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RESUMO

A industria de laticinios tem participagdo expressiva no setor de alimentos, tendo a
produgdo de produtos lacteos com teor de lactose reduzido pela enzima B-galactosidase, com
crescente demanda. O custo destes produtos sem lactose ¢ maior do que produtos lacteos com
lactose devido a etapa de hidrolise enzimatica empregando enzimas soluveis, assim o uso da
B-galactosidase imobilizada surge como alternativa face ao alto custo de enzimas em sua
forma livre. As pesquisas sdo continuamente direcionadas para se aperfeigoar o
biocatalisador, utilizando suportes e condigdes que viabilizem e melhorem o processo final.
No primeiro momento da pesquisa foi realizado um estudo exploratdrio do efeito causado pela
for¢a i6nica e pH no processo de imobilizacao por adsorcao fisica em suporte Duolite A 568.
Empregou-se elevadas concentragdes da solu¢ao tampao Britton-Robinson (BR) de 300 mM a
1000 mM variando o pH entre 3,5 a 4,5 mantendo o tempo de imobilizagdo em 2 horas.
Durante os experimentos foi observado o surgimento inesperado de aglomerados (granulos)
enzimaticos, aos quais verificou-se relevante atividade enzimatica de 719 (U) em pH 4,0 (300
mM), 767 U em pH 4,5 (300 mM) e 348 U em pH 4,0 (500 mM), com indicativo de possivel
imobilizacdo livre de suporte. Para as condi¢des de alta molaridade de tampao (1000 mM), os
resultados ndo demonstraram melhora na atividade da enzima imobilizada. Na seqiiéncia
avaliou-se a influéncia conjunta da forga i6nica e tempo de imobilizagdo em um planejamento
composto central rotacional (PCCR) juntamente com a anélise do processo de imobilizagdo
pelas respostas de rendimento, eficiéncia e recuperacao. Na atividade hidrolitica da enzima 3-
galactosidase os melhores resultados foram entre 396 U a 470 U, que se concentraram em
tempos curtos ou longos associados a condigdes de baixa forca ionica, evidenciando o efeito
de interacdo nas faixas estudadas entre a concentragdo do tampao BR (5,12 a 99,88) e tempo
(0,46 a 6,12 horas). Nos parametros do efeito da analise do desempenho da imobilizagdo em
observagao a maior atividade da enzima de 470 U em condi¢des de 86 mM em 5,3h uma das
melhores regides obteve-se 91,01 de rendimento, 96,71 de eficiéncia e 88,01 de recuperagao
demostrando ser uma boa abordagem de aprofundamento em novas pesquisas. Esta pesquisa
demostrou que a concentracdo da forga idnica do tampao com tempos definidos e pH da
composi¢cdo do meio sdo parametros importantes que afetam o sitio ativo catalitico da enzima
em sua estabilidade, podendo beneficiar ou inibir a atividade da enzima imobilizada.

PALAVRAS-CHAVE: Adsorgao fisica, Tampao Britton-Robinson, [3-galactosidase, Bacillus

licheniformis, Duolite A-568, For¢a i0nica, Troca idnica
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ABSTRAT

The dairy industry has expressive participation in the food sector, with the production
of dairy products with lactose content reduced by the enzyme B-galactosidase, in increasing
demand. Lactose-free products have a higher production cost than dairy products with lactose
due to the enzymatic hydrolysis step using soluble enzymes, so the use of immobilized -
galactosidase emerge as an alternative to the high cost of enzymes in their free form
Researchesare continuously directed to improve the biocatalyst, using supports and conditions
that make the final process feasible and improved. At the first moment in the research, an
exploratory study was carried out on the effect caused by ionic strength and pH in the process
of immobilization by physical adsorption on Duolite A 568 support. High concentrations of
the Britton-Robinson (BR) buffer solution were used, from 300 mM to 1000 mM, varying the
pH between 3.5 to 4.5, keeping the immobilization time at 2 hours. During the experiments,
the unexpected appearance of enzymatic clusters (granules) was observed, which showed
relevant enzymatic activity of 719 (U) at pH 4.0 (300 mM), 767 U at pH 4.5 (300 mM) and
348 U at pH 4.0 (500 mM), indicating possible support-free immobilization. For high buffer
molarity conditions (1000 mM), the results showed no improvement in the activity of the
immobilized enzyme. In sequence, the joint influence of ionic strength and immobilization
time in a central rotational composite design (PCCR) was evaluated together with the analysis
of the immobilization process by the yield, efficiency and recovery responses. For the
hydrolytic activity of the B-galactosidase enzyme, the best results were between 396 U to 470
U, which were concentrated in short or long periods associated with low ionic strength
conditions, evidencing the interaction effect in the studied ranges between the BR buffer
concentration (5. 12 to 99.88) and time (0.46 to 6.12 hours).In the parameters of the effect of
the analysis of the immobilization performance in observation the highest activity of the
enzyme of 470 U under conditions of 86 mM in 5.3h one of the best regions was obtained
91.01 of yield, 96.71 of efficiency and 88, 01 recovery proving to be a good approach to
deepening in new research. This research demonstrated that the concentration of the ionic
strength of the buffer with defined times and pH of the composition of the medium are
important parameters that affect the catalytic active site of the enzyme in its stability, which
can benefit or inhibit the activity of the immobilized enzyme.

KEYWORDS: Physical adsorption. Britton-Robinson buffer. B-galactosidase. Bacillus

licheniformis. Duolite A-568. Ionic strength. Ion exchange.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O leite ¢ um dos principais alimentos para o consumo humano e a lactose é o principal
carboidrato nele presente. A industria de laticinios tem participagao importante no setor de
alimentos, em que diferentes ingredientes, aditivos e tecnologias sdo necessarios para produzir
uma variedade de produtos lacteos utilizando como matéria-prima o leite (NAZIR et al., 2021;
LEITE et al., 2021; PAIVA etal., 2018).

O leite humano contém aproximadamente 7% de lactose em peso, que esta entre a
mais altas concentragdes de lactose de todos os leites de mamiferos e o leite de vaca contém 4
ou 5% de lactose (HERTZLER et al., 2017). No entanto, na produgdo de produtos lacteos este
teor de lactose pode variar contendo pouca ou nenhuma lactose (CHURAKOVA et al., 2019;
PORTNOY et al., 2021).

Em laticinios, nos alimentos com baixa atividade de agua como leite condensado, doce
de leite e sorvete, o teor reduzido de lactose previne a cristalizagdo da lactose, evitando o
aparecimento de uma textura arenosa, devido a uma maior solubiliade da glicose e galactose
em relagdo a lactose (WOLF et al., 2018; VERA et al., 2020). Para muitos queijos duros e
envelhecidos, o teor de lactose s6 ¢ reduzido devido a acdo das bactérias do acido lactico
durante o tempo de amadurecimento (cura), como o queijo parmesao possui tragos de lactose,
cheddar (< 0,1%) ou suico tendo concentracao de lactose muito baixa (DEKKER et al., 2019).

Nos tempos atuais ja existem no mercado varios produtos lacteos fabricados que e
denominados como “lactose reduzida” ou produtos “sem lactose”, recebendo tal rotulagdao que
varia de um pais para outro. No Brasil, o leite sem lactose supera vendas de US$ 300 milhdes
e USS$ 2 per capita anuais, mantendo elevada taxa de crescimento anual estimada entre 5,5% e
15% para os proximos cinco anos (YANG et al., 2021).

A producao de leite com reduzido teor de lactose, ou considerado zero lactose, pode
ser feita a partir da hidrdlise da lactose, utilizando a enzima [-galactosidase. Relatado por
Kuribayashi et al.(2021), a B-galactosidase advinda de Bacillus licheniformis em sua forma
livre possui boa atividade em temperaturas entre 45°C e 50°C e pH entre 6,0 e 7,0, condigdes
de aplicagdo ideais para o leite.

O uso da B-galactosidase em sua forma livre (soltivel) ¢ utilizado industrialmente,
porém nestes processos industriais a dificuldade de se utilizar de enzimas livres € devido ao
alto custo e a sua estabilidade, desta forma, como alternativa eficiente surgem as enzimas
imobilizadas, que podem ser reutilizadas diversas vezes, o que diminuiria o custo de producao

(SILVA et al., 2019).


https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1570963919301578?via%3Dihub#!

No processo de imobilizacdo, as enzimas sofrem retencdo fisica ou ligagdo quimica, e
se tornam insoluveis apds a imobilizacdo, o que facilita muito a recuperacdo e a reutilizagao
da enzima e maior produtividade que permite processos continuos € causam contaminagao
limitada do produto (SIGURDARDOTTIR et al., 2018; GAN et al., 2021).

Um grande numero de diferentes materiais de suporte inorganicos, organicos e
recentemente os nanomateriais com morfologias diferenciadas tém sido sugeridos para a
imobilizagdo de enzimas (SIGURDARDOTTIR et al., 2018).

O suporte Duolite A 568 ¢ uma resina anidnica de base fraca, altamente porosa com
particulas de tamanho 150-600 mm. Dentre as caracteristicas desse suporte inclui a superficie
ativa adequada para adsor¢ao de enzimas, podendo fornecer rendimentos de imobiliza¢ao
significativos com uma grande carga de enzima adsorvida na superficie de resina por meio de
atracOes eletrostaticas entre os grupos de amina terciaria da resina e acido carboxilico dos
grupos da enzima, através de forcas hidrofobicas e de Van der Walls (WANG et al., 2016).

Assim, o presente trabalho teve o objetivo de investigar e avaliar a influéncia do
processo de imobilizacdo da B-galactosidase Bacillus licheniformis pelo método de adsor¢ao
fisica em suporte Duolite A 568 (resina fenol-formaldeido) utilizando concentracdes de

tampdo BR (Britton Robinson) combinado a variagdes de tempo com pH fixado.

Objetivos especificos

e Artigo de revisdo relacionado a enzima B-galactosidase, métodos de imobilizacdo e
diversos suportes organicos, inorganicos e nanomateriais, incluindo reatores usados,
equilibrio de adsorcao, suportes de imobilizacdo, estabilidade ao uso de enzimas tais
como pH, forca idnica, temperatura ¢ aditivos e por fim aplicagdes recentes da enzima
-galactosidase;

e Explorar o uso de elevadas concentra¢des ionicas de tampao BR (Britton- Robinson) e
diferentes pH para obtenc¢do de -galactosidase imobilizada;

e Avaliar a influéncia conjunta da concentracdo do tampao e tempo empregados no
processo de imobilizagdo na atividade do biocatalisador imobilizado;

e Analisar o efeito da concentragao do tampao e tempo de imobilizagdo nos parametros
rendimento, eficiéncia e recuperagdo da enzima imobilizada.

O trabalho foi estruturado no formato de artigos, sendo o Capitulo 2 referente a uma

revisdo bibliografica e o Capitulo 3 relativos a parte experimental.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para a sele¢do dos artigos relevantes nos ultimos 10 anos para o desenvolvimento do
trabalho, foram utilizadas as seguintes bases de dados: periodicos capes, Scielo, Scopus e
Science Direct. Essas bases de dados permitiram que a pesquisa fosse desenvolvida de forma
confidvel e segura, além de apresentar maior consisténcia e disponibilidade de acesso ao
material publicado. As palavras chaves utilizadas foram: P-galactosidase, adsorcdo fisica,
métodos de imobiliza¢do, enzimas industriais, reatores, enzimas utilizadas industrialmente,

aplicacdes da B-galactosidase, suportes, nanomateriais e equilibrio de adsorgao.

2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Enzimas

As enzimas sdo freqlientemente usadas como biocatalisadores industriais na forma
livre e imobilizadas para simplificar sua reutilizagdo e recuperacdo. Sdo diversos os
protocolos de imobilizacdo que envolvem diferentes mecanismos de imobilizacdo enzimatica
tais como adsor¢do fisica, aprisionamento, microencapsulacdo, fixacdo covalente e
reticulagio (HOMEI et al., 2013), e todos os métodos podem apresentar uma série de
vantagens e desvantagens (DANTAS et al., 2020; LEE et al., 2021).

A aplicacdo de enzimas em diferentes industrias estd aumentando continuamente,
especialmente nas ultimas duas décadas (VOBERKOVA et al, 2018). Na industria
alimenticia a enzima [B-galactosidase (lactase, EC 3.2.1.23), uma hidrolase, tem sido usada
principalmente na forma livre nas industrias de laticinio. Contudo, devido ao custo
relativamente elevado, pesquisas com objetivo de minimizar esse problema tém sido voltadas
na obtencdo de biocatalisador imobilizado que atenda aos processos industriais
(RAVEENDRAN et al., 2018; KURIBAYASHI et al., 2021).

A imobilizacdo enzimatica, em muitos casos, melhora as caracteristicas do
biocatalisador como especificidade, estabilidade, seletividade e atividade (LIU et al., 2018), e
esta relacionados aos materiais de suporte enzimaticos que devem atender requisitos para
resistir as condigoes das reacgdes enzimaticas, como: boa estabilidade, estar facilmente
disponiveis durante o ano todo, com precificacdo relativamente baixa (ZDARTA et al., 2018).

Desta forma, os materiais de suporte influenciam a atividade das enzimas imobilizadas

especificamente nas propriedades dos diferentes suportes organicos e inorganicos devido aos



grupos funcionais presentes na superficie que podem favorecer e estabilizar a enzima com
reutilizagdes sucessivas (WAHAB et al., 2020; NADAR et al., 2020).

Na busca por materiais de suporte para imobilizacdo enzimatica, os materiais hibridos
ou compostos tém ganhado atencdo. Estes sdo obtidos pela conjugacao de materiais organico-
organico; inorganico-inorganico, ou precursores organicos-inorganicos que tornam possivel a
estabilidade das interagcdes entre uma enzima a um suporte, possibilitando a obtengao de
biocatalisadores de maior resisténcia mecanica e estabilidade em condi¢des de reagdo
(ZDARTA etal., 2018).

Muitos suportes foram utilizados na imobilizagdo da B-galactosidase, uma enzima
utilizada industrialmente tanto na forma livre (soluvel) quanto imobilizada com protocolos de
imobilizagao apropriados (KLEIN et al., 2016).

Sendo assim, esta revisdo teve por objetivo estabelecer a compreensdo e o
conhecimento dos aspectos importantes concernentes a enzima [-galactosidase, que ¢ tema
desta dissertagcdo, elucidando: enzimas industriais, enzima [-galactosidase, imobilizacdo de
enzimas (métodos quimicos e fisicos), equilibrio de adsorc¢do, suportes de imobilizagdo,
reatores utilizados, estabilidade de enzimas (pH, forca idnica, temperatura e aditivos) e

aplicagdes recentes da enzima B-galactosidase.

2.1.2 Enzimas industriais

O mercado de enzimas ¢ muito amplo, podendo ser produzidas por plantas, animais e
via microbiana, sendo que a maior parte da producdo industrial de enzimas ¢ obtida por
microrganismos (RAVEENDRAN et al., 2018).

O relatorio de previsdo global do mercado de enzimas para 2025 prevé o crescimento
de 1 a 7,1% a partir de 2019 para chegar a US § 6,6 bilhdes em 2025, principalmente para o
mercado de enzimas especiais como: hidrolases, carboidrases, proteases, lipases, polimerases
e nucleases e outras enzimas. Além disso, as enzimas microbianas s3o uma fonte importante
no mercado industrial devido a sua diversidade, elevada estabilidade e capacidade de degradar
uma ampla gama de complexos substratos. No entanto, o crescimento do uso de enzimas em
determinados processos ¢ inibido pelo alto custo, em particular para pequenas e médias
empresas (GLOBAL SPECIALITY ENZYMES INDUSTRY, 2020).

As enzimas sdo empregadas para obter mais de 700 produtos comerciais nas mais

diversas areas entre produtos e solucdes, e sao utilizadas em mais de 40 setores da industria



desde cuidados domésticos (por exemplo, detergentes) e bioenergia a agricultura, satde
animal, comésticos, medicamentos e alimentos (ARNAU et al., 2021).

Em destaque, os principais produtores de enzimas incluem a BASF® (Alemanha),
DuPont® (EUA), Novozymes® (Dinamarca), DSM® (Holanda), Advanced Enzymes
Technologies® (india), Megazyme® (Irlanda), Denykem® (Reino Unido) e MetGen®
(Finlandia) (TECHNICAL ENZYMES MARKET, 2020).

Com o avango biotecnologico, nota-se o aumento da demanda por enzimas como
biocatalisador em processos industriais, pois a natureza das enzimas apresenta caracteristicas
ambientais corretas com baixo gasto de energia, criando um roteiro para producdo mais limpa,
com crescimento sustentavel e econdomico (KHARE; PRAKASH, 2017).

Na industria de alimentos varias enzimas tém sido utilizadas em busca de se produzir e
melhorar a qualidade dos alimentos. Desta forma, a maior aplicagdo de enzimas esta
concentrada na industria de alimentos - quase 50% de todas as enzimas produzidas para fins
industriais sdo utilizadas no processamento de alimentos (SINGH et al., 2019; KANEDA et
al., 2021; ADHIKARI, 2019). Dentre as enzimas industriais mais comumente usadas na area
de alimentos estdo as hidrolases, carboidrases, proteases, lipases, oxidorredutases e
isomerases, sendo que a maioria destas enzimas ¢ de origem microbiana e apenas algumas
vém de animais ou plantas superiores (SINGH et al., 2016).

Alguns exemplos de enzimas utilizadas industrialmente estdo descritos na Tabela 2.1.

Tabela 2. 1— Enzimas livres (solivel) ou imobilizadas utilizadas industrialmente

Livre/
Enzimas Aplicacao Produto Referéncias
imobilizada
. ) Tagatose (adogante alto Chini et Al,
Imobilizada Alimentos
B-Galactosidase pico de dogura) 2014
Melhora o aroma
vinho/ extracdo de
B-glucosidase Livre pigmentos ¢ Industria de vinho Juturu; Wu,
& substancias 2014
aromatizantes
. Clarificagdo de sucos e . Adigiizel;
. L . A t larificaca
Xilanases e vinhos umentam a clarticacao Tunger, 2016
) Alulose - adogante “zero
» Fabricacdo de ) Tate;Lyle,
) Imobilizada ) ) caloria” semelhante a
Epimerase alimentos e bebidas 2017

dextrose




Livre/
Enzimas i obilizad Aplicacao Produto Referéncias
imobilizada
Valio®, produz a maior
Livre/ o L variedade de produtos com .
B-Galactosidase  Imobilizada Industria de Laticinios baixo teor de lactose e sem Arayjo, 2017
lactose
Prebioticos/ produtos
Li farmacéuticos/ Galacto-oligossacarideos Xavieret al.,
. ivre . .
B-galactosidase compostos biologicos (GOS) 2018
ativos
Debittering - Imobilizada Industria de Remogao do sabor amargo Phukan;
naringinase suco de fruta de frutas citricas Kardong, 2020
Refrigerantes/ sucos
D-iﬁ)cs(;se / Imobilizada caixinha/ketchup/ Xarope de milho com alto Singh et al.,
isomerase mostarda/ po para teor de frutose 2020

bebidas

Valio® = Fabricante de produtos lacteos, uma das maiores empresas da Finlandia.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

2.2 ENZIMA B-GALACTOSIDASE

A B-galactosidase (p-d-galacto-hidrolase, EC 3.2.1.23), conhecida como lactase,
pertence as glicosidases que apresentam tanto a atividade de hidrolisagdo como de
transglicosilagdo, que representa a capacidade de sintetizar oligossacarideos durante a
hidrolise de substratos naturais, e também um potencial em pesquisa de aplicagdes em
diferentes areas como nas industrias de alimentos e laticinios, nutricdo, biorremediagao,
biossensor (SAQIB et al., 2017).

As [-galactosidases convencionais se concentram na hidrolise da lactose para
producdo de leite e outros produtos lacteos com baixo teor de lactose e sem lactose, como
também comprimidos de lactase para pessoas que possuem intolerancia a lactose. Outra
aplicacdo da f-galactosidase ¢ na produgdo de xaropes de soro de leite e na biodisponibilidade
de produtos derivados do soro de leite e no gerenciamento de residuos de laticinios (VERA et
al., 2020; LUKITO et al. 2015).

As aplicagdes de B-galactosidases ndo convencionais referem-se aquelas aplicacdes
mais recentes baseadas em sua reagdo catalitica de transgalactosilagdo (OSMAN et al., 2014;
VERA et al., 2017), ao uso de liquidos idnicos (SIMOVIC et al., 2019; ARGENTA, et al.,
2021), ou qualquer outro composto em baixa atividade de 4gua (MANERA et al., 2012).

Na Figura 2.1 estdo apresentadas as principais aplicagdes da enzima [-galactosidase

discutidos ao longo deste artigo.



Figura 2. 1- Diferentes aplica¢des da enzima (-galactosidase.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Dentre as aplicacdes da enzima [-galactosidase existem duas funcdes de catalise:
hidrolise e transgalactosilacdo. Esta hidrélise catalitica da lactose ¢ uma reacdo direta e a
sintese de oligossacarideos € a reagdo reversa. A primeira fun¢do relaciona-se a hidrélise da
lactose obtendo dois mondmeros, a glicose e a galactose, enquanto a segunda envolve a
clivagem do galactosil e, subseqiientemente, a transferéncia para uma molécula aceptora,
formando o transgalactooligossacarideo (GOS), tornando esta enzima importante na industria
de alimentos (XU et al., 2020).

A hidrolise da lactose em escala industrial geralmente ¢ realizada com o uso de B-
galactosidase em sua forma livre liquida ou em po6 (liofilizada) (PANESAR et al., 2010). Com
o processo de hidrolise sao formados dois monossacarideos (glicose e galactose) (GARCIA et
al., 2017).

Os monossacarideos obtidos da hidrolise, além de apresentarem caracteristicas de
maior dogura, também sdo mais soliiveis quando comparado ao dissacarideo (lactose), com
isto diminui a cristalizacdo em produtos lacteos (SHEN et al., 2019). Na Tabela 2.2 estao

informacdes sobre dogura, configuracdo, mondmeros e solubilidade da sacarose e lactose.



Tabela 2. 2 — Propriedades dos dissacarideos nome comum, dogura, configuragao e

solubilidade a 30°C.
Dissacardeo Sacarose Lactose
Nome comum Agucar de mesa Acgucar do Leite
Docura 100% 16%
Configuracio a(l—2)p B — 4)
Solubilidade dos dissacarideos (30°C) 60 20
Solubilidade dos monémeros (30°C) D-Glicose - >4 D-Galactose - 36
D-Frutose - 82 D-Glicose - 54

Dogura dos mondmeros D-Glicose - 74% D-Galactose - 36%
(Comparado a docura da sacarose) D-Frutose - 173% D-Glicose - 74%

Fonte: Adaptado de COLE, KRAMER (2016); FISCHER (2010).

As atividades enzimaticas, hidrolitica e de transgalactosilacdo, estdo presentes
durante uma reagao, sendo esta sintese de compostos transgalactosilados por B-galactosidases
uma reagdo cineticamente controlada (VERA et al., 2017). Na Figura 2.2 ¢ apresentado a

reagao de hidrolise da lactose e formagao de GOS.

