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RESUMO

O uso de enzimas como biocatalisadores em processos industriais potencializa o
rendimento de produto. Contudo, enzimas soluveis sdo caras e ndao podem ser
reaproveitadas posteriormente, com isso uma alternativa altamente indicada € a
técnica de imobilizagdo, que torna a enzima estavel, com alto grau de especificidade
e apta a varios ciclos de uso sem comprometer o produto desejado. Sdo possiveis
diversas maneiras para a pratica deste método: imobilizagdo por retencao fisica,
ligacdo a suporte e ligacdo cruzada, de modo geral. Entretanto, o desempenho da
imobilizacdo estda muito condicionado a escolha do suporte adequado. Neste
contexto, o intuito deste Trabalho de Conclusao de Curso foi contribuirpara o estado
da arte ao que se refere ao levantamento bibliografico de suportes aplicados a
imobilizagdo da enzima B-galactosidase. Essa enzima tem grande destaque em uso
industrial, em diversas areas, sobretudo no mercado de intolerancia a lactose. Para
isto, foi feita investigacao de pesquisas recentes e de destaque na literatura, com
aplicacao de diferentes materiais e combinacbes de técnicas para o conjunto
suporte-enzima. Os trabalhos estudados foram analisados e comparados entre si,
considerando aspectos como origem da enzima, preparagdo e tratamento do
suporte, caracteristicas dos derivados, método de imobilizacdo, aplicacdo do
suporte, rendimento, estabilidade. Concluiu-se que, devido a nao existéncia de uma
maneira unica aplicavel a todas enzimas, as possibilidades sao infinitas de
combinacdes de imobilizacdo-suporte e que, a depender do beneficio esperado, a
selecdo dos suportes deve ser feita. Portanto, pesquisas e levantamentos nessa
area de estudo sao promissores e necessarios.

Palavras-chave: Imobilizagao Enzimatica; Suportes; B-Galactosidase.



ABSTRACT

The use of enzymes as biocatalysts in industrial processes boosts product yield.
However, soluble enzymes are expensive and cannot be reused, so a highly
indicated alternative is the enzymatic immobilization technique, which makes the
enzyme stable, with a high degree of specificity and suitable for several cycles of use
without compromising the desired product. There are several ways to practice this
method: physical restraint immobilization, support attachment, and crosslinking in
general. However, the immobilization performance is very dependent on the choice
of the appropriate support. In this context, the purpose of this Course Completion
Work was the contribution to the state of the art regarding the lifting of substrates
applied to the immobilization of the B-galactosidase. This enzyme has great
prominence in industrial use in several areas, especially in the lactose intolerance
market. For this, research was carried out on recent and prominent research in the
literature, with application of different materials and combinations of techniques for
the support-enzyme set. The studied works were analyzed and compared to each
other, considering aspects such as source of the enzyme, preparation and treatment
of the support, characteristics of the derivatives, method of immobilization,
application of the support, yield, stability. It was concluded that due to the non-
existence of a unique way applicable to all enzymes, the possibilities of
immobilization-support combinations are endless and that, depending on the
expected benefit, the selection of the supports must be made. Therefore, research
and surveys in this area of study are promising and necessary.

Key-words: Enzymatic Immobilization; Supports; 8- Galactosidase.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1: Areas de aplicacdo da 8-galactosidase

....................................................... 9
Figura 2: Vista inferior do tetramero B-galactosidase E. COli.. ...........cccccuuueuunnnnnnnnnee 11
Figura 3: Métodos para imobilizagdo de enzimas. ..........ccuuveiiiiiieiiiieiiicie e, 13

Tabela 1: Classificagao de suportes de acordo com sua origem. ............ccccccceeeennnnn.. 17



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... 7
2. OBUETIVOS ...ttt et e e e e e eas 10
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 10
3.1, B-galactosidase .........ooooiiiiiiiii 10
3.2, IMODIZACAOD.......coeeeeeee e 12
3.2.1. Imobilizag@o por AdSOrgao FiSiCa.........cccuuuiiiiiiiiiiiiiiic e 13
3.2.2. Imobilizagdo por Ligagao I0NICa .........ccooevviiiiiieiiee e 14
3.2.3. Imobilizag&o por Ligagdo Covalente...........oooeeeiiiiiiiiiieeieeec e 14
3.2.4. Imobilizagdo por Encapsulamento..........ccooovveeiiiiiiiii e 15
3.2.5. Imobilizag&o por Ligagao Cruzada ...........ccovveeeiiiiiiiie e 16
3.2.6. Materiais utilizados como suportes para imobilizagao............cccoeeeeevvvevevinnnnnnn. 16
4. SUPORTES UTILIZADOS EM IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE......18

4.1. Imobilizagdo da B-galactosidase em nanoparticulas magnéticas recobertas
com quitosana e sua aplicagdo na sintese de galacto-oligossacarideos a base de

FoTe1 (0] [0 1T = TR 18

4.2. Sondando o confinamento de p-galactosidase em silica mesoporosa por

€SPECIrOSCOPIA RAMAN ... ..o e 18

4.3. Quelagao por colageno na imobilizagcdo de [-galactosidase de Aspergillus
oryzae: um biocatalisador potencial para hidrolisar a lactose por processos

(0 [=YT070) 0111 018 (o 1< TN UT TR TR 19

4.4. Preparacao, caracterizagdao e liberacdo in vitro de nano particulas de

polieletrdlito carregadas com B-galactosidase ..........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiienee 20

4.5. Estudo da imobilizacdo de p-galactosidase de Aspergillus oryzae,
Kluyveromyces lactis e Saccharomyces marxianus var lactis em matriz de alginato

de calcio, gelatina e transglutaminase .............ooooiiiiiiii i 20

4.6. Melhoria da atividade recuperada e estabilidade da [-galactosidase
Aspergillus oryzae imobilizada em Duolite A568 por combinacdo de métodos de

g 8(0] o1 1= o= Lo TSP 21



4.7. Imobilizagdo de B-galactosidase de Aspergillus oryzae em matriz de agarose

funcionalizada por quatro diferentes métodos e aplicacdo na sintese de lactulose ..22

4.8. Adsorgado simultanea e fixacao de B-galactosidase de Aspergillus oryzae na

membrana de fibra oca polissulfona em camadas de polieletrélito ........................... 23

4.9. Sintese de galacto-oligossacarideos prebidticos de lactose usando pg-
galactosidase bifidobacteriana (BbglV) imobilizada em DEAE-Celulose, Q-

Sepharose e amino-etil-agaroSe ... 23

4.10. Melhoria da derivatizagdo de quitosana para a imobilizagdo da 3-galactosidase
de Bacillus circulans e sua posterior aplicagdo na sintese de galacto-

(o] oo 1STST=Toz=1 o {0 [T 1 J PSPPI 24

4.11. Microencapsulacdo de B-galactosidase com diferentes biopolimeros por um

processo de secagem POr PUIVEIZAGAO ......uuuuiieeeeeeieeiiiiiiaee e e e e e eeeeetaas e e e e e e eeeeennnnnnes 24

4.12. Otimizagao do processo de imobilizacdo da B-galactosidase por reticulagao

combinada de armadilhas e pela cinética da hidrdlise da lactose................c..uue. 25
5. DISCUSSAOD ... et 26
6. CONCLUSAOD ..., 28

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cocuiiiiieeceieeeeeteeee e, 30



1. INTRODUGCAO

Os processos biotecnologicos sdo amplamente utilizados para gerar
produtos com alto valor agregado em setores tdo diversos como 0 de quimicos,
papel e celulose, mineragao, téxteis e energia. Nos ultimos 30 anos, a biotecnologia
tem se transformado numa importante ferramenta para o aumento da capacidade
inovadora de diversos setores da economia, especialmente nos paises mais
desenvolvidos e um grande destaque nesse campo é o0 uso de enzimas, que
catalisam reagbes quimicas. Diante desse fato, a pesquisa de novas enzimas ou o
melhoramento do desempenho de catdlise de enzimas ja conhecidas se faz
necessario.

