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RESUMO

No Brasil ndo ha um consenso sobre a prevaléncia da intolerancia a lactose, mas estima-
se que 40% a 60% da populacéo seja intolerante a lactose. Nos ultimos anos, a industria
alimenticia desenvolveu uma ampla gama de produtos com lactose reduzida objetivando
gue uma pessoa intolerante ndo desista de consumir produtos lacteos. A producéo de leite
com reducao de lactose ¢ feita utilizando a enzima [-galactosidase que tem a capacidade
de quebrar a lactose em glicose e galactose. Enzimas sdo catalisadores de alto custo e o
Seu uso torna o processo oneroso. A imobilizacdo € um processo de retencdo de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. A recuperacao e
reutilizacdo de enzimas através de biocatalisadores imobilizados torna o processo
economicamente viavel, por isso tem sido considerada uma técnica promissora para
tornar competitiva a aplicacdo de enzimas em larga escala. Neste trabalho foi estudada a
imobilizacao da B-galactosidase de Bacillus licheniformis em resina de troca iénica. O
processo de imobilizacdo foi testado em resinas Duolite A568 e Amberlite XAD761,
sendo que a Duolite A568 apresentou melhor retencdo da atividade enzimatica. A
influéncia da concentracéo da enzima, do tempo e da presenga do substrato no processo
de imobilizag&o foi testada preliminarmente. A melhor condigédo de imobilizagéo foi: 43
mL.L de enzima na solugio de imobilizagdo, 2 horas de reacdo e que o substrato no
processo de imobilizacdo ndo incrementou a atividade imobilizada. Na sequéncia foi
avaliada a imobilizacdo em diferentes tampdes e forgas idnicas e o tampdo BR 20 mM foi
escolhido para a sequéncia desta pesquisa por possuir uma ampla faixa de pH ajustavel.
Um Planejamento Composto Central Rotacional (PCCR) foi proposto para avaliar o
processo de imobilizacdo em relacdo as variaveis: concentracdo da enzima, forca idnica e
pH da solucédo de imobilizacdo. As condi¢bes que maximizaram a resposta foram: forca
ionica de 40 mM, pH 4,0 e concentracdo da enzima em 43 mL.L™. Posteriormente foi
estudado a influéncia das ligacdes multipontuais na atividade da enzima imobilizada,
utilizando solucéo tampao pH 9,0 a 25°C por 24 horas, e liga¢des cruzada com diferentes
concentracdes de glutaraldeido. Foi verificado que a etapa de estabilizacdo interferiu
drasticamente na atividade da enzima imobilizada, sendo inviavel a utilizacédo desta etapa
nas condicdes experimentais deste trabalho. A reticulacdo com diferentes concentracbes
de glutaraldeido apresentou influéncia significativa na atividade da enzima imobilizada,
sendo que maiores concentracdes do glutaraldeido (3,5 g.L™) impactou negativamente na
atividade enzimatica retida no suporte, mas demonstrou 92% e 69% de estabilidade em
relacdo ao nimero de usos nas temperaturas de reacdo de 40°C e 5°C respectivamente.
Por outro lado, a utilizagéo de glutaraldeido em menor concentracéo (1,0 g.L ™) néo afetou
a atividade da enzima imobilizada e também ndo ofereceu boa estabilidade ao
biocatalisador, atingindo a atividade relativa de 63% apds 6 usos a 40°C e de 48% apds 3
usos a 5°C. Por fim, os testes de armazenamento por 36 dias reafirmaram a teoria de que
a utilizacdo do glutaraldeido como agente reticulante melhora a estabilidade do
biocatalisador imobilizado.

Palavras-chave: intolerancia a lactose, 3-galactosidase, Bacillus licheniformis, Duolite
A568, imobilizagdo de enzima.



ABSTRACT

In Brazil, there is no consensus about prevalence of lactose intolerance, although it is
estimated to be between 40% and 60% of the population. In the last years, the food
industry developed a wide range of lactose-reduced products aiming to allow the
intolerant person to keep consuming dairy products. The lactose-reduced milk is produced
with the enzyme B-galactosidase, which has the ability of breaking the lactose into
glucose and galactose. Enzymes are expensive catalyzes and their use burdens the cost of
the whole process. The retention of a biomolecule inside of a reactor or analytical system
is called immobilization. The recover and reuse of enzymes through immobilized
biocatalyzers makes the process affordable; so, the enzymatic immobilization has been
considered the most promising method to turn the use of enzyme in large-scale more
competitive. The aim of this work was the study of immobilization of 3-galactosidase of
Bacillus licheniformis in ion exchange resin. The immobilization process was tested in
Duolite A568 and Amberlite XAD761 resins. The Duolite A568 showed better retention
of the enzymatic activity and was chosen to be used at this study. The influence of enzyme
concentration, duration and substrate presence in the immobilization process was tested
previously. The best condition of immobilization was: 43 mL.L? of enzyme in the
immobilization solution, 2 hours of reaction and the substrate didn’t improve the
immobilized activity at this process. Then, the immobilization was evaluated in different
buffers with diverse ionic strengths. The best result was obtained with BR 20 mM buffer
because of its wide range of adjustable pH. A Central Composite Rotational Design
(CCRD) was proposed to evaluate the immobilization process for the variables:
enzymatic concentration, ionic strength and pH of the immobilization solution. The
conditions that maximize the response are: ionic strength of 40 mM, pH 4.0 and
enzymatic concentration of 43 mL.L™. Then, the influence of multipoint attachment on
the activity of immobilized enzyme was studied by using buffer solution pH 9.0 at 25°C
for 24h. The influence of cross-linking through the use of glutaraldehyde in different
concentrations as reticulant agent was also assessed. The stabilization step drastically
impacted the activity of the immobilized enzyme, making the use of this step impossible
at the experimental conditions of this study. The reticulation with different concentrations
of glutaraldehyde showed significant influence on the activity of the immobilized
enzyme; higher reagent concentrations (3.5 g.L ) negatively impacted the enzymatic
activity on the support, but showed stability of 92% and 69% related to number of uses
in temperatures of reaction of 40°C and 5°C, respectively. On the other hand, the use of
glutaraldehyde at lower concentrations (1.0 g.L™) didn’t affect the activity of the
immobilized enzyme and didn’t show good stability to the biocatalyzer, achieving the
relative activity of 63% after 6 uses at 40°C and 48% after 3 uses at 5°C. At last, the
storage tests for 36 days corroborated the theory that the use of glutaraldehyde as
reticulant agent improves the stability of the immobilized biocatalyzer.

Keywords: lactose intolerance, B-galactosidase, Bacillus licheniformis, Duolite A568,
enzyme immobilization.
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O leite € um alimento composto por nutrientes fundamentais a manutencéo da salde e
a lactose é o principal carboidrato presente nele. De acordo com Pereira et al. (2012), 65% da
populacdo mundial apresentam intolerancia a lactose, ou seja, tem dificuldade para digerir esse
carboidrato apds ingerirem leite e derivados.

Existem no mercado produtos alternativos com teores reduzidos de lactose, capazes de
suprir as necessidades nutricionais de pacientes diagnosticados com intolerancia a lactose
(MATTAR; MAZO, 2010). Dentre esses produtos podemos destacar os iogurtes, queijos duros
e leites processados com baixos teores de lactose. Esse é um nicho de mercado em expansao,
favoravel para investimento das industrias lacteas (ROSA; REVILLION, 2011). De acordo com
Rocha e Roepcke (2015), o Brasil foi responsavel por 29% dos lancamentos de produtos com
reducdo de lactose na América Latina entre 2010 e 2014, e segundo Sato (2016) ha um claro
aumento na porcentagem de novas bebidas e produtos alimenticios que se posicionam “sem ou
com redugdo de lactose”. O banco global de dados de novos produtos da Mintel (Global New
Products Database - GNPD) mostrou que 5,9% dos langcamentos no Brasil, em 2015, de
alimentos e bebidas, trouxeram informac6es na embalagem indicando quantidade reduzida, ou
auséncia, de lactose. Comparando com os anos anteriores, esse percentual foi de 3,8% em 2014
e 3,1%, em 2013.

Para a obtencdo de produtos lacteos com baixos teores de lactose, a indUstria lactea faz
uso da enzima B-galactosidase. Esta enzima ocorre amplamente na natureza podendo ser isolada
de animais, plantas ou microrganismos. A producdo dessa enzima a partir de microrganismos €
a forma mais importante tecnologicamente e com maiores rendimentos. Os parametros
enzimaticos e 0s custos da enzima sdo os atributos que determinam a tecnologia a ser utilizada
e 0s custos relativos do processo de hidrdlise da lactose (AYAZ; ALNAHDI; DANIAL, 2011).

Normalmente, o custo da B-galactosidase é bastante elevado. A imobilizacdo da enzima
deve superar este problema uma vez que, quando imobilizada, ela pode ser reutilizada varias
vezes, 0 que diminui os custos do processo (AYAZ; ALNAHDI; DANIAL, 2011).

A enzima (-galactosidase obtida a partir de Bacillus licheniformis na forma livre possui
condigdes Otimas de temperatura entre 45°C e 50°C e pH entre 6,0 e 7,0 (MAIR, 2010; AYAZ,
ALNAHDI; DANIAL, 2011 e JUAJUN et al., 2011). Esta de condicao de pH é proxima ao pH
do leite 0 que torna essa enzima apta na producéo de leite com reduzido teor de lactose. Apesar



Capitulo 1 — Introducéo

de ser uma enzima com caracteristicas de aplicacdo ideais para leite, poucos trabalhos foram
publicados sobre a imobilizagdo de f-galactosidase de Bacillus licheniformis.

Para a reacdo de hidrolise da lactose podem ser utilizados diferentes tipos de reatores,
0s quais destacam-se 0s reatores por batelada (ou descontinuos) e o reator de leito fixo, que
podem ser facilmente reproduzidos em escala industrial. Os reatores de leito fixo sdo
equipamentos muito utilizados na industria quimica, principalmente em reagdes cataliticas. O
controle efetivo desses reatores é fundamental para se obter operacfes seguras, especialmente
quando alto desempenho é desejado (TOLEDO, 1999).

O reator batelada nédo realiza alimentacdo e nem saida do material antes do término do
processo. O substrato e a enzima sdo introduzidos simultaneamente no inicio da reagdo. A
medida que a reacdo se processa, a concentracdo de substrato decresce e a concentracdo de
produto aumenta. Este reator € mais utilizado quando se esta trabalhando com enzimas na forma
livre e soltvel. Apds o surgimento de enzimas imobilizadas, este tipo de reator foi usado em
processos onde se desejava uma facil separacéo ao final do processo da enzima imobilizada e
do meio (CHIBATA, 1978; ROSEVEAR; KENNEDY; CABRAL, 1987).

O objetivo deste trabalho ¢ imobilizar a enzima p-galactosidase de Bacillus
licheniformis em resinas de troca i6nica utilizando glutaraldeido como agente reticulante e
como objetivos especificos deste trabalho podem ser citados:

- Estudar a influéncia da concentra¢do de f-galactosidase e do tempo no processo de
imobilizacdo;

- Estudar a influéncia conjunta da forca idnica e pH do tampdo e da quantidade de
enzima ofertada no processo de imobilizagéo;

- Estudar a influéncia de uso de tampdes estabilizadores e glutaraldeido na estabilidade
da enzima imobilizada;

- Estudar a estabilidade do biocatalisador em relagdo ao numero de usos em reatores
batelada;

- Estudar a estabilidade do biocatalisador em relacdo ao armazenamento.
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2.1. Leite

O leite de vaca é considerado um alimento completo, sendo de grande importancia na
alimentacdo humana contribuindo com carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais
de alto valor nutricional. De acordo com a Instru¢do Normativa 62 de 29 de Dezembro de 2011
(BRASIL, 2011), entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas, e segundo o Decreto n° 9.013 de 29 de margo de 2017, art. 248 (BRASIL, 2017)
o leite deve atender alguns requisitos basicos como teor minimo de lactose de 4,3g/100g e indice
crioscopico entre -0,530°H e -0,555°H (equivalentes a -0,512°C e a - 0,536°C respectivamente),
dentre outros enumerados na norma.

Os constituintes do leite ocorrem em trés fases: solucéo, suspenséo coloidal e emulsao.
A maior parte solivel do leite é uma combinacdo de lactose, sais organicos e inorganicos,
vitaminas hidrossollveis e proteinas do soro. As caseinas se encontram como grandes
agregados coloidais, variando em didmetro de 50 a 600 nm. E emulsionados na fase aquosa
estdo os lipidios, glébulos que variam de 1,5 a 10 um de didmetro e as vitaminas lipossoliveis
(ORDONEZ, 2005; FOX et al., 2015).

Sua composicdo ndo é constante e a variabilidade é influenciada por fatores genéticos,
como a espécie, a ragca do animal, fatores fisiolégicos como a fase da lactagdo, fatores de
sanidade em situaces em que o animal é afetado por alguma patologia e fatores ambientais e
de manejo, como o clima, a alimentacdo ou o sistema de ordenha (RENHE; PERRONE;
SILVA, 2011).

Os precursores da sintese de gordura do leite resultam do acimulo de gordura corporal
no tecido adiposo ou dos triacilglicerdis presentes na corrente sanguinea, que sao produzidos a
partir dos acidos graxos volateis sintetizados no rumen derivados da alimentacdo a base de
forragens pelas vacas (SIMILI; LIMA, 2007).

A sintese de lactose a partir de glicose e da galactose depende da a¢éo da enzima lactose
sintetase (galactosil transferase + a-lactoalbumina) e sua liberagdo no lumen ocorre em
equilibrio com a passagem de sais, principalmente cloretos, uma vez que o leite deve ser
sintetizado em isotonia com o sangue animal, impondo uma limitacéo fisiologica a composicao
do leite. Ao final da lactacdo e em casos de infecgOes (mamite), ocorre aumento na passagem

de constituintes do sangue para o leite, via rota paracelular, o que ocasiona mudanca na
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composi¢do (menor concentracdo de lactose, maior concentracdo de cloretos e soro proteinas)
e mudanca nas propriedades fisico-quimicas como diminui¢o na estabilidade térmica do leite,
afetando a produtividade industrial (RENHE; PERRONE; SILVA, 2011).

