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CONFIE SEMPRE

N&o percas a tua fé entre as sombras do mundo. Ainda
Que Os Teus pés estejam sangrando, segue para a
frente, erguendo-a por luz celeste, acima De ti mesmo.
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RESUMO

Neste trabalho estudou-se o processo de imobilizacdo da enzima [-galactosidase de
Aspergillus oryzae por adsorg¢do e ligacao cruzada com glutaraldeido, utilizando como suporte
resinas de troca ionica Duolite A-568, Duolite S-761, Dowex Marathon A, Dowex Marathon
C e Amberlite 252 Na. Resultados preliminares da resina Duolite A-568 apresentaram melhor
retengdo de atividade enzimdtica, sendo assim a mesma foi utilizada para os trabalhos
subsequentes. A influéncia da concentracdo da enzima ¢ do pH no processo de imobilizagao
foi estudada empregando um Planejamento Composto Central (PCC) fixando tempo de 12
horas e temperatura de 25°C. As condigdes Otimas de imobilizacdo foram pH 4,5 e
concentracdo de P-galactosidase de 16 g/L. Na seqiiéncia, foi realizado um estudo da
influéncia da concentracdo de glutaraldeido como agente reticulante ¢ do tempo de reacdo na
atividade e na estabilidade do biocatalisador imobilizado. A concentragdo de glutaraldeido
que implicou em um biocatalisador de maior atividade enzimatica foi de 3,5 g/L, num tempo
de reacdo de 1,50 horas. A atividade da enzima imobilizada sem tratamento com glutaraldeido
apods 30 usos foi de 51% em relacdo a inicial, enquanto que a da enzima imobilizada com
reticulacdo foi de 90%. A enzima imobilizada empregando ligagao cruzada com glutaraldeido
foi muito mais estavel em relacdo ao pH quando comparada aquela sem o referido tratamento.
A seguir foi realizado um estudo da influéncia conjunta da temperatura e do pH na atividade
da enzima imbilizada por meio de um PCC, utilizando o biocatalisador produzido nas
condicdes otimizadas de imobilizacdo e ligacdo cruzada. Com o emprego da técnica de
superficie de resposta foi possivel otimizar, dentro das faixas estudadas, as varidveis pH igual
a 4,1 e temperatura de 34°C. A influéncia da concentragdo de lactose foi estudada para uma
faixa de 5 a 140 g/L e o modelo de Michaelis-Menten ajustou-se bem aos resultados
experimentais, com valores de Vi, e Ky, de 0,71 U e 12,07 g/L, respectivamente. No estudo da
influéncia da galactose como inibidor da reag@o de hidrodlise, o modelo que melhor se ajustou
aos resultados experimentais foi o0 modelo de inibi¢gdo competitivo, com valores de Vp,, K, €
Kjiguais 0,77 U, 12,07 g/L e 4,94 g/L respectivamente.

Palavras-chave: [-galactosidase, hidrolise da lactose, imobilizagdo, Duolite A-568,
glutaraldeido.
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ABSTRACT

In this work was studied the immobilization process -galactosidase from Aspergillus oryzae
by adsorption and cross-linking with glutaraldehyde, using as carrier ions-exchangers such as
Duolite A-568, Duolite S-761, Dowex Marathon A, Dowex Marathon C and Amberlite 252
Na. Through innitial results, Duolite A-568 was choosed for the continuance of the work. The
influence of the enzyme concentration and pH in the immobilization process was studied
using a Central Composit Design (CCD) for a fixed time of 12 hours and temperature of
25°C. The optimal conditions for enzyme immobilization were pH 4,5 and galactosidase
concentration 16 g/L. In the sequence, was studied the influence of glutaraldehyde
concentration as cross-linking reagent and reaction time in the activity and in stability of the
immobilized biocalyst, which were of 3,5 g/L and 1,50 h. The residual activity of the
immobilized enzyme without cross-linking with glutaraldehyde after 30 uses was 51% as
compared with the initial activity, while the enzyme immobilized with cross-linking was 90%.
The immobilized enzyme with cross-linking presented higher pH stabilyt pH when compared
to that without the referred treatment. The simultaneous influence of pH and temperature on
the immobilized enzyme activity was studied through a PCC with the biocalyst produced in
the optimized conditions of immobilization process. With the technique response surface it
was possible to obtain the optimized pH of 4,1 and temperature of 34°C. The influence of the
lactose concentration was studied in the range of 5 to 140 g/L and the Michaelis-Menten
model was adjusted to the experimental results, with values of Vj,, and K,,, of 0,71 U and
12.07 g/L, respectively. In the study of the influence of the galactose as inhibitor of the
lactose hydrolysis, the competitive inhibition model was adjusted to the experimental results
and the values of Vy,, K;,, and K; were 0,77 U, 12,07 g/L and 4,94 g/L respectively.

Keywords: B-galactosidase, lactose hydrolysis, immobilization, Duolite A-568,
glutaraldehyde.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Devido ao elevado valor nutritivo do leite e a sua importancia comercial, diversos
estudos tém sido realizados para a separacdo e recuperagdo das proteinas, carboidratos,
vitaminas e sais minerais presentes no mesmo. O leite ¢ o alimento mais completo de que se
pode dispor, devendo ser tomado principalmente por criancas, pois ¢ um dos grandes
responsaveis pelo crescimento e saude infanto-juvenil. Considerando sua composi¢do nao ha
alimento que se possa comparar, sendo uma mistura nutritiva de gordura, proteinas, lactose,
vitaminas e outros componentes suspensos na agua.

Nos ultimos anos houve um aumento significativo na expansao do consumo mundial
de leite, queijos e derivados lacteos. A produgdo mundial do leite de vaca foi de 693 milhdes
de toneladas em 2008, sendo 66% desse volume produzido na Europa e na América. O Brasil
¢ o sexto produtor, com aproximadamente 26,1 bilhdes de litros. A expansdo da oferta no
Brasil foi duas vezes superior @ média mundial. Os seis estados de maior produgao do pais sdo
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Santa Catarina e Sdo Paulo que respondem
por 73% da oferta brasileira (http://www.embrapa.br).

O Brasil possui grandes oportunidades de se tornar um grande exportador de lacteos,
devido a sua propria competitividade. Isso porque existe disponibilidade de terra, agua,
tecnologia, custo de produgdo competitivo e finalmente, uma produtividade bem além da
média mundial, o que ilustra grande potencial de melhoria (http://www.embrapa.br). O
consumo per capita mundial de leite fluido em 2008 foi de 83,2 kg/pessoa/ano
(www.leitebrasil.org.br).

No entanto, grande parte da populacdo mundial ndo pode desfrutar dos beneficios
proporcionados pelo leite devido a rejei¢do aos produtos lacteos. Aproximadamente 75% da
populacdo mundial e de 20 a 25% da populagdo brasileira sofrem de intolerancia a lactose,
que ¢ uma inabilidade para digerir completamente esse dissacarideo predominante no leite. A
auséncia dessa enzima na mucosa intestinal implica na ndo absorcao e utilizagdo deste agucar.
Nao ha tratamento para aumentar a capacidade de produzir lactase, mas os sintomas podem
ser controlados por meio de dieta (LOPES et al., 2008). Para que possa ser assimilada pelo
organismo ¢ necessario que a lactose seja hidrolisada em galactose e glicose no intestino
delgado, pela acdo da enzima lactase, também chamada de -galactosidase.

Algumas vantagens da hidrolise da lactose para a induastria podem ser citadas, como

a melhoria das caracteristicas organolépticas, aumento da cremosidade e facilidade de corte
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para misturas de sorvetes, prevencdo da cristalizagdo de produtos lacteos e producao de
oligossacarideos (GAUR et al., 2006). Dois métodos para a hidrélise da lactose tém sido
utilizados, a hidrolise acida (homogénea ou heterogénea) e a hidrélise enzimatica (enzimas na
forma livre, imobilizadas em suportes ou recuperadas). A hidrolise acida ¢ pouquissima usada
e requer condi¢gdes de operagdo extremamente rigorosas, como elevadas temperaturas e pH
acido, formando diversos subprodutos que deverao ser purificados. A hidrélise enzimatica
ocorre em condi¢des mais brandas, tanto de temperatura como pH e ¢ muito utilizada em
industrias de alimentos, produzindo um produto limpo (GEKAS e LOPEZ, 1985).

As enzimas tém propriedades benéficas, tanto para a industria alimentar como para o
consumidor. A sua especificidade oferece aos produtores alimentares um controle mais estrito
da sua qualidade, enquanto a sua eficiéncia requer um baixo gasto energético o qual favorece
o meio ambiente. As enzimas podem ser utilizadas como catalisadores em produtos
alimentares e para tratar os desperdicios biologicos do processamento alimentar; sendo estas

também biodegradaveis e naturalmente absorvidas (http://www.eufic.org).

As enzimas geralmente sdo utilizadas na sua forma livre, o que dificulta a sua
reutilizacdo e recuperacdo do final do produto, tornando este método economicamente pouco
viavel. Apesar do alto custo da enzima, o sistema de imobiliza¢do continua a ser mais viavel
economicamente do que os sistemas enzimaticos livres, uma vez que estes processos podem
ser realizados continuamente e oferecer a possibilidade de reutilizacio da mesma
(SZCZODRAK, 2000). Técnicas de imobilizacdo estdo sendo testadas e desenvolvidas, pois
ndo hd um unico método aplicavel a todas as enzimas. Isto se deve as diferentes
caracteristicas, composi¢cdo quimica, propriedades do substrato, do produto e finalidade de
aplica¢do do produto obtido. Dessa forma € necessario escolher o procedimento mais simples
e barato, resultando em boa imobilizagao, retencao de atividade e alta estabilidade operacional
(BASSETTI, 1995; CAO, 2005).

O objetivo deste trabalho foi imobilizar a enzima [B-galactosidase de Aspergillus
oryzae em resinas de troca idnica, utilizando glutaraldeido como agente reticulante e como
objetivos especificos dessa dissertagao podem ser citados:

» Determinar a concentragdo de [-galactosidase e pH no processo de
imobilizacao;

» Avaliar a influéncia do glutaraldeido como agente reticulante na atividade
enzimatica;

» Analisar a estabilidade da enzima imobilizada em relagdo ao pH;


http://www.eufic.org/
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» Estudar a influéncia conjunta do pH e temperatura na atividade da enzima
imobilizada;
» Estudar a cinética de reacdo de hidrolise da lactose por P-galactosidase

imobilizada em termos de substrato e de produtos.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Leite

O leite ¢ o alimento mais completo que se pode dispor, devendo ser ingerido por
criangas, jovens e adultos. E indispensavel na alimentacdo diaria, pois seus constituintes sio
todos benéficos a satde; pela sua composicdo ndao ha alimento que se pode comparar. As
caracteristicas organolépticas do leite sdo:

Aspecto: liquido, homogéneo, limpo e, geralmente, ¢ formada uma camada de
gordura quando deixado em repouso.

Cor: branca, meio amarelada.

Odor: suave e levemente acido.

Sabor: levemente adocicado (http://www.criareplantar.com.br). O leite, em

condi¢gdes normais, tem, em média, os seguintes componentes e suas respectivas quantidades

(massa/massa), conforme Figura 2.1.

Solides Totais
{12,5%)

Gordura (3,8%) Solidos nio
gorduresos (8,7%0)
Lactose Cinzas/Vitaminas
{4,6%0)
|
Proteina (3,1%)

({0,8%)
Albumina e
Glohulinas (0,5%)

N nio protéico
{0,2%)
Caseina (2,6%)

Figura 2.1 - Composi¢do média do leite (BLOWEY, 1992).
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As vitaminas encontradas no leite sdo: vitamina A, B2, B4, B6, B12, C, D, E, K e
complexo B. Os principais componentes do leite sdo descritos a SEGUIR

(http://www.criareplantar.com.br).

Agua: é o componente encontrado em maior quantidade no leite; os demais se
encontram dissolvidos, suspensos ou emulsionados.

Gordura: ¢ o componente que da ao leite a cor amarelada. A gordura ¢ um dos seus
componentes mais ricos. Pode ser facilmente retirada do leite por processo natural, bastando
que se remova a nata, encontrada na superficie, quando em repouso.

Proteinas: ddo ao leite a cor esbranqui¢ada opaca. E de facil identificagio no leite,
pois sdo elas as principais formadoras de massa branca quando o leite coagula, e ¢
manipulado para produgdo de queijos. As proteinas do leite sdo formadas de caseina (maior
parte), albumina e globulina.

Lactose: ¢ o agucar do leite, sendo o unico que nele existe, sendo, portanto, o
responsavel pelo sabor adocicado. Encontrado no leite de quase todos os mamiferos.
Industrialmente, a fermentacdo da lactose, por ag¢do microbiana, ocupa lugar de maior
destaque. Uma molécula de lactose transforma-se em quatro moléculas de acido latico. Em
muitos casos, a fermentacdo da lactose com a acidificagdo do leite é um fenomeno
devidamente controlado e dirigido, aproveitado na industria de laticinios para obtencao de
diversos produtos derivados do leite, como, por exemplo, iogurte, leite acidofilo, queijos,
requeijdes, acido latico, caseinas, etc.

Sais minerais: os principais sais minerais encontrados no leite sdo os fosfatos,
citratos, carbonato de sddio, célcio, potassio e magnésio. A acao fisioldgica dos diferentes sais
do leite ¢ importante, principalmente a do fosfato de célcio, na formagao de ossos e dentes.

Vitaminas: o leite constitui uma ampla fonte de vitaminas necessarias a0 organismo.

2.2 — Lactose

Antes do século XVII, o leite foi considerado possuidor de apenas trés componentes,
sendo eles o coalho, gordura e soro. Bartolettus (1633) isolou um sal do soro sem nitrogénio
(BARTOLETTUS, 1633 apud WHITTIER, 1944). Ettmueller (1688) isolou a lactose a partir
da evaporagdo do soro do leite e a purificou por recristalizagdo (ETTMUELLER, 1688 apud
WHITTIER, 1944).
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Durante o século 18, a lactose tornou-se uma mercadoria comercial. O fundamento
do conhecimento atual da lactose (especialmente no que diz respeito a sua estrutura quimica e
molecular) foi estabelecido durante o inicio do século 20 (GANZLE et al., 2008).

Todos os anos, cerca de 1,45. 10° toneladas de soro de leite e 6.10° toneladas de
lactose sdo produzidas mundialmente. Infelizmente, ao longo dos tltimos 50 anos, metade da
producdo mundial de soro ndo tem sido transformada em subproduto, sendo descartada
diretamente no meio ambiente. O soro € o principal subproduto da industria de laticinios, e,
devido ao seu alto conteudo em lactose, apresenta alta DBO, e, quando lancado diretamente
aos corpos receptores, causa séria polui¢do das aguas. A bioconversao da lactose do soro do
leite poderia reduzir mais de 75% da poluicdo das dguas e gerar produtos de interesse para
animais, alimentacdo, nutricio humana, produtos farmacéuticos e agricolas. A lactose ¢ um
acucar higroscopico com forte tendéncia a absorver sabores e odores em virtude da baixa
solubilidade (HATZINIKOLAOU et al., 2005; HAIDER e HUSAIN, 2007).

A utilizacao de soro de leite na elabora¢ao de bebidas lacteas constitui uma forma
racional de aproveitamento desse produto secundario que apresenta excelente valor nutritivo

(ALMEIDA et al., 2001).

2.2.1 — Ocorréncia

Lactose (Galactose B-1,4 glicose) tem ligagdo glicidica B-1,4. E o agtcar presente no
leite e seus derivados. Os aglcares sdo formados por unidades chamadas monossacarideos. A
lactose ¢ formada por duas dessas unidades, a glicose e a galactose, sendo, portanto, um
dissacarideo. A lactose estd presente no leite de quase todos os mamiferos, com algumas
excecoes. A concentragdo de lactose aproximada no leite dos mamiferos situa-se entre 2% e
10% (WHITTIER, 1944; HOLSINGER et al., 1988). O teor de lactose do leite bovino varia
de 4,4% a 5,2%, tendo uma média aproximada de 4,8%. J4 no leite humano, a lactose ¢
encontrada na propor¢io de 7% (GANZLE et al., 2008).

A lactose ¢ um importante componente do leite e do soro de leite, utilizados nos
produtos alimentares, e ¢ bastante limitada devido a sua baixa solubilidade e indigestibilidade
em muitos individuos. Por esta razdo, a lactose ¢ frequentemente hidrolisada antes da
utilizagdo. A industria do queijo produz grandes quantidades de lactose, sob a forma de soro,
tanto do queijo como do leite. No leite ¢ encontrada na propor¢dao (em termos de solidos

totais) de 40%, 52% no leite desnatado e 70% no soro de leite


http://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7%C3%BAcar
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(http://www.agencia.cnptia.embrapa.br). Muitas foram as formas encontradas de utilizagao do

soro de lactose, como, por exemplo, em padarias, confeitarias, alimentos para animais e varias
fermentagdes industriais. Ainda assim, a utilizacdo ¢ infima, se comparada a quantidade de
soro disponivel no mercado. O resultado ¢ um baixo valor de mercado para lactose.

A lactose confere ao leite um sabor ligeiramente doce e constitui fonte de carbono
para micro-organismos, sobretudo leveduras que crescem no leite, visando a producgdo de
biomassa, etanol, 4cidos organicos, enzimas e extrato de levedura (WALSTRA e JENNESS,

1984).

2.2.2 — Propriedades

A lactose ¢ um dissacarideo redutor constituido por um radical D-glicose e outro D-
galactose, unidos por uma ligacao glicosidica 3- 1,4. Por apresentar ambas as moléculas em
forma de anel piranosidico, esta deve ser denominada propriamente de 4-0-B-D-
galactopiranosil-D-glucopiranose (WALSTRA e JENNESS, 1984; HOLSINGER, 1988). A
lactose, quando em solugdo, esta sujeita ao fenomeno de mutarrotacdo, que influi na sua
solubilidade. A a-lactose ¢ o aglicar comum do leite, o qual ¢ obtido na forma de cristais
mono-hidratados, que perdem a 4gua de cristalizacdo a 120°C e apresenta ponto de fusdo de
201,6°C. A forma predominante em que se encontram os cristais ¢ a forma de pirAmide,
prismas e “tomahawks” (tipo de machado dos indios americanos). Os cristais sdo duros e
pouco soltveis. Se o tamanho do cristal em produtos alimentares for superior a 10-16 nm,
podem ser detectados sensorialmente. A B-lactose tem ponto de fusdo entre 174-176°C e ¢
mais soltivel em 4gua e mais doce do que o anomero a. A lactose reage de acordo com as
regras gerais da quimica de carboidratos. As reagcdes podem incluir: (1) a ligagdo glicosidica
entre os constituintes monossacarideos, (2) o grupo redutor da glicose, (3) grupos hidroxil
livres, e (4) ligacdes carbono-carbono (HUDSON, 1908; FREYER, 1972; CLAMP et al.,
1961, DONER e HICKS, 1982; THELWALL, 1985). A a-lactose mono-hidratada ¢
produzida a partir de soro ou permeato que sdo o subproduto do queijo. Possui ampla
utilizagdo, tanto na industria alimentar quanto na farmacé€utica. A estrutura da a-lactose e da

B-lactose sdo apresentadas respectivamente na Figura 2.2.
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Figura 2.2 - Estrutura molecular béasica de uma molécula de a-lactose e B-lactose (GANZLE

et al., 2008).

A cristalizacdo da lactose ¢ um interessante e complicado sistema, que ndo existe sO
como dois anomeros (o ¢ ), mas também em quatro diferentes estruturas cristalinas (o-
lactose mono-hidratada, B-lactose, a-estavél e a-instavél), dependendo das condigdes. Como
B-lactose ¢ termodinamicamente mais estavel, hd mais B-lactose presente nas solucdes que o-
lactose. No equilibrio a 20°C, 62,7% da lactose ¢ encontrada na forma [ (NICKERSON,
1988). A a-lactose ¢ menos soluvel que a forma de B, cristaliza em solugdes aquosas com
temperaturas inferiores a 93,5°C. As particulas provenientes de uma tnica ou dupla
cristalizacdo geralmente tém tamanho médio na faixa de 100 - 300 um. Para diferentes
alimentos e aplicagdes farmacéuticas tém sido investigadas abordagens para a producdo de
piramides ou tomahawk com um menor tamanho em forma de B, que se dissolve mais
rapidamente em agua e ¢ mais doce que a forma o (LEVITION e LEIGHTON, 1938).

Conforme descreve NICKERSON et al., (1974), a B-lactose dissolve-se em agua até
que a solugdo se torne saturada. Devido a mutarrotagdo, a forma [ transforma-se
gradativamente na o, que ¢ menos soluvel que a . Assim, & medida que a 3 se dissolve, a a
concentra-se até atingir saturagdo, quando tem inicio a formagdo dos cristais de a-lactose
mono-hidratada, que sdo duros e pouco soluveis.

O processo de cristalizagdo da lactose ¢ condicionado a varios fatores, como a
velocidade de mutarrotacdo das formas a e 3, o grau de saturagdo da solugdo, viscosidade, pH

e a temperatura dos produtos lacteos. A taxa de cristalizagdo da lactose aumenta com o
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aumento do pH (KISKA et al.,, 1973). A taxa de formagdo de cristais ¢ controlada pela
intensidade de agitagdo, nimero de ntcleos, solidos totais do produto, temperatura e
viscosidade (WEBB et al., 1974). A cristalizagdo da lactose pode ser resumida pela equagdo

representada na Figura 2.3.

P-lactose <% oi-lactose < cristals o-lactose hidratada

Figura 2.3 - Reagao da cristalizacao da lactose (TWIEG e NICKERSON, 1968).

O resfriamento rapido de uma suspensdo concentrada de lactose contribui para a
formacdo de um grande numero de nucleos ou centros de cristalizacdo e, o aumento da
viscosidade, que dele resulta, diminui a velocidade das moléculas de lactose para os centros
de cristalizagdo formados (KISKA et al., 1973). A Tabela 2.1 apresenta o poder edulcorante

de alguns agticares e sua solubilidade em funcdo da temperatura.

Tabela 2.1 - Poder adogante relativo e solubilidade de alguns dissacarideos e monossacarideos

(ZADOW, 1984)

Solubilidade
Poder edulcorante
10°C 30°C 50°C
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70
D-frutose 173 - 82 87

A solubilidade da lactose ¢ baixa quando comparada com outros dissacarideos, sendo
aproximadamente 10% da sacarose, e a dogura da lactose em solucdes ¢ cerca de 20% da
sacarose em temperatura ambiente. A Figura 2.4 mostra alguns subprodutos em que a lactose

pode ser transformada:
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Figura 2.4 — Produtos derivados da lactose (GANZLE et al., 2008).