Cortez (2017) afirma que diferente dos catalisadores metalicos nos
processos quimicos, as enzimas agem como um reagente ambientalmente
favoravel, uma vez que sdo completamente degradaveis e os processos enzimaticos
sdo realizados sob condigbes operacionais mais brandas. Segundo o estudo
realizado pela empresa de pesquisa Freedonia Group, a venda de enzimas poderia
chegar a 2,8 bilhdes deddlares em 2014 (SANTOS, 2012).

Entretanto, o alto custo com enzimas apresenta-se como um grande
desafio para tornar sua aplicagdo viavel. Diversas estratégias tém sido propostas
para superar essa limitacao desde o redesenho da molécula de enzima por técnicas
de engenharia de proteinas até o desenho racional de matrizes e procedimentos
para imobilizagdo enzimatica (FERNANDEZ—LAFUENTE et al., 1995; ILLANES,
1999; LOPEZ GALLEGO et al., 2005; MATEO et al., 2007). A alternativa mais
aplicada é a imobilizagao.

Uma enzima é definida como imobilizada quando ela esta fisicamente
ligada ou retida em um suporte sélido sobre o qual passa um substrato que €&
convertido em produto (CHIBATA, 1978; GUISAN, 2006). Na década de 50 esta
tecnologia foi apresentada, pela primeira vez, via produgdo de preparagoes
enzimaticas imobilizadas por inclusdo em matrizes poliméricas e por ligacdo em
suportes. Desde entdo, foram desenvolvidos numerosos métodos de imobilizagao
em diferentes materiais e, devido as suas vantagens sobre enzimas livres, seus
derivados imobilizados sao objetos de consideravel interesse.

O uso de enzimas imobilizadas permite a implementacédo de sistemas de
produgao continua com expressivos ganhos de produtividade. Além disso, como as

enzimas estao sujeitas a inativagao devido a fatores fisicos, quimicos ou bioldgicos



durante o armazenamento ou uso, enzimas imobilizadas tendem a ser mais estaveis
podendo ser usadas em processos continuos (GARCIA-GALAN et al., 2011).
Portanto, a imobilizagdo pode ser a chave para a otimizagcdo do desempenho
operacional de uma enzima em processos industriais abrindo rotas alternativas para
novas aplicagbes biotecnoldgicas. Dentre as muitas aplicagdes de imobilizagao
enzimatica, destaca-se a imobilizagcdo da enzima B-galactosidase, devido ao seu uso
ser bem-sucedido na medida em que pode superar 0os problemas associados com 0s
custos de enzimas soluveis.

B-galactosidase € uma enzima da familia das hidrolases que catalisa a
hidrolise da ligagdo glicosidica da lactose em glicose e galactose (ADAM et al.,
2004) permitindo a reducdo do teor de lactose, o que implica em vantagens
nutricionais e tecnoldgicas, e aumenta a dogura dos produtos lacteos. Segundo
Mattar e Mazo (2010), no Brasil a intolerancia a lactose acomete 80% dos
individuos, 57% da populagédo de cor branca, e chega a atingir 100% da populagao
de origem japonesa. Ademais, essa intolerancia afeta cerca de 70% da populagao
adulta mundial, enquanto a taxa de prevaléncia de intolerancia a lactose é de 60%
no Paquistdo. A intolerancia a esse acucar é devido a diminuicdo dos niveis da
enzima (-galactosidase na parede intestinal. Com isso, a hidrélise da lactose pode
ser considerada como uma nova operagao unitaria, que pode ser integrada
transformando diversas matérias-primas contendo lactose (PESSELA et al., 2003).

A enzima também €& capaz de realizar reacdo de transferéncia
(transgalactosilagdo) do residuo galactosil com a formagao de uma variedade de di -,
tri-, e oligossacarideos chamados de galacto-oligossacarideos (GOS) (PARK e OH,
2010). Porém, sua aplicagao nao é restrita ao de produtos lacteos, sendo relatada
atuacdo em diversas areas como medicina, biologia molecular, biomarcadores,
genética, ciéncia da vida, industria alimenticia, entre outros, conforme Figura 1
(SHARMA, 2017).



Figura 1: Areas de aplicacdo daB-galactosidase (Adaptado de SHARMA, 2017).
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Como exemplos de aplicagao tem-se o uso em suplemento alimentar de
aves (ARAUJO et al., 2008), biomarcador de cancer de ovario (XIANGZHU et al.,
2019) e de osteoartrite (WANG et al., 2017), indicadorde amadurecimento de frutos
(LIMA et al., 2006), marcador de senescéncia de células somaticas (TOKMAKOV
eSATO, 2019), producdo de prebidticos (SILVERIO et al., 2017), bioindicador de
contaminantes E. Coli (WANG et al., 2017), entre outras.

Enzimas podem ser imobilizadas por diferentes métodos, tais como:
encapsulacido em membranas poliméricas; ou em matrizes poliméricas; adsorcdo em
materiais insoluveis hidrofébicos ou em resinas de troca ibnica; ligagcao covalente a
uma matriz insoluvel ou por reticulagao.

Nos ultimos 5 anos, foram publicadas mais de 43.000 pesquisas
referentes a enzimas imobilizadas (busca realizada no Scopus da CAPES com o
termo de pesquisa “immobilized enzymes”). Observa-se que, um processo eficiente
de imobilizacao é afetado pelas caracteristicas da enzima, do suporte e do método
empregado (CANTONE et al., 2013), sendo suporte o principal contribuinte para o
bom desempenho de um sistema de imobilizacdo (MENDES et al., 2011).

De acordo com sua origem, os suportes podem ser classificados como
materiais organicos e inorganicos. Quanto a sua morfologia, podem ser porosos, nao
porosos e de estrutura em gel. Existem suportes organicos naturais ja consagrados
considerando o grande numero de trabalhos publicados, todavia, ndo existe um
meétodo ou suporte de imobilizagao unico aplicavel a todas as enzimas e suas varias
aplicagdes, dependendo das caracteristicas particulares da enzima e das condigbes
de uso de enzima imobilizada, com isso, novos suportes tém sido utilizados e muito

pouco se sabe sobre eles ou ndo séo reportados na literatura. O estudo de suportes
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aplicado a enzima (-galactosidase, € importante por conta da sua instabilidade
frente as adversidades do meio reacional e sua sensibilidade a mudangas durante

os processos, conforme Braga (2012) reforga.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste Trabalho de Conclusdo de Curso é investigar
suportes utilizados na imobilizagdo da enzima [-galactosidase disponiveis na
literatura.

