SERVICO PUBLICO FEDERAL

MINISTERIO DA EDUCACAO
} UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA '
Faculdade de Engenharia Quimica

Programa de Pos-graduagdo em Engenharia de Alimentos

LARISSA THAYNARA RAMOS DE MELO

SECAGEM DE CELULAS DE Kluyveromyces marxianus POR SPRAY
DRYING VISANDO OBTENCAO DE UM BIOCATALISADOR QUE EXPRESSA
ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

Patos de Minas - MG
2025



LARISSA THAYNARA RAMOS DE MELO

SECAGEM DE CELULAS DE Kluyveromyces marxianus POR SPRAY
DRYING VISANDO OBTENCAO DE UM BIOCATALISADOR QUE EXPRESSA
ATIVIDADE DE B-GALACTOSIDASE

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduagao em Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de
Uberlandia Campus Patos de Minas como parte
dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo
de Mestre em Engenharia de Alimentos, area de
concentracdo em Processos Biotecnologicos.
Orientadora: Carla Zanella Guidini

Coorientadora: Marta Fernanda Zotarelli

Patos de Minas - MG
2025



Dados Internacionais de Catalogacio na Publicagio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

M528s
2025

Melo, Larissa Thaynara Ramos de, 1997-

Secagem de células de Kluyveromyces marxianus por Spray Drying
visando obtencdo de um biocatalisador que expressa atividade de -
Galactosidase [recurso eletronico] / Larissa Thaynara Ramos de Melo. -
2025.

Orientadora: Carla Zanella Guidini.

Coorientadora: Marta Fernanda Zotarelli.

Dissertacio (Mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de Pos-graduagdo em Engenharia de Alimentos.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://doi.org/10.14393/ufu.di.2026.5007

Inclui bibliografia.

Inclui ilustragdes.

1. Tecnologia de alimentos. I. Guidini, Carla Zanella, 1983-, (Orient.).
II. Zotarelli, Marta Fernanda, 1985-, (Coorient.). III. Universidade Federal
de Uberlandia. Programa de Pos-graduagdo em Engenharia de Alimentos.
IV. Titulo.

CDU: 664

Nelson Marcos Ferreira
Bibliotecario-Documentalista - CRB-6/3074



Coordenagdo do Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia de Alimentos - Patos de Minas
Rua Vereador Chico Filgueira, 33, 3¢ andar, Sala 21 - Bairro Caigaras, Patos de Minas-MG, CEP 38702-178
Telefone: (34) 3823-3714 - www| feq.ufu.br - coord, feq.ufu.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA r

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de Pos-Graduagao em: | Engenharia de Alimentos

Defesa de: Dissertagdo de Mestrado Académico n. 8/2025 - PPGEA
Data: Doze de agosto de dois mil e vinte e cinco Hora de inicio: [ 14:05 I Hora de encerramento: ] 16:40
Matricula do Discente: 42312EALO10
Nome do Discente: Larissa Thaynara Ramos de Melo
Secagem de células de Kluyveromyces marxianus por spray drying visando obtenc@o de um biocatalisador que expressa atividade de B-galactosidase
Area de concentragio: Engenharia de Alimentos
Linha de pesquisa: Processos Biotecnologicos

Relne-se por webconferéncia (Microsoft Teams) a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-graduagac em Engenharia de Alimentos, assim composta: Carla Zanella Guidini
(Orientadora/Presidente), Carla Cristina de Sousa (Membro UFU), Eloizio Jilio Ribeiro (Membro UFU) e Franciny Campos Schmidt (Membro Externo).

Iniciando os trabalhos, a presidente da mesa apresentou a Comissdo Examinadora e a discente, agradeceu a participagdo do publico, e concedeu a discente a palavra para a exposicdo do seu trabalhe. A
duragdo da apresentagdo da mesma se deu em conformidade as normas do Programa.

A seguir, a senhora presidente concedeu a palavra aos examinadores, que passaram a arguir a discente, Ultimada a arguig3o, que se desenvolveu dentro dos termos legais, a Banca Examinadora, em sessdo
reservada, atribuiu o conceito final, considerando a discente:

Aprovada.
Esta defesa de Dissertagdo de Mestrado Académico integra os requisitos a obtengdo do titulo de Mestre em Engenharia de Alimentos.
0 competente diploma sera expedido apds cumprimento dos demais requisites, conforme as normas do Programa, a legislagdo pertinente e a regulamentagdo interna da UFU.

Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apos lida e achada conforme sera assinada pela Banca Examinadora.

.-
Seil @ Documento assinado eletronicamente por Carla Zanella Guidini, Presidente, em 12/08/2025, as 16:39, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de
Ssinstura outubro de 2015.
eletrbnics
Sei! @ Documento assinado eletronicamente por Eloizio Julio Ribeiro, Prof {a) do Magistério Sup em 12/08/2025, as 16:53, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do
:::'n;:u Decreto n® 8,539, de 8 de outubro de 2015.

s E=S

Sei! ﬁj Documento assinado eletronicamente por Carla Cristina de Sousa, Usuério Externo, em 12/08/2025, as 16:55, conforme horéario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8,539, de
8 de outubro de 2015.

Seil @ Documento assinado eletronicamente por Franciny Campos Schmidt, Usuario Externo, em 12/08/2025, as 17:01, conferme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539,
de 8 de outubro de 2015.

X’ A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?acac=documenta_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador
& 6583857 e o codigo CRC 55FOABIA.

Referéncia: Processo n? 23117.055252/2025-21 SEI n? 6583857



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus e a espiritualidade por me conduzirem até aqui,
iluminando meu caminho mesmo nos momentos mais desafiadores. A minha querida avé, que
mesmo ndo estando mais entre nos, continua me motivando por meio do laco de amor e apoio
que permanece vivo. Agrade¢o também a mim mesma, por ter suportado as dores, enfrentado
os medos e persistido, mesmo quando a vontade era desistir. Olhar para tras e perceber o quanto
cresci e evolui €, sem divida, uma das maiores recompensas dessa jornada.

A minha mée, minha base, agradeco por todo apoio, incentivo ¢ amor incondicional que
me impulsionam a seguir em frente. A toda minha familia, agradego por todo o amor, paciéncia
e incentivo. Agradeco tambeém, imensamente, a0 meu companheiro de vida, que mesmo tendo
que lidar com esse furacdo de emogdes que vivi, sempre foi meu lado racional e acreditou em
mim quando nem eu mesma conseguia, obrigada por fazer de tudo para me apoiar e estar ao
meu lado. Sou eternamente grata.

Agradeco especialmente as minhas colegas Dra. Carla Sousa e Me. Adrielle Ribeiro
pelos ensinamentos compartilhados comigo e apoio ao longo de toda essa jornada.

A minha orientadora, Carla Guidini e Coorientadora Marta Zotarelli, agradego a
orientagdo, paciéncia e confianca no meu trabalho. Agradeco aos técnicos de laboratorio e aos
funcionarios pelos ensinamentos, suporte técnico ¢ oportunidades de aprendizado.

Sou grata a Universidade Federal de Uberlandia (UFU) pela oportunidade, pela
infraestrutura e pelo fornecimento de materiais essenciais para a realizagdo desta pesquisa.
Agradeco também a empresa Lactosul Industria de Laticinios LTDA pela doacdo de materiais
que contribuiram significativamente para o desenvolvimento do trabalho.

Por fim, aos amigos que souberam respeitar meu siléncio € meu sumigo, que me

apoiaram com palavras, abragos e mensagens de carinho, deixo meu agradecimento eterno.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ...t reereecniecsttcsassssassssessessassssasssssessssssssssessanns 10
LISTA DE SIMBOLOS .....uovovuesriensessessesessessessssesssssssesesssssessssssssssssssassssssasssssssssens 11
INTRODUGCAQ...iceeeeeeeeaesesssssessssssssssesessssssssssssssssssnsssssssssensssssnsasssssssssssenssess 12
ODJELIVOS ceeevrrrnitiiinsssineietiisssssisttiisssisissssstsssssssssssssssssssssstasssssssssssssssssssssssssasssssssssns 14
Estrutura do trabalho....... e 15
CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oeveererreresressssessssessssssesssssssessens 16
1.1 Produtos JACtEOS ...ueeeenueeiiceeticettcceteesttnccssetetresssastss s s ses s sessssssneeass 16
1.2 Intolerancia A lactose. ... iinecniincnniiniiininsiiniessisssesssssss s sssssaes 16
1.2.1 FiSiOopatolo@ia ...eueeeeeeieiiceeiicettccetcecntnecseeatsesssstnecssssecssssssssssssneeass 16
1.2.2 Manejo NULTICIONAL ......ceiiiiiriimeniiiiisssinneniniisssissisnisssssssssssissssssssssssssssssssns 17
1.2.3 Produtos sem lactose no mercado atual.......eeeeeeeeeirecnneenccsseeecnsnenen. 18

1.3 Produciio enZimatiCa ..ccccvvcseenirnnenninisseinisnensissessssssssssssssssssssssssssssssssassesssssssnssses 19

1.4 Permeado do soro de leite e Soro de leite como substrato para a fermentacio

da producio de eNZIMAS ......ccivieisiivsniriinisissstiiesissssssnstiesssssisssssesssssssssasssssssssssssassssssssssssssss 23
1.5 Reticulacio Enzimatica e agente carreador ........eeeeeecneeecnineeerisscnecscsneens 27

1.6 Secagem POT SPFAY ATVING cuvvvvvverssrresssrssssssssrsssssnssssssssssssssssssssasssssnssssenssssssssanss 29

2 REFERENCIAS wcouuermanemmseeemsssressaseemssesmssssmssssssssnsessasessssssssasesesssnssssessessensesss 33

DE DIFERENTES FONTES MICROBIANAS. ...t aesssss s sssassssnas 46
2.1 INTRODUCGAQ . ....uccieeerererenniesssssssssssssssssssssssssssesssssesssessssssssssssssssssssssssessssseses 48

2.2 METODOLOGIA ... reettecnreetsssssstsssss s sss s sssssss s s sssassssassasssnsaas 50

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES......cooeerieerrreersresesssenssesssssssssssssssssssssssssssssseses 50

2.3.1 Producio da P-galactosidase......eneiieeeiieeeceeeneeeeeecteccne e 50

2.3.2 Principais métodos de recuperacio e purificacio da f-galactosidase....... 53

2.3.4 Purificaciio de baixa reSolucCao .....ccvveeerieceeeriieeerccccecereseeneencneeesneeeenneens 53

2.3.5 Purificacao de alta resolucio ...uvieiiiiiciiiiiininiininnsinisisssssssssssssssssssssessssssssssnes 54



2.4 CONCLUSAO . ...ceeeecerneneasentecssstssssssssssssssssssssssmsssteasssasassesssssssssssssasnsssssasses 66
2.5 REFERENCIAS......ccuovteniueeussenssssessssssssssssssssssesssssesssssasssssassssssasssssasssessesseessanss 67

CAPITULO 3 — Secagem de células de Kluyveromyces marxianus com expressio

da atividade de B-galactosidase por Spray drying.......ecceiiciinessssenssisssenssesssessssessans 76
3.1 INTRODUCAQ. .. ceeeeeereeeseeecsssesassssesessssssasssssssssssnsssssssssensssssssassssssssssssnssess 78

3.2 MATERIAL E METODOS ....coveeeeeressessssessessssssesssssessssssssssssssessssssasssssssessens 81
3.2.1 Microrganismo, substratos e reagentes ........cccoeeveeeeerseeeerisseeerisscncesssneens 81

3.2.4 Determinacio da atividade enzimatica e analises fisico-quimicas ........ 84

R 20 3 20 0 111 TN 85

3.2.4.3 Rendimento do processo de SECAZEIN ......eeeeeeririssssrusivnsesssssssnsessscssssssnnes 86

3.2.4.4 Atividade de AGUA .....uueeeenieeeerieeeeneecnreetnerecsssess s e saeesssaaens 86

3.2.4.5 Higroscopicidade........eiiiiinisiinneiiisssisieniniississssesissssssssssssssssssssssssases 86

3.2.5 Estabilidade ao armazenamento das células de K. marxianus que

expressam atividade de B-galactosidase seca por spray drying ..........ueeeeessvensucsssennne 87

3.2.7 Avaliacdo morfologica das células de K. marxianus seca por spray dryer

3.3.1 Resultados da atividade enzimatica e analises fisico-quimicas da secagem

das células no spray dryer em diferentes temperaturas.........eeeeeceerrrcesseecnsercssereseenne 91

3.3.3 Estudo da estabilidade térmica da célula de K. marxianus que expressa

atividade de f-galactosidase seca por spray drying .......eeeenveececsseeseiencnesesscsenens 103

3.3.4 Avaliacao morfologica das células de K. marxianus seca por spray drying

........................................................................................................................................ 111
4, CONCLUSAQ ..o.eerrrererersssssssessssssessssssessessssssssssssssessessasssessasssessesssesssssessans 114
3 REFERENCIAS .ouoeeeeeeeeeeeeeesessessessessessessessessessssessssesssssesssssessessesssssessessssesses 116
ANEXO A cooeetrreesenssesssssessssssssesssssessassssssesssssssssssssssessasssessessasssessasssessesssesssssessans 125
ANEXO B ..oooeeeeeeeeeesesesessessessessssssssssssssssssesssssssssssssssasssssessasssessasssessmsssesanssnssnns 126

-
APENDICE A..uoiiirieiiieniiienitienieessnnesssssssasssssessssssssssssssasssssssssassssasesssasesssnsssss 127



APENDICE B

APENDICE C

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1: Reacdo da hidrolise da Lactose .........coccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeececcce 18
Figura 1.2: fluxograma da fonte da B-galactosidase. .........cccecceevieniiicinicniincnicene 17
Figura 1.3: composi¢do do permeado do soro de leite ...........ccooviiiiiiiiiiiniiiinicinneen. 21
Figura 1.4: Imagem do processo de atomizagdo no spray dryer......ccceevvevvveerieeeennens 23

Figura 2.1: Representagdo de localizagdo intracelular da expressdo de p -galactosidases
€I MICTOTZAMNISITION «.vevvveeriteeesteesseeesueeessseeeeeessneeassseasseeessseeesaseeasseeennseeerseeessseesassessnneessneeasseess 44

Figura 3.1: Fluxograma do desenvolvimento da metodologia experimentalutilizada para

produzir e secar as células de Kluyveromyces marxianus por spray drying .........cccccceeeeene. 76
Figura 3.2: Determinagdo da atividade enzimatica .........cccoveeeeveeerveeerieeeeinesesee e 80
Figura 3.3- Estabilidade ao armazenamento................coooiiiiiiiiiiiiiiiinicceecceeee 83

Figura 3.4-Estudo da estabilidade ao armazenamento da célula de K. marxianus que

expresssa atividade de B-galactosidase: A) produto armazenado a4°C e B) a 25°C.................. 94

Figura 3. 5-Resultados da estabilidade térmica das células de K. marxianus que
expressam atividade de [-galactosidase seca com maltodextrina e maltodextrina com
tripolifosfato de  so6dio por spray drying ao longo do tempo de

ITICUDAGHD . ..o iitieee e ettt e e e e eeett et eeeeeeeeataeeeeeeeeataseeeeseeeeataseseeeeeesessessssaeeeesensnsssneeaeseensnssenenan 99

Figura 3.6 - Ajuste do modelo de Arrhenius () aos dados experimentais (valores de

kd) para microparticulas de células com maltodextrina..............ccoooveiiiiiiiiiiiiiiiiiice 104

Figura 3.7 - Ajuste ao modelo de Arrhenius () aos dados experimentais (valores de

kd) para microparticulas de células com maltodextrina € TPP..........ccccccoiiiiiiiiiiiin. 105

Figura 3.8 — a) Microscopias eletronicas de varredura: a) célula sem agente carreador;
b) célula com adi¢do de maltodextrina; c) célula com adi¢do de maltodextrina e tripolifosfato

de sodio e d) célula e tripolifosfato de sodio, com aumento (amplificagdo) de 10.000



LISTA DE TABELAS
Tabela 1.1: Utilizagdo do permeado do soro para produgdo de bioprodutos de valor
AGTEZAAO. ...ttt ettt e e et e e bt st e e bt e e bt et e et et et e e e aeeeaae s 18
Tabela 2.1: Propriedades da  -galactosidase produzidas por diferentes microrganismos
e as caracteristicas e condigOes amMbBIENTALS ........c.cooviiiiiiiieieieiiie e e e eeeeeie e e et e e e e e e eenraeeas 52

Tabela 2.2: Recuperacido e purificagdo da enzima [ -galactosidase através de diversos

Tabela 3.1: Atividade enzimatica da suspensdo celular e apds a secagem................... 91

Tabela 3.2: Parametros fisicos- quimicos das amostras secas ¢ rendimento de secagem.

Tabela 3.3- Ajuste dos dados experimentais ao modelo de desativacdo térmica de
primeira ordem para -galactosidase presente na célula de K. marxianus seca por spray drying

com adicdo de maltodextrina e maltodextrina e tripolifosfato de s0d10.........c.cccceviiiniiinnien. 101
Tabela 3.4 - Equacdes de desativacdo térmica de primeira ordem.............ccoeceveeeeeenn. 102

Tabela 3.5 - Valores de kd e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira
ordem de desativacdo térmica para B-galactosidase presente na célula de K. marxianus seca por

SPIAY AIVIIZ .ottt e e e et e ettt et e et e e e enean 102



LISTA DE SIMBOLOS

Vmax

GRAS
GOS

A0
A/A0

ol

kd
(%%
A
Ea
R2

TPP

p(4
V)2

Velocidade maxima de reagdo em uma determinada concentragdo de enzima
Beta - forma anomérica da enzima [-galactosidase

Geralmente Reconhecidos como seguros

Galacto-oligossacarideos

Temperatura absoluta (K)

Atividade enzimatica

Atividade enzimatica inicial

Atividade enzimatica em relagao a inicial

E1/E Razio entre a atividade especifica do estado final (E1) para uma modelagem
de inativagdo com uma Unica etapa e a atividade inicial (E)

Constante cinética de desativagdo térmica

Tempo de meia-vida

Fator de frequéncia para a reagao

Energia de ativag@o do processo de desativagdo térmica da enzima

Coeficiente de correlagao

t de Student

Tripolifosfato de sodio

Nivel de significancia

Somatoria dos quadrados dos desvios das observagdes (V) em relagdo ao modelo
W)

Atividade enzimatica (umol de glicose por minuto)




12

INTRODUCAO

Diariamente bilhdes de pessoas em todo o mundo fazem o consumo do leite e seus
derivados, reconhecido como um alimento completo que fornece macro e micronutrientes que
sdo essenciais para o desenvolvimento e crescimento do corpo humano. A proteina presente no
leite ¢ considerada de alto valor biologico, apresentando todos os aminoacidos essenciais.
Estudos cientificos revelam que o consumo de leite e derivados pode apresentar um papel
protetor contra doencas, inclusive as doengas crdonicas mais prevalentes como hipertensao
arterial, obesidade, diabetes melitos e cancer, e poucos efeitos adversos a satude foram descritos
como alergia a proteina do leite e intolerancia a lactose (ANTUNES et al., 2023).

Entretanto, uma grande parte da populagdo mundial ¢ atingida pela ma absorcdo de
lactose, o carboidrato presente no leite, que dificulta a utilizagdo dos nutrientes do leite. Porém,
somente quando isso resulta em sintomas gastrointestinais, como nausea, diarreia, dores
abdominais e inchaco, que é definido como intolerancia a lactose. A intolerancia a lactose
também leva a outros problemas nutricionais como a defici€éncia de minerais, incluindo calcio
e zinco a longo prazo, o que implica em dificuldades no crescimento ¢ desenvolvimento de
criangas e adolescentes (LI et al., 2023).

Estima-se que aproximadamente 70% da populagdo mundial ¢ afetada por algum nivel
de intolerancia a lactose (ANTUNES et al., 2023). Com isso, muitos individuos optam por
evitar os produtos lacteos. Ha diversas estratégias para minimizar os sintomas causados pela
ingestao de lactose, como consumir produtos com baixo teor de lactose ou sem lactose, ou uso
da enzima B-galactosidase (PEARLMAN; AKPOTAIRE, 2019).

Nesse contexto, o mercado atual de produtos lacteos sem lactose ¢ um dos segmentos
de industria de laticinios com grande crescimento, com desenvolvimento de novos produtos
isentos de lactose para o consumo, devido ao grande nimero de individuos intolerantes ¢ a
outros fatores como aumento do poder de compra e aumento dos niveis de educacdo. A América
Latina e a Europa Ocidental sdo os mais crescentes e maiores mercados de produto sem lactose
(ZUBA-CISZEWSKA et al., 2022).

A enzima [-galactosidase (p-D-galactosideo-galacto-hidrolase, EC 3.2.1.23) ¢
responsavel por catalisar a hidrolise da ligacdo glicosidica da lactose, liberando os
monossacarideos glicose e galactose. Essa aplicacdo € importante na industria alimenticia, para
produzir alimentos com baixo teor de lactose ou sem lactose, isso faz com que melhore a

digestibilidade, solubilidade, dogura e sabor dos produtos lacteos. Independentemente da
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crescente demanda por -galactosidases, as caracteristicas operacionais para seu uso e os custos
de produgdo sdo fatores limitantes do uso dessa enzima em processos industriais (GENNARI
et al., 2023).

As B-galactosidases podem ter origem vegetal, animal ou microbiana (levedura, bactéria
e fungo), mas sdo as enzimas microbianas que apresentam maior produtividade, com redu¢ao
de custos e devem provir de microrganismos “Geralmente Reconhecidos como Seguros”
(GRAS). As enzimas obtidas de leveduras (como as de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
fragilis e Kluyveromyces marxianus) e de fungos (Aspergillus oryzae e Aspergillus niger)
apresentam grande potencial industrial e comercial (DUTRA ROSOLEN et al., 2015).

A depender do microrganismo produtor, as enzimas podem estar localizadas
extracelulares ou intracelulares. No primeiro caso, o caldo fermentado geralmente € submetido
a etapas de recuperagdo e possivelmente de purifica¢do dessas enzimas. Por outro lado, as
enzimas localizadas no interior das células precisam ser extraidas, necessitando da utilizacdo
de métodos especificos de rompimento celular. Esses métodos podem ser quimicos, com o uso
de detergentes ou solventes organicos; fisicos, como ultrassonicacdo, homogeneizacdo a alta
pressao ou choque osmotico; ou enzimaticos, utilizando lisozima para romper a parede celular
(BALASUNDARAM; PANDIT, 2001; OLIVEIRA DE MEDEIROS; VEIGA BURKERT;
JULIANO KALIL, 2012 LEMES et al., 2014;).

O microrganismo Kluyveromyces marxianus ¢ conhecido pelas suas vantagens
industriais, na producdo de B-galactosidase, como sua capacidade de assimilar lactose como
fonte de carbono. Por outro lado, esse microrganismo produz a B-galactosidase de forma
intracelular sendo necessario o uso de métodos para a recuperacio dessa enzima. A escolha do
método de recuperagdo e purificagdo ¢ de extrema importancia, pois impacta de forma
significativa na atividade da enzima e alguns métodos podem nao ser compativeis com 0 uso
na industria alimenticia (DE SOUSA et al., 2021; RIBEIRO et al., 2024).

A secagem por atomizagdo (spray drying) ¢ um meétodo que pode ser utilizado para
recuperacdo da enzima, tanto por meio da secagem das celulas que contém a enzima, quanto
para secar as proprias enzimas. A secagem por spray drying ¢ caracterizada pela atomizagao de
uma solucdo, a qual forma inimeras goticulas que ao entrarem em contato com uma corrente
de ar aquecida, secam quase instantaneamente produzindo um po e sendo esse separado do ar
de secagem por meio de um ciclone, que compde o equipamento (PINON-BALDERRAMA et
al., 2020). O produto, por apresentar baixa umidade e atividade de agua, geralmente ¢ estavel
durante o armazenamento em condigdes adequadas de temperatura ¢ umidade relativa. Em

processos de secagem, como em spray dryer, pode ser utilizado um material de parede que ira
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proteger o nucleo (que pode ser um composto bioativo, um microrganismo, uma enzima ou
outro material de interesse). Muitos sdo os materiais que comumente sdo utilizados como
agentes carreadores para o spray drying, como a maltodextrina, goma Arabica, quitosana,
dentre outros (SAMANTHA et al., 2015).