Uma das alternativas para ampliar a utilizagdo desse carboidrato ¢ hidrolisar
enzimaticamente a lactose a seus monossacarideos constituintes, glicose e galactose, com a
finalidade de produzir um agucar mais doce, mais facilmente fermentavel e mais soluvel,
diminuindo os efeitos causados pela cristalizagdo da lactose e aumentando o periodo de
estocagem, sendo importante também do ponto de vista nutricional, possibilitando a obtengao
de leite com baixo teor de lactose, tornando-o mais digestivel para pessoas com problemas
relacionados a intolerancia a lactose (MAHONEY, 1997).

A intolerancia a lactose ¢ definida como uma sindrome clinica de desconforto
intestinal, também conhecida como deficiéncia de lactase do adulto, ¢ ocorre devido aos
baixos niveis (ou auséncia) de atividade da enzima [-galactosidase no aparelho digestivo,
conseqiiéncia de uma deficiéncia congénita desta enzima ou de uma diminui¢do gradativa de
sua atividade com o avango da idade, causando sintomas como diarréia acida e gasosa, fortes
dores abdominais e inchagos. Para lactantes a intolerancia a lactose pode apresentar dores
abdominais ¢ vOmitos, podendo, inclusive, em sua forma mais grave, resultar em uma ma

formacao do feto (WHITE et al., 1976; KOLDVOSKY, 1992).
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Existem trés classes de intolerancia a lactose, decorrentes de diferentes processos:
deficiéncia congénita da enzima; diminuicdo enzimatica secundaria oriunda de doengas
intestinais; deficiéncia primaria ou ontogenética.

» A deficiéncia congénita de lactase ¢ um defeito genético muito raro e
manifesta-se nos recém-nascidos, logo ap6s a primeira ou segunda ingestao
de leite, sendo uma condi¢do permanente.

» A intolerancia secundaria a lactose ¢ a mais comum e pode ocorrer em
consequéncia de doencas que causam algum tipo de dano a mucosa intestinal
ou apo6s todas as cirurgias no aparelho digestivo, ou também em prematuros
em que uma imaturidade enzimética associada a um processo infeccioso
ocasiona uma deficiéncia tempordria de lactase, podendo ainda levar a
intolerancia.

» Na intolerancia ontogenética a lactose ou hipolactasia tipo adulto, as
manifestagdes clinicas sdo menos intensas ¢ mais tardias, e ocorre devido a
uma tendéncia natural de diminui¢do da produgdo de lactase com o avancar
da idade. Esse fato ¢ mais evidente em algumas racas, como a negra (até
80% dos adultos tem deficiéncia), € menos comum em outras, como a cor
branca (20% dos adultos) (SUENAGA, 2001; FARIAS e FAGUNDES
NETO, 2004; LONGO, 2006; FREITAS, 2007).

Quanto ao tratamento, no caso de intolerdncia congénita a lactose, existe a
necessidade de seguimento de dieta isenta de lactose. Se a deficiéncia enzimatica for
adquirida, essa forma de se alimentar ndo € permanente, podendo-se retornar a dieta habitual
apos a resolugao do problema. No caso de deficiéncia ontogenética, como existe apenas uma
diminui¢do de atividade enzimatica, ndo ha a necessidade de excluir a lactose completamente
da dieta, bastando haver uma reduc¢do da quantidade de leite e derivados de acordo com a
tolerancia individual (FARIAS e FAGUNDES NETO, 2004).

De acordo com O'CONNELL e WALSH (2006), nenhuma das preparagdes
comerciais de lactase na forma de capsulas, disponiveis no mercado, encontram os critérios
adequados para suplementagdo da hidrélise de lactose no trato digestivo humano com lactase
como medicamento, pois sdo instaveis no pH estomacal. Isto justifica a importancia da
hidrélise antes da ingestdo do alimento.

A tecnologia necesséria para producdo de leite com baixo teor de lactose ja esta
disponivel ha algum tempo. O método preferencialmente utilizado hoje é a hidrdlise

enzimatica pela adicao de B-galactosidase microbiana. A lactose pode ser hidrolisada antes do
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tratamento térmico, ou apos, se a enzima for adicionada antes do envase do produto. Ao ser
adicionada ao leite, a enzima -galactosidase efetua a quebra da molécula de lactose tal como
a lactase intestinal, o que dé aqueles que possuem a deficiéncia desta enzima a possibilidade
de usufruir dos outros nutrientes presentes no leite, como a proteina, o cdlcio e a vitamina A,
sem os inconvenientes que a lactose possa causar. Curiosamente, o leite com lactose reduzida
nao tem sido preferido apenas por aqueles que possuem intolerancia a lactose. A lactose ¢ um
acucar de sabor pouco doce, o que ndo € o caso da glicose e galactose. A quebra da lactose em
glicose e galactose pode atribuir ao leite um sabor mais adocicado, o que acaba atraindo

outros consumidores (http://fapesp.br , TANRISEVEN e DOGAN, 2002).

2.3 — Hidrolise de lactose do leite

O mecanismo de fermentacao lactica ¢ composto pela oxidagdo parcial anaerdbia da
lactose e de outros agucares. Desenvolve-se em varias fases, dando origem a varios produtos
finais, dentre os quais se destaca em grandes quantidades o acido lactico.

A primeira fase da fermentacdo lactica consiste na hidrélise enzimatica de lactose,

conforme esquema a seguir.

B-galacto sidase

ChizHz2011 + HzO s TsHiz s + TsHizOs

Lactozse Glicose Galactose

Essa hidroélise no processo de fermentagdo lactica ¢ importante nos produtos lacticos
fermentados. Para hidrélise de lactose em leite com destino ao uso “in natura”, para a
produgdo de produtos lacteos e também para a hidrélise de lactose em soro de queijo, existem
0s processos catalisados por acidos e resinas catidnicas € o processo enzimatico. O método
acido e o método enzimatico sdo mostrados na Figura 2.5. A reacdo ¢ muito rdpida quando
acidos sdo utilizados como catalisadores. A temperatura da reagdo no tratamento acido ¢
muito maior que no tratamento enzimatico (150°C e 30 — 40°C, respectivamente), mas 0s
produtos adquirem cor e odor que impedem sua utilizacdo direta em alimentos. A hidrolise
enzimadtica pode ser aplicada no leite ou soro sem um tratamento prévio, € os produtos obtidos
preservam suas propriedades, aumentando seu poder adogante relativo (LADERO et al.,

2000).
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Processos de Hidrolise da Lactose

Enzimiitico Acido

Enzima
Enzima Livre Recuperada
(Ultrafiltracao)

Enzima

- Homogeneo Heterogeneo
Imobilizada

Figura 2.5 - Processos de hidrdlise de lactose (HOBMAN, 1984).

O uso de enzimas permite condi¢des mais moderadas de temperatura e pH, e ndo
causa problemas nos produtos obtidos, como a desnaturagdao das proteinas que podem estar
presentes na solucdo de lactose: o surgimento de uma cor marrom na solug¢ao e o rendimento
de subprodutos indesejaveis sdo normais nos métodos acidos. Assim, para aplicagdes na
industria de alimentos, o método mais recomendavel é o enzimatico (SANTOS et al., 1998).

O método enzimatico de hidrolise de lactose emprega a enzima [3-galactosidase (E.C.
3.2.1.23), a qual hidrolisa o referido dissacarideo nos seus monossacarideos constituintes,
B-D-galactose e a-D-glicose (GEKAS e LOPEZ, 1985). Este processo é conhecido e utilizado
na escala industrial. Esta enzima pode ser aplicada para evitar a intolerancia a lactose nos
seres humanos, assim como a cristaliza¢ao de lactose na produgdo de sorvete e em produtos
lacteos fermentados, como iogurtes. Dependendo do grau de hidrdlise, o leite terd um ligeiro
sabor adocicado, o que ¢ ocasionado pela maior dogura da glicose-galactose em comparagao
com lactose (PEPPLER e REED, 1987). Além dessa vantagem, a hidrélise de lactose previne
a cristalizagdo em produtos lacteos, como por exemplo o doce de leite, leite condensado, leite
concentrado congelado, misturas para sorvetes e iogurtes, além de melhorar as caracteristicas
organolépticas destes alimentos, como cor e sabor. A hidrélise deste aglicar também aumenta
a facilidade de corte e d4 cremosidade as misturas para sorvete, diminui o tempo de
maturacao dos queijos Manchego e Cheddar, além de aumentar em cerca de 10% a producao
dos queijos Cottage e Quark (KARDEL et al.,, 1995; MAHONEY, 1997) e produzir
oligossacarideos (GEKAS e LOPEZ, 1985; PRENOSIL et al., 1987; ALMEIDA e
PASTORE, 2001; JURADO et al., 2002). As condi¢gdes operacionais sdo consideravelmente
mais brandas com pH de 3,5 a 8,0 e temperatura de 5 a 60°C, o que reduz ndo s6 a
possibilidade de alteragdo de compostos sensiveis ao calor, bem como as necessidades
energéticas, os efeitos de corrosdo do processo sobre equipamentos e a formagdo de

subprodutos indesejaveis (GEKAS e LOPEZ, 1985; HAIDER e HUSSAIN, 2007).
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A hidrélise ocasiona modificacdes nas caracteristicas fisicas e quimicas dos produtos
lacteos, afetando principalmente as seguintes propriedades destes:

a) solubilidade: a lactose pura apresenta solubilidade maxima de 18% em agua, a
25°C. A esta temperatura, a solubilidade da D-glicose e da D-galactose ¢, respectivamente, de
50% e 32%;

b) poder adocgante: a lactose ¢ um agucar de baixo poder adogante quando comparada
a sacarose. J4 a mistura de glicose e galactose ¢ de 2 a 3 vezes mais doce que a lactose;

¢) viscosidade: o produto de hidrolise de lactose mostra uma alta viscosidade, o que
permite uma alta concentragdo de sélidos sem problema de cristalizagdo. E possivel, por
exemplo, concentrar o soro ou o leite em até 70-75% de solidos, quando, normalmente, o
limite seria de 50-55%;

d) digestibilidade: a lactose ndo ¢ digerivel para grande nimero de individuos. A
hidrolise de lactose torna os produtos mais digeriveis, at¢é mesmo para pessoas intolerantes a
esse agucar;

e) corpo, textura e paladar: estas propriedades sdo modificadas em decorréncia da
liberagdo da galactose, resultante da hidrolise. O sabor do produto fica mais acentuado;

f) escurecimento e caramelizacdo: a temperaturas elevadas, e em meios com pH
acima de 5, a glicose e a galactose sdo mais reativas que a lactose, cerca de 2,5 e 5,
respectivamente em relacdo a proteinas (http://www.cienciadoleite.com.br; LOURESMA,

1978).

2.4 — Enzimas

Enzimas sdo moléculas quimicamente grandes, reativas com grupos i0nicos,
hidrofilicos e hidrofobicos. Sdo grupos de substancias organicas de natureza geralmente
protéica, com atividade intracelular ou extracelular que tem fungdes catalisadoras. A
capacidade catalitica das enzimas torna-se adequada para aplicagdes industriais, como na
industria farmac€utica ou alimentar, ¢ uma vantagem ¢é que catalisam sob condi¢des
ambientais. As enzimas convertem uma substancia chamada de substrato para outra chamada
de produto, e sdo extremamente especificas para a reacao que catalisam. A velocidade de
reacdo catalisada por uma enzima ¢ aumentada devido a redug¢do de energia de ativacao
necessaria para converter o substrato no produto. Uma enzima ¢ uma proteina que catalisa ou
acelera uma reacdo biologica. Pode, portanto, ser definida como um biocatalisador, cuja

natureza protéica determina algumas propriedades, tais como: especificidade de substrato,
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dependéncia da temperatura e pH (CHIBATA, 1978; BOBBIO ¢ BOBBIO, 1995; FABER,
2004).

Conforme a Unido Internacional de Bioquimica (IUB), as enzimas podem ser
classificadas da seguinte forma:

» Oxidorredutases: S3o enzimas que catalisam reagdes de transferéncia de
elétrons, ou seja, reacdes de oxi-redu¢do. Sao as desidrogenases e as
oxidases;

» Transferases: Enzimas que catalisam reagdes de transferéncia de grupamentos
funcionais, como grupos amina, fosfato, carboxil, etc. Como exemplos
existem as quinases € as transaminases;

» Hidrolases: Catalisam reagdes de hidrolise de ligagdes covalentes. Como
exemplos existem as peptidas;

» Liases: Catalisam a quebra de ligagdes covalentes ¢ a remog¢ao de moléculas
de agua, amonia e gas carbonico. As descarboxilases sao bons exemplos;

» Isomerases: Catalisam reagdes de interconversdo entre isomeros Opticos ou
geométricos. As epimerases sao exemplos;

» Ligases: Catalisam reacdes de formacao e novas moléculas a partir da ligacao
entre duas ja existentes. Como as sintetases.

As enzimas apresentam trés propriedades principais: estabilidade, atividade e
especificidade (DIXON e WEBB, 1979; BOBBIO ¢ BOBBIO, 1995; FURLONG, 2000;
GALVAO, 2004).

Estabilidade: a capacidade catalitica de uma enzima depende de sua estrutura nativa,
a qual ¢ mantida por forcas de interacdo. Alteragdes no ambiente reacional podem debilitar
essas interagdes, alterando a estrutura tridimensional nativa e ocasionando perda parcial ou
total da sua funcionabilidade bioldgica. Assim, a estabilidade pode ser afetada por variacao de
temperatura, pH e presenca de solventes polares.

Atividade: E dada pela medigdo da velocidade inicial da reagdo sob uma faixa de
condi¢des determinadas. A atividade enzimdtica pode ser medida em condi¢des tais que
permitam que a velocidade da reacdo seja maxima, o que significa que o substrato deve estar
em concentracdo elevada, de modo a permitir que toda a enzima seja transformada em um
complexo ativado.

Especificidade: A especificidade enzimatica consiste na capacidade da enzima ser
seletiva a ligacdes, substratos ou grupos de substratos. Ela se baseia nas interagdes entre a

molécula do substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima, como, por exemplo, as ligacdes de
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hidrogénio, as interacdes de Van der Waals e as interagdes eletrostaticas. Isto ocorre somente
quando varias dessas interagdes acontecem simultaneamente entre as duas moléculas (enzima
e substrato/inibidor) em uma estrutura tridimensional.

Nos processos bioldgicos, as enzimas sdo preferiveis a catalisadores quimicos, pois
sdo mais seletivos, resulta em um produto mais limpo e tem um maior rendimento (MOFFAT
et al., 1994). A utilizagdo de enzimas como catalisadores para processos industriais de grande
escala sdo limitados pelo seu alto custo de estabilizagdo em relagdo ao armazenamento.
Durante a utilizagdo, a estabilidade diminui devido a alteragdes no pH, temperatura, atrito,
pressdo osmotica e um efeito cumulativo de todos esses fatores em funcao da duragdo da sua
utilizacdo (ALEKSANYAN e¢ MARKOSYAN, 1986). Enzimas imobilizadas podem ser
economicamente vantajosas, o que ocorre quando a imobilizagdo promove um aumento
significativo na estabilidade da enzima e pela possibilidade de sua reutilizagio (HERNAIZ e

CROUT, 2000).

2.4.1 — Enzima B-galactosidase

A B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) ¢ classificada como hidrolase e ¢ responsavel por
catalisar o residuo terminal -galactopiranosil da lactose (Galbl — 4Glc) para formar glicose e
galactose (GEKAS e LOPEZ, 1985; HOLSINGER, 1997; BLANCH e CLARK, 1997). A
principal aplicacdo biotecnologica desta enzima encontra-se na produgdo de leite de baixa
lactose (e derivados de produtos lacteos) para o consumo por pessoas intolerantes a lactose
(KRETCHMER, 1972) e serve também para reciclar soro, que pode ser usado para a
alimentagdo animal (ZHOU et al., 2003; PHADTARE et al., 2004; HARDER e HUSAIN,
2007). Além disso, galacto-oligossacarideos também podem ser formados. Lactase pode ser
encontrada em micro-organismos, bem como em tecidos de animais e plantas. No entanto, a
utilizacdo da enzima ¢ limitada pela inviabilidade dos custos em escala industrial
(AXELSSON e ZACHI, 1990; GAUR et al., 2006).

Existem basicamente duas formas de usar P-galactosidases. A forma de enzima
soluvel, que é normalmente utilizada em processos batelada e a forma imobilizada, que ocorre
em operagao continua (BODALO et al., 2001). Devido ao alto custo da enzima, o sistema de
imobilizacdo de [-galactosidase continua a ser mais viavel economicamente do que os
sistemas enzimaticos livres, uma vez que estes processos podem ser realizados continuamente
e por oferecerem a possibilidade de reutilizacdo da enzima (SZCZODRAK, 2000). Vérios

tipos de suportes e técnicas tém sido utilizados para imobilizagdo de B-galactosidase (GEKAS
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e LOPEZ, 1985). Reatores como o leito fixo fluidizado, de fibras ocas, “plug flow”, leito
capilar e membrana laminada, todos contendo -galactosidase imobilizada, t€ém sido relatados
na hidrolise de lactose (CARRARA e RUBIOLO, 1994; JURADO et al., 2005). A escolha da
hidrolise de lactose de modo continuo e descontinuo depende principalmente das
caracteristicas da enzima e da economia, englobando a produgdo, armazenamento e
reutilizacdo (HAIDER e HUSAIN, 2007).

A PB-galactosidase ¢ comercialmente disponivel e utilizada em processos de larga
escala. Um dos problemas associados ao uso de P-galactosidase ¢ a completa hidrolise de
lactose, o que ¢ muito dificil de obter devido a inibi¢do pelo produto (galactose) e da
producao de isdmeros (LADERO et al., 2000; ROY e GUPTA, 2003).

Algumas propriedades peculiares das enzimas, tais como a sua nao reutilizagdo, alta
sensibilidade, varios agentes desnaturantes e presenca de efeitos sensoriais ou efeitos
toxicologicos, podem dificultar a efetiva utilizacdo de enzimas (NIJPELS et al., 1981;
GEKAS e LOPEZ, 1985). Muitas destas limitagdes indesejaveis podem ser superadas através
da utilizagdo de enzimas imobilizadas. Varios métodos sdo disponiveis para a imobilizacdo de
enzimas. A imobilizacdo permite a reutilizacdo das enzimas e pode fornecer um melhor
ambiente para a atividade catalitica, além de reduzir o custo de transformacdo e manter a boa

qualidade do produto (HUSAIN e IQBAL, 1985; ZHOU et al., 2003; KHAN et al., 2005).

2.4.1.1 — Principais fontes de p-galactosidase

As B-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais,
em Orgdos de animais e também por grande quantidade de micro-organismos, tais como
fungos filamentosos, bactérias e leveduras (GEKAS e LOPEZ, 1985; ALMEIDA e
PASTORE, 2001), sendo estas ultimas e os fungos as fontes preferidas para producdo da
enzima para fins comerciais (NIJPELS et al., 1981; LADERO et al., 2001; JURADO et al.,
2002). Na Tabela 2.2 estdo relatadas fontes para obtengdo de -galactosidase.

A levedura Kluyveromyces lactis é a principal fonte comercial de B-galactosidase,
porque seu habitat natural ¢ o ambiente do leite, e tem marcante atividade na hidrdlise de
lactose (GEKAS e LOPEZ, 1985).

As propriedades das p-galactosidases dependem de sua fonte. A lactase extraida da
Escherichia coli possui a maior massa molecular (520 kDa a 850 kDa), enquanto que as de
menores massas moleculares sdo as extraidas de Saccharomyces fragilis (201 kDa) e
Aspergillus oryzae (90 kDa) (GEKAS E LOPEZ, 1985).
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Tabela 2.2 - Possiveis fontes de obtengao de -galactosidase (SHUKLA, 1975)

PLANTAS | Péssego, améndoas e algumas espécies de rosas selvagens.
ORGANISMOS ANIMALIS | Intestino, cérebro e tecido da pele de mamiferos.
LEVEDURAS | Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis
Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis
Candida pseudotropicalis
BACTERIAS | Escherichia coli
Lactobacillus bulgaricus
Bacillus sp
Streptococcus lactis
FUNGOS | Aspergillus foetidus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae

Aspergillus phoenecis

A temperatura e o pH otimo diferem de acordo com a fonte de obtencao de cada
enzima, conforme Tabela 2.3, e também de acordo com o método de preparacao comercial. A
imobilizacdo de enzimas, o método de imobilizacdo e o tipo de suporte podem influenciar as

condi¢des otimas de preparacio (GEKAS E LOPEZ, 1985).
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Tabela 2.3 - Propriedades das lactases (GEKAS E LOPEZ, 1985)

Fonte pH Otimo Temperatura Massa Molecurar
Otima (°C) (KDa)

Aspergillus niger 3,0-4,0 55-60 124

Aspergillus oryzae 4,5 50-55 90

Kluyveromyces fargilis 6,6 37 201

Kluyveromyces lactis 6,9-17,3 35 135

Escherichia coli 7,2 40 540
Bacillus circulans 6,0 60 - 65 -
Lactobacillus bulgaricus 7,0 42 - 45 -

Lactobacillus thermophilus 6,2 —7,1 55-57 530
Mucor pucillus 4,5-6,0 60 -

Thermus aquaticus 4,5-5,5 80 570

Nem todas as lactases sdo aceitas ou reconhecidas como seguras para a utilizagdo na
indastria de alimentos. Enzimas extraidas de A. niger, A. oryzae e Saccharomyces sp (lactis
ou fragilis) sdo consideradas seguras, devido ao historico de suas aplicagdes e a0s numerosos
estudos realizados. Existe ainda uma grande procura na industria alimenticia por enzimas com
propriedades superiores, com melhor estabilidade térmica a pH neutro, boa atividade a baixas
temperaturas (GEKAS E LOPEZ, 1985).

Nem todas as lactases sdao aceitas ou reconhecidas como seguras para a utilizacdo na
indastria de alimentos. Enzimas extraidas de A. niger, A. oryzae e Saccharomyces sp (lactis
ou fragilis) sdo consideradas seguras, devido ao historico de suas aplicagdes e a0s numerosos
estudos realizados. Existe ainda uma grande procura na industria alimenticia por enzimas com
propriedades superiores, com melhor estabilidade térmica a pH neutro, boa atividade a baixas

temperaturas (GEKAS E LOPEZ, 1985).

2.5 — Imobilizacio de enzimas

A enzima imobilizada ¢ definida como "a enzima fisicamente confinada ou
localizada em uma determinada regido definida do espago, com retengdo de sua atividade
catalitica, que pode ser usada varias vezes e de forma continua" (CHIBATA, 1978). Nao

existe um método universal de imobilizagdo. Cada utilizacao exige avaliacao de cada um dos
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passos de acordo com critérios propostos de imobilizacao, atividade, rendimento, estabilidade,
simplicidade e viabilidade econdmica. Cada método tem suas vantagens e desvantagens que
devem ser consideradas e investigadas para todos os biocatalisadores e rea¢do enzimatica
(SCOUTEN, 1987).

O primeiro trabalho sobre imobilizagdo de enzima foi no inicio do século XX,
quando NELSON e GRIFFIN (1916) adsorveram invertase em carvao ativado e alumina, com
reten¢do de atividade na inversdo de sacarose, embora o objetivo destes pesquisadores fosse a
purificagdo da enzima.