Para a abordagem da meta proposta, os objetivos especificos sao
definidos a seguir:

e Estudar a enzima $-galactosidase: definigdo, origem, aplicagoes;

e Analisaras técnicas mais aplicadas na imobilizagdo enzimatica;

e Avaliar a literaturasobre recentes tipos de suportes utilizados para a
imobilizagdo da enzima (-galactosidase;

e Comparar os métodos selecionados.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. B-galactosidase

Segundo Chibata (1978), enzima é um tipo de substancia organica, em
geral proteinas, com atividade intracelular ou extracelular em organismos cuja
funcao principal € o de proporcionar a rota com a menor energia de ativagao e
consequentemente, um curto tempo de reacdo em condicbes moderadas de
temperatura e pressdo. As enzimas podem ser de origem vegetal, animale
microbiana, podendo ser obtidas através de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (SANTOS, 2012).

Recentemente, B-galactosidases (EC 3.2.1.23), membros de glicosil
hidrolases, sdo destacados por seus potenciais para a sintese de lactulose através
de transgalactosilagdo (LIAO et al., 2016). E uma enzima da familia das hidrolases
que catalisa a hidrélise da ligagao -1,4glicosidica da lactose em glicose e galactose
(ADAM et al., 2004) .A estrutura de p-galactosidase de origem de E. coli, é
representada na Figura 2 (MATTHEWS, 2005), em que constitui-se por quatro
cadeias polipeptidicas, identificadas como A-D, cada uma com cerca de 1023

aminoacidos, conforme o autor afirma.
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Figura 2: Vista inferior do tetrdmero -galactosidase E. coli. (MATTHEWS, 2005).
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Popularmente conhecida como Iactase, atua na obtencao de produtos lacteos
com baixo teor de lactose; o que implica em vantagens nutricionais e tecnolégicas, e
aumenta a dogura dos produtos lacteos. Com isso atua na melhoria da qualidade
sensorial de produtos como doce de leite, sorvete e leite condensado, na melhor
biodegradabilidade do soro de queijo, entre outros (KLEIN, 2016; PANESAR et al.,
2010).

A origem da enzima determina o seu potencial de transgalactosilagéo e a
sua capacidade de empregar moléculas diferentes como aceptores do residuo
galactosil. As B-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas
entre vegetais — particularmente em améndoas, péssego, damasco, magad —, em
orgaos de animais, como intestino, cérebro, testiculos, placenta (FACIN et al., 2015)
e também sdo produzidas por grande quantidade de microrganismos, tais como
fungos filamentosos, bactérias e leveduras (FREITAS et al., 2012).

Embora as (-galactosidases de organismos termofilicos (DAABROWSKY
et al., 2000; LADERO et al., 2002) e psicrofilicos (CAVICCHIOLI et al., 2002) sejam
atraentes,as enzimas mesofilicas de Aspergillus e Kluyveromyces, ambas com
GRAS (Generally Recognized as Safe - Geralmente Reconhecidos Como Seguros),
sdo os mais adequados para uso industrial (ILLANES et al., 1993). Os primeiros séo
termoestaveis e tém um pH étimo entre 3,5 e 5,5 (YANG et al.,1994).

A aplicagdo industrial de p-galactosidases pode ocorrer de duas
maneiras: em solu¢do, com o uso da enzima livre, ou imobilizada via suporte. Sua

aplicacdo em forma livre é tecnicamente simples, porém limita sua reutilizagcao e
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representa um impacto econémico significativo devido ao alto custo de obtencéo e
purificacdo de enzimas (OLIVEIRA et al., 2011). Desta forma, as lactases pertencem
ao grupo de biocatalisadores cuja imobilizagado tem despertado crescente interesse,
devido ao amplo potencial de aplicagdo na industria de alimentos (KLEIN, 2010).
Com isto, as técnicas de imobilizacdosdo altamente indicadas como alternativa
eficaz para os processos industriais, sendo economicamente viavel e produtiva. Os

principais métodos de imobilizagdo sao abordados na segao seguinte.

3.2.Imobilizagao

A quantidade de biocatalisadores novos tem aumentado substancialmente
acompanhando o desenvolvimento da biotecnologia. Embora muitos possam ser
usados como enzimas livres ou como células inteiras, a imobilizagdo acrescenta
recursos que podem melhorar significativamente a viabilidade comerciale
estabilidade. Algumas das vantangens da imobilizacdo sao:a facilidade de
separagao da enzima e capacidade de reutilizagao, simplificando a recuperagao e
reciclagem dos biocatalisadorese reduzindo os custos operacionais (LIU et al. |,
2012). Segundo Rafael (2014), a imobilizacdo de enzimas possibilita catalises
heterogéneas de reagbes enzimaticas, tendo também vantagens ecoldgicas,
econdmicas e toxicolégicas de igual importancia. Kriznik (2018) cita que além do
aumento da atividade das enzimas, a imobilizagdo atua na estabilidade contra
valores extremos de pH e altas temperaturas. Outra vantagem é a facilidade nos
processos de separagdo, que podem ser aplicados em tecnologias da vida real,
como industrias de limpeza.

A selecdo da técnica de imobilizacdo afeta o desempenho como
sensibilidade, seletividade e estabilidade, pois afeta a orientagcdo da enzima, carga,
mobilidade, estabilidade eestrutura (SHARMA, 2017). No geral as formas de
imobilizagdo podem ser através de: ligacdo a suportes (adsorgao fisica, ligagao
covalente, ligagao idnica), retencgao fisica (em matriz, microcapsula ou membrana) e

via ligagao cruzada, conforme apresentado na Figura 3, a seguir:
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Figura 3: Métodos para imobilizagdo de enzimas (DALLA VECCHIA et. al, 2004 ).
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Para uma escolha econdmica do método de imobilizagdo, é necessario o
conhecimento da reacgao desejada, o processo de aplicagdo da enzima imobilizada,
condicdes do meio, modificacdes causadas na estabilidade, atividade, pH e demais
fatores. Por conseguinte, € importante conhecer os métodos de imobilizag&o, para
uma boa escolha de acordo com o processo. Os principais métodos de imobilizagao

sao objetos de abordagem nos subitens seguintes.

3.2.1. Imobilizagao por Adsorgao Fisica

Em adsorgéo fisica, a enzima € imobilizada num transportador insoluvel
em agua e os biocatalisadores sdao mantidos na superficie dos transportadores por
forgas fisicas (forcas de Van der Waals) (PANESAR et al., 2010). Nesta modalidade,
a adesdo da enzima em suporte ndo foi preparada em especial para ligagcéo
covalente. Como vantagem tem-se, além da facilidade e simplicidade, a pouca
alteragcédo da estrutura conformacional da enzima. Em contraponto, este método é
muito sensivel ao meio, ou seja, a principal limitacao da técnica reside no fato de
que existe influéncia bastante acentuada das condi¢ées ambientais promovidas pelo
meio de cultivo na capacidade de retencao das células no suporte. Normalmente os
fatores que interferem neste método de imobilizagao sao: concentragao ibnica e pH,
conforme Schimidell et al. (2001) menciona.

Pavel et al. (2017) realizaram experimento comparativo utilizando a

adsorcdo, para avaliar a atividade de pf-galactosidase em macroporos e
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mesoporos,preparado por um meétodo sol-gel a partir de um precursor de silica e
uma dispersao de nanoparticulas lipidicas sélidas em uma fase de micela, para
aplicagbes como hidrdlise de lactose. Ja Gonawan et al. (2015), desenvolveram um
procedimento simples envolvendo adsorgao e fixagdo simultaneas para imobilizar -
gal de Aspergillus oryzae num médulo de membrana de fibra oca de polissulfona

para converter a lactose em GOS.