Figura 2.2 — Atividades hidrolitica e de transgalactosilacao por f-galactosidases.

oW O

Le]

[E-B-GAL]l + w X ow
Galactose OW

[H50]

(]
m(.“’ Lactose o H___{.'a-- /
[Ep6aL + ==~ . = [EpGal] BN ™ et W
mww Complexo Yai +
enzima-galactose Glicose
™ Lactoin o L
n)‘. _— & " .ﬂ - ;

weN" s\  Trissacarideo GOS-3

. ® ]

\T? b L 5
L] m.\;.‘-b_q__,,a[E'ﬁ-Gﬁul] - - e oot T '.
d N | SRS IR i -

o

/ L

[E-p-GAL) +-="\_‘,_;:: -_c Q - R °":.= _.""o . .
ool e, W "M A e + [Ep-6AL
Trissacarideo GOS-3 Tetrassacarideo GOS-4

Fonte: Adaptado de VERA et al. (2017); GONAWAN, (2019).



A hidroélise da lactose pode ser favorecida com baixa concentragdo de lactose e enzima
imobilizada enquanto que a transgalactosilagao podera ser favorecida com alta concentragao
de lactose temperatura elevada e baixa atividade de agua no meio reacional ou por outras
moléculas como galactose ou GOS 3 (CAREVIC et al., 2017; GARCIA et al., 2017).

O mecanismo descrito na Figura 2.3 ocorre da seguinte maneira, a B-Gal-gal ¢é o
intermedidrio chave que leva a formacao de galactose e GOS, dependendo das moléculas
aceitadoras. O B-Gal-gal pode ser hidrolisado recebendo 4gua (ion hidronio) como aceitador
de galactosil paraformar galactose e B-Gal livre. Além disso, a lactose também pode ser um
galactosilaceitador para B-Gal-gal e, posteriormente, ird produzir GOS com GP (grau de
polimeragao) = 3. O B-Gal-gal pode transferir a por¢do de galactose para qualquer molécula
de GOS onde um GOS com GP > 3 ¢ formado. Em uma andlise proxima a reagdo pode ser
deslocada para a frente aumentando a concentracao de lactose. Isto ¢ devido ao fato de que a
lactose ¢ importante como um doador de elétrons competitivo (ou seja, aceitador de
galactosil) para a porcdo de galactose ligada a B-Gal-gal, bem como fornecendo alta
concentragdo de B-Gal-gal por reacdo de hidrdlise, em resumo, as concentragdes de lactose e
B-Gal-gal sdo muito importante para a formagao do GOS pela B-Gal (GONAWAN, 2019).

Muitos destes oligossacarideos apresentam efeito prebidtico e sdo usados largamente
na producdo de doces, massas, paes e geléias, aditivos em formulagdes infantis no intuito de
mimetizar o efeito bifidogénico, ou seja, estimulo ao crescimento de bifidobactérias que
reduzem a atividade de bactérias putrefativas. Esses efeitos envolvem equilibrio bacteriano
intestinal e outros, como preven¢do do cancer, diarréias e intolerancia a lactose (BRUNO-
BARCENA; AZCARATE-PERIL, 2015).

A estrutura das B-galactosidases depende do organismo produtor. A exemplo disto,
enquanto a B-galactosidase da levedura Kluyveromyces lactis sdo diméricas ou tetraméricas,
as de Escherichia coli sdo tetraméricas. Estruturas monoméricas e triméricas foram
observadas em [-galactosidase de figado humano e Thermusthermophilus A4. As B-
galactosidases de bactérias lacticas sdo principalmente hetero diméricas, e isso foi observado
também em enzimas de tipo selvagem e variantes mutagenizadas de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (XU et al., 2020).

Estas extraordindrias enzimas podem ser obtidas de varias fontes: plantas animais, e
microrganismos como fungos, leveduras e bactérias. A fonte microbiana ¢ uma das mais
descritas na literatura pelo fato de haver intmeras aplicacdes nas dreas biotecnoldgicas,
industria ambiental e alimenticia (SUAREZ et al., 2018; SNEHA et al., 2019; SAQIB et al.,
2017).


https://www-sciencedirect.ez34.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1359511318305853?via%3Dihub#!
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A B-galactosidase extraida de fontes bacterianas tem sido usada para a hidrélise da
lactose e entre as cepas bacterianas estudadas podem-se citar a Bifidobacterium infantis,
Bacillus subtilis em esporos bacterianos (UGWUODO; NWAGU, 2020), Bifidobacterium
longum e Bacillus licheniformis (SAQIB et al, 2017).

As fontes fungicas mais comuns de [-galactosidases sdo Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus e algumas espécies de Aspergillus como
Aspergillus oryzae e Aspergillus niger, entre outras (MORIOKA et al., 2019). Elas também
sao amplamente distribuidas em plantas, onde contribuem para o crescimento da planta, na
hidrolise da lactose e amadurecimento dos frutos. H4 relatos de B-galactosidases purificadas
obtidas de tomate, maga, café, manga, meldo, abacate e kiwi (SEDDIGH; DARABI, 2014).

As B-galactosidases termoativas adaptadas ao frio podem ser produzidas por vérias
bactérias como Bacillus licheniformis, Lactobacillus acidophilus R22, Geobacillus
stearothermophilus, Sulfolobus solfataricus, Enterobacterag glomerans Bl, Thermotoga
maritima, Alicyclobacillus acido caldarius sp., Arthrobacter psychrolactophilus (ANISHA,
2017; SAQIB et al, 2017). Estas enzimas ativas no frio possibilitam sua aplicagdo no
tratamento do leite e dos produtos lacteos sob condigdes que permitem preservar o sabor e as
caracteristicas nutricionais desses alimentos. Em particular, sua alta atividade em baixas
temperaturas e termolabilidade as tornam adequadas para o processo em lote, realizado sob
agitacdo lenta por 24 h, a 4-8° C, antes da pasteurizagdo e embalagem (MANGIAGALLI et
al., 2021)

As galactosidases podem também ser advindas de animais, porém, as de origem
microbiana sdo mais utilizadas por vdrias razdes como, por exemplo, producao independente
de fatores sazonais, possibilidade da utilizacdo de substratos baratos (residuos agricolas) e o
fato de o rendimento na produgdo poder ser elevado a partir da otimizacdo das condigdes nos
processos fermentativos por mutagdes ou a partir da tecnologia do DNA recombinante
(SAQIB et al., 2017).

Relatado por Anisha (2017), as B-galactosidases destinadas ao uso na produgdo em
escalas industriais advém de microrganismos seguros, com a classificacdo de Generally
Recognized As Safe (GRAS) sao regulamentados por 6rgaos fiscalizadores como a Food and
Drug Administration (FDA) que ¢ um 6rgdo americano que tem a competéncia de aprovar o
uso de insumos e outros.

Outra vertente ao uso da lactase estd no fato de existir preparacdes comerciais
disponiveis que podem ser ingeridas por via oral no consumo direto, promovendo a digestao

da lactose presente nos laticinios ingeridos. Francesconi et al. (2016) avaliaram a
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administracdo oral de lactase exdgena em comprimidos em pacientes portadores de
intolerancia a lactose devido a hipolactasia primaria. Os autores concluiram que o produto
experimental contendo lactase exdgena em comprimidos administrados por via oral nao foi
inferior ao produto de referéncia e desta forma obtiveram uma terapia eficaz.

Em outro estudo Ahmed et al. (2018), avaliaram a efic4cia clinica do suplemento de
enzima lactase na colica infantil sendo um estudo controlado randomizado. Os pesquisadores
observaram melhora significativa na duracdo do choro em bebés que receberam suplemento

de enzima lactase.

2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Em processos industriais, a utilizagdo de biocatalisadores livres muitas vezes se torna
um obstaculo financeiro para as empresas, dependendo da enzima e do processo. Por outro
lado, a tecnologia de enzimas imobilizadas pode ser uma boa opcao para a diminui¢do dos
custos operacionais, sendo que uma das principais vantagens ¢ a reutilizacdo do
biocatalisador. Além disso, um protocolo de imobilizagdo adequado pode melhorar a
estabilidade e resisténcia a produtos quimicos, mantendo a atividade, especificidade e
seletividade enzimatica proxima a enzima livre (HWANG; LEE, 2019; BILAL et al., 2019;
THOMPSON et al., 2018; LI et al., 2021, ABADA, 2019, YU; O’SULLIVAN, 2018).

Sheldon e Pelt (2013), em seu artigo de revisdo, apresentaram uma visdo geral do
porqué, o qué e como a imobilizacdo se apresenta como tecnologia chave para viabilidade
pratica e comercial, resultando na melhoria da estabilidade e reciclagem do biocatalisador em
comparacao com a enzima livre, enfatizando que, independentemente do método usado, deve-
se analisar o rendimento, a eficiéncia, a recuperagcdo da atividade, a carga da enzima (% em
peso no biocatalisador) e as propriedades fisicas, por exemplo, tamanho e densidade das
particulas, hidrofobicidade e robustez mecanica do imobilizado, ou seja, a enzima imobilizada
como um todo (enzima + suporte).

Um fato a ser levado em consideragdo nas imobilizagdes enzimaticas esta relacionado
a dessor¢ao da enzima do suporte, que pode ocorrer quando se utiliza métodos fisicos de
imobilizacdo, como por exemplo, a adsorcdo fisica, ligacdo idnica ou afinidade, ou entdo de
variacdes de pH, forca idnica, etc. (AHMAD; SARDAR, 2015).

Hé4 de se mencionar sobre a heterofuncionalidade do suporte significa que estes

possuem diferentes funcionalidades em sua superficie capazes de interagir com a enzima
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como, por exemplo, troca idnica, interagdo hidrofobica e covalente (VERA et al., 2017;
GONCALVES et al., 2018).

Essa heterofuncionalidade do suporte foi estudada por Zaak et al. (2018), que
prepararam um novo suporte de agarose heterofuncional amino-vinilsulfona que foi
empregado para imobilizar B-galactosidase de Aspergillus oryzae em valores de pH de 5,0 a
9,0, usando 5 mM em diferentes tampdes a 25°C por troca idnica estabelecendo ligacdes
covalentes. Os pesquisadores relataram que mesmo com a alta reatividade do grupo
vinilsulfona, o primeiro passo da imobilizagdo da enzima foi claramente a troca idnica, €
somente apoOs a primeira imobilizagdo, a enzima foi capaz de reagir covalentemente com o
suporte heterofuncional resultando num fator de estabilizacdo na atividade enzimdtica 15

vezes maior comparado a enzima adsorvida apenas ionicamente em pH 5,0.

2.3.1 Métodos de imobilizacao

A tecnologia de imobilizagao de enzimas envolve varias técnicas em diversos tipos de
matrizes (SHAHID et al., 2017). Os métodos de imobilizagdo podem ser divididos em trés
categorias: imobilizagdo por ligagdo em suportes, retengdo fisica e ligagdo cruzada e sdo

apresentados na Figura 2.3 e serdo descritos a seguir.

Figura 2. 3 — M¢étodos de imobilizagdo enzimatica ligacdo em suportes, retencao fisica e

ligagdo cruzada.

[ Métodos de Imobilizacio para enzimas

Ligacdo em suportes Retengdo fisica Ligacdo Cruzada
I - | |
o e ——— “ /e
> CEEE R
- ReE..
-8
. Micro
Adsorgio Ligacio Ligagio Matriz Membrana Cipsula C(iIiZEés// C(;il)(]fs

fisica Ibnica Covalente

Fonte: Adaptado de FISCHER (2013).
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2.3.1.1 Métodos quimicos

2.3.1.1.1 Imobilizagao por ligaciao covalente

A imobilizacdo covalente inclui a formagdo de uma forte ligagdo entre a enzima e o
suporte, onde envolve a formacgdo de grupos eletrofilicos do suporte ligando-se a nucleéfilos
fortes das proteinas. Este método ¢ estavel e evita a dessor¢ao da enzima quando submetida a
mudancas ambientais, porém, ¢ um método complexo quando comparado a outros métodos,
podendo levar a mudangas dréasticas nas propriedades conformacionais e cataliticas da
enzima, modificando a estrutura tridimensional da proteina apos a fixagdo ao suporte
(DWEVEDI, 2016).

A imobilizagdo por ligacao covalente ou fixacao covalente multiponto pode ocasionar
melhora na estabilidade da enzima, pois ao usar a reticulagdo proporcionara a fixacdo da
enzima por reagentes que podem ser ligantes bi ou multifuncionais, formando agregados de
alto peso molecular tipicamente insolavel (REIS et al., 2019).

Na imobilizagdo covalente a conexdo entre o suporte e a enzima pode ser obtida por
ligagdo intercalada de diferentes comprimentos chamado de espacador, e isto ocasiona um
maior grau de mobilidade para o biocatalisador acoplado, de modo que sua atividade possa ser
melhorada quando comparado ao biocatalisador de acoplamento direto (REIS et al., 2019).

Quando a enzima ¢é imobilizada covalentemente ocorre a reagdo com seus grupos
aminos, como a-NH2 da cadeia terminal, e-NH2 da lisina e/ou NH2 proveniente de aminagao
quimica. Estes grupos formam as bases de Schiff que se ligam aos grupos aldeidos do suporte
(SILVA et al., 2021). Isso foi demonstrado para suportes ativados por glutaraldeido, de forma
que a primeira causa de imobilizagdo € a troca idnica no suporte aminado e, apos essa
primeira abordagem, forma-se uma ligagdo covalente entre glutaraldeido e enzima
(ANDRADES et al., 2019; ZAAK et al., 2017). As principais vantagens desse método
consistem em maior resisténcia do biocatalisador quanto a variagdo de pH, temperatura e
incubagdo em solventes organicos e¢ o fato de a enzima ndo ser dessorvida do suporte
(WAHBA, 2017).

Na Tabela 2.3 sdo apresentados alguns estudos sobre a imobilizagdo covalente 3-

galactosidase de diferentes fontes.



Tabela 2. 3 — Estratégias de imobilizagdo covalente para -galactosidase de diferentes fontes.
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F T a H Aplicac¢d
onte ‘%a Suporte aml-)?o.e pHe t'er.nperatura Estabilidade de operacao . P 1cag:roefs Referéncias
B-galactosidase Forc¢a ionica otimos biotecnologicas
. Novos discos de dgar
Acetato de sod
4 ” Di de 4 e ?0(()) el\s/lo 10 pH 4,5 15 cicl enxertados foram Wahba; Hassan et al.,
spergillus oryzae iscos de agar m ciclos
perst vz g 55°C preparados para a 2015
imobilizagdo covalente
Citrato de i
Escherichia coli Suportes IMAC fosfato pH 7.0 20 ciclos Sln‘Fese de Gerllacto— Benavente et al., 2015
25°C oligossacarideos
50 mM
Pérol i .
y - erofas dceéf)ceiztmato de Fosfato de sodio H72 14 ciclos Aumento na resisténcia Wahba. 2016
Spergrus oryzae 100 mMM P mecanica dos granulos ’
Granulos de quitosana Citrato-fosfato . .
H 4,5 . P dad a
Aspergillus oryzae porosa 100 mM L 13 ciclos ropn‘e aces mecAa feas Wahba, 2017
60°C superiores nos granulos
Contas de vid H 5,2 Eskandarl
. on ?S e.Vl 1o Acetato de sodio P o7 . Sintese de Galacto- skandarioo
Aspergillus oryzae funcionalizada 60 °C 8 ciclos . , Abbaspourrad
10 mM oligossacarideos (GOS)
2018
. ) Filme polimérico a Fosfato de sddio pH 6,5 . Usado como Beyler-Cigil et al.,
Escherich l 12 cicl
senerieitia con base de epoxi 10 mM 25°C cielos fotoiniciador 2021
Grupos epdxi do Acetato de sodio H 4,5 Modificagdo do suporte
Aspergillus oryzae Immobead 150 100 mM p3 0° C’ 20 ciclos Immgbea J 155 Gennari et al., 2018
Citrato de
Esferas de gel d H 7,02 . Sl
Aspergillus oryzae > jcras © ge' ? fosfato pe 14 ciclos Hidrolise da lactose Wahba et al., 2016
pectinato de calcio 25°C
100 mM
Kl . . Citrato d
“ ver?myces Alginato de sdédio frato de pH 4,0-8,0 . S .
marxianus fosfato 40°C 10 ciclos Transgalactosilagdo Srivastava et al., 2016
NCIM 3551 100 mM
Aspergillus oryzae Membrana de Citrato de pH 6,8 20 ciclos Sintese de Xarope de Vasileva et al., 2016
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Fonte d T a Het t Aplicacd
onte ‘a Suporte am[‘)?o.e pHe ,el.npera ura Estabilidade de operacio . P 1cag:roe:s Referéncias
B-galactosidase Forc¢a iénica otimos biotecnologicas
polipropileno fosfato 40°C glicose-galactose
modificada 100 mM
Polimero de Citrato de
i lacti polissiloxano-alcool fosfato pH 7,0 4 cicl T lactosilacs Gonzalez-Cataio et al.,
s i ran i
uyveromyces lactis polivinilico (POS- 20 mM 2590 ciclos ansgalactosilag@o 2017
PVA)
Fosfato de
Sili tassi H 7,0 . s .
Aspergillus oryzae Hiea pS (:) 155\1; p37o C’ 10 ciclos Hidrdlise da lactose Lietal., 2018
Esferas de
lietilenoimina (PEI itrat . . -
. potiet! er.101m1na ( , .) Citrato de pH 7.5 Matrizes de imobilizag¢do
Aspergillus oryzae com pectinato de calcio fosfato - . Wahba et al., 2020
55°C covalente aprimoradas
refinado com 100 mM
glutaraldeido
Citrato d
Aspergillus oryzae Tapetes de nanofibras ;O:fe?to ) pH 4.5, Sintese de Galacto
pers gs de gelatina eletrofiados 30°C 20 ciclos . , Sass et al., 2020
20 mM oligossacarideos (GOS)

(GFM)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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2.3.1.1.2 Imobilizagao por reticulacio

A copolimerizacgdo ou reticulacdo de enzimas ¢ um método que foi desenvolvido no
ano de 1960, que utilizou a reticulacdo da proteina com grupos NH2 como o agente de
reticulagdo bifuncional, glutaraldeido. No entanto algumas desvantagens aconteceram como
baixa retencdo de atividade, baixa estabilidade mecanica, reprodutibilidade pobre e
dificuldades no manuseio das enzimas reticuladas que eram gelatinosas. No entanto com os
avangos das pesquisas verificou-se que a ligagcdo cruzada desses agregados fisicos os tornaria
permanentemente insoliveis, mantendo sua superestrutura organizada com atividade
catalitica, e além disso economicamente viavel e levou ao desenvolvimento de agregados
enzimaticos reticulados (CLEA), que teve os primeiros exemplos de CLEAs utilizando de
derivados da penicilina G amidase, uma enzima industrialmente importante que ¢ usada na
sintese de antibidticos semissintéticos, como a penicilina e cefalosporina (SNEHA et al.,
2019, CLEA)(CUI, JIA 2013).

Os CLEAs sao produzidos por precipitacdo simples da enzima de solugdo como
agregados fisicos de moléculas de proteina, pela adicdo de sais, ou solventes organicos
misciveis em dgua ou polimeros ndo idnicos e que sdo mantidos por ligagdo ndo covalente
(SATAR et al,, 2018). A ativacdao de suporte com estes reagentes de reticulagdo, curtos ou
longos, geralmente ¢ necessaria para fornecer locais cataliticos mais acessiveis para a fixacao
da enzima (YAMAGUCHI et al., 2018).

A reticulacdo envolve a fixacdo por reagentes ou ligantes bi ou multifuncionais,
formando agregados de peso molecular muito alto, tipicamente insolivel. Na maioria das
vezes o agente bifuncional comumente usado para a reticulagao ¢ o glutaraldeido, pois os
grupos aldeido reativos nas duas extremidades do glutaraldeido reagem com os grupos amino
livres de enzimas por meio de uma reagao de base e t€m sido utilizado pelo baixo custo, alta
eficiéncia e estabilidade. No entanto a reac¢ao de reticulacdo ndo ¢ facilmente controlada e por
isso ¢ muito dificil conseguir grandes agregados de enzimas com alto reten¢do de atividade
(YAMAGUCHI et al., 2018).

Pode-se citar algumas vantagens significativas ao uso dos CLEAS, como, possui uma
boa estabilidade e rigidez da estrutura tercidria da enzima devido a extensa reticulacdo
empregada e conseqiientemente evita a desnaturagdo das enzimas por meio de ligacdes
multiplas das moléculas. Cui et al. (2014), estudaram agregados enzimaticos hibridos
reticulados coma lise e magnéticos de fenilalanina de amonia (HM-PAL-CLEAs) em

nanoparticulas de magnetita e subsequente reticulagdo com glutaraldeido. Em seus resultados
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puderam facilmente separar os agregados da mistura de reacdo usando um campo magnético
externo e concluiram que a tecnologia de CLEAs, utilizando magnéticos hibridos, pode ser
utilizada como uma solucdo viavel e eficiente para melhorar as propriedades da enzima
imobilizada em aplicac¢des industriais.

Xu et al.(2020), avaliaram a CLEA de -galactosidases e compararam a enzima livre e
a imobilizadas, e perceberam que a formagao de CLEA tinha potencial para converter lactose
em GOS. Estas descobertas indicaram que agregados enzimaticos reticulados podem ser uma
técnica promissora para imobilizar B-galactosidase, e que a enzima imobilizada resultante ¢
adequada para aplica¢des na industria de alimentos.

Na imobilizagdo enzimatica livre de suportes ou trasportadores a enzima pode ser
imobilizada por precipitacdo (CLE), ou podem receber a designacdo de cristais de enzima
reticulada (CLECs), podem ser reticuladas por spray-drier (CSDE), e agregados enzimaticos
reticulados (CLEAs) (DORAISWAMY et al., 2019; VOBERKOVA et al, 2018;
DORAISWAMY et al., 2020).

As CLEAs sdo produzidas por precipitacdo simples da enzima em solu¢do como
agregados fisicos de moléculas, na adi¢do de sais ou solventes organicos misciveis em agua
ou polimeros ndo i6nicos (SATAR et al., 2018), e tem beneficios no contexto de aplica¢des na
industria como, por exemplo, ndo ha necessidade ao uso de enzimas altamente puras, podem
ser feitas com preparagcdo enzimatica rudimentares diretamente de extratos de células livres
(crus) obtidos do caldo de fermentagdo (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Em relacdo ao uso de spray-dryer para reticulagdes (CSDEs), percebeu-se que tal
processo evita a degradacdo das enzimas e que tecnicamente € possivel controlar o tamanho
de particula do biocatalizador, porém ha de se ter o devido cuidado em relagao a secagem em
spray-dryer pois o mesmo pode ocasionar a desnaturacdo da enzima durante secagem
ocasionada por elevada temperatura (FILHO et al., 2019).