A imobilizagdo de enzimas tem se mostrado, nos ultimos tempos, uma poderosa
ferramenta para melhorar quase todas as propriedades enzimaticas, como a alta atividade e
seletividade (MATEO et al., 2007).

Com o estudo avancado, a enzima imobilizada tem sido aplicada em industrias
alimenticias e tem se tornado uma importante tecnologia na industria leiteira, sendo
largamente utilizada na hidrolise de lactose do leite, soro e produtos lacteos. B-galactosidase
(E.C. 3.2.1.23) recebeu um especial interesse, pois ela pode ser usada para produzir uma
mistura isomolecular de glicose e galactose (BAYRAMOGLU et al., 2004; MAMMARELLA
e RUBIOLO, 2006; HAIDER e HUSAIN, 2007).

Diferentes métodos de imobilizagdo foram desenvolvidos, como a oclusio em
alginato e fibra, ligacdo sobre quitosana, espuma de poliuretano, gelatina, ossos em po e
adsor¢do em resinas de fenol / formaldeido. Alguns destes métodos apresentam baixo
rendimento de imobilizagdo ou desprendimento continuo de enzima (CARPIO et al., 2000). A
enzima pode ser usada na forma soluvel, que ¢ normalmente utilizada em processos batelada,
enquanto a forma imobilizada tem uma operacao continua (BODALO et al., 2001).

Suportes também ofuscam a mudanca de temperatura das enzimas, pH, condi¢des de
agitacdo e pode haver uma possivel perda na atividade enzimatica. Os efeitos difusionais
devido ao transporte do substrato e do produto ao sitio ativo da enzima imobilizada também
se tornam uma desvantagem ao uso de imobilizacio (SECUNDO et al., 2002;
BAYRAMOGLU et al., 2003).

A imobilizacdo enzimatica tem um custo elevado quando comparado ao uso da
enzima livre, mas a imobilizagdo de enzimas da a possibilidade de utilizar o biocatalisador
imobilizado repetidamente, em reagdes bateladas ou reagdes continuas, € em sistemas de

reatores tubulares (UHLIG, 1991). Algumas das principais vantagens da enzima imobilizada
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sdo citadas abaixo (ALEKSANYAN ¢ MARKOSYAN, 1986; ALBAYRAK e YANG, 2002;
GOMEZ et al., 2005; SZYMANSKA et al., 2007).
» Permite processamento de grandes quantidades de substrato, uma vez que
pode ser separado e recuperado o produto da mistura de substrato-produto;
» Transmite uma maior estabilidade para a enzima, de modo que possa ser

utilizado em processos continuos;

A\

Proporciona um maior controle do processo catalitico;

v

Permite um grande aproveitamento econdmico, pelo fato da possibilidade de
sua reutilizacao;

Flexibilidade do design do reator;

Melhor controle operacional;

Reutilizagdao sem um significativo decréscimo da atividade;

YV V VYV V

E possivel usar alta dosagem de enzima por volume de reator, comparado ao
uso de enzimas livres;

» A enzima ndo contamina o produto.

2.5.1 — Métodos de imobilizacao de enzimas

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na imobiliza¢ao
de enzimas, ndo ha um método tnico. Isto se deve as diferentes caracteristicas € composi¢ao
quimica das enzimas, as diferentes propriedades do substrato ¢ do produto e a finalidade de
aplicacdo do produto obtido. Assim, para cada aplicagao de enzima imobilizada € necessario
escolher o procedimento mais simples e mais barato, que resulte em uma imobilizacdo com
boa retengdo de atividade e alta estabilidade operacional.

A estabilidade da enzima pode ser melhorada dramaticamente se uma técnica
adequada de imobilizagdo for empregada. No caso das [-galactosidases, existem varios
procedimentos para imobilizagdo: fixagdo ou unido a suportes porosos por adsorcdo, interagao
ionica, formagdo de complexos com metais (quelacdo) e formacdo de ligagdes covalentes
(LADERO et al., 2000).

As diferengas no comportamento da enzima imobilizada, quando comparada a sua
forma em solugdo, devem-se aos seguintes fatores: efeitos conformacionais - modifica¢dao
conformacional da molécula de enzima devido a alteragdo na estrutura terciaria do sitio ativo;

efeitos estereoquimicos - uma parte da molécula da enzima ¢ imobilizada numa posi¢ao tal
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que o sitio ativo ¢ relativamente inacessivel; efeitos difusionais ou de transferéncia de massa
- tém origem na resisténcia de difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima e do
produto da reacdo; efeitos microambientais - resultantes do método de imobilizagdo utilizado
ou da presenca e natureza (hidrofobica ou hidrofilica) do suporte na vizinhanga da enzima.
Todos esses fatores podem influenciar as propriedades da enzima imobilizada que adquirem
novas propriedades cinéticas, modificagdes em seus valores de K, € Vy, (velocidade maxima
de reagdo enzimadtica), deslocamento dos valores de pH e comportamentos diferentes em
relacdo a temperatura (MARKOGLOU e WAINER, 2003).

Para diminuir os efeitos do deslocamento de pH na atividade das enzimas
imobilizadas, algumas analises devem ser realizadas: tipo e a forca ionica do tampao de
imobilizacdo utilizado, possibilidade da alteracdo do tamanho da particula do suporte e co-
imobilizacdo de enzimas que capturem os protons gerados durante a reacdo de imobilizagao
(TISCHER e KASCHE, 1999).

Existem varias formas de classificar os métodos de imobilizacdo de enzimas, de
acordo com a natureza da interacdo responsavel pela imobilizagdo. Podem ser classificadas
em duas categorias: imobilizacdo por ligagdo ou por retencdo fisica, conforme pode ser
verificado na Figura 2.6.

A imobilizagdo por ligacao envolve alteracdo na estrutura da enzima, através da
ligacdo desta com o suporte insoluvel (ligacdo ao suporte) ou entre as moléculas da propria

enzima (ligagdes cruzadas) (CAO, 2005).

‘ METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS ‘
IMOBILIZACAO POR LIGACAQ I IMOBILIZACAO POR RETENCAO FiSICA
_ I

LIGACAD A SUPORTES i LIGACOES CRUZADAS OCLUSAD EM MATRIZ, m:f;::;;{::g [

lonica ou | Metilica ot | Ligacdes | Ligagdes Particulss | Fibras | [Escspsuiscio | Membranas
Adsargio covalente crutades | Co-cruzsdas

R E_ S S &
_.E '-.-.E_._-g._ 'EEF" ' E
e INE EE| B |E_ |

- ..- - g F_'.
dE IR AR S r-{
Figura 2.6 — Classificacdo dos métodos de imobilizacdo de enzimas. E: enzimas; S: suportes:

A: Albumina. (BLANCH e KLARK, 1997; BULCHHOLZ et al., 2005).
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2.5.1.1 — Ligac¢ao a suportes insoluveis

O método de ligacao ao suporte pode ser dividido em quatro diferentes formas, sendo

adsorcao fisica, liga¢do idnica, ligacdo metalica e ligagdo covalente.

a) Adsorcdao fisica

O método de adsorcdo fisica para a imobiliza¢do de enzimas ¢ baseado em adsor¢do
fisica da proteina da enzima na superficie de suportes insoluveis. A enzima fica retida na
superficie do suporte insoluvel que se encontra em meio aquoso, através de interacdes de Van
der Waals, interagdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e interagdes especificas. Tal
método promove pouca perturbagdo sobre a estrutura nativa da enzima. Porém, apresenta
como desvantagem a dessorcdo da enzima durante sua utilizacdo (CHIBATA, 1978;
BICKERSTAFF, 1997).

Os principais aspectos que devem ser analisados em um sistema de enzima
imobilizada s3o o suporte (transportador), a enzima e o modo de interagcdo da enzima com o
suporte. O suporte pode ser uma membrana, um soélido insoluvel em dgua, ou uma matriz
polimérica, classificados de acordo com sua morfologia (porosos, ndo porosos, ou tipo gel) e
sua composicao quimica (SCOUTEN, 1987).

Algumas vantagens podem ser destacadas neste método: ¢ simples e de baixo custo,
dispensabilidade de reagentes quimicos e baixa probabilidade de desnaturacdo das enzimas
(GEKAS e LOPEZ, 1985).

O procedimento consiste em misturar a enzima e o material do suporte em condigdes
apropriadas e apds um tempo de contato, ¢ feita a separacdo do suporte imobilizado da
solugdo em que ele se encontra, por centrifuga¢do ou filtragdo. A adsor¢ao da enzima ¢
dependente do pH, da natureza do solvente, forca iOnica, concentragdo de enzimas e
temperatura. O controle dessas varidveis ¢ requerido para a adsor¢@o otimizada e retencdo da
atividade, devido a ligagdo fraca entre suporte e enzima. A maior desvantagem desse método
¢ a ligacdo fraca entre enzima-suporte ¢ a preocupagdo com as condigdes de temperatura, pH,
forga i6nica e tipo de solvente estar ou nao em condigdes dtimas para ndo haver dessor¢cao
(KENNEDY e CABRAL, 1987). Uma etapa posterior com ligacdo cruzada contribui para a

estabilidade do biocatalisador imobilizado no suporte. Reagente bi ou multifuncional, como
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glutaraldeido e disocianato de tolueno podem ser utilizados como agentes de ligacao cruzada

(WOODWARD, 1984; CAO, 2005).

b) Ligacéo ibnica

Este método ¢ baseado principalmente em ligagdo i6nica da enzima com o suporte
solido, contendoresiduos trocadores de ions. Na pratica, tanto a idnica como a ligagdo de Van
der Waals ocorrem juntas. A principal diferenga entre absor¢do fisica e ligagdo ionica ¢ a
forca de ligacdo da enzima e o suporte. O resultado das for¢as de ligacdo sdo mais fortes
daquelas da adsorcao fisica. Apesar de serem mais fortes, os processos de imobilizagdo sdo os
mesmos, as condi¢des sdo brandas em comparacdo com os métodos que envolvem as ligagdes
covalentes, e as mudancas de conformagdo produzidas sdo pequenas (KENNEDY e
CABRAL, 1987; ALMEIDA et al., 2005).

Como desvantagem deste método também ha a possibilidade de desprendimento da
enzima do suporte, quando houver variagdo no pH e na forca idnica do meio. As vantagens
apresentadas sdo: possibilidade de reutilizagdo do suporte, baixo custo, simplicidade do
método, disponibilidade de suportes e obtencdo de enzimas imobilizadas com alta atividade
(WEETALL, 1975).

Os suportes utilizados menos utilizados sdo os suportes inorganicos, principalmente
silica e resinas de troca ionica. De acordo com o tipo de trocadores eles sdo classificados
como anidnicos ou cationicos. O trocador anidnico mais comum contém grupos funcionais
derivados de aminas, e o trocador catidnico contém como grupos funcionais sulfato, fosfato e
seus derivados (KENNEDY e CABRAL, 1987). Na Tabela 2.4 sdo apresentados alguns

exemplos de resinas trocadoras de ions adequadas para ligacao idnica.
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Tabela 2.4 — Alguns trocadores i6nicos (COLLINS et al., 1993)

Capacidade de alguns trocadores ionicos

Capacidade total
Trocador Tipo a b
meq/g meq/100mL
Dowex 50 X-8 Acido forte 5,1 170
Amberlite IR-120 Acido forte 190
SP-Sephadex C-25 Acido forte 2,3+£03 30
Amberlite [IRC-84 Acido fraco --- 400
CM-Sephadex C-25 Acido fraco 4,5+0,5 56
CM-Sephadex CL-6B Acido fraco - 12
CM-Cellex Acido fraco 0,7+0,1 -
Dowex 1 Base forte 32 140
Amberlite IRA 400 Base forte --- 140
QAE-Sephadex A-25 Base forte 3,004 50
Dowex 3X-4 Base forte 2,8 190
Amberlite IRA 45 Base forte --- 190
DEAE-Sephadex A-25 Base forte 3,5+0,5 50
DEAE-Sephadex CL-6B Base fraca - 15
DEAE-Sephacel Base fraca 1,4+0,1 17,1
Cellex D Base fraca 0,7+0,1 ---

a: Valor obtido por titulagdo e referente a quantidade total de miliequivalentes em relacao ao peso
do trocador usado na determinagio.
b: Valor obtido tomado por base 100 mL da suspensédo do trocador.

¢) Ligacdo metalica

Imobiliza¢do de enzimas por ligacdo metdlica tem sido preparada usando compostos
de metais de transi¢do, principalmente sais metalicos, como de titdnio e zircOnio, para
ativacao da superficie de suportes organicos e inorganicos ou usando o seu correspondente
oxido metalico hidratado. Este método ¢ baseado nas propriedades quelatantes de metais de
transi¢do, o qual pode ser empregado para ligar enzimas. Contudo, a estabilidade conseguida
com tais catalisadores tem sido baixa devido a perda de enzimas para a solucdo (FLYNN e

JOHNSON, 1978; KENNEDY e CABRAL, 1987).
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d) Ligacéo covalente

Liga¢do covalente entre suporte e enzimas ¢ baseada na ligacdo entre moléculas de
enzimas e suporte. A selecdo das condigdes para imobilizagdo por ligagdo covalente ¢ mais
dificultosa do que em outros métodos de ligagdo enzima-suporte. Para alcangar eficiente
ligacdo a funcionalidade do suporte e da enzima deve-se fazer a ativacdo do suporte antes da
imobilizacdo. Alguns dos reagentes usados para ativagdo dos suportes contém o grupo
hidroxil ou amino (KENNEDY ¢ CABRAL, 1987; CAO, 2005).

Enzimas covalentemente imobilizadas podem ser consideradas como quimicamente ¢
fisicamente modificadas pelo suporte utilizado. Neste caso ndo ¢ surpresa a modificagao na
conformacdo da enzima, tal como atividade, seletividade e estabilidade, podendo ser
radicalmente melhorada na comparacdo ndo somente com outros métodos de imobilizagao de
enzimas, mas também com a enzima nativa (CAO, 2005).

O glutaraldeido ¢ um reagente geralmente usado na imobilizagdo de enzimas nos
processos industriais, efetuando uma ligacao covalente entre um radical ativo do suporte com
a molécula da enzima (KENNEDY e CABRAL, 1987).

Como a ligagdo covalente ¢ forte, a enzima imobilizada ¢ estavel e ndo ocorre perda
da enzima para a solucdo, e assim pode influir na alta resisténcia a temperaturas, a
desnaturantes e a solventes organicos em geral. A extensdo disso depende das condi¢des do
sistema, da natureza da enzima e do tipo de suporte (CHIBATA, 1978; KENNEDY e
CABRAL, 1978; ARICA, 2000 apud BAYRAMOGLU et al., 2003).

Infelizmente, menos atencao tem sido dada para este método, embora descobertas de
que a enzima pode ser dissolvida em alguns solventes orginicos com alta retengdo da
atividade poderia estimular novo interesse em explorar esse potencial da atividade e

seletividade (CAO, 2005).

e) Ligacdo cruzada

A ligagdo cruzada ¢ um método livre de suporte, e as enzimas estdo ligadas umas as
outras, ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura tridimensional
complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos ou quimicos. Quando obtidas por métodos
quimicos sdo resultantes das ligacdes covalentes entre as enzimas e sdo favorecidas pelo uso

de agentes bi ou multifuncionais, obtendo-se uma enzima quase pura (SHELDON, 2007).
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Entre os agentes de ligacdo cruzada mais usados esta o glutaraldeido (KENNEDY e
CABRAL, 1987).

Como desvantagem do método esta a necessidade de grande quantidade de enzima,
resultando em baixas retengdes da atividade e em baixa estabilidade mecénica, o que dificulta
sua aplicagdo industrial, além de pouca reprodutiblidade. Como alternativas ao método
convencional, foram desenvolvidos os métodos por ligacao cruzada utilizando-se de enzimas
cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes crystals) e o método de formagdo de agregados
fisicos, por precipitagdo, e subseqiiente entecruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme
aggregates) das enzimas do agregado (SHELDON, 2007). O uso dos CLEAs tem atraido a
atencao, por sua simplicidade, extensa aplicacdo, alta estabilidade e preservagdo da atividade

(JOSIC et al., 2001; HAGE et al., 2002; SHELDON, 2007).

2.5.1.2 — Imobilizacio por retencio fisica

a) Imobilizacdo de enzima por ocluséo

Este método baseia-se em retengdo das enzimas nos espacos intersticiais, podendo
ser feito em géis, fibras e por microencapsulacao, permitindo apenas difusao do substrato e
produtos. Neste método, nenhuma reacdo ocorre, sendo um processo de retengdo fisica da
enzima. Este procedimento tem a vantagem de que o biocatalisador ndo ¢ submetido a uma
modificacio estrutural, e é protegido por substancias de alto peso molecular. E um processo
muito simples e as enzimas nao sofrem modificagdoes quimicas (CHIBATA, 1978; FABER,
1997).

» Oclusao em géis: a enzima esta livre em solugdo, mas com seu movimento
restrito por uma rede de gel ou polimero. A enzima ¢ misturada aos
componentes que formardo o gel e, quando esse ¢ formado, a enzima fica
presa a matriz. A porosidade da matriz deve evitar a perda de enzima, e, ao
mesmo tempo, permitir o livre movimento do substrato e do produto
(CHAPLIN e BUCKE, 1990; GIRELLI et al., 2005);

» Oclusao em fibras: ¢ um método de imobilizacdo de enzima por oclusdo nas
microcavidades de fibras sintéticas. Nesta técnica 0 monomero ¢ dissolvido
em um solvente organico e emulsionado numa solu¢ao aquosa de enzima. A
emulsdo é forgada através de um processo de extrusdo com um liquido

coagulante (tolueno ou éter de petroleo), precipitando o polimero numa forma
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filamentosa, com as micro gotas de solucdao de enzima retidas. As vantagens
desse método ¢ que as fibras sdo resistentes a acidos fracos, a alta forga i6nica
e a alguns solventes organicos, além de ser é muito estavel (GEKAS e
LOPEZ, 1985; KENNEDY e CABRAL, 1987);

» Membranas: O método de imobilizagdo por meio de contengdo em
membranas envolve a utilizagdo de membranas pré-formadas (reatores do
tipo hollow fiber) ou a formagao in situ da membrana em torno das enzimas a
serem imobilizadas (KAREL et al., 1985). Este método consiste em colocar a
solucdo de enzima e o substrato de um mesmo lado da membrana, permitindo
0 contato intimo entre a enzima e o substrato. Esse processo pode ser
utilizado na conversdo de substratos de alto peso molecular (KENNEDY e
CABRAL, 1987). Devido a auséncia de nucleo gelificado, as limitacdes a
transferéncia de massa também sao reduzidas (PARK e CHANG, 2000);

» Encapsulagdo: pode ser obtida pelo envolvimento das enzimas por
membranas semipermedveis, ou por micelas reversas formadas por
surfactantes. As enzimas permanecem livres em solu¢do, mas em um espaco
restrito. A vantagem deste método ¢ a grande area superficial de contato do
substrato e enzima dentro de um volume relativamente pequeno e da
possibilidade real de imobilizagdo simultanea de vérias enzimas em uma
unica etapa (KENNEDY e CABRAL, 1987).

A selecdo do método de imobilizagdo deve ser baseada em parametros como
atividade global do derivado imobilizado, caracteristicas de regeneracao e desativacao, custo
do procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes de imobilizagdo e propriedades

finais desejadas para a enzima imobilizada (MALCATA et al., 1990).

2.5.2— Comparacao entre os métodos de imobilizacio

Embora muitas técnicas de imobilizacdo tenham sido aplicadas para muitas enzimas,
¢ reconhecido que ndo ha uma procedimento particular que possa ser considerado um método
ideal e universal de imobilizacdo de enzimas. Isto se deve ao fato de diferentes composicoes e
caracteristicas quimicas das enzimas e a seus substratos e propriedades dos produtos. Para

encontrar o melhor método de imobilizacdo para uma necessidade especifica é necessario que
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resulte numa boa atividade e em alta estabilidade operacional (KENNEDY e CABRAL, 1987;
VICENTE, 2000). A Tabela 2.5 apresenta algumas vantagens e desvantagens dos diferentes

métodos de imobilizacao.

Tabela 2.5 — Alguns exemplos de capacidade de trocadores i6nicos (KENNEDY e CABRAL,

1987)

Caracteristicas  Ligacées Adsorc¢ao Ligacao Ligacao Ligacao Oclusao
Cruzadas Fisica Ionica Metalica Covalente

Preparacio Intermediario  Simples Simples Simples Dificil Dificil
Forca de Forte Fraca Intermediario Intermediario  Forte Intermediario
Ligacao
Atividade Baixa Intermediario  Alta Alta Alta Baixa
Recuperacdo Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel
do suporte
Custo Intermediario  Baixo Baixo Intermediario  Alto Intermediario
Estabilidade  Alta Baixa Intermediario Intermediario  Alta Baixa
Aplicabilidade Nao Sim Sim Sim Nao Sim
Geral
Protecio Intermediario  Nao Nao Nao Nao Sim
microbiana

2.5.3 — Efeitos dos métodos de imobilizacido na cinética e propriedades das enzimas

As propriedades quimicas e fisicas das enzimas podem sofrer modificagdes apos a
imobilizacao. Devem ser considerados os efeitos da imobilizacao sobre a estabilidade, as
propriedades cinéticas e especificidade, além da produtividade da enzima. As mudangas nas
propriedades das enzimas podem ser causadas por diversos fatores (KENNEDY e CABRAL,
1987; SHELDON, 2007).

a) Efeitos conformacionais: quando mudanga conformacional na molécula da enzima
ocorre devido a alteracdo de aminoécidos no centro ativo da enzima e mudanga na proteina da
enzima.

a) Efeitos esterioquimicos: uma parte da molécula da enzima ¢ imobilizada numa
posigao tal que o sitio ativo ¢ relativamente inacessivel.

b) Efeitos de particdo: este efeito ¢é relatado para a natureza quimica do material do
suporte, podendo surgir interagdes eletrostaticas e hidrofobicas entre a matriz e moléculas de

baixo massa molecular presente na solugdo, levando a uma modificagdo de microambiente.
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b) Efeitos difusionais ou transferéncia de massa: surge a partir da resisténcia de
difusdo de solugao de substrato para os sitios cataliticos e difusdao de produtos.

A mudanga observada das propriedades das enzimas na imobilizacdo ¢ o resultado
das interagdes destes fatores. Todos esses fatores podem influenciar nas propriedades da
enzima imobilizada que adquirem novas propriedades cinéticas, modifica¢cdes em seus valores
de K, ¢ Vi, deslocamento dos valores de pH e comportamentos diferentes de acordo com

temperatura (KENNEDY e CABRAL, 1987; MARKOGLOU, 2003)

2.5.4 — Suportes para imobilizacio

O material do suporte deve ser efetivamente inerte, conter um grande nimero de
sitios para a imobilizacdo da enzima e impor a menor quantidade de limitacdes para a
ocorréncia da reagdo. Os suportes mais utilizados para a imobilizagdo das enzimas incluem
vidro poroso, resinas de troca idnica, policrilamida e coldgeno (BAKKEN et al., 1990).

