizagdes com os testes anteriores de apenas uma
imobilizacdo, pode-se observar em determinado ensaio em uma unica imobilizacdo, a
atividade incial era de 11,82 U apds a imobilizacdo a atividade da enzima imobilizada foi de
apenas 3,84 U, muito baixa. Ou seja, duas imobiliza¢des poderiam ter dobrado o valor da

enzima imobilizada pela segunda vez como foi indicado na Tabela 4.13 (2,56 U para 5,04 U).
4.7 TESTES PRELIMINARES DA RETICULACAO COM GLUTARALDEIDO

Para reticulacdo com glutaraldeido realizaram-se testes preliminares variando a
concentracdo da solucdo. Apds a reticulacdo avaliou-se também a estabilidade em 2 horas a

30 °C. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 - Avaliacdo da reticulagdo com glutaraldeido em diferentes concentracdes

Concentracao de Glutaraldeido

0,14 (g.L'" 0,35 (gL' 3,50 (gL
Atividade Inicial (U) 14,56 11,58 17,27
Primeira
2,28 2,14 2.20
Imobilizagédo (U)
Segunda
6,22 5,70 5,51
Imobilizagdo (U)
Reticulacdo com
3,89 2,07 0,36
glutaraldeido
Estabilidade em
2,69 1,82 -

30 °C a 2 horas

A Tabela 4.14 apresenta os resultados referentes as variacdes das concentragcdes da
solucio de glutaraldeido. E possivel observar que o glutaraldeido afetou a atividade
enzimatica, sendo que quanto maior a concentracdo da solucio de glutaraldeido maior foi a
reducdo na atividade enzimética. Utilizando uma solucgéo a 3,5 g.L'1 a atividade enzimatica foi

0,36 U apresentando uma reducdo de cerca de 93% em relagdo a atividade da segunda
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imobilizacdo, para 0,35 g.L"' a reducio foi de 68% (5,70 U para 2,07 U) e para 0,14 gL' a
reducdo foi de 37% (6,22 U para 3,89 U).

A estabilidade em 2 horas foi realizada nas duas menores concentracdes € mesmo
com a reticulacdo com glutaraldeido houve perda na atividade durante o tempo de incubagdo a
30 °C, na concentracdo de 0,35 g.L'1 a reducdo foi de 12% (2,07 U para 1,82 U) enquanto
para 0,14 g.L'1 a reducdo foi de 31% (3,89 U para 2,69 U). As duas concentragdes tiveram as
suas atividades diminuidas com o glutaraldeido, contudo pode-se observar que na
concentracdo de 0,35 g.L'1 a perda de atividade foi menor em relacio a concentracio de 0,14
g.L'" pois a sua reducio foi de apenas 12%, enquanto a outra teve 31% da sua atividade
perdida, assim pode-se dizer que a concentracdo mais baixa de glutaraldeido nao foi suficiente

para manter a estabilidade durante as duas horas a 30 °C.



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

v' A produgdo da B-galactosidase foi possivel e satisfatoria pela fermentagdo
submersa da Kluyveromyces marxianus, utilizando como principal fonte de
carbono o permeado de soro de leite.

v A partir da caracterizagdo da enzima B-galactosidase soldvel observou-se que a
estabilidade térmica da enzima é limitada, sendo mais estavel a 30 °C. A
estabilidade ao pH foi da faixa de 6,0 a 7,3, com a melhor estabilidade a pH 7,3.
Em relacdo a estabilidade ao armazenamento, tanto a enzima solivel ndo
liofilizada como na forma liofilizada, alcancaram uma atividade de cerca de 80%
mesmo apds sete semanas de armazenamento.

v O método de imobilizacio da enzima B-galactosidase em resina Duolite® A-568
apresentou melhor atividade recuperada (90,59%) do biocatalisador em atividade
ofertada de 27 U e tempo de imobilizacdo de uma hora para 0,5 g de resina,
resultados definidos a partir dos testes preliminares.

v" Na comparagdo dos métodos de imobilizagdio com a enzima ndo liofilizada e
liofilizada foi possivel concluir que pode-se optar por qualquer uma das enzimas,
considerando que nio houve diferenca entre as duas formas na atividade
recuperada do biocatalisador.

v" Os melhores resultados obtidos do Planejamento Composto Central, que avaliou
a influéncia do pH, concentracdo do tampdo e atividade ofertada na atividade
recuperada da enzima imobilizada foi nas faixas de pH 6,9 a 7,3, concentragcdo
do tampao de 0,4 a 0,8 M e atividade ofertada de 24 a 31 U.