A fim de aprimorar propriedades como estabilidade térmica de materiais secos por
atomizacdo, solubilidade e resisténcia mecanica, podem ser utilizados agentes reticulantes.
Nesse contexto, o uso de tripolifosfato de sodio (TPP) € uma alternativa segura e eficaz aos
reticuladores quimicos toxicos, como o glutaraldeido, sendo amplamente utilizado na
reticulagdo i6nica de bioprodutos. Essa abordagem evita o uso de reagentes nocivos, oferece
maior biocompatibilidade, simplicidade no processo e permite a forma¢do de microparticulas
com boa estabilidade (SRIVASTAVA et al., 2016; WU et al., 2020).

Objetivos

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as condi¢des
operacionais de secagem por spray drying do caldo fermentado, proveniente da fermentagdo da
levedura Kluyveromyces marxianus, que expressa atividade de B-galactosidase intracelular,
visando a recuperagdo da enzima e a preservagao de sua atividade enzimatica.

Objetivos especificos:

e Produzir a B-galactosidase por Kluyveromyces marxianus, em condi¢des de fermentacéo
otimizadas, conforme trabalhos anteriores (DE SOUSA et al., 2021; RIBEIRO et al.,
2024), para obter o caldo fermentado com expressao de -galactosidase.

e Avaliar diferentes temperaturas de secagem com e sem o uso de maltodextrina, como
agente carreador, ¢ analisar atividade enzimatica bem como a caracterizagdo do po
quanto a umidade, atividade de agua, solubilidade e higroscopicidade;

e Estudar a estabilidade da enzima, com agente carreador (maltodextrina) e agente
reticulante (tripolifosfato de sodio) ao longo do tempo sob diferentes condig¢des de
armazenamento, incluindo temperatura ambiente e sob refrigeracio;

e Estudar a estabilidade térmica da celula de K. marxianus com agente carreador
(maltodextrina) e agente reticulante (tripolifosfato de sodio) que expressa atividade de
B-galactosidase;

e Avaliar a microestrutura (MEV) da célula de K. marxianus seca por spray drying.



15

Estrutura do trabalho

Este trabalho esta estruturado de maneira que os contetidos abordados tenham uma
sequéncia logica. Desta maneira os capitulos foram divididos da seguinte forma:
Capitulo 1 — Revisao Bibliografica;
Capitulo 2 — Recuperacao e purificagido de -galactosidase de diferentes fontes microbianas;
Capitulo 3 — Secagem de células de K/uyveromyces marxianus com expressao da atividade de

B-galactosidase por spray drying.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Produtos lacteos

O leite ¢ rico em nutrientes, uma das fontes nutricionais mais adequadas para o ser
humano, desempenha um papel de suma importancia na manutencdo de uma dieta equilibrada
(LIetal.,2023a). O leite bovino pode ser consumido apos o tratamento térmico ou transformado
em diversos produtos lacteos. Suas propriedades nutricionais e tecnologicas sdo importantes
para as formulag¢des de produtos de alta qualidade. O leite bovino € composto, respectivamente,
de agua (87%), lactose (4—5%), lipidios e gordura (3—4%), proteina (soro e caseina) (3%),
minerais (0,8%) e vitaminas (0,1 %) (ZHAO et al., 2023). Ademais, os produtos lacteos contém
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), 6mega-3 (»-3) e peptideos bioativos (WITTWER;
LEE; RANADHEERA, 2023).

Os produtos lacteos possuem diversos efeitos positivos na saude, como beneficios na
manutengdo dos ossos e dentes, prevengdo da hipertensdo arterial, doengas cardiovasculares,
contribuicdo na hidratacio corporal e reparacdo da musculatura apos o exercicio fisico, também
¢ notorio os beneficios na prevengao/recuperagdo da diabetes tipo 2. Além disso, produtos
lacteos com baixo teor de gordura podem ajudar na redugdo do peso corporal e prevenir a
obesidade (RABIEI et al., 2021).

Diante da importancia do leite na nutri¢do, quando a intolerancia a lactose néo ¢ tratada
de forma adequada, resulta em alteracdes bioquimicas e mudancas na alimentacdo do individuo.
Ao evitar leite e derivados pode levar a deficiéncia de nutrientes e favorecer o desenvolvimento

de doengas como osteoporose e diminuicdo da qualidade de vida (OLIVEIRA et al., 2022).

1.2 Intolerancia a lactose

1.2.1 Fisiopatologia

A lactose € o principal carboidrato do leite (SZILAGYT; ISHAYEK, 2018) e como ja
exposto, cerca de 70% da popula¢do mundial ¢ afetada pela intolerancia a lactose, que causa
problemas gastrointestinais que ocorrem devido a auséncia ou insuficiéncia da enzima -
galactosidase (B-gal) (ou ainda lactase), que ¢ responsavel pela hidrolise da lactose em glicose
e galactose (JAYAPRAKASH et al., 2023). A reduc¢ao da expressio do gene da lactase no corpo
humano resulta entdo na intolerancia a lactose. Tal circunstancia reduz a quantidade de lactase

presente no intestino delgado, isso significa que individuos com niveis baixos ou auséncia de
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lactase ndo conseguem hidrolisar a lactose no intestino delgado (ANTUNES et al., 2023). Na

Figura 1.1 esta representado a reagao da hidrolise da lactose.

Figura 1.1- Esquema da reagao da hidrolise da lactose.

Lactose Glicose Galactose

Cri0me OH Om |

O™

Bgalactosidase

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

O gene que codifica a enzima lactase, LCT, possui uma variante de intron rs4988235 no
gene vizinho MCM6 que esta associada a ativagdo transcricional de LCT e influéncia na
intolerancia a lactase. Com isso, os portadores homozigotos de citosina (CC) tornam-se
intolerantes a lactose, enquanto os portadores heterozigotos e homozigotos de timina-timina
(TT) e timina-citosina (TC) conseguem digerir a lactose na fase adulta, pois ela ainda &
produzida (JENSEN; TIMOFEEVA; BERG-BECKHOFF, 2023).

A digestdo e absor¢ao da lactose dependem da enzima lactase florizina hidrolase (LPH),
presente na borda em escova no intestino proximal. Dois sitios enzimaticos intraluminais se
projetam no limen do intestino, que dividem o dissacarideo em galactose e glicose, e entdo sdo
transportados pelos seus respectivos transportadores através da borda em escova intestinal
(SZILAGYL; ISHAYEK, 2018).

A lactase tem sua atividade diminuida devido a ocorréncia de doencas como celiaca e
inflamagao intestinal e/ou com a idade, resultando em alta concentragao de lactose nao digerida
remanescente no intestino delgado, diante disso tem-se o aumento da carga osmotica local e o
afluxo de agua no intestino. Enquanto isso, a lactose ¢ metabolizada pela microbiota no intestino
e produz acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato, lactato, propionato e formato) e gases

(metano, hidrogénio, e didoxido de carbono) (LI et al., 2023a).

1.2.2 Manejo nutricional

Adequagdes dietéticas podem diminuir ou aliviar os sintomas clinicos da intolerancia a
lactose. A tendéncia atual é o desenvolvimento de alimentos de forma nutracéutica e funcional,
para o intolerante a lactose, como produto lacteo fermentado, produto com baixo teor de lactose,

preparacao de lactase, bebida a base de plantas, probidticos e prebioticos. A presenc¢a desses
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produtos pode ndo apenas aliviar os sintomas intestinais provindo da intolerancia a lactose,
como também melhorar as implicagdes prolongadas para a saude causadas por ela e tornar a
escolha alimentar mais flexivel (LI et al., 2023b) .

Em relag@o ao contetido nutricional, os produtos lacteos hidrolisados podem apresentar
um teor de lactose muito baixo (<0,1 g/L), porém o teor de glicose e galactose do leite sem
lactose ¢ de aproximadamente 25 g/L. A glicose ¢ a galactose promovem mais dogura do que a
lactose, permitindo uma redu¢do do agucar adicionado em laticinios em até 10—-15 g/kg, isso
faz com que a adicdo de calorias no produto seja menor. Em relacdo aos demais aspectos
nutricionais, os produtos lacteos sem lactose provavelmente ndo possuem efeitos nutricionais
diferentes no corpo humano em comparacdo com os laticinios convencionais (DEKKER;

KOENDERS; BRUINS, 2019).

1.2.3 Produtos sem lactose no mercado atual

No mercado existem produtos lacteos sem lactose e lactose reduzida e sdo rotulados
como produtos “sem lactose” e com “baixo teor de lactose”. A regulacdo para o uso desses
termos em alimentos varia de acordo com cada pais, porém os mais comuns sdao 10 mg/100 g e
1 g/100 g para “sem lactose” e “baixo teor de lactose”, respectivamente de acordo com a
European Food Safety Authority. Ja a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA nao
especifica nenhum valor limite para a lactose em alimentos sem lactose e com baixo teor de
lactose (YANG et al., 2021). No Brasil para que um produto alimenticio seja considerado sem
lactose, a concentragao de lactose deve ser inferior a 100 mg para cada 100 g do produto, ¢ os
produtos considerados com baixo teor de lactose devem ter sua concentracdo entre 100 mg e
lg por 100 g, conforme a resolugdo da legislagio brasileira (BRASIL, 2017).

Alguns produtos lacteos que possuem pouca lactose geralmente sdo bem tolerados por
intolerantes a lactose, como o queijo Gouda, onde o processo de producdo inclui uma etapa de
lavagem da coalhada para diminuir o teor de lactose. Porém, para a maioria dos queijos, o teor
de lactose sO diminui devido a acdo das bactérias no processo de maturacdo. Sendo assim,
queijos frescos possuem lactose suficiente para causar uma reagdo em pessoas intolerantes a
lactose (DEKKER; KOENDERS; BRUINS, 2019).

O teor de lactose na manteiga ¢ inferior a 0,1%, pois durante a sua producdo, a maioria
dos componentes soluveis em agua do leite, incluindo a lactose, sdo removidos. Entretanto,
muitos outros produtos alimenticios que contém o leite como ingrediente, como alguns
chocolates e diversos produtos de panificagio ndo sdo isentos de lactose (DEKKER;

KOENDERS; BRUINS, 2019).
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A linha de produtos sem lactose tem ganhado muito espago e interesse na industria de
laticinios. A taxa de crescimento anual global de 2017 a 2022 foi de cerca de 7% e representou
80% do total de produtos sem lactose. Nos Estados Unidos, o leite sem lactose representou
4,0% de vendas anual do total de leite liquido e as vendas aumentaram 12% em 2017. Nos anos
recentes, os produtos lacteos sem lactose continuaram a se diversificar, nos quais leite e iogurte
foram os produtos de maior destaque, enquanto queijo, manteiga e leite aromatizado sem
lactose também ganharam maior representatividade (LI ET AL., 2023a).

No Brasil também houve crescimento no mercado de produtos sem lactose (DAVID;
GUIVANT, 2020). Na Cooperativa Frimesa, com sede em  Medianeira
- PR, relata que em 2021 quase 10% do volume de suas vendas de leite € na versdo zero lactose.
A empresa se adaptou com a demanda de clientes com restri¢do alimentar, com isso 1ogurtes,
creme de leite, leite condensado sem lactose se somaram no mercado e em 2021, cinco novos
itens foram lancados, com destaque para iogurtes e a op¢io de petit suisse (CONFEDERACAQ
DA AGRICULTURA E PECUARIA NO BRASIL, 2021).

1.3 Producio enzimatica

A biocatalise_ tem substituido rapidamente a catalise quimica devido a sua cinética
eficiente, as alternativas ecologicas e aos beneficios econdomicos. Nas tltimas décadas, houve
um crescimento notavel nas aplicagdes comerciais de enzimas em diversos setores, como
alimentos, biocombustiveis, cosméticos, farmacéutico, agro, téxtil, couro, gestio de residuos e
assim por diante, sendo uso da -galactosidase uma das aplicagdes para a hidrolise da lactose,
como visto anteriormente (FASIM; MORE; MORE, 2021; NEWTON et al., 2018).

As enzimas microbianas ganham destaque pela produgdo via fermentativa que ¢ um
método amplamente utilizado na industria biotecnologica para a produgido de enzimas em
grande escala. A produg@o das enzimas pode ser por fungos e leveduras ao qual transformam
substratos organicos em diferentes produtos através de vias anaerdbicas ou aerobicas. Durante
a fermentacdo, os microrganismos sao cultivados em biorreatores com condi¢des controladas
de temperatura, pH e nutrientes, promovendo seu crescimento e a sintese das enzimas desejadas.
As principais vantagens desse processo incluem a utilizacdo de substratos econdmicos e
renovaveis, além da producdo de enzimas altamente especificas e com grande atividade
catalitica.

Técnicas como Fermentagdo Submersa (SMF) e Fermentagdo em Estado Solido (SSF)
sdo utilizadas para a producdo em larga escala de compostos bioativos, como as enzimas

(FASIM; MORE; MORE, 2021). A SMF, teécnica geralmente mais utilizada, envolve o cultivo
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controlado de microrganismos em meios de substratos liquidos, como caldo, com alta
disponibilidade de oxigénio, temperatura, pH e niveis de dioxido de carbono ideais, enquanto
o SSF utiliza substratos solidos, como residuos agroindustriais com reduzido teor de umidade
(FASIM; MORE; MORE, 2021; MEGHWANSHI et al., 2020).

A enzima B-galactosidase atua no residuo terminal da lactose galactopiranosil (Galbl-
4Glc) produzindo glicose e galactose. A B-galactosidase ¢ vastamente encontrada na natureza,
em plantas, principalmente améndoas, péssegos e certas espécies de rosas selvagens; estudos
avaliaram a presenca em Orgdos de animais como cérebro, intestino, testiculos, placenta e
tecidos cutaneos. A enzima, também, é encontrada em microrganismos como leveduras,
Kluyveromyces lactis, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis e muitas bacterias,
como Lactobacillus bulgaricus, Escherichia coli, Bacillus sp e Streptococcus lactis. Pode ser
produzida também pela enorme populagdo de fungos, como Aspergillus oryzae, Aspergillus
foetidus, Aspergillus niger e Aspergillus phoenecia (BANO et al., 2021).

A P-galactosidase extraida de fontes microbianas ¢ uma das enzimas mais relevantes na
industria alimenticia (NGUYEN et al.,, 2019). Dentre os microrganismos permitidos pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) se encontram os fungos Aspergillus niger
e Aspergillus oryzae as leveduras Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces sp e a bactéria Bacillus
licheniformis (BRASIL, 2014). Na Figura 1.2 ¢ apresentado o fluxograma de fontes de f-

galactosidase e alguns exemplos de microrganismos produtores.

Figura 1.2- Fluxograma das principais fontes de -galactosidase.

Bacillus licheniformis Aspergillus oryae
Kiuyveromyces mar xianus i ﬁl|l v
Saccharomyces sp.  ————  Kluyveromyces fragilis Candida pseudotropicalis
Kiuyveromyces lactis

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.



21

A escolha da fonte de producdo da B-galactosidase
normalmente depende das condig¢des da reagdo de hidrolise e do objetivo do uso, alimenticio,
farmacéutico ou ambiental. A enzima obtida a partir de leveduras apresentam geralmente pH
otimo entre 6,0 e 7,0 e o seu uso ¢ mais adequado para a hidrolise da lactose do leite. Por outro
lado, as enzimas produzidas por fungos possuem pH 6timo entre 2,5 e 5,4 e sdo mais aplicadas
para a hidrolise acida de soro de leite. E necessario também avaliar as demais caracteristicas
como a clevada atividade enzimatica a baixa temperatura e termoestabilidade (DUTRA
ROSOLEN et al., 2015).

A B-galactosidase ¢ uma das principais enzimas na industria de alimentos. A lactose ¢
um acticar higroscopico com forte tendéncia a absorver odores e sabores, 1sso pode acarretar
muitos defeitos como textura arenosa e granulada, deposi¢@o arenosa ou cristalizagdo, entre
outros, em sobremesas concentradas congeladas e outros produtos lacteos refrigerados. Porém,
a sua hidrélise com B-galactosidase ajuda a superar estes problemas. Além disso, a hidrolise da
lactose ¢ utilizada para realgar sabores, melhorar a solubilidade, a dogura e a digestibilidade de
produtos lacteos. Além disso, pode-se obter prebiotico como os galacto-oligossacarideos
(GOS), que sdo obtidos por meio do processo de transgalactosilagdo, no qual a galactose,
liberada da lactose através da agdo da fB-galactosidase, ¢ transferida para outras moléculas de
acucar, resultando na formacio de oligossacarideos (SINGH; SAMBYAL, 2023).

Os GOS sao compostos prebidticos obtidos principalmente a partir da lactose, por meio
da acdo enzimatica da P-galactosidase, a qual catalisa reagdes de transgalactosila¢do sob
condig¢des controladas, sdo componentes alimentares benéficos para o funcionamento saudavel
do figado e do intestino pois estimulam o crescimento da microflora intestinal (KAUR;
PANWAR; PANESAR, 2020; SINGH; SAMBYAL, 2023). Na industria alimentar, os GOS
apresentam vantagens significativas, como maior tolerancia a altas temperaturas ¢ condigdes de
pH mais baixas. Essa resisténcia permite sua incorporacdo em diversas matrizes alimentares.
Os GOS sao utilizados para melhorar a qualidade sensorial e a dogura de diversos produtos
alimentares. Em bebidas e laticinios, foi relatado que os GOS aprimoram o sabor, a firmeza, a
espalhabilidade, controlam o risco de cristalizagdo ¢ melhoram a cremosidade dos produtos.
Essas propriedades fazem dos GOS um ingrediente valioso para a industria de alimentos,
contribuindo para produtos mais saudaveis e com melhores caracteristicas
sensoriais (DESHMUKH et al., 2025).

BOSSO et al. (2020), realizaram um estudo com a produgao de -galactosidase a partir
da levedura Saccharomyces fragilis, e utilizaram o soro de queijo para o crescimento da

levedura. De acordo com os autores, foi obtido maior atividade da B-galactosidase (58,51
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U/mL) nas condi¢des de 35°C, pH 6,0 e concentragdo de inoculo de 20%, e em baixas
temperaturas, pH e concentragio do inoculo a sua produgao foi menor (0,10 U/mL).

MARIM et al. (2021) produziram a enzima em meio contendo soro de queijo
suplementado com 3g/L de extrato de levedura, utilizando a levedura Kluyveromyces
marxianus. Os indculos foram preparados em meio YEP-lactose e incubados em agitacio, por
15h, a 30°C. A enzima foi extraida utilizando esferas de vidro e um misturador vortex. A
imobiliza¢do da enzima foi realizada em esferas de alginato de calcio e apresentaram maior
atividade que a enzima livre, na temperatura de 45°C a atividade da enzima imobilizada fo1 de
84,1% e da enzima livre foi 67,5%.

Os microrganismos da cepa de Kluyveromyces (especialmente a K. lactis e K
marxianus) apresentam na literatura bons resultados de producdo de enzimas devido a sua
capacidade de atuar em substratos amplamente variaveis (como o soro de queijo e outros
residuos lacteos devido as suas caracteristicas fisiologicas unicas e capacidade de produzir
proteinas heterologas como hospedeiro diligente). Além disso, sd3o microrganismos que
conseguem atuar em ampla faixa de temperatura, realizam fermentagao aerobica e apresentam
tolerancia ao pH. A K. lactis é a espécie de levedura mais conhecida do género
das Kluyveromyces, e sua alta atividade de p-galactosidase e seguranga da sua utilizagdo a
tornam apropriada para a producdo de produtos lacteos sem lactose. Possui uma ampla
perspectiva de aplicagdo na induUstria alimenticia pela sua eficiente secrecdo de proteinas,
caracteristicas de fermentacdo em larga escala e integracdo gendomica. A K. marxianus é
também uma levedura de qualidade alimentar e termotolerante, possui uma ampla faixa de
temperatura de crescimento com um limite superior de 52°C, possui rapida taxa de crescimento,
capacidade de usar uma variedade de substratos baratos e a condi¢des mais acidas (KARIM et
al.,, 2020; QIU et al., 2023). Além disso, a K. marxianus obteve o status de Presun¢ao
Qualificada de Seguranca (QPS) e Geralmente Considerado como Seguro (GRAS) na Unido
Europeia e nos Estados Unidos, respectivamente, o que a torna particularmente adequada para
a produgdo de produtos farmacéuticos e enzimas e proteinas de qualidade alimentar (KARIM,
AIDER 2022).

Estudos demonstram o grande potencial da f-galactosidase de Kluyveromyces para a
hidrolise da lactose em industrias de laticinios, com rendimentos relatados acima de 99,5%. A
enzima ¢ constituida por oligdmeros formados por mondémeros individuais ¢ possuem peso
molecular de 119 kDa que podem formar estruturas diméricas ou tetrameéricas ativas (DE
ALBUQUERQUE et al., 2021). Além da pB-galactosidase, a capacidade de K. marxianus de

produzir uma variedade de enzimas a torna uma levedura valiosa para diversas aplicagdes
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industriais. Ela ¢ também utilizada na producdo de enzimas como as pectinases, lipases,
inulinases e proteases (BILAL et al., 2022).

Assim, a levedura Kluyveromyces marxianus tem sido utilizada na produgdo de B-
galactosidase por apresentar rapido crescimento, grande potencial de aplicagdio na
biotecnologia, é geralmente reconhecida como segura (GRAS), e utiliza como fonte de carbono
a lactose. Atualmente, existe um interesse particular na lactose como fonte de carbono para
aumentar o uso de soro de leite ¢ permeado de soro de leite, subprodutos da industria de

laticinio, que possuem altas concentracdes de lactose (DE SOUSA et al., 2021).

1.4 Permeado do soro de leite e Soro de leite como substrato para a fermentacio da
producio de enzimas

A produgao de queijo é um processo de alto rendimento e produz grandes quantidades
de soro de leite como subproduto, normalmente, na produg¢do de 1 kg de queijo
aproximadamente 9 kg de soro ¢ gerado. O soro (Whey) e o permeado de soro (WP) sdo os
principais subprodutos agroindustriais da producdo de queijo. O Whey ¢ o residuo liquido
remanescente apos o leite ter sido coalhado e coado ¢ WP ¢ o coproduto obtido apos a
recuperagdo de proteinas de soro de leite liquido por uma combinagdo de ultrafiltragdo com
diafiltracdo que tem por objetivo remover lactose e minerais (KARIM; AIDER, 2022; WILSON
et al., 2022).

O soro do leite € classificado em duas categorias de acordo com a forma de remocao da
caseina. Quando a remogdo da caseina for realizada por adi¢do de acido (pH 4,6) o soro é
denominado entdo como soro acido, sendo subproduto da producdo de queijo cottage. Porém,
se a caseina for removida por agdo da enzima renina forma-se o soro doce produzido através da
elaboragdo do queijo mussarela, cheddar, suigo, prato, coalho, dentre outros (PANESAR et al.,
2007; SZUDERA-KONCZAL et al., 2020).

Os principais constituintes do permeado do soro de leite sdo lactose, minerais, baixa
quantidade de proteinas do soro, como B-lactoglobulina e a-lactalbumina, assim como outras
moléculas pequenas, como aminoacidos livres e peptideos. Quando o soro de queijo cru e/ou
WP ¢ descartado de forma indevida, se cria enormes problemas ambientais porque eles tém alta
demanda quimica de oxigénio (DQO) e demanda biologica (bioquimica) de oxigénio (DBO)
com um valor de 60.000—80.000 ¢ 30.000-50.000 mg/L. O, respectivamente, isso devido
principalmente ao seu alto teor de lactose. Devido a esse fator, o aproveitamento desse residuo
da industria queijeira ¢ de extrema importancia (KARIM; AIDER, 2020; YADAYV et al., 2015).