Outros trabalhos empregando reticulacdo para imobiliza¢do utilizando a enzima f3-

galactosidase obtida de varias fontes sdo apresentados na Tabela 2.4.



Tabela 2. 4 — Reticulagdo com [-galactosidase de diferentes fontes ¢ método de reticulagao.
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Font
on e? Método pH 6timo e Agente Tampio e Aplicacdes ..
p-galactosidase Suporte . . . n . . Referéncias
de imobilizaciao temperatura reticulante Forca ionica biotecnologicas
A ] H Fosf: i
spergillus i CLEA PH 7,0 i osfato de citrato Sintese de GOS Lietal, 2015
oryzae 25°C 50 mM
Lactobacillus Nanoparticulas Tecnologia
lantarum de oxido de Adsorcao e pH 5-7,5 Fosfato de sodio ara hi dr(’)lii e de Selvarajan et al.,
P zinco(ZnO reticulacao 30 °C Glutaraldeido 100 mM p 2015
HF571129 NPs) lactose
. Agregacdo e . Fosforo de potassio
Aspergillus - reticulacao pH 3’5’ Taraldeido 100 mM Sintese de lactulose Guerrero et al,
oryzae 50°C 2015
Aspergillus Retlcula(;aorcom pH 7,0 Glutaraldeido Fosfato de sédio — Cardelle-Cobas
- Glutaraldeido- o 50 mM Transgalactosilacdo
oryzae 50°C etal., 2016
agarose
. ~ , Solugio
Aspergillus - . AgreNga(;ao ¢ pH :‘ - Glutaraldeido 200 mM de cloreto de  Purificacdo de GOS  Aburto et al., 2018
oryzae reticulagdo (CLAGs) 42°C calcio
Monodlit Glutaraldeid . . .
Aspergillus .ono ! 0. . . pH 7,2 ”u ar.a crdoe Fosfato de sodio Efeito de reticulantes .
de polimetacrilato Reticulagdo diisocianato de . e Dabhari et al., 2018
oryzae 37°C . 20mM na imobilizagdo
hexametileno
. .. Guerrero et al.,
Aspergillus i Apr1s19nameint0 e pH cfl,S i i Sintese de lactulose 2019
oryzae reticulagao 50°C
. Precipitagdo e , Fosfato -Citrato .
Aspergillus i reticulagdo pH O7,0 Glutaraldeido 100 mM Sintese de frutose de Araya et al., 2019
oryzae 25°C lactose
Lactobacillus Fosfato de sodio
. .. - CLEA pH 7,0 Glutaraldeido 50 mM Sintese de GOS Xuetal., 2020
leichmannii 313
Bacillus circulans Agregacdo e Glutaraldeido Siancas
- . H 6,0 - Sintese de Lactul
reticulagdo (CLAGS) P friese de Lactiose et al., 2020

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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2.3.1.2 Métodos fisicos

2.3.1.2.1 Encapsulac¢io/Aprisionamento

O encapsulamento ¢ baseado no aprisionamento da enzima em material organico ou
inorganico, materiais como nanoparticulas de silica (NPs), polimeros, nanoemulsdes ou
nanoflores (hibridos organico-inorganicos semelhantes a flores) (LEE et al., 2015).Uma das
grandes vantagens ¢ que essa técnica facilita a difusdo de substratos ou produtos quando se
forma as nanoestruturas, sendo uma técnica bem estabelecida para encapsular enzimas,
anticorpos e outras proteinas em um estado funcional € usar o alginato e/ou método quimico
sol-gel (NAWAZ, et al., 2015).

Esta técnica nao envolve ligagdes quimicas entre o suporte e a proteina, que ¢
simplesmente incluida em uma rede 3D do suporte que impossibilita a difusdo da enzima para
longe do carreador. Este método também causa modificagdo minima da estrutura nativa, mas
o vazamento da enzima poderd ocorrer (ZUCCA; SANJUST, 2014).

O aprisionamento ¢ um método conveniente para uso em processos envolvendo
substratos e produtos de baixo peso molecular, sendo que grandes moléculas tém dificuldades
difusionais ao aproximarem-se dos sitios cataliticos das enzimas aprisionadas (SNEHA et al.,
2019).

A imobilizag¢do de enzimas por aprisionamento utiliza-se de géis e pode ser realizado
de quatro maneiras principais: métodos sol-gel, polimerizacdo para formar polimeros
insoluveis, reticulacao de biopolimeros e montagem supramolecular (IMAM et al., 2021).

Em relacao ao aspecto dos géis, o sol-gel possui aspecto de vidro quimicamente inerte
que pode ser moldado da maneira desejada e depois forma um gel duro. A montagem
supramolecular forma um gel macio e os géis de polimeros e biopolimeros podem ser duros
ou macios (HOMAEI et al., 2013; IMAM et al., 2021).

Relatado por Bilal e Igbal (2019) em um artigo de revisdo, os biopolimeros a base de
carboidratos s3o biocompativeis contendo varios grupos funcionais, o que tornam essas
moléculas adequadas para imobilizagdo de enzimas por meio dos métodos de aprisionamento
e/ou encapsulamento.

Algumas pesquisas da literatura que relatam imobilizacdo de B-galactosidase de
diferentes fontes pelo método de aprisionamento/encapsulacdo estdo apresentadas na Tabela

2.5.



Tabela 2.5 — Imobilizagdes de f-galactosidase de diferentes fontes por aprisionamento/encapsulagao.
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Fontes

Método de

Tampio e

pH o6timo e

Aplicacgao

te/Material Referénci
B-galactosidase Suporte/Materia imobilizaciao Forca idnica temperatura Biotecnologica elerencias
Bacill eul Alginato de célcio E laca Acetato de sodio pH 6,5 GOS Sen et al.,
acillus circulans ncapsulacdo 100 mM 1700 2015
Escherichia coli Microencapsulagdo . Estevinho et
. . E laga - H 6,0 Influé H
quitosana modificada ficapsuiagao L nfluéncia do p al., 2015
Hibridos
Kluyvero.myces . de Asoll-gel organico- Aprisionamento Fosfato de Potassio pH 7.5 Hidrolise de lactose Biro et al.,
lactis inorgéanico com estrutura 20 mM 2016
microporosa
Kluyveromyces Esferas de alginato de . Fosfato de sddio potassio pH7,0 Hidrolise de lactose de soro  Morschbacher
. L . Encapsulagao ..
lactis calcio e gelatina 100 mM 35°C de queijo etal., 2016
Kluyvero.myces Granulos de hidrogel a Encapsulagio PBS(solugdo salina tampdo PH 7.0 Galacto-oligossacarideos Zhang et al.,
lactis base de k-carragenina de fosfato)20 mM 2016
(GOS)
H 7,0 Atividade a bai Fan; Roos.
Rahnellasp. R3 Goma gelana Encapsulagdo TRIS 10 mM P 49 C, lt\c;lm?)ei;urilxa an2, 0 10705 ’
. . . Impacto das caracteristicas
Kluyveromyces Granulos de hidrogel em . Hidroxido N .. Zang et al.,
. . . Encapsulagdo . pH 7,0 do granulo na atividade
lactis microambientes de magnésio . 2017
enzimatica
Bio-poli foto- .
o . . . .. pH 6,5 10°po 1mer.o ot Monier et al.,
Escherichia coli Quitosana-cinamato foto- Aprisionamento - 550C responsivo 2018
responsivo sintetizado
. pH 6,5
Fosfato de citrat
Thermotoga - N ostato ce citrato 37°C Influéncia do pH na Estevinho et
. Encapsulagdo 50 mM . -
maritima microencapsulagao al., 2018
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Fontes ) Método de Tampaio e pH 6timo e Aplicacgao ..
. Suporte/Material . . .. . . Referéncias
B-galactosidase imobilizacio Forca ionica temperatura Biotecnologica
Mi 1 tai
lci(e)fzzl: tsllclljss ::Iie an Aprisionamento/ Fosfato de Potassio pH 7,4 Desempenho na Hidrdlise da Deng et al.,
Escherichia coli o ) Encapsulagao 10 mM 37°C lactose 2019
carboximetilpaquimarano-
zeina
Xl Solugdo de PBS (solugdo D 7h
uyveromyces . i . ong; Zhon
Y ) 4 - Encapsulagao salina tampao de fosfato) pH 7,0 Hidrolise do leite iy &
lactis 2019
500 mM
Bifidobacterium Nanocristal de celulose .. pH 4,0-10 g . Tizchang et
. A t - Hidrol leit
bifidum bacteriana prisionamento 40°C idrolise do leite al., 2020
Acetato de sddio-acido
ot h 4,0-5,0 H5,0e7,0 - .
Streptococcus .. acctico (ph 4, s ) pHES el Imobilizagdo, propriedades ~ Mukundan et
. i o Aprisionamento Fosfato de sodio 45°C L
lactis Nanoparticulas de silica cinéticas al., 2020
(ph 6,0-8,0)
NaOH - Glicina (ph 9,0)
Enterobacter
aerogenes Matriz organica de agar- .. 400 mM Carbonato pH 7,0 Produgédo e imobilizagdo de Maity et al.,
, Aprisionamento s 1 .
KCTC2190 agar(Perolas) de sodio 60°C [-galactosidase 2021

Fonte: Elaborado pela autora (2022).


https://www.imt.usp.br/wp-content/uploads/proto/protocolos/pbs.pdf
https://www.imt.usp.br/wp-content/uploads/proto/protocolos/pbs.pdf
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2.3.1.2.2 Adsorcao fisica

A adsorgao fisica ¢ um método simples e de facil aplicabilidade e de custo reduzido.
Para a industria, ao utilizar a imobiliza¢dao de enzimas, ¢ sempre preferivel métodos que sejam
facilmente aplicados e adaptados aos processos industriais € que sejam economicamente
viaveis, com vantagem diferenciadora do biocatalisador em relagdo as enzimas soluveis
(BASSO; SERBAN, 2019; JESIONOWSKI et al., 2014).

No método de adsor¢do fisica ocorrem ligacdes de hidrogénio, forca de Van der
Waals, interagdes eletrostaticas ou interagdes hidrofobicas, adsorvidas em suportes, ou
imobilizadas nos poros de materiais mesoporosos. Tal método ¢ caracterizado por ser facil e
econdmico, emprega condi¢cdes amenas, minimizando os danos a enzima (AHMED et al.,
2020; LUI et al., 2018; JESIONOWSKI et al., 2014).

Este método requer apenas que o adsorbato (substincia adsorvida) e o adsorvente
(material da adsor¢do) sejam colocados em contato com temperaturas brandas para a
imobilizacdo, desta forma a atividade da enzima imobilizada ¢ freqiientemente preservada e o
suporte pode ser regenerado. No entanto, devido as fracas interagdes entre a enzima € o
suporte, a lixiviacdo da enzima para a solugdo pode ocorrer (KARAMI et al., 2020).

Para o método de adsor¢do com troca idnica, a grande vantagem ¢ a viabilidade
econdmica, principalmente com o uso de resinas, que pode ser aplicado industrialmente por
haver disponibilidade em grandes quantidades e devido a resisténcia do material. As resinas
podem ser regeneradas com o uso de reagentes de baixo custo, de maneira que ao esgotar a
enzima e atividade ¢ muito baixa, o suporte pode ser regenerado in situ usando solu¢des como
hidroxido de s6dio (NaOH) e acido cloridrico (HCI), o qual remove a enzima do suporte que
novamente pode ocorrer o processo de imobilizacdo (BOSSO; SERBAN,2019).

Outro método ¢ a imobilizagdao por afinidade que visa explorar a especificidade da
enzima em seu suporte através de diferentes condicdes fisiologicas, e pode ocorrer de duas
maneiras, ou a enzima ¢ conjugada a uma entidade que desenvolve afinidade para a matriz ou
a matriz é pré-acoplada a um ligante de afinidade para a enzima alvo (REIS et al., 2019).

Esta imobilizacao por afinidade foi elucidada por Homaei et al. (2013), argumentado
que a imobiliza¢do de enzimas por meio de ligacdo de afinidade ¢ baseada na exploracdo da
seletividade entre moléculas complementares, por exemplo, anticorpos e antigenos, ions
metalicos, resultando na formacgdo de catalisadores robustos, com menor possibilidade de
lixiviacdo. Na Tabela 2.6 estdo apresentados estudos que usaram a adsor¢do fisica como

método de imobiliza¢do da enzima B-galactosidase.



Tabela 2. 6 — B-galactosidase de diversas fontes imobilizada pelo método de adsorcao fisica.
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Fonte da pH 6timo e Tampaio e
Suporte Aplicacio Biotecnologica Referéncias
p-galactosidase temperatura Forg¢a ionica
. ) ) Uso em membranas Satyawali et
Kluyvermoyces lactis Oxido de metal inorganico pH 7,0 TRIS
de matriz mista al., 2013
Microesferas de quitosana- o )
) S Tripolifosfato de sodio S Cabuk et al.,
Kluyvermoyces lactis hidroxiapatita ativada com pH 6,86 Hidrdlise da lactose
23mM 2014
glutaraldeido
Matriz de agarose funcionalizada pH 5,0 Funcionalizagdo da agarose via ~ Satar e Ansari,
Cicerarietinum Fosfato de s6dio 10 mM o
com glutaraldeido (GFA) 50°C glutaraldeido para a imobilizagdo 2015
Nanoparticulas magnéticas .
) ) ) pH 6,0 Acetato de sédio Produgdo galacto- Chen et al.,
Aspergillus oryzae revestidas com quitosana com Tris )
) o 25°C 100 mM oligossacarideos (GOS) 2015
(hidroximetil)
Nanodiamante(nanoparticulas de Demonstrou a adsor¢ao )
pH 4,5 Ansari et al.,
Aspergillus oryzae carbono cerca de 2—-8 nm de s0°C Acetato de sodio 100 mM bioespecifica funcionalizados 2015
diametro) com glutaraldeido na hidrolise
] ) pH 7,0 Fosfato de Potassio S Facin et al.,
Aspergillus oryzae Hidrogel enxertado com quitosana Hidrdlise da lactose
25°C 100 mM 2015
) pH 4,5 Acetato de sddio, pH 4,0 Producao galacto- Carevicet al.,
Aspergillus oryzae Purolite®A-109 ) )
50°C Fosfato de sodio, pH 5,0 oligossacarideos (GOS) 2016
) . pH 4,5 Acetato de sédio Produgéo galacto- Klein et al.,
Aspergillus oryzae Quitosana-genipina )
40°C 100m M oligossacarideos (GOS) 2016
Suportes heterofuncionais (amino-
o o ) ) ) Guerrero et
Aspergillus oryzae glioxil, carboxi-glioxil e quelato- 4°C Bicarbonato 100 mM Obtencdo de Catalisadores ativos L2017
al.,

glioxilagarose)



https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/nanodiamonds
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/nanodiamonds
https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/nanodiamonds
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Fonte da pH o6timo e Tampaio e
Suporte Aplicacio Biotecnologica Referéncias
B-galactosidase temperatura Forc¢a ionica
) Avaliagdo da estabilidade ao pH, )
] pH 4,5 Acetato de sodio . Falleiros et al.,
Aspergillus oryzae Duolite® A 568 temperatura e reutilizacdodo novo
25°C 100 mM 2017
biocatalizador
Nanotubos de carbono de paredes ) Desenvolvimentodo
) o pH 4,5 Acetato de sodio . . Khan et al.,
Aspergillus oryzae multiplas de polianilina cobalto procedimento de alto rendimento
25°C 100 mM ) . 2017
(PANI/ Co / MWCNTNC) para imobilizagdo
) Auvaliar o impacto da adsorcdo
Pos de nanoparticulas Tampao Mcllvaine o o Marquez et
Aspergillus oryzae ) o o 5.5<pH<85 enzimatica em sua atividade
de TiOy(Didxido de titdnio) 100 mM ) al., 2017
catalitica
Epoxy/butylmethacryla/
Octadecylmethacryla
Lactobacillus Amino/Estirenoquaternario/ pH 6,8 Carevic
] ) ) ) Acetato de sodio 100 mM Transgalactosilacdo
acidophilus ATCC 4356  Amino Estirenoquaternario/ Amino 50°C etal., 2018
Cs metacrilato/ Metacrilato de
amino C2/ Amino C, metacrilato
Fosfato de Potassio 50 mM Conversao de lactose em acido Arsalan et al.,
Aspergillus oryzae Nanoparticulas de prata pH 7,5 )
gluconico 2020
) ) PH 6,0 ) Serey et al.,
Aspergillus oryzae Agarose de amonio quaternario 30°C Fosfato de Potassio 10 mM Sintese de lactulose 2020
Midazol 20 mM, A morfologia, atividade e
. pH 75 R Talens-Perales
Aspergillus oryzae Nanoflores hibridos NaCl 500 mM e fosfato de reciclabilidade testadas para
85°C ) o et al., 2020
sodio 20 mM hidrolise da lactose
Granulos de quitosana ativados pH 6,0 ) Producéo galacto- Hackenhaar et
Bacillus circulans Fosfato de s6dio 100 mM )
com glutaraldeido 50°C oligossacarideos (GOS) al.,2021



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/silver-nanoparticle
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-circulans
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Fonte da pH o6timo e Tampaio e
Suporte Aplicacio Biotecnologica Referéncias
B-galactosidase temperatura Forc¢a ionica
o ) ) pH 4,0 ) o Hanauer et al.,
Aspergillus oryzae Biohidrogéis a base de pectina 370 Acetato de sodio 100 m M Hidrdlise de lactose 2001
Tampao A (100 mM
Nanoparticulas magnéticas de pH 7,0 NaH2PO4, Hidroélise da lactose de leite Andrade et al.,
Kluyveromyces lactis o . o B
histidina (MNP-His) 25°C NaCl 500 mM e imidazol 20 desnatado e soro de queijo 2021
mM)
Silica mesoporosa / titdnia com pH 7,0 Fosfato de Potassio Suporte Ricardi et al.,
Kluyveromyces lactis ) )
revestimento de quitosana. 25°C 100 mM 2021
) Tampao de acido acético Producéo galacto- Wang et al.,
Tecido de algoddo pH 4,5 )
Aspergillus oryzae 100 mM oligossacarideos (GOS) 2021
Fosfato de Potassio Os nanotubos de haloisita ]
) pH 7,5 ) ) Tizchang et
Bifidobacterium bifidum Halloysite 100 mM adsorveram a enzima e a matriz
55°C o al., 2021
de nanocristais
Goma arabica e hidrogéis a base de pH 7,5 Fosfato de sodio Hidrdlise da lactose padrdo e Wolfet al.,
Aspergillus oryzae ] S )
quitosana 25°C 521,5 mM hidroélise de lactose no leite UHT 2021
Nanocomposito de 6xido de pH 4,5 ) o Shafi et al.,
Aspergillus oryzae ) Acetato de sodio 0,1M Hidrdlise de lactose
grafeno reduzido (Ag @ rGO) 37°C 2021

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Na figura 2.4 apresenta um levantamento da quantidade de pesquisas que foram
publicadas para o método de adsorcao fisica em varios bancos de dados na literatura cientifica
concernentes utilizando a imobilizagdo da enzima [-galactosidase entre 2015 e 2021 e
demonstra a aplicagdo desta enzima. Destaca-se a imobilizagcdo por adsorcao fisica com 35
publicagdes, seguido 26 para ligacdo covalente, 21 para a reticulagdo e 17 publicagdes para
aprisionamento/ encapsulamento, sendo o método de adsorcao fisica o mais reportado para

imobilizacdo nesta revisdo.

Figura 2. 4 — Pesquisas relacionadas a 3-galactosidase usadas no artigo nos ltimos 6
anos (2015-2021), para os métodos de adsor¢ao fisica, aprisionamento/encapsulamento,

ligagdo covalente e reticulagdo (CLEA).

i
[ 5]

i
=}

>

H Adsorcao fisica

# Aprisionamento/Encapsulamento

i Covalente

Artigos Pesquisados
(=)

# Reticulacado(CLEA)

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Publicagdes (anos)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

24  EQUILIBRIO DE ADSORCAO

O conhecimento ou a determinagdo do equilibrio de adsor¢do ¢ geralmente um
requisito essencial para obten¢do de informagdes relevantes sobre projeto e analise de um
processo por adsor¢do. As isotermas fornecem informagdes extremamente relevantes sobre o
processo de adsor¢do, demonstrando o desempenho do equilibrio do soluto que depende das
espécies adsorvidas como o adsorbato, adsorvente e varias propriedades fisicas da solucao,
como pH, forga idnica e temperatura (YAN et al., 2017; RAGHAV; KUMAR, 2018).

A adsor¢ao como um fendmeno de superficie geralmente tem um meio sélido poroso

como o coracdo do processo, visto que fornece alto volume de microporos, no qual uma
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mistura de fluido podendo ser liquido ou gés ¢ atraido para a superficie solida por ligagdes
quimicas ou fisicas, levando a uma alta capacidade de adsor¢ao (AL-GHOUTI; DA'ANA,
2020).

Muitas equagdes de isotermas relacionando a capacidade de carga de adsorbato com a
concentragdo de adsorbato na corrente do processo a uma dada temperatura sdo formas mais
comuns de expressar os dados de equilibrio (RAY; DAS, 2020), foram propostas com dois ou
mais parametros para ajustar os dados experimentais utilizando os valores de qe, qm, Ce, Kr.. O
ge mostra a concentragdo de ions metalicos de equilibrio no adsorvente (mg g '), qm mostra a
capacidade maxima de adsor¢io (mg g '), Ce é a concentragio de adsorbato que é medida
apos agitagdo no tempo limite (mg L™'), Ki representa a constante utilizada em cada modelo
(L mg"). Alguns tipos de isotermas como de Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich
(D-R) e Temkin, que podem ser utilizados para a compreensao da rela¢do e interag@o entre as
moléculas de enzima e o suporte de imobilizagdo que fornecem algumas respostas sobre o

mecanismo de adsor¢ao sao demonstradas na Tabela 2.7 (KONG; ADIDHARMA, 2019).

Tabela 2. 7 — Alguns modelos de equilibrio de adsor¢ao como de Langmuir, Freundlich,

Dubinin-Radushkevich (D-R) e Temkin.

Emprego Modelo Equacio nio linear Referéncias
Modelos de adsor¢ao quimica Langmuir Amk,C, Wang e Guo,
Qe =771 ~
1+K,Ce 2020

O modelo descreve a 50%
1/n

Freundlich qe = KiC, Mortazavi;
da fracdo de cobertura )
Aghaei, 2020
Baseados na teoria do ) _x
. . Dbinin-Radushkevich go = quD —e DR
potencial de Polanyi
(D-R) Chao et al., 2014

O modelo resume que a adsorgéo ) RT Yanetal., 2017
Temkin Qe = Tln(ACe)

¢ um processo multicamadas

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Langmuir em 1932 propds uma teoria para explicar a adsor¢do sobre uma superficie
uniforme, simples, infinita e ndo porosa. Essa isoterma ¢ baseada na suposi¢ao de cobertura

em monocamada de adsorbato na superficie externa do adsorvente onde todos os locais de
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adsorcdo sdo idénticos, estabelece a igualdade nas velocidades de adsor¢do e dessor¢io o que
tem sido amplamente usado para descrever a adsor¢ao de proteinas em adsorventes (WANG e
GUO, 2020).