As proteinas do leite podem ser separadas em dois grandes grupos: as caseinas e as
proteinas do soro. A caseina é uma fosfoproteina relativamente hidrofobica encontrada na
forma de micelas (DEPETERS; CANT, 1992) e sintetizada a partir das células epiteliais da
glandula mamaria (SOUSA, 2015). Dentre as principais proteinas do soro quatro se destacam
e entre estas, duas sdo sintetizadas na glandula mamaria (B-lactoglobulina e a a-lactalbumina)
e as outras duas sdao de origem do sangue (albumina sérica e imunoglobulinas). Além destas
citadas, encontram-se no soro outras proteinas como a lactoferrina, transferrina e enzimas

(plasmina, lipase lipoprotéica e fosfatase alcalina) (MEPHAN et al., 1992).

2.2. Producéo de leite no Brasil

O Brasil aumentou a sua producéo de leite a um ritmo de 2,7% ao ano no periodo 2012
— 2015 (CONAB, 2017), situagdo que favoreceu a industria lactea. Porém, em 2016, devido as
condicBes climaticas relacionadas ao EIl Nifio, a producdo global de leite na América do Sul
caiu 4% (FAO, 2017) e no Brasil a queda foi de aproximadamente 3,7% (CONAB, 2017). Em
2017, os laticinios que atuam sob algum tipo de servico de inspecdo sanitaria captaram 24,12
bilhdes de litros, representando um aumento de 4,1% em relagdo ao ano anterior. E a primeira
retomada depois de dois anos seguidos de queda na série historica anual da aquisicéo de leite
(IBGE, 2018).

De acordo com informagdes preliminares de 2018 do IBGE as perspectivas ndo sdo
promissoras, comparando o acumulado dos trés primeiros trimestres de 2017 e 2018, foi
verificado uma estagnagdo com ligeira queda de 0,2% na producdo de leite. Ao comparar cada
trimestre separadamente, no primeiro trimestre de 2018 houve um aumento na produgéo de leite
de 2,6% em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior, enquanto no segundo semestre houve
uma queda de 3% e de 0,3% no terceiro trimestre (IBGE, 2018). Presume-se que o resultado
ruim acumulado até setembro de 2018 pode estar relacionado a greve dos caminhoneiros que
aconteceu em maio de 2018.

Segundo o IBGE (2013), estima-se que a populacdo brasileira em 2027 serd de 220
milhOes de pessoas. Para atender essa populagédo, considerando a demanda atual de cerca de
170 litros de lacteos/habitante/ano (ZOCCAL, 2016), a producdo anual devera ultrapassar os
37 bilhdes de litros de leite. Apesar de figurar um volume expressivo, a disponibilidade de leite
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per capita no Brasil ainda é pequena considerando a de paises desenvolvidos, cujo poder
aquisitivo da populacdo é mais elevado e a média de consumo nesses paises alcanca 220
litros/habitante/ano (ZOCCAL, 2016).

2.3. Mercado de produtos com reducao de lactose

A tendéncia de salude e bem-estar trouxe a questdo das intolerancias alimentares e
alergias a vanguarda das mentes dos consumidores modernos. Um nimero crescente culpa a
lactose, pelo menos em parte, pelo desconforto digestivo experimentado apds as refeicdes. A
fim de reduzir a inchaco e o constrangimento causado pela acumulacdo de gas intestinal, a cada
dia mais consumidores estdo recorrendo a produtos especializados. Globalmente, lacteos e
sorvetes sem lactose obtiveram ganhos de valor de 10% em 2015 (EUROMONITOR, 2016).

Nos ultimos anos, a industria alimenticia desenvolveu uma ampla gama de produtos de
alta qualidade, baixa lactose e até sem lactose para substituir o leite normal, preservando o
restante dos nutrientes dos alimentos, o objetivo é que uma pessoa intolerante ndo tenha que
desistir de consumir produtos lacteos (UGIDOS-RODRIGUEZ; MATALLANA-GONZALEZ;
SANCHEZ-MATA, 2018).

E previsto que as vendas globais de alimentos sem lactose v&o continuar a crescer a uma
taxa anual média de 6% ao ano ao longo do periodo de 2015 a 2020, atingindo US$ 8,8 bilhdes
em 2020. Os laticinios sem lactose, que devem desfrutar de um crescimento médio ao ano

ligeiramente superior a 7%, serdo responsaveis por 80% deste montante (BAROKE, 2016).

2.4. Intolerancia a lactose e a méa absorcéo da lactose

A diminuicdo na sintese de lactase no organismo humano é devido a menor expressao
genética, e ndo ao baixo consumo de produtos lacteos, como se pensava anteriormente
(GREGORIO, 2013). Quando a intolerancia a lactose foi descrita pela primeira vez em 1963,
parecia ser uma ocorréncia incomum, surgindo apenas ocasionalmente na populacdo branca,
visto que a capacidade de digerir a lactose (lactentes persistentes) foi mensurada em individuos
a partir de uma ampla variedade de origens étnicas e raciais, ficando evidente que o
desaparecimento da enzima lactase logo apds o desmame (ou pelo menos durante a primeira
infancia) era, na verdade, a condi¢do (normal) predominante na maior parte da populagdo do
mundo (MAHAN; ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012).
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Ao longo da histéria da humanidade, alguns individuos desenvolveram uma mutacdo
genética que lhes permitiu continuar com a capacidade de digerir lactose na fase adulta da vida.
Esse evento foi observado em algumas populacdes que domesticavam o gado para consumo de
carne e que eventualmente bebiam o leite para matar a fome ou até mesmo a escassez de agua
(ANTUNES; PACHECO, 2009).

A deficiéncia de lactase no organismo é classificada em trés tipos: congénita, priméria
e secundaria. A deficiéncia congeénita é rara, herdada e autossdémica recessiva, pois a quantidade
de lactase neste caso € muito baixa ou até mesmo ausente. Caso o diagndstico ndo seja precoce,
pode levar o recém-nascido ao Obito. O recém-nascido apresenta diarreia liquida ao ser
amamentado ou receber formulas que contenham lactose (MATTAR; MAZO, 2010).

A intolerancia a lactose mais frequente é a deficiéncia primaria da lactase conhecida
como hipolactasia adulta, que se caracteriza por uma alteracdo no gene que codifica a lactase e
sua manifestacdo é decorrente de fatores hereditarios. Essa deficiéncia vem desde a infancia
podendo ser por falta relativa ou definitiva da enzima lactase (GASPARIN; TELES; ARAUJO,
2010).

Ainda que muitas pessoas tenham capacidade de manter a secrecdo da enzima necessaria
para a quebra da lactose, existe um grande nimero de pessoas que se tornam intolerantes a esse
acucar em alguma etapa da vida (ZACARCHENCO; VAN DENDER; REGO, 2017), essa
intolerancia € conhecida como intolerancia a lactose secundéria, que se desenvolve como
consequéncia de infeccdo do intestino delgado, doencas inflamatérias, HIV ou desnutri¢cdo. Em
criancas, normalmente é secundaria a infeccBes virais ou bacterianas (MAHAN; ESCOTT-
STUMP; RAYMOND, 2012).

A ma absorcao da lactose intestinal pode ocorrer por dois tipos de condi¢des que podem
ser estabelecidas de acordo com o grau de atividade da lactase: alactasia (auséncia total de
atividade da lactase) e hipolactasia (atividade de lactase muito baixa na mucosa jejunal, com
um desequilibrio entre a quantidade de lactose ingerida e a capacidade para hidrolisar)
(UGIDOS-RODRIGUEZ; MATALLANA-GONZALEZ; SANCHEZ-MATA, 2018). A
intolerdncia a lactose depende ndo apenas da expressdo da lactase, mas também da dose de
lactose, flora intestinal, motilidade gastrointestinal, supercrescimento bacteriano do intestino
delgado e sensibilidade do trato gastrointestinal & geracdo de gas e outros produtos de
fermentacdo da digestdo da lactose (DENG et al., 2015)

No Brasil ndo ha um consenso sobre a prevaléncia da intolerancia a lactose, ja que é um
pais conhecido pela miscigenacao e variabilidade geogréafica, mas estima-se que entre 40% e

60% da populacéo seja intolerante a lactose (Associacdo Brasileira da Industria de Leite Longa
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Vida — ABLV, 2016) porém, existem varios graus de intolerancia a lactose, por isso, alguns
individuos, mesmo com a intolerancia, conseguem ingerir pequenas quantidades de leite ou
derivados, enquanto outros ndo toleram nem ao menos pequenas quantidades (BRASIL, 2016).

O tratamento em individuos intolerantes a lactose consiste basicamente em excluir
produtos lacteos em suas dietas, causando um problema, pois esses alimentos sdo fontes
primarias de célcio e o corpo perde quantidades consideraveis desse mineral diariamente. Outra
opcao € o consumo de produtos lacteos com baixo teor de lactose, que sdo uma alternativa para
as pessoas intolerantes, com destaque para os lacteos fermentados, queijos duros e leites e seus
derivados com teor de lactose reduzido, produto obtido através de hidrolise da lactose por meio
de usos de enzimas B-galactosidase (MATHIUS et al., 2016).

2.5. Métodos de Reducéo da Lactose em Produtos Lacteos

A reducdo da lactose em produtos lacteos pode ocorrer por meio da separacao fisica
através de membranas ou através de reac6es de hidrolise, seja por meio da forma enzimatica ou

quimica conforme mostrado na Figura 2.1.

Figura 2.1. Processos de Reducéo da Lactose em produtos lacteos

Processo Fisico Ultrafiltracdo

Homogénea

Hidrolise Quimica

Processo de reducéo

de Lactose Heterogénea

Enzima Livre

- S Enzima recuperada
Hidrélise Enzimatica (Ultrafiltracao)
Enzima imobilizada

Fonte: Adaptado de HOBMAN, 1984.
A reducédo da lactose através do método de ultrafiltragdo (UF) é uma alternativa que

utiliza tecnologia de membranas para separacdo da lactose com massa molecular de corte 1000

a 500000 Daltons (permeado), das gorduras e proteinas do leite que ficam retidas (retentado).
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No processo de UF pode ocorrer perdas de minerais tais como o célcio, que, por possuirem
tamanho menor, podem passar pelos poros da membrana assim como a lactose (LIMSAWAT;
PRUKSASRI, 2010).

Os demais métodos de reducdo da lactose citados se baseiam na teoria da quebra da
molécula de lactose em duas outras moléculas menores, glicose e galactose. As estruturas da

lactose, galactose e glicose estdo representadas na Figura 2.2.

Figura 2.2. Estrutura da (a) Lactose, (b) Glicose e (c) Galactose

CH-0OH CH20H CH>0H
O
Ho 4 O n A O HO A OH
OH H (a] OH H CH  H
H H OH H H
H OH OH H OH
(@ ()

Fonte: ZADOW, 1984

A hidrolise da lactose pode ser aplicada para obter produtos destinados aos
consumidores intolerantes a lactose, prevenir cristalizacao na producédo de sorvete, na producéo
de fermentados, como iogurte, e em leite condensado. Dependendo do nivel da hidrdlise, o leite
com lactose hidrolisada terd um gosto ligeiramente mais doce, isto é causado pelo poder
adocante mais elevado da glicose e da galactose em comparacdo com a lactose (OBON et al.,
2000).

A hidrélise acida é uma alternativa pouco explorada para redugéo do teor de lactose em
leites e derivados devido ao rigor necessario das condi¢bes de operacdo, baixo pH, alta
temperatura (aproximadamente 90°C), ocasionando perda de constituintes nutricionais,
alteracdes sensoriais e formacdo de subprodutos que deverdo ser purificados (CARMINATTI,

2001). A hidrdlise acida ocorre conforme apresentado na Equacéo 2.1.

HClLa 90°C 91
C12H22011(aq) + H1Oqy — CeH1206(0q) + C6H1206(aq) (2.1)

A hidroélise enzimatica através do uso da enzima B-galactosidase € um dos métodos mais

interessantes para reducdo do teor de lactose no leite e seus derivados. A vantagem desse
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método reside no fato de que a reagdo se processa a temperaturas numa faixa que pode variar
de 4 a 40°C e ndo sdo formados subprodutos, como ocorre na hidrélise acida (LONGO, 2006).

Para a producdo de leite longa vida com reducdo de lactose o processamento pode
ocorrer de duas formas: na primeira, o leite cru passa por tratamento térmico de esterilizacao
(141°C / 5 segundos) e depois do resfriamento, adiciona-se a lactase estéril para entdo o leite
ser envasado em embalagens assépticas, desta forma, a hidrolise da lactose ocorre no interior
da embalagem.

No outro método, o leite cru passa por uma pasteurizacao para eliminacao dos principais
microrganismos patogénicos, e, apds o resfriamento a temperaturas préximas a 5°C, a lactase €
adicionada. Essa temperatura esta abaixo da temperatura ideal de eficiéncia da enzima, que é
entre 35 e 40°C, logo o processo de hidrolise leva mais tempo, podendo chegar a 48 horas de
reacdo. Este controle de temperatura é importante para prevenir o crescimento da flora
bacteriana, principalmente de origem psicrotrofica que podem afetar o leite por acdo de enzimas
termorresistentes (lipases e proteases). Neste método, a hidrélise ocorre dentro de tanques de
armazenamento e 0 monitoramento conversao da lactose em glicose e galactose ocorre através
de analises apropriadas. Ap6s a reducdo da lactose a niveis pré-definidos, realiza-se a
esterilizacio do leite e o envase asséptico (LONGO, 2006; USME; JARAMILLO; ALVAREZ,
2013).