3.2.2. Imobilizagao por Ligagao Iénica

A ligacdo ibnica utiizada como meio de imobilizacdo, envolve
basicamente interagbes idnicas e eletrostaticasentre ions de proteinas e ions de
carga oposta da resina, ou seja, fundamenta-se na atracdo da enzima pelo suporte
que disponibiliza residuos favoraveis para a troca iénica. Neste tipo de imobilizacao,
a energia compreendida entre o suporte e a enzima € maior, pois as ligagdes idbnicas
sdo mais fortes que as de Van der Waals (adsor¢ao), entretanto, mais fracas do que
a ligacéo covalente.

Algumas das vantagens dessa técnica sdo: a rapidez do processo de
imobilizacdo, simplicidade e a possibilidade de reuso do suporte apdés a remocgao da
enzima (HUSAIN, 2010), além do baixo custo, disponibilidade de suportes, pouca
mudancga conformacional na enzima, o que permite o alcance de derivados
imobilizados com altas atividades enzimaticas. J& como principal desvantagem
desse protocolo, tem-se que as enzimas podem ser liberadas do suporte durante a
reacao, por isso € importante a manutencao de forga idnica necessaria € ao pH da
solugdo em que a enzima imobilizada catalisa a reacao, de acordo a afirmacao de
Lemos (2018). Guidini et al. (2010) realizaram trabalho por meio de método de
ligacao ibnica combinada e reticulagao para a imobilizagao de B-galactosidase de A.
oryzae. Ali Osman (2014) utilizaram B-gal bifidobacteriana BbglV imobilizada em
DEAE-celulose e Q-Sepharose via ligacao ibnica e em agarose de amino-etilo para

catalisar a sintese de GOS.

3.2.3. Imobilizagao por Ligagao Covalente
O método de ligacdo covalente se baseia na retencdo de enzimas na
superficie do suporte via formagcao de ligagdo covalente. Ocorrem devido a sua

cadeia lateral de aminoacidos como lisina, arginina, acido aspartico, histidina, com
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base no grau de reatividade de diferentes grupos funcionais como imidazol, indol,
fendlico, hidroxil, como estudado por Cowan e Fernandez-Lafuente (2011).

A imobilizagao covalente proporciona uma ligagado mais duradoura e evita
a perda por lixiviagdo quando entra em contato com o solvente, aumentando assim a
estabilidade a longo prazo (PAGAN et al., 2015). Dentre os métodos de imobilizagdo
disponiveis, a ligagao covalente é o mais efetivo em termos de estabilizagao térmica
e operacional das enzimas (MANRICH et al., 2008). Este tipo de imobilizagao é
condicionado pela presencga de fungdes reativas no suporte para uma boa fixagdo da
enzima (ALI et al., 2015). A desvantagem desta técnica é que para a ativagéo de
grupos funcionais presentes no suporte, ocorrem o uso de elementos organicos, o
que possibilita a desnaturagao proteica. Contudo, a possibilidade de reducédo de
custos de producao por meio da recuperacao e reutilizacdo de enzimas imobilizadas
covalentemente potencializa sua aplicagao, (MILETIC et al.,, 2012, apud Rafael,
2014). Como exemplo de aplicacéo, tem-se a pesquisa de Kriznik et al. (2018) em
que B-galactosidase de Aspergillus oryzae foi ligada covalentemente a amino-silano
e quitosana MNPs., visando aplicagdo em processos biotecnoldgicos em especial,

na area de quimica verde.

3.2.4. Imobilizagao por Encapsulamento

O método por encapsulamento consiste em proteger os biocatalisadores
em um unico compartimento de volume definido, que representa um microambiente
separado do ambiente externo conforme citado por Ficanha et al. (2015).

Uma caracteristica deste método, que também o torna vantajoso, € a
manutencdo da mobilidade da enzima, devido a nao existéncia de ligagdes quimicas
ou fisicas entre a enzima e o suporte. Pode ocorrer via retengcéo do biocatalisador
por membrana porosa ou por formacdo de estrutura porosa tridimensional
envolvendo a enzima. Pradella et. al. (2001) mencionam sobre as vantagens
estabelecidas pelo entrecruzamento, também conhecido como envolvimento, como
sua facilidade, baixissima toxidez e alta capacidade de reteng¢ao celular. O maior
fator limitante desse processo € a velocidade com qual o substrato e osprodutos
formados difundem-se através da membrana. Estevinho et al. (2014) publicaram a
pesquisa sobre imobilizagdo de p-galactosidase usando a técnica de
encapsulamento com goma arabica, quitosana, quitosana modificada, alginato de

calcio e alginato de sddio.
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3.2.5. Imobilizagao por Ligagao Cruzada

Nesse método, através de recurso de um agente multifuncional, as
enzimas sdo ligadas vigorosamente entre si. E primordial nesta técnica de
imobilizagdo a selegcdo de um reagente que promova a ligagdo entre grupos nao
envolvidos na catalise e que esteja em concentracédo suficiente para a completa
imobilizacdo e manutengao da atividade enzimatica (CARVALHO et al., 2015).

Este método ¢ livre de suporte, quando estudado isoladamente, e as enzimas
estdo ligadas umas as outras, ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), formando
uma estrutura tridimensional complexa (CARDOSO et al. 2007). Consiste na
formacdo de inumeras ligagdes cruzadas criando uma rede tridimensional de
moléculas de enzima. Ocorre com o0 uso de agentes bifuncionais ou multi-funcionais,
(diaminas alifaticas ou glutaraldeido) que estimulam a auto-reticulagdo das enzimas.
Contudo, a ligagao cruzada é comumente aplicada como uma associagao a outras
técnicas de imobilizacdo.Como desvantagem, este método sofre limitagdes devido a
difusdo e dificuldade do controle da formacdo das ligacbes, além da pequena
retencdo da atividade e a estabilidade mecéanica reduzida, o que implica na
aplicagao industrial. Ja a maior vantagem, € a simplicidade do método.

Tanriseven e Dogan (2002) usaram glutaraldeido como agente “cross
linking” na imobilizagdo da B-galactosidase em alginato e gelatina. Ribeiro et al.
(2019) realizaram imobilizagdo da enzima invertase SBA-15 em diferentes moléculas
organicas como agentes funcionalizantes ancorados nos grupos silanol presentes na
superficie de materiais mesoporosos como o SBA-15, através diferentes tipos de
imobilizacao, entre eles via reticulagao (ligacao cruzada).

Considerando os métodos de imobilizagao apresentados neste Trabalho,
pode-se notar que o uso de suporte € bem aplicado para imobilizar enzimas.

Portanto, o assunto “suporte” € dissertado, a seguir.

3.2.6. Materiais utilizados como suportes para imobilizagao
Braga (2012) ressalta que tdo importante quanto o método de
imobilizacdo é a escolha do suporte. O bindmio suporte—método mais adequado
sera aquele que propiciar uma maior atividade apds imobilizagdo. Conseguinte,
serdo tratados de maneira geral, algumas consideragbes referentes a suportes

aplicados a imobilizagcao enzimatica.
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E importante lembrar que, dependendo das condi¢bes de imobilizagdo e
dos suportes empregados, a enzima apresentara diferentes propriedades finais,
podendo alterar, por exemplo, sua estabilidade frente ao pH e temperatura
(ALMEIDA et al., 2008). A selecao do suporte contendo alta concentragdo de grupos
reativos para permitir a ligacdo suporte enzima e ao mesmo tempo em que
preservam a estrutura multimérica é um passo muito importante (BOLIVAR et al.,
2009). A boa escolha do suporte deve levar em consideragao algumas
caracteristicas fundamentais para o sucesso da imobilizagao, entre as quais, ser: de
custo baixo,estavel frente aos parametros do processo,resistente ao ataque
microbiolégico, natureza hidrofilica ou hidrofdbica, regeneravel (para serem
utilizados em nova imobilizagao), ser inerte (n&o reativo com a enzima), facilidade de
manuseio, quimica e mecanicamente estaveis, compreender grupos quimicos que
podem ser ativados ou modificados (em especial para aplicacdo de ligagao
covalente, que pode sugerir a mudanga da superficie do suporte), elevada area
superficial e ser altamente poroso.