A partir dessa valorizacdo do soro de leite e seus derivados nas ultimas décadas, o foco
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tem sido na fracdo proteica do soro de leite na producdo de bebidas proteicas. No entanto, a
crescente produgdo de produtos proteicos de soro de leite em todo o mundo resulta também no
aumento da produgdo de subprodutos destes processos, como o permeado de soro de leite (WP).
Atualmente, as principais aplicagdes destes residuos sido a produgao de lactose comestivel ou
de qualidade farmacéutica, ou permeados em po secos por pulverizagio (O’DONOGHUE;
MURPHY, 2023).

Recentemente, a utilizagdo de subprodutos de baixo custo como fontes de carbono e
nitrogénio tem ganhado atencdo para a producdo de metabolitos valiosos. A conversdo
microbiana de soro de leite/WP e lactose em metabdlitos fermentados valiosos, como enzimas,
acidos organicos, acidos graxos, substancias aromatizantes volateis e proteinas unicelulares,
pode ser uma abordagem sustentavel para o manejo e valorizacdo do soro de leite (KARIM;
AIDER, 2020).

Além disso, o Codex Alimentarius em 2017 elaborou uma nova norma para promover
autilizagdo de permeado lacteo em pé como ingrediente na industria de alimentos. Os principais
ramos para utilizagdo do permeado em novos produtos alimenticios em 2021 foram os setores
de confeitaria (27,4%), panificacdo (17,8%), lanches (9,3%), laticinios (8%) ¢ bebidas quentes
(6,6%) (O’ DONOGHUE; MURPHY, 2023). A composi¢do do permeado do soro de leite pode

ser observada na Figura 1.3:

Figura 1.3- Composicdo do permeado do soro de leite em base seca

PERMEADO
DO SORO
DE LEITE

COMPOSICAO

Fonte: (DE SOUSA et al., 2021; O’ DONOGHUE; MURPHY, 2023)

Sendo assim, a utilizacdo do permeado do soro de leite, que € rico em lactose, para a
produgdo de bioprodutos de valor agregado, como as enzimas, através da fermentagao,

representa uma abordagem sustentavel e inovadora, com reducdo de impacto ambiental gerado
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pelo descarte desse produto. Essa pratica esta alinhada aos principios da economia circular, ao
promover o aproveitamento de residuos industriais e a valorizagdo de matérias-primas
secundarias. Além disso, contribui diretamente para os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da ONU, como o ODS 9 (Industria, Inovagao ¢ Infraestrutura), ao estimular
solugdes biotecnologicas sustentaveis; o ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis), ao
incentivar o uso eficiente de recursos e a reducgdo de residuos; e o ODS 13 (Agédo Contra a
Mudanga Global do Clima), ao minimizar os impactos ambientais do descarte de efluentes.
Quando aplicada a produgio de enzimas como a [-galactosidase, que pode ser utilizada em
alimentos sem lactose, essa estratégia também contribui para o ODS 3 (Saude ¢ Bem-Estar),
promovendo a inclusdo alimentar para pessoas com intolerancia a lactose. Na Tabela 1.1 €

apresentado alguns estudos utilizando o permeado do soro na producdo de bioprodutos.
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Tabela 1.1- Utiliza¢do do permeado do soro como substrato para produgédo de bioprodutos de

valor agregado.

Microrganismo Produto Referéncia
Kluyveromyces marxianus Pineno (RISNER et al., 2020)
Candida rugosa Lipase (TOMMASO et al., 2011)

Escherichia coli recombinante

Bacillus sp. TCRDC-MI

Clostridium saccharobutylicum P262

Lactobacillus rhamnosus 64

Scharomyces cerevisiae

Kluyveromyces marxianus ATCC
8554
Kluyveromyces marxianus CBS 6556

B-galactosidase de Aspergillus
oryzae

B-galactosidase de

Kluyveromyces lactis
B-galactosidase de Escherichia
coli cepa K12

B-galactosidase de Bifidobacterium
bifidum

Penicilina Acilase

o-amilase

Buranol

Hidrogénio e etanol

Producgao de Lactobacillus

rhamnosus 64

Etanol

Etanol

Etanol

Galacto-oligossacarideos

Galacto-oligossacarideos

Galacto-oligossacarideos

Galacto-oligossacarideos

(DE LEON-RODRIGUEZ et
al., 2006)
(BAJPAI et al., 1991)

(QURESHI; FRIEDL;
MADDOX, 2014)
(FERREIRA ROSA;
SANTOS; SILVA, 2014)
(LAVARIET al., 2015)

(PARASHAR et al., 2016)

(KOUSHKI; JAFARI; AZIZI,
2012)
(GABARDO et al., 2014)

(MANO; PAULINO;
PASTORE, 2019)
(MANO; PAULINO;
PASTORE, 2019)
(MANO; PAULINO;
PASTORE, 2019)
(ORREGO; KLOTZ-
CEBERIO, 2022)

A partir dos dados apresentados na Tabela 1.1, pode-se observar que o permeado do

soro tem sido vastamente utilizado como substrato para a producdo de diversos bioprodutos.

Isso demonstra seu potencial como matéria-prima na biotecnologia, possibilitando a geragdo de
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compostos de interesse para diferentes setores, como a alimenticia, quimica e farmacéutica.
Isso ndo so agrega valor a um subproduto da industria de laticinios, mas também contribui para

a sustentabilidade, ao promover a utilizacio eficiente de residuos agroindustriais.

1.5 Reticulacio Enzimitica e agente carreador

A imobilizagdo de enzimas ¢ uma técnica utilizada a fim de melhorar a estabilidade
operacional das enzimas para aplica¢des industriais (MUKUNDAN et al., 2020). Geralmente,
enzimas imobilizadas sdo biocatalisadores que estdo fisicamente ligadas a suportes solidos
especificos e confinadas, com isso podem ser usadas de forma repetida e continuamente,
mantendo suas atividades cataliticas (NGUYEN; KIM, 2017). Entretanto, embora ndo
permitindo um uso continuo da enzima, algumas literaturas tambeém classificam a encapsulacgao
de um biocatalisador como um método de imobilizagdo (WEN et al., 2017; ZABOT et al.,
2022).

Os métodos de imobilizagdo de enzimas podem ser classificados como métodos fisicos
ou quimicos (URETA et al., 2020). Dentre esses métodos, por exemplo, os quimicos, podem
ser realizados por ligagdes covalentes e reticulagio e os fisicos por adsor¢@o e encapsulamento
(SUVARLI et al., 2022).

A reticulacdo € um meétodo irreversivel de imobilizacdo enzimatica, que forma
agregados insoluveis de enzimas, ¢ que ndo requer um suporte. Esse processo ¢ realizado pela
formacao de reticulacdes intermoleculares entre as moléculas da enzima por meio de reagentes
bi ou multifuncionais (MOHAMAD et al., 2015). Nesse método a enzima imobilizada esta
presente na mistura reacional e ndo estdo ligadas a suportes. As abordagens na imobilizacdo por
reticulagdo sdo: uso de agregado de enzima de reticulagdo (CLEA), cristal de enzima de
reticulagado (CLEC), enzimas atomizadas reticuladas (CSDE) e enzima solubilizadas reticuladas
(CLE). Em alguns casos demandam a utilizacdo de um agente de reticulacdo, como o
glutaraldeido, para reticular moléculas de enzima através das reagdes dos grupos amino livres
de residuos de lisina no sitio reativo de moléculas de enzima vizinha (NGUYEN; KIM, 2017).
No entanto, as enzimas estdo mais propicias a perder as suas atividades cataliticas durante o
processo de reticulacdo (LIU et al., 2018).

Nos processos de encapsulamento, a enzima ¢ adicionada na matriz de suporte sem
reagir quimicamente com o suporte, pode ser feito por microencapsulagdo, por aprisionamento
de gel/fibra e por inclusio de estruturas metalicas organicas (ALMEIDA et al., 2021;
NGUYEN, KIM, 2017; LIU et al., 2018).

A microencapsulagdo € um processo pelo qual os materiais bioativos sdo revestidos com
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outros materiais de protecdo, esse método protege os materiais de estresses ambientais,
preservagdo durante o armazenamento e processamento de alimentos (ARSLAN et al., 2015).
Na industria de alimentos essa técnica pode ser utilizada para microencapsular acidos, 6leos,
vitaminas, sais, corantes, enzimas, microrganismos, dentre outros (SAMANTHA et al., 2015).
A microencapsulacdo com uso de agentes carreadores pode ser obtida por diversos métodos,
como por spray drying, spray chilling, spray cooling, revestimento por extrusio, revestimento
em leito fluidizado, aprisionamento lipossomico, liofilizagdo, coacervagdo, separagdo por
suspensdo centrifuga, co-cristalizagdo, complexacdo por inclusdo e gelificagdo térmica
(KAVITAKE et al, 2017). A escolha do agente carreador ¢ importante ¢ devem ser
considerados fatores como solubilidade, peso molecular, difusibilidade, objetivo pretendido
através da microencapsulacdo e custos. Os agentes carreadores para a microencapsulacdo no
spray drying podem ser carboidratos (amido, maltodextrina, dextranos, sacarose, celulose e
derivados), gomas (goma Arabica, agar, carragena, alginato etc.), proteinas (gluten, caseinas,
albuminas, hemoglobina e peptideos) e lipidios (cera, parafina, diglicerideos) (COSTA et al.,
2015).

No trabalho de Ribeiro et al. (2024), utilizou-se alginato de sodio, maltodextrina DE10,
goma Arabica e proteina isolada de soja como agentes careadores para a microencapsulagao da
B-galactosidase intracelular de Kluyveromyces marxianus seca a 90°C por spray drying. De
acordo com os autores, a maltodextrina ¢ a proteina isolada de soja foram os agentes carreadores
mais adequados para microencapsulacio da enzima, porque preservaram a atividade
enzimatica. Além disso, foi reportado no trabalho que a secagem do caldo fermentado sem a
presenca do agente carreador também preservou a atividade enzimatica. Entretanto, na literatura
estudada ndo encontrou-se trabalhos sobre o efeito das condigdes operacionais do spray dryer
na atividade da B-galactosidase produzida por Kluyveromyces marxianus.

Para melhorar propriedades como resisténcia mecanica e estabilidade térmica de
materiais secos por atomiza¢ao, podem ser empregados agentes reticulantes. Esses compostos
atuam promovendo a formagao de ligacdes quimicas ou idnicas entre macromoléculas, criando
uma rede tridimensional estavel. Os agentes reticulantes quimicos tradicionais, como o
formaldeido e glutaraldeido, apresentam preocupacgdes relacionadas a sua toxicidade e ao
desconhecimento de seu destino no organismo, podendo exigir etapas adicionais de purificacdo
que aumentam os custos operacionais. O uso de tripolifosfato de sodio (TPP), como agente
reticulante, destaca-se nesse contexto por ser um método mais seguro, com condigdes
processuais de menor risco de toxicidade. Além disso, o TPP oferece vantagens como

biocompatibilidade, auséncia de efeitos toxicos e facilidade de aplicagao em sistemas aquosos,
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tornando-o uma opc¢do vantajosa para diversas aplicagdes industriais e cientificas

(SRIVASTAVA et al., 2016; DIAZ VERGARA et al., 2023)

1.6 Secagem por spray drying

De acordo com Mohtar et al. (2019) os processos de secagem considerados adequados
para obter pos enzimaticos estaveis sdo o spray drying, a liofilizag¢do e a secagem a vacuo. O
processo de secagem por liofilizagdo geralmente ¢ o preferido para secagem de materiais
sensiveis ao calor e de alto valor, como proteinas, pois nesse processo a solucdo ou suspensao
¢ congelada e o solvente é removido por sublimagao sob vacuo (MOHTAR et al., 2019). No
entanto, a secagem por spray drying ¢ considerada uma alternativa muito interessante,
especialmente para a secagem de grandes quantidades, pois seu custo € muito inferior ao da
liofilizagdo, além de ser um processo mais eficiente, rapido e com facilidade no aumento de
escala (SATO et al., 2014; SURESH et al., 2019). A secagem por pulverizagao € considerada
até 6 vezes mais barata por cada kg de agua removida, em comparagdo com a liofilizagdo
(LAVARI et al., 2015).

A secagem por atomizagao (spray drying) ¢ um meétodo utilizado para que a solugado de
alimentagdo seja transformada em um poé seco através da evaporag¢do do solvente durante a
atomizacdo. E um método econdmico, continuo, escalavel e rapido para produgio de po seco.
Neste processo a solugdo alimentada evapora rapidamente pois € atomizada por um bico
atomizador na forma de goticulas muito finas em uma camara, as quais entrardo em contato
com o ar de secagem, gerando um po seco particulado com os compostos de interesse, que ¢é
recolhido através de um ciclone para um recipiente de coleta (GUPTA et al., 2014). O spray
dryer também tem sido constantemente utilizado para imobilizar, por meio da
microencapsula¢do, materiais bioativos vulneraveis, como as enzimas (WENG et al., 2022). Na

Figura 1.4 esta apresentado um esquema de um spray dryer.
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Figura 1.4- Imagem do processo de atomizacdo no spray dryer.

l Alimentacao

_Agitador magnético

Saida de ar quente

Ciclone

Entrada de ar seco

Ciclone
Produto em p6

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

O transporte e armazenamento de enzimas em solugdes aquosas sio dificeis, uma vez
que a agua facilita reacdes de degradacdo quimica e/ou fisica (SURESH et al., 2019). Ao
remover a agua, reduz o movimento livre das proteinas, reduzindo as mudangas
conformacionais, e como resultado, a desnaturacdo proteica (SAMBORSKA et al., 2005). Alem
disso, do ponto de vista econdémico, a comercializagdo de enzimas ¢ outros produtos em pd
torna-se mais viavel, pois a secagem reduz o volume e os custos com transporte e
armazenamento. Sendo assim, as solu¢des enzimaticas sio constantemente preservadas na
forma de pos secos contendo a enzima para facilitar o seu armazenamento, manuseio, transporte
e melhorar a sua conservacdo (SANTANA et al., 2016). Assim, a secagem por spray drying
pode ser utilizada para secar o produto do caldo fermentado ¢ melhorar a conservagdo do
produto (tanto se o produto for uma célula como uma enzima).

A otimizagdo dos parametros de secagem por spray drying como composi¢ao e vazao
da solugdo para a secagem, a temperatura ¢ vazdo do ar de entrada representam estratégias
importantes nesse processo porque podem determinar propriedades fisicas das particulas
(ZHANG et al., 2019). A densidade, o teor de solidos e a viscosidade da solugédo de alimentagéo,
sdo alguns dos fatores que influenciam nas caracteristicasdo produto seco por spray drying.
Além disso, as propriedades finais do produto obtido podem ser afetadas por parametros
operacionais do processo como a vazdo ¢ temperatura do ar de secagem, o sentido de
movimentacdo do ar quente e das gotas na cdmara de secagem (fluxo co-corrente,

contracorrente ou misto), a vazao e pressao do ar do atomizador (SANTANA et al., 2016).
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No processo de spray drying pode ocorrer inativacdo enzimatica. Com 1isso a reten¢ao
da atividade enzimatica que ¢é sensivel ao calor, ¢ uma preocupag¢do comum durante esse
processo. Algumas alternativas podem ser empregadas para evitar esta situacdo, como a
otimizagao das condigdes operacionais do processo de secagem, a adigdo de agentes adjuvantes
ou estabilizadores (SALLEH et al., 2014; GUPTA et al., 2014). Porém, de acordo com Sato et
al. (2014), apesar das temperaturas serem altas, o tempo de contato entre as gotas pulverizadas
¢ 0 ar quente é bem pequeno, com isso ha redu¢do da desnaturagao térmica. A adigdo de aditivos
também chamados de agente carreador, como polissacarideos, proteinas e sais, podem ser
utilizados como uma barreira fisica, exercendo fungdo anti—adesiva, protegendo a enzima
contra o calor durante o processo. Portanto, é possivel realizar a secagem enzimatica sem perda
consideravel de sua atividade (SATO et al., 2014; MOHTAR et al., 2019).

Muitos estudos de secagem por spray drying apresentam a obten¢do de enzimas com
alta estabilidade, garantindo uma longa vida 1til as mesmas. As enzimas em p6 produzidas por
esse método sdo amplamente utilizadas em setores como a induUstria alimenticia, farmacéutica,
de detergentes e de biocombustiveis, com papéis essenciais em processos de hidrolises,
fabricagdo de medicamentos, formulagido de produtos de limpeza e a conversdo de biomassa
em combustiveis renovaveis. A estabilidade da enzima seca sem microencapsulagdo depende
de fatores como temperatura de armazenamento, umidade relativa e tempo de armazenamento.
Apesar de ndo contar com materiais protetores, enzimas provenientes de microrganismos
termotolerantes, como K. marxianus, tendem a apresentar maior resisténcia intrinseca,
favorecendo a preservagdo de sua funcionalidade apos a secagem. Com o controle adequado
das condi¢des de processamento e armazenamento, € possivel obter enzimas ativas e viaveis
sem a necessidade de encapsulagio ou estabilizantes adicionais (BURKI et al., 2011; KARIM;
AIDER, 2020; QIU et al., 2023).

Ribeiro et al. (2024) ao secar a 90°C uma [-galactosidase de K. marxianus em spray
dryer sem o uso de materiais protetores, observaram uma atividade enzimatica de 245,0 £ 2,0
pmol/min. Esse resultado evidencia que a enzima manteve boa parte de sua funcionalidade,
mesmo submetida em temperatura elevada. Tal desempenho ressalta a robustez da enzima
obtida por fermentagao da levedura, possivelmente associada as suas propriedades estruturais e
a adaptabilidade do microrganismo.

Costa-Silva et al. (2022) avaliaram a secagem de lipase de Candida rugosa por spray
drying, utilizando uma solucdo de acetato de quitosana + Fe>Os+ e glutaraldeido, o qual
manteve atividade residual da lipase de 84,6% e 80,3%, respectivamente, apos seis meses de

estocagem, a 5°C.
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Mohtar et al. (2019) também avaliaram a secagem da lipase de Geobacillus sp por spray
drying, obtendo uma atividade de 86,3 U/g quando a enzima foi atomizada a 80°C.

Os resultados do trabalho de JESUS E MACIEL FILHO (2014), ao secarem o-amilase
de Bacillus sp. em spray dryer na temperatura de 145°C, indicaram a preservagao de 83% da
atividade inicial e uma atividade de agua de 0,47.

Busto et al. (2022)estudaram a microencapsulag@o de protease, comercial e de qualidade
alimentar, por spray dryer em particulas de quitosana reticuladas, investigando também a
influéncia da concentracdo de Flavourzyme na atividade da enzima. A atividade maxima de
protease nas microparticulas foi obtida com 0,10% (v /v) de Flavourzyme® a 130°C, com

atividade enzimatica de aproximadamente 12 U.
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CAPITULO 2 - RECUPERACAO E PURIFICACAO DE B-GALACTOSIDASE DE
DIFERENTES FONTES MICROBIANAS

RESUMO: A enzima [-galactosidase, responsavel pela hidrélise da lactose, pode ser obtida de
celulas animais, vegetais ou pela producdo por microrganismos via fermentativa a partir de
leveduras, fungos e bactérias. Esse tipo de produgdo tem criado uma crescente demanda por
sistemas eficientes de recuperagdo e purificagdo de enzimas, especialmente quando sdo
produtos intracelulares, como a -galactosidase de Kluyveromicces marxianus. Esse estudo teve
como objetivo compilar informag¢des, por meio de uma revisao sistematica da literatura, sobre
as principais técnicas de purificagdo da enzima f-galactosidase. Esse trabalho ¢ uma revisio
bibliografica de carater qualitativo descritivo. Foram reunidos trabalhos cientificos publicados
nas plataformas digitais: periodicos da CAPES, Web of Science, Google Académico, Scielo
(Scientific Electronic Library Online) e Science Direct. Os métodos de purificacio mais
observados na literatura foram precipitagdo com sulfato de amoénio, cromatografia de troca
10nica, cromatografia de interagdo hidrofobica, cromatografia de filtracdo em gel, ultrafiltracdo
e secagem por spray drying. A secagem por spray drying mostrou-se mais vantajosa em relagio
aos demais meétodos pois ndo requer nenhuma outra etapa, como rompimento da parede celular
para enzimas intracelulares, dessa forma ja se obtém a enzima seca. Ainda, na presente revisao
notou-se uma ampla preocupacio dos pesquisadores em obter cada vez mais uma melhor
otimizag¢do dos processos de purificagdo com foco em manter a atividade enzimatica da 3-

galactosidase com redugio de custos do processo com as operagdes unitarias.

Palavras-chave: Fermentacgao, spray drying, atividade enzimatica, enzima intracelular.

ABSTRACT: The enzyme B-galactosidase, responsible for lactose hydrolysis, can be obtained
from animal and plant cells, or produced by microorganisms via fermentation from yeast, fungi,
and bacteria. This type of production has created a growing demand for efficient enzyme
recovery and purification systems, especially for intracellular products, such as f-galactosidase
from Kluyveromicces marxianus. This study aimed to compile information, through a
systematic literature review, on the main purification techniques for the enzyme J3-
galactosidase. This work i1s a qualitative and descriptive literature review. Scientific papers
published in the following digital platforms were collected: CAPES journals, Web of Science,
Google Scholar, Scielo (Scientific Electronic Library Online), and Science Direct. The most

frequently observed purification methods in the literature were ammonium sulfate precipitation,
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ion exchange chromatography, hydrophobic interaction chromatography, gel filtration
chromatography, ultrafiltration, and spray drying. Spray drying proved to be more
advantageous than the other methods because it does not require any additional steps, such as
cell wall disruption for intracellular enzymes, thus obtaining a dry enzyme. Furthermore, this
review noted a broad concern among researchers to increasingly optimize purification
processes, focusing on maintaining -galactosidase enzymatic activity while reducing process

costs with unit operations.

Keywords: Fermentation, spray drying, enzymatic activity, intracellular enzyme.
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2.1 INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas que possuem fungdes cataliticas altamente especializadas e
possuem um papel crucial para todos os processos metabolicos (VAN DEN DUNGEN et al.,
2021). Além disso, desempenham um papel importante em diversos setores industriais, isso
inclui alimentos, produtos farmacéuticos, ambiental e biotecnologicos. Dentre elas, a B-
galactosidase tem recebido aten¢do significativa devido a sua ampla aplicagdo e crescente
demanda (MAJORE; CIPROVICA, 2023).

A enzima [-galactosidase (p-D-galactosideo-galacto-hidrolase, EC 3.2.1.23) ¢
responsavel por catalisar a hidrolise da ligacdo glicosidica da lactose, liberando os
monossacarideos glicose e galactose. Essa reacdo € importante na industria alimenticia, pois
permite a producdo de alimentos com baixo teor de lactose ou sem lactose, promovendo
melhorias na digestibilidade, solubilidade, dogura e sabor dos produtos lacteos (GENNARI et
al., 2023). A B-galactosidase também ¢ capaz de produzir galactoligossacarideos (GOS), atraveés
de sua atividade de transglicosilagdo. Os GOS sdo prebioticos ndo digeriveis tipicos, auxiliam
em diversos aspectos na saide humana como na estimulacdo do crescimento de bactérias
intestinais benéficas, reduzem a carga de bactérias patogé€nicas, melhoram a fungio do sistema
imunologico e previnem o cancer (MOVAHEDPOUR et al., 2022).

A B-galactosidase pode ser obtida de células animais, vegetais ou pela producdo por
microrganismos via fermentativa a partir de leveduras, como K/uyveromyces lactis, K. fragilis,
Candida pseudotropicalis e muitas bactérias, como Lactobacillus bulgaricus, Escherichia coli,
Bacillus sp e Streptococcus lactis. Pode ser produzida também pela enorme populagido de
fungos, como Aspergillus oryzae, A. foetidus, A. niger e A. phoenecia. A producdo de [-
galactosidase a partir de microrganismos ¢ obtida atraveés de processos fermentativos e requer
o desenvolvimento de um meio fermentativo eficiente que garanta alta produgdo de enzimas
(BANO et al., 2021; CHOONIA; LELE, 2013).