Para o uso industrial sdo mais adequados os suportes inorganicos, devido as suas
propriedades fisicas. Além disso, apresentam uma série de vantagens em relagdo aos suportes
organicos como, por exemplo, elevada forca mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a
solventes organicos ¢ ataque de micro-organismos ¢ facil regeneracdo por processo de
pirélise. No mais, materiais inorganicos nao apresentam modificacdo na estrutura em uma
larga faixa de pressao, temperatura ¢ pH. Contudo, a maioria das enzimas imobilizadas e
comercializadas ¢ obtida com matrizes organicas, provavelmente devido a grande variedade
de grupos funcionais reativos que podem ser “introduzidos” em suportes organicos
(KENNEDY e CABRAL, 1987).

Os suportes, quanto a sua classificacdo morfoldgica, podem ser porosos, nao porosos
e estrutura gel. Os suportes porosos, tanto organicos quanto os inorganicos, apresentam como
vantagem a grande area superficial interna disponivel para imobilizagdo da enzima, que neste
caso fica protegida de turbuléncia externa, elevado teor em biocatalisadores e prote¢do ao
ambiente externo. Algumas das desvantagens desse tipo de suporte sdo: elevadas limitagdes
difusionais, custo alto, alta pressdo osmdtica. Os ndo-porosos eliminam a resisténcia a
transferéncia de massa interna, contudo, apresentam uma limitada area superficial disponivel
para imobilizacdo de enzimas. Para aumentar a carga de enzima imobilizada, utilizam-se
particulas finas ou fibras, porém, estas sdo dificilmente removidas da mistura reacional,
limitando o uso em reagdes continuas, desde que levadas a uma alta pressdo em reatores de

leito fixo. Além disso, influem no grau de escoamento se utilizadas em reatores de leito
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fluidizado (PEREIRA, 1996). A Tabela 2.6 ilustra os diferentes tipos de suporte e sua

classificagao.

Tabela 2.6 — Classificacdo dos suportes conforme a composi¢io (GALVAO, 2004)

Suportes
Organicos Inorganicos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos  Proteinas Poliestireno Areia Vidro(PC)
Celulose Colageno Poliacrilatos Betonita Ceramica (PC)
Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Silica (PC)
Agar Gelatina Nylon Pedra-pome  Aluminossilicato
Quitosana Seda Poliamidas Oxido de Ferro
Amido Vinil Oxido de Niquel
Policrilamidas

Viérios tipos de suportes e técnicas t€ém sido utilizados para a [-galactosidase
imobilizada. Apesar do alto custo da imobilizacdo, continua sendo mais vidvel
economicamente do que os sistemas de enzima livre, uma vez que estes processos podem ser
realizados continuamente e oferecer a possibilidade de reutilizagdo da enzima e um melhor
ambiente para a atividade catalitica da enzima (SZCZODRAK, 2000; LADERO et al., 2005).

A quitosana ¢ um suporte cada vez mais utilizado em muitas aplicagdes, incluindo
sistemas de administragdo de medicamentos. A desvantagem da quitosana ¢ limitada a sua
solubilidade em 4gua e ao baixo pH da solu¢do de quitosana, sendo assim tende a desnaturar a
enzima (TAQIEDDIN et al., 2002).

YANG e OKOS (1989) estudaram a hidrolise de lactose utilizando
[-galactosidase (obtida de A. niger) imobilizada em uma resina de fenol-formaldeido. Os
ensaios foram realizados em temperaturas variando de 8 a 60°C, e concentragdo inicial da
lactose variando de 2,5 a 20%. Os resultados indicaram que a temperatura 6tima de operagao
para este método depende do tempo de operagdo, mas independe da concentragao inicial ou da
conversao da lactose.

Pesquisadores tém utilizado alginato como um meio para a oclusiao de
[-galactosidase, mas este procedimento de imobilizacdo de enzimas tem algumas limitagdes,
tais como o problema do substrato e do produto na difusdo dentro e fora das esferas de

alginato (HAIDER e HUSAIN, 2007).
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2.5.5 — Imobilizacdo em resinas

A utilizagdo de suportes magnéticos permite um rapido isolamento e separacdo ao
final da reagdo, reduzindo o custo operacional na separa¢do da enzima imobilizada com o
meio. Suportes magnéticos sdo muito usados na a producdo de adsorventes com
bioafinidades, hidratos de carbono, hidrolise, degradacdo biologica de residuos, fermentagao
alcodlica e catdlise de reacdes entre substidncias organicas por enzimas imobilizadas em
reatores de gas — liquido.

As resinas catidnicas trocam seu cation disponivel com o cation do meio até atingir o
equilibrio. As resinas anidnicas sao semelhantes, trocam anions; seu carater basico deve-se a
presenca de grupos amonio quartenario, sendo aquelas que tém amonio quartenario uma
resina fortemente basica (COLLINS et al., 1993).

A troca de fons em uma resina fortemente 4cida ocorre independente do pH, ja se for
uma resina fracamente acida a troca se da somente em solucoes alcalinas, na sua forma salina,
sendo fracas na forma carboxilica. As resinas fortemente basicas sdo muito ionizadas, tanto na
forma de hidréxido como na de seu sal, e também possuem sua a¢do independente do pH
(COLLINS et al., 1993).

A utilizacao de resinas para imobilizar enzimas ¢ adotada em diferentes industrias,
tais como: Industria alimenticia, farmacéutica, processos quimicos e tratamento de residuos
(LETCA et al., 2004). Algumas resinas fracamente basicas e alguns de seus parametros sao

resumidos na Tabela 2.7.

Tabela 2.7 - Parametros basicos de ions-trocadores (LETCA et al., 2004)

Nome da resina Estrut}lra da Tamanho Matriz Grl}p 0
particula (nm) Funcional

Amberlite IRA 67 estrutura de gel 500 — 750 acrilico — N-(R)
divinilbenzeno

Amberlite IRA 94 S macroporoso 350-470 N - (R).
estireno —
divinilbenzeno

Duolite A 561 macroporoso 470 — 740 N - (R)
fenol -
formaldeido

Duolite A 568 macroporoso 150 - 600 N-(R)
fenol —

formaldeido
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OOSTEROM et al. (1998) imobilizaram as enzimas B-galactosidases de Aspergillus
orizae ¢ de Kluyveromyces fragilis em uma resina de troca ionica, fenol-formaldeido, tipo
Duolite S-761 e Duolite A-7, respectivamente.

OZDURAL et al. (2003) imobilizaram a enzima B-galactosidase em uma resina de
troca i0nica fracamente basica, Duolite A-568, em um reator de leito empacotado para a
obtengao de glicose e galactose.

LETCA et al. (2004) testaram algumas resinas de troca idnica em inulase II a partir
de uma cepa Esherichia coli genéticamente modificada e obteve a melhor atividade para a
resina Duolite A-568.

MARQUEZ et al. (2008) estudaram a imobilizagdo de invertase em resinas de troca
i0nica para a hidrdlise de sacarose e obtiveram melhor atividade com a resina Duolite A-568.

FREITAS (2007) imobilizou B-galactosidase de Aspergillus oryzae em alginato de
sodio com gelatina e glutaraldeido para a hidrélise de lactose e observou no estudo da cinética
a inibicao pelo produto galactose.

OZDURAL et al. (2008) imobilizaram B-galactosidase em uma resina de troca idnica
fracamente bésica, Duolite A-568, em um reator continuo. Concluiu-se que a equacdo que

melhor se ajustou ao estudo cinético foi a de Michaelis- Menten.

2.5.6 — Reatores para enzimas imobilizadas

As decisdes tomadas na concepgdo do biorreator escolhido podem ter um impacto
significativo no desempenho do processo global. O conhecimento da cinética das reagdes ¢
essencial para entender como um reator biologico trabalha. Outras areas da engenharia de
bioprocessos, tal como massa e balango de energia, transferéncia de massa e transferéncia de
calor, sdo também requeridos.

O biorreator ¢ considerado o coragdo de alguns processos bioquimicos como de
enzimas, microbiano, células de mamiferos e sistemas de células de plantas (NAJAFPOUR,
2007).

Os reatores enzimaticos podem ser divididos em dois grandes grupos, a saber,
descontinuos (incluindo a variante descontinuo-alimentado) e continuos. Os continuos, por
sua vez, podem ser do tipo leito, agitado ou fixo.

Os fatores a serem considerados para escolher o tipo de reator sdo:
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a) modo de operagdo: descontinuo (mais barato e de multiuso) e continuo (mais caro
e desenhado para um processo especifico);

b) custo do catalisador frente ao custo total do processo;

c) estabilidade da enzima ao longo do processo;

d) requisitos operacionais, a saber, possibilitar pleno controle do pH e da
temperatura, permitir operar em concentragdes nao inibitdrias de substrato, ser adequado
frente as caracteristicas da matéria-prima e permitir a substitui¢do do catalisador desgastado
pelo uso sem interrupcdo do processo (LIMA et al, 2001). A Tabela 2.8 mostra a
classificagdo de reatores levando em conta o modo de operacdo e as caracteristicas

hidrodinamicas.

Tabela 2.8 - Classificagdo de reatores enzimaticos (ZANIN, 1989)

Modo de Caracteristicas Tipo de reator

operacao hidrodinAmicas

Descontinuo Mistura perfeita Reator batelada de tanque agitado (BSTR)

Tipo tubular Reator batelada com recirculagdo (BRR)

Continuo Mistura Perfeita Reator continuo de tanque agitado (CSTR)
Reator continuo com agitacdo e membranas de
ultrafiltragdo (CSTR-UF)

Tubular Reator de leito fixo (PBR), leito fluidizado
(PFR) e de membranas

2.5.6.1 — Reatores descontinuos

O reator batelada (Batch Reactor) ndo realiza alimentacdo e nem saida do material
antes do término do processo. O substrato e a enzima sdo introduzidos simultaneamente no
inicio da reacdo, e assim promovem a conversao, com concentracao de substrato decrescendo
e de produto aumentando com o tempo. Este reator ¢ usado quando se esté utilizando enzimas
na forma livre e soltivel. Apos o surgimento de enzimas imobilizadas, este tipo de reator foi
usado em processos que se deseja a facil separacdo ao final do processo da enzima

imobilizada e do meio (CHIBATA, 1978; KENNEDY e CABRAL, 1987).
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Para este tipo de reator batelada, a principal vantagem ¢ a melhor eficiéncia da
transferéncia de calor e de massa devido a boa agitagdo do sistema (ZANIN, 1989), controle
de contaminacdo e adequacdo flexivel a variacdes das caracteristicas da matéria prima
(COLLINS, 1993).

O reator batelada de tanque agitado (Batch Stirred Tank Reactor- BSTR) é um tipo
de reator muito simples, que apresenta um sistema de agitacdo. Este reator ¢ usado para
processos que apresentam solucdo de alta viscosidade e para enzimas imobilizadas com baixa
atividade.

O reator de tanque agitado continuo ¢ mais eficiente do que o reator batelada agitado

mas o equipamento continuo ¢ mais complicado de ser usado (CHIBATA, 1978).

2.5.6.2 — Reatores continuos

O reator CSTR (Continuous Stirred Tank Reactor) consiste em um tanque bem
agitado contendo a enzima imobilizada. O fluxo de substrato ¢ continuamente bombeado para
o reator, a0 mesmo tempo em que o fluxo do produto ¢ removido.

A vantagem do CSTR ¢ a sua facilidade de construgdo, versatil e barato, a qual
permite a catalise simples, carregamento e facil substituicdo. Permite controle simples sobre a
temperatura, pH da reagdo e do fornecimento ou remog¢do de gases. Estes reatores CSTRs
tendem a ser bastante grandes quanto a necessidade de ser eficientemente misturados. Seus
volumes sdo geralmente cerca de cinco a dez vezes do volume de enzima imobilizada. Pode
haver um pequeno arraste de enzima na saida do reator, por este fato deve-se colocar um
coletor para poder recupera-la. Neste tipo de reator ndo existem gradientes de temperatura ou
de concentragdo, devido a eficiente agitagdo que promove contato intimo entre a enzima e o
meio de reacdo (CHIBATA, 1978; KENNEDY e CABRAL, 1987; NAJAFPOUR, 2007).

O reator PBR (Continuous Packed Bed Reactor) € o mais amplamente utilizado para
enzimas imobilizadas e células microbianas. Neste caso € necessario considerar a queda de
pressdo em todo o leito e o efeito das dimensdes da coluna na taxa da reagdo. No que se refere
ao fluxo do substrato, ha trés possibilidades: método de fluxo ascendente, fluxo descendente e
reciclo (CHIBATA, 1978).

O sistema continuo tem as seguintes vantagens:

» Facil controle automatico e operacional;

» Redugao dos custos de trabalho;
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» Estabilizacdo das condigdes de operagio;
» Facil controle na qualidade dos produtos.

O reator FBR (Fluidized Bed Reactor) ¢ usado quando a solug¢do de substrato tem
alta viscosidade e quando ha substrato ou produtos gasosos. Neste sistema devem-se tomar
alguns cuidados para nao haver destruicdo e decomposi¢do de enzima imobilizada
(CHIBATA, 1978).

O reator de membrana ¢ um sistema continuo, sendo utilizado para substrato de alta
massa molecular e um produto de baixa massa molecular. A enzima usada neste caso ¢

soluvel, e um ndo melhoramento da estabilidade da enzima ¢ esperado.

2.5.6.3 — Influéncia de alguns fatores na escolha do reator

Os fatores que devem ser considerados quanto a escolha de um determinado tipo de
reator para enzimas imobilizadas sdo:
» Requerimento de transferéncia de massa;
M¢étodo de imobilizacdo empregado;
Natureza do substrato;

Caracteristica do suporte de imobilizagao utilizado;

YV V VYV V

Facilidade de substituicdo do biocatalisador e sua regeneragao;
» Facilidade de construgao do reator e custo do mesmo.

A escolha inadequada do reator pode provocar rompimento do suporte de
imobilizacdo. Desta forma é importante escolher um reator que permita uma adequada mistura
do meio sem provocar danos ao suporte de imobilizagao (PILKINGTON et al., 1998; CAO,
2005).

2.6 — Cinética enzimatica

As caracteristicas das propriedades e fungdes das enzimas sdo a catalise das reagdes
quimicas. Algum dos estudos fundamentais desta funcdo catalitica deve ser baseado em
medidas qualitativas da taxa da reagdo catalisada. A partir do efeito da varia¢ao das condigdes
na taxa, interferéncias podem ser feitas sobre o mecanismo da a¢do enzimatica. Idealmente,
esses estudos cinéticos devem ser colocados em relagdo com a quimica estrutural e estudos

sobre a enzima, a fim de se obter uma imagem definitiva do processo, mas isso so € possivel
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se a enzima for obtida em um elevado grau de pureza. Cinética enzimatica ¢ definida como o
estudo da velocidade da reacdo enzimatica e como ela ¢ alterada devido as mudangas nas
condi¢des experimentais, principalmente em respeito a concentragdo de enzima, concentragao
de ligantes (substratos, inibidores e ativadores), pH, forca idnica e temperatura (DIXON e
WEBB, 1979; SEGEL, 1993).

A taxa de reacdo catalisada por enzima depende diretamente da concentracao desta.
Uma técnica experimental muito utilizada em cinética enzimatica ¢ a determinacdo das taxas
iniciais de reacdo. A taxa de formacdo do produto ou de consumo de substrato deve ser
constante em toda a faixa de tempo de estudo para se medir a verdadeira taxa inicial. Assim, ¢
preciso estabelecer o limite de linearidade para utilizar o procedimento de taxas iniciais, antes
que P versus t e v versus E; se tornem nao lineares (SEGEL, 1993).

Para todos os procedimentos enzimaticos, mantendo-se constantes as demais
condi¢des, a velocidade da reacdo depende das concentragdes da enzima e de seu substrato.
Uma equagdo geral para a velocidade, conhecida como equacdo de Michaelis-Menten,
descreve a reacdo em que ocorre interconversdo do complexo enzima-substrato seguindo da
formagao irreversivel de produto (SMITH et al., 1985), o qual é apresentado na Equagdo 2.1.
V= m (2.1

K., +S
Em que: V= velocidade limitante de uma reagdo catalisada por enzima nas condi¢gdes de
saturacdo, sendo denominada velocidade ou taxa maxima da reagao;

K= constante do modelo de Michaelis- Menten, que indica a afinidade da enzima

pelo substrato.

A possibilidade de medir diferengas na atividade enzimatica quando ha substratos em
concentragdes iniciais muito reduzidas ¢ importante para a determinagdo de parametros como
K (constante de Michaelis- Menten) e K; (constante de inibidor).

Para tanto, ¢ necessario encontrar reagdes em faixa de concentracdo onde [S] ~ K,
ou [I] ~ K;. Assim, se a afinidade de uma enzima pelo seu substrato ou por um inibidor for
muito grande, o Ky, ou o K; serio muito pequenos. E por isso que tais reagdes devem ser
estudadas em baixas concentracdes para ser possivel avaliar os referidos pardmetros de forma
conveniente. A medida das reagdes enzimdticas ¢ feita com base na determinacdo da

concentragdo do substrato ou do produto ou produtos da atividade catalitica. A variavel
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experimental, no caso, ¢ sempre tomada com base nas propriedades fisicas ou quimicas do
substrato ou do produto ou produtos da reacao.

A equacdo de Michaelis-Menten ¢ muito utilizada para descrever diversas reagdes
enzimaticas, mas sabe-se que para que se descreva o processo com sucesso, a concentragdo da
enzima deve ser pequena se comparada aquela do substrato e ainda ndo deve ter agdo de
inibicdo da enzima. Para situagdes onde as concentracdes de enzimas ¢ substratos sao
comparaveis, a equagdo de Michaelis-Menten pode ser inapropriada, como ocorre nos finais
dos processos enzimaticos conduzidos em batelada. Para situagdes de processos industriais,
em presenca de altas concentragdes de substrato ou de produtos e em presenca de inibidores
presentes no meio reacional, deve-se utilizar modelos cinéticos mais elaborados, porém a
maioria destes tem como ponto de partida a equacdo de Michaelis-Menten, na qual sdo
inseridos termos de corre¢do, para levar em conta inibidores, ativadores e multiplos substratos
(RIBEIRO, 1989).

A hidrolise de lactose em glicose e galactose tem sido descrita por diversos autores
utilizando enzimas obtidas de bactéria, levedura e fungos filamentosos. Em geral, a
modelagem utiliza alguma forma da equagdo de Michaelis-Menten, que fornece a relagdo
entre a velocidade de hidrdlise do substrato ¢ a concentragdo do substrato limitante

(SORENSEN e NOVAK, 1996; GHALY e BEM-HASSAN, 1995).

2.6.1 — Presenca de inibidores no meio reacional

A velocidade das reacdes catalisadas por enzimas ¢ diminuida por inibidores
especificos, isto é, compostos que se combinam com a enzima e impedem a combinac¢do que
ocorre normalmente entre enzima e substrato. A inibi¢do enzimatica pode ser classificada em
dois tipos: inibi¢do reversivel e inibigdo irreversivel. A inibigdo reversivel, que compreende
trés formas, pode receber tratamento quantitativo pelo uso das relagdes estudadas ao longo da
teoria de Michaelis-Menten sobre a formacdo do complexo enzima-substrato; € usual
quantificar o fendmeno da inibicdo reversivel pelos mesmos métodos graficos empregados
para a determinagdo da constante de Michaelis-Menten. Os trés tipos de inibi¢do reversivel
das enzimas sdo: inibigdo competitiva, inibicdo ndo-competitiva e a inibicdo acompetitiva
(VILLELA, 1978; DIXON ¢ WEBB 1979; SMITH et al., 1985).

Inibicdo  competitiva:  Os inibidores competitivos podem combinar-se

reversivelmente com o sitio ativo da enzima e competir com o substrato por este sitio. Assim,
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enquanto este sitio ativo estiver ocupado, ndo podera efetuar a ligacdo do substrato. A
combinagdo de um inibidor competitivo I com a enzima E pode ser descrita da mesma
maneira que a combinacdo com o substrato, embora o inibidor ndo seja quimicamente
transformado em produto. A Figura 2.7 ilustra esquematicamente o mecanismo de inibi¢do

competitiva.

E+8§=—— E§ — E+P

I’ s
?f,f"
|
b =

-

Figura 2.7 — Esquema do mecanismo da inibi¢do competitiva (MARQUES e YAMANAKA,
2008).

Inibicdo n&o-competitiva: é o tipo de inibi¢do em que o intercepto (1/Vy) € a
inclinacao de 1/v contra 1/[S] s3o aumentados pelo mesmo fator. Nesse caso, o efeito inibidor
ndo competitivo ndo ¢ reduzido quando a concentragdo do substrato ¢ aumentada, de modo
que a velocidade inicial maxima ¢ modificada, mas ndo a constante de Michaelis-Menten. . A

Figura 2.8 ilustra esquematicamente o mecanismo de inibi¢cdo ndo-competitiva.

E+8 &= E8B = E+F

‘| C C
El + § =—— E&I

Figura 2.8 — Esquema do mecanismo da inibi¢do ndo-competitiva (MARQUES e
YAMANAKA, 2008).

Inibicdo acompetitiva: este tipo de inibigdo ¢ observado quando um inibidor se
combina reversivelmente apenas com ES, dando origem a ESI, que ndo pode formar produtos.
Como no caso da inibi¢gdo ndo competitiva, a inibigdo acompetitiva ndo ¢ revertida com o

aumento do substrato. Este tipo de inibicdo ¢ frequentemente encontrado em reagdes
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enzimaticas com dois ou mais substratos. A Figura 2.9 ilustra esquematicamente o mecanismo

de inibigdo acompetitiva.

E+8 —

Figura 2.9 — Esquema do mecanismo da inibi¢do acompetitiva (MARQUES e YAMANAKA,
2008).

Inibicdo Irreversivel: ocorre sempre que a enzima experimenta modificagdo
irreversivel de um ou mais de seus grupos funcionais. Entre as substancias que atuam dessa
forma estdo o &dcido monoiodoacético ou sua amina, a iodoacetamida, que bloqueia grupos
sulfidricos da enzima por reagdo de alcoilagdo. Além desses compostos, devem ser
mencionados os inibidores organofosforados. As equagdes dos modelos cinéticos estdo

representadas na Tabela 2.9.