Daoud et al. (2010) pesquisaram cinética de adsor¢ao da celulase de Aspergillus niger
em um carvao ativado comercial. Os pesquisadores aplicaram os modelos de isotermas de
adsor¢ao de Langmuir e Freundlich para descrever as isotermas de equilibrio com base na
capacidade de adsorcdo e verificaram que modelo de Langmuir era mais adequado do que o
modelo de Freundlich em diferentes temperaturas, pois a capacidade de adsor¢dao aumentou
quando a temperatura foi elevada, indicando assim que o processo de adsor¢ao da celulase em
carvao ativado comercial foi de natureza endotérmica.

Giirdas et al. (2011) determinaram as caracteristicas de adsor¢do da -galactosidase na
resina Duolite A 568, analisando a isoterma de Langmuir e Freundlich para descrever o
equilibrio de adsor¢do. Em seus resultados concluiram que o modelo de Langmuir foi o que
melhor se ajustou, confirmando que o Duolite A 568 foi favoravel para adsor¢do da enzima [3-
galactosidase nas condi¢des estudadas.

A isoterma de Freundlich ¢ uma equagdo empirica que nao se restringe a formagao de
monocamada, mas a adsor¢cdo de multicamadas. De acordo com a isoterma de Freundlich, a
adsor¢do ¢ favorecida a medida que os valores de 1/n forem menores que 1 indicando o grau
de heterogeneidade da superficie ou intensidade de adsor¢do, ou seja valores de » na faixa 1<
n <10 indicam adsor¢do favoravel (MORTAZAVI; AGHAEI, 2020).

A isoterma de Dubinin-Radushkevich (D-R) ¢ usada para estimar a energia livre
aparente de adsor¢do, bem como para fazer a diferenca entre o processo de adsorcdo fisica e
quimica. E utilizada a teoria do potencial de Polanyi, que assume o sistema de adsor¢io em
que contém um “espaco de adsorcdo” onde as moléculas perdem energias potenciais. Estas
energias potenciais sdo independentes da temperatura onde a maior energia potencial ¢
alcangada nos poros ou fissuras dentro do adsorvente (CHAO et al., 2014; AL-GHOUTTI;
DA'ANA, 2020).

A isoterma de Temkin assume que a presenca de interagdes indiretas entre o adsorbato
e o adsorvente influenciard o calor de adsor¢cao das moléculas adsorvidas na camada, que
diminuird linearmente com a cobertura do adsorbato, indicando que o processo de adsor¢ao
pode envolver quimissorc¢ao e fisissor¢dao (YAN et al., 2017).

Gilani et al. (2016) investigaram a imobilizacdo de lipase em granulos de quitosana e
granulos de quitosana ativados com glutaraldeido, avaliando os dados experimentais com uso

das equacdes isotermas de adsor¢cdo de Langmuir, Freundlich, Hill, Sips, Temkin, Redlich-
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Paterson e Dubinin- Radushkevich. A imobiliza¢do da lipase em granulos de quitosana foi
que melhor se ajustou aos dados experimentais utilizando a isoterma de Langmuir. No
entanto, o modelo de isoterma de Freundlich correspondeu a imobilizacdo de lipase em
granulos de quitosana ativados por glutaraldeido. E concluiram que a capacidade maxima de
imobilizacdo foi aumentada em 2 vezes, quando ao uso do glutaraldeido nos poros dos
granulos de quitosana. Esses resultados foram confirmados com modelos de isotermas de

adsorgao.

2.5 SUPORTES DE IMOBILIZACAO

Na sessdo anterior a interagdo entre enzima e suporte foi reportado no sentido de se
obter informagdes especificas sobre a eficiéncia da adsor¢ao ao se utilizar das isotermas. No
entanto o material do suporte tem crucial importancia no processo de imobilizagdo quando se
fala de métodos de imobilizacdo, pois o0 mesmo pode permitir a estabilizagdo da enzima
quando em uso sucessivo sem perda de atividade (ZDARTA et al., 2018).

Na literatura sdo encontradas vastas pesquisas que utilizaram materiais solidos para
imobilizar enzimas e dentre os materiais destacam-se os organicos, como a quitosana,
alginato, colageno e gelatina, dgar e agarose, dextrano, amido, poliacrilamida, poliuretano,
polipropileno e poliestireno e alcool polivinilico (PVA). Em materiais organicos, a
imobilizacdo de enzimas pode manter sua alta atividade, entretanto, tais materiais nao
apresentam estabilidade quimica e térmica suficientemente adequada para uso industrial (AN
et al., 2015; PINHEIRO et al., 2019; KURAYAMA et al., 2019; KARIM et al., 202; EL-
NAGGAR etal., 2021).

Os suportes inorganicos incluem os ceramicos (AN et al., 2015), titanio (RICARDI et
al., 2021), zirconia (ZIVKOVIC et al., 2015), alumina (ZHOU et al., 2019), silica
(HERNANDEZ-CORROTO et aL., 2020; SNOCH et al., 2019), terra diatomacea (celite)
(DASH; BANERJEE, 2021), carvao ativado (CHATTERIJEE et al., 2016), resinas acrilicas
(FENG etal., 2019) e grafeno (ADEEL et al., 2018; WU et al., 2017).

Entre estes materiais inorganicos, os ceramicos possuem vida util relativamente mais
prolongada, permitem controle do tamanho dos poros durante a fabrica¢do, podem ser usados
em muitas conformagdes diferentes e sdo relativamente mais baratos (SIGURDARDOTTIR et
al., 2018).

Os materiais ceramicos sao compostos por: aluminos silicatos (caulinita, bentonita,

montmorilonita, entre outros); 6xidos (silica, alumina, titania, zirconia, etc.); nitretos
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(aluminio e nitretos de silicio) e carbonetos tais como carbonetos de silicio e boro. Os
materiais ceramicos sao utilizados juntamente com aditivos adequados como aglutinantes,
surfactantes, plastificantes, solventes, fundentes, entre outros, facilitando a montagem dos
processos de imobilizagao com objetivo de melhorar as caracteristicas desejadas dos produtos
finais (ZHOU et al., 2019).

A silica (S102), um o6xido ceramico, € o material inorganico mais utilizado em
imobilizacdo de enzimas, pois possui baixo custo, disponibilidade e facil controle do tamanho
dos poros (YAN et al., 2017).

No processo de imobilizacao da enzima, o material cerdmico pode ser implementado
diretamente como um material puro, ou entdo pode ser adicionada como um aditivo as
membranas, resultando em misturas de compositos cerdmicos que podem ser encontrados na
forma de membranas (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018), p6 (JAQUISH et al., 2018),
espumas (BILAL et al., 2019) e microesferas (REN et al., 2020).

Os nanomateriais estdo agora em tendéncia para a imobilizagdo enzimatica utilizando
diferentes enzimas que ¢ um material que pode ter qualquer dimensdo externa em nanoescala
ou com estrutura interna ou estrutura de superficie em escala nanométrica (TIELAS et al.,

2014).

2.5.1 Nanomateriais

Tais materiais, tanto de origem orgénica como inorganica, sdo caracterizados por uma
excepcional estabilidade térmica e quimica e possui excelentes propriedades mecanicas.
Ademais, esses materiais de suporte sdo produzidos em varias formas morfoldgicas com
tamanhos de particulas controlaveis, possuindo varios grupos funcionais, correspondentes aos
grupos quimicos das proteinas, que aumentam a ligagdo enzimatica e a modificagdo de
superficie (ZDARTA et al., 2018).

O exemplo desses nanomateriais funcionais tem-se os nano-bioconjugados (NBCs),
nanofibras (NF), nanotubos (NTs), nanoparticulas (NPs), nanocompésitos (NCs), e nanoflores
(NFs), com propriedades e estruturas unicas (MISSON et al., 2014).

Atualmente os suportes de imobilizagdo que estdo atraindo interesse significativo sdo
os nanotubos de carbono (NTCs), devido a combinagdo Unica de varias propriedades como
alta condutividade térmica e elétrica, alta resisténcia mecanica, grandes proporcdes, alta area
superficial, caracteristicas opticas distintas tornando-os adequados para uma ampla gama de

aplicagoes (VENKATARAMAN et al., 2019).
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Estes nanotubos de carbono (NTCs) (Figura 2.5) sao tubos circulares em nanoescala
consistindo em um arranjo hexagonal de 4&tomos de carbono hibridizados, formados por folhas
de grafeno, podendo ser de uma ou véarias camadas enroladas em torno do eixo central em um
angulo especifico de rotacdo, e que podem ser divididos em nanotubos de carbono de parede
unica (NTCPUs), que ¢ um cilindro sem costura em apenas uma camada de grafeno, e
nanotubos de carbono de parede multipla (NTCPMs) de forma cilindrica, com varias camadas

concéntricas de grafeno (XU et al., 2020; KUJAWA et al.,2021).

Figura 2. 5 — Nanomateriais de carbono, folha de grafeno, nanotubos de parede unica e dupla

utilizados em imobiliza¢dao enzimatica.

—_
0.5 10 1.5 nm >100 nm

Representagdo de Nanomateriais de
carbono: A) Material Real, B} Folha de
grafeno, C) NTCPU — Nanotubos de carbono
de parede unica, D) NTCPM — Nanotubos
de carbono de parede multipla

Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al.(2017).

A imobilizagdo de enzimas em nanotubos de carbono pode ocorrer por diferentes
mecanismos tais como: adsor¢do por interacdes de Van der Waals, interagdes hidrofobicas
entre aminoacidos com cadeias laterais juntamente com superficie dos NTCs; ligagao
anfifilica gerando uma interacdo tipo surfactante; interagdes eletrostaticas, nas quais tanto o
ponto isoelétrico da enzima quanto o ponto de carga zero dos NTCs desempenham um papel;
e ligacdes de hidrogénio entre grupos terminais de amina de enzimas e grupos contendo
oxigénio em NTCs oxidados (TAVARES et al., 2015; DAGYS et al., 2017; WEI et al., 2015;
VERMA et al., 2013).

O método de adsorcao fisica utilizado em nanomateriais tem sido o método mais
simples e de reduzido custo de processamento, sendo que uma boa interacdo depende da

superficie quimica dos nanomateriais conjugados, dos tipos de aminoacidos que estdo
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presentes nas enzimas, preservagao da atividade catalitica, bem como estrutura tridimensional
da enzima. Porém, uma desvantagem da adsorcao fisica ou ligacao ionica esta relacionada a
dessor¢do da enzima do nanosuporte podendo ser ocasionada por fatores como pH, forca
i0nica, temperatura e aditivos, e também apds varios usos do nanobiocatalisador
(CIPOLATTI et al., 2016; ZDARTA et al., 2018).

Outro tipo mecanismo de imobilizagdo para suporte nanoestruturado ¢ o
encapsulamento. No entanto em uma nova abordagem que sdo os denominados nanoscaffolds,
que sdo polimeros naturais usados na producao de estruturas que podem hospedar moléculas
de enzimas posicionadas com controle preciso sobre as distancias espaciais, e permite
melhorar o transporte de massa do substrato (ELLIS et al.,2020).

Fu et al. (2016) relataram em seus protocolos a contagem de complexos
multienzimaticos de DNA, ou seja, descreveram protocolos para a montagem robusta,
purificacdo e caracterizacdo de complexos multienzimaticos organizados por nanoscaffolds de
DNA e obtiveram sucesso para desenvolver uma série de complexos de enzimas artificiais
com a difusdo facilitada do substrato inter enzimatico.

A imobilizacdo covalente em nanomateriais vem ocupando um espaco expressivo no
campo da imobilizacdo, porque este se baseia na formagao de ligacdes quimicas estaveis entre
enzima e o nanocarreador e, por esse motivo, a existéncia de grupos quimicos (por exemplo,
grupos amina, carboxila, hidroxila, epoxi, etc.) na superficie dos nanomateriais ¢ obrigatoria
para possivel conjugacdo com a enzima. Existem alguns protocolos tradicionalmente
estabelecidos para possibilitar a imobiliza¢ao por ligagao covalente como: ativagao de epoxi,
ativagdo de amino com glutaraldeido, ativagdo de hidroxila com brometo de cianogénio e
acoplamento de carbodiimida de grupos carboxila, seguida pela subsequente ligagdo a grupos

fenolicos ou amino das enzimas (PATILA et al., 2017; AHMAD; SARDAR, 2015).

2.5.1.1 Nanomateriais inorgéanicos

Os nanomateriais inorganicos apresentam grande disponibilidade e s3o de facil
preparo, com procedimentos simples e materiais de baixo custo, e de excelente estabilidade
térmica e propriedades mecanicas, bem como resisténcia microbiana, e de modificagdes do
diametro do volume dos poros, o qual resulta no desenvolvimento de diferentes suportes para
imobilizacdo enzimatica que tornam seu uso vidvel em diversas aplicagdes como dispositivos
neuro-implantaveis (FABBRO et al., 2011), imagiologia e tratamento do cancer (WANG et
al., 2020)
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A tecnologia da silica em nanomateriais, com diferentes funcionalidades e tamanhos
de superficie, tem efeito que facilita sua funcionalizagdo ao uso de diferentes agente
modificadores, tais como: (3-aminopropil) trietoxissilano (APTES), alcool polivinilico ou
polietileno glicol (PEG), possibilitando assim, a ocorréncia de ligagdes covalentes das
enzimas ao nanosuporte (ZDARTA et al., 2018).

Outra categoria de suportes inorganicos que sao utilizados na imobilizagdo de enzima
por ndo necessitarem de purificacdo e podem ser encontrados em abundancia na natureza ¢ o
grupo de minerais de nanorgila, como aloisita, laponita, caulinita, bentonita, sepiolita e
montmorilonita, que se destacam na morfologia e apresentam algumas propriedades especiais
tais como area de superficie, alta permutabilidade idnica e capacidade de inchamento
(MOHAMED et al., 2017).

Os nanomateriais a base de oxidos de metal estdo numa das subcategorias mais
abundantes de nanomateriais inorganicos que estdo sendo usados para imobilizacdo de
enzimas, devido ao fato de existir varios metais em diferentes estados de oxidagdo para
servirem como nanosuportes. O titdnio, zirconia, alumina, 6xido de zinco e nanotubos de ouro
sao os Oxidos metdlicos mais estudados para imobilizacdo de enzimas devido a boa
capacidade de sor¢do, a habilidade de permanecer inerte sob diferentes condi¢cdes de reagao,
resisténcia mecanica e alta estabilidade térmica, juntamente com a presenca de grupos
hidroxila abundantes em sua superficie, tornando-os hidrofilicos e aumentando a formagao de
ligagdes estaveis entre os nanosuportes ¢ enzimas (WU et al., 2017; MISSON et al., 2015).

Jin et al.(2015) imobilizaram a lactase em varias nanofibras de polimeros (nanofibra
de polianilina (PANI), nanofibra de polianilina magneticamente separavel (PAMP), fibra de
celulose DEAE magneticamente separavel (DEAE), fibra de celulose CM magneticamente
separavel (CM) e nanofibra de poliestireno (PSNF) para estabilizacio e reuso. Estes
pesquisadores relataram que o PSNF-Gal dobrou o rendimento de GOS comparado ao usando
da enzima livre, o que ¢ importante para o processo de bioengenharia. A maior quantidade de
GOS foi obtida a 400 g/L de lactose. Com atividade consideravel, reciclabilidade e
produtividade, o PSNF-Gal foi comprovado como sendo um biocatalisador econdmico e
robusto para aplicagdes de bioprocessamento continuo.

As nanoparticulas magnéticas (NPMs), também referidas como o6xido de ferro
estruturados como maghemita (y-FeO ) e magnetita (FeO), sdo conhecidos por seu pequeno
tamanho, grande area de superficie, alta biocompatibilidade e baixa toxicidade, caracteristicas
que os tornam nanotransportadores adequados e resultam em alta capacidade de carregamento

da enzima, além do mais, t€ém a capacidade de transformar a energia eletromagnética de um
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campo externo de alta freqiiéncia em calor, devido as perdas derivadas da reversdo da
magnetizacao (KHOOBI et al., 2015; YADAYV et al., 2019).

Del Arco et al. (2021) destacaram as tendéncias recentes na aplicagdo de
biocatalisadores magnéticos de médio a alto porte em diferentes areas tais como: produgao de
biodiesel, industrias alimenticias e farmacéuticas, purificacdo de proteinas ou remogdo de
contaminantes ambientais, ¢ concluiram que os biocatalisadores magnéticos permitem fécil
recuperacdo e simplificam o processamento operacional, podem ser aplicados com sucesso
em muitas areas industriais, e além disso, a resposta magnética pode ser usada para regular a
atividade enzimadtica e a agitacdo no biorreator.

Outro interessante trabalho utilizando nanoparticulas foi realizado por Cui et al. (2018)
para deteccdo de bactérias patogénicas em dagua com nanoparticulas magnéticas com
revestimento com [-galactosidase, com o objetivo de obter um sistema simples, colorimétrico,
economico e de alto rendimento baseado em um complexo de o6xido de ferro/enzima
carregado positivamente para a deteccdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas em
aguas. Os resultados demostraram que devido a alta sensibilidade da B-galactosidase
conseguiram a deteccao de E. coli gram-negativa e S. aureus gram-positiva, e desta forma foi
demonstrado uma possivel estratégia eficaz para a identificacdo de contaminagdo causada por

patégenos em agua potavel.

2.5.1.2 Nanomateriais organicos

A aplicacdo da nanotecnologia aos sistemas bioldgicos tem se expandido rapidamente
pelos seus excelentes efeitos na melhoria da estabilidade da enzima e no refinamento dos
métodos de imobilizagdo (ANSARI; HUSAIN, 2012). As nanoparticulas biologicas sao
particulas que variam de 10 nm a 1 um de tamanho e podem ser derivadas de biomoléculas ou
compostos organicos, divididos em quatro categorias principais: proteinas, adcidos nucléicos,
lipidios e polissacarideos. A forte atividade de adsor¢do juntamente a alta eficiéncia catalitica
das nanoparticulas as tornam fortes candidatas para uma imobilizacdo enzimatica eficiente
(ARSALAN et al., 2020; KUMAR; LAL, 2014).

As nanoparticulas bioldgicas podem ser formuladas a partir de fitas de acidos
nucléicos de DNA e RNA. Essas biomoléculas podem ser projetadas para formar nano-
andaimes tridimensionais com capacidade inica de se automontar em estruturas compactas e
estaveis, permitindo o controle preciso sobre o tamanho, geometria e composicao das

nanoparticulas (PANIGAJ; REISER, 2016; NADAR; RATHOD, 2018; LI et al., 2015).
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Outro tipo de formulagdo de nanoparticulas biologicas seria as de base lipidicas, que
incluem lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas de lipidios solidos e carreadores de
lipidios nanoestruturados, apresentando estabilidade de armazenamento, possibilitando
aumento de escala (de laboratorial para escala industrial) sem complicagdes, além de possuir
capacidade de direcionar e aprisionar compostos com solubilidade diferente (SAALLAH;
LENGGORO, 2018; COSTA et al., 2021).

Temogin et al. (2017) imobilizaram peroxidase em membrana de nanofibra de
poliacrilamida (alcool vinilico) que foi utilizada para conversdo de fenol. Sampaio et al.
(2016) imobilizaram a lacase em membranas de nanocelulose bacteriana com o objetivo de
identificar as propriedades antibacterianas da lacase adequadas para curativos. Os resultados
mostram claramente o efeito antimicrobiano da lacase em bactérias gram-positivas (92%) e
gram-negativas (26%) e citotoxicidade aceitavel para aplica¢des de curativos.

Bayazidi et al. (2018) imobilizaram a lisozima em nanofibras de celulose bacteriana
em busca de suas caracteristicas antimicrobiana e propriedades morfologicas. Na literatura se
obtém vastas revisdes que mostram os nanomateriais a base de polimeros organicos, que sao
caracterizados por diferentes formas, tamanhos e propriedades e podem ser facilmente
utilizados para a imobilizagdo de enzimas e geralmente levam a melhoria na estabilidade de
armazenamento de biocatalisadores (ZAHIRINEJAD et al., 2021; MAHMOUDPOUR et al.,
2021; LING et al., 2016; JAFARY et al., 2016; ALSHANBERI et al., 2021).

2.5.1.3 Nanomateriais hibridos

Nanomateriais hibridos podem melhorar substancialmente os parametros cinéticos e
termodinamicos das enzimas imobilizadas (ALTINKAYNAK et al., 2016). Estes
nanomateriais possuem dois ou mais componentes diferentes e propriedades ativas de
elementos organicos e inorganicos, com incriveis resultados na area de embalagens de
alimentos, protecdo de plantas, eletroquimica e véarias aplicagdes adicionais nos setores
ambientais e agroalimentar (BALASUBRAMANIAN; JAWAHAR, 2019).

Os componentes inorganicos dos nanomateriais hibridos podem ser os ions metalicos,
aglomerados ou particulas metélicas, sais, 6xidos, sulfetos, elementos ndo metalicos e seus
derivados, etc., € os componentes organicos como os grupos ou moléculas organicas, ligantes,
biomoléculas, substancias farmacéuticas, polimeros, etc. (ANANIKOV, 2019).

Nanomateriais inorganicos hibridos sdo encontrados como estruturas metal-organicas

(MOFs), construidas pela coordenagdo de um cation, ou cluster metalico, e um ligante
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organico, resultando na formag¢do de uma rede porosa 2D ou 3D com alta area de superficie e
cristalinidade, ocasionando tamanhos e volumes dos poros diferentes. Desta maneira, enzimas
podem ser imobilizadas em MOFs de trés maneiras diferentes: (i) adsor¢do fisica ou ligagao
covalente na superficie, (ii) encapsulamento dentro da estrutura e (iii) difusdo nos poros (HU
et al., 2018).

Recentes pesquisas em imobilizagdes enzimaticas com uso da -galactosidase tém sido
realizadas utilizando, por exemplo, os nanomateriais organico-inorganicos hibridos como em
nanoflores hibridas organico-inorganicas. Essas nanoflores foram descobertas como
precipitado azul, assemelhando-se a uma estrutura de flor, com mecanismo de formagao
(auto-montagem) dessas nanoflores hibridas organico-inorganicas ocorrendo em trés etapas:
nucleagdo, crescimento e conclusdo (Al-Maqdi et al., 2021).

Talens-Perales et al. (2020) imobilizaram a [-galactosidase termoestavel (TmLac), e a
eficiéncia de incorporagdo da enzima nas nanoflores que foi superior a 95% para uma
concentragio de proteina de 0,05 mg mL’', e que também apresentaram as melhores
propriedades para hidrolise da lactose em leite. Fabra et al. (2020) imobilizaram a enzima
termoestavel B-galactosidase (TmLac) de Thermotoga maritima incorporada em formato de
nanoflores que foi usado para avaliar a capacidade das matrizes de hidrogel para preservar a
atividade hidrolitica da enzima e a reutilizagdo. Os aerogéis a base de dgar comercial exibiram
estabiliade e alta atividade catalitica (ou seja, 0,5 g de capsulas de aerogel hidrolisou o
equivalente de lactose de 100 mL de leite em 15 min).