2.6. p-galactosidase

Enzimas sdo biocatalisadores de natureza proteica ou glicoproteinas, que atuam de
forma a acelerar uma reacdo bioguimica, reduzindo a energia de ativacdo, sem alterar o
equilibrio da reacdo. Com enzimas, a catalise € realizada em condi¢fes brandas e na maioria
das vezes em solucbes aquosas, sob pressdo e temperaturas amenas. Essas sdo algumas
caracteristicas que fazem as enzimas diferenciarem dos catalisadores quimicos, sendo a
principal delas o seu alto grau de especificidade em relacdo ao substrato (VIEIRA, 2009).

A enzima B-galactosidase (E.C.3.2.1.23) ou lactase, catalisa a hidrolise da lactose
liberando quantidades equimolares de galactose e glicose. Wallenfels e Malhotra (1962)
propuseram um mecanismo geral da acdo da [3-galactosidase na hidrdlise da lactose envolvendo

pelo menos trés etapas:
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Enzima + Lactose — Enzima-Lactose (2.2)
Enzima-Lactose — Galactosil-Enzima + Glicose (2.3)
Galactosil-Enzima + Aceptor — Galactosil-Aceptor + Enzima (2.4)

A B-galactosidase tem diversas origens, sendo que 0s microrganismos sao considerados
a fonte mais adequada para aplicacdo industrial (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel por regulamentar as
enzimas permitidas para uso em alimentos, e através da Resolucdo da Diretoria Colegiada n°
53 de 07 de outubro de 2014 estabelece as fontes microbioldgicas permitidas para producao de

enzimas de uso industrial, que estdo listadas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1. Fontes de obtengado de B-galactosidase aprovadas pela ANVISA.

Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis
LEVEDURAS Kluyveromyces marxianus

Candida pseudotropicalis

Saccharomyces sp

BACTERIAS Bacillus licheniformis

Aspergillus oryzae

FUNGOS _ _
Aspergillus niger

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2014.

Variados estudos exploram diferentes fontes microbiologicas de -galactosidase para

imobilizacdo de enzimas conforme descrito no Quadro 2.2
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Quadro 2.2. Diferentes fontes microbiologicas de B-galactosidase em estudos de imobilizacao

de enzimas.

FONTE MICROBIOLOGICA

TRABALHOS

Aspergillus oryzae

Guidini et al., 2010;

Jovanovic-Malinovska et al., 2012;

Mohy Eldin et al., 2012;
Fischer et al., 2013,
Wahba; Hassan, 2015;
Falleiros et al., 2017;
Bertoni et al., 2018.

Kluyveromyces lactis

Ansari et al., 2013;
Satywali et al., 2013;
Zhang et al., 2016;

Gonzalez-Catano et al., 2017.

Kluyveromyces marxianus

Kokkiligadda et al., 2016.

Aspergillus aculeatus

Nguyen et al., 2018.

Bacillus licheniformis

Mair, 2010;
Ayaz, Alnahdi e Danial, 2011

Bacillus circulans

Torres e Batista-Vieira, 2012;
Benjamins et al., 2014;
Escobar et al., 2016;

Duarte et al., 2017.

Escherichia coli

Monier, 2013;
Estevinho et al., 2014.

Aspergillus alliaceus

Sen, Lalitagauri e Chattopadhyay, 2012,

No geral, a B-galactosidase de bolores tem pH 6timo na faixa &cida (2,4 a 4,5), enquanto

a B-galactosidase de leveduras e bactérias apresenta pH 6timo na regido neutra (6,5 a 7,5). Este

fato ¢ de grande importancia para os processos industriais, os quais podem escolher uma -

galactosidase de origem particular, dependendo das necessidades impostas pela natureza do

substrato e produto. Desta forma, enquanto um pH de 3,5 a 4,0 é ideal para reducdo do contetdo

de lactose do soro &cido, uma enzima com pH ao redor de 7,0 é desejavel para a reducéo do
contetdo de lactose do leite (SHUKLA, 1975).
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Juajun et al. (2011) verificaram que as enzimas [-galactosidase obtidas a partir de
bactérias do genéro Bacillus licheniformis tém pH de atividade ideal de 6,5 para hidrélise da
lactose, condicdo ideal para aplicacdo em leite. De acordo com os trabalhos destes autores, essa
enzima é estavel na faixa de pH de 5 a 8, mantendo mais de 90% e 80% de sua atividade quando
incubada a pH 6,5 e 37 °C durante 5 dias e 1 més, respectivamente. A temperatura ideal da
atividade da B-galactosidase foi de 50°C, e a melhor condi¢do de armazenamento, por 1 més,

foi a temperatura de 37°C, condicdo em que a enzima manteve 90% da sua atividade inicial.

2.7. Imobilizagéo de enzimas

O uso de enzimas em processos industriais tende a aumentar os custos de producao, pois
na grande maioria, sdo catalisadores de alto custo. A recuperagéo e reutilizacdo de enzimas
através de biocatalisadores imobilizados torna o processo economicamente viavel, por isso a
imobilizacdo enzimatica se mostra promissora devido ao fato da possibilidade de reutilizacdo
do biocatalizador (RESENDE; SOCCOL; FRANCA, 2016).

Imobilizacdo é um termo genérico empregado para descrever a retencdo de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. No caso das enzimas, a
imobilizacdo consiste no confinamento da proteina em um suporte sélido insoldvel em meio
aquoso e em solventes organicos, e pode ser usada isolada ou em combinacdo com outras
técnicas de estabilizacdo de proteinas, considerada uma das ferramentas mais eficientes para
alterar a especificidade, seletividade, atividade e estabilidade das enzimas (MATEO et al.,
2007).

O primeiro trabalho sobre imobilizacdo de enzima foi em 1916, quando Nelson e Griffin
adsorveram invertase em carvao ativado e alumina, com retencdo de atividade na inversdo de
sacarose, embora o0 objetivo destes pesquisadores fosse a purificacdo da enzima.

Apesar do alto custo, os sistemas em que ocorre a imobilizagdo da enzima sé&o mais
viaveis economicamente do que 0s sistemas em que permanecem solUveis, pois 0S processos
em que sdao mantidas imobilizadas podem ser executados continuamente e oferecem a
possibilidade de reutilizagio das mesmas (SZCZODRAK, 2000).

Ayaz, Alnahdi e Danial (2011) imobilizaram (-galactosidase de Bacillus licheniformis
em contas de alginato e verificaram aumento no range das condi¢des Otimas de temperatura e
pH da enzima imobilizada em relagdo a enzima na forma livre, isto é, enquanto a enzima livre

possui condicBes Otimas de temperatura a 50 °C e pH 6,0, a enzima imobilizada ¢é estavel a
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temperatura de 40 °C a 60 °C e pH de 5,0 a 8,0. Essa melhora nas condic¢des 6timas permite que
a enzima imobilizada seja utilizada em diferentes situacdes de hidrdlise.

2.8. Tipos de imobilizacdo

Alguns métodos sdo amplamente descritos na literatura e utilizados para minimizar os
possiveis problemas de instabilidade da enzima, em determinadas reac6es, buscando melhorar
sua atuacdo em diversas aplicagdes. De uma forma geral pode-se agrupar os métodos de
imobilizagdo em encapsulacéo e por ligagdo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004; MENDES et al., 2011). Na Figura 2.3 est4 apresentado um esquema dos principais

métodos de imobilizacdo de enzimas.

Figura 2.3. Principais métodos de imobilizagdo de enzimas

e y N
/ \\ \ /// \\
/I/‘ \ ’- \\ ,// 11 1§ 1 | 1\\y
\ ( o @ PR
“ ‘ ) = 1 11 11 1//’
\\\ “awion® \ / \\\ ///
\\\\ B ////, / \\\\V //////
Em microcapsula Em membrana

Enzimas encapsuladas

Ligacdo Covalente Ligacdo Cruzada Adsorcdo Fisica Adsorcdo Ionica

Enzimas ligadas
)\ ) \ )\
7\ \ \

Fonte: Adaptado de CARDOSO; MORAES; CASS, 2009.
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2.8.1. Imobilizacao por encapsulacao

Nesse método vai ocorrer o aprisionamento da enzima dentro de uma rede polimérica
através de ligacdes covalentes ou ndo covalentes que permitem a passagem de substrato e
produto, mas retém a enzima. Nesse método a enzima ndo se encontra ligada na matriz ou
suporte, o que diferencia de outros métodos. Existem diversos métodos de aprisionamento de
enzimas como o aprisionamento em fibras, em gel, microencapsulacdo (SIRISHA; JAIN; JAIN,
2016).

As principais vantagens da utilizacdo deste método de imobilizacéo € a grande area
superficial disponivel para o contato do sitio ativo da enzima com o substrato e da possibilidade
de realizar a imobilizacdo de diferentes enzimas num mesmo suporte, a0 mesmo tempo
(MENDES et al., 2011). Um exemplo de imobilizacdo de enzimas por retencdo fisica é a
microencapsulacao, que é caracterizada pelo revestimento (ou aprisionamento) da enzima com
um polimero formando microesferas (RATHORE et al., 2013).

Bertoni et al. (2018) encapsularam B-galactosidase em microparticulas lipidicas solidas
(MLS) utilizando spray cooling com objetivo de produzir uma enzima que suporte o trato
digestivo e tenha sua forma ativa no intestino delgado. O congelamento por pulverizacdo
possibilitou a preparacdo de um sistema vidvel, ndo toxico e barato caracterizado por
microparticulas esféricas com valores de eficiéncia de encapsulacao superiores a 95%. Também
foi verificado no mesmo trabalho que a atividade e os pardmetros cinéticos da enzima nédo foram
afetados pelo encapsulamento em MSL, demonstrando que a tecnologia proposta ndo causou
perda ou degradagao da -galactosidase durante o processo de preparacao.

No trabalho de Zhang et al. (2016) a encapsulagdo da enzima [B-galactosidase de
Kluyveromyces lactis foi através do método de gelificagdo por injecdo: uma solugao de fB-
galactosidase e k-carragenina foi injetada em uma solugdo de endurecimento contendo ions de
potéssio formando contas esféricas e lisas com diametros variando de cerca de 2 a 3 mm.
Estudos da atividade catalitica indicaram que a encapsulacéo da enzima nas esferas de hidrogel
poderia aumentar a atividade da B-galactosidase sob condi¢cGes moderadas de pH e temperatura.
Uma das principais limitagdes deste estudo foi o fato de, em solugéo aquosa, a esferas ndo serem

capazes de reter a enzima dentro da microcapsula.
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2.8.2. Imobilizacdo por adsorcéo fisica e por ligacdo idnica

A imobilizacdo através de adsorcdo fisica ocorre por meio de interacbes fracas
envolvendo ligacGes de hidrogénio, van der Waals, ou interacGes hidrofobicas entre a enzima e
0 suporte, sem que haja a necessidade de modificacdo (ou funcionalizagdo) do suporte. Este
tipo de imobilizacdo é o mais benéfico para a enzima em relacdo a preservagao do sitio ativo,
causando pouca ou nenhuma alteracdo na estrutura e mantendo a atividade catalitica. Além do
mais, caso a enzima seja irreversivelmente desativada, é possivel recuperar o suporte para uma
posterior reutilizacdo a partir da dessor¢do da enzima inativa (JESIONOWSKI; ZDARTA,
KRAJEWSKA, 2014).

A eficiéncia deste método esta diretamente ligada as variaveis do processo tais como
pH, forca idnica do meio e a relacdo entre a concentracdo da enzima e o suporte. Por isso, €
necessario um certo cuidado com o derivado imobilizado por adsorcédo, para que as condi¢des
6timas de imobilizacdo sejam preservadas e o sistema se mantenha sem alteracdes significativas
(MESSING, 1975).

O principio envolvido no método de imobilizacdo por ligacdo ibnica baseia-se na
atracdo da enzima pelo suporte sélido, que contém residuos para troca i6nica. A principal
diferenca entre a adsorcéo fisica e a ligacdo idnica € a energia envolvida entre a enzima e 0
suporte, pois as ligagdes idnicas sdo mais fortes do que as forcas de Van der Waals e ligacoes
de hidrogénio, porém mais fracas do que a ligacdo covalente, nesses sistemas (ROCHA et al.,
2006).

A imobilizagdo por ligacdo i6nica envolve interacdes ibnicas e eletrostaticas entre ions
de proteinas e ions de carga oposta da resina e é um procedimento afetado por fatores como
concentracdo da enzima, temperatura, pH e forca iénica do meio de imobilizacdo. A natureza
das resinas de troca idnica é complexa e a grande maioria delas é constituida por polimeros.
Baseado nisso, Guidini et al. (2010) estudaram o processo de imobiliza¢ao da f-galactosidase
de Aspergillus oryzae utilizando a resina de troca i6nica Duolite A568 como suporte e
obtiveram resultados indicando que a retencdo da atividade enzimatica durante o processo de
imobilizacdo foi fortemente dependente das variaveis pH e concentracdo da enzima, sendo
maximizada em pH 4,5 e concentragdo enzimatica de 16 g.L ™.

Embora a aplicabilidade das enzimas adsorvidas nao seja tdo ampla quanto a das
enzimas ligadas covalentemente, Satyawali et al. (2013) utilizaram 6éxidos metalicos (OM)
como suporte de imobilizacdo devido & sua estabilidade térmica e quimica e a presenga de

varios grupos funcionais de superficie, aléem de ser um método de imobilizacdo simples. Neste
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trabalho, um total de 13 OMs com tamanhos variando de 0,01 um a 5 um foram testados quanto
ao seu desempenho como suporte para imobilizacdo de B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis, sendo a alumina, a-Al1203 C ¢ y-Al203, 0 OM com melhor performance, obtendo uma

atividade da enzima imobilizada de 288 e 266 U.g™* MO respectivamente.