Sendo: V = Velocidade de hidrélise (umol.mg”.min™);
V= Velocidade maxima de hidrélise (umol.mg™.min™");
[S] = Concentracao do substrato (umol.L'l);
[P] = Concentragdo do produto (umol.L™);
K= Constante de Michaelis-Menten (umol.L™);
K;= Constante de inibi¢do (umol.L'l).
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Tabela 2.9 - Alguns modelos cinéticos enzimaticos (SANTOS et al., 1998)

Michaelis-Menten sem inibi¢ao

Michaelis-Menten com inibigao

competitiva por produto

Michaelis-Menten com inibigao

nado-competitiva por produto

Michaelis-Menten com inibigao

acompetitiva por produto

Michaelis-Menten com inibic¢ao

mista linear

Michaelis-Menten com inibi¢ao

parcialmente ndo competitiva

Vin-S
K +5

(2.2)

(2.3)

(2.4)

(2.5)

(2.6)

Q.7)

2.6.2 — Parametros cinéticos

Os parametros V,, e K;, caracterizam as reagdes enzimaticas que sdo descritas pela

cinética de Michaelis-Menten. V,, ¢ dependente da concentragdo total da enzima, enquanto

K, € independente (FOGLER, 1992).

O modelo cinético geralmente utilizado para descrever a hidrdlise enzimatica da

lactose ¢ a equacdo de Michaelis-Menten com inibi¢do competitiva por produto-galactose

(YANG e OKOS, 1989).

LADERO e colaboradores (2000) utilizaram o modelo de Michaelis-Menten com

inibi¢do competitiva por produto (galactose) para determinar os pardmetros cinéticos da

hidrélise de lactose utilizando B-galactosidase de K. fragilis imobilizada em um suporte de
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silica-alumina. A influéncia de um grande numero de variaveis envolvendo temperatura,
concentracdo do substrato e produtos, e concentragdao de enzimas foram analisadas.

HAIDER e HUSAIN (2008) realizaram um estudo comparativo usando alginato de
calcio e P-galactosidase de Aspergillus oryzae na hidrdlise de lactose a partir leite e soro de
leite. Duas colunas foram preparadas, uma contendo alginato de calcio soluvel e a outra um
complexo imobilizado de ligacdo cruzada e “Concanavalin A”. O modelo de Michaelis
Menten foi usado para o estudo cinético, e os pardmetros encontrados foram para K, 2,51
mM; 5,18 mM e Vi 4,8.10'4 mol/min; 4,2.10'4 mol/min a enzima livre ¢ imobilizada
respectivamente. Na Tabela 2.10 sdo apresentados os parametros cinéticos obtidos por
diversos autores para a enzima [-galactosidase, obtida de varias fontes na forma soluvel e
insolivel, em diversas condi¢cdes de temperatura. Analisando os dados, verifica-se a
existéncia de uma grande diferenca entre os valores de Vi, € Ky, Isto se deve principalmente a
forma como a enzima ¢ utilizada. Solubilidade, método de imobilizacdo, tipo de suporte,
concentragdo inicial da enzima e condigdes de operacdo (temperatura, fluxo e pH) podem

alterar significativamente a atividade da enzima.

Tabela 2.10 - Parametros cinéticos obtidos utilizando a enzima B-galactosidase livre.

Parametros cinéticos

Fonte (o]é) v K Referéncia

(pmol.mg'l.min'l) (mmol.L™")

Aspergillus oryzae 30 2,2-45 105-150 PORTACCIO et al., 1998

Aspergillus niger 40 383 70,5 YANG e OKOS, 1989
Bacillus circulans 60 - 41,7 NAKANISHI et al., 1983
Escherichia coli 21 570 0,23 HENG e GLATZ, 1994
Kluyveromyces 40 580 23 SANTOS et al., 1998
fragilis

Kluyveromyces 37 123 17,3 CAVAILLE e COMBES,

lactis 1995
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2.6.3 — Influéncia do pH na atividade e estabilidade das enzimas

SORENSEN (1909) mostrou que a atividade enzimatica depende do pH. Sabe-se,
desde entdo, que a atividade maxima de uma enzima corresponde a determinado pH 6timo
(VILLELA et al., 1978).

MICHAELIS e DAVIDSOHN (1911) formularam a hipdtese de que a dependéncia
da atividade da enzima ao pH ¢ consequéncia das propriedades anfotéricas das proteinas
enzimaticas. Assim, se observa a caracteristica em forma de sino das curvas de pH, o que
indica que a proteina no seu ponto isoelétrico apresenta o maximo de atividade catalitica
(VILLELA et al., 1978).

HALDANE, porém mostrou que, em muitos casos, ¢ impossivel correlacionar a
atividade enzimatica com o ponto isoelétrico. E possivel que a ionizagdo de grupos
localizados nos centros ativos ou proximo deles tenha grande efeito na atividade da enzima.
Em sistema enzimatico, o pH influi no estado de ionizacdo dos componentes do sistema:
enzima livre, complexo enzima-substrato ou o proprio substrato (VILLELA et al., 1978).

O pH exerce grande influéncia sobre a velocidade das reacdes. Muitas enzimas
possuem velocidades maximas num determinado pH, denominado pH 6timo, enquanto outras
atuam com igual eficacia dentro de uma faixa limitada de pH. Vérios fatores influenciam o
pH o6timo, incluindo os grupos acidos no sitio ativo. Se uma enzima necessita de um grupo
acido protonado para sua agdo catalitica, a enzima pode exibir uma atividade maxima em
valores de pH abaixo do pK do grupo. Por outro lado, quando hd necessidade da forma
dissociada de um 4acido, a atividade maxima pode ocorrer acima do pK do grupo. Com
freqiiéncia, dois ou mais grupos acidos dissociaveis participam do sitio ativo, e as curvas que
relacionam o pH com a atividade irdo refletir a dependéncia de cada grupo ao pH. Na
verdade, o estudo dos efeitos do pH sobre a velocidade da reagdo pode ajudar a identificar
grupos acidos num sitio ativo, embora outras informacgdes sejam necessarias (SMITH et al.,
1985).

Alguns substratos sdo acidos fracos ou contém constituintes idnicos, € o pH 6timo
pode refletir a necessidade de uma forma i6nica ou ndo-idnica de substrato para a enzima;
além disso, o rapido declinio na velocidade da reacdo, que ¢ frequentemente observado em
valores altos e baixos de pH, pode refletir na desnaturacido da enzima ou a dissociacdo de um

cofator essencial (SMITH et al., 1985).
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A faixa de pH de maior atividade das lactases pode variar de 2 a 10, e muitas atuam
em pH proximo do neutro, como no caso da lactase de Kluyveromyces fragilis. Outra
influéncia ¢ através da técnica pela quais as solucdes enzimdticas sdo preparadas, como o
tampao utilizado, podendo influenciar diretamente em suas propriedades. Um resumo geral

das propriedades das lactases em relagdao ao pH ¢ mostrado na Tabela 2.11.

Tabela 2.11 - Diferentes fontes de lactase em relagdo ao pH otimo e temperatura Otima

(REED e NAGODAWITHANA, 1993)

Tipo de Lactase pH Otimo  Temperatura Otima °C
Aspergillus niger 4,0-5,0 35
Aspergillus oryzae 2,5-4,5 35
Kluyveromyces fragilis 6,5-17,0 40 — 45
Kluyveromyces lactis 6,6 — 6,8 35

2.6.4 — Influéncia da temperatura na atividade e estabilidade das enzimas

Muitas das reagdes quimicas aumentam a velocidade com o aumento da temperatura.
Um aumento na temperatura transmite mais energia cinética para as moléculas reagentes,
resultando em mais colisdes por unidade de tempo. Reacdes catalisadas por enzimas se
comportam similarmente ponto a ponto. As enzimas sdo moléculas protéicas complexas.
Podemos dizer que, inicialmente, com o aumento da temperatura a atividade molecular ¢
aumentada, contribuindo para a formacdo do complexo enzimdtico, mas com o aumento
continuo da temperatura podera haver uma inativagdo gradativa da enzima, até a inativagao
total, causada pela desnaturacdo da proteina pelo calor (BAILEY e OLLYS, 1986; SEGEL,
1993).

A velocidade de qualquer reacdo enzimatica a dada temperatura s6 depende da
concentragdo de um “complexo rico em energia”, ativado, que se encontra em equilibrio com
os reagentes inativados. A cisdo de tais complexos se faz a uma determinada temperatura,
expressa por kgT/h, onde kg ¢ a constante de Boltzmann — constante dos gases por molécula —
e h ¢ a constante de Planck. Isso significa que a taxa de cisdo desses complexos independe da
sua natureza (VILLELA et al., 1978).

A formulacao geral do efeito da temperatura sobre a velocidade das reagdes foi feita

por Arrhenius, que indicou que, de todas as moléculas de um sistema, s6 pode reagir as que
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tiverem suficiente energia de ativagao para tanto (VILLELA et al., 1978; SEGEL, 1993). A
energia de ativagdo, ou seja, a energia necessaria para a conversao das moléculas do sistema
ao estado reativo, pode ser determinada nos sistemas enzimaticos a partir da equacdo de

Arrehenius, Equagdo 2.8.

—Ea

k= A*eRT (2.8)

Em que: k = constante de velocidade;
A = fator de frequéncia para a reagao;
E, = constante de energia de ativagao;
R = constante dos gases;
T = temperatura.
Fatores como pH podem também ter um consideravel efeito na taxa de inativagao,
como, por exemplo, for¢a idnica, concentracdo de proteina, acdo do substrato, inibidores e
outras substdncias. E interessante que determinadas bactérias vivam normalmente em
temperaturas altas, como, por exemplo, um cristal de a-amilase isolada de Bacillus
stearothermophilus reteve 90% da atividade depois de 1 hora a 90°C. Normalmente a
desativagdo térmica tem uma cinética de desativacdo de primeira ordem. Através de uma
revisdao na literatura, verifica-se que a taxa de decréscimo em atividade ndo ¢ sempre
constante. Os autores classificam as curvas de desativagdo em dois casos, em um deles a
atividade ¢ sempre menor que a inicial, e, no outro, a atividade pode ser maior que a inicial
num periodo de tempo e propde uma cinética de desativacdo em série e agrupam os casos de
desativagdo. O modelo de desativagdo térmica em série esta representado no seguinte

mecanismo (DIXON E WEBB, 1979).

k a k a
E t—> B ——=— E >

Sendo: a; . a; as taxas especificas de atividade E;/ E e E,/ E respectivamente;
k; e k; os coeficientes da taxa de desativagdo de primeira ordem;
E, E; e E; os estados de enzima que possuem diferentes atividades
especificas.
O estado intermediario E; e o estado final E, sdo ambos homogéneos. Este modelo
considera duas etapas de primeira ordem irreversiveis na presenca da enzima ativa (E), tanto

quanto as espécies modificadas (E; e E»), sendo estas com atividades especificas diferentes da
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enzima na sua forma nativa (JURADO et al., 2004). BRENA et al., (2003), estudaram a
estabilidade térmica de [-galactosidases de E. coli e K. lactis ¢ utilizaram o modelo de
cinética de segunda ordem. A Equagdo 2.9 ilustra a expressdo da atividade média que foi

obtida derivando o estado final E, admitindo valor especifico de atividade diferente de zero

(BRENA, et al. 2001).

o,k a,k K
A= {1 + s l—dkd I Z—Iid }exp(— klt)—(ﬁ](% —a, Jexp(-k,t)+ a, (2.9)

Se k; for igual a zero a Equagdo 2.9 se reduz a 2.10.
A=(1-a,)exp(-kt)+a, (2.10)

Na maioria dos estudos de desativagdo térmica de enzimas, considera-se cinética de
primeira ordem para se relacionar atividade enzimatica com o tempo, a uma dada temperatura

(RIBEIRO, 1989). Supondo desativacdo de primeira ordem, se obtém a Equagao 2.11.

?j_?z_kd*A (2.11)
Sendo A: Atividade da enzima ativa.
Integrando a Equagdo 2.11 para o intervalo de tempo t=0 até t, obtem-se a Equagdo
2.12.
- ln[ij =k, *t (2.12)
A

Sendo kg a constante cinética de desativacdo térmica, ou taxa especifica de inativacdo térmica.

Um conceito comum em cinética quimica e enzimatica ¢ o tempo de meia vida, t, ,
que ¢ o tempo necessario para que a atividade relativa da enzima (A/A,), da Equagdo 2.12,
seja igual a 0,5, ou seja, o tempo necessario, a uma temperatura T, sob condigdes especificas,
para que a atividade catalitica seja reduzida a metade da inicial. O tempo de meia vida t,
expresso na Equagdo 2.13 pode ser relacionado com a constante de desativagdo k4, pela

Equagdo 2.13.
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__ 111(0,5) (213)

t
1/2 K,

Por outro lado, kg4 varia com a temperatura segundo o modelo de Arrenhius, dado

pela Equagao 2.14.

E
k, = A*exp —2<
¢ Xp(R*Tj

(2.14)

A Equagdo 2.14, na forma linearizada, pode ser representada através da Equacgado
2.15, sendo possivel determinar a energia de ativagdo do fenomeno de desativagdo térmica da
enzima estudada.
Ey . 1

Inky) = In(A) ——-* (2.15)

Sendo: ky = constante da taxa da reac¢do de desativagdo térmica a temperatura T,
Eq4 = energia de ativacdo do processo de desativagdo térmica da enzima;
T = temperatura absoluta;
R = constante da lei dos gases.
Seguindo a lei de Arrhenius, CHANG e JUANG (2005) determinaram a desativacao
térmica das enzimas a-amilase, B-amilase e glucoamilase, na forma imobilizada e na livre, por

uma descri¢ao da equagao cinética de pseudo-primeira-ordem.



CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS

3.1 — Materiais

3.1.1 — Unidade experimental

A unidade experimental foi montada no Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Faculdade de Engenharia Quimica, onde foram realizados os experimentos para determinacao
da atividade para a enzima na forma imobilizada como est4 representado na Figura 3.1. Esta
unidade experimental consistia em um microrreator de mistura, de volume util de 200 mL,
dotado de uma camisa externa para circulacdo de 4gua proveniente de banho termostatizado
para controle da temperatura, submetido a agitacdo magnética. As particulas de enzima
imobilizada eram colocadas dentro de uma cesta de ago inox de 100 mesh, ¢ esta colocada
dentro do reator, evitando assim o atrito entre o agitador e a enzima imobilizada. O reator de
mistura apresentava 8,2 cm de altura e 5,5 cm de didmetro interno e a cesta de aco inox 6,2

cm de altura e 2,4cm de didmetro.

Figura 3.1 — Unidade Experimental com reator tipo cesta

3.1.2 - Enzima

A enzima utilizada neste trabalho foi B-galactosidase produzida pelo fungo
Aspergillus oryzae. Essa enzima foi adquirida da empresa Sigma Chemical CO, disponivel na

forma de po6 branco. A atividade descrita pelo fabricante foi de 9 unidades por mg de soélido,
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utilizando lactose como substrato ¢ a unidade de atividade foi definida como 1 umol do
substrato reagido por minuto a pH 4,5 e temperatura de 30°C. Os reagentes utilizados nos

experimentos apresentaram grau de pureza analitica.

3.1.3 — Suportes para imobilizacio

Foram testadas algumas resinas de troca idnica, sendo estas a Duolite A-568, Duolite

S-761 e Amberlite 252 Na adquiridas da Rohm Hass e as resinas Dowex Marathon A e

Dowex Marathon C obtidas da Dow Chemical Company. Estas resinas estao apresentadas na

Figura 3.2.
-
Dowex . . Dowex
Marathon A Marathon C
Dolite Amberlite
A_S6R 252 Ma

Dheolite
=-T61

Figura 3.2 — Tipos de resinas empregadas para imobilizagdo de enzima [3-galactosidase.

» Duolite A-568 é um trocador anionico fracamente basico, baseado em ligacao
cruzada de fenol-formaldeido usado como suporte de enzimas em aplicagdes
de bioprocessos;

» Duolite S-761 é um trocador anionico fracamente basico, utilizado para
remog¢ao de proteinas e impurezas organicas com aplicacdo comercial na
purificacdo de fArmacos;

» Amberlite 252 Na é um trocador catidnico, baseado em ligagdo cruzada
sulfonado de poliestireno e usado para tratamento de condensados,

desmineralizagao, descalcificacao e tratamento de solucdes oxidantes;
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» Dowex Marathon A ¢ uma resina fortemente basica com tamanho de
particulas uniforme e tem grande aplicacdo em desmineralizagao;
» Dowex Marathon C ¢ um trocador cationico fortemente acido com alta
capacidade para aplicagdbes em industrias de abrandamento e
desmineralizagao.
As resinas foram ativadas com a metodologia descrita abaixo de acordo com seus
respectivos fabricantes.
- Dowex Marathon A: foi ativada com seis volumes de hidroxido de sodio 3% por
volume de leito de resina;
- Dowex Marathon C e Amberlite 252 Na: foram ativadas com cinco volumes de
acido sulfurico 5% por volume de leito de resina;
- Duolite A-568 e Duolite S-761: foram ativadas com uma solu¢do de acido
cloridrico 1M, seguindo de hidréxido de sédio 1M e lavando-se com 4gua destilada na troca
de solucdo e ao final da ativacao. Em todas as etapas utilizaram-se 10 volumes de solugdo por

volume de resina.

3.2 — Metodologia

3.2.1 — Determinacio da atividade de B-galactosidase imobilizada pelo método das taxas

iniciais

Em todos os experimentos realizados com [-galactosidase imobilizada para hidrélise
de lactose usou-se o método das velocidades iniciais da reacdo para determinar a atividade
catalitica.

A reacdo de hidrélise de lactose por P-galactosidase era realizada em um
microrreator conforme item 3.1.1, com um volume de 100 mL de solucao de lactose na
concentragdo os experimentos, nas condicdes de pH, temperatura desejada e agitagdo
definida. Para cada experimento era adicionada ao reator uma cesta de ago inox com a enzima
imobilizada, usando para todos os experimentos 0,5 gramas de particulas de enzima
imobilizada.

A unidade de atividade (U) foi definida como grama de glicose produzida por litro
do meio por minuto por grama de enzima imobilizada (gglicose/L.MiN. Eregina)-

Para cada experimento foram tomadas cinco amostras no intervalo de trés em trés

minutos. Cada amostra era introduzida em um tubo de ensaio tampado, os quais
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imediatamente eram colocados em um banho de dgua em ebuligdo por 10 minutos para a
completa inativacdo da [-galactosidase. A glicose formada nas amostras era dosada pelo
método da glicose-oxidase (BAO et al., 2004) conforme Anexo A.

A atividade a partir do método das atividades iniciais, para cada reagdo da hidrolise
de lactose, era obtida através das inclinagdes das equagdes lineares de concentragdo de glicose
em funcdao do tempo de reacdo. Todos os experimentos realizados até o final do trabalho
foram feitos em duplicata para uma maior confiabilidade nos resultados obtidos. A atividade

foi calculada com a curva de calibragdo, conforme Apéndice A.

3.2.2 — Imobilizac¢do de p-galactosidase

3.2.2.1 — Escolha das resinas para a imobilizacdo de B-galactosidase

As resinas de troca i0nica foram testadas como suporte para imobilizacdo de
[-galactosidase pelo método de adsor¢ao.

Primeiramente, as resinas foram ativadas e apos realizado um teste preliminar de
imobilizagdo de B-galactosidase. Em todos os experimentos incubou-se 10 mL de solugdo de
B-galactosidase a 1 g/l em tampao acetato pH 4,5 e 0,5 g de resina ja ativada, durante 2 horas
e sob agitagdo de 50 rpm a 25 °C em incubadora rotativa. Apds a imobilizacdo, as resinas
foram lavadas com tampao acetato pH 4,5 e utilizadas para determinacdo da atividade
enzimdtica pelo método das taxas iniciais de reagdo, conforme item 3.2.1 em solucdo de

lactose 50 g/L, pH 4,5 a 35°C.

3.2.2.2 — Testes preliminares da influéncia do tempo e das variaveis consideradas

significativas no processo de imobiliza¢ao

Ap0s os resultados de testes com os suportes para a imobilizagdo de B-galactosidase,
conforme item 3.2.2.1, definiu-se a resina Duolite A-568 como o suporte para a imobilizagao
do trabalho subsequente, pois apresentou melhor retengdo de atividade enzimatica no
processo.

Posteriormente, foi proposto um Planejamento Fatorial Completo (1) para o estudo
das varidveis consideradas significativas no processo, sendo um planejamento a dois niveis,
com trés réplicas centrais e trés variaveis totalizando 11 experimentos, utilizando-se o

software Statistica 7.0. As variaveis foram: pH, concentracdo de enzima e tempo de
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imobilizacao. O pH variou de 4 a 8, concentragdo de enzimas de 5 a 15 g/ e tempo de
imobilizacao de 0,5 a 2 horas. As faixas de concentragdo, tempo e pH escolhidas para cada
variavel foram obtidas pelos testes preliminares e com base nos trabalhos de BODALO et al.,
(1991), TANRISEVEN e DOGAN (2002) e FREITAS (2007). Foram utilizados os tampdes
acetato 10"M na faixa de pH 4 a 5,5, citrato-fosfato 10'M para faixa de pH de 6 4 7 ¢ o
tampdo borico 10"'M para faixa de pH de 7,5 a 8. A temperatura de imobilizacdo foi fixada
em 25°C com agitagdo de 50 rpm em incubadora rotativa e a atividade foi calculada conforme
item 3.2.1. Os valores codificados e reais das varidveis do planejamento (X;= pH, X,=

concentragdo de enzimas e X3= tempo) estdo apresentados na Tabela 3.1

Tabela 3.1 - Matriz do Planejamento Fatorial Completo (1)
Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos pH Concentracao de Tempo
B-galactosidase (g/L) (h)
1 4 (-1) 5(-1) 0,5 (-1)
2 8(1) 5(1) 0,5 (-1)
3 4 (-1) 15 (1) 0,5 (-1)
4 8(1) 15 (1) 0,5 (-1)
5 4 (-1) 5(1) 2(1)
6 8 (1) 5(-1) 2(1)
7 4 (-1) 15 (1) 2(1)
8 8(1) 15 (1) 2(1)
9 6 (0) 10 (0) 1,25 (0)
10 6 (0) 10 (0) 1,25 (0)
11 6 (0) 10 (0) 1,25 (0)

Com os resultados do primeiro Planejamento Fatorial Completo (1) observou-se que
a faixa escolhida n3o abrangeu a regido com atividades maximas, entdo, propOs-se um
segundo Planejamento Fatorial Completo (2) levando em consideracao a tendéncia de melhor
resultado do primeiro planejamento. As novas faixas para essas variaveis sdo: pH de 2 a 4,
concentragdo de enzimas de 15 a 25 g/L e tempo de 2 a 12 horas. Foram utilizados os tampdes
acido cloridrico-cloreto de potassio 10" M para o pH 2, citrato-fosfato 10"'M para faixa de pH

de 3 a 3,5 e acetato 10'M para o pH 4. Os valores codificados e reais das variaveis do
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planejamento (X;= pH, X,= concentracdo de enzimas ¢ X3;= tempo) estdo apresentados na
Tabela 3.2.

Apoés a imobilizagdo, os biocatalisadores foram lavados com tampao acetato 4,5 e
utilizados para determinagdo das taxas iniciais conforme item 3.2.1, a 35°C, pH 4,5 e solucao

de lactose de 50 g/L.