v' Pela reticulagio com glutaraldeido foi possivel concluir que o aumento da
concentracdo causou diminuicdo na atividade da enzima imobilizada, na maior
concentracao de 3,5 g.L'1 houve uma reducdo de cerca de 93% da atividade
enzimatica.

v" Realizando testes com a enzima [-galactosidase produzida pela levedura K.

lactis, Lactozyme® comercial, foi possivel observar que houve perdas na
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atividade enzimatica com a imobiliza¢do na resina Duolite A-568 para as duas
concentracdes de 27 e 54 U.

v" A imobilizac¢do em série realizada com duas imobilizacdes do extrato enzimatico
foi importante para aumentar a atividade enzimatica da enzima imobilizada, o
valor da primeira imobilizac¢do para a segunda foi praticamente duplicado.

v As condi¢des estudadas mostram o potencial de aplicagdo da enzima -
galactosidase produzida pela Kluyveromyces marxianus e imobilizada pela
resina Duolite® A-568, deve-se se dar uma atengdo para as técnicas de
purificacdo com intuito de aumentar a atividade enzimatica e também observar
com cuidado as condi¢des de imobilizagdo com o objetivo de sempre maximizar

as condicdes.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Caracterizar o biocatalisador imobilizado em termos de pH, temperatura, estabilidade,
reuso e estocagem;

Avaliar a hidrélise de lactose do permeado de soro de leite pela enzima J3-
galactosidase imobilizada em reator de leito fixo com reciclo.

Avaliar a hidrélise da lactose em leite comercial pela enzima [-galactosidase
produzida.

Utilizar o sobrenadante restante das imobilizacdes e liofilizar para uma nova

imobilizacio em resina Duolite® A-568.
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APENDICE

APENDICE A
DETERMINACAO DE GLICOSE

A glicose-oxidase catalisa a oxidagd@o da glicose de acordo com a seguinte reacao:

Glicose+0, +H,0— Acido Glucénico +H,0,

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

glicose na amostra.

2H,0, +4— A min oantipirina + fenol —*2— Antipirilquinoni min a + 4H,O

O kit Glicose Liquiform contém 1000 mL de Reagente 1 € 5 mL de Padrdo. O
Reagente 1 é apresentado pronto para uso utilizando metodologia enziméatica de grande
especificidade analitica, de simples e facil aplicagdo em laboratorio.

O método pode ser utilizado em técnica manual e € facilmente aplicivel em
analisadores semi-automaticos e automaticos capazes de medir com exatidao a absorbancia
entre 490 e 520 nm.

Na Tabela abaixo estd descrito um esquema de como devem ser preparadas as

amostras para se determinar o teor de glicose.

Tabela — Teste glicose-oxidase
Branco Teste Padrao

Amostra - 0,02 mL -
Padrdo -- - 0,02 mL
Reagente 1 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL




Misturar vigorosamente € incubar em banho-maria a 37 +/- 2°C durante 10 minutos.
Apos esse tempo, as amostras eram lidas as absorbancias a 505 nm em espectrofotdmetro,
considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de absorbancia em fun¢do da

absorbancia da amostra padriao (Equa¢do) obtém-se a concentracio de glicose.

100

) mg Absorbancia do Teste
Glicose (—)

dL - Absorbancia do Padrao

Assim foi possivel determinar a concentrag@o de glicose usando o kit Labtest.



APENDICE B

A concentragdo celular foi obtida por massa seca, 150 mL do caldo fermentado
foram retiradas do reator e centrifugado sob refrigeracdo (27 200 g, 4 °C, 10 minutos), o
sobrenadante era descartado, o decantado era ressuspendido em 4gua deionizada e colocadas
em estufa a uma temperatura de 80°C até que sua massa permanecesse constante. A massa
seca era obtida pela diferenga entre a massa final e a massa do recipiente.

Os resultados utilizados para determinacdo da curva padrdo, bem como o grafico e a

equacgdo da curva padrdo obtida sdo apresentados abaixo.

Concentracdo
Absorbancia .
de Células g.L”
0,698 0,31410
0,603 026175 ~ 0
| |
= 03 -
0,504 0,20940 P
L; 0,25 -
0,381 0,15705 2 0o -
0,260 0,10470 2 015 |
0,197 0.07852 % o1
£ 0,05 - y = 0,4456x - 0,007
0,163 0,06282 % ) R? = 0.9961
0,133 0,05235 © 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
0,102 0,03926 Absorbancia (NM)

0,062 0,03141