2.8.3. Imobilizag&o por ligagdo covalente

A imobilizacdo enzimatica pelo método de ligacdo covalente € um dos métodos mais
utilizados e estudados (MOHAMAD et al., 2015). Neste método ocorre 0s mais variados tipos
de liga¢des, podendo imobilizar a enzima através de qualquer um dos seus grupos reativos. Este
tipo de ligacéo ocorre entre o grupo reativo do suporte e, principalmente, com os aminoacidos
(lisina, cisteina, tirosina e histidina) da enzima, sendo que os aminoacidos de carater
hidrofébico, por ndo estarem expostos na superficie proteica, sdo descartados neste tipo de
ligacdo (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

De acordo com Tran e Balkus (2012), o emprego de ligacGes covalentes entre enzimas
e suportes sdlidos é a forma mais efetiva de prevenir sua dessorcdo. Por outro lado, a
imobilizagdo por ligages covalentes tem a desvantagem de que, caso a enzima perca sua
atividade, ambos, enzima e suporte, ndo poderdo ser reutilizados em um novo processo de
imobilizacdo (SHELDON; VAN PELT, 2013).

A combinacdo de suportes simples e condi¢des que favorecem ligacdes covalentes é
amplamente estudada. Ao investigar a imobilizac¢do de [3-galactosidase de Kluyveromyces lactis
em nanoparticulas de dioxido de silicio ativada com glutaraldeido, Verma et al. (2012)
observaram, através da cinética da enzima livre e imobilizada, que a 3-galactosidase sofreu uma
alteracdo conformacional durante a imobilizacdo, resultando em uma mudanca no pH e
temperatura da reacdo bem como nas constantes cinéticas. Também foi relatado pelos que
autores que devido a boa relacdo custo-beneficio, excelente estabilidade e capacidade de
reutilizacdo, a enzima imobilizada em didxido de silicio pode ser aplicada na converséao de soro
de leite em produtos de valor agregado.

No trabalho de Eskandarloo e Abbaspourrad (2018) além de utilizarem glutaraldeido
para melhorar a capacidade de formacéao das ligacdes covalente, as esferas de vidro utilizadas
como suporte enzimatico foram tratadas anteriormente com 3-aminopropiltrietoxisilano (3-
APTES) para ativar os grupos silanol na superficie. A enzima B-galactosidase de Aspergillus
oryzae imobilizada em esferas de vidro foram empacotadas em reator e utilizadas para converter

continuamente permeado de soro em galacto-oligossacarideos e observou-se um aumento do
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pH 6timo e da estabilidade térmica para a enzima imobilizada em relagdo a enzima livre, com

uma atividade méxima em pH 5,2 e temperatura de 60 °C.

2.9. Suportes para imobilizacao

Segundo Miletic, Nastasovic e Loos (2012), as caracteristicas do suporte s&o
fundamentais no processo de imobilizacdo enzimatica. Suas caracteristicas fisicas irdo
determinar o tipo de sistema mais adequado ao processo de imobilizacdo (tanque em agitacéo,
fluidizacdo, leito fixo, etc.). Embora ndo exista um suporte universal, certas caracteristicas
devem ser consideradas em sua escolha:

1. Estabilidade frente aos parametros de processo e atague microbiano;
Funcionalidade quimica;

Durabilidade e capacidade de reutilizacéo;

Elevada area superficial e alta porosidade;
Compatibilidade aceitavel com a enzima e substrato;
Tamanho e forma adequados;

Custo;

S A

Facilidade de manuseio.

Na literatura, sdo citados varios materiais que podem ser utilizados como suporte para
imobilizagdo de f-galactosidase como a quitosana (ELNASHAR; YASSIN, 2009; DUARTE et
al., 2017; URRUTIA et al., 2018; RICARDI et al., 2018), resina Duolite A568 (GUIDINI et
al., 2010; GURDAS; GULEC; MUTLU, 2012; FISCHER et al., 2013; FALLEIROS et al.,
2017); esferas de vidro (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018), resina macroporosa
Purolite ®A-109 (MIHAILOVIC et al., 2014; CAREVIC et al., 2016), polimero Eupergit® C
(BRAGA et al., 2014; BENJAMINS et al., 2014) e agarose (RODRiGUEZ-COLINAS et al.,
2016; GUERRERO et al., 2017). Eles podem ser de origem organica ou inorganica, sintéticos
ou naturais, e algumas vezes é necessario que estes suportes tenham uma modificacdo ou
inclusdo de grupos reativos, para a ativagdo do mesmo, como no caso dos géis de glioxil-
agarose, divinilsulfona-agarose, glioxilamino-agarose, entre outros (MENDES; DE CASTRO;
GIORDANO, 2013; SILVA et al., 2014; ALBUQUERQUE et al., 2016).

Os suportes inorganicos apresentam melhores caracteristicas para aplicacfes em
processos industriais devido a sua boa resisténcia as acOes fisicas, quimicas, térmicas e

microbianas, além da resisténcia mecénica e estabilidade industrial, que evita a compactacéo
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em processos continuos e a possibilidade de regeneracdo do suporte (CABRAL; NOVAIS;
CARDOSO, 1981; COUTINHO FILHO; RIBEIRO; MAUGERI FILHO, 2005; MESSING,
1978; RIBEIRO, 1989). Os suportes organicos apresentam uma diversidade de radicais
disponiveis para a ligacdo com as enzimas, enquanto 0s inorganicos possuem um carater inerte
(KENNEDY; CABRAL, 1987).

A Duolite A568 é uma resina de troca idnica fracamente basica que liga a enzima através
de uma combinacdo da ligacao eletrostatica entre os grupos de amina terciaria da resina e 0s
grupos de acido carboxilico da enzima e a simples ligacdo de adsorcdo formada com ligacGes
de hidrogénio e forcas de van der Waals (GURDAS; GULEC; MUTLU, 2012; FISCHER et al.,
2013). Estudos demonstraram o potencial de reutilizacdo da isomerase-D-hexone imobilizada
em Duolite A568 na producéo continua de manose a partir de frutose (PARK et al., 2010) e boa
estabilidade térmica quando exonuclease foi imobilizada em Duolite A-568 combinado com
glutaraldeido (SINGH; DHALIWAL; PURI, 2007).

Este suporte ja foi estudado na imobilizacdo de diferentes enzimas, Cabral et al. (2017)
imobilizaram invertase em Duolite A568 através do processo de adsorcdo e reticulagdo com
glutaraldeido e obtiveram um biocatalisador imobilizado com maior estabilidade térmica em
baixas temperaturas, enquanto Kim et al. (2017) compararam nove suportes hidrofilicos e
hidrofobicos para imobilizacdo de lipase e verificaram a Duolite A568 como o melhor suporte
dentre eles.



CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

Neste Capitulo serdo apresentados o material e os métodos utilizados para imobilizacéo
da enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis. Na Figura 3.1 estdo apresentadas as etapas

do trabalho.

Figura 3.1. Fluxograma ilustrativo das etapas do trabalho

Estudo da imobilizagdo da enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis
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eficiéncia de imobilizagdo e recuperagao da atividade
enzimatica.
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imobilizacao

Influéncia do tampao e da forga idnica na atividade da
enzima imobilizada

Influéncia conjunta da quantidade de enzima, for¢a idnica e pH do tampao no
processo de imobilizagdo

Influéncia de ligagdes cruzadas e multipontuais na atividade da enzima
imobilizada

Estabilidade da enzima imobilizada
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3.1. Material

3.1.1. Enzima

Neste trabalho foi utilizada a enzima [-galactosidase produzida pelo microrganismo
Bacillus licheniformis na forma liquida. Essa enzima é da marca Novozymes (Bagsveerd,
Dinamarca) e foi gentilmente cedida pela empresa Granolab/ Granotec Nutricdo e
Biotecnologia (Araucéria, Brasil). De acordo com as defini¢cGes do fabricante as condi¢des
Otimas para a enzima na forma livre sdo faixa de pH entre 4,2 e 9,0 e temperatura entre 2 e
50°C. A atividade da enzima na forma livre quando em solugéo de 43 mL.L™? foi de 953 U

[micromol de glicose produzida por minuto (umol.min™)].

3.1.2. Suporte para imobilizacéo

Foram testadas duas resinas de troca i6nica, Duolite A568 e Amberlite XAD761 (Figura
3.2), como suporte para imobilizacdo. Ambas foram cedidas gentilmente pela Dow Chemical

Company (Califérnia, Estados Unidos).

Figura 3.2.(a) Resinas Duolite A568 e (b) Amberlite XAD761 utilizadas para imobilizacdo da
enzima fB-galactosidase

(b)

Fonte: Arquivo pessoal
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Essas resinas sdo trocadores aniénicos fracamente basicos, baseados em ligagéo cruzada
de fenol-formaldeido, usados como suporte (orgéanico sintético) de enzimas em aplicagdes de
bioprocessos, cujas principais caracteristicas indicadas pelo fabricante sdo apresentadas na
Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Caracteristicas das resinas

Duolite A568 Amberlite XAD761
Matrix Fenol-formaldeido Fenol-formaldeido
Grupo funcional Amina Terciaria Fenol principal
Forma fisica Granulos de cor verde a cinza Gréanulos de cor ocre
Temperatura maxima 65°C 40°C
Faixa de pH Né&o especificado Acima de 8,0
Tamanho do poro 15a25nm 560.000 a 760.000 nm
Porosidade 0,78-1,0mL.g* 0,95-1,18 mL.g*
Densidade 307 g.L? 615 g.L*

Fonte: Rohm Haas, 2004 e Dow.

3.1.3. Unidade experimental

A unidade experimental foi montada no Laboratorio de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Uberlandia campus Patos de Minas, onde foram realizados os
experimentos com a enzima na forma livre e imobilizada.

O reator de mistura tipo cesta utilizado, apresentado na Figura 3.3, consistiu em um
reator de mistura de volume util de 250 mL, dotado de uma camisa externa para circulacédo de
agua proveniente de banho termostatizado (Solab, Piracicaba, Brasil) para controle de
temperatura, submetido a agitacdo magnética. As particulas de enzima imobilizada foram
colocadas dentro de uma cesta de aco inox de 100 mesh, e esta, colocada dentro do reator

evitando o atrito entre o agitador e a enzima imobilizada.
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Figura 3.3. Unidade experimental com reator tipo cesta

Fonte: Arquivo Pessoal

3.1.4. Preparacao do substrato

A solugdo de lactose com concentragio de 50 g.L?, utilizada como substrato, foi
preparada em solucdo tampdo latico pH 6,5 com a lactose micronizada da empresa Alibra
(Marechal Candido Rondon, Brasil), fornecida gentilmente pela empresa Cemil (Patos de

Minas, Brasil).

3.2. Método analitico

A atividade das enzimas na forma livre, imobilizada e do sobrenadante da imobilizagéo
foi determinada através do método das taxas iniciais que determina a quantidade de glicose
formada por minuto.

A reacdo de hidrolise para determinacédo da atividade ocorreu a 40°C, com um volume
de 75 mL de substrato, com concentragdo de lactose de 50 g.L, adaptado de Guidini et al.
(2010) e Falleiros et al. (2017). Para cada experimento foram tomadas cinco amostras do meio
reacional em intervalos de tempo de 3 minutos, totalizando 15 minutos de rea¢do. Cada amostra
foi colocada em um tubo de ensaio, o qual foi tampado e imediatamente colocado em um banho
de &gua a 80°C, por 10 minutos para inativar qualquer atividade enzimatica. A quantificacdo
da glicose foi realizada pelo método enzimatico glicose-oxidase enzimatico-colorimétrico

Bioliquid® (Laborclin, Pinhais, Brasil), com leitura no comprimento de onda de 505 nm em
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espectrofotdmetro. As leituras foram realizadas em triplicata para uma maior confiabilidade nos
resultados obtidos.
Para o calculo da concentracdo de glicose formada foi utilizada a Equacdo 3.1,

recomendado pelo fabricante:

Gli _ Absorbancia teste 100 dL-1 (3.1)
Ke0S€ = Ubsorbancia padrio X ma- '

A unidade de atividade enzimética U foi definida como micromol de glicose produzida
por minuto (umol.min™). Para o calculo da atividade enzimatica (seja na forma livre ou

imobilizada) foi seguida a equacéo 3.2:

_ GFM

AE 0,18

XV (3.2)

Onde: AE = atividade enzimatica (umol.min™)
GFM = glicose formada por minuto (mg.mL™*.min")
0,18 = Massa molar da glicose (mg.umol™?)

V = volume total do reator (mL)

3.3. Métodos experimentais

3.3.1. Pré-tratamento das resinas

O pré-tratamento da resina Amberlite XAD761 foi realizado em erlenmeyer, sob
agitacdo, de acordo com a metodologia utilizada por Oliveira (2013), em que foram seguidos
0S seguintes passos: primeiramente foram realizadas trés lavagens sucessivas da resina com
solugédo de metanol 50%, na proporcéo 3:1 de volume solvente/volume de resina, em seguida
foram feitas trés lavagens sucessivas com agua destilada, também na proporcéo 3:1 volume
agua/volume de resina e por fim foram realizadas mais trés lavagens sucessivas com etanol, na
mesma proporcdo solvente/resina das lavagens anteriores. Cada lavagem teve duragdo de 30
minutos. Ao final, a resina foi lavada exaustivamente totalizando 10 vezes, para remogéo do
etanol utilizando agua destilada na proporcdo 10:1 (&dgua:resina), com duracdo de 10 minutos

para cada lavagem.
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A resina Duolite A568 foi ativada de acordo com a metodologia do fabricante: acido
cloridrico 1 M, na razdo de dez volumes de solucdo por volume de resina, durante 30 minutos
em incubadora rotativa a 50 rpm. A seguir foi adicionado hidréxido de sédio 1 M, nas mesmas
condicdes e procedimentos realizados para o tratamento acido. A resina foi lavada com agua
destilada entre os tratamentos. No final do processo a resina foi lavada com &gua destilada,
filtrada a vacuo e seca a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).