Tabela 3.2 - Matriz do Planejamento Fatorial Completo (2)
Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos pH Concentracio de Tempo
p-galactosidase (g/L) (h)
1 2(-1) 15 (-1) 2(-1)
2 4 (1) 15 (-1) 2(-1)
3 2(-1 25(1) 2(-1)
4 4(1) 25(1) 2(-1
5 2(-1) 15 (-1) 12 (1)
6 4 (1) 15 (-1) 12 (1)
7 2(-1 25(1) 12 (1)
8 4 (1) 25(1) 12 (1)
9 3(0) 20 (0) 7(0)
10 3(0) 20 (0) 7 (0)
11 3(0) 20 (0) 7 (0)

3.2.2.3 — Influéncia do pH e concentracao de enzima no meio de imobilizacao

Apos a analise dos resultados dos dois Planejamentos Fatoriais Completos, conforme
item 3.2.2.2. e por questdes econdmicas fixou-se o tempo de imobilizagdo em 12 horas, por

este ja estar dentro da faixa otimizada.

Posteriormente, foi proposto um Planejamento Composto Central (PCC) para
otimizar o processo de imobilizagdo de enzima. As varidveis consideradas foram pH e
concentracdo de enzima do meio, com trés réplicas centrais totalizando 11 experimentos e o
de ortogonalidade de 1,14744. Neste planejamento, a concentracdo de enzima situou-se na
faixa de 6,82 (-a) a 25,18 g/L (a) e o pH variou entre 3,35 (-a) a 5,65 (o). Foram utilizados os
tampdes citrato-fosfato 10"'M para faixa de pH de 3 a 3,5 ¢ acetato 10"M para o pH 4 a 5,65.
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Os valores codificados e reais das variaveis do planejamento (X;= pH e X,= concentragdo de

enzima) estdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Matriz Planejamento Composto Central do efeito do pH e concentra¢do de
enzima na imobilizagdo de B-galactosidase na resina Duolite A-568

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos pH Concentracio de

B-galactosidase (g/L)

1 3,5(-1) 8 (-1)
2 3,5(-1) 24 (1)
3 55(1) 8 (-1)
4 5,5(1) 24 (1)
5 3,35 (-a) 16 (0)
6 5,65 (o) 16 (0)
7 4,5 (0) 6,82 (-01)
8 4,5 (0) 25,18 (o)
9 4,5 (0) 16 (0)
10 4,5 (0) 16 (0)
11 4,5 (0) 16 (0)

A imobilizagado foi realizada incubando-se 10 mL de uma solugdo de B-galactosidase
com 0,5 g de resina durante 12 horas, nas condi¢des definidas pelo (PCC) na Tabela 3.3, com
agitacdo de 50 rpm em incubadora rotativa e temperatura de 25°C. Ao final da imobilizagdo a
determinag@o da atividade do biocatalisador foi realizada conforme item 3.2.1, usando uma
concentragdo de lactose de 50 g/L. no meio reacional.

As equagdes codificadas do pH e concentragdo de enzima sdo apresentadas nas
Equacdes 3.1 e 3.2, respectivamente.

_pH-45

X, "

3.1)

_[E]-16

X, <

(3.2)
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3.2.2.4 — Estudo preliminar para o processo de ligacio cruzada

Apos a otimizacdo do processo de imobilizacdo em termos de pH, concentragcdo de
enzima e tempo de imobilizagdo foi realizado um estudo da influéncia do glutaraldeido como
agente reticulante na atividade enzimatica. Foi realizado um teste preliminar para verificar a
influéncia do processo de ligagao cruzada na atividade enzimatica se realizada, antes ou apos
a imobilizacdo. Em uma amostra de resina de 0,5 g foram adicionados 5 mL de solucdo de
glutaraldeido na concentragdo de 3 g/L em um tempo de 15 minutos de reticulagdo, sob
agitacao de 50 rpm em incubadora rotativa e temperatura de 25°C com posterior imobilizagao
conforme condi¢des otimizadas no item 3.2.2.3. Em outra amostra foi feita a imobilizagao
com posterior processo de ligacdo cruzada nas condigdes citadas anteriormente e por fim
realizado apenas o processo de imobilizagdo sem ligagdo cruzada. A seguir foi determinada

da atividade conforme item 3.2.1, utilizando lactose a 50 g/L a 35°C.

3.2.2.4.1 — Influéncia da concentracio de glutaraldeido e tempo de reacdo no processo de

ligacdo cruzada

Com os resultados do item 3.2.2.4 foi decidido usar o processo de ligacdo cruzada
apds a imobilizacdo, pois se obteve resultados de atividade melhores do que o processo
realizado antes da imobilizagdo. Um novo planejamento composto central (PCC) foi proposto
com trés réplicas centrais e duas varidveis totalizando 11 experimentos, com o de
ortogonalidade igual a 1,14744 para a otimizagdo do processo de ligacdo cruzada. As
variaveis estudadas foram a concentracdo de glutaraldeido no intervalo de 0,71 (-a) a 5,30 g/L
(a) e o tempo de reagdo na faixa de 0,71 (-a) a 5,30 horas (), em temperatura fixa de 25°C.
As faixas de concentragdo de glutaraldeido e tempo no processo de ligagdo cruzada escolhidas
para cada varidvel foram obtidas com base na literatura do trabalho de LETCA (2004), o que
sugere o uso de glutaraldeido para a resina Duolite A-568 como um ligante entre enzima e
suporte.

O processo de ligacao cruzada foi realizado incubando-se 2,5 mL de uma solugdo de
glutaraldeido, na enzima imobilizada, conforme item 3.2.2.3 nas condi¢des definidas pelo
PCC na Tabela 3.4, com agitacdo de 50 rpm em incubadora rotativa.

Ao final do processo de ligacdo cruzada o biocatalisador foi lavado com tampao
acetato pH 4,5 ¢ determinada a atividade, conforme item 3.2.1, a 35°C, pH 4,5 e concentragao

inicial de lactose 50 g/LL no meio reacional. Os valores codificados e reais das varidveis do
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planejamento (X;= concentragdo de glutaraldeido e X,= tempo) estao apresentados na Tabela

3.4.

Tabela 3.4 - Matriz Planejamento Composto Central do efeito da concentracdo de
glutaraldeido e tempo no processo de ligagdo cruzada

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Concentracio de Tempo
Glutaraldeido (g/L) (h)

1 1(-1) 1(-1)
2 1(-1) 5(1)
3 5(1) 1(-1)
4 5(1) 5(1)
5 0,71 (-a) 3(0)
6 5,30 (o) 3(0)
7 3(0) 0,71 (-a)
8 3(0) 5,30 (o)
9 3(0) 3(0)
10 3(0) 3(0)
11 3(0) 3(0)

As equagdes de codificacio da concentragdo de glutaraldeido e tempo sdo

apresentadas nas Equacdes 3.3 e 3.4, respectivamente.

X, = (3.3)

(3.4)

3.2.2.5 — Estudo da enzima imobilizada em relacdo ao nimero de usos

Neste estudo foram usadas duas amostras de enzima imobilizada nas condigoes
Otimas conforme item 3.2.2.3. Apo6s a imobilizacdo uma das amostras foi submetida ao

processo de ligacdo cruzada nas condi¢des Otimas no item 3.2.2.4.1. A seguir ambas as
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amostras foram lavadas com tampao acetato pH 4,5 e realizadas 30 determinacdes
subsequentes de atividade. Para cada amostra e entre cada reacdo, as amostras de enzima
imobilizada eram lavadas com tampao acetato pH 4,5 e assim calculada a atividade relativa a
inicial. A atividade foi calculada conforme item 3.2.1, sob as seguintes condi¢des de reagdo:

35°C, pH 4,5, concentragao inicial de lactose de 50 g/L e tempo de reagdo de 15 minutos.

3.2.2.6 — Estabilidade da enzima imobilizada em relacdo ao pH com e sem o processo de

ligacdo cruzada

O procedimento experimental constituiu-se em preparar tampoes na faixa de pH de 1
a 8. Os tampdes utilizados foram: 4cido cloridrico-cloreto de potassio 10™'M para faixa de pH
de 1 a 2, acetato 10"'M para faixa de pH de 4 a 5,5, citrato-fosfato 10'™M para faixa de pH de
3a35ede6a7eotampio borico 10'M para faixa de pH de 7,5 a 8. Os experimentos
foram divididos em duas etapas: primeiramente oito amostras de [-galactosidase foram
imobilizadas em Duolite A-568 nas condi¢cdes otimizadas conforme item 3.2.2.3 sem o
processo de ligacdo cruzada e em seguida imobilizaram-se quinze amostras de -galactosidase
submetidas ao processo de ligacdo cruzada, nas condi¢gdes 6timas, conforme item 3.2.2.4.1. A
enzima imobilizada foi lavada e incubada com 10 mL de cada tampao. Essas solucdes
enzimaticas foram mantidas em banho termostatizado a 25°C durante 24 horas. Apds esse
periodo, os biocatalisadores foram lavados com tampao acetato de pH 4,5 e determinada a
atividade conforme item 3.2.1 empregando uma solucao de lactose de 50 g/L, pH 4,5 a 35°C.

A atividade foi calculada relativa a inicial.

3.2.2.7 — Influéncia conjunta do pH e temperatura na atividade da enzima imobilizada

O biocatalisador produzido nas condi¢des de imobilizagdo otimizadas, conforme
item 3.2.2.3, foi submetido ao processo de ligagdo cruzada em condigdes Otimas (item
3.2.2.4.1), na qual foi realizado um estudo do efeito conjunto das varidveis pH e temperatura
na atividade da enzima imobilizada, empregando um Planejamento Composto Central (PCC)
com trés réplicas centrais, totalizando 11 experimentos e com o de ortogonalidade igual a
1,14744. Os experimentos foram realizados na faixa de 28 (-a) a 60°C (o) para temperatura e
de 1,98 (-a) a 7,02 (o) para o pH. Dados da literatura (GAUR et al., 2006 ¢ FREITAS, 2007)

foram utilizados para selecionar as faixas adotadas para as varidveis. Todos os experimentos
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foram realizados com concentragdo de lactose 50 g/L e pH 4,5. A determinagdo da atividade

foi realizada conforme item 3.2.1. Os valores codificados e reais das variaveis do

planejamento (X;= temperatura e X,= pH) estdo apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Matriz Planejamento Composto Central da influéncia conjunta do pH e

temperatura na atividade da enzima imobilizada

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos
Temperatura (°C) pH
1 30 (-1) 2,3 (-1)
2 30 (-1) 6,7 (1)
3 58 (1) 2,3(-1)
4 58 (1) 6,7 (1)
5 28 (-a) 4,5 (0)
6 60 () 4,5 (0)
7 40 (0) 1,98 (-a)
8 40 (0) 7,02 (o)
9 40 (0) 4,5 (0)
10 40 (0) 4,5 (0)
11 40 (0) 4,5 (0)

As equagdes de codificacao de pH e temperatura sao apresentadas nas Equagdes 3.5

e 3.6, respectivamente.

_ Temperatura — 4,5
2,2

X1

pH - 40

X =
2 14

(3.5)

(3.6)

3.2.2.8 — Influéncia da concentracao inicial de lactose na atividade de P-galactosidase

imobilizada

Este estudo permite avaliar qual a influéncia da concentracdo inicial de lactose na

atividade da enzima imobilizada. As enzimas foram imobilizadas nas condi¢des Otimas ja
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determinadas e posteriormente submetidas ao processo de ligagdo cruzada nas condi¢des
Otimas, conforme itens 3.2.2.3 e 3.2.2.4.1, respectivamente. Apds foram lavadas com tampao
acetato pH 4,5 e determinadas as taxas iniciais de reacdo, de acordo com o item 3.2.1, a 35°C,

pH 4,5 e usando as concentragdes de lactose variando entre 5 a 140 g/L.

3.2.2.9 — Influéncia da concentracio inicial de lactose, glicose e galactose na atividade de

p-galactosidase imobilizada

Foi proposto um Planejamento Composto Central (PCC) com trés variaveis e trés
réplicas centrais totalizando 17 experimentos ¢ a de ortogonalidade igual a 1,3531, tendo
como objetivo analisar a influéncia conjunta da concentragdo dos produtos de reagdo glicose e
galactose, e substrato lactose na hidrolise enzimatica. A enzima foi imobilizada nas condi¢des
otimas e posteriormente submetida ao processo de ligacao cruzada nas condigdes otimizadas,
conforme itens 3.2.2.3 e 3.2.2.4.1, respectivamente. Neste planejamento todos os
experimentos foram realizados a 35°C em tampdo acetato pH 4,5. As atividades foram
determinadas pelo método das velocidades iniciais de reacdo de acordo com o item 3.2.1, mas
com um diferencial neste item: as amostras eram tomadas de cinco em cinco minutos, para se
ter resultados mais precisos. As faixas de concentracao para as varidveis em estudo foram de
8,82 (-a) a 56,18 g/L (a) para a lactose € 0 (-a) a 23 g/l (o) para a glicose e galactose. Estas
faixas de concentracdo foram baseadas nos trabalhos de LADERO et al., (1998),
FERNANDES et al., (2006) e FREITAS (2007). Os valores codificados e reais das variaveis
do planejamento (X;= lactose, X,= glicose ¢ X3;= galactose), estdo apresentados na Tabela

3.6.
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Tabela 3.6 - Matriz Planejamento Composto Central da influéncia da concentragdo inicial de
lactose, glicose e galactose na atividade enzimatica

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos
Lactose (g/L) Glicose (g/L) Galactose (g/L)
1 15 (-1) 3(-1) 3(-1)
2 15 (-1) 3(-1) 20 (1)
3 15 (-1) 20 (1) 3(-1)
4 15 (-1) 20 (1) 20 (1)
5 50 (1) 3(-1) 3(-1)
6 50 (1) 3(-1) 20 (1)
7 50 (1) 20 (1) 3(-1)
8 50 (1) 20 (1) 20 (1)
9 8,82 (-0) 11,5 (0) 11,5 (0)
10 56,18 (a) 11,5 (0) 11,5 (0)
11 32,5(0) 0 (-a) 11,5 (0)
12 32,5(0) 23 (o) 11,5 (0)
13 32,5(0) 11,5 (0) 0 (-a)
14 32,5(0) 11,5 (0) 23 (o)
15 32,5(0) 11,5 (0) 11,5 (0)
16 32,5(0) 11,5 (0) 11,5 (0)
17 32,5(0) 11,5 (0) 11,5 (0)

As equagdes de codificagdo de lactose, glicose e galactose sdo apresentadas nas

Equacdes 3.7, 3.8 e 3.9, respectivamente.

« _ [Lactose] 325

. 73 (3.7)
Glicose]-11,5

=l : 5] (3.8)

X, = [Galactose] 11,5 (3.9)

8,5
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3.2.2.10 — Influéncia da concentragdo inicial de galactose na atividade da enzima

imobilizada

Com a analise dos resultados do Planejamento Composto Central do item 3.2.2.9 da
influéncia da lactose, glicose e galactose na atividade da enzima pode-se concluir que a
glicose ndo apresentou influéncia significativa na atividade de B-galactosidase, ja a galactose
apresentou inibicdo. A partir dessa andlise foi proposto um estudo da influéncia da
concentra¢do inicial de galactose na atividade enzimatica. A enzima foi imobilizada com
posterior ligacdo cruzada nas condigdes otimizadas, conforme itens 3.2.2.3 e 3.2.2.4.1,
respectivamente. Neste estudo adotaram-se as faixas de concentragao inicial de lactose (S) 5 a
60 g/L e galactose (I) de 0 a 22,5 g/L, conforme Tabela 3.7. Esse estudo foi baseado no
trabalho de PORTACCIO et al. (1998) e FREITAS (2007) que estudaram a influéncia da
galactose na atividade da enzima. As atividades forma determinadas pelo método das

velocidades iniciais de reagao de acordo com o item 3.2.1, a 35°C e tampao acetato pH 4,5.

Os resultados experimentais de velocidade de reacdo foram ajustados aos modelos
cinéticos de inibicdo competitiva (Equacao 3.10), inibi¢do ndo competitiva (Equacao 3.11),
inibi¢do acompetitiva (Equagdo 3.12), inibi¢do mista linear (Equagdo 3.13) e inibi¢ao
parcialmente ndo competitiva (Equacdo 3.14), utilizando software Statistica 7.0 ¢ o método

numérico de Levenberg-Marquardt.

Inibicio Competitiva

V= Vin-S (3.10)

sl

Inibicdo Nao-Competitiva

VRS

omEm

V=
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Inibicdo Acompetitiva

V,.S

(3.12)
[Km + S.{HI)]
Ki

Inibicdo Mista Linear

V.S

V= (3.13)
I I
Kp 1+— [+S.| 1+
L m( KJ ( “KiD

Inibicao Parcialmente Nao Competitiva

V.S (1+'m}

Ki

V= (3.14)

sl
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Tabela 3.7 — Estudo da influéncia da variagao de concentragdao da lactose (S) e galactose (I)

para determinagao do estudo cinético de inibicdo enzimatica

Experimentos  Lactose Galactose | Experimentos  Lactose Galactose
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 5 0 15 30 15
2 5 7,5 16 30 22,5
3 5 15 17 40 0
4 5 22,5 18 40 7,5
5 10 0 19 40 15
6 10 7,5 20 40 22,5
7 10 15 21 50 0
8 10 22,5 22 50 7,5
9 20 0 23 50 15
10 20 7,5 24 50 22,5
11 20 15 25 60 0
12 20 22,5 26 60 7,5
13 30 0 27 60 15
14 30 7,5 28 60 22,5

Com os resultados obtidos dos ajustes de parametros foi possivel analisar o modelo

que melhor descreve a influéncia do produto galactose.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Escolha do suporte

Testes preliminares foram feitos em relagdo a retengdo de atividade, de acordo com o
item 3.2.2.1, nas resinas Duolite A-568, Duolite S-761, Amberlite 252 Na, Dowex Marathon
A e Dowex Marathon C.

As resinas Dowex Marathon A, Dowex Marathon C e¢ Amberlite 252 Na nio
apresentaram atividade enzimatica, ja as resinas Duolite A-568 e Duolite S-761 apresentaram

atividade, conforme Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Resultado preliminar para escolha da resina na imobilizacio da enzima

[B-galactosidase

Resinas Atividade (U*)
Dowex Marathon A 0
Dowex Marathon C 0

Amberlite 252 Na 0
Duolite A-568 0,098
Duolite S-761 0,031

U*:(gglicose/L-min~gresina)

Observando os resultados na Tabela 4.1, pode-se notar que a resina Duolite A-568
apresentou uma melhor retencdo de atividade enzimdtica (U), com base nestes dados foi
escolhida a resina Duolite A-568 para o trabalho subsequente.

MARQUEZ et al. (2008) imobilizaram invertase em resinas de troca idnica para
hidrélise de sacarose e observaram uma maior retengdo enzimatica na resina Duolite A-568,

quando comparado as mesmas resinas deste trabalho.
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4.2 — Escolha do tempo e das faixas para estudo da imobilizacdo de B-galactosidase

Dois Planejamentos Fatoriais Completos foram utilizados para estudo da
imobilizagdo de B-galactosidase, foi possivel escolher as faixas das varidveis e o tempo de
imobilizacdo conforme item 3.2.2.2. Os resultados das atividades enzimaticas obtidos pelo

Planejamento Fatorial Completo (1) estdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Atividade enzimadtica obtida em cada experimento do planejamento fatorial

completo (1)

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos pH Concentracio de Tempo Atividade

p-galactosidase (g/L) (h) (U9
1 4(-1) 5(-1) 0,5 (-1) 0,243
2 8 (1) 5(-1) 0,5 (-1) 0,162
3 4 (-1) 15 (1) 0,5 (-1) 0,403
4 8 (1) 15 (1) 0,5 (-1) 0,182
5 4(-1) 5(-1) 2(1) 0,353
6 8 (1) 5(-1) 2(1) 0,186
7 4 (-1) 15 (1) 2(1) 0,470
8 8(1) 15 (1) 2(1) 0,240
9 6 (0) 10 (0) 1,25 (0) 0,317
10 6 (0) 10 (0) 1,25 (0) 0,304
11 6 (0) 10 (0) 1,25 (0) 0,320

U*:(gglicose/L-min~gresina)

Analisando a Tabela 4.2 pode-se observar que a atividade variou de 0,162 a 0,470 U.
Sendo o maior valor de atividade no experimento 7, com atividade de 0,470 U, mostrando que
a tendéncia de melhores atividades ocorre em pH menor que 4 (-1), concentracdo de
[-galactosidase maior que 15g/L (+1) e tempo de imobilizacdo maior que 2 horas (+1). Esta
tendéncia pode ser confirmada no experimento 2 que apresenta a menor atividade alcancada
de 0,162 U, com pH 8, concentracdao de enzima 5 g/L e tempo de 0,5 horas. Os resultados
obtidos de atividade enzimatica foram ajustados por regressdo multipla, utilizando o software

Statistica 7.0. A Tabela 4.3 mostra os parametros lineares e as interagdes das trés variaveis
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estudadas (X;= pH, X, = concentragao de enzimas e X3- tempo), representando o modelo

completo ajustado.

Tabela 4.3 — Resultado da regressdao multipla com todos os pardmetros

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significincia

regressao p-valor

Média 0,2890 0,0087 0,000005
X; (L) -0,0874 0,0102 0,0010
X2 (L) 0,0439 0,0102 0,0127
X3 (L) 0,0324 0,0102 0,0338
XX, -0,0254 0,0102 0,0678
X1 X3 -0,0119 0,0102 0,3094
X0 X3 -0,0011 0,0102 0,9176

Ap0s a realizacdo da regressdo multipla dos resultados da Tabela 4.2, obteve-se a

Equacao 4.1 completa com todos os parametros mostrados na Tabela 4.3.

Atividade = 0,2890 — 0,08741X , +0,0439X, +0,0324X, —0,0254X, X,

(4.1)
~0,0119X, X, +0,0011X, X,

Foram considerados parametros de nivel de significancia menores que 10% (p<0,1),
devido a grande variedade inerente aos processos bioquimicos. Observa-se na Tabela 4.3 que
as variaveis significativas do modelo foram: pH, concentragdo de enzima e tempo nos seus
termos lineares (X; (L), X; (L) e X3 (L)) bem como interagcdes pH/concentragdo de enzima

XiX;. Com a eliminagdo dos parametros ndo significativos, obtiveram-se os seguintes

parametros apresentados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Resultado da regressao multipla com os parametros significativos

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significancia
regressao p-valor
Média 0,2890 0,0082 0
X (L) -0,0874 0,0097 0,0001
X2 (L) 0,0439 0,0097 0,0039
X3 (L) 0,0324 0,0097 0,0153
X:1Xs -0,0254 0,0097 0,0391

O modelo ajustado com as varidveis significativas codificadas estd representado na

Equacao 4.2.