Souza et al. (2017) relatam que a eficiéncia de um protocolo de
imobilizagdo €& determinada levando em consideragdo alguns parametros como :
calculo da concentracdo de proteina imobilizada, (Pl), calculo da atividade
recuperada (AR), calculo do fator de estabilidade (FE); calculo do rendimento de
imobilizacao (RI), o que retrata também, o sucesso do suporte aplicado.

A classificacdo dos suportes, de acordo com a origem, € dada como
materiais organicos e inorganicos. Ja levando em consideracdo sua morfologia,

classificam-se em porosos e ndo porosos.

Tabela 1: Classificac&o de suportes de acordo com sua origem (GALVAO, 2004).

Organicos Inorgénicos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados

Agar Albumina Nylon Areia Aluminossilicato
Agarose Colageno  Poliacrilamidas Bentonita Ceramica

Amido Gelatina Poliacrilatos Homeblenda Oxido de Ferro
Celulose Proteinas Poliamidas Pedra- Pome Silica

Polissacariedos Seda Poliestireno Vidro
Quitosana Polivinilos
Vinil

Devido a especificidade de cada processo e as inumeras formas de
imobilizacdo com a combinacao de diferentes suportes, foram feitas investigacées
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na literatura e os trabalhos mais recentes no que se trata de suportes destinados a

B-galactosidase sao descritos no capitulo 4.

4. SUPORTES UTILIZADOS EM IMOBILIZAGCAO DE B-GALACTOSIDASE
Inumeros trabalhos relatados na literatura usam diferentes tipos de

técnicas de imobilizacdo aplicando variados suportes. Neste capitulo, sao citados

recentes e relevantes estudos acerca da imobilizagdo da -galactosidase em ordem

cronoldgica.

4.1.Imobilizacao da B-galactosidase em nanoparticulas magnéticas recobertas
com quitosana e sua aplicagdo na sintese de galacto-oligossacarideos a
base de lactulose
Nguyenet al. (2019) imobilizaram covalentemente (-gal em nanoparticulas
magneéticas revestidas de quitosana ativadas com gutaraldeido como potencial
aplicacao na produgao de GOS. Os valores 6timos de conteudo de proteina foi 0,45
mg/mL, pH em 4,9 e tempo de rendimento em 4,9 horas. Com a imobilizacao, a
estabilidade da enzima subiu de 2,5 para mais de 6 dias de meia vida a 60°C. A
atividade enzimatica permaneceu em 85% apds 8 ciclos de uso a 60°C, pH 4,5 por
4h. Ja o rendimento maximo de atividade da enzima, teve o valor maximo de 98,8%.
Os autores variaram as concentracdes iniciais de lactulose entre 0,58 e 2,34 M, para
a sintese de GOS e com alimentacdo de 2,34M as 36h de reacdo, obteve-se o

rendimento maximo de 17% mol/mol de GOS.

4.2.Sondando o confinamento de B-galactosidase em silica mesoporosa por
espectroscopia Raman

O trabalho apresentado por Prazeres et al. (2019) intitulado “Sondando o
confinamento de (-galactosidase em silica mesoporosa por espectroscopia Raman”
apresenta a imobilizagdo de B-gal em silica ndo porosa e em macroporos. Através
da espectroscopia Raman, foi estudada a adsor¢cao especifica da enzima em
materiais de silica meso-macroporosa, de poros interconectados de 9nm e
macroporos de 20 nm. Apds analise dos resultados, os autores verificaram
indicativos de uma fissorcdo preferencial em macroporos. Ao aumentar a

concentracdo de enzima, foi notado confinamento em mesoporos. Concluiram que
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propriedades texturais dos materiais de silica parecem ser fator chave na adsorcao

enzimatica.

4.3.Quelagao por colageno na imobilizagdo de B-galactosidase de Aspergillus
oryzae: um biocatalisador potencial para hidrolisar a lactose por processos
descontinuos

Gennari et al. (2018) publicaram um estudo sobre a quelagao por colageno na
imobilizagdo da p-galactosidase de Aspergillus oryzae como um biocatalisador
potencial para hidrolisar a lactose por processos em batelada. O trabalho inédito
neste estudo de acordo com os autores expde a imobilizacdo de [(-galactosidase
usando o colageno em pd (Col) como matriz, formando quelato com aluminio.
Também foi realizado o tratamento com colageno incluindo &acido acético,
glutaraldeido e uma combinagédo de aluminio e glutaraldeido (Col-Al-Glu-Gal). Os
derivados gerados foram Col-HAc-Gal (B-gal imobilizada em colageno tratado com
acido ceético), Col-Glu-Gal (B-gal imobilizada em colageno tratado com
glutaraldeido), Col-Al-Ga (B-gal imobilizada em colageno tratado com sulfato de
aluminio) e Col-Al-Glu-Gal (B-gal imobilizada em colageno tratado com combinacgao
de sulfato de aluminio e glutaraldeido).

Os resultados obtidos indicaram imobilizacdes de rendimento elevado
(superior a 80%) e alto padrdo de eficiéncia (superior a 99%), com cargas de
proteinas variando de 500 a 1200 mg/gde suporte. Porém, os valores de Ky
aumentaram e a velocidade da reagao, diminuiu. Os perfis de temperatura da
enzima livre e imobilizada mantiveram-se semelhantes, ao passo que o valor 6timo
de pH foi de 5,0 para 6,0 quando imobilizadas. Os derivados de Col-Al-Gal e Col-Al-
Glu-Gal sustentaram alta atividade enzimatica na hidrélise descontinua da lactose
em solugdes de permeado e lactose por 50 e 60 ciclos, respectivamente. A
estabilidade térmica foi avaliada para investigar a aplicabilidade da enzima
imobilizada em escala industrial e todos os derivados exibiram tempos de meia vida
superiores aos da enzima livre. Depois de imobilizada, a enzima manteve atividade

enzimatica elevada em cerca de 50 a 60 ciclos de uso.
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4.4.Preparagao, caracterizacao e liberagcao in vitro de nano particulas de
polieletrélito carregadas com B-galactosidase

Por meio do trabalho "Preparacao, caracterizagao e liberagéo in vitro de
nano particulas de polieletrélito carregadas com [B-galactosidase",Hongcai Zhang et
al. (2018) prepararam nanoparticulas de B-quitosana (CS) carregadas com g-gal
(NPs) via técnica de gelificacdo ibnica e atragdo eletrostatica para melhorar a
eficacia da encapsulagdo e a capacidade de liberagcdo in vitro, relatado como
primeiro deste tipo via uso de nanoparticulas deB-quitosana.