As enzimas oriundas de microrganismos tém sido tradicionalmente obtidas a partir de
fermentacio submersa e fermentacio em estado solido (DE JESUS; GUIMARAES, 2021).
Como resultado dessa fermentagdo, a enzima pode ser produzida de forma intracelular ou
extracelular, dependendo do microrganismo. As bactérias como Lactobacillus thermophilus,
Escherichia coli, Bacillus circulans e Leuconostoc citrovorum e leveduras como a
Kluyveromyces lactis, K. fragilis sio produtores de B-galactosidase intracelular e os fungos
como o Aspergillus oryzae, Aspergillus foetidus e Neurospora crassa extracelulares. Esse tipo
de produgdo tem criado uma crescente demanda por sistemas eficientes de recuperagdo de

materiais, especialmente quando sdo produzidos intracelularmente (SAQIB et al., 2017).
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A recuperacdo de enzimas intracelulares envolve o uso de operagdes convencionais de
ruptura celular, centrifugagado e ultrafiltragio (MEDEIROS; BURKERT; KALIL, 2012). Para
a purificacdo diversas técnicas tém sido empregadas, e deve-se considerar além de suas
caracteristicas intrinsecas, a escolha das operag¢des unitarias adequadas para cada etapa do
processo visando sempre a preservacdo do produto e operacdes econdmicas viaveis, podendo
assim integrar uma ou mais técnicas. Os métodos tradicionais de purificagdo de proteinas
envolvem etapas como precipitagdo com sulfato de amonio, cromatografia de ions e afinidade,
dialise e concentracdo final do produto (LEMES et al., 2014).

A purificagdo de enzimas ¢ um fator importante para desenvolver um produto eficiente
e competitivo no mercado. O grau de purificacdo vai depender, além das caracteristicas do
produto fermentado, da aplicabilidade de cada enzima como na area ambiental, alimenticia e
farmacologica. Os custos relativos aos processos de downstream podem alcangar até 70% dos
custos totais da fabricacdo da enzima (LAKSHMI; MUNI KUMAR; HEMALATHA, 2018).
Com isso, ha uma crescente demanda no desenvolvimento de estudos e técnicas de separagio e
purificacdo mais econOmicas, brandas e integradas, visando sempre um nimero minimo de
etapas e a maior preservacao das propriedades das enzimas (NADAR; PAWAR; RATHOD,
2017).

Sendo assim, diversos estudos com interesse na reducdo de custos e otimizacdo dos
processos das etapas de downstream tém sido elaborados ao longo dos anos, para diversas
enzimas, inclusive a [-galactosidase.Embora exista uma ampla variedade de trabalhos na
literatura descrevendo métodos de recuperagdo e purificagdo dessa enzima, esses estudos
muitas vezes estdo dispersos, adotando diferentes abordagens, fontes microbianas, técnicas e
condigdes operacionais, o que dificulta a visdo integrada do estado da arte. Dessa forma,
revisOes sistematicas da literatura tornam-se essenciais para consolidar o conhecimento
disponivel, comparar metodologias, identificar tendéncias e lacunas, além de fornecer subsidios
para o desenvolvimento de processos mais eficientes e economicamente viaveis. Tendo em
vista a relevancia dessa enzima para a industria de alimentos e farmacologica e os custos com
sua produgdo, esse estudo tem como objetivo compilar informagdes e analisa-las criticamente,
por meio de uma revisdo sistematica da literatura das principais técnicas de purificacdo da

enzima (-galactosidase.
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2.2 METODOLOGIA

Esse trabalho ¢ uma revisdo bibliografica de carater qualitativo descritivo. Foram
reunidos trabalhos cientificos publicados nas plataformas digitais: periodicos da Capes, Web of
Science, Google Académico, Scielo (Scientific Electronic Library Online) e Science Direct. As
palavras chaves utilizadas na pesquisa foram: purification of enzyme, purification of -
galactosidase, protein recovery and purification, enzyme recovery and purification, -
galactosidase drying, p-galactosidase spray drying, f-galactosidase freeze drying. Os periodos

dos artigos variaram entre os anos de 1998 e 2023.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.3.1 Producao da p-galactosidase
As p-galactosidases podem ser de origem vegetal, animal ou microbiana (levedura,
bactéria e fungo), sendo as enzimas que apresentam maior produtividade e rendimento as
microbianas e ainda podem ser produzidas com reducdo de custos. Estas enzimas devem provir
de microrganismos “Geralmente Reconhecidos como Seguros” (GRAS) (DUTRA ROSOLEN
et al,, 2015). As enzimas s3o submetidas a testes extensivos antes de serem aplicadas na
industria alimenticia e farmacéutica, por exemplo, apesar da Escherichia coli servir de modelo
de estudo do mecanismo de agdo da P-galactosidase, ela ndo ¢ considerada segura para uso em
alimentos devido a problemas de toxicidade associados ao hospedeiro (PANESAR et al., 2006).
Diversos microrganismos produzem enzimas em localizagdo extracelular, entretanto
outros as produzem intracelularmente, como na regido do periplasma, citoplasma e ligados a
membrana celular, nesse caso € necessaria uma ruptura celular para a recuperagao dessa enzima,
acarretando um custo adicional ao processo de recuperagdo (BALASUNDARAM; PANDIT,
2001). A ruptura da parede celular e da membrana citoplasmatica podem ocorrer por metodos
fisicos como homogeneizador de alta pressdo e moinhos de esferas, quimicos ou
enzimaticos. Os métodos fisicos oferecem algumas vantagens devido as limitacdes econdmicas
¢ operacionais serem menores em comparagao com os demais (BALASUNDARAM; PANDIT,
2001; FARKADE; HARRISON; PANDIT, 2005). Na Figura 2.1 esta mostrado o esquema da

localizagéo intracelular de compostos sintetizados por microrganismos.
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Figura 2.1 - Representacdo da localizagdo intracelular da expressdo de  -galactosidases em

microrganismos.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

Na Tabela 2.1 s@o citados alguns estudos dos microrganismos que produzem a f -
galactosidase de forma intracelular ou extracelular, bem como as caracteristicas e condigdes
ambientais ideais para atividade enzimatica. Na Tabela sdo apresentados os principais
microrganismos produtores de B-galactosidase incluem Kluyveromyces marxianus, Escherichia
coli e Lactobacillus spp., amplamente utilizados devido a sua capacidade de sintese da enzima
em diferentes condi¢des ambientais (PANESAR et al., 2006). Todavia, outros microrganismos
também demonstram potencial para a producao de p-galactosidase, como Bacillus circulans,
Aspergillus oryzae e Saccharomyces fragilis (DOMINGUES et al., 2004; SAQIB et al., 2017,
RAMANA; SHARMA, 2018; BELLAOUCHI et al., 2021). A ampla diversidade de fontes
microbianas contribui para a funcionalidade e estabilidade da p-galactosidase, isso amplia suas
aplicacdes em diferentes processos industriais e permite a selecio do microrganismo mais

adequada para cada fim.
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Tabela 2.1 - Propriedades da 3 -galactosidase produzidas por diferentes microrganismos e as

caracteristicas e condigdes ambientais

Microrganismo Localizacao pH e temperatura Aplicabilidade  Referéncia
produtor celular ideal em laticinios
(OLIVEIRA DE
MEDEIROS;
VEIGA
Atividade ideal em
Adequado para BURKERT;
pH  préximo a
Kluyveromyces hidrolise de leite JULIANO
Intracelular neutralidade,
marxianus (pH 6,8) e soro de KALIL, 2012;
termotolerante )
leite doce (pH 6,2). SAQIB et al,
(55°0).
2017;
WILKOWSKA et
al.,, 2015)
Atividade ideal em Adequada para (XAVIER;
Kluyveromyces pH 6,8 a 7 e tratarleite (pH 6,8) RAMANA;
Intracelular .
lactis temperatura entre 30- e soro de leite doce SHARMA, 2018)
35°C. (pH 6,2)
Atividade em pH Ideal para hidrolise
(XAVIER;
Kluyveromyces entre 3 e 7 e delactose em soro
Intracelular RAMANA;
fragilis temperatura entre 30- de leite acido (pH
SHARMA, 2018)
33°C, 4,6).
Atividade em pH
. Hidrolise da (SAQIB et al,
Aspergillus otimo de 4,5 e
Extracelular ) lactose do soro 2017; SHI et al.,
oryzae temperatura otima de .
acido (pH 4,6) 2022)
55-60 °C.
) ) S (BELLAOUCHI
Sdo termolabeis com Permite hidrolise
et al, 2021;
pH 6timo  para da lactose em
Aspergillus niger  Extracelular XAVIER;
hidrolise de lactose temperaturas altas
RAMANA,;

entre 4,0 e 6,0.

(55°C).

SHARMA, 2018)

Bacillus circulans

Intracelular

Atividade ideal em
pH 6,5 e temperatura
56°C.

Permite hidrolise
da lactose em leite
e soro de leite doce
em temperaturas

altas (56°C).

(DOMINGUES et
al., 2004; Saqib et
al., 2017)
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2.3.2 Principais métodos de recuperacio e purificacio da B-galactosidase

Apo6s a produgdo da enzima por meio de microrganismos, utilizam-se algumas
operacdes unitarias que possuem o intuito de recuperar e posteriormente se necessario purificar
a enzima. Cada operagdo unitaria desempenha uma fun¢ao especifica no processo global de
recuperacdo e purificacdo, que auxiliam na separacdo das enzimas dos componentes
indesejaveis. No geral, pode ser ter etapas para a obtengdo do produto final sdo: clarificagio,
rompimento de células, purificagdo de baixa resolugdo, purificagdo de alta resolugdo e
tratamentos finais (NADAR; PAWAR; RATHOD, 2017).

A clarificagdo consiste na separacao das células e seus fragmentos do meio de cultivo,
como a filtracdo convencional e tangencial e a centrifugacdo. O processo de rompimento &
necessario para a liberacdo de produtos produzidos de forma intracelular, ocorre através de, por
exemplo, rompimento quimico ou enzimatico ¢ moagem em moinhos de bolas. As etapas
consideradas de baixa e alta resolucdo consistem em métodos para se obter o bioproduto com
maior pureza. No ambito da purificagdo de baixa resolu¢do podemos citar técnicas como
precipitacdo, ultrafiltracdo e extragdo em sistemas de duas fases liquidas. Por outro lado, a
purificagdo de alta resolug¢do envolve técnicas mais refinadas, que oferecem maior grau de
pureza, como as técnicas cromatograficas. A etapa de tratamento final consiste em operagdes
para o acondicionamento final do produto como liofilizacdo e secagem por spray drying

(YENKIE; WU; MARAVELIAS, 2017).

2.3.4 Purificacao de baixa resoluc¢ao

Os sistemas aquosos de duas fases (ATPS) ou sistemas bifasicos aquosos (ABS) sdo
constituidos quando dois componentes soliiveis em agua tais como polimeros, liquidos i6nicos,
alcoois, sais e aglcares sdo misturados em agua, acima de uma dada concentragdo que leva a
formacdo de um sistema bifasico (liquido-liquido). Esse sistema, envolve a selecdo de duas
solugdes aquosas que sdo imisciveis e possuem densidades diferentes, que depende da aplicagdo
do ATPS. Por exemplo, se o0 ATPS for utilizado para purificacdo de proteinas, as duas solugdes
aquosas devem ser escolhidas de forma que a proteina de interesse seja preferencialmente
particionada em uma das fases. (KHAYATI; ANVARI; SHAHIDI, 2015) indicaram em seu
trabalho que a extracdo aquosa em duas fases € uma técnica promissora para a
recuperagdo/purificacdo da P-galactosidase extracelular de Aspergillus niger, pois a enzima
tendeu a particionar na fase superior em todos os sistemas bifasicos aquosos de diferentes

concentragdes de polietilenoglicol (PEG) e sulfato de aménio que foram avaliados e ainda
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verificaram que a particdo da [P-galactosidase foi fortemente dependente do tipo e da
concentra¢ao do sal.

Outra técnica utilizada para a purificagdo de enzimas € a ultrafiltracdo, que consiste em
um sistema de membrana acionados por baixa pressdo que separam contaminantes por exclusao
de tamanho e desse modo purificam e concentram as macromoléculas (LIN; TSENG; WANG,
2021). Em seu trabalho, Fernandes et al. (2002) utilizaram ultrafiltracdo dentre os métodos
utilizados (Sistema aquoso de duas fases, cromatografia de interacdo hidrofobica e
ultrafiltracdo) para purificar B-galactosidase de Pseudoalteromonas sp., um microrganismo
psicrotréfico, e concluiram que a técnica de purificagdo em conjunto com extragdo aquosa de
duas fases, cromatografia de intera¢do hidrofobica foram uteis para o isolamento de enzimas
ativas pelo frio, pois a B-galactosidase purificada apresentou atividade especifica de 251 U/mg.

Ainda na purificagdo de baixa resolugdo se encontra a precipitagdo, que ¢ um meétodo
simples e econdmico, comum para separar e purificar proteinas. Os metodos mais usados de
precipita¢do incluem precipitagdo com solvente organico, precipitagdo com sal, precipitagado
acida/alcalina, precipitacdo por afinidade e outros métodos de precipitacdo. O sulfato de
amoénio ¢ comumente utilizado devido a sua excelente solubilidade, baixo custo, baixa geragao
de calor durante a dissolug¢do e diferencas de densidade entre solugdes apos a dissolugdo
e sedimentacdo (FAN ET AL., 2020). Diversos pesquisadores utilizaram a precipitagdo com
sulfato de amoénio como uma etapa inicial de purificagdo (EL-GINDY, 2003; HUNG; LEE,
2002; ISOBE et al., 2013; NAGY et al., 2001; NGUYEN et al., 2006)

2.3.5 Purificacdo de alta resolucio

A Cromatografia Multimodal ou Modo Misto (MMC) ¢ descrita na literatura como
purificagdo de alta resolugdo. Nessa técnica, acontece a combinacdo de dois ou mais tipos
de interacdo intermolecular, a matriz de suporte possui ligantes que podem interagir com a
enzima de diversas maneiras como interag¢des i6nicas ¢ hidrofobicas, isso aumenta a capacidade
de ligacdo adsorvente-adsorbato, devido a esses fendmenos simultineos de adsorcdo que
ocorrem na superficie do ligante (EBERSBACH; GEISSE, 2012; LIMA et al., 2016). De acordo
com Lima et al. (2016) a técnica de Cromatografia em Modo Misto é viavel e eficaz na
recuperacdo e purificacdo de f-galactosidases intracelular de K. /lactis. Segundo os autores, os
resultados obtidos na pesquisa se mostraram promissores ¢ confirmam a possibilidade de
1solamento da enzima para posterior imobilizacdo ou outros fins que exijam que a enzima tenha

maior grau de pureza.
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Outras técnicas cromatograficas também tém sido empregadas para a purificagdo da 3-
galactosidase, como a cromatografia de troca idnica (IEX), que ¢ amplamente utilizada em
industrias de biotecnologia para purificar proteinas. Essa técnica baseia-se na interacdo
eletrostatica entre grupos carregados da proteina e grupos funcionais de carga oposta fixados
na matriz do meio cromatografico poroso permitindo a separacdo com base na carga liquida das
moléculas sob determinadas condi¢des de pH e forga id6nica. (HARINARAYAN et al., 2006).
No trabalho de Carvalho et al. (2022) os autores testaram quatro tipos de adsorventes
(Multimodal Capto MMC, Streamline SP, Streamline DEAE e Amberlite XAD polimérico-
XDA 7) e trés pHs (6,0, 7,0 e 8,0) para a purifica¢do de f-galactosidase intracelular de K. lactis
por cromatografia de troca i6nica. Segundo os autores foi observado que o Streamline DEAE e
a Amberlite XAD polimérico-XDA 7 apresentaram melhor seletividade a molécula alvo em pH
6,0, com capacidade de retencdo da enzima de 18,77 = 0,14 U/g, e 20,97 = 0,41 Ulg,
respectivamente.

No estudo de Oliveira de Medeiros; Veiga Burkert; Juliano Kalil, (2012). também foi
utilizada a cromatografia de troca idnica para purifica¢do da f-galactosidase. Para atingir a esse
objetivo os autores aplicaram um planejamento experimental e metodologia de superficie de
resposta na avalia¢ao do efeito do pH de elui¢do e volume do gradiente para purificagdo de p-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus por cromatografia de troca i6nica. Os autores
enfatizaram a importancia da otimiza¢do dos parametros de pH de eluigdo e volume do
gradiente com o objetivo de atingir uma alta purificagdo da proteina alvo (MANZANARES;
DE GRAAFF; VISSER, 1998) e, para isso utilizaram cromatografia de troca i6nica. A enzima
purificada manteve 90% de sua atividade em pH entre 3,5 e 4,5 e se manteve estavel a 30°C
por 20 horas.

Outra técnica utilizada na purificagido de enzimas ¢ a cromatografia de afinidade com
metal imobilizado (IMAC), uma estratégia baseada na interacdo entre ions metalicos e residuos
de aminoacidos presentes na superficie das proteinas. Nessa técnica, compostos quelantes sao
ligados covalentemente a suportes cromatograficos solidos, permitindo a imobilizag@o de ions
metalicos (como Ni**, Co** ou Zn?*), que atuam como ligantes de afinidade. A separagdo ocorre
por meio da ligacdo coordenada entre esses ions e residuos especificos, como histidina, cisteina
e triptofano, presentes nas proteinas-alvo. E uma técnica utilizada quando é necesséario uma
purificagdo rapida e substancial pureza do produto (GABERC-POREKAR; MENART, 2001).
Pessela et al. (2004) em seu trabalho com [(-galactosidase de Thermus sp. superexpressas
em Escherichia coli utilizaram Cu-quelato-agarose como suporte para a purificagdo da enzima

por Cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC) com o objetivo de conseguir
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uma purificacdo com suportes poucos ativados para a adsorcdo a fim de facilitar a dessorcdo
das proteinas alvo. Os autores concluiram que o uso de matrizes IMAC feitas sob medida pode
permitir uma purificacdo rapida e facil de proteinas grandes pela sua adsorcdo seletiva em
suportes pouco ativados.

A cromatografia de interacdo hidrofobica explora a interacdo reversivel entre a
superficie hidrofobica em uma proteina e o ligante hidrofébico de um meio cromatografico em
concentragdes relativamente altas de sal, especialmente sal anticaotropico (também conhecido
como sal cosmotropico ou liotropico). Este sal possui maior polaridade e ligam-se fortemente
a agua, induzindo a exclusdo de agua na superficie da proteina e do ligante, isso promove
interacdes hidrofobicas e precipitacdo de proteinas (LIENQUEO et al., 2007).

A cromatofocagem € uma técnica de purificagdo empregada quando a afinidade de
adsor¢do da proteina-alvo ¢ altamente sensivel ao pH. O processo utiliza um gradiente de pH
estavel e controlado dentro da coluna cromatografica, permitindo que as proteinas migrem até
atingirem seu ponto isoelétrico (pI), no qual ndo possuem carga liquida e, portanto, deixam de
interagir com a matriz da coluna. Essa técnica permite a separacdo de proteinas com base em
pequenas diferengas de pl, sendo especialmente util para a purificagdo de isoformas
(NARAHARI et al., 2001). A cromatofocagem geralmente ¢ combinada com outras técnicas
cromatograficas para alcancar maior pureza e uma separacdo mais refinada e uma purificacao
mais eficiente. O’Connell; Walsh, (2010) utilizaram técnicas como a ultrafiltragao,
cromatografia de filtracdo em gel, troca i6nica, cromatofocagem e interacdo hidrofobica, para
purificar a enzima [-galactosidase, a qual apresentou alta estabilidade quando foi exposta a
condicdes gastricas simuladas in vitro, retendo 68+2% dos niveis de atividade original.

A cromatografia de filtragdo em gel (também conhecida por cromatografia de exclusao
por tamanho) ¢ uma forma de cromatografia de parti¢do usada para separar moléculas de
diferentes tamanhos moleculares. E um método de separagio popular devido a sua versatilidade,
a ampla variedade de matrizes comercialmente disponiveis e as condi¢des amenas de operagdo
(O’FAGAIN; CUMMINS; O’CONNOR, 2017). No trabalho de Martarello et al. (2019) com
B-galactosidase extracelular de Aspergillus niger, foi utilizado a cromatografia de filtragdo em
gel como uma das técnicas do processo de purificacdo. Os autores encontraram condicdes
favoraveis para aplicabilidade nas industrias farmacéuticas e alimenticia, pois a enzima
parcialmente purificada apresentou temperatura 6tima de 50 °C e pH 6timo de 5,0, estavel
nestas condicdes por 15h. A enzima também foi exposta a condi¢cdes proximas do pH gastrico

e na presenga de pepsina, ¢ 80% da atividade foi preservada apos 2 h.
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Uma outra técnica de purificacdo que tem sido empregada com sucesso na purificacdo
de biomoléculas é a adsor¢do em leito expandido. E um processo integrado que combina
separagdo solido-liquido, reducdo de volume por adsorcdo de proteinas e recuperacdo do
produto em uma tinica operagdo unitaria (DE ARAUJO et al., 2016). Boeris et al. (2012) em
seu trabalho objetivou melhorar a aplicagcdo da adsorcdo em leito expandido para recuperagao
da p-galactosidase extracelular de Saccharomyces cerevisiae, cobrindo a matriz com polivinil
pirrolidona (PVP), isso evitou o entupimento, a formagao do canal e a estabilidade do leito
foram significativamente melhoradas, assim aumentando a pureza da enzima.

Os processos de secagem sao considerados adequados para obteng@o de pos enzimaticos
estaveis purificados, e os principais metodos utilizados sdo o spray drying e a liofilizacdo. Os
produtos secos apresentam muitas vantagens, em especial a estabilidade e facilidade no
armazenamento. O processo de secagem por liofilizagdo geralmente é recomendado para
secagem de materiais sensiveis ao calor e de alto valor, como proteinas, pois nesse processo a
solugdo ou suspensdo ¢ congelada e o solvente ¢ removido por sublimagdo sob vacuo
(MOHTAR et al., 2019). Na secagem por spray drying o liquido de alimentacdo ¢ transformado
em um po seco atraves da evaporagao do solvente durante a atomizagdo (GUPTA et al., 2014).

Na Tabela 2.2 sdo apresentados estudos de diversos métodos de purificagdo enzimatica,

e os resultados provenientes da purificacio.
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Os métodos de purificacdo mais observados na literatura foram precipitacio com sulfato
de amonio, cromatografia de troca i0nica, cromatografia de interagdo hidrofobica,
cromatografia de filtragdo em gel, ultrafiltragdo e secagem por spray drying. As técnicas de
precipitagdo e ultrafiltracdo sdo comumente utilizadas como métodos de purificagdo
intermediaria sendo muitas vezes utilizando uma cromatografia para obter uma maior pureza.
Carvalho et al. (2022) concluiram em sua pesquisa que a cromatografia de troca idnica de
estagio unico ¢ uma excelente estratégia de recuperacdo de P-galactosidase de K. lactis com
potenciais aplica¢des industriais.

No entanto a técnica de purificagao por sistemas aquosos de duas fases (ATPS) ¢ uma
estratégia interessante, principalmente devido a retencdo da atividade catalitica, alta
biocompatibilidade, manutencdo da estabilidade devido a condi¢des ndo desnaturantes, baixo
consumo de energia, menores cargas ambientais e relativa confiabilidade no aumento de
escala. Além disso, esse método proporciona um tempo de processamento menor ja que estes
processos de isolamento de passo tnico permitem a purificagdo simultanea de moléculas alvo
e a remoc¢do de contaminante (NADAR; PAWAR; RATHOD, 2017). Ja a técnica de
cromatografia de afinidade apesar de ser altamente vantajosa em termos da sua seletividade e
simplicidade do processo em comparagdo com os demais métodos, ¢ dispendiosa devido ao uso
de matrizes de cromatografia caras (KATO et al., 2023).