Atividade = 0,2890 — 0,0874 X, +0,0439X , +0,0324X , —0,0254X X, (4.2)

O coeficiente de determinagio R foi de 0,95, o qual indica um ajuste adequado aos
dados experimentais na obten¢do da atividade da enzima imobilizada, mostrando que 95% da
variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo empirica. A Figura 4.1 ilustra a
representacdo dos valores preditos em fun¢do dos observados e a Figura 4.2 mostra a

distribui¢ao dos residuos em torno do zero.
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Valores Preditos

0,15 &

0,10 : : - - ‘ - - ‘
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Figura 4.1 — Valores preditos em funcao dos valores observados.
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Figura 4.2 — Distribuicdo dos residuos relativa a atividade enzimatica.

Analisando a Figura 4.1, observa-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimadtica apresentam valores bem proximos aos valores fornecidos pela equagdo
empirica. Na Figura 4.2, nota-se que a distribuicao dos residuos comportou-se aleatoriamente
em torno do tracado no ponto zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a
distribuicdo. O modelo mostrou-se significativo e com isso construiram-se as superficies de
resposta, analisando-se de duas em duas, e definindo a melhor tendéncia de acordo com as

maiores atividades. As superficies estdo representadas nas Figuras 4.3, 4.4 ¢ 4.5.

Concentracio de
p-galactosidase (2/1.)

L] it La L L B & ] T 4 LA

Figura 4.3 — Superficie de resposta da influéncia da concentracdo de enzima e pH na atividade

enzimatica.
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Figura 4.4 — Superficie de resposta da influéncia do tempo de imobilizagdo e pH na atividade

enzimatica.
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Figura 4.5 — Superficie de resposta da influéncia do tempo de imobilizagdo e concentragao de

enzima na atividade enzimatica.

A partir dos resultados do Planejamento Fatorial Completo (1) na Tabela 4.2 e das

superficies de resposta nas Figuras 4.3, 4.4 e 4.5, pode-se analisar que as faixas tenderam para

uma maior concentracdo de enzima, maior tempo ¢ menor pH. Desta forma foi realizado o
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segundo planejamento. Os resultados das atividades enzimaticas obtidos pelo Planejamento

Fatorial Completo (2) estdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Atividade enzimadtica obtida em cada experimento do planejamento fatorial

completo (2)

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos pH Concentracio de Tempo Atividade

p-galactosidase (g/L) (h) (U9
1 2(-1) 15 (-1) 2(-1) 0,020
2 4 (1) 15 (-1) 2(-1) 0,500
3 2(-1) 25 (1) 2(-1) 0,070
4 4 (1) 25 (1) 2(-1) 0,540
5 2(-1) 15 (-1) 12 (1) 0,402
6 4 (1) 15 (-1) 12 (1) 0,600
7 2(-1) 25 (1) 12 (1) 0,496
8 4(1) 25 (1) 12 (1) 0,640
9 3(0) 20 (0) 7 (0) 0,456
10 3(0) 20 (0) 7 (0) 0,462
11 3(0) 20 (0) 7(0) 0,451

U*:(gglicose/L-min~gresina)

No segundo Planejamento Fatorial Completo (2), pode-se observar na Tabela 4.5 que
a atividade variou de 0,02 a 0,640 U, sendo o maior valor de atividade no experimento 8, com
0,640 U. Isso mostra que a melhor atividade estd relacionada a pH maior que 4, alta
concentragdo de f-galactosidase e tempo de imobilizagdo situado em uma regido 6tima de 12
horas. Para o experimento 1 no qual a atividade foi a menor obtida (0,02) nota-se que o pH foi
de 2 (-1), concentragdo de enzima de 15 g/L (-1) e tempo de 2 horas (-1).

Os resultados obtidos de atividade enzimatica foram ajustados por regressdao
multipla, utilizando o software Statistica 7.0. A Tabela 4.6 mostra os pardmetros lineares e as
interagdes das trés varidveis estudadas, sendo X; a variavel pH, X, a variavel concentragdo de

enzimas e X3 a varidvel tempo.
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Tabela 4.6 — Resultado da regressao multipla com todos os parametros

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significancia

regressao p-valor

Média 0,4215 0,0111 0,000003
X (L) 0,1618 0,0130 0,0002
X2 (L) 0,0282 0,0130 0,0958
X3 (L) 0,1262 0,0130 0,0006
X:1Xs -0,0082 0,0130 0,5635
X X5 -0,0762 0,0130 0,0042
X5X5 0,0052 0,0130 0,7111

Ap6s a realizagdo da regressdo multipla, com os resultados da Tabela 4.5, obteve-se

a Equagdo 4.3 completa com todos os parametros relacionados na Tabela 4.6.

Atividade = 0,4215+ 0,1618X, + 0,0282X , + 0,1262X3 — 0,0082X, X,
—0,0762X, X3 +0,0052X, X3 (4.3)

Os parametros de nivel de significancia menores que 10% (p<0,1) foram
considerados significativos. Observa-se na Tabela 4.6 que as varidveis significativas do
modelo foram pH, concentragao de enzima e tempo nos seus termos lineares (X;(L), X»(L) e
X3(L)) e as interagdo pH/tempo X;X3. Com a eliminagdo dos parametros ndo significativos,

obtiveram-se os seguintes parametros apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Resultado da regressao multipla com os parametros significativos

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significancia
regressio p-valor
Média 0,4215 0,0096 0
Xi (L) 0,1618 0,0113 0,00007
X2 (L) 0,0282 0,0113 0,04711
X3 (L) 0,1262 0,0113 0,00003

Xi1X3 -0,0762 0,0113 0,00052
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O modelo reduzido com as variaveis significativas codificadas esta representado na
Equacao 4.4.
Atividade=0,4215+0,1618X; +0,0282X, +0,1262X; —0,0762X, X5 (4.4)

O coeficiente de determinagdo R* foi de 0,98, o qual indica uma juste adequado aos
dados experimentais na obten¢do da atividade da enzima imobilizada, mostrando que 98% da
variabilidade dos dados foram explicados pela equacdo empirica. A Figura 4.6 ilustra a
representacao dos valores preditos em funcio observados e a Figura 4.7 mostra a distribui¢ao

dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.6 — Valores preditos em funcao dos valores observados.
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Figura 4.7 — Distribuicdo dos residuos relativa a atividade enzimatica.
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Analisando a Figura 4.6, observa-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimadtica apresentam valores bem proximos aos valores fornecidos pela equagdo
empirica. Na Figura 4.7, nota-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se aleatoriamente
em torno do tracado no ponto zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a
distribuicdo. O modelo mostrou-se significativo, com isso construiram-se as superficies de
resposta, analisando-se de duas em duas, e definindo a melhor tendéncia de acordo com as

maiores atividades. As superficies estdo representadas nas Figuras 4.8, 4.9 e 4.10.

Concentragio de
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Figura 4.8 — Superficie de resposta da influéncia da concentracao de enzima e pH na atividade

enzimatica.
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Figura 4.9 — Superficie de resposta da influéncia do tempo e concentragido de enzima na
atividade enzimatica.
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Figura 4.10 — Superficie de resposta da influéncia do tempo e pH na atividade enzimatica

Considerando os resultados dos dois Planejamentos Fatoriais Completos (1) e (2)
pode-se determinar as faixas de pH e concentragdo de enzima para serem otimizadas por um
Planejamento Composto Central (PCC). As faixas definidas para este planejamento foram pH
de 3,35 (-a) a 5,65 (o) e concentracdo de enzima de 6,82 (-a) a 25,18 g/L (a). Com as
superficies de resposta foi possivel determinar um tempo fixo de 12 horas de imobilizagao

para todo o trabalho subsequente. Este tempo foi definido por j4 estar na faixa 6tima e por ter
obtido boas atividades.

4.3 — Otimizacao do processo de imobilizacao

Visando otimizar o processo de imobilizacdo de B-galactosidase em resina Duolite
A-568, foram estudadas as influéncias conjuntas do pH (X;) e concentra¢ao de enzima (X3)

por meio de um Planejamento Composto Central (PCC), conforme item 3.2.2.3. Os resultados

das atividades enzimaticas obtidos estdo apresentados na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 — Atividade enzimatica obtida em cada experimento do planejamento composto

central da imobilizacao

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos pH Concentracao de Atividade

B-galactosidase (g/L) (U*)
1 3,5(-1) 8(-1) 0,445
2 3,5(-1) 24 (1) 0,524
3 5,5(1) 8 (-1) 0,440
4 5,5(1) 24 (1) 0,509
5 3,35 (-a) 16 (0) 0,410
6 5,65 (a) 16 (0) 0,416
7 4,5 (0) 6,82 (-a) 0,480
8 4,5 (0) 25,18 (o) 0,580
9 4,5 (0) 16 (0) 0,640
10 4,5 (0) 16 (0) 0,660
11 4,5 (0) 16 (0) 0,640

U*:(gglicose/L-min~gresina)

Na Tabela 4.8 pode-se observar que a atividade enzimatica alcancada durante os
experimentos variou de 0,410 U a 0,660 U. Verifica-se que os maiores valores encontrados
foram na regido do ponto central, experimentos 9, 10 e 11, onde estes experimentos
correspondem a pH 4,5 e concentragdo de enzima 16 g/L. Para o experimento (5) de menor
atividade enzimatica, nota-se que a concentracao de enzima foi de 16 g/L (0) e pH 3,35 (-a).

Os resultados experimentais de atividade enzimatica foram ajustados por regressao
multipla, utilizando o software Statistica 7.0. Na Tabela 4.9 estdo representados os termos
lineares, termos quadraticos, interagdes das duas variaveis estudadas e suas respectivas

analises no teste t Student.
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Tabela 4.9 — Resultados da regressao multipla com todos os parametros

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significancia

regressao p-valor

Média 0,6282 0,0257 0,000002
X; (L) -0,0021 0,0182 0,9118
X1 (Q) -0,1321 0,0251 0,0033
X5 (L) 0,0396 0,0182 0,0809
X2 (Q) -0,0436 0,0251 0,1432
X X5 -0,0027 0,0234 0,9142

Apds a regressao multipla, obteve-se a Equacdo 4.5 completa com todos os

parametros:

Atividade = 0,6282 —0,0021X, —0,1321X; +0,0396 X, —0,0436X; .5)
~0,0027X, X, '
Observa-se na Tabela 4.9 que as varidveis significativas do modelo foram:
concentracdo de enzima em seu termo linear X; (L), o pH na sua forma quadratica X; (Q). A
concentragdo de enzima X, (Q) (tornou-se um parametro significativo com a elimina¢ao dos

parametros nao significativos X;(L) e X;X;) conforme Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Resultados da regressdo multipla com os parametros significativos

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrio significancia
regressao p-valor
Média 0,6282 0,0218 0
X1 (Q) -0,1321 0,0212 0,0004
X2 (L) 0,0396 0,0154 0,0367
X2 (Q) -0,0436 0,0213 0,0797

O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta representado na

Equacao 4.6.

Atividade = 0,6282 —0,1321X; +0,0396 X, —0,0436X 2 (4.6)
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Foram considerados significativos os parametros de nivel de significincia menores
que 10% (p<0,1). O coeficiente de determinagdo R* foi de 0,88, o que indica um ajuste
adequado aos dados experimentais na obtencdo da atividade da enzima imobilizada,
mostrando que 88% da variabilidade dos dados foram explicadas pela equagdo empirica
proposta. A Figura 4.11 ilustra a representacdo dos valores preditos em func¢ao dos observados

e a Figura 4.12 mostra a distribui¢cao dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.11 — Valores preditos em funcao dos valores observados.
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Figura 4.12 — Distribuicao dos residuos relativa a atividade enzimatica.

Observando a Figura 4.11, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a

atividade enzimatica apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela equacdo
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empirica e na Figura 4.12, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuigdo.
Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta e

otimizar os parametros estudados. A superficie de resposta estd representada na Figura 4.13.
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Figura 4.13 — Superficie de resposta da influéncia da concentragao de B-galactosidase e pH na

atividade enzimatica na imobilizagao.

Com a equagdo completa (4.5), foi realizada uma implementacéo no programa Maple
9.5 para calcular o ponto 6timo para imobiliza¢do da enzima, visando maximizar a atividade
enzimatica. Utilizando as equagdes de codificacdo 3.1 e 3.2, obtiveram-se os valores reais das
varidveis estudadas com concentracdo de P-galactosidase igual a 19,7g/L e pH 4,5 o qual
implicou na méaxima atividade da enzima imobilizada de 0,637 U.

Para validar o modelo foram realizados dois experimentos, um na condi¢do 6tima
dada pelo PCC e o outro dentro da regido otima, porém utilizando uma concentragdo de
[-galactosidase igual a 16 g/L em pH 4,5, obtendo atividades respectivamente de 0,652 U e
0,643 U. Isso indica uma boa concordancia entre estes valores experimentais ¢ o calculado
pelo modelo. O uso da concentragdo de 16 g/L que se encontra na regido 6tima, produziu um
biocatalisador com a mesma atividade do ponto 6timo, utilizando menor concentragdo de
enzima na imobilizagdo, o que ¢ uma vantagem econdmica.

Para todo trabalho subsequente de imobilizagdo foi utilizado a concentracao de

B-galactosidase de 16 g/L, pH 4,5 e tempo de imobilizacdo de 12 horas.
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4.4 — Resultados dos testes preliminares do processo de ligacao cruzada

Com a realizagdo dos dois experimentos conforme item 3.2.2.4, pode-se notar
(Tabela 4.11) que a atividade enzimatica sofreu um declinio com o processo de ligagao
cruzada feito antes da imobiliza¢do. Ja o experimento que foi feito com o processo de
reticulagdo apds a imobilizagdo mostrou que a atividade permaneceu préxima a da

imobilizacdo sem processo de ligagdo cruzada.

Tabela 4.11 — Resultado preliminar para o processo de ligacdo cruzada

Processo de ligacao cruzada Atividade (U*)
Imobilizag¢do sem ligagdo cruzada 0,649
Processo de ligagdo cruzada antes da imobilizagao 0,339
Processo de ligacao cruzada depois da imobilizagao 0,604

U*:(gglicose/L-min'gresina)

4.5 — Otimizacao do processo de ligacdo cruzada

Na otimizac¢ado do processo de ligacao cruzada, no intuito de obter um biocatalisador
com maior estabilidade em sua atividade, foi proposto um estudo da influéncia conjunta da
concentragdo de glutaraldeido (X;) e tempo (X3) utilizando-se um Planejamento Composto
Central (PCC), conforme item 3.2.2.4.1. Os resultados das atividades enzimaticas obtidos

estdo apresentados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12 — Atividade enzimatica obtida em cada experimento do planejamento composto
central do processo de ligacao cruzada

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Concentracao de Tempo Atividade

Glutaraldeido (g/L) (h) (U
1 1(-1) 1(-1) 0,460
2 1(-1) 5(1) 0,459
3 5(1) 1(-1) 0,680
4 5(1) 5(1) 0,466
5 0,71 (-a) 3(0) 0,468
6 5,30 (o) 3(0) 0,578
7 3(0) 0,71 (-a) 0,624
8 3(0) 5,30 () 0,516
9 3(0) 3(0) 0,672
10 3(0) 3(0) 0,656
11 3(0) 3(0) 0,666

U*:(gglicose/L-min~gresina)

Observando a Tabela 4.12 pode-se notar que a atividade enzimatica alcancada
durante os experimentos variou de 0,459 U a 0,680 U. Verifica-se que o maior valor
encontrado foi no experimento 3, que corresponde a concentragdo de glutaraldeido de 5 g/L
(+1) e tempo de 1 hora (-1) de processo de ligagao cruzada. Nota-se que o tempo do processo
de ligagdo cruzada ndo teve grande influéncia, o que ¢ confirmado no experimento 2, no qual
a menor atividade foi encontrada na concentragdo de glutaraldeido de 1 g/L (-1) e tempo de 5
horas (+1).

Os resultados experimentais de atividade enzimatica foram ajustados por regressao
multipla, utilizando o software Statistica 7.0. Na Tabela 4.13 estdo representados os termos
lineares, os termos quadraticos, as interacdes das duas varidveis estudadas e as respectivas

analises no teste t Student.
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Tabela 4.13 — Resultados da regressao multipla com todos os parametros

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significancia
regressao p-valor
Média 0,6567 0,0088 0

X; (L) 0,0531 0,0063 0,0004
X1 (Q) -0,0920 0,0087 0,0001
X5 (L) -0,0510 0,0063 0,0005
X2 (Q) -0,0564 0,0087 0,0013
X X5 -0,0531 0,0081 0,0012

Apds a regressao multipla, obteve-se a Equacdo 4.7 completa com todos os

parametros significativos:

Atividade = 0,6567 +0,0531X, —0,0920X —0,0510X, —0,0564 X ; @7
—-0,0531X, X,

Observa-se na Tabela 4.13 que todas as variaveis do modelo foram significativas: a
concentragdo de glutaraldeido e tempo tanto em seus termos lineares (X; (L) e X, (L)) quanto
na sua forma quadratica (X; (Q) e X; (Q)), a interagdo concentra¢ao de glutaraldeido/ tempo
(X1X2).

Foram considerados significativos os pardmetros de nivel de significAncia menores
que 10% (p<0,1). O coeficiente de determinagdo R? foi de 0,98, o que indica um ajuste
adequado aos dados experimentais na obtengdo da atividade da enzima imobilizada,
mostrando que 98% da variabilidade dos dados foram explicadas pela equacdo empirica
proposta. A Figura 4.14 ilustra a representacao dos valores preditos em funcao dos observados

e a Figura 4.15 mostra a distribui¢do dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.14 — Valores preditos em funcao dos valores observados.
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Figura 4.15 — Distribuicao dos residuos relativa a atividade enzimatica.

Observando a Figura 4.14, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimatica apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela equacdo
empirica e na Figura 4.15, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicao.
Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta e
otimizar os parametros estudados no processo de ligacdo cruzada. A superficie de resposta

estd representada na Figura 4.16
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Figura 4.16 — Superficie de resposta da influéncia da concentragdo de glutaraldeido e tempo

na atividade enzimatica do processo de ligagdo cruzada.

Com a Equacdo completa (4.7), foi realizada uma implementa¢do no programa
Maple 9.5 para calcular o ponto 6timo do processo de liga¢do cruzada, visando maximizar a
atividade enzimatica. Utilizando as equagdes de codificagdo 3.3 e 3.4, obtiveram-se os valores
reais das varidveis estudadas para a maximizacao da atividade, com concentracdo de
glutaraldeido de 3,83 g/L e tempo de 1,87 horas, alcancando uma atividade de 0,66 U. O
processo de ligagdo cruzada ndo implicou em reducdo da atividade inicial da enzima
imobilizada.

Para validar o modelo, foram realizados dois experimentos. O primeiro na condi¢ao
otima dada pelo PCC e o outro em um ponto dentro da regido 6tima de concentragdo de
glutaraldeido de 3,5 g/L e tempo 1,50 horas, obtendo-se as atividades experimentais
respectivamente de 0,64 U e 0,66 U. Isto indica uma boa concordancia entre o valor
experimental e o calculado, utilizando-se assim a menor concentracdo de glutaraldeido e
tempo no processo de ligagdo cruzada, o que ¢ uma vantagem econdmica. A metodologia
usada esta de acordo com o trabalho de LETCA (2004), o que sugere o uso de glutaraldeido
para a resina Duolite A-568 como um ligante entre enzima e suporte.

Para todo trabalho subsequente de imobilizagdo com posterior processo de ligagao

cruzada foi utilizado a concentragao de glutaraldeido de 3,5 g/L e tempo de 1,5 horas.
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4.6 — Estabilidade da enzima imobilizada em rela¢ao ao nimero de usos

As duas amostras de B-galactosidase imobilizada em Duolite A-568, conforme item
3.2.2.5, foram analisadas quanto a estabilidade em relagio ao nimero de usos e estdo

representadas na Figura 4.17.
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Figura 4.17 — Estabilidade da enzima imobilizada ap6s 30 usos com e sem a adi¢do de

glutaraldeido.

A atividade da enzima imobilizada, sem o tratamento com glutaraldeido apds 30 usos
foi de 51% em relacdo a inicial, ao passo que aquela da enzima imobilizada com reticulagao
foi de 90% da inicial, como pode ser observado na Figura 4.17. Esses resultados indicam que
o tratamento com glutaraldeido foi eficaz na manuten¢do da estabilidade da enzima
imobilizada em Duolite A-568. Os resultados obtidos estdo de acordo com os trabalhos de
OOSTEROM (1998), LETCA (2004) e HAIDER e HUSAIN (2007), que observaram uma
maior estabilidade com o processo de ligagdo cruzada, podendo reutilizar as enzimas

imobilizadas com uma maior eficiéncia.
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4.7 — Influéncia do pH na estabilidade da enzima imobilizada com e sem o processo de

ligacdo cruzada

O pH do meio reacional exerce grande influéncia na estabilidade catalitica da
maioria das enzimas. A influéncia do pH na estabilidade de f-galactosidase imobilizada sem o
processo de ligagdao cruzada com o glutaraldeido est4 apresentada na Figura 4.18. Observa-se
que dentro da faixa de pH estudada de 1 a 8, a enzima foi estavel em uma estreita faixa de pH
de 4 a 5, que coincide com a estabilidade da enzima livre, conforme recomendacdo do
fabricante e citagdo na literatura TANRISEVEN e DOGAN (2002), HAIDER ¢ HUSAIN
(2007) e FREITAS (2007). Pode-se também observar que de pH 5 a 1 houve uma queda
acentuada na atividade enzimatica residual de 56,42% e de pH 5 a 8 a queda foi de 13,46 %.
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Figura 4.18 — Influéncia do pH na estabilidade de -galactosidase imobilizada sem o processo

de ligacdo cruzada.

Para os resultados da influéncia do pH na estabilidade de [-galactosidase
imobilizada com o processo de ligacdo cruzada com glutaraldeido ¢ observada uma maior
estabilidade, conforme mostrado na Figura 4.19. A atividade enzimatica residual foi da ordem
de 100% para a faixa de pH de 2 a 7. Este biocatalisador imobilizado pode ser utilizado em
uma ampla faixa de pH, para diferentes produtos, tanto soro como leite.

Pode-se verificar que na faixa de pH 4,5 a 1 houve uma queda na atividade

enzimatica de 9,12% e para faixa de pH 4,5 a 8 foi de 5,36%, o que mostrou que o tratamento
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com glutaraldeido foi eficaz na manutencao da estabilidade da enzima em relagao a diferentes
valores de pH, quando comparado com os resultados sem o referido tratamento. Os resultados
obtidos estdo de acordo com os trabalhos de OOSTEROM (1998), LETCA (2004) e HAIDER
e HUSAIN (2007), que observaram uma maior estabilidade da enzima [-galactosidase de

Escherichia coli, apds o tratamento do suporte com glutaraldeido.
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Figura 4.19 — Influéncia do pH na estabilidade de B-galactosidase imobilizada com o processo

de ligacdo cruzada.