Outro interesante trabalho foi desenvolvido por Wang et al. (2019) que descreveram a
constru¢do do hibrido organico-inorganico flores de RNA (hRNFs) que sdo estruturas
altamente adaptativas com controle de tamanhos, sequéncias especificas de acidos nucleicos e
uma estrutura altamente porosa. Demonstraram que hRNFs sdo aplicaveis como potenciais
plataformas bioldgicas, onde o andaime hRNF podem ser projetados para funcionalizagao de
superficies. Estes hRNFs poés-funcionalizados permitem a conjugac¢do facil com varias
biomoléculas e nanomateriais, ou seja, proteinas, enzimas, corantes organicos, nanoparticulas
inorganicas. Os autores em particular mostraram que hRNFs podem servir como andaimes
macios para 3-galactosidase na imobilizacdo podendo aumentar muito a atividade enzimatica
e a estabilidade.

Alguns trabalhos que abordam a imobilizagdo de -galactosidase bem como de

diferentes fontes, em nanomateriais sdo apresentados na Tabela 2.8.



Tabela 2. 8 — B-galactosidase imobilizada em nanomateriais de diferentes fontes.
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Nanoparticulas usadas para Método de
Fonte de B-galactosidase Resultados Aplicacoes biotecnolégicas Referéncia
imobilizaciao imobilizaciao
Nanofibra de polianilina
(PANI),
Nanofibra de polianilina
magneticamente separavel
(PAMP), Com excecdo de CM e PSNF, a
) ) Fibra de celulose DEAE . PANI-, PAMP- e DEAE-lactase Sy Lin et al.,
Agaricusbis porus . , Adsorg¢ao Hidrolise de lactose
magneticamente separavel mostraram porcentagem de 2015
(DEAE), conversdo (100%, 47% e 12%),
Fibra de celulose CM
magneticamente separavel
(CM) e nanofibra de
poliestireno (PSNF)
) Nanoparticulas de quitosana N . Bioconversdo de lactose em Misson et al.,
A 1l Ad A t d to de 59%
spergillus oryzae (Fe; 0s) sor¢ao presentou rendimento de 59% galacto-oligossacarideos (GOS) 2015
Produziu galacto-oligossacarideos )
Nanoparticulas de prata ) ) ) Ansari et al.,
Aspergillus oryzae Adsorcao em temperaturas mais altas (50 °C Investigacdo de carboxilagdo
(AgNPs) 2015
e 60 °C)
Nanoparticulas magnéticas de
Fe;Ourevestidas com Rendimento maximo de GOS de Bioconversdo de lactose em Chen e Duan,
Aspergillus oryzae ) Adsorgdo )
quitosana 50,5% galacto-oligossacarideos (GOS) 2015
A avaliacdo de genotoxicidade Biossensores para utilizagdo em
Nanocompositos de 6xido de revelou toxicidade insignificante  laticinios para produtos sem lactose Khan et al.
Aspergillus oryzae Adsorcao ) )
grafeno-ferro para pBR322plasmideo de DNA e e aplicagdes catalisadas por 2016

linfocitos humanos.

enzimas em grande escala

Aspergillus oryzae Nanoparticulas de diatomita

Ligagdo covalente

Biocatalisadores magnéticos com

Matriz para imobilizagdo de

Cabrera et al.,
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Fonte de p-galactosidase

Nanoparticulas usadas para

imobilizacao

Método de

imobilizacao

Resultados

Aplicacoes biotecnolégicas

Referéncia

magnética revestidas com

polianilina

usando

glutaraldeido

~60% de atividade residual apds

10 ciclos

enzimas

2018

Aspergillus aculeatus

Nanoparticulas magnéticas
revestidas com quitosana

ativadas com glutaraldeido.

Covalente

Rendimento maximo de galacto-
oligossacarideos foi de 17%

mol/mol em 36 h

Atividades hidrolitica

e de trans-galactosilagdo

Nguyen et al.,
2019

Kluyveromyces lacis

Nanoparticulas de

ouro(AuNPs)

Covalente

pH 6timo de 7,0 e temperatura

otimo a 40 -C

Modificagdo de
Superficiecom

alcool polivinilico (PVA)

Alshanberi et
al., 2021

Kluyveromyces lactis

Nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnONPs) e nanotubos
de carbono de parede multipla
(MWNTCs)

Ligacdo covalente

usando
glutaraldeido

MWNTCs exibiram melhor
desempenho do que ZnONPs na
deteccdo de bactérias

M¢étodo sensivel para monitorar
E. coli

Meraat et al.,

2020

Aspergillus oryzae

Nanoparticulas de prata
estabilizadas com acido tanico
(AgNPs)

Ligacgdo covalente

83,6% de rendimento de
imobilizagao, reteve quase 60%
de sua atividade apos o décimo

Uuso sucessivo

Hidroélise de lactose

Arsalan et al.,

2020

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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2.6 REATORES UTILIZADOS

Os principais componentes de um sistema enzimatico imobilizado sdo: a enzima, o
suporte ¢ o método de fixagdo da enzima a este suporte, em que as caracteristicas deste
suportedeterminam o desempenho do sistema enzimatico imobilizado (BRENA et al., 2013).

Na forma imobilizada, a enzima tem a vantagem de ser utilizada tanto em operagdes
descontinuas quanto continuas (HOMAEI, 2016). Quanto da escolha do reator a ser usado
com enzimas imobilizadas estam disponiveis diferentes opcdes, como exemplo: reator de leito
fixo, reator de leito fluidizado e reator agitado (VASILEVA et al., 2016).

Nos ultimos dez anos houve uma fase de intenso uso de novas reagdes enzimaticas em
reatores tubulares para a sintese continua de produtos quimicos de alto valor agregado em
escala de bancada. Porém, a transicdo para a implementacdo em escala industrial exige o
enfrentamento de novos desafios relacionados ao biocatalisador e ao reator (TAMBORINI et
al., 2018).

Estes desafios se relacionam a novas abordagens, protocolos, ferramentas e estratégias
altamente inovadoras para minimizar a lacuna entre a pesquisa e a industria e entre o
laboratdrio e a escala de fabricacdo em tamanho real, a um novo nivel de compreensdo dos
mecanismos de reacdo e fendomenos de transporte em microescala, juntamente com
ferramentas computacionais e micros sensores avang¢ados para otimizar e controlar
bioprocessos (WOHLGEMUTH et al., 2015).

Observa-se que nem todos os protocolos de imobilizagao tornam as enzimas altamente
ativas e estaveis, porém pode ser alcangado por meio do controle do processo de imobilizagao
que deve ser tanto no nivel molecular (interface entre a enzima e suporte) quanto no nivel do
sistema (interface entre o material biocatalitico e a configura¢do do reator) (THOMPSON et
al.,2018; LINDEQUE et al., 2019).

Na induastria de alimentos, a P-galactosidase imobilizada tem sido amplamente
aplicada em reatores como em sistemas de reator de membrana (MBR), reatores de leito
fluidizado (FBRs), reatores de fibra oca (HFRs), reatores de leito fixo (PBRs) e reatores de
tanque agitado (STRs) (NAFEES et al., 2021).

Comercialmente, a hidrolise da lactose ¢ realizada no modo de operacdo batelada em
reatores de tanque agitado, empregando-se -galactosidase livre ou imobilizada em batelada
tradicional, sendo um processo simples e de facil controle (HUSAIN, 2019).

Em reatores descontinuos Ansari et al. (2014) avaliarama imobilizagdo de f-

galactosidase de Aspergillus oryzae em membrana de acetato-polimetilmetacrilato de celulose
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(CA-PMMA) e sua aplicacdo na hidrolise de lactose em reatores descontinuos a 50°C. Em
seus resultados a atividade preservada da enzima livre e imobilizada foi de 45% e 83%,
respectivamente, apos cinco semanas de armazenamento a 4°C, e concluiram que o Acetato-
polimetilmetacrilato de celulose pode provar ser uma matriz importante para imobilizar outras
enzimas industrialmente.

Ubilla et al. (2020) estudaram a sintese de lactulose em reator de tanque agitado
continuamente com [-galactosidase de Apergillus oryzae imobilizada em suporte
monofuncional de glicoxil agarose e, nos resultados, 76% da lactose reagida correspondeu a
transgalactosilacdo e 24% a hidrolise.

Guerrero et al. (2015) imobilizaram B-galactosidase de Aspergillus oryzae na forma de
agregados reticulados (CLAGs) operando em batelada repetida. Os pesquisadores concluiram
que a operagdo permitiu um significativo aumento na producao de lactulose por unidade de
massa de biocatalisador e na produtividade cumulativa, inclusive as CLAGs melhoraram
significativamente a sintese de lactulose, reduzindo o gasto de utilizagdo de novas enzimas.
Os melhores resultados foram obtidos com 5,5g de glutaraldeido/g enzima em 5h de
reticulacdo, obtendo uma atividade especifica de 15.000 Ulg (-1), com 30% de rendimento de
imobilizacao.

Outro reator utilizado em imobilizagdo ¢ o reator de membrana (MBR). Neste reator o
biocatalisador ¢ confinado em uma regido bem definida do espaco por meio de uma
membrana seletiva, sendo imobilizado por adsor¢do ou por aprisionamento dentro da propria
membrana (CHAKRABORTY et al., 2014).

Este tipo de reator, operando em sistemas continuos para hidrélise da lactose em leite
integral ou soro de queijo, demonstra ser eficaz tanto na conversdao de lactose quanto na
recuperacdo de proteinas, podendo ser realizadas em apenas uma tUnica etapa (SCHULZ;
RIZVI, 2021).

Os riscos no reator de membrana (MBR) estdo relacionados a contaminacao
microbiana e entupimento das membranas de ultrafiltracdo, devido a alta carga de proteinas a
exemplo o leite. Estes problemas podem ser resolvidos operando o sistema em temperaturas
relativamente altas ou pelo uso substratos desproteinados, como por exemplo, o permeado de
soro de leite (SCHULZ; RIZVI, 2021).

Outra abordagem para solucionar o problema do uso das membranas seria a utilizagao
continua e a separacao simultanea de produtos da mistura de reag@o utilizando para isto um
reator de reciclagem de membrana continua operando em trés etapas: hidrodlise, ultrafiltragdo e

reciclagem da enzima (CAO et al., 2020).
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Vasileva et al. (2016), imobilizaram [-galactosidase covalentemente em uma
membrana de polipropileno modificada, utilizando glutaraldeido na ligagao covalente, em um
biorreator com membrana em espiral, com o objetivo produzir xarope de glicose-galactose a
partir de soro de leite residual. Os resultados foram comparados com os resultados recebidos
por uma enzima livre. Os pesquisadores obtiveram resultados ap6s 10h, o grau de hidrélise da
lactose aumentou para 91% e ap6s o 20° ciclo, o rendimento do biorreator foi de 69,7%.

Outros reatores sdo os denominados reatores de leito fixo (PBRs), as enzimas
imobilizadas estdo localizadas em um leito fixo que consistem em um feixe de alguns
milhares de tubos longos e estreitos posicionados verticalmente dentro de um recipiente, neste
tipo de reator os possiveis danos causados ao biocatalisador sdo minimizados devido ao
menor cisalhamento em relagdo aos reatores de leito fluidizado. Porém pode ocorrer a
possibilidade de compactacdo do leito e formagdo de caminhos preferenciais, limitando a
transferéncia de massa e calor (SEN et al., 2014).

Os reatores de leito fixo (PBRs) t€ém sido amplamente utilizados para a hidrolise da
lactose por -galactosidase imobilizada, e nesta configura¢do de reator a vantagem ¢ de uma
taxa de rea¢do mais elevada em comparacdo com os reatores de tanque agitado continuo
(SCHULZ; RIZVI, 2021).

Pesquisas foram feitas utilizando este reator, como relatado por Rodriguez-Colinas et
al. (2016), que imobilizaram a B-galactosidase de Bacillus circulans covalentemente ligada a
granulos de agarose ativados por aldeido e testada para a producdo continua de galacto-
oligossacarideos (GOS) em um reator de leito fixo (PBR). Os pesquisadores obtiveram um
biocatalisador que mostrou estabilidade operacional em 14 ciclos sucessivos de rea¢do, com
caracteristicas e cada uso de 20 minutos a 45°C, representando um avang¢o na produgao
continua de GOS empregando reatores de leito fixo com B-galactosidases imobilizadas.

Nos reatores de leito fluidizado (FBRs), o biocatalisador imobilizado ¢ mantido em
suspensdo pela recirculagdo do ar ou da solu¢do do substrato no sistema com a entrada no
fundo do reator, proporcionando a livre circulagdo das particulas por todo o leito, evitando a
decantacao dos biocatalisadores na parte inferior do reator. Desta forma o uso desse tipo de
reator evita a formagao de caminhos preferenciais e a transferéncia de massa sao facilitadas.
No entanto, estes reatores fluidizados podem suportar quantidades menores de biocatalisador
por unidade de volume do reator do que os reatores de leito fixo, reduzindo a eficiéncia geral
do reator por unidade de volume, tornando o processo em grande escala mais dificil

(HOMAEIL, 2016; NARAYANAN et al., 2014).
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Dal Magro et al. (2021) estudaram a clarifica¢do de sucos de frutas utilizando coquetel
de enzimas constituido porpectinase (PE), poligalacturonase (PG), pectinliase (PL), pectina
metil esterase (PME) e celulase total (CE) imobilizadas em granulos de quitosana ativados
com glutaraldeido em reatores de leito fixo e leito fluidizado.

Em outro estudo Fischer et al. (2013) pesquisaram a otimizacdo e modelagem da
hidrolise da lactose em um sistema de leito fixo. Foi empregado [-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada com combinacdo dos métodos adsor¢do e reticulagdo (com
glutaraldeido) na resina de troca ionica Duolite A 568. Os pesquisadores identificaram um
padrdo de fluxo ndo ideal com a formagao de um fluxo de bypass no reator de leito fixo que
resultou em uma conversao de apenas 65%. Tao logo para resolver o problema os
pesquisadores utilizaram dois reatores de leito fixo em série, aumentando a conversdo em
82%. Desta forma demonstraram que o estudo de reatores em série foi de fundamental
importancia para a viabilizar a aplicagdo de enzimas nos processos de hidrolise.

Guerrero et al. (2019) pesquisaram a sintese de lactulose a partir de frutose e lactose
em operacdao continua de reator de leito fixo utilizando a P-galactosidase de Aspergillus
oryzae imobilizada com glioxil-agarose. Nos resultados, o rendimento de oligossacarideos

transgalactosilados foi de 0,16 g - g ! € a conversdo de lactose foi de 28%.

2.7  ESTABILIDADE DA ENZIMA IMOBILIZADA

A imobilizagdo de enzimas tornou-se um instrumento valioso na utilizagao de enzimas
livres e desta forma, apds a imobilizacdo, hd& um microambiente favoravel em torno das
moléculas da enzima (RUEDA et al., 2016). Este microambiente favoravel criado ao redor
das moléculas de enzimas podera mitigar efeitos deletérios de um meio de reacdo drastico, por
exemplo: altas concentragdes de sais, pH e temperaturas elevadas (BARBOSA et al., 2015).

Outro fato importante na estabilidade enzimdatica durante a imobilizacdo estd
relacionado aos suportes poroso com a fixacdo da enzima na parede porosa, se ocorrer mais
rapido havera distribuicdo homogénea, se a fusdo for mais lenta do que a taxa da imobilizagado
as enzimas se juntardo formando uma coroa na secao externa dos poros de suporte, este efeito
foi relatado por Bolivar et al. (2011). Estes autores estudaram por microscopia confocal de
varredura a laser a distribui¢do de duas proteinas fluorescentes, marcadas com poli-histidina,
(His-GFP e His-mCherry FP) imobilizadas em diferentes suportes do tipo agarose reticulados,
e provaram o conceito de que a localizagdo de proteinas em superficies porosas pode ser

controlada pelo ajuste da taxa de imobilizagdo de proteinas. Os pesquisadores concluiram que
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as enzimas podem reagir de forma bastante diferente em fun¢do de sua distribui¢do dentro de
uma superficie porosa, houve essa percep¢ao analisando a alteragdo de trés variaveis: natureza
da interagdo fisico-quimica entre a superficie do suporte e proteina, a densidade desses grupos
reativos € a competi¢ao no processo de imobilizagao.

Kao et al. (2014) pesquisaram sobre o aumento da atividade e estabilidade da lisozima
imobilizada em nanoparticulas de silica mesoporosa, ou seja, os pesquisadores empregaram a
silica mesoporosa de tamanhos de poros diferentes para confinar a lisozima a fim de imitar a
enzima em um microambiente, ¢ nos resultados relataram que a estabilidade e atividade

catalitica dependem criticamente do tamanho dos poros e da curvatura da superficie.

2.7.1 pH, forc¢a ionica, temperatura e aditivos nas imobilizacoes

Ao utilizar reatores em imobilizagdes ha grande dificuldade na aplicagdo de enzimas
em escalas industriais pelas caracteristicas de desnaturagcdo quando usadas em ambientes mais
complexos, dada a sensibilidade a altas temperaturas, altas pressdes, pHs extremos,
detergentes e solventes organicos € em qualquer destas variagdes as enzimas podem se tornar

inativas (CHAPMAN et al., 2018)

2.7.1.1 Efeito do pH

A atividade da enzima ¢ dependente do pH eo gradiente de pH gerado no
biocatalisador durante a reagdo pode afetar significativamente a eficiéncia catalitica. Para
melhorar a eficiéncia catalitica das enzimas imobilizadas formadoras de prétons, uma
estratégia 1til é co-imobilizar enzimas que consomem protons na mesma matriz, a fim de
regular o pH do microambiente(MERAAT et al., 2020).

A estabilidade da enzima pode aumentar ou diminuir devido a imobiliza¢do ao uso de
gradientes em diferente pH, caso a reagdo produza ou consuma H*, é possivel que o valor de
pH externo do meio também ndo seja como o pH dentro da particula, pois esses valores de pH
sendo muito altos ou muito baixos podem contribuir para as alteracdes na conformagdo da
enzima, que possivelmente pode acarretar perda na atividade enzimatica (BONIELLO et al.,
2012).

A enzima imobilizada pode exibir uma mudanc¢a no pH 6timo dependendo dos efeitos
da carga superficial no microambiente local, como observado por Liu et al.(2012) que

demostraram a imobilizagdo de p-galactosidase de Klyveromyces fragilis sendo esta
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significativamente dependente do pH de 6,0 a 9,0. Cabuk et al. (2014) estudaram a enzima [-
galactosidase de Kluyvermoyces lactis em quiosana-hidroxiapatita e analisaram os efeitos dos
parametros de imobilizac¢do, incluindo pH do meio. A enzima imobilizada exibiu notavel
alargamento em pH com melhor termoestabilidade e maior estabilidade em pH 5,0 e valores
de pH superiores (pH 9,0). A imobilizacdo também resultou em um deslocamento de 0,5
unidades em pH 6timo para atividade enzimatica maxima de 81,8%.

A atividade das enzimas depende estritamente do pH, a enzima ¢ razoavelmente
estavel em pH ideal, portanto ¢ necessario estudar/determinar o pH 6timo para o desempenho
dos ensaios de imobilizacao. Tal efeito foi relatado por Celik et al. (2016) que imobilizaram
covalentemente a B-glicosidase em quitosana em nanotubos de carbono, com o pH 6timo em
6,0 para a enzima livre, que foi mudado para pH 5 apds imobilizagdo. Das et al. (2014)
também relataram uma mudanca no pH 6timo, de 4,5 para a enzima livre para um pH de 6,5
apos a imobilizagao de B-glicosidase por aprisionamento em granulos de alginato.

Enquanto a enzima ¢ estavel dentro da faixa de seu pH ideal, valores de pH mais
extremos, em ambas as dire¢cdes (4cidos ou basicos), promovem alteragdes na estrutura
terciaria da enzima de maneira irreversivel. Este processo ¢ dependente do tempo e depende
do pH efetivo, quanto mais ele se desvia do pH ideal, mais rapida ¢ a inativagao (SUN et al.,
2017).

A exemplo, Sass e Jordening (2020) imobilizaram [-galactosidase de Aspergillus
oryzae em nanofibras de gelatina para a producdo de galacto-oligossacarideos. Em seus
resultados relataram que o pH também exerceu grande influéncia na atividade especifica de -
galactosidase imobilizada e como resposta houve o aumento constante na atividade especifica
até pH 7,5 com uma forte queda subsequente para 0,15% em pH 8,5, perfil contrario ao perfil

de pH de B-gal livre onde 50% da enzima ja estava inativada em pH 7,5.

2.7.1.2 Efeito da forca ionica

Os tampoes servem para ajustar e estabilizar o pH desejado durante o ensaio
enzimatico, consistindo basicamente em um acido fraco e um componente basico forte. Além
da faixa de pH apropriada para os tampdes, outros critérios devem ser considerados por
exemplo a concentracdo e a natureza dos componentes do tampao. Quanto mais concentrado
for um sistema tampdo, maior serd sua capacidade de estabilizar o pH (BISSWANGER,

2014).
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Os componentes do tampdo podem ter influéncias estabilizadoras ou
desestabilizadoras na estrutura da proteina. A faixa dos tampdes € estreita, se uma faixa mais
ampla for necessaria, por exemplo, para analisar a dependéncia do pH de uma enzima, varios
sistemas de tampdes podem ser combinados, como por exemplo o tampao Teorell —
Stenhagen e o tampao Britton — Robinson, consistindo em mais de dois componentes e que
conseguem cobrir uma faixa de pH mais ampla (MERAAT et al., 2020).

Os ions influenciam a atividade enzimatica tanto por meio de sua for¢a idnica quanto
por sua natureza, exemplo disso ¢ que a atividade de uma enzima pode diferir
consideravelmente quando testada em dois sistemas tampao diferentes, mesmo que
compartilhem o mesmo pH e concentracdo (SHAHRESTANI et al., 2016).

A exemplo de pesquisa sobre a influéncia de tampao foi relatado por Djalal et al.
(2019) estudaram a influéncia do tampao utilizado na suspensdo da enzima imobilizada para
purificacdo de xarope de glicose em um sistema em batelada. Duas solugdes tampao foram
avaliadas (tampao acetato e tampao fosfato). Os resultados mostraram que o valor equivalente
de dextrose (DE amostra xarope de glicose) foi maior a partir do primeiro uso do tampao
fosfato que foi de 56,645% e o menor foi do quinto uso de tampdes de acetato que foi de

33,55%.