Como pode ser observado pelos dados apresentados na Tabela 2.2, processos de
secagem de enzimas também tém sido utilizados como parte do processo, podendo necessitar
de outros métodos mais sofisticados para aumentar o grau de pureza. A secagem por spray
drying, no entanto, ¢ considerada uma alternativa mais adequada para producdes de larga escala,
pois seu custo ¢ muito inferior ao da liofilizagdo, além de ser um processo mais rapido e
eficiente (SATO et al., 2014; SURESH et al., 2019). A secagem por spray drying tem se
mostrado mais vantajosa pois nesse caso, € comum que o proprio estresse do processo deixe a
celula porosa ou faga o rompimento tornando as enzimas mais acessiveis, ¢ de certa forma a
celula protege a enzima durante a secagem, assim obtém-se o biocatisador seco. Essa situacdo
acontece quando o caldo fermentado ¢ submetido diretamente a secagem, no caso de adicionar
algum coadjuvante (ou agente carreador) na solugdo, pode-se formar microcapsulas em torno
das células, e nesse caso tem-se um processo de microencapsulacdo. Alguns estudos também
utilizam os agentes carreadores em solugdes com a enzima, € nesse caso a microcapsula ¢

formada em torno do biocatalizador.
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A escolha da tecnologia do processo produtivo e do grau de purificacdo de uma enzima
depende de alguns fatores dentre eles: a fonte microbiana, a natureza do substrato, as
caracteristicas fisico-quimicas da enzima, a viabilidade econdmica da produgéo e a finalidade
de aplicag@o da enzima. Outro ponto importante de se considerar ¢ a faixa de pH na qual a
enzima apresenta maior atividade. Por exemplo, B-galactosidases com pH otimo acido,
normalmente produzidas por fungos, sdo mais adequadas para processamento de permeado de
soro de leite e soro de leite acido. Por outro lado, as enzimas com pH neutro, geralmente
produzidas por leveduras e bactérias, sdo mais indicadas para o processamento de leite e soro

de leite doce (PANESAR et al., 2006).
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2.4 CONCLUSAO

A utilizagdo de [P-galactosidase na industria alimenticia se torna cada dia mais
importante, assim individuos que sdo intolerantes a lactose podem manter o consumo de
produtos lacteos que sdo benéficos para uma boa nutri¢do. Além disso, através da atividade de
transglicosilacdo da -galactosidase pode-se obter um prebiotico excelente para a manutencio
da saude, que sao os galactoligossacarideos. No entanto, para a sua aplicagao nas industrias de
alimentos as [B-galactosidases de fontes microbianas seguras devem passar por etapas de
recuperacdo e purificacdo apos a fermentacdo. Nesse contexto, a retencdo da atividade
catalitica das enzimas ¢ importante para o sucesso dos processos de extracdo, assim como
reducdo de etapas do processo, economizando tempo e custos operacionais.

A presente revisdo evidenciou a preocupacdo dos pesquisadores em aprimorar a
otimizagao dos processos de purificagdo, com foco na manutencio da atividade enzimatica da
B-galactosidase e na reducdo dos custos operacionais. O método de secagem por atomizacao
tem se destacado como uma abordagem promissora para a recuperacdo da (-galactosidase,
porém, apesar do seu potencial de estabilizagdo da B-galactosidase, a secagem por spray drying
pode nao ser suficiente para garantir a purificagdo completa da enzima, sendo necessario

associar a outros metodos, a fim de remover impurezas e aumentar a eficiéncia do processo.
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CAPITULO 3 — Secagem de células de Kluyveromyces marxianus com expressio da

atividade de pB-galactosidase por spray drying

RESUMO: Kluyveromyces marxianus ¢ uma levedura produtora de [-galactosidase
intracelular, obtida por fermentagdo submersa. Esse trabalho avaliou a secagem das células de
Kluyveromicces marxianus por spray drying como método de recuperagdo da B-galactosidase.
Assim, em um primeiro momento, estudou-se o efeito de diferentes temperaturas do ar de
secagem (90, 120 e 150 °C) sem maltodextrina e com maltodextrina, como agente carreador, a
(120 e 150°C). A secagem a 120 °C das celulas de Kluyveromyces marxianus com
maltodextrina foi a condicdo em que a atividade enzimatica foi maior (447,71 pmol/min), sendo
aumidade desse po 3,02%, atividade de agua de 0,21, solubilidade de 82,63%, higroscopicidade
de 16,4 g/100g massa seca e rendimento de 62%. Nesse contexto, continuou-se o estudo
avaliando a adigao de tripolifosfato de sodio (TPP) como agente reticulante de forma isolada e
combinada com maltodextina. Para avaliar a estabilidade ao armazenamento e morfologia por
microscopia eletronica de varredura (MEV) foram selecionadas as seguintes condi¢des de
secagem a 120°C: 1) sem maltodextrina; ii) com maltodextrina; iii) com TPP e, iv)
maltodextrina combinado com TPP. A estabilidade térmica (30,35, 40 e 50°C) foi avaliada na
celula seca a 120°C no spray Dryer com maltodextrina e maltodextrina ¢ TPP. A combinagao
de maltodextrina e TPP se mostrou eficaz na preservagdo da célula com atividade de f-
galactosidase ao contribuir para a preservagao da atividade enzimatica e estabilidade das células
ao longo do tempo, demonstrando potencial para formulagdes com maior tempo de prateleira e

aplicacao industrial.

Palavras-chaves: Intolerancia a lactose, agente carreador, reticulacdo e atividade enzimatica.

ABSTRACT: Kluyveromyces marxianus 1s a yeast that produces intracellular -galactosidase,
obtained by submerged fermentation. This study evaluated the drying of Kluyveromyces
marxianus cells by spray drying as a method for recovering -galactosidase. Thus, initially, the
effect of different drying air temperatures (90, 120, and 150 °C) without maltodextrin and with
maltodextrin as a carrier agent (120 and 150 °C) was studied. Drying Kluyveromyces marxianus
cells with maltodextrin at 120 °C produced the highest enzymatic activity (447.71 pmol/min).
This powder had a moisture content of 3.02%, a water activity of 0.21, a solubility of 82.63%,
a hygroscopicity of 16.4 g/100 g dry mass, and a yield of 62%. In this context, the study
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continued by evaluating the addition of sodium tripolyphosphate (TPP) as a crosslinking agent,
alone and in combination with maltodextin. To evaluate storage stability and morphology by
scanning electron microscopy (SEM), the following drying conditions at 120 °C were selected:
1) without maltodextrin; ii) with maltodextrin; iii) with TPP; and iv) maltodextrin combined
with TPP. Thermal stability (30, 35, 40, and 50°C) was evaluated in the dry cell at 120°C in a
spray dryer with maltodextrin and maltodextrin and TPP. The combination of maltodextrin and
TPP proved effective in preserving the cell with B-galactosidase activity by contributing to the
preservation of enzymatic activity and cell stability over time, demonstrating potential for

formulations with longer shelf life and industrial application.

Keywords: Lactose intolerance, carrier agent, cross-linking, and enzymatic activity.
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3.1 INTRODUCAO

A B-Galactosidase (EC3.2.1.23), comumente chamada de lactase, que € responsavel pela
hidrolise da lactose, também, participa da sintese de galactooligossacarideos (GOSs) e podem
ser aplicadas em alimentos funcionais, como alimentos de baixa caloria ou como aditivo em
laticinios fermentados, péaes e bebidas. Além disso, com os avangos dos estudos da industria
farmacéutica, muitos sintomas causados pela intolerancia a lactose sdo minimizados com a
suplementacdo da P-galactosidase (GENNARI et al., 2023; MARTARELLO et al., 2019;
MOVAHEDPOUR et al., 2022). A lactose ¢ o principal carboidrato do leite, representa em
media 4,7% da composi¢do do leite de bovino e 7,2% do leite humano. Geralmente, os recém-
nascidos expressam [-galactosidase suficiente para digerir a lactose do leite de mamiferos.
Porém, o nivel de expressdo do gene LCT, que codifica a -galactosidase no corpo humano,
diminui gradativamente com o avancar da idade, isso resulta na ma digestao da lactose (SHI et
al., 2022).

As fontes de B-galactosidases podem ser de origem microbiana, animal ou vegetal. As
fontes microbianas apresentam maior produtividade na sua sintese ¢ uma ampla gama de
enzimas produzidas pela mesma ou diferentes cepas microbianas. A escolha das fontes
microbianas depende basicamente das condi¢des de reagdo exigidas, sendo que, as P-
galactosidases bacterianas sdo usadas principalmente para hidrolise acida do soro de leite, com
pH ideal entre 2,5 e 5,4. Em contrapartida, a p-galactosidase de levedura apresenta atividade
maxima em pH 6,0-7,0, o que ¢ mais adequado para a hidrélise de leite (MOVAHEDPOUR et
al.,, 2022; SAQIB et al., 2017). Em relacdo as leveduras pode-se destacar as cepas de
Kluyveromyces, sendo a Kluyveromyces marxianus uma cepa emergente no mercado. Esta
levedura apresenta capacidade de crescer em diversas matérias-primas menos onerosas, Como
o soro de leite, além disso, pode se desenvolver em diferentes polissacarideos, como inulina e
pectina. Com o aumento da demanda mundial por biomoléculas na industria alimenticia e em
outros setores, explorar o potencial biotecnologico da K. marxianus torna-se cada dia mais
importante. Com uma grande variedade de aplicagdes, incluindo a produgdo de enzimas,
proteinas unicelulares, fermentacdo de etanol, desenvolvimento de vacinas e uso como
probiotico (BILAL et al., 2022).

Os crescentes desafios ambientais ressaltam a necessidade de tecnologias industriais
inovadoras e sustentaveis. Os bioprocessos, que utilizam células vivas ou seus componentes

(como microrganismos ¢ enzimas) para a producdo de produtos desejados, sdo vistos como
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alternativas promissoras e sustentaveis aos metodos convencionais. No entanto, a etapa de
separagao em bioprocessos ¢ frequentemente cara ¢ complexa, pois o produto alvo precisa ser
recuperado de solugdes aquosas diluidas. Foi relatado que aproximadamente dois ter¢os dos
custos totais de um bioprocesso estdo relacionados ao downstream e, em alguns casos de sintese
de proteinas, esse valor pode chegar a 90% (CHEN; LIANG; KONTOGEORGIS, 2023).

A secagem no spray dryer tem sido estudada em alguns bioprocessos, como método de
recuperagao, por ser um processo rapido e que permite certo controle sobre as propriedades do
produto como tamanho e morfologia das particulas. Nesse método, uma solucdo ¢ transformada
em po por meio da sua atomizagdo em pequenas goticulas, que sdo expostas a um fluxo de ar
aquecido, promovendo sua secagem rapida. As propriedades do po podem ser influenciadas por
varios parametros do processo, como a temperatura do processo, configuracdes de atomizagao,
taxa de alimentagao de liquido e fluxo de ar de secagem, bem como propriedades da solugdo de
alimentacio (LIPIAINEN et al., 2018; LOPES et al., 2016).

Na secagem por spray drying os agentes carreadores podem ser utilizados para protegao
contra o calor de compostos sensiveis, como enzimas, microrganismos ou bioativos, durante o
processo de atomizagdo. Os materiais mais comuns utilizados nos processos de secagem por
spray drying sdo: maltodextrina, goma Arabica e suas combina¢des. Além disso, a proteina do
soro de leite e caseinatos bem como outros polissacarideos como quitosana, pectina e alginato,
também sdo amplamente utilizados, tanto isoladamente quanto em combinagdo com os demais
compostos citados (JAFARI; GHALEGI GHALENOEIL DEHNAD, 2017).

Para aprimorar propriedades como solubilidade, resisténcia mecanica e estabilidade
térmica de materiais secos por atomizacdo, podem ser utilizados agentes reticulantes. Esses
compostos promovem a formagdo de ligagdes quimicas ou idnicas entre macromoléculas,
resultando em uma rede tridimensional estavel. Os agentes reticulantes quimicos tradicionais,
podem apresentar preocupacdes devido a sua toxicidade ou ao desconhecimento de seu destino
no organismo, exigindo etapas adicionais de purificagdo que aumentam os custos do processo.
Nesse contexto, a reticulacdo 16nica com o TPP tem se destacado por ser um método mais
seguro, com condi¢des processuais brandas e menor risco de toxicidade. O TPP oferece
vantagens significativas, como biocompatibilidade, auséncia de toxicidade e facilidade de uso
em sistemas aquosos (DiAZ VERGARA et al., 2023; SRIVASTAVA et al., 2016).

O objetivo desse trabalho foi estudar diferentes condi¢des da secagem das células de
Kluveromyces marxianus por spray drying como metodo de recuperacdo da enzima [3-
galactosidase ¢ o efeito do uso da maltodextrina ¢ do TPP como agentes carreador ¢ de

reticulacdo, respectivamente, na estabilidade da atividade enzimatica ao armazenamento e ao
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tratamento térmico. Os diferentes pos (sem nenhum agente, com maltodextrina, com TPP, ou
em combinag¢do) foram avaliados quanto a sua estabilidade térmica e durante o seu
armazenamento (em temperatura ambiente e refrigerada) e por fim estudos de caracterizacdo

microestrutural (MEV).
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3.2 MATERIAL E METODOS

Na Figura 3.1 ¢ ilustrado um fluxograma com as etapas realizadas para o desenvolvido
do estudo.
Figura 3.1- Fluxograma do desenvolvimento da metodologia experimental utilizada para

produzir e secar as células de Kluyveromyces marxianus por spray drying

Produgiio de Kluyveromyces marxianus
que exp a atividade enzimatica de
B-galactosidase

Secagem do caldo Secagem do caldo fermentado
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Fonte: produzido pelos autores, 2025.

3.2.1 Microrganismo, substratos e reagentes

Para a producdo da B-galactosidase foi utilizado a cepa de Kluyveromyces marxianus
ATCC 46537, levedura proveniente da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André
Tosello de Campinas (SP), na forma reativada (slants sem duplicata). A cultura era repicada
uma vez ao més. O certificado de analise encontra-se no Anexo A.

O substrato, permeado de soro de leite em po, utilizado na presente pesquisa foi
gentilmente cedido pela empresa Lactosul, Industria de Laticinios LTDA, Piranhas/Goias -BR,
e foi utilizado como fonte de lactose, na formulagdo dos meios de cultura para fermentagéo da
levedura K. marxianus ATCC 46537. A especificagdo técnica do permeado de soro em po, da
marca Centro Oeste Laticinios, esta apresentada no Anexo B.

Para a fermentagdo foi utilizado tampao fosfato de sodio 0,2M, em pH 5,5, e tampao

fosfato de sodio 0,2 M, pH 7,0. Para a ressuspensdo das ceélulas centrifugadas ao final do
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processo fermentativo foi utilizado o tampao fosfato de potassio-hidroxido de sodio,
concentragdo de 0,1M, pH 7,0, onde utilizou-se fosfato de potassio monobasico anidro e
hidroxido de sodio, esse mesmo tampao foi utilizado para ressuspender as células secas para os
testes de atividade enzimatica. A maltodextrina (DE 20), como agente carreador ¢ o TTP (Isofar
Industria e Comeérico de Produtos Quimicos ltda), como agente reticulante, foram utilizados em
alguns experimentos com concentrag¢des definidas durante a secagem por spray drying.

Para a analise de atividade enzimatica foi utilizado como base para a reagao a solucao
tampao latico, ajustado o pH em 6,5 com solu¢do de acido cloridrico 0,1 M. A atividade do
biocatalisador foi dosada pelo método da glicose-oxidase utilizando o kit Glicose Liquiform da
Labtest. Todos os regentes utilizados sdo de grau analitico exceto o permeado de soro de leite,

o TPP e a maltodextrina.

3.2.2 Producio da enzima

A partir de uma cultura start de células da levedura K. marxianus, foram realizadas
replicacdes mensais em meio Yeast-Malt Extract Agar (YMA), que foi mantida a 4°C para
preservagdo. O meio YMA era composto por extrato de levedura (3 g/L), peptona (5,0 g/L),
glicose (13,0 g/L) e agar (20,0 g/L). O meio de cultura e as placas de petri foram esterilizados
em autoclave vertical modelo CS (Prismatec Industria e Comércio LTDA - EPP), sob pressio
de 1 atm, a 120°C, durante 20 minutos.

A producdo das células com atividade de 3 -galactosidase foi realizada atraveés do cultivo
da levedura K. marxianus ATCC 46537. Para isso foram utilizados dois meios (inoculo e meio
de fermentacdo) com substrato a base de permeado de soro de leite (PINHEIRO; BELO;
MOTA, 2003; SANTIAGO, 2004). O inoculo foi preparado em tampao fosfato de soédio 0,2 M
e pH 5,5. A composi¢do do meio foi de lactose (50,0 g/L); extrato de levedura (6,0 g/L); sulfato
de amonio (6,0 g/L); fosfato de potassio monobasico (5,0 g/L) e sulfato de magnésio
heptahidratado (0,6 g/L). O meio fermentativo foi preparado em tampao fosfato de sodio 0,2 M
e pH 7.0, composto por lactose (100,0 g/L); sulfato de amonio (6,26 g/L); fosfato de potassio
monobasico (5,0 g/L) e sulfato de magnésio heptahidratado (0,6 g/L). Os meios foram
esterilizados em autoclave antes de serem utilizados e todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico, exceto a lactose, que foi proveniente do permeado de soro de leite.

Apos o preparo do meio indculo e fermentativo, a fermentagao foi iniciada com 75 mL
de cada meio em um reator conico de bancada (Erlenmeyer de 250mL) ocupando 30% do seu
volume total e foram fechados com rolha de gaze e algodao e posteriormente esterilizados em

autoclave. Apos o resfriamento do meio ateé a temperatura ambiente, a levedura foi adicionada
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ao meio e incubado a 30°C, a 120 rpm por 14 horas em incubadora refrigerada com agitacdo
(marca TECNAL, modelo TE — 421, Brasil). A concentragdo de células foi aferida pela
absorbancia a 650 nm em espectrofotometro (vis spectrophotometer modelo IL-226) e
convertida em massa seca de células através da curva padrdo de biomassa seca em funcdo da
absorbancia, como apresentada no Apéndice A. Apos o periodo de incubagdo, o inoculo foi
centrifugado (marca Hermle Labortechnik, modelo Z 326 K, Alemanha) por 10 min a 6.000
rpm e o decantado foi transferido para o meio de fermentagao na proporgdo de 5g de células/L
de meio fermentado e em seguida iniciou-se a fermentag@o. A cultura foi mantida a 30°C, 120
rpm por 24 h em incubadora refrigerada com agitagao. O caldo fermentado foi centrifugado ¢
o decantado foi ressuspendido em tampao fosfato de potassio-hidroxido de sddio, composto por
13,62 g/L de fosfato de potassio monobasico anidro e 4 g/L. de hidroxido de sodio, na
concentragdo de 0,1M, pH 7,0, obtendo uma suspensao celular de 75 g/L (DE SOUSA et al.,
2021; NUMANOGLU; SUNGUR, 2004).

3.2.3 Secagem no spray dryer com e sem agente carreador para diferentes temperaturas
Apos a fermentagdo, a atomizagdo foi realizada em spray dryer (marca LABMAQ,
modelo LM MSD 1.0, Brasil) com capacidade de secagem de 1 L/h. O caldo fermentado
centrifugado e ressuspendido em tampido fosfato hidroxido de sodio, pH 7, foi seco na
concentragdo celular de 75 g/L. O bico atomizador utilizado foi de 1,2 mm, fluxo de entrada
de ar de 1,65 m*/min, fluxo da solucio de alimentacdo igual a 0,6 L/h, taxa de atomizagao 40
L/min baseando em estudo realizado por Braga et al. (2019). Foram testadas 3 temperaturas:
90°C, 120°C e 150°C, sem a presenca de agente carreador, e para as temperaturas de 120°C e
150°C foi estudado, também, a adi¢do de maltodextrina a 2% (m/v), baseado em estudo anterior
de Ribeiro et al. (2024). Para a secagem sem agente carreador foi utilizado o caldo fermentado
obtido apds o processo fermentativo. Enquanto para a secagem com agente carreador foi
realizada a mistura da suspensao da levedura K. marxianus com a solugao do agente carreador
a 2% (m/v), na propor¢ao de 1:10 homogeneizados por 20 minutos. A maltodextrina foi testada
como agente carreador para analisar a influéncia na prote¢do da enzima na desnaturagdo que
pode acontecer quando se utiliza altas temperaturas na secagem. Como agente reticulante foi
selecionado a temperatura de secagem de 120°C e adicionado tripolifosfato de sodio a 1%
(m/v), na propor¢do de 1:10 homogeneizados por 20 minutos. Foi realizada a atividade
enzimatica e analises fisico-quimicas do caldo fermentado, antes da secagem e do po
ressuspendido, apds a secagem, conforme item 3.2.4.1. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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3.2.4 Determinacio da atividade enzimatica e analises fisico-quimicas
As analises foram realizadas em triplicatas, conformes metodologias descritas na

sequéncia.

3.2.4.1 Determinacio da atividade enzimatica

Para a determinagdo da atividade enzimatica da P-galactosidase utilizou-se solugdo de
lactose a 50 g/L, em tampao latico recomendado pela Novo Nordisk (1993). A solucdo tampao
latico foi constituida de citrato de sodio tribibasico (0,795
g/L); acido citrico anidro (1,400 g/L); sulfato de potassio (0,180 g/L); fosfato de potassio
dibasico (0,520 g/L); fosfato de potassio monobasico (1,470 g/L); hidroxido de potassio
(1,090 g/L); cloreto de magnésio hexahidratado (0,830 g/L); cloreto de calcio anidro (0,566
g/L); hidroxido de sodio (0,800 g/L) e bicarbonato de sodio (0,280 g/L). Os reagentes foram
dissolvidos em agua destilada e foi ajustado o pH em 6,5 com solugdo de acido cloridrico 0,1
M.

A atividade enzimtica da [-galactosidase de K. marxianus ATCC 46537 foi
determinada para as amostras da célula fermentada e para as amostras ressuspensas, na
concentracdo inicial, apos a secagem por spray drying. Os ensaios foram realizados em um
reator de mistura operando em batelada, com volume total de 200 mL ¢ altura de 8,2 cm ¢
diametro interno de 5.5 c¢cm, dotado de uma camisa de circulagdo de agua para controle da
temperatura, proveniente de banho termostatizado. A unidade de atividade enzimatica (U) foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a conversdo de 1 umol de glicose produzida
por minuto.

Em cada experimento foi adicionado ao reator 5 mL do caldo da fermentag¢do a 75 mL
da solucdo de lactose (50 g/L), mantida a 35°C e pH 6,5 (SANTIAGO, 2004). Para as analises
de atividade enzimatica antes da secagem, utilizou-se diretamente o caldo fermentado contendo
as celulas. Para as analises apoOs a secagem por spray drying, o po obtido foi ressuspenso em
solugdo tampao de fosfato de potassio-hidroxido de sodio 0,1 M (pH 7), na concentragdo de 75
g/L, determinada experimentalmente para corresponder a concentracdo celular obtida na
fermentacao.

Para a determinacdo da atividade enzimatica utilizou-se o método das taxas iniciais, com
coleta de cinco aliquotas de amostras do meio reacional nos tempos de 3, 6, 9 e 12 minutos,
apos a adi¢do da amostra contendo a célula com expressdo de B-galactosidase ao reator com a

solucdo de lactose. Para a interrup¢do da reacdo, as amostras foram colocadas em tubos de
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ensaio em ebulicdo por 10 min, conforme Figura 3.2. A glicose formada fo1 dosada pelo método
da glicose-oxidase (BAO et al., 2004) utilizando o kit Glicose Liquiform da Labtest, conforme
Apéndice B. Para o calculo da atividade enzimatica das amostras de pos produzidas com

maltodextrina, descontou-se o valor da massa seca de aditivo (APENDICE C).