3.3.2. Processo de imobilizagdo

O processo de imobilizacdo foi realizado utilizando uma massa de 0,5 g de resina, pré-
tratada, incubada em 10 mL de solucdo enzimética sob agitacdo de 150 rpm em mesa rotativa
com temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), salvo condi¢bes definidas em cada

experimento.

3.3.3. Escolha do suporte

Os testes preliminares para escolha do suporte foram realizados através processo de
imobilizagdo da enzima nas resinas de troca i6nica Amberlite XAD761 e Duolite A568. A
resina Aberlite XAD761 foi testada em 3 diferentes solucGes tampéo, sendo: tampéo fostato
100 mM pH ajustado para 9,0 com uso de hidréxido de sédio, adaptado de Farag, Afifi e Abd-
Rabow, (2011), tampdo Britton-Robinson 40 mM pH 8,5 adaptado de Fernandéz e Martin,
(1977) e tampdo acetato 200 mM pH 4,5. Para a imobilizagdo em Duolite A568 foi utilizada
apenas o tampdo acetato 200 mM pH 4,5 conforme descrito por Guidini et al. (2010). Em todas
as situagBes, a concentracdo enzimatica da solugdo de imobilizagdo foi de 15 mL.L™ e o tempo

de imobilizacéo foi de 1 hora.

3.3.4. Influéncia da concentracio de p-galactosidase na atividade da enzima imobilizada.

Apo6s os resultados dos testes preliminares com os suportes para imobilizagdo de B-
galactosidase descritos no item 3.3.3, a resina Duolite A568 foi escolhida como o suporte para
a sequéncia do trabalho.

Para o0 estudo da influéncia da concentracdo de B-galactosidase na atividade da enzima

imobilizada, foram realizadas reacGes de imobilizacdo com concentracdes de enzima que
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variaram de 7 mL.L "t a 58 mL.L . A solucéo de imobilizagdo consistiu em tamp&o acetato 200
mM, pH 4,5 e o tempo de imobiliza¢do de 2 horas. Ap6s o processo de imobilizacdo a massa
de resina foi lavada com tampao latico por 5 vezes e utilizada para determinacédo da atividade

enzimatica pelo método das taxas iniciais de reacao, conforme descrito no item 3.2.

3.3.5. Influéncia do tempo na atividade da enzima imobilizada.

Apos analise dos resultados dos testes preliminares descritos no item 3.3.4, fixou-se a
concentragdo da enzima B-galactosidase em 43 mL.L™ para os proximos testes preliminares.

Para o estudo da influéncia do tempo de imobilizacdo na atividade da enzima
imobilizada, variou-se o tempo em 1,5 a 12 horas de imobilizacdo. Concomitantemente,
preparou-se 10 mL da solugdo enzimatica com concentragdo de 43 mL.L™?, nas mesmas
condicBes experimentais da imobilizacdo, porém na auséncia de suporte, para determinacgdo da
atividade da enzima livre.

Apds o processo de imobilizacdo a solucao residual da imobilizacao foi reservada para
a quantificacdo da atividade do sobrenadante e a massa de resina (biocatalisador imobilizado)
foi lavada 5 vezes com tampao latico. Foram utilizados 5 mL da solucdo de enzima livre, do
sobrenadante e toda a massa da resina filtrada para determinacéo da atividade enzimatica pelo
método das taxas iniciais de reacdo, conforme descrito no item 3.2.

De acordo com o descrito por Sheldon e Van Pelt (2013), os termos comumente
utilizados para determinar o éxito do processo de imobilizacdo s&o: rendimento da
imobilizacéo, eficiéncia da imobilizacdo e a recuperacao da atividade enzimatica. O rendimento
da imobilizacdo é utilizado para caracterizar a porcentagem de atividade da enzima livre que é
de fato imobilizada e pode ser representada pela equacao (3.3) (SHELDON; VAN PELT, 2013).

. Atividade imobilizada
Rendimento de imobilizacio = 100 x — — (3.3)
Atividade inicial

A atividade imobilizada pode ser deduzida atraves da diferenga entre a atividade inicial
e a atividade do sobrenadante apos a imobilizacdo, este valor ndo estd relacionado com a
atividade da enzima imobilizada. O termo eficiéncia da imobilizacdo esta relacionado com a
porcentagem da atividade enzimatica observada no imobilizado em relagdo a atividade
imobilizada, conforme a equacdo (3.4) (SHELDON; VAN PELT, 2013).
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Eficiencia de imobilizacio = 100 Atividade observada (3.4)
ficiéncia de tmobilizagao = * Atividade imobilizada '

Para obter o termo que descreve a recuperacdo da atividade multiplica-se o rendimento
da imobilizacéo pela eficiéncia da imobilizacao, seguindo a equacéo (3.5) (SHELDON; VAN
PELT, 2013). Este resultado representa qual o percentual da atividade enzimaética inicial foi

imobilizada na forma ativa.

Atividade observada

3 Vi = 3.5
Recuperacao da atividade = 100 x Atividade inicial (3.5)

Para determinacdo do rendimento de imobilizacéo, eficiéncia de imobilizacdo e
recuperacdo da atividade foram utilizadas as atividades da enzima na forma livre, na forma
imobilizada e do sobrenadante e aplicadas as equacdes (3.3), (3.4) e (3.5) das seguintes formas:

Atividade observada = Atividade da enzima imobilizada

Atividade imobilizada = Atividade da enzima livre — Atividade do sobrenadante

Atividade inicial = Atividade da enzima livre

Ap0s andlise dos resultados dos testes preliminares para o tempo de imobilizagdo, foram
realizados ensaios comparando os tempos de imobilizacdo de 2 e 6 horas para avaliar se ha
diferenca significativa na atividade da enzima imobilizada quando comparados estes tempos de

imobilizacdo. Os resultados foram avaliados através de Analise de Variancia (ANOVA).

3.3.6. Influéncia da presenca da lactose na atividade da enzima imobilizada

Ao analisar dos resultados dos testes preliminares descritos no item 3.3.5, fixou-se 0
tempo de imobilizacdo em 2 horas para as proximas etapas deste trabalho.

Para o estudo da influéncia da presenca do substrato no processo de imobilizacdo foram
utilizadas duas condigdes de solucdo de imobilizagdo, na primeira, a imobilizagdo ocorreu na
auséncia de substrato, e na segunda, na presenca de 0,5 g de lactose, que corresponde a
concentragdo de 50 g.L ™.

Apos andlise dos resultados, repetiu-se a imobilizacdo da enzima nas condigdes
experimentais descritas acima, porém com temperatura de 10°C para avaliar a interferéncia da

temperatura quando o processo de imobilizagdo ocorre na presenca de substrato.
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Ao final do processo de imobilizacdo, a massa de resina foi filtrada, lavada com tampé&o
latico por 5 vezes e utilizada para determinacdo da atividade enzimatica pelo método das taxas

iniciais de reacao, conforme descrito no item 3.2.

3.3.7. Influéncia do tampéo e da forca i6nica na atividade da enzima imobilizada

Foram realizados experimentos com dois tampdes diferentes para avaliar a influéncia
do tampado e da forga ibnica na atividade da enzima imobilizada. As solugdes de imobilizagédo
foram preparadas nos tampdes Acetato e Britton-Robinson (BR), adaptado de Fernandéz e
Martin, (1977), ambos com pH 4,5 e forcas idnicas de 40 mM e 200 mM.

Ao final do processo de imobilizacdo conforme descrito no item 3.3.2, a massa de resina
foi filtrada, lavada com tampdo latico por 5 vezes e utilizada para determinacgdo da atividade
enzimaética pelo método das taxas iniciais de reacdo, conforme descrito no item 3.2.

3.3.8. Influéncia conjunta da concentragdo da enzima, forca ionica e pH da solucéo de

imobilizacdo na atividade da enzima imobilizada

Ao analisar os resultados dos experimentos realizados no item 3.3.7, definiu-se o tampéo
BR para os proximos passos deste trabalho.

Foi proposto um Planejamento Composto Central Rotacional para analisar o processo
de imobilizacdo da enzima [-galactosidase com objetivo de encontrar as melhores condi¢Ges
de processo nestas faixas estudadas. As variaveis estudadas foram concentracdo da enzima,
forca ibnica e pH da solucdo de imobilizagdo com trés réplicas centrais totalizando 17
experimentos e o igual a 1,68179. Os valores reais e codificados das varidveis do planejamento

estdo apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Matriz do Planejamento Composto Central Rotacional do efeito da concentracao
da enzima, forca idnica e pH da solucéo de imobilizacé&o.

Valor Real (Valor Codificado)
Experimento  Concentragio da  Forca Ionica

enzima (ml.L™?) (mM) PH
1 28 (-1) 60 (-1) 4,0 (-1)
2 43 (1) 60 (-1) 4,0 (-1)
3 28 (-1) 170 (1) 4,0 (-1)
4 43 (1) 170 (1) 4,0 (-1)
5 28 (-1) 60 (-1) 9,0 (1)
6 43 (1) 60 (-1) 9,0 (1)
7 28 (-1) 170 (1) 9,0 (1)
8 43 (1) 170 (1) 9,0 (1)
9 23 (-a) 120 (0) 6,5 (0)
10 48 (o) 120 (0) 6,5 (0)
11 35,5 (0) 20 (-a) 6,5 (0)
12 35,5 (0) 210 (q) 6,5 (0)
13 35,5 (0) 120 (0) 2,3 (-a)
14 35,5 (0) 120 (0) 10,7 (a)
15 35,5 (0) 120 (0) 6,5 (0)
16 35,5 (0) 120 (0) 6,5 (0)
17 35,5 (0) 120 (0) 6,5 (0)

O processo de imobilizacdo ocorreu conforme descrito no item 3.3.2 e tempo de
imobilizacdo de 2 horas conforme definido no item 3.3.6. Ao final do tempo de imobilizacéo,
a massa de resina foi filtrada e lavada com tampéo latico por 5 vezes e utilizada para
determinacdo da atividade enzimatica pelo método das taxas iniciais da reacdo, conforme
descrito no item 3.2.

Como resposta a esse planejamento, a variavel dependente foi a atividade da enzima

imobilizada. Os resultados foram analisados por meio do software Statistica® 12.0.
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3.3.9. Influéncia de ligagGes cruzadas e multipontuais na atividade da enzima

imobilizada

Apds andlises dos resultados do Planejamento Composto Central Rotacional, definiu-se
a condicdo 6tima de imobilizacdo como solugdo de imobilizagdo com concentracdo enzimatica
de 43 mL.L* e tamp&o BR com pH 4,0 e forca i6nica 40 mM.

Estudou-se a influéncia das etapas adicionais de estabilizacéo e reticulacdo na atividade
da enzima imobilizada com objetivo de favorecer a formacdo de ligacbes cruzadas e
multipontuais entre a enzima e o suporte e consequentemente melhorar a estabilidade da enzima
imobilizada. A Figura 3.4 ilustra as etapas dos testes preliminares para avaliagdo da influéncia

das ligacOes cruzada e multipontuais na atividade da enzima imobilizada.

Figura 3.4. Testes preliminares para influéncia das liga¢bes cruzadas e multipontuais na
atividade da enzima imobilizada

Sem descarte do
sobrenadante

Imobilizagao +
Estabilizagdo + Reticulagdo
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sobrenadante

— Estabilizagao [—

[mobilizagao + Sem descarte do
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unobilizada
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40°C

Imobilizagcao + reticulagio
1,0,20e35¢gL"!

— Reticulagao

Influéncia das etapas de estabilizagao e
reticulagio na atividade da enzuna

Numero de usos a 5°C

O processo de ligagBes multipontuais, definido como estabilizacdo neste trabalho,
consistiu em incubar a enzima imobilizada em 10 mL de solucéo fosfato 100 mM pH 9,0 e
manter o sistema sob agitacdo de 150 rpm em mesa rotativa a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) por 24 horas (MATEO et al., 2000; LETCA et al.,, 2004;
FALLEIROS et al., 2017).
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O processo de ligacao cruzada foi realizado com glutaraldeido como agente reticulante.
Uma massa de 0,5 g de enzima imobilizada foi submersa em 5 mL de solucdo de glutaraldeido
(proporcédo 1:10) e submetida a agitacdo de 150 rpm por 1,5 horas em temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C). Nesta etapa foram estudadas as concentracdes de glutaraldeido de
1,0 9.L7% 2,0g9.L e 3,5 g.L L. As condigBes de tempo e concentragdo de glutaraldeido foram
definidas baseando-se nos resultados obtidos por Guidini et al. (2010) e Sousa (2018).

Para o procedimento em que a imobilizacao foi seguida da estabilizacdo e reticulacdo
com descarte do sobrenadante, entre cada etapa para obtencdo do biocatalizador imobilizado,
descartou-se a fase liquida e adicionou-se a solucdo da etapa seguinte sem enxague da fase
solida (suporte + enzima imobilizada). Nos procedimentos sem descarte do sobrenadante, as
solucdes foram sobrepostas umas as outras.

Ao final dos processos de imobilizacdo, estabilizacdo e reticulacdo, conforme cada
experimento, a massa de resina foi filtrada, lavada com tampdo latico por 5 vezes e utilizada
para determinacdo da atividade enzimatica pelo método das taxas iniciais de reacdo, conforme

descrito no item 3.2.

3.3.10. Estabilidade da enzima imobilizada

Neste estudo avaliou-se a interferéncia da concentracéo do glutaraldeido na estabilidade
da enzima imobilizada através de sucessivos usos da enzima imobilizada em meio sintético com
lactose.