2.7.1.3 Efeito da temperatura

A dependéncia da atividade das enzimas com a temperatura assemelha-se em alguns
aspectos a dependéncia do pH, aumentando com o aumento da temperatura, passando por um
maximo, seguido por uma diminuicdo. A velocidade de qualquer reagdo quimica aumenta
com a temperatura, de acordo com uma regra empirica, duas a trés vezes a cada 10°C. Isso
vale também para as reagdes enzimaticas. Por outro lado, a estrutura tridimensional das
enzimas ¢ termossensivel e torna-se desestabilizada em altas temperaturas, causando a
desnaturagdo (MANGIAGALLI; LOTTI, 2021).

Bosso et al. (2016) avaliaram a atividade de B-galactosidase de Kluyveromyces lactis e
de Aspergillus oryzae na hidrolise de leite UHT e leite desnatado em diferentes concentragdes
de enzimas, temperatura e pH. Os pesquisadores observaram diferencas significativas em
relacdo a atividade enzimatica de B-galactosidase, de ambas as fontes, na hidrolise da lactose.
As maiores atividades foram observadas a 40°C e pH 7,0 para P-galactosidase de
Kluyveromyces lactis, e a 55°C e pH 5,0 para B-galactosidase de Aspergillus oryzae. Porém,

em relacdo a estabilidade térmica, observou-se que a enzima de Aspergillus oryzae apresentou
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maior resisténcia ao calor quando em comparacao com a B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis.

De fato, a termoestabilidade é a capacidade de uma enzima resistir a desnaturacao
térmica. Varias enzimas termofilicas mostram uma estabilidade notdvel em altas
temperaturas, enquanto outras sdo instaveis em preparagdes puras € obviamente precisam da
capacidade de estabilizagdo dos componentes celulares. Acer e Matpan Bekler (2021)
avaliaram a enzima [}-galactosidase altamente estdvel termicamente produzida por
Anoxybacillus sp., sendo que a enzima purificada apresentava retencdo de 71% da atividade

enzimatica a 60°C.

2.7.1.4 Efeitos de aditivos

Algumas misturas de aditivos podem ser classificadas como substratos e ligantes que
sdo pequenas moléculas organicas ndo carregadas especificas, espécies idnicas nao especificas
e polimeros que podem melhorar a estabilidade da enzima imobilizada (LEIBLY et al., 2012).

Fernandez-Lopez et al. (2015) relataram que o efeito de um aditivo na estabilidade da
enzima deve ser considerado uma caracteristica intrinseca e que depende do protocolo de
imobilizacdo. Estes autores pesquisaram o efeito de cations na estabilidade de lipases
imobilizadas, € concluiram que o uso de 5 mM de sais contendo Mn?** ou Ca*" podem ser
usados para o aumento na estabilidade da enzima em meio aquoso.

Neste universo pode ser citado também o glicerol, que ¢ um composto capaz de
estabilizar algumas enzimas e que foi relatado por Braham et al. (2021), que estudaram o
efeito do glicerol em diferentes concentracdes e valores de pH de 13 enzimas imobilizadas,
inclusive B-galactosidase de Aspergillus oryzae. Nos resultados para [B-galactosidase o
glicerol nao produziu efeitos significativos em pH 5,0 nem 7,0. Estes pesquisadores
concluiram que, por mais que o glicerol seja considerado um aditivo que estabiliza a maioria
das enzimas estudadas, ndo pode ser considerado como um agente estabilizador universal,
porque de acordo com os resultados os efeitos sdo fortemente dependentes do valor do pH e

do protocolo de imobilizag¢do e da natureza da enzima imobilizada.

2.8 APLICACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE IMOBILIZADA

A B-galactosidase possui excelente potencial catalitico que tem sido explorada como

uma das mais importantes enzimas industriais para a obten¢do de produtos sem lactose nas
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industrias de laticinios, galacto-oligossacarideos (GOS) e oligossacarideos produzidos que
sdo prebidticos e que aumentam o crescimento de bifidobactériase lactobacilosno intestino
grosso e sdo incluidos como ingredientes alimentares para reduzir o crescimento de
microrganismos patogénicos, produzindo efeitos benéficos para a saide humana
(CARNEIRO et al., 2018).

Tais produtos sem lactose sdo direcionados a uma propor¢do significativa da
populagcdo que sdo intolerantes a lactose, tal intolerancia ocorre quando o intestino delgado
nao produz enzima lactase o suficiente para digerir a lactose, que metaboliza a lactose
presente em laticinios (ALSHANBERI et al., 2021).

De sorte que na tecnologia alimentar, a P-galactosidase tem sido aplicada para
diminuir as concentracdes de lactose de produtos lacteos e aumentara cremosidade,
digestibilidade de produtos como, por exemplo: cremes de soro de leite, leite condensado e
sorvete, que contém maior quantidade de lactose e desta forma estdo mais suscetiveis a
formacdo de uma textura arenosa como resultado da cristalizagdo da lactose (WONG;
HARTE, 2014).

Em relacdo a aplicacdo da B-galactosidase na preservacdo do meio ambiente, o soro
de leite ¢ um subproduto natural da producdo de alimentos, em grandes quantidades, pode
representar um risco ao meio ambiente se ndo for gerenciado adequadamente, pois em esgotos
resulta no bloqueio dos processos biologico de estagdes de tratamento de dguas residuais
aumentado demanda bioquimica de oxigénio — DBO e demanda quimica de oxigénio — DQO,
se ¢ descartado no solo, afeta caracteristicas fisico-quimicas que resultam na diminuicao da
produtividade das culturas, se for descartado em corpos de agua, reduz o oxigénio dissolvido,
dificultando a biodegradabilidade representando um grande risco para a vida aquatica e para o
meio ambiente (BALDASSO et al., 2011; KOLEV SLAVOV, 2017).

O soro de queijo pode ser utilizado como alternativa na redugdo de residuos, como
obten¢do de bebidas tipo “whey”, suco de frutas adicionado de soro de queijo, € em bebidas
com baixo teor alcodlico como a cerveja de soro, vinho e champanhe, também, pode ser
usado para a fabricagdo de ricota, manteiga de soro, sorvete de soro, € também as proteinas do
soro podem ser utilizadas como emulsionantes, gelificantes/aglutinantes (PANESAR et al.,
2010).

Uma outra alternativa promissora ao uso do soro de queijo relatado por Macwan et al.
(2016) seria aplicagdes como meio de cultivo durante a fermentagdo de microrganismos que

consomem a lactose ja que ¢ fonte abundante de carbono.
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A exemplo You et al. (2017) utilizaram o soro em pd como substrato de baixo custo
para a producao de B-galactosidase como produto principal e etanol como subproduto foram
investigadas. Como resultado obtiveram o produto de [B-galactosidase com 5,15U/mg da
protecao da goma acécia por secagem por pulverizacdo. Além disso, o subproduto etanol com
31,08% (v/v) foi obtido ap6s a permeabilizacao.

Outra abordagem ao uso da (-galactosidase esta na projecao de biossensores, sendo a
imobilizacdo de enzimas na superficie do transdutor uma etapa importante e decisiva. O
exemplo disto biossensores de [B-galactosidase tem sido usado com alta taxa de resposta,
excelentes no limite de detecgo, sendo entdo uma tecnologia inovadora devido ao fato de se
buscar méxima utilidade pelo controle dos alguns defeitos observados nos biossensores mais
antigos (FOUROU et al., 2016; GU et al., 2016; Yao et al., 2021).

A exemplo Sharma e Leblanc (2017) realizaram um estudo comparativo sobre os
biossensores de B-galactosidase reportados nas obras da literatura cientifica. Foi indicado que
o uso do biossensor de -galactosidase para medigao da lactose tem sido util na identificacao
de vacas / bufalos que estdo sofrendo da mastite, porque o leite desses animais tem baixo teor
de lactose. Relatou-se ainda que biossensores de -galactosidase tém aplicacao no tratamento
de dguas residuais, uma vez que a lactose ¢ um pardmetro importante nas adguas residuais. E
clinicamente, foi indicado que o biossensor de [-galactosidase ¢é importante para
determinacdo do nivel de lactose em sangue, porque uma quantidade excessiva de lactose no
sangue pode revelar malignidade gastrointestinal.

A B-galactosidase estd sendo usada como um biomarcador de senescéncia celular
reportado por Xiao et al.(2018) que avaliaram, através de revisdo bibliografica, varios
indicadores de deteccdo comumente usados na senescéncia celular, inclusive associados a 3-
galactosidase. Os autores compararam a precisdo, credibilidade, especificidade e o escopo das
aplicacdes potenciais e forneceram uma visdo geral dos avangos recentes nos métodos de
deteccao.

Outra aplicagdo da B-galactosidase na obtencdo de biocombustiveis foi relatado por
Beniwal et al. (2018), que pesquisaram uma nova estratégia de produgdo de etanol.AB-
galactosidase foi imobilizada em nanoparticulas a base de dioxido de silicio para a hidrdlise
da lactose do soro de leite, em seguida consideraram as abordagens disponiveis para a
bioconversao eficiente do soro hidrolisado em etanol. A estratégia de co-imobilizagdao usando
Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces marxianus foram utilizadas para fermentagdo. Os
pesquisadores observaram que a principal observagdao do processo de fermentacao foi que um

alto titulo de etanol de 63,9 g L™ foi produzido usando 150 g L™'de lactose concentrada.
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Outra aplicagdo para P-galactosidase estd na sintese de tagatose, um adocante com
92% de dogura comparada a sacarose, mesmo sendo obtido a partir da lactose, que possui
apenas 16% do poder adogante da sacarose. Este adocante tem apenas 38% das calorias da
sacarose, com a vantagem de se ter um indice glicémico muito mais baixo. Em 2014, a Inalco
(empresa de servico e distribui¢ao de produtos da Italia), relatou um processo para fabricagdo
de tagatose usando B-galactosidase imobilizada em resina de troca i6nica. Neste processo foi
proposto a recuperagdo e valorizacdo da lactose contida no soro de leite. A tagatose pdde ser
obtida por hidrdlise preliminar da lactose, em que a glicose ¢ removida por desglicosilagao

subsequente com obtencdo da tagatose pela epimerizacdo de galactose (CHINI et al., 2014;

JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017).

2.9 CONSIDERACOES FINAIS E TENDENCIAS FUTURAS

A B-galactosidase ¢ uma enzima de altissimo valor e com aplicagdes em varios setores
para producao de laticinios sem lactose, sintese de compostos de alto valor agregado (GOS,
lactulose), obtencdo de biossensor, na preservacdo ambiental reduzindo os impactos
associados aos residuos da industria de laticinios e também na hidrélise da lactose para
produgdo de biocombustivel.

No entanto, existem ainda grandes desafios e maiores esfor¢os a serem realizados no
sentido de se utilizar desta enzima para produzir um biocatalisador com alta atividade
enzimatica e principalmente uma excelente estabilidade a fim de ser aplicada em larga escala
ao projeto de biorreatores e condi¢des industriais, devido a perda de atividade da enzima
imobilizada no que diz respeito ao microambiente desfavoravel comparado a forma (livre)
soluvel.

Desta forma, com o avango dos estudos atuais em nanomateriais sendo tendéncia para
a imobilizag¢do de diferentes enzimas devido as suas propriedades fisico-quimicas exclusivas
como por exemplo os nano-bioconjugados (NBCs), nanofibras (NF), nanotubos (NTs),
nanoparticulas (NPs), nanocompdsitos (NCs), e nanoflores (NFs), ou materiais ceramicos
como aluminos silicatos (caulinita, montmorilonita, bentonita, entre outros); 6xidos (silica,
alumina, titania, zirconia), que podem der utilizados como suportes combinados aos métodos
de imobilizagdo que poderdo contribuir para a obtencdo de B-galactosidase imobilizada com
alta estabilidade e atividade, como biocatalisador vidvel em maior escala de produgao

inclusive ser promissor para as diversas aplicagdes industriais.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DE ESTRATEGIAS DE IMOBILIZACAO
E ESTABILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE DE Bacillus licheniformis

O presente capitulo apresenta a enzima [B-galactosidase e sua atividade hidrolitica na
imobilizacdo em suporte Duolite A 568. Foi estudado a influéncia do pH em elevadas
concentracdes da solucao tampao Britton-Robinson (BR), bem como a influéncia conjunta do
tampdo BR e tempo de imobilizagdo para andlise do desempenho do biocatalisador
imobilizado pelas respostas de atividade, rendimento, eficiéncia e recuperagdo da

imobilizacao.

3.1 INTRODUCAO

A enzima B-galactosidase (EC 3.2.1.23), comumente denominada como lactase, tem
grande interesse industrial, pois desempenha atividade hidrolitica muito importante em
substratos contendo lactose. A [-galactosidase pode ser produzida por microrganismos
dediferentes espécies como Aspergillus niger, Bifidobacteria infantis, Thermus sp.,
Lactobacillus reuteri, Aspergillus sp., Kluyveromyces lactis, Bacillus sp. (ABDEL et al.,
2021; SILVERIO et al., 2018; GOMES et al., 2018).

As enzimas [-galactosidases sdo capazes de hidrolisar as ligacdes P-1,4-d-
galactosidicas da lactose formando dois monossacarideos, glicose ¢ galactose. Esta enzima
também catalisa a sintese de compostos oligossacarideos, como galacto-oligossacarideos
(GOS), pelo controle cinético da reacdo da transgalactosilagdo da lactose, sendo uma
atividade promissora, pois resulta em compostos de alto valor agregado que sdo de grande
interesse para a industria. Essa sintese estd sendo ativamente investiga da para a produgdo de
outras moléculas de interesse que ndo sejam o GOS, como o uso de outros substratos,
permitindo a sintese de ampla gama de compostos potencialmente atraentes, como: lactulose,
alquil-galactosideosefrutosil-galacto-oligossacarideos (fGOS) (CARNEIRO et al.,, 2018;
GUERRERO et al., 2015; VERA; ILLANES, 2016; VERA et al., 2020).

Para melhorar a estabilidade e a capacidade de reutilizacdo das enzimas pode-se
empregar estratégias de imobilizagdo que possibilitem de maneira eficaz um melhor controle
do processo de reacdo (RIBEIRO et al., 2021). Normalmente, enzimas imobilizadas sdo
ligadas ao suporte por grupos funcionais como 4acidos glutdmicos e aspdarticos (grupo
carboxilico), por cadeias laterais de lisina (grupo g-amino) e cisteina (grupo tiol), portanto, €

muito importante estudar a carga da superficie do material de suporte em condigdes variaveis,



79

por exemplo, temperatura, pH e concentracdo de eletrdlitos para otimizar o processo de
imobilizagdo ¢ aprimorara a estabilidade do biocatalisador (FRAAS ; FRANZREB, 2017,
SIGURDARDOTTIR et al., 2018).

Dois tipos de adsor¢ao sao definidos de acordo com a natureza das forgas responsaveis
pela formagdo da camada interfacial: Adsorcao fisica (fisissor¢do) ou adsor¢do quimica
(quimissor¢ao). As interagdes fracas envolvidas na adsor¢cao impedem a integridade estrutural
das moléculas de enzima de serem alteradas, mantendo assim a sua atividade. A imobilizagao
eficiente depende das propriedades fisico-quimicas dos materiais de suporte, como area
superficie, tamanho da particula, tamanho de poro e grupos funcionais de superficie (VERA;
ILLANES, 2016; BRANDANI, 2020).

A adsor¢do de proteinas depende da interacdo eletrostatica, ligacdes de hidrogénio,
grupos funcionais ativos, incorporacao de contra-ionse mudangas conformacionais da proteina
(JESIONOWSKI et al., 2014; WAHAB et al., 2021). Kujawa et al. (2021) referiram-se ao
método de adsorgao fisica como sendo a adicdo de uma solugdo de enzima,preparada em
solucdo tampao adequada,ao suporte escolhido, sem haver qualquer modifica¢do deste. Apos
a adsor¢do,o excesso da enzima nao ligada € removido por lavagem.

Tizchang et al. (2021), imobilizaram B-galactosidase de Bifidobacterium bifidum por
adsor¢do fisica em nanotubos de halloysite, em que a enzima adsorvida foi mais
estaveldurante a catdlise e armazenamento, com pH ideal de 7,5, temperatura 6tima de 55°C,
em que a enzima imobilizada reteve 75,8% da atividade inicial ap6s 60 dias em comparagdo
com 29,2% retida pela enzima livre e pode ser utilizada em até 12 ciclos.

Hé de se mencionar que a adsor¢do pode ser afetada por fatores como tempo de
adsor¢do, concentracao de enzima, tamanho do poro do suporte, temperatura e principalmente
pH, além de grupos funcionais especificos na superficie tanto da enzima quanto do suporte
(WANG et al., 2021).

Os fatores de relevancia que afetam a atividade e estabilidade enzimatica sdo pH,
temperatura e forga idnica. As mudangas de pH podem desestruturar o formato tridimensional
da enzima visto que podem provocar mudangas no estado de ionizacdo (carga) dos
aminoacidos em meios acidos, basicos ou neutros, afetando a atividade enzimatica e
conseqiientemente modificando as caracteristicas de adsorcdo, orientacdo e ligagdes
eletrostaticas entre enzima-substrato (ZAHIRINEJA et al., 2021; SHARMA et al., 2021).

A natureza quimica do tampdo ¢ especialmente importante em investigacdes
biologicas como solubilidade, estabilidade, interacdo com outros ions no sistema, e serve para

ajustar e estabilizar o pH (JOCHEMS et al., 2011). A for¢a molar estd relacionada com a
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capacidade tamponante adequada, pois quanto mais concentrado for um sistema tampao,
maior sera sua capacidade de estabilizar o pH, porém ha de se considerar que a maioria das
enzimas, por serem biologicas, se mantém ativas em meios idnicos moderados
(BISSWANGER, 2014).

A forga i6nica da solugdo afeta a atividade enzimatica, isso € perceptivel na catdlise, a
qual depende do movimento das moléculas carregadas em relacao a carga de outros. Assim,
tanto a ligacdo de substratos carregados nas enzimas quanto o movimento de grupos
carregados dentro do sitio “ativo” catalitico das enzimas serao influenciados pela composicao
idnica do meio, tais como as interagdes eletrostaticas que desempenham um papel muito |
importante na conformag¢do da proteina e a alta forga idnica possivelmente podera causar o
enfraquecimento e a ineficiéncia dessas interagdes (TRUSCOTT, 2020).

Kuribayashi et al. (2021), avaliaram a imobilizacdo [-galactosidase de Bacillus
licheniformis adsorvida em suporte Duolite A 568 em diferentes tampodes e forgas idnicas em
pH 4,0 utilizando de concentracdo da enzima em 43 mL L' estas foram as condi¢des obtidas
maximizadas. Destes resultados os autores inferiram uma melhor atividade enzimatica
utilizando-se de valores de tempao BR superiores a 200 mM em pH baixo de 4,0 devido ao
ponto de sela obtido em superficie de resposta e concluiram que o pH, forca idnica e a
concentracdo da enzima na solucdo de imobilizacdo tem influéncia significativa na atividade
enzimatica retida no processo de imobiliza¢do. Devido a estas inferéncias obtidas o presente
estudo foi impulsionado a ser realizado.

Impulsionada pela justificativa apresentada anteriormente o objetivo do presente
trabalho foi investigar a atividade e estabilidade da enzima [-galactosidase de Bacillus
licheniformis adsorvida em suporte Duolite A 568 empregando solugdes de imobilizagdo com
diferentes concentracdes de forgas idnicas do tampao Britton-Robinson (BR) e diferentes

tempos de imobilizagao.
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis
A enzima utilizada foi a B-galactosidase de Bacillus licheniformis, em estado liquido.
A enzima da marca Novozymes (Bagsverd, Dinamarca) foi cedida pela empresa

Granolab/Granotec Nutri¢do e Biotecnologia (Araucdria, Brasil) e Cemil (Cooperativa Central

Mineira de Laticinios Ltda, Patos de Minas, Brasil). Segundo as especificacdes do fabricante,
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as condi¢cdes adequadas de trabalho sdo: pH na faixa de 4,2 a 9,0 e temperatura entre 2 ¢
50°C, para utilizacao na forma livre. Nas condi¢des de pH 6,5 (tampao lactico), temperatura
de 25°C e solugdo 50 gL' de lactose a enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis

apresentou atividade enzimatica/mL de solugio de 4432 U/(umol.min!).

3.2.2 Resina Duolite A 568

O suporte usado na imobilizagdo da enzima foi a resina de fenol-formaldeido Duolite
A 568, sendo caracterizada por ser uma resina de troca ionica fracamente béasica que liga a
enzima através de uma combinagdo da ligacdo eletrostatica entre os grupos de amina terciaria
da resina e os grupos de acido carboxilico da enzima, e a adsor¢ao formada com ligacdes de
hidrogénio e for¢as de Van der Waals (KURIBAYASHI et al., 2021). Esta resina foi cedida
pela Dow Chemical Company (Califérnia, Estados Unidos) e apresenta tamanho de poro de
15 a 25 nm, porosidase de 0,78-1,0 mL g ' e densidade de 1,10 a 1,14 g mL™!. A imagem da

resina Duolite A 568 ¢ apresentada na Figura 3.1.

Figura 3. 1 — Aspecto da resina Duolite A 568.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

A ativagdo da resina Duolite A 568 seguiu a metodologia descrita pelo fabricante, que
consistiu em submergir o suporte em solugdo de acido cloridrico 1 M, na razdo de dez
volumes de solugdo por volume de resina, durante 30 minutos em incubadora rotativa a 150

rpm. Seguindo do mesmo procedimento com solucdo de hidréxido de s6dio 1 M, nas mesmas
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condi¢des empregadas para o tratamento com acido, sendo realizado a lavagem da resina por
5 vezes com 100 mL de agua destilada, entre os tratamentos. Ao final a resina era novamente
lavada com agua destilada e em seguida filtrada a vacuo, seca naturalmente a temperatura

ambiente (aproximadamente 25°C).

3.2.3 Imobilizacdo da B-galactosidase

Para o processo de imobilizagdo a quantidade de resina em cada condig¢do
experimental foi de 0,5 gramas, que por meio do método de adsor¢do fisica foi incubada com
quantidade de 43 mL L' de enzima em 10 mL de solucdo tampdo BR em forca idnica e pH
variaveis de acordo com cada experimento, em temperatura ambiente de 25°C e agitacdo de
150 rpm em mesa rotativa. Apds o periodo de tempos variados de acordo com cada
experimento, foi realizado as reagdes em reator encamisado. No tempo final determinado para
cada imobilizacdo, a enzima imobilizada foi separada da solugdo e lavada com tampao latico
pH 6.5 por meio de cesta pequena adaptada com formato de cilindro de malha de ago fina de
aproximadamente 10 cm, realizando-se medidas da atividade enzimatica do imobilizado e da
fracdo liquida contendo tampao e enzima ndo imobilizada (KURIBAYASHI et al., 2021). Nos
experimentos em que se observou a formagdo de aglomerados, os mesmos foram separados
do sobrenadante com ajuda de micropipeta.

A unidade de atividade de imobilizacdo foi definida como a quantidade de enzima que
libera em 1 umol de glicose produzida por minuto de reacao, nas condi¢des do ensaio. As

atividades foram expressas em pmol mg ! min!, representado por (U).