Com o intuito de contornar o problema associado ao tratamento de
intolerancia a lactose, no qual suplementos comerciais de ($-gal tem baixa eficacia
de utilizacdo devido a rapida inativagdo, e apenas uma pequena quantidade das
moléculas permanece disponivel apdés a administragdo oral, foi realizado este
estudo. O tamanho de particulas de (-gal carregadas com baixo e alto peso
molecular B-CS NPs atingiram 584,37 e 652,46 nm, com potencial zeta de 26,37 e
16,46 mV sob condi¢cdes otimas. As NPs preparadas quase nao apresentaram
citotoxidade na faixa de 0,1 a 1,0 mg mL™". Ja os estudos de liberacdo in vitro
realizado em pH 4,5 e 7,4 mostraram que as NPs com baixo e alto peso molecular 8-
CS carregadas com (-gal, atingiram eficacia de encapsulagao de 68,32 e 58,64% e
sustentaram a liberagdo da B-gal ao longo de 12 horas. Os autores defendem que
NPs de B-CS carregados com pf-gal, podem servir como transportadores de

distribuicao nao toxicos para aplicagaono tratamento da intolerancia a lactose.

4.5.Estudo da imobilizagdo de pB-galactosidase de Aspergillus oryzae,
Kluyveromyces lactis e Saccharomyces marxianus var lactis em matriz de
alginato de calcio, gelatina e transglutaminase
Darif (2018) estudou a imobilizacdo de B-galactosidases comerciais via
gelificagdo ibnica de alginato-gelatina-TGase e em esferas e lentes de PVA-
Lentikats®. Em relagdo a atividade da (-galactosidase, o alginato tipo Il (14000 cP
Sigma-A7128 [M/G=1,56]) foi o que se sobressaiu em relagdo aos parametros
averiguados. Foi verificado que a inclusdo de gelatina e transglutaminase para a
imobilizagdo em alginato, impactaram de maneira positiva na retencéo da atividade
enzimatica, em detrimento a enzima livre. A imobilizagao feita em esferas e lentes de

PVA-Lentikats® forneceu baixa atividade.
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As [-galactosidases A e B neutras (Kluyveromyceslactis) tanto livres
como imobilizadas em alginato de calcio-gelatina-TGase obtiveram 35°C em pH de
7,0 como condi¢des de temperatura e pH 6timos de atividade. Ja 40°C e pH de 7,0
foram as encontradas para a denominada p-galactosidase C (Saccharomyces
marxianus var. lactis), tanto imobilizada quanto na forma livre. E para D (Aspergillus
oryzae), a temperatura 6tima para a atividade foi de 50°C e pH 4,5, enquanto
imobilizada, e 45°C e pH 4,5 para a forma livre. Também foi avaliado a reutilizagao
da B-galactosidase neutra C e (-galactosidase acida D imobilizadas. A espécie C,
apods 3 bateladas de 6h cada, a 35°C apresentou atividade enzimatica de cerca de
75,6% via imobilizagdo em alginato de calcio-gelatina-TGase, e na 52 batelada, este
valor caiu para 42% e, para a 10?, foi para 12% de atividade, respectivamente. Ja a
B-galactosidase D, através da mesma imobilizacdo e condigdes de operagdo com
temperatura de 45°C, obteve 77% de atividade apdés 3 bateladas de 6horas, e a

atividade caiu para 62% e 37%, na 52 e 10? batelada, respectivamente.

4.6.Melhoria da atividade recuperada e estabilidade da pB-galactosidase
Aspergillus oryzae imobilizada em Duolite A568 por combinagdo de
métodos de imobilizagao

Falleiros et al. (2017) imobilizaram B-gal originada de A. oryzae em
Duolite A568 através da associagcao da adsorcao fisica, em incubagao tampao (pH
9,0) e cross-linking com glutaraldeido. O método baseou-se em combinar métodos
de imobilizagdo simultaneamente para imobilizar a enzima, em trés etapas:
imobilizacdo por adsorcdo em resina, incubagao a pH 9,0 e reticulacdo utilizando
glutaraldeido.

A atividade da enzima aumentou em 44%, em comparagdo com
biocatalisador resultante da imobilizagcdo. A estabilidade do biocatalisador proposto
foi maior do que o de dois passos (adsorcéo e reticulagdo) e também em relagado a
enzima livre. Ja em relagéo a estabilidade térmica, a faixa compreendida esta entre
55 a 65°C. Ao que se refere a cinética térmica de desativagao, foidefinida como de
primeira ordem com energia de ativacdo e desativagao térmica de 71,03 kcal-‘mol™” e
5,48h como tempo de vida na temperatura de 55 °C, e estabilidade muito boa com
pH variando de 1,5 a 9, para a imobilizacao sugerida. Os autores concluiram que a
imobilizagdo de B-galactosidase com uso de adsorgéo, incubagdo em tampédo pH 9 e

reticulacao, respectivamente, suportado por Duolite A568 foi a combinacdo que
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forneceu a melhor atividade e estabilidade, equiparado ao biocatalisador alcancado
via adsorcado e reticulagdo apenas. Sendo assim, o mais interessante para a

aplicagao industrial.

4.7.lmobilizacao de pB-galactosidase de Aspergillus oryzae em matriz de
agarose funcionalizada por quatro diferentes métodos e aplicagdo na
sintese de lactulose

Uma maneira alternativa de avaliar o uso de suporte é variando-se o
tamanho da molécula. Guerrero et al. (2017), utilizaram deste recurso para imobilizar
B-galactosidase de Aspergillus oryzae em matriz de agarose e funcionalizada por
quatro diferentes métodos, para determinagaodo efeito do tipo de imobilizacao sobre
o rendimento e especificidade da sintese de lactulose a partir de lactose e frutose.
Os métodos citados no titulo se referem aos quatro diferentes suportes utilizados
para a imobilizagdo multi-pontual covalente da (B-gal: glioxil-agarose (GA), amino-
glioxil-agarose (Am-GA), carboxil-glioxil-agarose (Cx-GA) e quelato-glioxil-agarose
(Che-GA).

A variacado da morfologia do suporte foi o mecanismo aplicado para testar
as propriedades do biocatalisador, via uso de agarose de trés tamanhos diferentes:
fino (20-50um), padrdo (50-150 pm) e macro (150-350um) e cinco graus de
reticulagdo (2, 4, 6, 8 e 10%) como suportes de imobilizagdo. As enzimas
imobilizadas em todos os tamanhos e cargas de proteinas demonstraram maior
estabilidade que a enzima livre, sendo que a carga proteica ndo afetou a
estabilidade. Em face de todas as analises feitas, o tamanho das particulas teve um
forte efeito sobre o rendimento de imobilizacdo expressa e a atividade especifica
para todos os biocatalisadores. Ja a atividade especifica e estabilidade de Am-GA-
AOG foram altas; 7700 U/g, onde U= micromol por segundo; e rendimento de
imobilizagdo, em 39, 4%. Entretanto, o rendimento de lactulose e seletividade de
lactulose, que representa a razao molar de lactulose para TOS no meio reacional,
foram menores do que as encontradas com relacdo a GA-AOG, embora a maior
parte entre os suportes heterofuncionais. E também, maiores rendimentos de

lactulose e seletividade foram os obtidos com GA-AOG.
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4.8. Adsorcao simultanea e fixagao de B-galactosidase de Aspergillus oryzae
na membrana de fibra oca polissulfona em camadas de polieletrélito

Seguindo a imobilizacdo de p-gal derivada de Aspergillus oryzae,
Gonawan et. al (2016) apresentam o trabalho “Adsorcao simultédnea e fixagdo de (-
galactosidase Aspergillus oryzae na membrana de fibra oca polissulfona em
camadas de polieletrélito”. O estudo envolveu adsorgéo e fixacdo simultdnea para
imobilizar a B-galactosidase em modulo de membrana de fibra oca de polissulfona
para converter lactose em GOS. O sistema se baseou em polietilenimina usada
como camada intermediaria de polieletrdlito para favorecer a adsorcdao de (-gal,
sendo entdo esta fixada com com glutaraldeido por reticulagao.