Figura 3.2 - Determinagdo da atividade enzimatica
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Fonte: produzido pelos autores, 2025.

3.2.4.2 Umidade
A analise de umidade foi determinada através do método gravimétrico. Para isso, foram
colocados 1 g de amostra em capsulas de porcelana pesadas anteriormente e levadas a estufa a

105 °C por 24 horas, ou até a massa da mesma permanecer constante, conforme a metodologia

da A.O.A.C (2005). O resultado foi calculado, conforme Equagao 3.1.

M.agua
M.t

Umidade (%): x 100 (3.1)

Sendo, M sgua € a massa de agua (g) e M ¢ a massa total (massa de agua e massa seca) utilizada

como amostra (g).
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3.2.4.3 Rendimento do processo de secagem
O rendimento foi calculado pela razdo entre a massa de solidos do produto em po

coletado e a massa de solidos alimentados ao secador, conforme Equacido 3.2:

Rendimento de secagem (%): M.pé (1—MAgua pd) X 100 (3.2)

M.suspensio (1-M.agua suspensio)

Sendo: Mys € a massa de po coletada apos o processo de secagem (g), Miuspensao € @ massa
alimentada no spray dryer (g), M sgua ps € M agua suspensio 30 as fracdes de agua presentes no po

obtido através da secagem e na suspensao de K. marxianus que foi alimentada no spray dryer.

3.2.4.4 Atividade de agua

A atividade de agua (aw) foi determinada nas microparticulas secas. Para isso utilizou-se
o equipamento analisador de atividade de agua de bancada, AQUALAB (marca Decagon,
modelo Pawkit, Estados Unidos).

3.2.4.5 Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada atraves da metodologia adaptada de Cai and Corke,
(2000) Cai and Corke, (2000). Para isso pesou-se 0,2 gramas das amostras em capsulas de
porcelana, e foram armazenadas em dessecador contendo solugao saturada de cloreto de sodio,
com umidade relativa de 70%, durante sete dias a temperatura ambiente, e calculada conforme

apresentado na Equagéo 3.3:

H =25 100 (3.3)
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Em que H representa a higroscopicidade (g umidade adsorvida-100g™ de massa seca);
Mggs € a massa de agua adsorvida (g) e Mgy € a massa de solidos secos (g). A massa seca da

amostra ¢ calculada conforme a Equagao 3.4:

Mss = (Mg — (Mg X X},,)) (3.4)
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Em que Mg € a massa de solidos secos (g), Mg € a massa total da amostra (massa de
agua + massa de solido seco) (g) e Xp, ¢ a umidade em base imida (g agua/g de massa total da

amostra).

3.2.4.6 Solubilidade

A solubilidade das amostras foi determinada conforme metodologia de Cano-Chauca et
al. (2005). Pesou-se 0,5 g das amostras e adicionou a amostra em béqueres contendo 50 mL de
agua destilada. As amostras foram homogeneizadas a temperatura ambiente em uma placa de
agitagdo por 30 minutos a 100 rpm. Apos, a solugdo foi centrifugada em uma centrifuga de
bancada digital (marca Hermle Labortechnik, modelo Z 326 K, Alemanha), por 5 min, a 3.500
rpm. O sobrenadante foi transferido para uma capsula de porcelana de peso conhecido e levado
a estufa (ndo convectiva) a 105 °C por 24h até a massa se manter constante. O resultado foi
calculado de acordo com a Equacao 3.5.

Solubilidade em dgua (%): ﬁ—zj x 100 (3.5)

Sendo: M,; a massa de po no sobrenadante (g) e 1/,;a massa de po total (g).

3.2.5 Estabilidade ao armazenamento das células de K. marxianus que expressam
atividade de pB-galactosidase seca por spray drying

No estudo da estabilidade ao armazenamento a levedura K. marxianus, que expressa
atividade de B-galactosidase, foi submetida a secagem por spray dryer a uma temperatura de
120°C, sendo esta temperatura de secagem escolhida por apresentar melhores resultados de
atividade enzimatica apos a secagem. Foram realizados experimentos com agente carreador,
maltodextrina e agente reticulante, o trifosfato de sodio (TTP) com o objetivo de analisar o
efeito na estabilidade ao armazenamento quanto a manutencdo da atividade enzimatica. Foram
avaliados os seguintes tratamentos: c¢lulas sem agente carreador, células com maltodextrina a
2% (m/v), células com TTP a 1% (m/v) e células com a combinacido de maltodextrina a 2%
(m/v) e trifosfato de sodio a 1% (m/v). Apos a secagem, as amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo (entre 4°C e 7°C) e em temperatura ambiente (25°C) com o objetivo de avaliar a
estabilidade da atividade enzimatica ao longo de 30, 60, 90 ¢ 120 dias. Para o armazenamento,
as amostras foram acondicionadas em embalagens duplas com ziper, devidamente identificadas

e envolvidas em papel pardo para protecdo contra a luz. O experimento foi conduzido em
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triplicata. A atividade enzimatica foi determinada pelo metodo das taxas iniciais, conforme o
item 3.2.4.1. A atividade residual relativa (%) foi calculada em relagao a atividade da obtencao
da enzima seca no primeiro dia de armazenamento. Na Figura 3.3 esta ilustrado o procedimento

adotado para a avaliagdo da estabilidade da atividade enzimatica durante o armazenamento.

Figura 3.3- Estabilidade ao armazenamento

Célula de k. marxianus seca a 120° com e sem
agente carreador e reticulante

Armazenado por até 120
dias em temperatura

ambiente (25°C) e f'_\\

refrigerado (4°C a 7°C)

Determinacio da atividade
enzimitica a cada 30 dias

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

3.2.6 Estudo da estabilidade térmica da célula de K. marxianus que expressa atividade
de B-galactosidase

A partir do estudo de estabilidade ao armazenamento, foram escolhidas as melhores
condig¢des ¢ realizado o estudo da estabilidade térmica. A levedura K. marxianus foi submetida
a secagem por spray dryer a temperatura de 120°C e as condigdes escolhidas foram: 1)
maltodextrina a 2% (m/v) e i1) a combinag¢ao de maltodextrina a 2% (m/v) e TPP a 1% (m/v).
As amostras dos pos obtidos foram ressuspensas conforme descrito no item 3.2.4.1 ¢ foram

incubadas em banho termostatico a diferentes temperaturas.
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As solugdes foram submetidas nas seguintes condi¢des: 30°C (24 horas), 35°C (12
horas), 40°C (5 horas) e 50°C (30 minutos). Foram realizadas analises de atividade enzimatica
em duplicatas ao longo do tempo e determinada de acordo com o método descrito no item
3.2.4.1. Foram calculados a atividade enzimatica residual em fungdo do tempo de incubagdo,
para cada temperatura e foram ajustados para os modelos de desativacdo térmica de primeira
ordem (Equagdo 3.6) e por modelagem de desativagdo térmica com um estagio (Equagao 3.7).
Os ajustes foram realizados pelo método numeérico Levenberg-Marquardt utilizando o software
Statistica 8.0, determinando os parametros cinéticos por meio dos melhores ajustes (HENLEY

SADANA, 1985).

A —
A _ glxa (3.6)
= =(1-al).eCK 4o (3.7)

Sendo:

A . .
o atividade relativa;

E1 . ~ .. .
a1-— - € a razdo entre a atividade especifica do estado final (E1) para uma

modelagem de inativagdo com uma etapa ¢ a atividade inicial (E);

Kd = constante cinética de desativacio térmica.

Foram determinados os tempos de meia vida para cada temperatura utilizando as
Equagdes 3.8 ¢ 3.9. O calculo foi realizado utilizando os parametros encontrados nas equagodes

anteriores (3.6 ¢ 3.7) considerando o melhor ajuste.

1_ In(05)

= —— (3.8)
1_ 1, .05-al .
= —— ln(_l—al ) (3.9

A energia de ativagdo da desativagdo térmica foi calculada pela equagdo de Arrhenius

linearizada (Equacéo 3.10).

In(kd) = In(A %) — %“ . (3.10)

N
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Onde:

A*= fator de frequéncia para a reagao;

Ea = energia de ativag@o do processo de desativagdo térmica;
T = temperatura absoluta;

R = constante da lei dos gases.

3.2.7 Avaliacao morfologica das células de K. marxianus seca por spray dryer

A analise morfologica das celulas de Kluyveromyces marxianus seca por spray drying
a 120°C foi realizada por meio de microscopia eletronica de Varredura (MEV) (Zeiss EVO MA
10, marca Oxford, modelo 51-ADD0048, Alemanha). Foram utilizadas amostras de cé¢lulas
secas em 120°C, em spray dryer dos seguintes tratamentos: 1) células sem agente carreador; i1)
c¢lulas com maltodextrina a 2% (m/v); ii1) células com TPP a 1% (m/v) e, iv) células com a
combinacdo de maltodextrina a 2% (m/v) e TPP a 1% (m/v). As amostras foram colocadas nos
stubs utilizando uma fita de carbono dupla face, metalizadas em banho de ouro e visualizadas

no MEV.

3.2.8 Analise dos dados

Os dados obtidos foram tabulados e os graficos construidos utilizando o programa
Microsoft Excel®. Para verificar se houve diferenca significativa
entre os dados por meio da ANOVA e Teste Tukey utilizou-se o programa estatistico

Statistica® 8.0.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Resultados da atividade enzimatica e analises fisico-quimicas da secagem das células
no spray dryer em diferentes temperaturas
As atividades de [-Galactosidase ao final das fermentacdes bem como do po

ressuspendido estdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Atividade enzimatica da suspensao celular e apos a secagem

Atividade enzimatica do
Atividade enzimatica da
Tratamento po ressuspendido
suspensiio (umol/min)

(nmol/min)
1 113,23% + 3,39 206,00° £ 2,33
2 85,70% + 4,88 246,40° + 17,32
3 60,89° + 2,84 447,71 + 34,17
4 73,40°+ 4,17 130,99 + 1,63
5 90,76% + 2,59 238,12° + 14,60

Tratamento 1: secagem a 90°C; Tratamento 2: secagem a 120°C; Tratamento 3: secagem a 120°C com

maltodextrina; Tratamento 4: secagem a 150°C; Tratamento 5: secagem a 150°C com maltodextrina;

A atividade enzimatica inicial da suspensdo contendo a -galactosidase apresentou uma
variagdo devido a obtenc¢do em diferentes bateladas de fermentagdo, que pode estar relacionada
a diversos fatores intrinsecos ao processo biologico. Entre eles, destacam-se possiveis
diferencas na concentracdo celular ao final da fermentacdo, no estagio do crescimento
microbiano no momento da coleta, bem como em condigdes operacionais, como pH,
temperatura, disponibilidade de nutrientes e aeracdo. Além disso, variagdes na manipulacio
experimental e na execugao dos ensaios de atividade enzimatica também podem contribuir para
os resultados distintos entre as bateladas. Ainda, como a Kluyveromyces marxianus expressa [3-
galactosidase de forma intracelular, essa variagdo pode estar associada ao fato de a analise
enzimatica ter sido realizada apds o processo de congelamento e descongelamento, que pode
ter causado cisalhamento devido a formacao de cristais de gelo.

Para a analise estatistica dos dados, inicialmente foi realizado os testes de normalidade
para verificar a aderéncia dos dados a distribuicdo normal, condi¢do necessaria para aplicacdo

da analise de variancia (ANOVA), que foi realizada utilizando o software Statistica® 8.0, e
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apos a aplicagdo dos dados a ANOVA, verificou-se que ouve diferenca significativa entre os
tratamentos, ¢ com isso foi realizado ao teste de Tukey a fim de verificar quais tratamentos
apresentavam diferenca entre si, sendo evidenciadas pelas letras sobrescritas nas medias.

O estudo da temperatura de secagem ideal para a secagem da solugdo fermentada ¢é de
suma importancia para se obter pos enzimaticos de qualidade, com caracteristicas de baixa
umidade e atividade de agua, alta atividade enzimatica e estabilidade funcional. A K. marxianus
produz p-galactosidase de forma intracelular, o que naturalmente protege essa enzima durante
a secagem por spray drying. Essa localizacdo celular resguarda a enzima, funcionando como
uma barreira contra os efeitos nocivos da alta temperatura e da desidratagdo rapida, preservando
a estrutura e a funcdo da enzima, reduzindo a chance de desnaturacdo térmica e inativacio.
Assim, com relacdo a atividade enzimatica apos a secagem, observou-se um aumento nos
valores obtidos, quando comparados a atividade antes da secagem.

Estatisticamente, os tratamentos 2 (secagem a 120°C) e 5 (secagem a 150°C com
maltodextrina) ndo apresentaram diferenca significativa entre si, porém diferiram dos demais.
O tratamento que apresentou maior atividade enzimatica foi o tratamento 3 (secagem a 120°C
com maltodextrina como agente carreador), com valor de 447,714 34,17 pumol/min. Durante o
processo de secagem por pulverizagao, a adi¢ao de maltodextrina é frequentemente utilizada
para proteger enzimas contra desnaturacio térmica, o que foi evidenciado neste estudo. Para
ambas as temperaturas avaliadas (120°C e 150°C), observou-se maior atividade enzimatica nas
amostras que continham maltodextrina em comparacao aquelas sem o aditivo. Para a secagem
sem agente carreador, a temperatura de 120°C (tratamento 2) resultou em maior atividade que
a secagem a 90°C (tratamento 1), enquanto a secagem a 150°C (tratamento 4) levou a uma
redugdo da atividade quando comparado a temperatura de 120°C, tanto nas condigdes com ¢
sem maltodextrina. Esse comportamento indica que a temperatura de 150°C pode ser elevada
para a manutencdo da atividade da enzima.

De acordo com Silva et al. (2018) a temperatura ¢ a variavel de processo mais crucial
na inativacdo microbiana, sendo uma medida direta da energia transferida por uma substancia
na forma de calor. Por isso, as condigdes de secagem devem ser ajustadas para minimizar perdas
durante o processo. Alem disso a temperatura do po atomizado esta diretamente relacionada ao
dano térmico sofrido pelas células, resultando em uma taxa de mortalidade mais alta a medida
que a temperatura do processo aumenta, embora que no presente estudo tal condi¢do nao foi
avaliada.

No trabalho de Vasiljevic; Jelen, (2003) foi realizado a secagem por pulverizagdo da -

Galactosidase intracelular de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, utilizando trés
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temperaturas diferentes do ar de saida (45, 55 e 65°C). Os autores ndo encontraram resultados
satisfatorios, sendo que em todas as trés temperaturas a retengdo da atividade enzimatica foi
perdida em média de 90%. A enzima ao ser liofilizada também apresentou resultados parecidos,
com mais de 90% de perda de atividade enzimatica, isso pode ser justificado pelas alteragdes
conformacionais da enzima no estado congelado. A p-Galactosidase de Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus também foi seca utilizando proteina do soro de leite, caseina, soro
de leite ¢ leite desnatado como agente carreador, dentre esses a combinagdo de temperatura do
ar de saida a 45°C, utilizando soro de leite como agente carreador, manteve a retencdo da
atividade enzimatica em até 60%.

A PB-Galactosidase extracelular de Aspergillus oryzae foi seca por pulverizacdo
utilizando temperatura do ar de entrada de 190°C, e de acordo com os autores a enzima manteve
a atividade relativa de 75% em relacdo a amostra controle. Ao utilizarem sacarose ¢
Hidroxipropil--ciclodextrina como agente carreador, a atividade relativa foi mantida de 71,5
e 98,3%, respectivamente (BRANCHU et al., 1999).

Mukundan et al. (2020) realizaram um estudo para obtencdo de B—galactosidase de
Streptococcus lactis secas por pulverizagdo com nanoparticulas de silica em diferentes
temperaturas, a maior atividade foi observada na temperatura de entrada de 90°C e a menor foi
a 160°C. As células imobilizadas mostraram um aumento na atividade enzimatica na faixa de
pH de 4,0 a 7,0, e apresentaram quase 80% de sua atividade inicial apds 8 usos repetidos. A
secagem por pulverizacdo sob condi¢des otimizadas apresentou ser um meétodo facil,
escalonavel e econdmico para o aprisionamento de células S. /lactis expressando f-
galactosidase em matriz de silica.

No estudo de Estevinho et al. (2014) foi investigada a producdo de microparticulas
contendo [P-galactosidase, utilizando diferentes biopolimeros como agente carreador (goma
Arabica, quitosana, quitosana modificada, alginato de calcio e alginato de s6dio). As solugdes
contendo enzima-biopolimero foram secas em spray dryer, de forma separadas e com as
seguintes condicdes: vazao da solugdo e do ar, temperatura de entrada e pressido do ar foram
ajustadas para 4 mL/min, 32 m*/h, 115°C e 6,5 bar, respectivamente. A concentragio de agente
carreador foi de 1% (p/v). O estudo apresentou atividades enzimdticas residuais de B-
galactosidase de 20% para quitosana modificada, 37% para goma Arabica, 20% para alginato
de calcio e 13% para alginato de sodio. Esses resultados evidenciam que a escolha adequada do
agente carreador pode atenuar os efeitos da desnaturacdo térmica durante a secagem,
contribuindo para a preservagao da atividade enzimatica. Além disso, sdo mais um indicio de

que a secagem da enzima intracelular (como no presente estudo) representa uma barreira
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protetiva contra a desnaturagdo em comparagdo com a secagem (mesmo com agentes
carreadores) da enzima livre.

Em relacdo aos resultados fisico-quimicos, as amostras apresentaram baixa umidade e
baixa atividade de agua, caracteristicas que sdo desejaveis para uma boa estabilidade ao longo
do tempo desses produtos. Os resultados obtidos para os 5 tratamentos estdo apresentados na

Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Parametros fisicos-quimicos das amostras secas e rendimento de secagem

Higroscopicidade
Tratamento Atividade de Rendimento Solubilidade )
Umidade (%) (g/100 g de mateéria
agua (aw) (%) (%)
seca)
1 0,37+ 0,03 7,88+ 1,12 59,38+ 234 47,74+ 0,12 24,92=0,01
2 0,27°4£ 0,02 6,82 1,30 76%+ 3,69 44,98+ 1,53 25,19+ 1,25
3 0,22°+ 0,02  3,02°+0,27 62,3 +325 82,63+ 0,46 16,4°+ 0,47
4 0,21°4£ 0,04  5,6°+0,55 73,4 +14,07 39,86% 0,1 24,39*+ 2,28
5 0,25°+0,01  3,55°+ 1,33 42,63°+19,53 85,26°+ 0,77 15,09°+ 0,41

Tratamento 1: secagem a 90 °C; Tratamento 2: secagem a 120 °C; Tratamento 3: secagem a 120 °C com

maltodextrina; Tratamento 4: secagem a 150 °C; Tratamento 5: secagem a 150 °C com maltodextrina;

A atividade de agua (aw) para os tratamentos estudados variaram de 0,21+ 0,04 a 0,37+
0,03. Pelo teste de Tukey ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos 2, 3, 4 e 5, mas
houve entre o tratamento 1 e os demais. Foi notavel que quando a temperatura de secagem
aumentou a aw do po diminuiu, isso pode ser explicado pelo aumento da taxa de transferéncia
de calor para as particulas em temperaturas mais elevadas, aumentando a forca para a
evaporagdo e provocando maior remog¢do de agua. Além disso, ¢ relatado pela literatura que
valores abaixo de 0,6 desfavorecem reacdes microbiologicas e algumas bioquimicas pois a
quantidade de agua livre disponivel para essas reagdes ¢ baixa (DANTAS et al., 2018;
MARTINS et al., 2019).

Ja para a analise de umidade os valores oscilaram de 3,02+ 0,27 a 7,8 + 1,12% entre os
tratamentos. Observou-se que, a medida que a temperatura de secagem aumentou, a umidade
das amostras diminuiu. Isso acontece porque em temperaturas mais elevadas de atomizacio,
aumenta-se o gradiente térmico dentro da cimara de secagem, ¢ assim facilita a transferéncia
de calor, acelerando o processo de desidratacdo. Aléem disso, a analise estatistica revelou

diferencas significativas entre os tratamentos 3 ¢ 5 em relag¢do aos demais, demonstrando que a
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adicdo de maltodextrina contribuiu para a redu¢ao da umidade. Esse efeito pode estar associado
as propriedades higroscopicas do agente carreador, que facilita a remogado de agua durante a
atomizacdo, resultando em um p6 com menor teor de umidade e, assim, podendo ofertar maior
estabilidade ao armazenamento.

Braga et al. (2019) ao avaliarem a temperatura de secagem no processo de
microencapsula¢do de conidios de Irichoderma asperellum por spray drying verificaram
umidades abaixo de 6% na microencapsulagao a 90°C, quando foi utilizado temperaturas
menores a umidade foi inversamente proporcional. You et al. (2017) ao secarem J-
galactosidase de Kluyveromyces lactis em spray dryer com temperatura de 200°C observaram
umidade de 5,68% sem utilizar nenhum agente carreador e 5,48% utilizando maltodextrina
como agente carreador. No presente trabalho foi observado resultados semelhantes nas
secagens em temperaturas de 120°C e 150°C. Sendo assim, resultados proximos a 5% de
umidade podem ser considerados um produto com boa estabilidade ao armazenamento
(GHANDI et al., 2012).

A solubilidade dos pos obtidos pela secagem no spray dryer pode ser afetada por
diversos parametros, como as composi¢des iniciais da solugdo a ser seca, se possui ou nao
agente carreador, as taxas de fluxo de ar comprimido ¢ as taxas de alimentagdo. Além disso,
quando a temperatura de atomizacdo ¢ elevada, pode-se formar uma camada de superficie dura
na particula de po, o que pode impedir que as moléculas de agua se disseminem, ¢ isso reduz a
dissolucdo do po (JAFARI et al., 2017). Estatisticamente, houve diferenca significativa entre
todos os tratamentos aplicados, sendo que a adi¢do de maltodextrina promoveu um aumento na
solubilidade das amostras.

Um dos parametros que permite que as enzimas se dissolvam rapidamente em solugdes
aquosas e retomar sua atividade catalitica de maneira eficiente ¢ a solubilidade. No presente
estudo os resultados encontrados para solubilidade foram na faixa de 39,86 + 0,1 a 85,26 +
0,77% para os 5 tratamentos. Ribeiro et al. (2024) ao secarem, por atomizagdo, a [-
galactosidade de K. marxianus a 90°C utilizando alginato de sodio, goma arabica, proteina
isolada de soja, e maltodextrina encontraram valores de solubilidade ente 43,9 + 1,0 a 85,9 &
0,9 %, sendo o tratamento com maltodextrina apresentando maior solubilidade (85,9 £+ 0,9 %)
semelhante ao presente estudo que utilizou maltodextrina como agente carreador e obteve
aumento na solubilidade em até 85,26 & 0,77. Isso pode ser explicado devido as propriedades
da maltodextrina em ajudar a melhorar a solubilidade do p6 ao atuar como uma protecdo para
a enzima contra o calor, uma vez que esse tipo de carboidrato utilizado como agente carreador

substitui a agua nas interagdes por pontes de hidrogénio e formam uma matriz vitrea que
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estabiliza a estrutura da proteina, impedindo que as moléculas da enzima se agreguem de forma
irreversivel e facilitando a reidratagdo e dissolugdo da enzima (CAVALCANTI et al., 2020).

A amostra alimentada no spray possuia caracteristica homogénea e durante a realizacdo
das secagens ndo ocasionou nenhum entupimento no equipamento, problemas que normalmente
ocorrem em secagens envolvendo materiais altamente viscosos ou insoluveis em agua
(MOEIJES et al., 2018). Embora a maltodextrina seja convencionalmente utilizada para
aumentar o rendimento na secagem por spray drying, no presente estudo sua adigio resultou
em maior quantidade de material aderido as paredes da camara de secagem, reduzindo o
rendimento em compara¢ao ao tratamento sem carreador. No presente estudo, houve diferenca
significativa entre os tratamento 2 e os demais, sendo este tratamento o que apresentou maior
rendimento (76 + 3,69).