3.2.4 Influéncia do pH e de elevadas concentracdes da solucio de tampiao Britton-

Robinson (BR) na imobilizacao

Foi realizado um estudo exploratorio da influéncia da forga idnica pela utilizacao de
elevadas concentracdes da solucdo tampdo Britton-Robinson 300, 500 e 1000 mM com
variacao de pH em temperatura 25°C.

Essa investigacdo foi impulsionada pelo estudo de Kuribayashi et al. (2021), que
inferiu a possibilidade do aumento de atividade enzimatica no processo de imobilizacdo com
o aumento da concentracdo do tampdo utilizado. Desta forma foi realizado,em caracter
exploratério, a avaliagdo do emprego do tampao Britton-Robinson (BR) de diferentes

concentragdes, variando de 300 mM a 1000 mM em pH de 3,5; 4,0 e 4,5, tempo de
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imobilizacdo de 2 horas a temperatura ambiente de 25°C para a imobilizacdo da -

galactosidase de (B. licheniformis) em Duolite A 568, com repeti¢ao em triplicata.

3.2.5 Influéncia conjunta da concentracao da solucio do tampao BR e do tempo de

imobilizacio na atividade da enzima imobilizada

Com base no estudo anterior avaliou-se a utilizagdo de valores menores de
concentracdo da solugdo tampao durante o processo de imobilizagdo empregando um

planejamento composto central rotacional (PCCR), conforme Tabela 3.1.

Tabela 3. 1 — Matriz do Planejamento Composto Central Rotacional do efeito da forca ionica

e Tempo da solugdo de imobilizacao.

Niveis
Fatores
—a -1 0 +1 +a
Forga Ionica (mM) 5,12 19 52,5 86 99,88
Tempo (h) 0,46 1,3 33 53 6,13
a= 1+141

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O Planejamento Composto Central Rotacional (PCCR) foi elaborado com trés réplicas
centrais, totalizando 11 experimentos com o igual a 1,41, incluindo duas varidveis
independentes: forca ionica (mM) e o tempo de imobilizacdo (h), e varidveis dependentes de
saida: atividade da enzima imobilizada (U) e parametros da imobilizagdo (rendimento,
eficiéncia e recuperagdo). Os experimentos foram realizados com pH 4,0 para todos os

ensaios. Os resultados foram analisados por meio do software Statistica® 12.0

3.2.5.1 Determinacao da atividade enzimatica

A unidade experimental (Figura 3.2) utilizada para determinagdo da atividade
enzimatica consistiu de um reator tipo batelada, encamisado, com capacidade 200 mL,
acoplado a um banho termostatico e agitador magnético.

A determinagdo da atividade enzimadtica foi feita apds o tempo de imobilizagdo pré-
determinados. As reacdes de determinacdo da atividade enzimatica para a enzima livre,

imobilizada e sobrenadante da imobilizagdo ocorreram com 5 mL de solugdo enzimatica,
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enzim imobilizada,sobrenadante e enzima livre. Para a enzima ligada ao suporte as reagdes
foram feitas com toda resina (0,5 g), em 75 mL de solug¢do tampao latico em pH 6,5 com 50 g

L ! de lactose. A unidade experimental da reacdo enzimatica estd demonstrada na Figura 3.2.

Figura 3. 2 — Unidade experimental: reagdo enzimatica de hidrolise de lactose por -

galactosidase (B. licheniformis).

———

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Para cada experimento foram coletadas cinco amostras do meio reacional em intervalo
de trés minutos, totalizando 15 minutos de reagdo. Os experimentos para a enzima
imobilizada foram realizados em duplicata. O fluxograma da imobilizacdo enzimatica esta

demonstrado na Figura 3.3.

Figura 3. 3 — Fluxograma da imobiliza¢do enzimatica de -galactosidase

(B. licheniformis) em Duolite A568.

Ativagio do Suporte i i Tamp#oBR, Tampdo
i i latico e lactose ;

[ A

Imobilizagdo:
Resinaativada+ 3-gal +Tamp&o litico

}

Unidade experimental:
(Livre, Imobilizada ou sobrenadante) + lactose

............................................ Vo ‘

Amostras em cada 3 muitos total 15 minutos

Leitura i
i espectrofotémetro :
i 505 nm

i Diluigdo com i
i tampdolatico |  Glicose-oxidasae :

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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A atividade enzimadtica foi determinada através do método das taxas iniciais, pela
quantificacdo de glicose formada ao longo da reagcdo pelo método enzimatico glicose-oxidase
(RABA; MOTTOLA, 1995).

Foram realizados os calculos de rendimento da imobiliza¢do, eficiéncia da
imobilizacdo e a recuperacdo da atividade enzimatica, conforme Equagdes 3.1, 3.2 e 3.3,
respectivamente, para determinar o éxito do processo de imobiliza¢do, conforme descrito por
Sheldon e Van Pelt (2013). O rendimento da imobilizagdo ¢ utilizado para caracterizar a
porcentagem de atividade da enzima livre que ¢ de fato imobilizada. A eficiéncia descreve a
porcentagem de enzima ligada que possui atividade observada no imobilizado. O calculo da
recuperacdo da atividade representa o percentual da atividade enzimatica inicial que foi
imobilizada na forma ativa.

Atividade imobilizada

Rendimento de imobilizacao = x 100 (3.1)

Atividade inicial

Eficiéncia de imobilizagio = —avidade observada -, 4 (3.2)

Atividade imobilizada

Atividade observada

Recuperacao da atividade = x 100 (3.3)

Atividade inicial

Sendo,
Atividade observada = Atividade da enzima imobilizada;
Atividade imobilizada = Atividade da enzima livre - Atividade do sobrenadante;

Atividade inicial = Atividade da enzima livre.

33 RESULTADO E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito de elevadas concentracées da solucio do tampao BR na imobilizacao

Os resultados da atividade enzimatica para os experimentos propostos com

concentragdes elevadas da solugdo de tampao BR, em diferentes condi¢des de pHs, estdo

apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3. 2 — Resultados da atividade enzimatica em diferentes concentracdes de tampao BR

em diferentes condi¢des de pH utilizados na imobilizagao.

Atividade Tampao Britton-Robinson
enzimatica (U) pH 3,5 pH 4,0 pH 4,5 pH 4,0 pH 4,0
300 mM 300 mM 300 mM 500 mM 1000 mM
Imobilizada 278+1,30 321+4,10 282+2.96 163+1,85 76+0,77
Sobrenadante 520+3,68 328+3,32 464+2,69 290+1,65 94+0.41
Livre 91+0,37 650+3,35 932+4,97 267+1,35 -
Aglomerado* 86+0,42 719+3,979 767+4,190 348+2,1300 -

A* = (sobrenadante) granulos ligados como aglomerados que foram formados durante o tempo de imobiliza¢do
da B-galactosidase com suporte Duolite A 568; ) Granulos maiores = atividade do restante do meio reacional; ()
Granulos em tragos finos de aglomerados = atividade do restante do meio reacional; @Granulos menores e
compactados = atividade do restante do meio reacional.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

E possivel observar, analisando a Tabela 3.2, que os melhores resultados de atividade
enzimatica para a enzima imobilizada foram obtidos em solu¢ao tampao com concentragdo de
300 mM, variando de 321 U em pH 4,0 a aproximadamente 280 U para os pHs 3,5 ¢ 4,5. A
variagdo entre esses resultados € cerca de 10% na atividade enzimadtica, indicando que a
mudanca de pH (na faixa estudada) ndo acarretou melhora nos resultados de atividade
enzimatica.

Para as solug¢des tampao de 500 e 1000 mM, foram observadas redugdes expressivas,
de ~ 50% e 76% em relagdo a maior atividade da enzima imobilizada de 321 U, resultando em
163 U e 76 U, respectivamente.

Analisando os resultados, pode-se observar que as concentragdes de tampao em alta
for¢a i0nica ndo implicaram em aumento da atividade enzimética imobilizada, ao contrario,
observou-se inativagdo da enzima em condi¢do que pode ser considerada extrema, visto que
nao foi detectada a atividade na solucao de enzima livre para a maior concentragdo de tampao
BR 1000 mM.

Em tampao BR de 1000 mM em pH 4,0, ndo foi observado atividade enzimatica para a
enzima livre, ja para a enzima imobilizada foi obtido atividade enzimatica baixa entre 76 U e
94 U demonstrando que, de alguma forma, o suporte atribuiu algum tipo de tolerancia ao
meio, pois o imobilizado apresentou uma pequena atividade enzimatica de 76 U e também foi
encontrado 94 U no sobrenadante.Tal comportamento ndo era esperado, ja que nao foi

encontrado nenhuma atividade para enzima livre. Supostamente algum efeito interativo no
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proprio processo de imobilizagdo com a presenca do suporte pode ter provocado alguma
alteragdo no pH, ou alteracdo nas cargas do tampao dando a enzima adaptagdao ao
microambiente. Pode-se salientar que o meio interno para enzimas imobilizadas ¢ afetado
pelas propriedades quimicas do material sélido e pela interagao de reagao e difusao da enzima
ao suporte.

Nestas concentragdoes de alta forga ionica utilizadas no presente estudo obteve-se
redu¢do na atividade da enzima, como ja foi mencionado. Este fato foi observado também por
Pessela et al. (2005) que imobilizaram diferentes enzimas, inclusive a B-galactosidase de
Aspergillus oryzae, em suportes de agarose recobertos com polietilenoimina de alto tamanho
molecular (PEI), utilizando diferentes forcas ionicas (5 a 700 mM dede cloreto de sodio
(NaCl)). No estudo dos autores, foi observado que, quando a forca idnica era aumentada,a
taxa de adsor¢ao baixa, como também utilizando concentragdes salinas acima de 100 mM, ou
seja, o processo conduzido em forca i6nica elevada implicou em diminui¢do no rendimento de
imobilizagao.

Com estes resultados exploratdrios observou-se que a for¢a idnica e pH influenciaram
no microambiente de imobilizagdo, e que possivelmente uma melhor atividade da enzima
possa ser encontrada em forca idnica mais baixa. Tal observagdo corrobora com Eslamipour e
Hejazi (2015), que investigaram os efeitos de modificagdo e ativagdo da superficie de
nanoparticulas magnéticas de 6xido férrico (MNPs) na imobilizagdo da amilase sendo
realizado, primeiramente, o mecanismo de adsorcdo fisica, seguido da formagdo da ligagdo
covalente entre a enzima e as MNPs revestidas, sob diferentes condigdes de forga idnica (5,
100 e 500 mM). A alta taxa de imobilizacdo em baixa concentracdo de tampado (5 mM)
indicou maior potencial do suporte para formagao de ligagcdes por meio desse mecanismo. Os
resultados mostraram que as a atividade da amilase foi maior em imobilizagdes feitas em
baixas concentragdes de tampao. Albuquerque et al. (2016) pesquisaram a imobilizagao de B-
galactosidase de Aspergillus oryzae em esferas de agarose MANAE, que foi imobilizada em
diferentes valores de pH e em diferentes forgas i6nicas (5 a 50 mM tampao acetato de sédio
em pH 4,5 a 55°C, fosfato de so6dio a pH 7 a 50°C, e carbonato de s6dio a pH 9 em 36°C).
Nos resultados, a imobilizacao no suporte MANAE permitiu manter um nivel muito alto de
atividade enzimatica nos 3 valores de pH de imobilizacdo usados (75-85%). Em crescente uso
de concentragdo de tampao de acordo com os autores foi observado que um aumento do
tampao enfraqueceu os efeitos do suporte com a enzima em estabelecer novas interagdes e

que também pode quebrar algumas das pontes i0nicas ja formadas.
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Outro fator relacionado a baixa atividade enzimatica, encontrado neste estudo,pode
estar também relacionado a desnaturagdo da enzima quando utilizado alta forga ionica, ou
seja, um nivel excessivo de concentracdo de tampdo BR, o que acelerou o processo de
desnaturagao da proteina gerando o fendmeno denominado de salting-out. Tal fato foi
observado por Lai et al. (2016), que imobilizaram moléculas de tripsina (EC 3.4.21.4) em
microesferas P (NIPAM-co-AA) (N-isopropilacrilamida NIPAM), e investigaram varios
parametros, como: valor de pH (5,0-10,0) de imobilizag¢do, concentragdo de enzima tripsina
(1-6 mg mL™"), concentracdo de solucdo tampdo fosfato PBS (10-70 mM) e tempo de
imobilizacdo de 2 a 14h, com o objetivo de se obter a maior atividade da tripsina imobilizada.
Em resposta, observaram que a quantidade de enzima aumentou a atividade enzimatica
quando variaram de 10 a 40 mM, no entanto uma diminui¢do foi observada depois que a
concentracao de PBS excedeu 50 mM. Os pesquisadores observaram que o principal motivo
para estes resultados foi a concentracdo da solugdo tampdo que afetou as interagdes
eletrostaticas entre o suporte € a enzima, causando a desnaturacao.

Analisando os resultados de atividade nos sobrenadantes obteve-se valores maiores
(520, 328, 464, 290 e 94 U) de atividade enzimatica, comparado aos valores menores (278,
321, 282, 168 e 76 U) de imobilizagdo, respectivamente, ou seja, pode-se notar que as
enzimas ndo se ligaram devidamente ao suporte. No processo de imobilizagdo deve-se buscar
um equilibrio para alguns fatores, como for¢a idnica, pH, concentracdo enzimatica, entre
outros, para que a atividade da enzima ligada ao suporte apresente um bom desempenho
durante o processo. De acordo com Hoarau et al. (2017), varios fatores influenciam a
imobilizacdo de enzimas pois a superficie de um suporte ¢ da enzima nunca ¢ "neutra" e
sempre afeta os processos fisico-quimicos, ou seja, efeitos intrinsecos podem influenciar as
cargas na superficie da enzima e suas interagdes como: efeitos de superficie, a concentragdo
local de solutos, incluindo ions de tamponamento e substratos.

Durante a realizagdo dos experimentos observou-se que no meio reacional do processo
de imobilizagdo, ocorreu a formagdo de um tipo de estrutura branca que se ligava em porgdes
consideraveis umas as outras como granulos interligados, formando aglomerados.

Os aglomerados foram recolhidos para determinacdo da atividade enzimadtica e os
resultados obtidos foram interessantes. Observou-se que alguns experimentos apresentaram
atividades enzimaticas consideravelmente expressivas com valores de 719 U (300 mM pH
4,0), 767 U (300 mM em pH 4,5) e 348 U (500 mM e pH 4,0), sendo considerado neste
trabalho um resultado promissor, capaz de dar rumo a novas pesquisas € avangos em técnicas

de imobilizagdo livre de suporte. Esses resultados foram obtidos do sobrenadante de
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imobilizacdo com algumas caracteristicas peculiares destes aglomerados (granulos), como

demonstrado na Figura 3.4.

Figura 3. 4 — Aglomerado (granulos interligados) formado no

meio reacional durante a imobilizagao.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Na atividade de imobilizagdo que resultou no valor de 719 U (300 mM pH 4,0), os
aglomerados formaram “granulos maiores”, apresentando a ocorréncia de uma precipitagao de
enzimas que ndo se ligaram ao suporte, possivelmente isso pode ter ocorrido pela alta
concentracdo de forga idnica do tampao em um pH mais acido. Esta abordagem de
imobilizagdo sem suporte, como agregados enzimaticos ligados (CLEAs), ¢ encontrada por
Xu et al. (2020) que pesquisaram as enzimas [-galactosidases de Lactobacillus leichmannii
313 (LL 313), que foram imobilizadas pela primeira vez pela tecnologia de agregados
enzimaticos reticulados (CLEA) em condi¢des de pH ideal (7,0), temperatura (55°C). Os
pesquisadores utilizaram trés diferentes precipitantes (sulfato de amoénio saturado-ASF),
acetona-ACT e isopropanol-IPA, avaliando o desempenho em comparagdo com a enzima
bruta, e em resposta a pesquisa, todos os tipos de CLEA exibiram a capacidade de hidrolisar
lactose e gerar GOS com recuperagdo de atividades de 23% (ASF-CLEA), 18% (ACT-
CLEA), 13,6% (IPA-CLEA), e ainda concluiram que o sistema enzimatico resultante tem
aplicacdes promissoras na industria de alimentos.

Outro relato da utilizagdo de enzimas imobilizadas sem suportes foi mostrado por
Primozi¢ et al. (2020), que estudaram enzimas imobilizadas, sem suporte em lacase, usando
dois tipos diferentes de imobiliza¢do: agregados enzimaticos reticulados (CLEAs) e
agregados enzimaticos reticulados magnéticos (mMCLEAs). Em comparagcdo com a lacase
nativa, os autores relataram que ambas as formas imobilizadas de lacase t€ém potencial para
serem usadas em tecnologias industriais mais limpas como, por exemplo, no tratamento

bioldgico de dguas residuais.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960308520304892#!
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O experimento que resultou em atividade enzimatica de 767 U (300 mM em pH 4,5),
foi observado que houve aglomeragdes em “tragos finos de granulos”, dispersos no
sobrenadante. E devido a alta atividade observada ¢ possivel que o microambiente tenha
favorecido a enzima, que mesmo nao se ligando ao suporte permaneceu ativa. Outro ponto
importante e de se observar € que esses experimentos, que apresentaram estas aglomeragoes,
nao foram usados nenhum tipo de agente precipitante, e estes aglomerados foram formados
apenas com a combinacdo de concentragdo do tampdo e pH, ocasionando tal efeito. Em
pesquisas futuras estes aglomerados poderdo ser reticulados e utilizados em processos de
imobiliza¢des sem suporte.

Em relacdo a condigdo experimental de 500 mM de tampao e pH 4,0, observou-se uma
queda de atividade bem acentuada de 348 U, sendo que as condi¢des de imobilizagdo ndo
foram favordveis a enzima, e que os aglomerados formados no sobrenadante mostraram-se
“granulos menores e “compactados” com valores obtidos menos ativos, possivelmente uma
desnaturagdo irreversivel possa ter ocorrido. Estas inferéncias sdo relatadas no trabalho de
Braga et al. (2014), que avaliaram a imobilizacdo da B-galactosidase de Kluyveromyces
marxianus em diferentes quantidades do suporte (200 - 400 mg), pH (6,5 - 7,5), forca i6nica
do tampdo (fosfato de potassio) em uso (0,5 - 1,5 mol L"), e tempo de reacdo (2 - 8 h). Os
pesquisadores concluiram que nem toda a enzima ligada ao suporte ¢ biologicamente ativa, e
que pode ser que durante a imobilizacio da enzima ocorra impedimento estérico ou
desnaturacdo da enzima quando uma maior molaridade, de 2,5 mol L', foi utilizada. Por
outro lado bons rendimentos, com base na atividade de -galactosidase (22%) e com base na

imobiliza¢do (69,3%), foram obtidos quando o 2,0 mol L™! de tampio foi utilizado.

3.3.2 Influéncia conjunta da concentracio de tampao BR e do tempo na imobilizacdo

Na Tabela 3.3 estdo apresentados os resultados da influéncia conjunta da forga ionica e
do tempo na imobilizagdao, bem como as varidvel dependente, como a atividade enzimatica e o
efeito das varidveis rendimento, eficiéncia e recuperagdo do biocatalisador imobilizado em
valores reais e codificados, em condi¢des de concentragdo da enzima de 43 mL L™!, tamp3o

BR em pH 4,0.
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Tabela 3. 3 — Matriz do PCCR com valores reais ¢ codificados do efeito da forca ionica e

tempo e na resposta dependente de atividade enzimatica.

Experimentos * Forca lonica Tempo ** AR

(mM) (horas) U)
1 19.(-1) 13 (-D) 308
2 19 (-1) 53 (+1) 208
> 86 (+1) 13 D) 14
4 86 (+1) 5.3 (+1) 470
° 5,12 (-0) 33(0) 3%
0 99.8 (+0) 3.3 (0) 340
7 52,5(0) 0,46 (-o) 182
8 52,5 (0) 6,12 (+a) 418
’ 52.5(0) 33(0) 330
10 52.5(0) 3.3 (0) 319
a 525 (0) 33 (0) 328

*Forga Ionica = Tampdo Britton-Robinson (BR).
** AE = Atividade enzimatica do biocatalisador imobilizado.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Estatisticamente foi realizado a regressao multipla para descrever e explicar a relagao
entre as variaveis independentes, ou seja, a capacidade de determinar a influéncia relativa de
das variaveis preditoras, forca i6nica (mM) e tempo de imobilizacao (horas), e a variavel
dependente, atividade enzimatica do biocatalisador (U), proporcionada pela imobilizagdo da
enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis em Duolite A 568.

O modelo matematico mostrou-se significativo considerando um nivel de significancia

de 5% (p<0,05), conforme Equagdo 3.4, com as variaveis significativas.

AE = 325,667 — 55,2990X, + 39,0833X2 + 154,938X, + 213,00X,.X,  (3.4)

O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 99,1%,e demonstrou que a variabilidade dos
dados foi explicada pela equagdo experimental obtida, sugerindo que o modelo possui um
bom ajuste aos dados empiricos. Em analise aos resultados, a distribuicdo de residuos se
comportou de forma aleatéria em torno zero, sem tendéncias na distribuigao.

Com o modelo foi possivel gerar o grafico de superficie de resposta, conforme Figura

3.5.
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Figura 3. 5 — Superficie de resposta da influéncia de forca idnica e do tempo na atividade da

enzima imobilizada.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Pela andlise da superficie de resposta, conforme Figura 3.5, verifica-se interagao entre
forca idnica de tampdo BR e o tempo de imobilizagdo. Nos experimentos que utilizaram
maiores concentracdes de tampdo associados a menores tempos observou-se que atividade
observada foi baixa. Entretanto quando se utilizou valores extremos na faixa estudada entre
52,5 a 99,8 mM de forga i6nica do tampao combinados aos maiores tempos de 5,3 e 6,12
horas, obteve-se os maiores valores de atividade enzimatica que foram de 470 U e 418 U (86
mM em 5,3h ¢ 52,5 mM em 6,12h) respectivamente, por outro lado foi observado que
também obteve-se bons resultados ao emprego de menor concentragdo de tampao juntamente
a tempos reduzidos.

Nos experimentos conduzidos a tempos iguais (3,3 horas), pode-se observar, que em
forga i0nica baixa (5,12 mM) obteve-se melhor resultado de atividade enzimatica (418U)
quando comparado com o processo de imobilizagdo em que foi empregado alta concentragao
da solucao tampao (99,8 mM), em que atingiu atividade de 340 U. Sendo assim a alta
concentragao da solucdo tampao nao melhorou a ligacdo da enzima ao suporte, ocasionando
redugdo da atividade enzimatica, supostamente ndo houve muitas ligagdes de enzima ao
suporte ou houve maior desnaturagdo da enzima.