Previamente, os testes foram conduzidos a temperatura de 40°C e o tempo de hidrolise
foi de 15 minutos, 0 mesmo tempo utilizado para determinar a atividade enzimaética. Esta etapa
foi realizada para delinear qual concentragdo de glutaraldeido apresentaria uma adequada
estabilidade combinada com uma conveniente atividade enzimatica inicial.

Posteriormente, foram estabelecidas duas concentragdes de glutaraldeido (1,09.L e 3,5
g.LY) para comparar com a estabilidade da enzima que foi submetida apenas a etapa de
imobilizacdo. Nesta etapa a temperatura de hidrélise ocorreu a 5°C, similar a temperatura
utilizada pelas industrias de laticinios na producao de leite hidrolisado, e o tempo de reagéo foi
determinado a medida que toda a hidrolise da lactose da solucdo ocorresse. A atividade
enzimaética foi determinada através das taxas iniciais de cada utilizagdo conforme item 3.2.

Adicionalmente foi investigada a estabilidade da enzima imobilizada ao armazenamento

por 36 dias a 4°C em solucéo tampédo BR 40 mM e pH 4,0.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Preliminarmente serdo apresentados os resultados para os
testes iniciais de escolha do suporte, concentracdo da enzima, tempo de imobilizacdo, presenca
do substrato na solucdo de imobilizacéo e tampéo e forca idnica do tampéo. Na sequéncia serdo
apresentados os resultados para o Planejamento Composto Central Rotacional que estudou a
influéncia da concentragdo da enzima, forga io6nica e pH da solucdo de imobilizagdo na
atividade da enzima imobilizada e o estudo da influéncia da concentracdo de Glutaraldeido na
atividade da enzima imobilizada. Por fim, serdo apresentados os resultados dos testes de

estabilidade da enzima imobilizacdo em relacdo ao armazenamento e ao nimero de usos.

4.1. Escolha do suporte

Os resultados experimentais de atividade enzimatica para imobilizacdo em Amberlite
XAD?761 estdo apresentados na Tabela 4.1. Em todos experimentos foi observada atividade

enzimatica no suporte apés a imobilizacdo.

Tabela 4.1. Atividade enzimatica (U) da enzima imobilizada em Amberlite XAD761

Acetato Fosfato Britton-Robinson
Tampaéo
200 mM pH 4,5 100mMpH9,0 300 mM pH 8,5
Atividade 15 112 147

Como observado, a retengdo de B-galactosidase em Amberlite XAD761 apresentou
influéncia do tampéo e pH utilizados no processo de imobilizacdo, sendo o tratamento com
tampé&o Britton-Robinson 300 mM e pH 8,5 0 que apresentou melhor atividade nesta resina,
com 147 U. Este resultado pode estar relacionado com as caracteristicas da resina apresentadas
na Tabela 3.1 que indicaram uma faixa de pH acima de 8,0, o que justifica também uma baixa
retencdo de enzima quando imobilizada em tamp&o acetato 200 mM e pH 4,5, em que a
atividade enzimatica observada foi de 15 U.

Os resultados experimentais de atividade enzimatica para imobilizacdo em Amberlite
XAD761 estdo apresentados na Tabela 4.2.



36

Capitulo 4 - Resultados e discussao

Tabela 4.2. Atividade enzimatica (U) da enzima imobilizada em Duolite A568

Acetato
Tampéao
200 mM pH 4,5
Atividade 250

Os testes com Duolite A568 em tampdo acetato pH 4,5 foram conduzidos de acordo
com o trabalho de Guidini et al. (2010) que testaram a imobilizacdo da enzima B-galactosidase
de Aspergillus oryzae em Duolite A568 em diferentes tampdes e condigdes de pH e obtiveram
melhor atividade quando utilizaram o tampdo acetato com pH 4,5.

A resina Duolite A568 apresentou maior retengdo de enzima B-galactosidase, com
atividade enzimatica de 250 U quando comparado com a atividade obtida nos testes com
Amberlite XAD761. Marquez (2007) e Guidini (2009) realizaram testes preliminares com
diferentes resinas para imobilizacdo de invertase de Saccharomyces cerevisae ¢ B-galactosidase
de Aspergillus oryzae, respectivamente, e observaram maior retencdo enzimatica em Duolite
A568 quando comparado as outras resinas.

Corroborando com os resultados de Marquez (2007) e Guidini (2009), Kim, Lim e Oh
(2012) testaram diferentes resinas como suporte para imobilizacdo de endo e exo-arabinanases
de Caldicellulosiruptor saccharolyticus para conversdo de acUcar de beterraba, dentre elas
Duolite A568 e Amberlite XAD761. Os autores verificaram um rendimento de converséo de
80% para a enzima imobilizada em Duolite A568, enquanto as outras resinas estudadas
apresentaram rendimento de conversdo entre 25% e 43%, demonstrando a superioridade da
Duolite A568 em comparacdo a Amberlite XAD761 em relacdo a imobilizacdo de enzimas.

Assim, foi definido que seria utilizado apenas a resina Duolite A568 no presente
trabalho, uma vez que apresentou uma atividade enzimatica superior a resina Amberlite
XAD761.

4.2. Influéncia da concentracéo de B-galactosidase no processo de imobilizagéo.

Os resultados da influéncia da concentragdo de [-galactosidase no processo de

imobilizacdo na atividade enzimética do suporte estdo apresentados na Figura 4.1
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Figura 4.1. Atividade enzimatica em diferentes concentracfes de enzima, utilizando o suporte
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Pelos resultados apresentados observa-se que o aumento da concentracdo de enzima na
solucdo de imobilizacdo influenciou diretamente no aumento da atividade da enzima
imobilizada até a concentracio de 43 mL.L*. A partir dessa concentracéo a atividade da enzima
imobilizada se manteve praticamente constante ndo sendo observado aumento da atividade
enzimatica do imobilizado com o incremento da concentracdo de enzima na solucdo de
imobilizacéo.

Campello et al. (2012) ao estudarem a imobilizacdo de [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis em Eupergit® C variaram a quantidade de enzima ofertada na solugéo de
imobilizacdo em 0,1, 0,25 e 0,4 mL e foi verificado maior atividade quando ofertado 0,4 mL de
enzima para imobilizacdo em 10 mL de solu¢do enzimatica.

De acordo com Giirdas, Giileg ¢ Mutlu (2012), ao estudarem imobilizagdo de -
galactosidase de Aspergillus oryzae em Duolite A 568, um aumento na concentragao de enzima
na solucdo de imobilizacdo levou a um aumento na eficiéncia de imobilizacdo até a
concentracio de P-galactosidase de 6 mg.mL?. Entretanto, o aumento acima dessa
concentracdo nao apresentou acréscimo notavel de atividade da enzima imobilizada, condicao
semelhante foi encontrada no presente trabalho, sugerindo a ocorréncia do impedimento
estérico devido a imobilizacdo em excesso de enzima no suporte.

Outros estudos recentes optaram por avaliar a influéncia da quantidade de suporte
ofertado na imobilizacdo. Santos (2014) verificou em seu trabalho de imobilizagdo de lipase
em celite que o aumento da proporcdo entre a quantidade de suporte e enzima, houve uma
influéncia positiva tanto na atividade como na eficiéncia de imobilizacdo, sugerindo que maiores

quantidades de suporte proporcionam mais espacos fisicos para a imobilizacdo das enzimas,



38

Capitulo 4 - Resultados e discussao

inversamente, quando a quantidade de suporte € diminuida, provoca-se a formacgdo de
agregados enzimaticos, levando a competicdo por espacos na superficie do suporte.

Desta forma, apds analise critica dos resultados obtidos, a concentracdo enzimatica de
43 mL.L™* foi escolhida para a sequéncia deste trabalho, considerando que foi a concentragio

que apresentou maior atividade enzimatica imobilizada.

4.3. Influéncia do tempo na atividade da enzima imobilizada.

Na Figura 4.2 estéo apresentadas as atividades das enzimas na forma livre, imobilizada
e do sobrenadante da imobilizacdo nos tempos de 1,5 a 12 horas de imobilizagdo, em
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). No tempo de 12 horas, a atividade da enzima
livre observada foi de 595 U, que corresponde a 53% da atividade observada no tempo de 1,5
hora que foi de 1.118 U, sugerindo que as condicdes utilizadas no processo de imobilizagao

afetam significativamente a atividade da enzima livre.

Figura 4.2. Influéncia do tempo de imobilizacdo na atividade da enzima na forma livre,
imobilizada e do sobrenadante da imobilizacéo
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Ap0s o tempo de 6 horas de imobilizacdo é possivel notar que a atividade da enzima
imobilizada se mantem até o tempo de 12 horas, sugerindo que, ao contrario do que ocorre com
a enzima na forma livre, o processo de imobiliza¢do protege a enzima de ag0es externas, como
por exemplo, o pH baixo utilizado na solugdo de imobilizacdo (pH 4,5). Apesar deste valor de

pH estar dentro da faixa definida como pH 6timo para a enzima pelo fabricante, 4,2 a 9,0, ele
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estd proximo ao limite minimo, prejudicando a estabilidade da enzima e favorecendo sua
inativacao.

A baixa atividade do sobrenadante (52 a 25 U) a partir do tempo de 5 horas de
imobilizacdo sugere uma alta taxa da imobilizacéo, resultado confirmado pelo rendimento de
imobilizacdo, que neste experimento foi de 93% e nos tempos subsequentes foram superiores a
95% (Tabela 4.3). Estes resultados indicam que as primeiras liga¢fes entre moléculas de enzima
e suporte sdo construidas rapidamente. Também pode ser reforcada a hipdtese impedimento
estérico que é a ocorréncia da saturacdo da atividade imobilizada, uma vez que o rendimento
de imobilizacdo no tempo de 5 horas foi alto, mas a recuperacdo da atividade n&o foi
equivalente, atingindo uma proporgéo de 54%.

Tabela 4.3. Efeito do tempo no processo de imobilizacéo.

Tempo de imobilizacéo
01:30 02:00 03:00 05:00 06:00 07:30 10:30 12:00

Rendimento de 80% 87% 90% 93% 95% 95% 97%  96%
imobilizacéo
Eficiencia da 44% 50% 47% 60% 57% 67% 59%  81%
imobilizacéo
Recuperacéo da

- 35% 43% 43% 55% 54% 64% 57% T77%
atividade

Lima et al. (2013) também verificaram que maiores rendimentos de imobilizacdo foram
obtidos com um aumento do tempo de contato quando estudaram os tempos de imobilizacédo de
B-galactosidase de K. lactis em quitosana por 5, 10 e 24 horas. No entanto, também foi possivel
verificar que apesar do aumento do rendimento de imobilizagdo, ndo houve aumento da
recuperacdo da atividade, e ap6s 10 h de contato ndo houve aumento adicional na atividade da
enzima e na recuperacdo da atividade, apesar do aumento da carga enzimatica no suporte.

E ilusorio definir o tempo de imobilizacéo de 12 horas como melhor condico, baseando
apenas nos resultados obtidos de 81% e 77% para Eficiéncia de Imobilizacdo e Recuperacéo da
Atividade respectivamente, pois ha de se ponderar que as circunstancias da imobilizagédo
alteraram significativamente a atividade da enzima livre, que neste experimento foi de 595 U,
e que este resultado é utilizado nas equacg6es (3.4) e (3.5) que definem tais parametros.

Considerando a atividade da enzima imobilizada e conforme ja debatido, o tempo de 6
horas poderia ser apontado como a melhor condicdo de imobilizacdo, j& que a partir deste

periodo, ndo ha aumento expressivo da atividade da enzima imobilizada, porém, com o objetivo



40

Capitulo 4 - Resultados e discussao

de otimizar o tempo de imobilizacéo, foi realizado um experimento em duplicata para comparar
a atividade da enzima imobilizada com os tempos de 2 e 6 horas de imobilizag&o e os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Resultado da influéncia do tempo de imobilizagédo na atividade da enzima
imobilizada

Tempo de imobilizacdo  Atividade da enzima imobilizada
2 horas 417 + 27
6 horas 430 £ 32

Realizando a analise de variancia (ANOVA) visualizada na Tabela 4.5, verifica-se que
ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos, uma vez que o e F calculado (Fcalc) foi muito

inferior ao F tabelado (Ft) para um nivel de significancia de 5%.

Tabela 4.5. ANOVA para o tempo de imobilizagao

Fonte da Soma dos Graus de Quadrado

variagéo Quadrados Liberdade médio Fealc p-valor
Tratamentos 432,80 1 432,81 0,4938 0,5022
Residuos 7011,55 8 876,44
Total 7444,36 9

Fr=F 138005 =5,318

De acordo com os resultados obtidos, foi definido o tempo de 2 horas como o tempo de

imobilizacdo para 0s proximos experimentos.

4.4. Influéncia da presenca do substrato no processo de imobilizagdo

Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar se a imobiliza¢do da enzima
na presenca do substrato influenciaria na atividade do imobilizado considerando que o
substrato, ao se ligar a enzima, estaria de alguma forma protegendo o sitio ativo de sofrer
impedimentos estéricos ou inativacdo devido a imobilizagdo. Os resultados obtidos estéo

apresentados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6. Resultados do efeito da adi¢do do substrato no processo de imobilizacéo a
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).

Condicao Atividade (U)
Sem substrato 406 + 34
Com substrato 403+0

As médias observadas na Tabela 4.6 sugerem que a presenca do substrato no meio de
imobilizacdo ndo favorece o aumento da atividade da enzima imobilizada. Falleiros et al. (2017)
também verificou que ndo houve influéncia da presenca do substrato quando estudou a
imobilizagao de B-galactosidase de Aspergillus oryzae em Duolite A568.