As maltodextrinas com menores valores de dextrose equivalente (>21DE) sédo
consideradas boas opcdes de agentes carreadores, devido as suas propriedades, como alta
solubilidade e baixas viscosidades em alto teor de solidos. Além disso, elas possuem alto peso
molecular e temperatura de transicdo vitrea (7g), portanto, adequadas como agentes
antiaderentes (AZHAR et al., 2020). Nesse trabalho utilizou maltodextrina DE 20, considerada
uma dextroxe alta, que associada a composi¢do da formulagéo (caldo fermentado com células)
pode ter gerado particulas com Tg reduzida e camadas viscosas que permanecem aderidas a
camara de secagem durante o processo (SIEMONS et al., 2020).

Braga et al. (2019) investigaram a microencapsulacao por spray drying de Trichoderma
asperellum, utilizando maltodextrina D20 como material de parede, as condigdes utilizadas no
estudo foram vazdo de alimentacdo 0,6 L/h temperatura de entrada 80°C; concentracdo do
material de parede de 8 m/V. Neste estudo, os autores obtiveram rendimento de secagem de
66,64% com material de parede e 49,01% sem material de parede, resultado oposto ao obtido
no presente estudo, utilizando também a maltodextrina DE20. Entretanto, DESCAMPS et al.,
(2013)avaliaram a Tg da maltodextrina DE21 seca e encontraram, por extrapolagdo, valores de
Tg proximos a 162°C. A DE21 é estruturalmente muito proxima de DE20, e em misturas com
agua, esse valor pode diminuir.

No estudo de Braga et al. (2019), a secagem por spray drying foi realizada a 80°C —
bem abaixo da Tg — o que favoreceu a formacdo de particulas livres e reduzida aderéncia. Ja
no presente trabalho, as temperaturas aplicadas de 120°C e 150°C estdo muito proximas da Tg
da maltodextrina, o que pode ter resultado em particulas mais viscosas sendo parcialmente
aderidas as paredes do spray dryer, explicando o menor rendimento, mesmo com o uso do

carreador.
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Outro ponto que pode ter influenciado € que a concentragdo de maltodextrina utilizada
por Braga et al. (2019) na solugdo foi superior a do presente trabalho, que correspondeu a
propor¢do de 1:5 (massa seca de conidios de Trichoderma asperellum:massa seca de material
de parede). Assim, a menor concentragdo de maltodextrina utilizada neste estudo pode nao ter
sido suficiente para exercer seu efeito antiaderente de forma eficiente, favorecendo maior
aderéncia do material as paredes do secador e diminuindo o rendimento da secagem.

A higroscopicidade das enzimas ¢ uma caracteristica importante que influencia a
estabilidade, a armazenagem e a eficacia dessas enzimas. A fim de mitigar os efeitos negativos
da higroscopicidade, ¢ comum utilizar agente carreador como maltodextrina ou outros
carboidratos, durante o processo de secagem por spray drying. Esses agentes ajudam a formar
uma barreira protetora ao redor das particulas enzimaticas, reduzindo a absorcdo de umidade
(GOULA; ADAMOPOULOS, 2008). Segundo a classificagio da GEA Niro Research
Laboratory (2015), o po nao € higroscopico quanto os valores de higroscopicidade se encontram
abaixo de 10,1 g/100ms, ligeiramente higroscopico quando se encontram entre 10,1 - 15,0
g/100ms e higroscopico quando estdo na faixa de 15,1 - 20,0 g/100ms, desta forma os pods
enzimaticos obtidos pela secagem no spray dryer poderiam ser classificados como
higroscopicos, pois para todos os Tratamentos foram encontrados valores de higroscopicidade,
variando na faixa de 15,55 £ 0,58 a 25,19 £+ 1,25%, . Em termos praticos, esse resultado indica
que esse produto apresenta tendéncia em adsorver umidade, podendo ocorrer processos de
aglomeracio, perda de fluidez, reagcdes quimicas e microbiologicas indesejaveis, que inclusive
prejudiquem a atividade enzimatica. Para evitar que esse tipo de fendmeno acontega sdo
necessarios cuidados com a embalagem a ser utilizada e as condicdes de armazenamento. Em
seu estudo, Ribeiro et al. (2024) encontraram valores de higroscopicidade variando entre 11,3
+0.1a69.76 = 1.11, ao secar uma P-galactosidade de K. marxianus a 90°C utilizando diferentes
materiais de parede (agentes carreadores) que contribuiram para essa amplitude de
higroscopicidade observada.

Wang et al. (2019) estudaram o efeito das condicdes de secagem por atomizacido nas
propriedades dos pos obtidos a partir de polipeptideos extraidos de desnatado de soja por meio
de extracdo aquosa assistida por enzimas. As variacdes de temperaturas utilizadas foram de
140°C, 160°C, 180°C e 200°C. Ao avaliarem as propriedades fisico-quimicas dos pos obtidos
encontraram valores de aw entre 0,37 e 0,55. Os autores observaram que quanto maior a
temperatura de atomizag¢ao menor a aw, assim como no presente estudo. O indice de solubilidade

variou de 82,31% a 93,93%, valores superiores ao do presente estudo. O valor maximo de
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solubilidade foi obtido com temperatura de secagem de entrada de 200°C, o inverso foi
encontrado neste trabalho.

Ribeiro et al. (2024) ao secarem por atomizacgdo a B-galactosidade de K. marxianus a
90°C encontrararm valores de umidade, aw, solubilidade, higroscopicidade e rendimento de
5,7%, 0,29, 43,9 (%), 21,37 (g/100g de dm), e 60,53%, respectivamente, e ao utilizarem
maltodextrina como agente carreador os valores das analises foram de 4,38% de umidade,
atividade de agua de 0.4, solubilidade de 85,9 (%), higroscopicidade de 11,43 (g/100g de dm),
e 20,4% de rendimento. Semelhante ao presente estudo, os autores discutiram que ao utilizarem
maltodextrina DE 20 como agente carreador para a microencapsulagdo da enzima a 90°C, houve
diminui¢do no rendimento devido a aderéncia do po nas paredes do ciclone do spray dryer,
apresentando rendimento de 20,4%.

Por meio dos resultados das Tabelas 3.1 e 3.2, observou-se que os tratamentos 2 ¢ 3
(secagem a 120°C sem e com maltodextrina, respectivamente) foram os que apresentaram, no
geral, propriedades fisico-quimicas interessantes para -galactosidade em po. Especialmente o
tratamento 3 reduziu significativamente a umidade do po e a higroscopicidade, o que aumenta
a estabilidade e vida util da enzima seca. Também foi uma condi¢do que resultou em um pod
com maior solubilidade, facilitando sua dissolugdo rapida em agua, algo essencial para
aplicacdes industriais e alimenticias. No entanto, um problema observado foi a adesdo excessiva
do po6 nas paredes do equipamento durante a secagem, o que diminuiu o rendimento do
processo. Mesmo assim, o rendimento foi em torno de 60%. Assim, elegeu-se a temperatura de
120°C para a avaliag@o da estabilidade desse produto durante o armazenamento. A partir dessa
condicdo resolveu-se também estudar o efeito do TPP como um agente reticulante, com e sem
a maltodextrina.

A célula com expressao de -galactosidase seca a 120°C com o uso de TPP como agente
reticulante apresentou atividade enzimatica de 56,65 pmol/min, rendimento do processo de
secagem de 53,92 £ 9,8%, atividade de agua de 0,285 + 0,02, umidade de 4,83 + 1,04%,
solubilidade de 86,79 + 0,27% e higroscopicidade de 38,63 + 1,39 g/100g de dm.

A ceélula com expressdo de [-galactosidase seca a 120°C com o uso de TPP como agente
reticulante e maltodextrina como carreador apresentou atividade enzimatica de 143,9 + 10,47
pumol/min, rendimento do processo de secagem de 63,31 + 5,45 %, atividade de agua de 0,244
+ 0,01, umidade de 2,96 + 0,97%, solubilidade de 88,88 + 0,57% e higroscopicidade de 23,426
+ 0,48 g/100g de dm. Tendo em vista esses resultados as analises seguiram para avaliagido da
morfologia das particulas através do MEV, estabilidade ao armazenamento e estabilidade

térmica.
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3.3.2 Estabilidade ao armazenamento das células de K. marxianus que expressam
atividade de pB-galactosidase seca por spray drying

Apos a secagem, por pulverizacdo a 120°C das células de K. marxianus que expressam
a atividade de (-galactosidase, os pos foram armazenados durante 120 dias a 4°C (refrigerada
em geladeira) e 25°C (ambiente) e a atividade enzimatica foi analisada a cada 30 dias para
avaliar a estabilidade do pé em relagdo ao armazenamento. Para essa finalidade, as amostras
foram acondicionadas em embalagens duplas com ziper, devidamente identificadas e
envolvidas em papel pardo para protecdo contra a luz tanto as amostras armazenadas em
temperatura ambiente quanto refrigerada.

Na Figura 3.4 sdo apresentados os resultados de atividade residual ao longo do tempo
das células sem agente carreador, cé¢lulas com maltodextrina a 2% (m/v), células com TPP a
1% (m/v) e células com a combina¢do de maltodextrina a 2% (m/v) e TPP a 1% (m/v). Na
Figura 3.4 sdo apresentados os resultados das amostras armazenadas sob refrigeragdo (4°C) e

os resultados das amostras que foram armazenadas em temperatura ambiente a 25°C.

Figura 3.4-Estudo da estabilidade ao armazenamento da célula de K. marxianus que expresssa

atividade de B-galactosidase: A) produto armazenado a 4°C e B) a 25°C.
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Os resultados indicam que a estabilidade da atividade enzimatica foi significativamente
afetada pela temperatura de armazenamento. Nas células secas sem agente carreador houve uma
redugdo da atividade enzimatica com o tempo de armazenamento, tanto na temperatura de
refrigeragdo quanto no ambiente. Em temperatura ambiente, observou-se uma queda acentuada
na atividade residual, reduzindo-se de 100% para 0% ao final do periodo analisado, com perdas
mais expressivas apos os primeiros 60 dias. Compensatoriamente, em condi¢do refrigerada, a
atividade enzimatica apresentou uma reducdo mais gradual, mantendo 54,66% da atividade
inicial apds 120 dias. Com isso, sugere-se que a refrigeragdo desempenha um papel de extrema
importancia na preservagdo da atividade enzimatica, retardando a perda de funcionalidade ao
longo do tempo de armazenamento.

Em relag@o aos demais tratamentos utilizados, para as células secas com maltodextrina
como agente carreador, os resultados demonstram uma preservacdo mais eficiente da atividade
enzimatica em comparag¢do com as celulas que foram secas sem agente carreador. Em
temperatura ambiente, a atividade residual apresentou uma queda mais lenta, mas de forma
progressiva, reduzindo de 100% para 38,64% apds o periodo de 120 dias, enquanto na condigao
refrigerada, a perda foi menos acentuada, mantendo 57,30% da atividade inicial ao final do
periodo. A maltodextrina demonstrou um efeito protetor, reduzindo a taxa de perda da atividade
enzimatica em ambas as condi¢des submetidas ao armazenamento. Claramente o uso de
maltodextrina melhorou a estabilidade da atividade da célula que expressa atividade de -
galactosidase, porém a refrigeragdo demonstrou ser, novamente, um fator importante para a

preservacao.
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Os resultados da estabilidade ao armazenamento de células secas com a combinacgio de
maltodextrina ¢ TPP mostram que esta condi¢do fornece uma prote¢do mais eficiente em
comparacdo com as demais condi¢des avaliadas, inclusive em relacdo a secagem da célula
apenas com o TPP. Em temperatura ambiente, a atividade residual diminuiu para 43,97% apos
120 dias, indicando uma perda progressiva, porém mais lenta em relacdo as condi¢cdes com
c¢lulas sem agente carreador (0%) e com maltodextrina isolada (38,64%). Na condigdo
refrigerada, foi apresentado maior estabilidade, com perda apenas de 17,38% em relagdo a
atividade inicial apos 120 dias de armazenamento. Esses resultados reforcam que a combinacdo
de maltodextrina com TPP atua de forma sinérgica, protegendo a enzima e garantindo maior
estabilidade, inclusive em temperatura ambiente.

Os resultados de estabilidade ao armazenamento de células secas com TPP como agente
reticulante indicaram uma protegao parcial da atividade enzimatica, com desempenho inferior
ao da combinacdo com maltodextrina. Na condi¢do com apenas com TPP, em temperatura
ambiente, houve uma rapida perda de atividade, atingindo 0% aos 90 dias. Visualmente para
essa condi¢@o, observou-se que alteracdes nas caracteristicas da amostra. Para esse tempo,
provavelmente as amostras adsorveram umidade e apresentaram uma textura pegajosa,
comprometendo sua integridade e tornando-as inadequadas para as analises. Em condigdo
refrigerada, a estabilidade foi mantida por mais tempo, mas com uma reducdo significativa da
atividade enzimatica, chegando a 30,80% ao final de 120 dias. Esses dados sugerem que,
embora o TPP forneca certa protecdo inicial, ele € menos eficaz quando usado sem agente
carreador, especialmente em temperatura ambiente.

O TPP ¢é um agente reticulante polianiénico que atua promovendo liga¢des cruzadas
eletrostaticas entre grupos amino da superficie celular, conferindo estrutura e certa protegdo a
enzima intracelular. No entanto, essas ligagdes sdo geralmente frageis, especialmente sob
condicdes de alta umidade e temperatura, o que pode explicar a rapida perda de integridade
estrutural e da atividade enzimatica observada nas amostras armazenadas a temperatura
ambiente (DI SANTO et al., 2021). Por outro lado, a maltodextrina forma uma matriz solida ao
redor das células durante a secagem, atuando como uma barreira fisica aos fatores ambientais
e contribuindo para maior estabilidade do sistema (DESCAMPS et al., 2013). O TPP ¢
comumente utilizado como agente reticulante na microencapsulacdo de enzimas e outros
compostos bioativos, especialmente em sistemas baseados em quitosana, um polissacarideo
cationico. No estudo de Busto et al. (2022), os autores encapsularam proteases utilizando

quitosana, e promoveram a reticulagdo com TPP. As microcapsulas formadas apresentaram alta
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eficiéncia de encapsulamento e maior estabilidade enzimatica em comparacdo com aquelas
produzidas sem o agente reticulante.

Embora maltodextrina e a quitosana (utilizada no trabalho de Busto et al. (2022)) sejam
estruturalmente distintas (a primeira, um polissacarideo neutro ¢ amorfo; a segunda, um
polimero com carater catidnico) os resultados observados neste estudo em comparagdo com a
literatura sugerem que, em ambos 0s casos, a presenga simultanea de TPP e um agente formador
de matriz pode atuar sinergicamente na protecao da enzima. A reticula¢do promovida pelo TPP
tende a estabilizar a estrutura superficial das células, enquanto a matriz vitrea formada pelo
carreador (como a maltodextrina) refor¢a essa estabilidade ao limitar a difusdo de agua e
proteger contra estresses térmicos e oxidativos. Como resultado, formam-se particulas mais
estaveis, com menor higroscopicidade e maior retengdo da atividade enzimatica ao longo do
armazenamento. Assim, essa possivel sinergia entre a reticulagao quimica promovida pelo TPP
e a protecdo fisica oferecida pelos agentes carreadores contribui de forma relevante para a
preservagdo da estrutura celular e da funcionalidade enzimatica, especialmente sob condig¢des
ambientais desfavoraveis, o que ndo € observado tdo expressivamente apenas com o agente
encapsulante ¢ muito menos utilizando somente o reticulante.

Ribeiro et al. (2024) avaliaram a estabilidade ao armazenamento de células que
expressam atividade de [-galactosidase secas a 90°C por spray drying durante
aproximadamente 56 dias (8 semanas), as amostras analisadas foram com: controle (apenas
celulas) e células microencapsuladas com os diferentes agentes (maltodextrina, goma arabica,
alginato de sddio e proteina isolada da soja). Comparando com os resultados obtidos no presente
estudo, pode-se observar que as microparticulas formadas com maltodextrina, proteina isolada
de soja e células sem material de parede mantiveram atividade residual superior a 80% apos
oito semanas em ambos os tipos de armazenamento. Em contraste, as microparticulas com
alginato de sodio e goma arabica apresentaram menor estabilidade, com atividade inferior a
60%. Embora o armazenamento refrigerado tenha demonstrado melhor preservagao em relagao
a temperatura ambiente, a diferenca na atividade residual entre as condi¢des ndo ultrapassou
20% ao final do periodo estudo pelos autores. Foi observado maior perda de atividade
enzimatica nas primeiras quatro semanas para todos os tratamentos, mas as células sem material
de parede sofreram maior reducdo entre a quarta e a oitava semana em ambas as condigdes.

Em comparag@o, os resultados do presente trabalho indicam uma perda mais acentuada
na atividade enzimatica ao longo de 120 dias, especialmente em temperatura ambiente, onde as
celulas secas sem agente carreador ndo apresentaram atividade residual e as amostras com

maltodextrina apresentaram 38,64%. A combinac@o de maltodextrina com TPP proporcionou
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maior protecdo, preservando 43,97% da atividade em temperatura ambiente e 82,62% sob
refrigeragdo, evidenciando um efeito sinérgico entre os dois agentes. Embora as diferengas
metodologicas e do tempo de armazenamento, ambos os estudos reforcam que a utilizacdo de
agentes protetores, especialmente a maltodextrina, ¢ o armazenamento refrigerado séo fatores
cruciais para a preservacao da atividade enzimatica. Além disso, a combinag@o de maltodextrina
¢ TPP na temperatura de secagem a 120°C promoveu menor atividade de agua e umidade,
apresentou menor higroscopicidade em relagdo ao uso do reticulante sozinho ou da célula sem

nenhum aditivo, fatores que sdo cruciais para melhor estabilidade ao armazenamento.

3.3.3 Estudo da estabilidade térmica da célula de K. marxianus que expressa atividade de
B-galactosidase seca por spray drying

A estabilidade da enzima [-galactosidase ¢ influenciada pela temperatura, tornando
essencial sua avaliacido em diferentes condicdes térmicas, especialmente visando sua utilizacdo
em condi¢des de processamento que envolvam a temperatura. Os resultados da estabilidade
térmica em relacdo aos pos obtidos de celulas secas com maltodextrina a 2% (m/v) e a
combina¢do de maltodextrina a 2% (m/v) e TPP a 1% (m/v) e ressuspendidos, estdo
apresentados na Figura 3.5. Nessa Figura sdo apresentadas as atividades relativas ao longo do
tempo de incubacdo nas temperaturas de 30, 35, 40 e 50°C, evidenciando o impacto

significativo da temperatura na estabilidade.
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Figura 3. 5- Resultados da estabilidade térmica das células de K. marxianus que expressam
atividade de B-galactosidase seca com maltodextrina e maltodextrina com tripolifosfato de
sodio por spray drying ao longo do tempo de incubacdo nas temperaturas de: a) 30, b) 35, ¢)

40 e d) 50°C.
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Pode ser observado na Figura 3.5 (A) que a adi¢do de TPP junto a maltodextrina ¢ a
celula aumentou a resisténcia térmica da enzima a 30°C por 24 horas, mantendo cerca de 75%
da atividade inicial, enquanto a célula com maltodextrina isolada permitiu apenas 40% de
retencdo da atividade inicial. Na Figura 3.5 (B), a maltodextrina sozinha preservou melhor a
atividade enzimatica do que associada ao TPP. A adigao de trifosfato de sodio leva a uma queda
brusca da atividade logo nos primeiros 200 minutos, mantendo-se com atividade abaixo de 60%
do valor inicial. Na Figura 3.5 (C), quando as amostras foram expostas a 40°C por 300 minutos,
a perda de atividade foi mais rapida com a combinagio de células, maltodextrina e TPP, sendo
que a formulagdo apenas com o uso de celulas e maltodextrina manteve a atividade enzimatica
acima de 50% por volta de até¢ 100 minutos, porém a enzima perdeu cerca de 75% da atividade
em 300 minutos em ambas as formulagdes. Para a reagao a 50°C por 30 minutos (Figura 3.5
(D)), nota-se uma perda de atividade abrupta em ambas as formulag¢des, porém a formulagao

que apresenta a combinagdo de células, maltodextrina e trifosfato de sodio apresentou ligeira
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vantagem nos primeiros 10 minutos, mas ambas convergiram para valores de atividade
enzimatica muito baixos (~10%) em 20 a 30 minutos.

De modo geral, a adicdo de TPP a formulag¢ao com maltodextrina ndo conferiu vantagem
significativa em relagdo ao uso isolado da maltodextrina na maioria dos tratamentos térmicos.
Como evidenciado na Figura 3.5 (C), a amostra contendo apenas maltodextrina manteve maior
atividade enzimatica ao longo do tempo em comparagdo aquela com a combinagdo de
maltodextrina ¢ TPP, quando submetidas a 40°C. Isso pode estar relacionado ao fato de que o
TPP, apesar de suas propriedades estabilizantes, pode modificar o microambiente da enzima e
comprometer a sua estrutura em condigdes térmicas mais elevadas.

Por outro lado, em temperaturas mais baixas, como 30°C e 35°C (Figuras 3.5 (A) e 3.5
(B)), observa-se que a formulacdo com TPP foi mais eficaz em manter a estabilidade enzimatica
ao longo do tempo, especialmente na fase final das curvas, indicando potencial vantagem em
aplicacdes que envolvam armazenamento ou uso prolongado a temperaturas moderadas. Ou
seja, para as aplicagdes industriais que envolvam estabilidade térmica em temperaturas até
aproximadamente 35°C, a combinac¢do de células com adicdo de maltodextrina e TPP se mostra
promissora.

No trabalho de Ribeiro et al. (2024), ao analisar a -galactosidase encapsulada em
microparticulas formadas por maltodextrina, por proteinas isoladas de soja (PIS) e por apenas
caldo fermentado, observou-se que a atividade enzimatica foi reduzida de forma progressiva
com o aumento da temperatura e do tempo de incubacdo. Quando a amostra foi submetida a
30°C, houve uma redugio de aproximadamente 29% a 33% da atividade apds 24 horas, sendo
a formulacdo com maltodextrina a que apresentou maior perda, enquanto as microparticulas
com PIS e com apenas cé¢lula sem material de parede apresentaram resultados similares ao final
do tempo de incubagdo. Ja a 35°C, a microparticula com maltodextrina teve uma queda de 33%,
a com PIS de 38% e a formada apenas por célula manteve cerca de 65% da atividade inicial
apos 12 horas. A 40°C, observou-se uma perda acentuada em todas as formulagoes (71% a 79%
em 300 minutos), sendo a microparticula com PIS a mais instavel. Por ultimo, a 50°C, todas as
formulagdes apresentaram queda drastica na atividade enzimatica ja nos primeiros 15 minutos,
com valores residuais proximos de 0,05 apds 30 minutos, evidenciando rapida inativacdo
térmica nesse nivel de temperatura.

Os dados experimentais de atividade enzimatica residual em fungdo do tempo de
incubacdo, obtidos para cada temperatura e tratamento, foram submetidos ao ajuste de modelos
de desativagao térmica, conforme metodologia descrita no item 3.2.6. Utilizou-se o software

Statistica® 8.0, aplicando o método numeérico de Levenberg-Marquardt, com o objetivo de
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estimar os parametros cinéticos com base nos melhores ajustes (HENLEY; SADANA, 1985;
MORE, 1978).

A selecdo do modelo mais adequado foi baseada na combinacdo entre o maior valor do
coeficiente de determinag¢do (R?) e o menor valor da soma dos quadrados dos desvios,
garantindo, assim, a melhor representacio do comportamento experimental. A partir dos
resultados obtidos, verificou-se que o modelo cinético de desativagdo de primeira ordem
(Equagao 3.6) apresentou melhor desempenho para todas as temperaturas analisadas. Dessa
forma, este modelo foi adotado para descrever a cinética de inativacdo térmica nos dois sistemas
avaliados: célula com maltodextrina e célula com maltodextrina e TPP.