A atividade da enzima imobilizada variou de 114 U a 470 U quando empregada a
concentragdo do tampao de 86 mM e tempo de imobilizagdo ampliado de 1,3 para 5,3h. Este
mesmo comportamento foi observado quando mantido a for¢a i6nica em 52,5 mM, que
resultou em aumento na atividade enzimatica de aproximadamente 2,3 vezes quando o tempo

variou de 0,46 a 6,12h de imobilizagao.
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A imobilizagdo realizada com forga i6nica de 19 mM em 1,3 horas resultou em 398 U
de atividade enzimatica em condigdes de baixa concentracdo de solu¢ao tampao em tempo
bem reduzido, o que representa cerca de 85% da atividade méaxima observada neste estudo.
Desta forma neste experimento utilizando-se de um menor tempo em menor concentracao de
solucdo tampdo e obteve-se uma atividade enzimatica relativamente alta, podendo ser um
dado importante e interessante industrialmente, pela reducao de custos, pois a solubilidade de
enzimas livres torna seu uso, em larga escala, relativamente caro, uma vez que sua
recuperacdo em meio a solugdes contendo substrato, produtos e outros componentes €
complexa (GENNARI et al., 2018). Outra vantagem ¢ de se ter uma boa estabilidade do
biocatalizador e facilidade de remog¢dao do meio reacional, tornando os processos mais
sustentaveis e rentaveis economicamente.

O uso de menor forga io6nica e tempo reduzido com bons resultados e atividade
enzimatica como obtidos nesta pesquisa concorda como trabalho de Lee et al. (2010) que
pesquisaram os efeitos de diferentes solugdes de tampdo e forga i6nica, na imobilizacao de
lipase de Candida rugosa e Rhizopus oryzae, tampdes como fosfato de sodio (SP), fosfato de
potassio (PP), 3-(N- 4cido morfolino) propano-1-sulfonico (MOPs) e 2-amino-2-hidroximetil-
tampao propano-1,3-diol (Tris). Estes tampdes foram utilizados com forcas idnicas variando
de 0,1 M a 1,25 M, durante 30 minutos a 37°C. Nos resultados, a atividade da lipase nos
tampdes MOPs foi maior do que a atividade da lipase em outros tampdes em todas as faixas
de pH testadas, além disso, o tampao ideal e a forca i6nica para a imobilizagdo de lipase de R.
oryzae foram observados quando uma mistura de MOPs 0,25 ¢ 1,25 M de tampao SP M foi
usada, pois as atividades das enzima imobilizadas aumentaram de 600para 900 U/g quando ao
foi usado a forca i6nica de 0,25 M, em contra partida a atividade da enzima diminuiu de 850 a
600 U/g quando usado a for¢a ionica de 1,25 M. Os pesquisadores concluiram que essa
diminui¢do ocorreu porque em alta forca idnica acarreta o efeito desidratador das moléculas
de sal que cercam a enzima permitindo que as interagdes hidrofébicas ocorram.

Os resultados promissores de atividade enzimadtica obtido no experimento em baixa
concentracdo idnica do tampao (19 mM e 1,3h), pode supostamente estar relacionado a
conformagdo da estrutura da enzima que permaneceu ativa sem alteragdes quando adsorvida
ao suporte, tal inferéncia estd de acordo com estudos realizados por Alves et al. (2017), que
estudaram a imobilizacao de lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) por meio de adsor¢ado
fisica, em resina mesoporosa, utilizandotampao acetato de sédio de 5-200 mM, em pH 5,0, e
concluiram que a imobilizacdo em baixa forga i6nica, de 5 mM , evitou possiveis mudangas

de conformacao na estrutura tridimensional da enzima em seu ponto isoelétrico.
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Soares et al. (2014) estudaram o processo de imobilizacdo de lipase de Aspergillus
niger, por adsor¢ao, em dois diferentes suportes: fibra de coco e octil-agarose utilizando
tampao fosfato de sddio de pH 7,0 de 5 e 50 mM, com tempo de contato enzima-suporte de 1
hora. Os pesquisadores relataram que o uso de baixa forga iOnica se mostrou mais eficiente na
adsorcdo da enzima ao suporte tanto em suporte heterogéneo (fibra de coco) quanto em
suporte homogéneo (octil-agarose), sendo o suporte homogéneo (octil-agarose) que
apresentou maior atividade lipolitica (3,2 UAO/g) em 1 hora de contato.

Carevi¢ et al. (2016), estudaram o estabelecimento de um protocolo de imobilizagao
eficiente para B-galactosidase de Aspergillus oryzae, na resina macroporosa poliestirénica
Purolite® A-109, via adsor¢do para melhor utilizagio de sua atividade de transgalactosilagio.
Os pesquisadores utilizaram para o estudo varia¢des de tampao de 0,1 M e 1 M em diferentes
pHs. Em seus resultados a imobilizagdo conduzida em tampdes de forga idnica mais alta
renderam preparagdes consideravelmente menos ativas dentro de toda a faixa de pH usada
(pH 4-7), em comparagdo com aqueles realizados em tampdes de baixa molaridade, pH
inferiores (4,0 e 5,0) que apresentaram maior influéncia na taxa de imobilizacao.

Em outra pesquisa que corrobora com os dados observados neste trabalho ¢ relatado
em Manoel et al. (2015), que pesquisaram os efeitos da forca i6nica na taxa de imobilizacao
no que diz respeito a abertura ou fechamento de lipases adsorvidas. Duas enzimas foram
estudadas, a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) e a lipase de Pseudomonas cepacia
(PCL), em granulos de agarose de octil e brometo de cianogénio (CNBr), respectivamente,
utilizando diferentes concentragdes de solucao tampao de fosfato de sodiode I0 mM a1l M, e
concluiram que a taxa de imobilizacdo em octil-agarose foi retardada com o aumento da forga
10nica.

Ducas et al. (2016) imobilizaram lipase microbiana de Thermomyces lanuginosus
(TLL) por meio de adsorgao fisica em poli-(estireno-divinilbenzeno), o efeito da forga idnica
nas propriedades cataliticas dos biocatalisadores foi avaliado com forga i0nica (tampdo de
acetato de sodio) variando de 0 a 200 mM a 25°C em tempo de 12h. Os melhores resultados
foram préximos ao ponto isoelétrico (pH 5,0) em baixa forca ionica (tampao 5 mM de acetato
de sodio) que permitiu uma melhor conformagao da enzima com o suporte.

Vazquez-Ortega et al. (2018) que pesquisaram a estabilizacdo de P-galactosidase
dimérica de Aspergillus niger via imobilizacdo por troca i6nica em diferentes esferas de
amino-agarose em pH 5 e 7, utilizando glutaraldeido sob diferentes condi¢des. As enzimas
imobilizadas foram incubadas em concentragdes crescentes de NaCl (75 mM, 300 mM e 1000

mM) em pH 7. Os resultados indicaram que a maioria das moléculas de enzima foram
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liberadas para o meio quando empregadas concentragcdes de NaCl (Cloreto de sédio) de forca
ionica de 1000 mM, neste caso desfavorecendo a ligagdes de enzima ao suporte.

Com o exposto e analisando os resultados obtidos nesse trabalho foi observado que as
primeiras ligagdes entre as moléculas de enzima em suporte ativado ocorreram rapidamente.
Possivelmente em baixa concentracdo de solugdo tampao contribuiu com aumento de maior
taxa de difusdo para a superficie do suporte. Este fenomeno pode ser descrito como modelo de
difusdo intraparticula relatado por Gongalves et al. (2007) que pesquisaram sobre os efeitos de
transferéncia de massa para a sintese de ampicilina e amoxicilina, catalisada pela penicilina G
acilase imobilizada em agarose. Os autores apontaram que o sistema foi influenciado pela
transferéncia de massa e que as difusividades eficazes ocorrem via difusdo do adsorbato nos

poros do suporte.

3.3.3 Analise do processo de imobilizacdo pelas respostas rendimento, eficiéncia e

recuperacio da imobilizacio

Para um melhor entendimento do processo de imobilizagdo, trés parametros sao
continuamente utilizados que sdo: rendimento da imobilizagdo, eficiéncia da imobilizagdo e
recuperacdo da atividade (SHELDON; VAN PELT, 2013). Os resultados do rendimento,

eficiéncia e recuperacdo estdo apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3. 4 — Valores reais e codificados do efeito da forca idnica (tampao BR) e tempo ¢ as

respostas dependentes do rendimento, eficiéncia e recuperagao.

Experimentos Forca Ionica Tempo Rendimento Eficiéncia Recuperacio

(mM) (horas) (%) (%) (%)
1 19 (-1) 1,3 (-1) 46,45 86,90 40,37
2 19 (-1) 5,3 (+1) 94,15 84,97 80,00
3 86 (+1) L3 (-1) 73,70 16,15 11,90
4 86 (+1) 53 (+1) 91,01 96,71 88,01
5 5,12 (-a) 3,3(0) 74,88 83,54 62,56
6 99,8 (+a) 3,3(0) 89,42 51,59 46,13
7 52,5 (0) 0,46 (-a) 19,76 93,33 18,44
8 52,5 (0) 6,12 (+a) 92,72 96,54 89,51
9 52,5 (0) 3,3(0) 89,98 55,65 50,08
10 52,5 (0) 3,3(0) 90,35 69,50 62,80
11 52,5 (0) 3,3(0) 90,78 55,50 50,38

Fonte: Elaborado pela autora (2022).



96

O rendimento ¢ caracterizado pelo valor de porcentagem de enzima que esteve na
forma livre e que de fato foi imobilizada. A eficiéncia avalia o quanto realmente houve de
atividade ativa (observada), durante o processo de imobilizagdo. A recuperacdo € outra
variavel importante para descrever o sucesso da imobilizagdo, ou seja, quanto da atividade
enzimatica inicial ofertada ao suporte, de fato, permaneceu na forma ativa.

Foi realizado a regressao multipla para verificar se as variaveis independentes da forca
[6nica (X1) e tempo (X2) foram capazes de prever o pardmetro de rendimento, eficiéncia e
recuperacdo na atividade da enzima imobilizada. Os resultados do ajuste final estdo

apresentados nos modelos empiricos reduzidos nas Equagdes 3.5, 3.6 € 3.7

Rendimento = 0,904 + 0,112X; + 0,421X, — 0,306X% — 0,152X,.X, (3.5)
Eficiéncia = 0,602 — 0,261X; + 0,023X? + 0,297X2 + 0,412X,.X, (3.6)
Recuperacao = 0,572 — 0,558 X; + 0,270 X, + 0,091 X;. X, (3.7

O coeficiente de determina¢do (R?) foi de 93% para o rendimento, sugerindo que o
modelo possui um bom ajuste aos dados experimentais, para a eficiéncia o (R?) foi de 82%,
demonstrando que a variabilidade dos dados foi explicada pela equagdo experimental obtida e
para a recuperagido o (R?) foi de 98%, possuindo bom ajuste a reta de regressio, sendo
explicada pela equacdo experimental.

Os efeitos apresentaram influéncia significativa aos modelos experimentais a 5%
(p<0,05) e a distribuigdo de residuos se comportou de forma aleatdria em torno zero sem
nenhuma tendéncia quanto a distribui¢do e ndo se distanciaram da reta identidade, sugerindo
que os modelos possuem um bom ajuste aos dados empiricos com capacidade preditiva,
possuindo boa qualidade de ajuste.

Com os modelos obtidos foi possivel gerar o grafico de superficie de resposta em
relacdo a recuperacdo, eficiéncia e rendimento do processo de imobilizacdo da enzima [-
galactosidase de Bacillus licheniformis em Duolite A 568, apresentados das Figuras 3.6, 3.7 ¢

3.8.



Figura 3. 6 — Grafico de superficie de resposta para os valores obtidos

no parametro de rendimento.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Figura 3. 7 — Grafico de superficie de resposta para os valores obtidos
no parametro de eficiéncia.
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Figura 3. 8 — Gréfico de superficie de resposta para os valores obtidos
no parametro de recuperacgao.
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Pela analise da superficie de resposta (Figura 3.6) para o rendimento, observou-se que
para qualquer concentragdo do tampao em maiores tempos, os resultados obtidos
apresentaram maiores valores de rendimentos atingindo um “platd".

Em relacdo a eficiéncia observou-se na Figura 3.7, que a interacdo entre a forga idnica
e o tempo de imobilizagdo, apresentou formato de cela. Desta forma os resultados mostraram
que tanto para baixas ou altas concentracdes de forca idnica, associadas a tempos curtos ou
longos, respectivamente, implicaram em bons resultados de imobiliza¢do no que se refere a
eficiéncia, alcancando uma faixa de 83,54% a 96,71% dos experimentos pesquisados.

Para superficie de resposta sobre a recuperagdo (Figura 3.8), observou-se que, tanto
em baixa ou alta forca i6nica da concentracdo do tampao (5,12 a 99,8 mM), bons resultados
de recuperacdo da atividade enzimatica (superior a 80%), foram alcancados quando
empregados longos tempos de imobilizagao (5,3h e 6,12h), demonstrando que altos niveis de
recuperacdo podem ser obtidos utilizando desses pardmetros, obtendo bons resultados na
recuperagdo da enzima imobilizada.

Nos resultados apresentados na Tabela 3.4 (valores das porcentagens), notou-se que,
para o rendimento, os valores obtidos variaram de 19,76% (menor) a 94,15%(maior) de
imobiliza¢dao. Os dois menores valores alcangados foram de 19,76% e 46,45% em condicdes
de concentragdo de tampdo de 52,5 mM e 19 mM e em tempos de imobilizagdo de 0,46h e
1,3h, respectivamente. Nota-se que os melhores rendimentos alcancados de 94,15%, 91,01%
e 92,73% foram em condigoes de forcas idnicas de 19 mM, 52,5 mM e 86 mM,
respectivamente. Dentre esses valores, destacou-se o experimento ao qual foi realizado na
condi¢do de forga i6nica de 52,5 mM, pois o valor de rendimento foi elevado em 4,7 vezes
quando o tempo variou de 0,46 para 6,12h, que passou de 19,76% para 91,01%, nesta mesma
concentracao de tampao. Os dois maiores valores de rendimento foram de 92,72% e 94,15 %,
também em concentracao de tampodes de 52,5 mM em 12h e 19 mM, em 5,3h de contato
enzima-suporte. Os resultados obtidos para as réplicas do experimento do ponto central foram
proximos atingindo a média de 90,37% =+ 0,33.

Para a eficiéncia os resultados estdo dispostos na Tabela 3.4 e os valores obtidos
variaram de 16,15% e 96,71% nos experimentos que empregaram a mesma forca i6nica de 86
mM, isso ocorreu quando foi utilizado um maior tempo de imobilizagdo. O mesmo fato
ocorreu para os experimentos que foram realizados com 52,5 mM de tampao, alcancando 96,

54% de eficiéncia quando empregado o maior tempo de imobilizacdo em 6,12h.
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Para a recuperacdo, de acordo com os dados obtidos na Tabela 3.4, ao uso de
concentracao de forga i0nica de 19 mM, a recuperagdo foi aumentada em aproximadamente
100% quando o tempo de processo de imobilizagao foi ampliado de 1,3h para 5,3h, que
passou de 40,37% para 80%. Para a for¢a i6nica de 52,5 mM um incremento de recuperacao
enzimatica também foi observado ao empregar tempos de imobilizagdo de 0,46h a 6,12h,
implicando em uma elevacao de recuperacdo enzimadtica na ordem de 4,9 vezes, variando de
18,44% (52,5 mM em 0,46h) para 89,51% (52,5 mM em 6,12h). Em relacdo ao uso do
tampao de 86 mM o aumento foi ainda mais expressivo, de aproximadamente 7,4 vezes maior
em recuperacdo quando o tempo de imobilizacdo foi ampliado de 1,3h para 5,3h culminando
em uma das maiores porcentagens de recuperacdo (88,01%). Para estes bons resultados
observa-se que foi desenvolvido um microambiente favoravel para manter a capacidade
catalitica da enzima e, conseqlientemente, aumentando a atividade recuperada contribuindo
para uma maior atividade observada.

Para fundamentar esta pesquisa os melhores resultados em relagdo ao rendimento,

eficiéncia e recuperagao foram comparados com a literatura cientifica, conforme Tabela 3.5.

Tabela 3. 5 — Valores acima de 80% das melhores condi¢cdes dos parametros

de rendimento, eficiéncia e recuperagao.

PARAMETROS (valores > 80%)

CONDICOES , — =
Rendimento Eficiéncia Recuperagao
19 mM
m 94,15%, 84,97% 80,00%
em 5,3horas
86 mM 91,01% 96,71% 88,01%
em 5,3 horas
2 M
52,5 m 92,72% 96,54% 89,51%

em 6,12 horas

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O maior rendimento obtido nesse trabalho corrobora com Lima et al. (2013) que
investigaram a producdo de B-galactosidase de Kluyveromyces latis imobilizada em quitosana
em po, em 50 mM de tampao de fosfato de potassio a pH 7,0 com tempo de imobilizagdo de
5, 10 e 24h. Os pesquisadores relataram que as ligagdes levaram mais tempo para serem
formadas, uma vez que a propria enzima se torna uma barreira para a difusdo das moléculas
enzimaticas havendo necessidade de um maior tempo de contato enzima-suporte. O
rendimento de imobilizagdo aumentou como maior tempo de contato que foi de 24h e o

rendimento obtido foi de 99,5% muito proximo dos dados obtidos neste trabalho. Gulec
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(2013) imobilizou a B-galactosidase de Kluyveromyces lactis em superficies de membrana
polimérica e foram pesquisados o efeito e as caracteristicas da superficie da membrana de
acetato de celulose (CA) simples e modificadas por plasma de oxigénio, por simples adsor¢ao
em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0). Os resultados apresentaram rendimento de imobilizagado
de 42%, sendo esta porcentagem muito abaixo de todos os valores de rendimento obtidos
nesta pesquisa, como mostrado na Tabela 3.5, em 2,24 vezes, 2,16 vezes e 2,20 vezes
respectivamente.

O maior valor de eficiéncia da imobilizacdo alcancado foi de 96,71% (86 mM em
5,3h), valor equiparado aos obtidos por Trusek (2019) que imobilizou a B-galactosidase de
Kluyveromyces lactic em 6xido de grafeno no formato de flocos ativado com divinilsulfona,
por adsorcdo, utilizando tampdo de bicarbonato 0,4 M, produzindo estabilidade alta em
comparacao com a enzima livre, apresentando eficiéncia de imobilizacdo na faixa de 98,1—
99,4%.

A recuperagao refere-se a porcentagem da enzima B-galactosidase que ficou realmente
imobilizada no suporte Duolite A 568 e que nesta pesquisa foi bastante expressiva em
comparacdo a pesquisa de Sousa et al. (2021) que produziram e imobilizaram a -
galactosidase partir da levedura K/uyveromyces marxianus, em resina de troca idnica, Duolite
A-568, avaliando conjuntamente a imobilizagdo da enzima Lactozyme comercial. Os
pesquisadores obtiveram os melhores resultados da imobilizacdo para [-galactosidase na
atividade recuperada de 19,24%, resultados que foram obtidos em pH entre 6,8 ¢ 7,3 ¢
concentracdo do tampao entre 0,1 e 0,8 M, e para a enzima comercial a imobilizagao
recuperada foi de 12,22% em pH 6,0 de 19,47% em pH 7,0. Em confronto a 89,51% de
recuperacdo deste trabalho, o valor foi elevado cerca de 4,7 vezes comparado a enzima
produzida e imobilizada de B-galactosidase da levedura Kluyveromyces marxianus, e para
enzima comercial Lactozyme em pH 6,0 foi ainda maior, cerca de 7,3 vezes.

A B-galactosidase também foi imobilizada em outro suporte por adsorcao relatado por
Ricardi et al. (2021) que desenvolveram um novo suporte hibrido de silica mesoporosa/titanio
com um revestimento de quitosana, com o objetivo de aplicar a imobilizagdo de [B-d-
galactosidase de Kluyveromyces latis. No estudo a imobilizacdo foi conduzida em tampao
fosfato de potassio de 100 mM por 18 horas. Os autores aplicaram o biocatalisador em testes
de atividade hidrolitica enzimatica e obtiveram recuperagao de atividade de 54% e eficiéncia
de 74%. Em comparagdo ao resultado de recuperacdo deste trabalho de 89,51% (52,5 mM em
6,12 h) foi cerca de 39,7% menor, e ao valor de eficiéncia de 96,71% (86 mM em 5,3h)

(presente pesquisa) foi de 23,48% menor.



101

Hé extrema importancia de se investigar os efeitos e as influéncias causadas pelos

parametros pH, for¢a i6nica da concentracdo de tampodes, temperaturas e tempos adequados

na imobilizagdo enzimatica que neste trabalho revelou regides 6timas de atividade enzimatica

dentre esses valores o de 470 U.

3.4

CONCLUSOES

Dos resultados obtidos conclui-se que:

Os resultados exploratorios com condigdes extremas de alta molaridade de forca
idnica do tampdo BR ndo implicaram em aumento da atividade enzimatica
imobilizada, ao contrario, indicaram inativacdo da enzima, visto que em alguns
experimentos ndo foi detectada atividade enzimatica na enzima livre.

Para os aglomerados enzimaticos formados em diferentes condi¢des de tampdo BR os
resultados foram relevantes, e desta forma evidencia-se uma descoberta inovadora
capaz de nortear novas pesquisas € avangos em técnicas de imobilizacdo sem a
utilizacdo de suporte.

A imobilizacao da B-galactosidase de Bacillus licheniformis em suporte Duolite A 568
apresentou atividade com valores que variaram de 398 a 470 U na hidrolise da lactose,
sendo os melhores resultados obtidos nas condi¢cdes de imobilizagdo que empregaram
baixa concentracao de tampao BR, de forga idnica (19, 52,5 ¢ 86 mM) em maiores
tempos (5,3h e 6,12h), estes resultados levaram a um indicativo de haver duas regides
de condi¢des otimas de 470 U (86 mM e 5,3 h) e 418U (52,5 mM e 6,12h). Nos
parametros do efeito da analise do desempenho da imobilizagdo em observagdo a
maior atividade da enzima de 470 U em condi¢cdes de 86 mM em 5,3h uma das
melhores regides obteve-se 91,01 de rendimento, 96,71 de eficiéncia e 88,01 de
recuperacdo demonstrou ser uma excelente abordagem para obter maiores e melhores
resultados no aprofundamento em novas pesquisas.

Este trabalho demonstrou a importincia de se estabelecer fatores adequados e
interligados como forca i6nica de um tampao, pH e tempo durante o processo de
imobilizacdo, na busca por alta atividade catalitica na hidrolise da lactose, pois a
interagdo entre desses fatores podendo ocasionar melhorias significativas na atividade

do biocatalizador.
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Sugestoes para trabalhos futuros

Analisar a estabilidade operacional em reator continuo da enzima B-galactosidase de
Bacillus licheniformis imobilizada na hidrélise de lactose;

Avaliar influéncia da temperatura, pH, tempo de uso na estabilidade da enzima -
galactosidase de (B. licheniformis) imobilizada na hidrolise de lactose;

Estudar o efeito da vazdo de substrato na hidrolise em reator de leito em fluxo
continuo;

Avaliar a hidrolise de lactose utilizando [-galactosidase de (B.licheniformis)

imobilizada em reator de leito fixo em fluxo continuo.
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