Considerando que a atividade da enzima é influenciada pela temperatura da reacédo, na
temperatura estudada, aproximadamente 25°C, a reacdo de hidrolise da lactose ocorre de forma
mais rapida do que o tempo de imobilizacdo, sugere-se entdo que o substrato € consumido
rapidamente e ndo estard disponivel para se ligar a enzima durante todo o processo de
imobilizacao.

Desta forma, foi proposto a realizacdo de um experimento a temperatura de 10°C
supondo que, com a reducdo da temperatura e da velocidade de reacdo da hidrélise, o substrato
ficaria em contato por mais tempo a enzima e favoreceria a sua ligagdo ao suporte,
influenciando na atividade da enzima imobilizada. Os resultados podem ser observados na
Tabela 4.7

Tabela 4.7. Resultados do efeito da adi¢do do substrato no processo de imobilizacdo a 10 °C

Condicao Atividade (U)
Sem substrato 389 + 16
Com substrato 397+1

De acordo com os resultados apresentados, foi verificado que, mesmo as baixas
temperaturas, a presenca do substrato ndo influenciou na atividade da enzima imobilizada.
Portanto, é possivel concluir que o sitio ativo ndo tem relacdo no processo de imobilizacao,
logo, a adicdo do substrato na solucdo de imobilizacao torna-se supérflua considerando que a
lactose ndo tem a condicdo de protetora do sitio ativo da enzima durante a imobilizagdo e ndo

melhora a performance da enzima imobilizada (FALLEIROS et al., 2017).
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4.5. Influéncia do tampéao e da forca idnica na atividade da enzima imobilizada

Os resultados obtidos para o estudo da influéncia do tampdo e da forga idnica na

atividade da enzima imobilizada sdo apresentados na Tabela 4.8

Tabela 4.8. Resultado da influéncia do tampéo e da forca i6nica na atividade da enzima

imobilizada
Tampéo
Forga l0nica BR Acetato
40 mM 435 347
200 mM 318 406

E possivel verificar através dos resultados que o tamp&o e a forca iénica tem influéncia
na atividade da enzima imobilizada, mas ndo foi verificado uma tendéncia em relagéo a forca
ibnica, isto é, se a melhor condicdo seria em baixa ou alta molaridades, pois, enquanto para o
tampéo BR a menor forga idnica proporcionou uma maior atividade imobilizada, para o tampao
acetado, a maior forga i6nica promove maior atividade imobilizada.

Pessela et al. (2005) imobilizaram diferentes enzimas, dentre elas, a f-galactosidase de
Aspergillus oryzae, em suportes de agarose recoberto com polietilenoimina, e o processo de
imobilizacéo foi realizado com diferentes forcas i6nicas (5, 50, 100, 300, 500 e 700 mM NacCl).
Neste estudo, verificaram que, em geral, quando a forca i6nica foi maior, a taxa de adsorcao foi
menor, principalmente quando foram utilizadas concentracfes salinas acima de 100 mM,
porém, quando as enzimas foram adsorvidas em maiores concentracdes de NaCl, a forca de
adsorcéo foi em todos os casos muito maior do que quando foi realizada sob a baixa forca ibnica
usual.

Em contrapartida, Mateo et al. (2002) e Torres e Batista-Vieira (2012) ao estudarem a
imobilizacdo de penicilina G-acilase ¢ B-galactosidase, respectivamente, em Sapebeads-EP
verificaram que solucdes de imobilizacdo com maior for¢a ibnica proporcionam maior retencdo
da atividade enzimatica.

Conclui-se que o rendimento de imobilizacdo pode depender da natureza e forca iénica
do tampdo utilizado (HOMAEI et al., 2013). Logo, para a sequéncia deste trabalho, o tampéo
BR foi escolhido considerando que ele apresentou boa atividade imobilizada quando utilizado
com baixa forca i6nica (40 mM) e possui uma ampla faixa de pH ajustavel, sendo possivel
utiliza-lo no pH 2 ao 12.
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4.6. Influéncia conjunta da concentracdo da enzima, forca iénica e pH da solucéo de
imobilizacdo na atividade da enzima imobilizada

A matriz do Planejamento Composto Central Rotacional proposto esta apresentada na

Tabela 4.9, tendo como resposta a atividade da enzima imobilizada.

Tabela 4.9. Matriz do Planejamento Composto Central Rotacional para imobilizagio de -
galactosidase com valores reais (codificados) e atividade da enzima imobilizada

Ensaio Con_centra(;éo _(11a Forca Jﬁnica do oH At_ividagj(_e da enzima
enzima (ml.L™~) tampédo (mM) imobilizada (U)

1 28 (-1) 60 (-1) 4,0 (-1) 346
2 43 (+1) 60 (-1) 4,0 (-1) 430
3 28 (-1) 170 (+1) 4,0 (-1) 314
4 43 (+1) 170 (+1) 4,0 (-1) 361
5 28 (-1) 60 (-1) 9,0 (+1) 187
6 43 (+1) 60 (-1) 9,0 (+1) 232
7 28 (-1) 170 (+1) 9,0 (+1) 135
8 43 (+1) 170 (+1) 9,0 (+1) 203
9 23 (-a) 120 (0) 6,5 (0) 239
10 48 (+a) 120 (0) 6,5 (0) 342
11 35,5 (0) 20 (-o) 6,5 (0) 388
12 35,5 (0) 210 (+o) 6,5 (0) 245
13 35,5 (0) 120 (0) 2,3 (-a) 4

14 35,5 (0) 120 (0) 10,7 (+o) 18
15 35,5 (0) 120 (0) 6,5 (0) 267
16 35,5 (0) 120 (0) 6,5 (0) 271
17 35,5 (0) 120 (0) 6,5 (0) 281

Foi realizada uma regressao multipla para avaliar a influéncia das variaveis
independentes estudadas (concentracdo da enzima, forga idnica e pH) na atividade da enzima
imobilizada, sendo que foram desconsiderados os parametros que apresentaram nivel de
significancia maior que 10%, ou seja, no teste de hipOtese com a tabela t de Student foi
considerada a probabilidade maxima de erro de 10%. Foi utilizado o software Statistica 12.0 e

0s resultados obtidos séo apresentados na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10. Coeficientes de regressdo, erro padrao e nivel de significancia estatistica (valor
de p) dos fatores significativos do modelo para atividade da enzima imobilizada.

Coeficiente de

Fator regressio Erro Padréo p-valor
Média 321,8764 25,8283 0,0000
X3 -49,1185 21,2321 0,0364
X3 X X3 -88,5830 21,7377 0,0011
Xz =pH

O coeficiente de determinacdo (R?) para 0 modelo ajustado foi de 0,5550, mostrando
que o modelo empirico explicou apenas 55,50% da variabilidade dos dados observados para
atividade da enzima imobilizada. Na Figura 4.3 esta apresentada a analise de residuos para o

ajuste.

Figura 4.3. Distribuigdo de residuos relativos a atividade da enzima imobilizada
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Para que 0 modelo seja valido e adequado para representar o fenémeno, os residuos da
regressao devem ser aleatorios e normalmente distribuidos em torno de uma meédia igual a zero,
com variancia constante e ndo apresentar tendéncia quanto a distribuicao.

Avaliando a Figura 4.3, os residuos da regressdo relativos a atividade da enzima
imobilizada estdo aleatoriamente em torno de zero e ndo apresentam tendéncia quanto a
distribuicdo, com excecdo dos pontos relativos aos ensaios 13 e 14 que possuem valor de

residuo -149,90 e 29,46, respectivamente. Nestes dois ensaios, a variavel pH esta nos niveis “-
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a”(2,3) e “+a” (10,7), que resultou em atividades 4 U e 18 U, respectivamente. Estas condi¢oes
podem ser consideradas muito extremas para a enzima [3-galactosidase de Bacillus licheniformis
considerando que a especificacdo do fornecedor determinar o pH 6timo da enzima como entre
4,0 e 9,0, logo, era de se esperar que 0 modelo néo preveria a desnaturacdo da enzima nestas
condigdes que resultariam em uma baixa taxa de imobilizacéo.

Assim, pela andlise dos residuos, eliminou-se os ensaios 13 e 14 e realizou-se
novamente a regressao multipla. Na Tabela 4.11 sdo mostrados os novos fatores significativos

encontrados, considerando um nivel de significancia de 10%.

Tabela 4.11. Coeficientes de regressdo, erro padrao e nivel de significancia estatistica (valor
de p) dos fatores significativos do modelo para atividade da enzima imobilizada, apos retirar
0s ensaios 13 e 14,

Coeficiente de

Fator regressao Erro Padréo p-valor
Média 280,0068 7,2363 0,000000
X1 30,6163 4,3785 0,000064
X2 -30,8406 4,3785 0,000060
X3 -86,8248 5,7208 0,000000
X2 X X2 12,8812 4,7864 0,024747
X3 X X3 -17,0116 8,4246 0,074208

X1 = Concentragdo da enzima; X2 = Forga i6nica; X3 = pH.

O coeficiente de determinacdo R? foi de 0,9598, indicando um ajuste adequado do
modelo e que 95,98% da variabilidade dos dados experimentais foram aplicados pela equacéo
empirica proposta. Utilizando os resultados para atividade da enzima imobilizada apresentados
na Tabela 4.11, apds a regressdo multipla, obteve-se a Equacdo 4.1 com 0s parametros

significativos.

Atividade da enzima imobilizada
= 280,0068 + 30,6163X,; — 30,8406X, — 86,8248X; + 12,8812X2 (4.1)
—17,0116X3
Na Figura 4.4 é possivel visualizar que a distribuicdo dos residuos comportaram-se
aleatoriamente em torno de zero, sem apresentar tendéncias quanto a distribuigdo. E na Figura
4.5 verifica-se que as respostas experimentais obtidas para atividade da enzima imobilizada

apresentaram valores proximos aos fornecidos pela Equagéo 4.1.
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Figura 4.4. Distribuicdo dos residuos relativos a atividade da enzima imobilizada apds retirar
0s ensaios 12 e 13.
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Figura 4.5. Valores preditos em relagdo aos observados da atividade da enzima imobilizada
apos retirar os ensaios 12 e 13.
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Com o modelo obtido foi possivel construir as superficies de resposta da concentracéo
de enzima, forca i6nica e pH na atividade da enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis

em Duolite A568, que sdo apresentadas nas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8.
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Figura 4.6. Superficie de resposta da influéncia da concentracdo da enzima e da forca ibnica
na atividade da enzima imobilizada
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Figura 4.7. Superficie de resposta da influéncia da concentracéo da enzima e do pH na
atividade da enzima imobilizada
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Figura 4.8. Superficie de resposta da influéncia da forca idnica e do pH na atividade da
enzima imobilizada
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De acordo com os resultados, verificou-se que os trés parametros estudados,
concentracdo da enzima, forca idnica e o pH, tiveram influéncia significativa na atividade da
enzima imobilizada, mas n&o houve interagdo entre eles. A atividade da enzima imobilizada da
enzima [-galactosidase de Bacillus licheniformis em Duolite A568 variou de 4 a 430 U, este
ultimo, obtido nas condicdes de 43 mL.L* de concentracdo de enzima e solugdo tampédo BR
com forca ibnica de 60 mM e pH 4,0.

Observou-se claramente que o pH afetou significativamente a atividade da enzima
imobilizada, os resultados indicaram que, nos ensaios com pH 4,0 (ensaios 1, 2, 3 e 4) a taxa
de imobilizacéo foi consideravelmente maior (entre 314 U e 430 U) em relacdo aos ensaios com
pH 9,0 (ensaios 5, 6, 7 e 8), onde a atividade do biocatalisador imobilizado foi entre 135 U e
203 U. Resultados estes, que corroboram com trabalhos pregressos de imobilizagdo de P-
galactosidase de A. oryzea em Duolite A-568, que indicaram pH 6timo de imobilizagdo de 4,5
quando estudada uma faixa de pH de 3,5 a 5,65 (GUIDINI et al., 2010) e pH de 3,0 a 8,0
(GURDAS; GULEC; MUTLU, 2012). Adicionalmente também foi verificado claramente por
Giirdas, Giileg e Mutlu (2012) que houve uma adsorc¢ao consideravel (com> 90% de atividade)
no intervalo de pH 3,0 a pH 4,5.

Estudos de imobilizagdo de B-galactosidase de Aspergillus oryzae em diversos suportes
apresentaram diferentes respostas para a influéncia do pH na atividade imobilizada. Parizzi
(2015) ndo verificou diferenca significativa quando utilizou criogel para a imobilizacdo nas

condicdes de pH de 4,0, 7,0 e 9,0. Wahba e Hassan (2015) verificaram melhor imobilizacdo da
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enzima em pH 10,0 quando utilizou agar enxertados como suporte. Enquanto os trabalhos de
Guidini et al. (2010) e Carevic¢ et al. (2016), em que foram utilizadas resinas, Duolite A-568 e
Purolite A109 respectivamente, indicaram melhor condicdo de imobilizacdo em pH entre 4,0 e
5,0. Tais evidéncias demonstram que a condicdo de pH da imobilizacao estd mais relacionada
ao suporte utilizado do que as caracteristicas da enzima propriamente dita.

Carevi¢ et al. (2016) verificaram correlagdo na influéncia do pH e da forga i0nica na
atividade da enzima imobilizada. Em baixa forca idnica (0,1 M), as atividades imobilizadas
foram substancialmente superiores as atividades imobilizada em alta forca idnica (1 M), em
qualquer valor de pH, porém, em baixa forca idnica, pH inferiores (4,0 e 5,0) apresentaram
maior influéncia na taxa de imobilizacdo do que em situacGes com pH de 6,0 e 7,0, enquanto
gue em todos 0s experimentos com alta forca idnica a variacdo de pH ndo melhorou a taxa de
imobilizacéo.