Os resultados mostraram que o rendimento da atividade na superficie da
membrana, aumentou proporcionalmente a concentragdo de f-gal utilizada durante
a adsorcdo. A fixagdo segue o mesmo comportamento. A concentragdo 6tima de
polietilenimina e glutaraldeido foi de 5%(v/ v) e 15%(v/v), respectivamente. O maior
rendimento de atividade obtido foi de 1,26 U cm™ a 5 m/.mL da concentracéo de S-
gal. Alias, a B-galactosidase imobilizada exibiu maior produtividade especifica e
atividade de transgalactosilagdo estavel em comparagédo com a enzima livre durante

a reacao de conversao catalisada para a producao de lactose.

4.9.Sintese de galacto-oligossacarideos prebiodticos de lactose usando G-
galactosidase bifidobacteriana (BbglV) imobilizada em DEAE-Celulose, Q-
Sepharose e amino-etil-agarose

A catalise da sintese de GOS também foi estudada com outro tipo de
suporte. Ali Osman et al. (2014) propuseram sintese de galacto-oligossacarideos
prebiodticos de lactose usando B-galactosidase bifidobacteriana (BbglV) imobilizada
em DEAE-Celulose, Q-Sepharose e amino-etil-agarose. Utilizando ligagao iénica
para imobilizar a §-galactosidase em DEAE celulose e Q-Sepharose e em agarose
de amino-etilo e amino-glioxal por ligagao covalente, e posteriormente, foram usados
para a catalise da sintese de galacto-oligossacarideos (GOS).

O rendimento maximo de produto usando tanto DEAE-Celulose quanto Q-
Sepharose e BbglV livre foi o mesmo, com valores de 49-53%, o que indica
auséncia de limitacdo de difusdo e transferéncia de massa. O rendimento de
imobilizacdo superou 90% via ligacao idbnica, em relacdo a ligagado covalente. Em

relacdo a estabilidade operacional do BbglV e a produtividade da sintese do
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prebiotico, estes dois parametros aumentaram até quando o processo atingiu a
temperatura de 55 °C. Entretanto, para amino-etil-agarose, a produgdo de GOS

obtida foi menor (42-44%) comparada com a enzima livre.

4.10. Melhoria da derivatizagcao de quitosana para a imobilizagcado da -
galactosidase de Bacillus circulans e sua posterior aplicagao na sintese de
galacto-oligossacarideos

Seguindo como foco a sintese de galacto-oligossacarideos, tem-se o
trabalho realizado por Urrutia et al. (2014). Nesta pesquisa, os autores utilizaram
dois suportes derivados de quitosana. No primeiro caso, a quitosana foi derivatizada
por reticulagdo com glutaraldeido e ativada com epicloridrina. Ja no segundo tipo de
suporte, também com o uso de epicloridina, foi feita a reticulacéo e a ativagao. Este

processo foi realizado em duas etapas: favorecendo a reticulacdo do suporte, e

apos, foi feita a funcionalizagdo do suporte (C-EPI-EPI). Os grupos epodxis foram

oxidados e hidrolisados resultando em dois suportes ativados com diferentes

concentracdes de aldeido (100-250 pymol-g™"). Considerando a atividade expressa e

a estabilidade térmica, o melhor suporte foi o C-EPI-EPI com 200umol de grupos de

aldeido por grama de suporte.

O rendimento da imobilizacdo em relagao a atividade e proteinaforamde

17,3% e 61,5%, respectivamente. O biocatalisador obtido foi de 280Ul/g e alta

estabilidade térmica, sendo a meia vida 449 vezes o valor da enzima soluvel.

Quando aplicado a sintese de GOS em batelada repetida, a partir do quarto lote

sucessivo € que se obteve produtividade especifica cumulativa superior ao obtido

com uso de enzima livre.

4.11. Microencapsulagao de B-galactosidase com diferentes biopolimeros por
um processo de secagem por pulverizagao

Devido ao grande numero de polimeros existentes, aplicagdo de suportes
dessa origem também se torna interessante. Estevinho et al. (2014) investigaram a
produgdo de microparticulas contendo B-galactosidase (Escherichia coli da marca
Calbiochem) empregaram diferentes polimeros como suportes gerando agentes
encapsulantes. O intuito foi a aplicagcdo em técnicas de libertacdo controlada de
enzimas em industrias alimentar, farmacéutica, quimica e de tratamento de residuos.

Os materiais usados foram goma arabica, quitosana, quitosana modificada, alginato
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de calcio e alginato de sédio. Nos experimentos, a atividade de [B-galactosidase
microencapsulada diminuiu com todos os biopolimeros (quitosana, alginato, goma
arabica).

A comparagdao da atividade especifica forma soluvel e da B-gal
imobilizada, forneceu valores de 27, 20, 20 e 13% usando como suportes goma
arabica, quitosana modificada, alginato de calcio e alginato de sddio,
respectivamente. Em relagdo a velocidade maxima da reagdo, Vmax, as
microparticulas de enzimas imobilizadas com goma arabica tiveram menor
interferéncia no parametro, no que se refere ao decréscimo deste valor, seguido de
alginato de calcio, alginato de sodio e quitosana modificada. O potencial zeta
(estabilidade do sistema coloidal) também foi avaliado, resultando na ordem
crescente de estabilidade: goma arabica, quitosana, quitosana modificada, alginato
de calcio e alginato de sédio, e em comparagdo com a enzima livre, todos os
suportes propostos forneceram sistemas estaveis. A respeito da morfologia, as
microcapsulas produzidas pelos biopolimeros resultaram em formas esféricas e com
diametro em torno de 3um. As particulas formadas com quitosana ou goma arabica,
apresentaram superficie muito aspera, em contraponto, as particulas oriundas de
alginato de caélcio ou sodio e quitosana modificada, constituiram-se de superficie

lisa.

4.12. Otimizacdao do processo de imobilizacido da p-galactosidase por
reticulacao combinada de armadilhas e pela cinética da hidrélise da
lactose

Freitas et al. (2012) relatam a imobilizacdo de [-galactosidase de
Aspergillus oryzae via método de aprisionamento em alginato de sodio e gelatina e
reticulagdo com glutaraldeido aplicados na hidrélise de lactose. Para isto, foram
diversificadas as concentragdes de alginato, gelatina e glutaraldeido. Outro objetivo
do trabalho foi investigar a cinética de hidrolise da lactose em relagdo as
concentracdes de lactose e produto. Para verificar a influéncia da concentragao de
lactose(substrato) na atividade da enzima, foi variada a concentracdo numa faixa de

10 a 100 g L™". Também realizaram estudo da influéncia da concentraco inicial de

lactose, glicose e galactose (produtos da reagao). Os valores utilizados foram 10 a

56 ge L' para lactose, entre 0 e 11,5 ge L™ para os produtos.
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O desempenho dos suportes propostos foiverificado através da analise de
alguns parametros. As concentragbes de alginato, gelatina e glutaraldeido que
alcangaram os maiores valores para atividade da p-galactosidase foram 6,60%,
4,05% e 3,64% (p/v), respectivamente. Agora, em relacao a influéncia da quantidade
de substrato e produtos, os autores concluiram que a glicose em nada influencia a
atividade da enzima. Entretanto, a concentracao de lactose, ndo inibiu a atividade de
B-gal. E em relagéo a galactose, foi analisado qual modelo de inibicdo enzimatica se
adequou mais, e neste caso, foi o proposto por Michaelis-Menten com inibigao
competitiva. Os valores de constante de Michalis-Menten (Kn) e para inibicdo (K)
encontrados foram, 48,83 e 53,33 mM, respectivamente e 51,49 e 5,64 mM, nessa
ordem, para a enzima livre. Ao que se refere a estabilidade da enzima, apés 25

usos, a atividade permaneceu em 80% apds a -galactosidase imobilizada.