Na Tabela 3.3 s@o apresentados os parametros cinéticos de desativagdo de primeira
ordem, a soma dos quadrados dos desvios e a analise de significancia, utilizando o teste t de
Student, adotando como parametros significativos os que apresentaram niveis de significancia
menores que 10% para a célula K. marxianus seca por spray drying com adicdo de

maltodextrina e maltodextrina e TPP.

Tabela 3.3- Ajuste dos dados experimentais ao modelo de desativagio térmica de primeira
ordem para (-galactosidase presente na célula de K. marxianus seca por spray drying com

adicdo de maltodextrina e maltodextrina e tripolifosfato de sodio.

Tratamento TEC) Kd(min') Valor-p R? SWV-V)2

Células com adi¢do de maltodextrina 30 0,000657 0,112237 0,99 0,00542059
Células com adigdo de maltodextrina 35 0,00350 0,0001964 0,95 0,057630693
Células com adigdo de maltodextrina 40 0,009980 0,013917 0,99 0,01510472
Células com adi¢do de maltodextrina 50 0,382005 0,000351 0,99 0,00114794
Células com adigdo de maltodextrina e TPP 30 0,00062 0,026095 0,99 0,0001686

Células com adi¢do de maltodextrina ¢ TPP 35 0,005561 0,00 0,99 0,000541715
Células com adi¢do de maltodextrina ¢ TPP 40 0,027764 0,000234 0,99 0,00141753
Células com adigdo de maltodextrina e TPP 50 0,214456 0,000318 0,99 0,00257129

Todos os resultados obtidos foram significativos com nivel de confianca de 90% e

apresentaram coeficiente de determinacio (R?) superiores a 0,95 e os valores da soma do

quadrado dos desvios foram inferiores a 0,069, desta forma o ajuste foi considerado
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adequado. Foi observado que quanto menor a temperatura, menor foi o valor de kq obtido, ou

seja, maior a estabilidade da enzima, como era de se esperar. As equagdes de desativagdo

térmica de primeira ordem obtidas a partir do ajuste do modelo estdo dispostas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Equacdes de desativacdo térmica de primeira ordem

Equacio de desativa¢do térmica de

Tratamento T (°C)
primeira ordem
; - . A
Células com adi¢do de maltodextrina 30 E = 0000657 Xt
. : A
Células com adi¢do de maltodextrina 35 ) = g~ 00004X1
' ) A
Células com adigdo de maltodextrina 40 10 = g~ 0009980 X1
. - . A
Células com adigdo de maltodextrina 50 10 = p~0.382005X¢
Células com adi¢ao de maltodextrina e A
30 —__ p—000062Xt
TPP A0
Células com adigdo de maltodextrina e A
35 L — 0005561 Xt
TPP AO
Células com adi¢do de maltodextrina e A
40 = 0027764 Xt
TPP AO
Células com adigdo de maltodextrina e A
50 I _ 0214456 Xt
TPP AO

Por meio das constantes de desativacdo térmica (kq) que foram ajustadas aos modelos

de desativagdo que apresentaram o melhor ajuste, foi calculado os tempos de meia vida

conforme a Equagao 3.9 para cada temperatura e tratamento. Os resultados estido apresentados

na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5 - Valores de kd e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem

de desativagdo térmica para B-galactosidase presente na célula de K. marxianus seca por spray

drying.
Tratamento T (°C) Kd (min) R? t %2 (min)
Células com adi¢ido de maltodextrina 30 0,000657 0,99 1055,02
Células com adi¢do de maltodextrina 35 0,00350 0,95 198,04
Células com adi¢do de maltodextrina 40 0,009980 0,99 69,45
Células com adi¢do de maltodextrina 50 0,382005 0,99 1,81
Células com adi¢do de maltodextrina e TPP 30 0,00062 0,99 1117,98
Células com adi¢dao de maltodextrina ¢ TPP 35 0,017000 0,99 124,44
Células com adig¢do de maltodextrina e TPP 40 0,027764 0,99 24,97
Celulas com adi¢ao de maltodextrina e TPP 50 0,214456 0,99 3,23

A enzima incubada a 30°C apresentou o maior tempo de meia vida para o tratamento
com a combina¢do de maltodextrina e trifosfato de sodio (1117,98 minutos), representando um
aumento de 62,96 minutos em relagdo ao tratamento com apenas maltodextrina (1055,02
minutos). Embora a diferenca entre os valores ndo seja muito expressiva, esse resultado pode
estar associado ao longo tempo total de incubagéo adotado no experimento (1440 minutos), que
pode ter favorecido processos de oxidacdo natural da enzima. Nesse cenario, a presenca do
trifosfato de sodio parece ter desempenhado um papel protetor, atuando como agente de
reticulacdo e fortalecendo a estrutura da matriz ao redor das células, o que possivelmente
reduziu a exposicdo da enzima a fatores degradativos ao longo do tempo.

Em 35°C a célula com apenas maltodextrina apresentou maior tempo de meia vida
(198,04 minutos), apresentando uma diferenca de 73,6 minutos a mais que o tempo de meia
vida da combinag¢do de maltodextrina e trifosfato de sodio. Na temperatura de 40°C observou-
se uma reducdo consideravel da atividade enzimatica, pois o tempo de meia-vida foi de 69,45
para a célula com maltodextrina e de 24,97 para a combinacdo de maltodextrina e trifosfato de
sodio. E porultimo para a temperatura de 50°C a queda da atividade enzimatica foi mais intensa

em ambos os tratamentos, sendo o tempo de meia-vida de apenas de 3,23 minutos para a
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amostra combinada de maltodextrina e trifosfato de sodio e de 1,31 minutos para aquelas que
foram adicionada apenas maltodextrina.

Esses resultados indicam que o trifosfato de sodio pode ter desempenhado um papel
importante na prote¢do e estabilizagdo da enzima ao longo do tempo, especialmente em
condic¢des mais brandas, como a 30°C, onde a incubac@o se estendeu por 1440 minutos. Nessa
situacdo, o trifosfato de sodio, ao atuar como agente reticulante, pode ter contribuido para uma
estrutura mais estavel, ajudando a minimizar os efeitos de possiveis reagdes oxidativas e, assim,
preservando a atividade enzimatica por mais tempo. Por outro lado, em temperaturas mais
elevadas esse efeito estabilizante ndo foi observado com a mesma intensidade. Mesmo com
tempos de exposicdo mais curtos, a acdo do calor aparentemente acelerou progressivamente a
degradacdo da enzima, superando a protecdo oferecida pelo reticulante.

Com base na equagao de Arrhenius na forma linearizada (Equagdo 3.10), utilizando o
software Excel 2016, plotou-se os dados de In (kq) em funcdo do inverso da temperatura

(K). O coeficiente angular da regressdao dos dados corresponde ao termo da equagdo de
Arrhenius _Rﬁ. Deste modo obteve-se a Figura 3.6 e a Equacdo 3.11 para a microparticula

formada com maltodextrina.

Figura 3.6 - Ajuste do modelo de Arrhenius ( ) aos dados experimentais (valores de

kq) para microparticulas de células com maltodextrina

y=-35142x+ 107,71
R?=0,909

9
0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033

O ajuste linear ao modelo de Arrhenius apresentou um coeficiente de determinagio de
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0,91 e a energia de ativacdo (Ea) calculada foi de 69,83 kcal/mol. A Equagao 3.11 e a Figura
3.6 foram obtidas apos o ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de

kq) da celula de K. marxianus seca com maltodextrina.
In (kd) = —35142 % + 107,71 (3.11)

O ajuste linear ao modelo de Arrhenius apresentou um coeficiente de determinagio de
0,98 e a Ea calculada foi de 52,78 kcal/mol. A Equacdo 3.12 e a Figura 3.7 foram obtidas apds

o ajuste ao modelo de Arrhenius para a célula de K. marxianus seca com maltodextrina e TPP.

Figura 3.7 - Ajuste ao modelo de Arrhenius () aos dados experimentais (valores de kd)

para microparticulas de células com maltodextrina e TPP.

0
-1
) y=-26565x + 81,035
) R2=10,9815
-3
-4
-5
-6
-7
-8
0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033 0,00335
1
In (kd) = —26565 . + 81,035 (3.12)

Sousa et al. (2021) avaliaram a estabilidade térmica da enzima B-galactosidase soluvel
obtida de K. marxianus em temperatura de 30°C e verificaram um tempo de meia vida de 3387,0
minutos e Ea calculada de 64,13 kcal/mol.

Ribeiro et al. (2024), ao avaliarem a estabilidade térmica a 30°C de uma célula de
K.marxianus que expressa atividade de P-galactosidase microencapsulada em spray dryer
também encontraram valores proximos, sendo o tempo de meia vida (min) de 2831,8; 3446,5 ¢
2637,2 kcal/mol e Ea iguais a 59,61; 62,22; e 56,25 kcal/mol para células microencapsuladas

com maltodextrina, PIS e célula sem material de parede, respectivamente. A amostra contendo
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apenas maltodextrina apresentou uma energia de ativacdo mais elevada (69,83 kcal/mol),
indicando maior resisténcia a degradag¢do térmica em comparagdo a formulagdo com a
combinacdo de maltodextrina e TPP, cuja Ea foi de 52,78 kcal/mol. Esse resultado sugere que,
sob aumento de temperatura, a presenga do TPP nao conferiu protegdo térmica superior, o que
também foi observado experimentalmente (Figuras 3.5). Portanto, embora a formulacdo com
maltodextrina isolada tenha demonstrado maior estabilidade térmica, a combinagdo com
trifosfato de sodio pode ter oferecido protec¢do adicional ao longo do tempo, especialmente em
temperaturas mais baixas, contribuindo para a preservagdo da atividade enzimatica frente a

danos oxidativos.

3.3.4 Avaliacao morfologica das células de K. marxianus seca por spray drying

A analise morfologica é fundamental para compreender a influéncia da maltodextrina,
TPP e sua combinacdo na estrutura do po formado pela secagem da célula por pulverizacdo a
120°C, bem como seu potencial de prote¢do a célula com expressdo da atividade de B-
galactosidase. Na Figura 3.8, pode ser observado os resultados da analise da microestrutura da
celula sem agente carreador.

Figura 3.8 — a) Microscopias eletronicas de varredura: a) célula sem agente carreador; b)

célula com adicdo de maltodextrina; c¢) célula com adicdo de maltodextrina e tripolifosfato de

sodio e d) célula e tripolifosfato de sodio, com aumento (amplificagao) de 10.000 vezes.

EHT = 600KV Signal A= SEY 11 Ape 2026
] WO = 130 W OREE  Gaoms

d)

1 pm EMT = 5,008V Signal A » SE1 1 Ape 2026 > St =251 Mmoo W
e e s ik Wo= 125mm Mags 1000KX a5t
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De forma geral, as micrografias obtidas revelaram variacdes na rugosidade superficial,
forma, presenca de fissuras e uniformidade das particulas, refletindo o papel de cada
componente na estabilidade fisica da matriz. A micrografia referente ao caldo fermentado seco
sem adi¢do de agente carrcador e reticulante foi amplificada 10000 vezes,
intensidade do feixe (EHT) 5.00 kV e distancia entre a amostra e a lente (WD) igual a 13 mm.
A microscopia referente a essa amostra mostrou particulas com morfologia variando de esférica
a irregular, superficie rugosa, colapsada, com estruturas visivelmente encolhidas ¢ deformadas.
Essa morfologia indica instabilidade estrutural, provavelmente decorrente da auséncia de
material formador de matriz, o que compromete a protecao das células durante a secagem. Tais
caracteristicas podem favorecer a oxidacdo e a degradacio da enzima durante o
armazenamento, como demonstrado no item 3.3.2, na qual se observou perda total da atividade
residual ao final de 120 dias em temperatura ambiente (25°C).

Na amostra contendo maltodextrina (Figura 3.8(B)), as particulas apresentaram
morfologia predominantemente esférica e contornos mais definidos em relagdo a amostra
anterior. A superficie manteve certa rugosidade, porém com colapso mais controlado — tipico
de formulagdes com agentes carreadores. A presen¢a da maltodextrina conferiu maior
uniformidade de tamanho e forma, favorecendo a formagdo de uma matriz protetora mais
eficiente. A imagem dessa amostra foi amplificada 10000 vezes, com intensidade do feixe
(EHT) de 5.00 kV e distancia entre a amostra ¢ a lente (WD) igual a 13,5 mm.

A amostra com a combinacdo de maltodextrina e TPP (Figura 3.8(C)) apresentou
particulas com morfologia esférica, contornos bem definidos e superficie suavemente enrugada,
mas mais compacta e estruturada do que nos demais tratamentos. Notou-se a presenca de
particulas maiores ¢ com superficie mais lisa, possivelmente indicando a formagdo de
microcapsulas com multiplas camadas. Essa estrutura refor¢ada pode ser atribuida a reticulagao
promovida pelo TPP associada a formacdo da matriz vitrea da maltodextrina, resultando em
maior estabilidade e prote¢do a enzima durante o armazenamento. Essa amostra foi analisada
com a imagem amplificada em 10000 vezes, intensidade do feixe (EHT) de 5.00 kV e distancia
entre a amostra ¢ a lente (WD) igual de 13,5 mm.

Por fim, a micrografia da amostra com TPP isolado (Figura 3.8(D)) revelou particulas
predominantemente irregulares e colapsadas, com invaginacdes profundas e contornos pouco
definidos. A superficie rugosa e o aspecto achatado de algumas particulas sugerem baixa
resisténcia a retracdo durante a secagem. Embora o TPP atue como agente reticulante, sua
aplicacdo isolada nédo foi suficiente para formar particulas com morfologia estavel, o que pode

comprometer a protecido da enzima frente a fatores ambientais. A imagem dessa amostra foi
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amplificada 10000 vezes, com intensidade do feixe (EHT) de 5.00 kV e distancia entre a
amostra ¢ a lente (WD) igual de 12,5 mm.

Esses resultados sdo coerentes com o estudo de Ribeiro et al. (2024), que observaram
diferencas morfologicas significativas na microencapsulagao de K. marxianus por spray drying
utilizando diferentes materiais de parede. No referido estudo, células encapsuladas com alginato
de sodio apresentaram particulas predominantemente esféricas, com algumas alongadas e
superficie mais lisa em comparagao aquelas produzidas com goma arabica ou maltodextrina. A
heterogeneidade no tamanho das particulas foi atribuida a presenca de multiplas células
encapsuladas em uma mesma microparticula, fendmeno também observado, em menor grau,
nos sistemas com maltodextrina.

Resultados semelhantes também foram relatados por (BARAJAS-ALVAREZ;
GONZALEZ-AVILA; ESPINOSA-ANDREWS, 2022) em um estudo com células de
Lactobacillus rhamnosus secas por spray drying. As micrografias revelaram particulas esféricas
com concavidades caracteristicas do processo, auséncia de fraturas superficiais e evidéncia de
formacdo de filme ao redor das células, sugerindo boa protecdo estrutural dos probiodticos, a
semelhanca do que foi observado neste trabalho com a combinagdo de maltodextrina ¢ TPP.

No estudo de Busto et al. (2022), a microencapsulag¢do da enzima Flavourzyme® por
spray drying em quitosana reticulada com TPP apresentou semelhanga com a presente pesquisa
ao analisar morfologia do produto seco com uso do TPP, ao apresentar particulas
predominantemente esféricas, mas com superficies claramente mais rugosas e sulcos profundos
em compara¢do as particulas ndo reticuladas. Esses achados refor¢am a hipotese de que o uso
de TPP na secagem por spray drying gera alteracdes morfologicas detectaveis por MEV que
podem estar diretamente relacionadas a prote¢do da enzima.

Desai; Park, (2005) investigaram o efeito de diferentes agentes de reticulagdo nas
microesferas de quitosana, sendo eles o tripolifosfato (TPP), formaldeido (FA) e gluteraldeido
(GA), por spray drying. As microparticulas de quitosana apresentaram diferengas morfologicas
significativas conforme o agente reticulante utilizado. Para as amostras reticuladas com TPP
foi observado particulas predominantemente esféricas com rugosidade acentuada e sulcos
profundos. O TPP se mostrou o agente reticulante mais eficaz, gerando microparticulas de
quitosana com alta eficiéncia de encapsulacdo (ate 99,17%). Esses resultados se correlacionam
com o presente estudo, onde o uso de TPP também levou a altera¢des morfologicas e a melhor
estabilidade em reacdes em temperatura amenas (até 35°C) ao longo do tempo e sua
combina¢do com maltodextrina ofereceu vantagens no seu uso em temperaturas superiores € na

estabilidade ao armazenamento da célula que expressa atividade de 3-galactosidase.
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4. CONCLUSAO

Neste estudo, objetivou-se estudar o processo de secagem por spray drying da [-
galactosidase intracelular produzida por Kluyveromyces marxianus com foco na preservagao da
atividade enzimatica e na estabilidade do produto final. Inicialmente, investigou-se o efeito de
diferentes temperaturas ¢ da adi¢do de maltodextrina sobre a atividade enzimatica ¢ as
propriedades fisico-quimicas do po obtido. Entre as condi¢des testadas, a secagem a 120°C com
adicdo de 2% de maltodextrina resultou nos melhores resultados de atividade enzimatica e
recuperagao (447,71 pmol/min), apresentando umidade de 3,02%, atividade de agua de 0,21,
solubilidade de 82,63%, higroscopicidade de 16, 4 g/100ms e rendimento de 62%.

A partir desses resultados, a investiga¢do foi aprofundada para avaliar o efeito da
combinacio de maltodextrina com TPP como estratégia para melhorar a estabilidade da enzima
durante o armazenamento, em temperatura ambiente e sob refrigeragao, por até 120 dias. Assim,
os resultados demonstraram que a combina¢do do agente carreador (maltodextrina) com o
agente reticulante (TPP) para a secagem das células de Kluveromyces marxianus que expressam
B-galactosidase foi a condi¢do que trouxe melhor estabilidade para a enzima desempenhar sua
atividade enzimatica durante o armazenamento, tanto refrigerada quanto na temperatura
ambiente. Embora para todas as formula¢des, o armazenamento sob temperatura de refrigeracao
preservou melhor a atividade enzimatica.

A caracteriza¢do morfologica por MEV nas amostras com TPP e maltodextrina revelou
particulas predominantemente esféricas e com superficie relativamente lisa, caracteristicas
desejaveis que indicam boa estabilidade e protecdo da célula. Por outro lado, as amostras secas
com maltodextrina isoladamente apresentaram maior atividade enzimatica em temperaturas
reacionais a partir de 35°C, indicando que essa formulacdo pode ser mais adequada para
aplicagdes em processos térmicos mais elevados.

Por fim, a secagem por spray drying de células expressando B-galactosidase de K.
marxianus € uma estratégia viavel e eficiente, capaz de gerar um produto com atividade
enzimatica preservada, estabilidade térmica e ao armazenamento, ¢ propriedades fisico-
quimicas adequadas para aplicacdes industriais. A combinacdo de maltodextrina e TPP se
mostrou-se promissora, permitindo modular as caracteristicas do produto final conforme as

exigéncias da aplicacdo pretendida.
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PROPOSTA PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliacdo da temperatura do po enzimatico ao atingir o coletor do spray dryer e sua
interferéncia na atividade enzimatica;

Avalicdo de diferentes métodos de secagem na condicdo otimizada com o agente
reticulante;

Avaliacdo da liberagdo enzimatica em condi¢des simuladas de uso alimentar.
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ANEXO A
CERTIFICADO TECNICO DO MICRORGANISMO
KLUYVEROMYCES MARXIANUS
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ANEXO B

Laudo técnico permeado de soro de leite em pé

Digitalizado com CamScanner
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APENDICE A
DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE CELULAS

A concentracdo celular foi obtida através da massa seca. Para isso coletou-se 150 mL
do caldo fermentado do reator, e em seguida centrifugou-se sob refrigerag¢ao (3500rpm, 4°C, 10
minutos), o sobrenadante foi descartado, o decantado foi ressuspendido em agua deionizada
(20mL), pesou-se em balanca analitica junto com o recipiente e entdo foram colocadas em
estufa ndo convectiva a uma temperatura de 80°C até que sua massa permanecesse constante.
A massa seca foi entdo obtida pela diferenca entre a massa final e a massa do recipiente. Para
obter-se o valor da curva foi utilizado os valores obtidos da absorbéncia e a diferenca obtida da
massa seca. Os resultados utilizados para determinagdo da curva padrao, o grafico e a equagdo

da curva padrao obtida sdo apresentados abaixo.

Concentragdo |\ hancia Curva de Calibragdo
de célula g/L Concentracdo de Célula x Absorbancia
7,5590 0,3000 -
0,7559 0,6230 —
0,3024 0,2550 '
0,1512 0,1230 __ 0,6000 ¥=1,216400¢
3 R?=5,99E-01
0,0756 0,0650 ~
2 0,5000
0,0378 0,0390 &
0,0302 0,0290 E 0,4000
0,0252 0,0370 2
T 03000
0,0189 0,0230 g
0,0151 0,0150 “ 02000
0,1000
Fonte: o autor.
0,0000 T T ]
0,0000 0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000 0,6000 0,7000
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APENDICE B
DETERMINACAO DE GLICOSE
A glicose-oxidase catalisa a oxida¢ao da glicose de acordo com a seguinte reacio:

GOD

Glicose + 0>, + H,O —_— Acido Glucénico +H-,0>

Consequentemente, o peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e
fenol, sob agdo catalisadora da peroxidase, através de uma reagido oxidativa de acoplamento
formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a
concentracdo da glicose na amostra.

POD
2H202 + 4aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H20

O kit Glicose Liquiform ¢ composto por dois reagentes, sendo o Reagente 1
apresentado  pronto para uso utilizando metodologia enzimatica de grande
especificidade analitica, de simples e facil aplicagio em laboratorio ¢ o Reagente 2
destinado a calibrag@o e determinacdo do padrao.

Este método pode ser utilizado em técnica manual e € facilmente aplicavel em analisadores
semi-automaticos e automaticos que medem com exatidao a absorbancia entre 490 e 520 nm.Na
Tabela abaixo esta descrito um esquema de como devem ser preparadas as amostras para se

determinar o teor de glicose.

Branco Teste Padrio
Amostra - 0,02 mL -
Padrio - -- 0,02 mL
Reagente 1 2,0 mL 2,0 mL 2,0 Ml

Todos foram misturados vigorosamente e incubados em banho-maria a 37 +2 °C durante
10 minutos. Apos esse tempo, eram lidas as absorbancias a 505nm em espectrofotdmetro,
considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de absorbancia em fun¢do da
absorbancia da amostra padrao (Equacdo) obtém-se a concentracdo de glicose.

Glicose (mg/dL)=  AbsorbanciadoTeste x 100

Absorb ancia do Padr 3o

Deste modo foi possivel obter a concentragao de glicose por meio do kit Labtest.
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APENDICE C
DESCONTO DA MALTODEXTRINA NA ATIVIDADE ENZIMATICA DO PO

Foi utilizado 0,375g de po para realizar o teste de atividade enzimatica da enzima seca
por spray drying, quando a enzima foi seca com o uso de maltodextrina como agente carreador
foi necessario fazer um ajuste de corre¢do da maltodextrina da seguinte forma:

Foi descontado a umidade em base Uimida para saber qual a quantidade em mL de
liquidos (tampao) e qual a quantidade de secos (celulas) estavam presentes na solucdo de
alimentac¢do (SA) do spray dryer, sendo assim as células (g) foi somada a quantidade de
maltodextrina (g) que € 100% de solidos presentes na SA, para saber a quantidade (%) de apenas
celulas presentes. Posteriormente o percentual de células obtidos foi utilizado para saber qual a
quantidade (g) de células ha na amostra (0,375g) presentes no teste de atividade enzimatica.
Finalmente a quantidade em Mmol/min de atividade enzimatica obtida na amostra total (0,375g
de células e maltodextrina) foi correlacionada para identificar a atividade enzimatica real, em

apenas (g) de células.