Apesar de as interacBes entre as variaveis estudadas ndo terem sido significativas, a
influéncia da forca idnica foi relevante a ponto de, em condicGes de baixa forca idnica (<20
mM) foi possivel atingir atividade da enzima imobilizada superior a 360 U em pH entre 4,0 e
7,0 (Figura 4.8), resultado demonstrado no ensaio 11. Albuquerque et al. (2016) apontaram o
meio de imobilizacdo com tampéo fosfato 1,4 M como responsavel pela inativacdo em altas
cargas enzimaticas, enquanto que as perdas de atividade ndo ocorreram no caso de condi¢Bes
mais amenas (tampdo fosfato 20 mM) para imobilizar a [3-galactosidase em Sepabeads HFA.

De acordo com os resultados apresentados nas superficies de repostas das Figuras 4.6,
4.7 e 4.8, pode-se destacar como condic¢des 6timas de imobilizacdo a concentracdo da enzima
acima de 43 mL.L™%, a forca ionica abaixo de 40 mM e o pH abaixo de 4,0. Desta forma, foi
realizado um teste para avaliar se a alterag@o da forca i6nica de 60 mM para 40mM acarretaria
em um incremento na atividade da enzima imobilizada, os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.12 e foram avaliados através de Analise de Variancia (ANOVA) (Tabela 4.13).

Tabela 4.12. Resultado da influéncia da forc¢a idnica na atividade da enzima imobilizada

Forca lonica Atividade (U)
40 mM 472 £ 15
60 mM 406 + 23
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Tabela 4.13. ANOVA para forca ionica

Fonte da Soma dos Graus de Quadrado

variagao Quadrados Liberdade médio Fealc p-valor
Tratamentos 6542,2 1 6542,234 17,0018 0,014573
Residuos 1539,2 4 384,794
Total 8081,4 5

Fr=F15005=7,709

Considerando os resultados apresentados, verifica-se que ha diferenca significativa
entre os tratamentos, uma vez que o F calculado (Fcaic) foi maior que o F tabelado (F1) para um
nivel de significancia de 5%. Portanto houve incremento na atividade da enzima imobilizada
quando a forca idnica foi alterada de 60 mM para 40 mM. Desta forma, para as proximas etapas
deste trabalho as condicdes de imobilizacdo foram definidas como concentracdo de enzima 43

mL.L"? e solugio tampdo BR com forga idnica de 40 mM e pH 4,0.

4.7. Influéncia de ligacGes cruzadas e multipontuais na atividade da enzima imobilizada

Com o intuito de obter um biocatalisador com maior estabilidade foi proposto um estudo
para verificar a influéncia de ligagOes cruzadas e multipontuais na atividade da enzima
imobilizada. Os resultados dos experimentos realizados sdo apresentados na Tabela 4.14.

Atividade Relativa a atividade da enzima imobilizada.

Tabela 4.14. Resultados dos experimentos para o processo de ligacdes cruzadas e
multipontuais.

Condicao Atividade (U) Aé;‘l’;‘zﬁ/ie
Imobilizacao (resultados pregressos) 472 £ 15 -
Imobilizacéo + Reticulagdo (3,5 g.L™ de Glu) + Estabilizacéo * 44+11 9%
Imobilizacdo + Reticulacao (3,5 g.L™ de Glu) + Estabilizacdo 2 106 +1,5 22%
Imobilizagdo + Estabilizacdo 159+ 7,6 34%
Imobilizagdo + Reticulagdo (1,0 g.L* de Glu) 472 + 28,5 100%
Imobilizagdo + Reticulagdo (2,0 g.L* de Glu) 423 +£14)9 90%
Imobilizagdo + Reticulacao (3,5 g.L™ de Glu) 231 +44,8 49%

1Com descarte do sobrenadante; 2Sem descarte do sobrenadante
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A partir dos dados apresentados, € possivel observar que a introdugdo do processo de
estabilizacdo da enzima imobilizada, através da incubacdo em solucéo tampdo pH 9,0, alterou
a conformacdo da enzima e reduziu consideravelmente a atividade imobilizada em todos os
experimentos. Diferente destes resultados, Falleiros et al. (2017) ao explorar a imobilizacéo de
[-galactosidase de Aspergillus oryzae, verificaram que a etapa de estabilizacdo melhorou a
atividade imobilizada em 24%, quando realizada isoladamente, e em 44% quando combinada
com o processo de reticulagdo com glutaraldeido. Proteinas possui areas especialmente
enriquecidas em grupos anidnicos e a variagdo no pH da imobilizacdo durante a troca iénica
pode modificar as propriedades funcionais da enzima imobilizada (Albuquerque et al., 2016).

Em contrapartida, a utilizacdo de glutaraldeido como agente reticulante para formacao
de ligacOes cruzadas, teve influéncia significativa na atividade da enzima imobilizada. Baixas
concentracdes de glutaraldeido (1,0 g.L™) ndo afetaram a atividade da enzima imobilizada,
enquanto a concentragdo de 3,5 g.L! provocou uma reducdo de 50% na atividade do
biocatalisador. Costa et al. (2013) verificaram maior atividade da enzima imobilizada quando
ndo adicionou a etapa de reticulacdo ou a fez antes do processo de imobilizacéo, e, corroborando
com este trabalho, observou menor atividade enzimatica retida no experimento que utilizou a
maior concentracdo de glutaraldeido 5,8% (v/v). Os autores elucidaram que isso pode ser
explicado pelas ligagBes cruzadas entre os aminoacidos na molécula de proteina, que podem
alterar a configuracdo conformacional da cadeia polipeptidica, afetando o sitio ativo da enzima
guando a reacdo de glutaraldeido ocorre durante ou apds a imobilizacdo do biocatalisador no
suporte

Para alcancar a reticulacdo de proteinas ideal, parece adequado usar concentraces
moderadas de glutaraldeido, altas o suficiente para garantir a ativacdo da maioria dos grupos
amino da enzima com uma molécula de glutaraldeido, mas ndo muito altas para ndo atingir
ativacdes com duas moléculas por grupo amino. Em alguns casos, pode ser necessario utilizar
condic@es de reticulacdo brandas se a proteina for especialmente sensivel as modificacdes do
glutaraldeido (Barbosa et al., 2014).

4.8. Estabilidade da enzima imobilizada

Os resultados obtidos para os testes preliminares de estabilidade da enzima imobilizada

e reticuladas s@o apresentados na Tabela 4.15 e na Figura 4.9.
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Tabela 4.15. Atividade da enzima imobilizada, a 40 °C, apds 6 usos.

Concentragéo de

Glutaraldeido 1° uso 2° uso 3° uso 40 yso 5° uso 6° uso
1,09.L? 472 434 321 265 272 299
209.L? 423 382 358 310 270 217
35¢9.L1 231 219 179 203 218 213

Figura 4.9. Atividade relativa (U/Uo) da B-galactosidase imobilizada e reticulada com 1,0 g.L"
1(@),2,0gLt(m)e3,52Lt(A).
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Apos andlises dos dados obtidos, é possivel observar que a atividade da enzima
reticulada com glutaraldeido com concentragéo de 1,0 g.L sofreu uma queda de 37%, em
relagdo a sua atividade inicial, apds 6 usos. Enquanto que, para a condigdo com 2,0 g.L* de
glutaraldeido, a atividade relativa foi de 51% e para a condi¢do com 3,5 g.L %, 92%. Esses
resultados ratificam que o tratamento com glutaraldeido foi eficaz na manutencdo da
estabilidade da enzima imobilizada em Duolite A-568, apesar de afetar substancialmente a
atividade da enzima imobilizada. Os resultados obtidos vdo de encontro ao exposto nos
trabalhos de Guidini et al. (2010), Ansari et al. (2015), Eskandarloo e Abbaspourrad (2018) e
Urrutia et al. (2018), que observaram uma maior estabilidade da atividade enzimatica
imobilizada seguida do processo de ligacdo cruzada utilizando glutaraldeido como agente
reticulante, sendo possivel a reutilizacdo do biocatalisador.

Para os experimentos de hidrdlise da lactose a temperatura de 5°C foram escolhidas as

condigdes de reticulagdo com glutaraldeido nas concentragdes de 1,0 g.L ™ e 3,5 g.L ™2, resultados
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estes que serdo confrontados com o0s da enzima que passou apenas pelo processo de
imobilizagdo. Na Figura 4.10 sdo apresentados os resultados das atividades das enzimas

imobilizadas ap0s 3 usos a temperatura de 5°C.

Figura 4.10. Atividade da enzima imobilizada (=), imobilizada e reticulada 1,0 g.L* (%) e
imobilizada e reticulada 3,5 g.L* (), a 5°C, apds 3 usos

O 100%
PNl oon 3
D “s‘ % b
=60 XN T )
= S 69% ot
20 43 60% .2
< 40 = ~ 48% 5
@ =30 4
2 30 = 40% g

— N ge)
S = = S
2 — — 20% ;
0 = = <

0 = = 0%

NuUmero de usos

Imobilizada — —1¢g/L ----- 3,5¢9/L

De acordo com os resultados apresentados, a enzima que sofreu somente o processo de
imobilizacdo apresentou menor estabilidade em relacdo as enzimas que passaram pelo processo
adicional de reticulacdo. Também foi possivel verificar que houve uma maior queda da
atividade absoluta e relativa ao longo dos usos em relagdo ao experimento anterior (Tabela 4.15
e Figura 4.9), possivelmente devido ao maior tempo de utilizagdo da enzima imobilizada, que
no experimento anterior foi de 15 minutos e neste, foi de 4 a 17 horas, conforme detalhado na
Tabela 4.16.

Tabela 4.16. Tempo de hidrolise da lactose, em horas, utilizando os biocatalisadores
imobilizados a 5°C.

Condicao 1°uso 2°uso 3°uso
Imobilizagdo 4,3 6,7 12,8
Imobilizacdo + Reticulagao (1,0 g.L™ de Glu) 6,2 9,4 12,9

Imobilizagdo + Reticulagdo (3,5 g.L™ de Glu) 11,9 12,9 17,2
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E possivel apurar através dos resultados apresentados, que a atividade da enzima
influencia consideravelmente no tempo necessario para que ocorra reacdo total de hidrolise da
lactose, e consequentemente a enzima imobilizada, que iniciou o processo com maior atividade
retida, apresentou menor tempo de hidrolise. Esta € uma condicdo importante que devera ser
considerada na escolha do biocatalisador, isto €, se serd utilizado um biocatalisador com maior
atividade inicial ou um com maior estabilidade ao uso.

Na Tabela 4.17 sdo apresentando os resultados para os experimentos que avaliaram a

estabilidade da enzima imobilizada em relacdo ao armazenamento por 36 dias a 4°C.

Tabela 4.17. Atividade da enzima imobilizada no tempo 0 e apds 36 dias de armazenamento a
4°C, em tampao BR 40 mM e pH 4,0.

Tempo (dias)  Atividade

Condicdo 0 36 relativa

Imobilizacdo 506 309 61,1%
Imobilizacdo + Reticulacdo (1,0g.L"deGlu) 468 283 60,5%
Imobilizacdo + Reticulacdo (3,5g.LdeGlu) 326 236 72,5%

Os resultados apresentados na Tabela 4.17 demonstram que a melhor estabilidade ao
armazenamento da enzima imobilizada foi a condi¢do de imobilizacdo seguida de reticulagdo
com glutaraldeido 3,5 g.L™%, e que a condigio com 1,0 g.L* de glutaraldeido foi pouco eficiente
na melhora da estabilidade da enzima ao armazenamento quando comparada com a atividade
relativa da enzima que passou somente pela etapa de imobilizacdo. Esses resultados ja eram
esperados pois foi verificado nos experimentos anteriores que o processo de reticulacdo melhora
a estabilidade do biocatalisador imobilizado.

Guidini et al. (2010) obtiveram 100% de estabilidade da enzima [-galactosidase
imobilizada e reticulada com glutaraldeido ap6s 3 meses de armazenamento em tampdo acetato
pH 4,5 e 4 °C, enquanto Falleiros et al. (2017) alcancaram 95% de estabilidade ao
armazenamento por 98 dias, também em tampdo acetato pH e temperatura de 4°C, do
biocatalisador imobilizado que passou pelas etapas de imobilizagéo, estabilizacdo e reticulacéo

com glutaraldeido.
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

O uso de enzimas imobilizadas tem um impacto econdmico uma vez que a
enzima pode ser reutilizada na producéo de lacteos com teor reduzido de lactose,
diminuindo assim os custos de producéo e do produto acabado.

A resina Duolite A568 apresentou melhor retencdo da atividade em enzimatica
em relacdo a Amberlite XAD761.

As condigdes para o processo de imobilizagdo de B-galactosidase de Bacillus
licheniformis foi tempo de 2 horas, concentracdo de enzima de 43 mL.L*,
tampdo BR com forga idnica 40 mM e pH 4,0.

A utilizacdo do substrato na concentragdo de 50 g.L™ ndo influenciou a atividade
da enzima imobilizada.

O pH, forca idnica e a concentracdo da enzima na solucdo de imobilizacéo tem
influéncia significativa na atividade enzimatica retida no processo de
imobilizacao.

O processo de estabilizagdo através da incubacdo da enzima imobilizada em
solucdo tampdo pH 9,0 afetou negativamente a atividade do biocatalisador.

O processo de reticulacdo com Glutaraldeido impacta na atividade da enzima

imobilizada mas melhora a estabilidade do biocatalisador.



CAPITULO 6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a imobilizacdo de B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada na
resina Duolite A568 utilizando tampdo acetato e tampao BR com altos valores de forga
ibnica.

Estudar as condigdes de dessorgdo da enzima [-galactosidase de Bacillus licheniformis
imobilizada na resina Duolite A568.

Avaliar o processo de hidrolise da lactose pela enzima imobilizada em reator de leito
fluidizado.

Estudar o processo de ligacdo da enzima ao suporte por microscopia eletrénica de
varredura.

Aplicar a enzima imobilizada em reac6es de hidrolise da lactose em leite e soro de leite.
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