5. DISCUSSAO

Os trabalhos cientificos abordam o tema “suporte” realizando
investigacdes acerca de novos suportes e, sugerindo modificagcbes em suportes e
técnicas existentes.

Os principais aspectos que todos os artigos e teses supracitados
buscaram, foi o aumento do rendimento especifico e a estabilidade térmica da
enzima, em face da (-galactosidase livre. Todos os trabalhos atingiram este objetivo
com porcentagens que variam de 17 a 99%. De fato, o que comanda o uso do
suporte é o conjunto de fatores que estdo associados a aplicagéo.

E incontestavel a abundante aplicacdo de imobilizagdo de B-galactosidase
em hidrélise de lactose. Isto pode ser feito imprimindo mudangas apenas na
morfologia, conforme Guerrero et al. (2017), que variou o tamanho da molécula
enzima-suporte de agarose e os graus de reticulagédo, concluindo que ha um grande
efeito, de formas variadas, na atividade da enzima. Freitas et al (2012) também
enfocam nesta aplicagao, entretanto, utilizam o recurso de variagéo na concentragao
dos materiais aplicados como suportes.

Outra possibilidade € o uso do mesmo material para obter diferentes
derivados, sendo o método de obtencao do suporte,a chave deste recurso. Tal tatica
foi usada por Urrutia et al. (2014) na preparagao da quitosana via reticulagao, dando
origem a dois suportes distintos. O tempo de meia vida do suporte obtidoindica a

eficacia do procedimento: 449 vezes o valor da enzima livre. Esta técnica é
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interessante quando ja se tem estoque de um determinado material para aplicagédo
de imobilizagao.

Estevinho et al (2014) usa também este método, aplicando quitosana e
quitosana modificada, entre outros, como suporte. Contudo, se baseiam no uso de
materiais poliméricos e no método de encapsulacéo para a liberagao controlada de
B-galactosidase. Neste trabalho, o que se podeperceber, é que a natureza da matriz,
reflete extremamente no suporte formado, uma vez que quitosana e goma arabica
resultaram em moléculas de superficie aspera e as demais, lisa, sendo todas
estaveis e com rendimentos maiores do que os com enzima livre. Genari et al.
(2018) também contempla este recurso: a aplicagcdo de formas diferentes de
materiais, combinados com tratamento de mais de uma substancia ao longo da
preparagcao do suporte, com o seu suporte destacando-se com maior eficiéncia
dentre os citados neste Trabalho de Conclusédo de Curso, com o valor em torno
99%.

Inovagdes que tentam contornar problemas de estabilidade apontam
como que em determinadas aplicagbes, ndo s6 o rendimento € importante, mas
outros fatores ponderam o sucesso da imobilizaggo. Isto foi visto em Hongcai Zhang
et al. (2018), que trazem a proposta de aplicacao de -galactosidase imobilizada no
tratamento de intolerancia a lactose, em que a eficacia fica em torno de 58%,
entretanto, baixissimo nivel de citotoxidade ao organismo sao apresentadas pelas
nanoparticulas obtidas para serem digeridas como medicagao.

Comparativos de mesmo método e suporte para enzimas de fontes
diferentes, segundo a abordagem de Darif (2018) para suportes comerciais € uma
maneira muito interessante de analisar e aproveitar suportes ja disponiveis no
mercado. Contudo, de modo geral, os estudos abordados no capitulo anterior, em
sua maioria, utilizam a enzima de origem Aspergillus oryzae. Falleiros et al. (2017)
também avaliou um suporte comercial fixando a origem da enzima, propondo
diferentes combinagdes de técnicas de imobilizagao.

No que se diz respeito ao uso de B-galactosidase também é notdria a
grande aplicagéo a hidrélise de lactose para a produgao de GOS. Além de Urrutia et
al. (2014), Ali Osman et al. (2014) propbde outro método, via ligacdo ibnica e
covalente, obtendo altos rendimentos. Freitas et al. (2012) também avaliaram o
efeito na hidrolise de lactose, variando as concentragbes dos suportes utilizados
para aprisionamento da [-galactosidase, sendo um caminho possivel para
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verificagcdo do éxito da imobilizagdo proposta. Gonawan et al. (2016) reforcam o
destaque de producdo de prebidtico galacto-oligossacarideos, variando a
concentracado de agentes preparatorios do suporte.

De maneira geral, analisando a natureza dos suportes aplicados a
imobilizacdo de B-gal em diferentes configuragdes citadas no presente Trabalho,
nota-se que em sua maior parte, sdo de origem natural. Apesar de os polimeros
sintéticos apresentarem grandes vantagens devido a sua versatilidade fisica e
quimica, a autora infere que, fatores como baixo custo e biodegradacgao, interferem
nesta escolha. Considerando também o grande uso da $-gal na area alimenticia, o
uso de materiais naturais reflete tanto na questdo ambiental e econémica, quanto no
que diz respeito a seguranca alimentar. Outro detalhe observado, foi o fato de nao
haver certa periodicidade nas publicagcbes referente ao tema abordado, o que
possivelmente pode ser em funcido de estudos nesta area dependerem de recursos

financeiros mais elevados, em detrimento a outras linhas de pesquisa.

6. CONCLUSAO

O recurso de imobilizagdo da enzima (-galactosidase via uso de suportes
fisicos é abordado na literatura, sendo reportadas pesquisas que usam métodos de
imobilizacdo variando profusas condicodes.

Os critérios similares e mais relevantes analisados para a verificacdo do
sucesso do suporte foram rendimento especifico, estabilidade térmica e o
reaproveitamento da enzima. Parametros como pH, modo de preparo do suporte,
tamanho do suporte, densidade massica, aspecto morfolégico do suporte, natureza
de origem da enzima e do suporte, ordem de ativagdo do suporte, agentes ativantes
e método de imobilizagao foram estratégias usadas nos estudos.Tais técnicas foram
aplicadas aos suportes encontrados, via pesquisa bibliografica, e mencionados
neste Trabalho de Conclusdo de Curso, aos materiais: silica, colageno em po,
quitosana, quitosana modificada, alginato-gelatina TGase, esferas e lentes de PVA-
Lentikats®, agarose, fibra oca de polissulfona, DEAE celulose, Q-Sepharose,
quitosana, goma arabica, quitosana modificada, alginato de calcio, alginato de e
sodio eDuolite A568. A grande fonte de (- galactosidase foi Aspergillus oryzae,
dentre os casos avaliados. A maior parte dos estudos analisados enfoca na hidrélise

de lactose e sintese de GOS, diversificando materiais e técnicas de preparagéo.
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Entretanto, é evidente que a resposta para a escolha do suporte esta
naaplicagdo, que podeser tdo variada quanta sua concepg¢ado. Deste modo estudos
de novos suportes sdo primordiais para o desenvolvimentode biocatalisadores
estaveis,baratos, faceis de usar, biocompativeis e seguros para utilizagdo em

industrial.
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