4.8 — Otimizac¢ao da influéncia conjunta do pH e temperatura na atividade da enzima

imobilizada com ligacdo cruzada em Duolite A-568

Um Planejamento Composto Central (PCC) foi proposto para o estudo da influéncia
conjunta da temperatura (X;) e pH (X3) no meio reacional que resultaria em maior atividade
enzimatica. Os resultados das atividades enzimadticas obtidos estdo apresentados na Tabela

4.14.
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Tabela 4.14 — Atividade enzimatica obtida em cada experimento do planejamento composto
central para o estudo da influéncia conjunta do pH e temperatura

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos Temperatura pH Atividade

O U)
1 30 (-1) 2,3 (-1) 0,530
2 30 (-1) 6,7 (1) 0,172
3 58 (1) 2,3(-1) 0,048
4 58 (1) 6,7 (1) 0,407
5 28 (-a) 4,5 (0) 0,565
6 60 () 4,5 (0) 0,498
7 40 (0) 1,98 (-a) 0,440
8 40 (0) 7,02 (a) 0,221
9 40 (0) 4,5 (0) 0,647
10 40 (0) 4,5 (0) 0,642
11 40 (0) 4,5 (0) 0,668

U*:(gglicose/L-min~gresina)

Nota-se na Tabela 4.14 que a atividade enzimatica alcancada durante os
experimentos variou de 0,048 a 0,668 U. Verifica-se que os maiores valores encontrados
foram nos experimentos 9, 10 e 11 (ponto central), que correspondem a temperatura de 40°C
(0) e pH de 4,5 (0). O menor valor encontrado de atividade enzimatica foi no experimento 3
com 0,048 U sendo a temperatura de 58°C (1) e pH de 2,3 (-1).

Os resultados experimentais de atividade enzimatica foram ajustados por regressao
multipla, utilizando o software Statistica 7.0. Na Tabela 4.15 estdo representados os termos
lineares, quadraticos, as interagdes das duas variaveis estudadas, bem como, as respectivas

analises no teste t Student.
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Tabela 4.15 — Resultados da regressao multipla com todos os parametros

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significancia

regressao p-valor

Média 0,6507 0,0199 0,000001

X; (L) -0,0492 0,0131 0,01316

X1 (Q) -0,0989 0,0199 0,00424

X5 (L) -0,0168 0,0132 0,25987

X2 (Q) -0,2561 0,0181 0,00003

X X5 0,1841 0,0166 0,00010

Apds a regressao multipla, obteve-se a Equacdo 4.8 completa com todos os

parametros:

Atividade = 0,6507 — 0,0492X, —0,0989X > —0,0168X, —0,2561X 2
+0,1841X, X,

(4.8)

Na Tabela 4.15 verifica-se que as variaveis significativas do modelo foram: a
temperatura em seu termo linear X, (L), temperatura e o pH em sua forma quadratica (X; (Q)
e Xy (Q)) e a interacdo temperatura/pH (X;X;). Com a eliminagdo do parametro nao

significativo (pH (L)), obtiveram-se os seguintes parametros apresentados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 — Resultados da regressdo multipla com os parametros significativos

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significincia

regressao p-valor

Média 0,6507 0,0209 0
X; (L) -0,0492 0,0137 0,01160
X1 (Q) -0,0986 0,0209 0,00320
X2 (Q) -0,2561 0,0190 0,00001
X1X5 0,1871 0,0172 0,00004

O modelo ajustado com as variaveis significativas codificadas esta representado na

Equagdo 4.9.
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Atividade = 0,6507 —0,0492X, —0,0986 X > —0,2561X 2 +0,1871X , X, (4.9)

Foram considerados significativos os parametros de nivel de significincia menores
que 10% (p<0,1). O coeficiente de determinagio R* foi de 0,98, o que indica um ajuste
adequado aos dados experimentais na obtencdo da atividade da enzima imobilizada,
mostrando que 98% da variabilidade dos dados foram explicadas pela equacdo empirica
proposta. A Figura 4.20 ilustra a representacao dos valores preditos em fun¢ao dos observados

e a Figura 4.21 mostra a distribui¢cdo dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.20 — Valores preditos em funcao dos valores observados.
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Figura 4.21 — Distribuicao dos residuos relativa a atividade enzimatica.
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Observando a Figura 4.20, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimdtica apresentaram valores bem préximos aos fornecidos pela equagdo
empirica e na Figura 4.21, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuigao.
Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta e
otimizar os parametros estudados para verificar a influéncia do pH e da temperatura no meio

reacional. A superficie de resposta esta representada na Figura 4.22.
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Figura 4.22 - Superficie de resposta da influéncia do pH e temperatura da reagdo na atividade

enzimatica.

A partir da Equacao completa (4.8), foi realizada uma implementacao no programa
Maple 9.5 para calcular o ponto 6timo da influéncia da temperatura ¢ pH no meio reacional,
visando maximizar a atividade enzimatica. Utilizando as equagdes de codificagdo 3.5 e 3.6,
obtiveram-se os valores reais das variaveis estudadas para a maximizagdo da atividade, com
temperatura de 34°C e pH de 4,1, alcangando uma atividade de 0,663 U. Este valor encontra-
se bem proximo dos resultados experimentais obtidos no ponto central. Este fato ja era
esperado porque a condi¢do central encontra-se dentro da regido de otimizagdo. Decidiu-se
continuar usando o pH de 4,5 e temperatura de 35°C, pelo fato da temperatura ser
praticamente igual a da otimizag¢ao e nao haver possibilidade de baixas atividade em funcao
de se utilizar um pH de 4,1. As faixas de temperatura e pH 6timo aqui citadas estdo de acordo

com trabalhos da literatura de TANRISEVEN e DOGAN (2002), HUSAIN e HAIDER
(2007).
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4.9 — Influéncia da concentracio de lactose na cinética de B-galactosidase imobilizada

Os resultados experimentais das atividades de rea¢do de hidrolise de lactose (S) para
a enzima f-galactosidase imobilizada, em fun¢do da concentrag¢do inicial de substrato e na

auséncia de produtos da reacdo, estdo apresentados na Tabela 4.17.

Tabela 4.17 — Atividade em fungdo da concentragdo inicial de lactose (S)

Experimentos Concentragdo inicial ~ Atividade

de lactose (g/L) (U*)
1 5 0,1602
2 20 0,4146
3 35 0,5956
4 50 0,6470
5 65 0,6454
6 80 0,6406
7 95 0,6302
8 110 0,6168
9 125 0,6302
10 140 0,6320

U*:(gglicose/L-min~gresina)

Verifica-se na Tabela 4.17 que apds o experimento 4, em que iniciou-se a reagao
com concentracdo de 50 g/L de lactose, ndo houve acréscimo na atividade, mantendo-se
constante conforme Figura 4.23. Posteriormente, foi realizado uma regressdo nao linear pelo
software Statistica 7.0, utilizando o método numérico Levenberg-Marquardt, com o qual
estimaram-se os valores das constantes Vy, e Ky, que foram respectivamente 0,71 U e 12,07
g/L (35,30 mM), os dois parametros mostraram-se significativos ao nivel de 5% (valor-

p<0,05).
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Na Figura 4.23, observa-se boa aproximacao dos pontos experimentais com o
ajustado pelo modelo de Michaelis-Menten, em que foi obtido um coeficiente de

determinagao de 98%.
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Figura 4.23 — Influéncia da concentracao de lactose (S) na velocidade inicial da reacdo da

enzima B-galactosidase imobilizada.

Neste intervalo de estudo ndo teve inibicdo pelo substrato. A Equacdo final de

Michaelis-Menten esta representada na Equacao 4.10.

0,715
12,07 + S (4.10)

A Figura 4.24 ilustra a representagdo dos valores preditos em fun¢do dos observados.
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Figura 4.24 — Valores preditos em funcao dos valores observados.

Observando a Figura 4.24, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimatica apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela equagao
empirica.

O valor de K, encontrado neste trabalho foi de 35,30 mM. Este valor estd proximo
ao de FREITAS (2007) que imobilizou B-galactosidase em alginato de s6dio com gelatina e

glutaraldeido e obtiveram valor de K, igual a 46,78 mM.

4.10 — Influéncia da concentracio dos produtos glicose e galactose na cinética da reacio

da enzima imobilizada

Os experimentos do Planejamento Composto Central proposto neste estudo foram
realizados nas condi¢gdes conforme item 3.2.2.9. Este estudo teve por objetivo analisar
qualitativamente quais produtos de reagdo comportavam-se como inibidores da reacgdo
enzimatica. Os resultados experimentais de velocidade de reagdo da hidrodlise de lactose estdo

apresentados na Tabela 4.18.
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Tabela 4.18 — Atividades enzimaticas em presenca de glicose, galactose e lactose

Valor Real (Valor Codificado)

Experimentos  Lactose Glicose Galactose Atividade

(g/L) (g/L) (g/L) (U¥)
1 15 (-1) 3(-1) 3(-1) 0,37
2 15 (-1) 3(-1) 20 (1) 0,19
3 15 (-1) 20 (1) 3(-1) 0,76
4 15 (-1) 20 (1) 20 (1) 0,48
5 50 (1) 3(-1) 3(-1) 1,00
6 50 (1) 3(-1) 20 (1) 0,23
7 50 (1) 20 (1) 3(-1) 1,17
8 50 (1) 20 (1) 20 (1) 0,79
9 8,82 (-0) 11,5 (0) 11,5 (0) 0,31
10 56,18 (o) 11,5 (0) 11,5 (0) 0,65
11 32,5(0) 0 (-a) 11,5 (0) 0,3
12 32,5 (0) 23 (o) 11,5 (0) 0,83
13 32,5(0) 11,5 (0) 0 (-a) 1,05
14 32,5(0) 11,5 (0) 23 (o) 0,73
15 32,5 (0) 11,5 (0) 11,5 (0) 0,78
16 32,5(0) 11,5 (0) 11,5 (0) 0,70
17 32,5 (0) 11,5 (0) 11,5 (0) 0,75

U*:(gglicose/L~min‘gresina)

Observa-se na Tabela 4.18 que a atividade enzimadtica alcancada durante os
experimentos variou de 0,19 a 1,17 U. Verifica-se que os maiores valores encontrados foram
nos experimentos 5, 7 e 13, sendo que os experimentos 5 e 7 correspondem a concentracao de
lactose no nivel (+1) com 50g/L e galactose no nivel (-1) com 3 g/L. O experimento 13
corresponde a lactose e glicose no nivel 0 com 32,5 g/l e 11,5 g/L, respectivamente, sendo o
nivel (-o) para a concentragao de galactose.

Os resultados experimentais de atividade enzimatica foram ajustados por regressao
multipla, utilizando o software Statistica 7.0. Na Tabela 4.19 estdo representados os termos
lineares, os termos quadraticos, as interagdes das trés varidveis estudadas e as respectivas

analises no teste t Student.
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Tabela 4.19 — Resultados da regressdao multipla de todos os parametros

Fatores Coeficiente Erro Nivel de
de Padrio significancia

regressao p-valor

Média 0,7309 0,0480 0,000001
X (L) 0,1586 0,0270 0,0006
X1 (Q) -0,1283 0,0357 0,0088
X, (L) 0,1824 0,0271 0,0003
X2 (Q) -0,0818 0,0357 0,0557
X3 (L) -0,1752 0,0271 0,0003
X3 (Q) 0,0956 0,0357 0,0316
XX 0,0063 0,0327 0,8538
Xi1X3 -0,0863 0,0327 0,0335
XoX3 0,0363 0,0327 0,3040

Apds a regressao multipla, obteve-se a Equacdo 4.11 completa com todos os

parametros:

Atividade = 0,7309 + 0,1586 X, —0,1283X +0,1824X, —0,0818X @11
—0,1752X, +0,0956X; +0,0063X, X, —0,0863X, X +0,0363X, X,

Na Tabela 4.20 verifica-se que as variaveis significativas do modelo foram: a lactose,
glicose e galactose em seus termos lineares (X; (L), X, (L) e X3 (L)), lactose, glicose e
galactose em sua forma quadratica (X; (Q), Xz (Q) e X3 (Q)) e a interagdo lactose/galactose
(X1X3). Posterior a retirada dos termos ndo significativos, os parametros significativos estao

apresentados na Tabela 4.20.
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Tabela 4.20 — Resultados da regressao multipla com os parametros significativos

Fatores  Coeficiente Erro Nivel de
de Padrao significincia
regressao p-valor
Média 0,7309 0,0460 0
Xi (L) 0,1586 0,0259 0,0002
X1 (Q) -0,1283 0,0342 0,0046
X, (L) 0,1824 0,0259 0,0001
X2 (Q) -0,0818 0,0342 0,0405
X5 (L) -0,1752 0,0260 0,0001
X3(Q) 0,0956 0,0342 0,0209
Xi1X3 -0,0863 0,0313 0,0224

O modelo ajustado com as varidveis significativas codificadas estd representado na

Equacao 4.12.

Atividade = 0,7309 +0,1586 X, —0,1283X; +0,1824X, —0,0818X “.12)
—0,1752X, +0,0956 X —0,0863X, X,

Os parametros de nivel de significancia menores que 10% (p<0,1) foram
considerados significativos. O coeficiente de determinacao R? foi de 0,95, o que indica um
ajuste adequado aos dados experimentais na obtencdo da atividade da enzima imobilizada,
mostrando que 95% da variabilidade dos dados foram explicados pela equagdo empirica
proposta. A Figura 4.25 ilustra a representacdo dos valores preditos em func¢ao dos observados

e a Figura 4.26 mostra a distribui¢ao dos residuos em torno do zero.
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Figura 4.25 — Valores preditos em funcao dos valores observados.

0,20

0,15

=
-
=

0,08

feXe)

0,00

Residuos

0,05

0,10

0,15

0,0 0,2

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Valores Preditos

1.4

Figura 4.26 — Distribuicao dos residuos relativa a atividade enzimatica.

Observando a Figura 4.25, nota-se que as respostas experimentais obtidas para a
atividade enzimatica apresentaram valores bem proximos aos fornecidos pela equagao
empirica e na Figura 4.26, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando nenhuma tendéncia quanto a distribuicao.
Como o modelo mostrou-se significativo foi possivel construir a superficie de resposta, duas a

duas variaveis, e suas respectivas superficies de contorno como mostram Figuras 4.27, 4.28 e

4.29.
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Figura 4.27 - Superficie de resposta da influéncia da lactose e glicose na atividade

enzimatica.
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Figura 4.28 - Superficie de resposta da influéncia da lactose e galactose na atividade

enzimatica.
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Figura 4.29 - Superficie de resposta da influéncia da galactose e glicose na atividade

enzimatica.

Observa-se nas Figuras 4.27 e 4.28 que os altos niveis de lactose se encontram na
regido de maior atividade, o que ja era mostrado em experimentos anteriores que a maior
atividade ocorria em concentragdo de lactose de 50 g/L, conforme item 4.8 (mostra que a
concentragdo de 50 g/L ndo atingiu a faixa de inibi¢ao pelo substrato). Na Figura 4.27 pode-se
notar que a glicose ndo interferiu na atividade maxima (concentracao de lactose de 50 g/L).

Nas Figuras 4.28 e 4.29 pode-se observar que a concentragdo da galactose esta
agindo como um inibidor, na medida em que se aumenta a concentracao de galactose diminui-
se a atividade enzimatica. Esta caracteristica é notada tanto para a superficie galactose/lactose
quanto para a superficie galactose/glicose. Os trabalhos de JURADO et al. (2002 e 2004) que
utilizaram B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis, HATZINIKOLAOU et al. (2005) que
utilizaram p-galactosidase de Aspergillus niger e FREITAS (2007) que utilizou B-

galactosidase de Aspergillus oryzae na hidrélise de lactose e todos obtiveram como inibidor

competitivo a galactose.

4.11 — Influéncia da concentracio de galactose na atividade da enzima imobilizada

Com a analise dos resultados do item 4.10 da influéncia dos produtos da reacdo na
atividade enzimatica, pode-se concluir que a galactose teve um efeito significativo de inibi¢ao

sobre a atividade de [P-galactosidase, o que ndo ocorreu com a glicose que mostrou um
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suposto efeito de ativagdo, portanto neste estudo serd analisada apenas a influéncia da
concentracdo de galactose na atividade da enzima.

As condigdes de realizacdo dos experimentos seguiram o item 3.2.2.10 e os
resultados experimentais de velocidade de reacdo em presenga de galactose estdo

apresentados na Tabela 4.21.

Tabela 4.21 — Resultados experimentais de velocidade de reacdo em fun¢do das concentragdes

iniciais de lactose (S) e galactose (I) no meio reacional

Experimentos  (S)  (I)  Atividade | Experimentos  (S) ()  Atividade (U¥)
e @v U @)  (@L)
1 S0 o166 15 30 15 02772
2 SOT5 g070 16 30 225 02312
3 S5 o6 17 40 o0, 0,5804
4 SO25 o6 18 40 75 0,444
5 100 (e 19 40 15 0,3584
6 10 75 1ess 20 40 225 02702
7 1015 04 21 00 0,6912
8 10225 o100 2 50 75 0479%
9 200 (g 23 50 15 0,4268
10 20 75 (a6 24 50 225 0,369
1 20 15 e 25 60 0 0,6668
12 20 25 604 26 60 75  0,5306
13 00 (s 27 60 15 0,4588
14 0075 oa1s 28 60 225 04136

Os resultados da Tabela 4.21 foram ajustados por uma regressdo ndo-linear,
realizados pelo software Statistica 7.0. Foi usado o método de Levenberg-Marquardt, nos
modelos cinéticos de Inibi¢do Competitiva (Equacao 3.10), Inibi¢do Nao Competitiva

(Equagdo 3.11), Inibicdo Acompetitiva (Equacdo 3.12), Inibigdo Mista Linear (Equagdo 3.13)
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e Inibicao Parcialmente Nao Competitiva (Equacao 3.14). Foi utilizado K, fixo com valor de
12,07 g/L. Na Tabela 4.22 estdo apresentados os parametros ajustados com as respectivas
analises de t-Student, os coeficientes de determinagdo e o somatdrio dos quadrados dos

desvios, para o efeito de inibicao dado pela galactose.

Tabela 4.22 — Parametros dos modelos cinéticos estudados em presenga de galactose como

inibidor
Modelos de Vi K; a B 2(V-Vimoaer) R’
inibicdo (Up (g/L)

I = Galactose

Competitiva Parametros 0,77 4,94 - - 0,0436 98%
Nivel-p 0 0 - -

Nao Competitiva Parametros 0,76 20,66 - - 0,1229 939,
Nivel-p 0 0 - -

Acompetitiva Parametros 0,73 17,09 - - 0,1882 899,
Nivel-p 0 0,0003 - -

Mista Linear Parametros 1 -7318316 23421 - 0,3911 76%
Nivel-p 0 0 0 -

Parcialmente Ndo  Pardmetros 1 1848874 - -43066 0,1446 929%,
Competitiva Nivel-p 0 0 - 0

Com base nos resultados da Tabela 4.22, os parametros com nivel de significancia
menores que 5% na analise t-Student foram considerados significativos. Para a escolha do
melhor modelo de inibi¢do, levaram-se em considerag¢do os significados fisicos e estatisticos
dos parametros, o maior valor do coeficiente de determinacio R? e o menor valor de soma de
quadrados de residuos.

Analisando o modelo de inibi¢do mista linear, verifica-se que o parametro o
apresentou valor muito alto (23421), substituindo este valor na Equagdo 3.13 o termo (I/a.Ki)
tende a zero, transformando-se na Equacao 3.10 do modelo de inibi¢do competitiva e ainda o
parametro K; ndo apresenta significado fisico. Com isto, eliminou-se este tipo de inibigdo
como o ajuste ideal para a modelagem de inibicdo pela galactose.

Para o modelo parcialmente ndo competitivo, observa-se a ndo significancia fisica
do parametro 3.

Os modelos de inibi¢do acompetitivo e ndo competitivo, apesar de apresentar
significancia fisica e estatistica, foram eliminados da escolha de melhor ajuste de inibi¢do por
apresentarem valores maiores das somas dos quadrados dos residuos e valores de R* menores

que a inibicdo competitiva.
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Portanto, pela analise dos coeficientes de determinacao, pelos valores das somas dos
quadrados dos desvios, pela significincia dos parametros, pela analise t-Student e pelo
significado fisico dos mesmos, o modelo que melhor se ajustou foi o de inibi¢do competitiva
pela galactose. O ajuste do modelo de inibicdo competitiva (Equagdo 3.10) pela galactose esta
apresentado na Figura 4.30, na forma de superficie de resposta. Na Figura 4.31 nota-se que os

valores observados experimentalmente estao proximos aos preditos pelos modelos.
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Figura 4.30 — Perfil da influéncia da concentragdo de galactose na atividade da enzima

imobilizada, pelo modelo de inibi¢do competitiva.

Valores Observados

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Valores Preditos

Figura 4.31 — Valores experimentais em funcao dos valores previstos pelo modelo de inibi¢ao

competitiva para a resposta da atividade enzimatica.
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A Equagao 4.13 ilustra o modelo de inibicdo competitiva com os valores dos

parametros obtidos.

_ (0,77.8)
(S+12,07.(1+ (1/4,94))) (4.13)

Os valores de K, e K; obtidos neste trabalho foram 35,30 mM (12,07 g/L) e 27,44
mM (4,94 g/L) respectivamente. Em outros trabalhos da literatura foram encontradas
inibicoes pela galactose. PORTACCIO et al. (1998) utilizaram a enzima B-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em esferas de quitosana e membrana de nylon. No trabalho
destes pesquisadores, foi encontrado inibicdo competitiva com valores de K, de 110 e 150
mM e K; de 5 e 30 mM, para a enzima imobilizada em membrana e quitosana
respectivamente, utilizando leite como substrato. No trabalho de NAKKHARAT e
HALTRICH (2006) a enzima B-galactosidase de Talaromyces thermophilus foi imobilizada
em um suporte insoluvel (Eupergit C) por ligacdo covalente. Quando o substrato utilizado foi
ONPG, observou-se a inibicdo competitiva tanto pela glicose quanto pela galactose. Ja
quando o substrato utilizado foi a lactose, a inibicdo foi a competitiva ocorrendo apenas pela
galactose em que os valores de K;,, e K; foram 21 e 355 mM, respectivamente. Verifica-se que
o alto valor para K; faz com que a galactose seja um fraco inibidor. FREITAS (2007)
imobilizou [-galactosidase de Aspergillus oryzae em alginato de sodio, gelatina e
glutaraldeido e encontraram valores de K,, ¢ K; de 46,78 e 53,33 mM para inibi¢ao

competitiva.



CAPITULO 5
CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir:

» A resina que apresentou melhor resultado na imobilizagdo de B-galactosidase
por adsorcao idnica foi a Duolite A-568;

» As condig¢des 6timas para o processo de imobilizagdo foram: tempo de 12
horas, pH 4,5 e concentracdo de enzima do meio de 16 g/L atingindo uma
atividade de 0,64 U;

» O processo de ligacdo cruzada apresentou melhor atividade quando realizado
apos a imobilizacao;

» Para a otimiza¢do do processo de ligagdo cruzada, com glutaraldeido como
agente reticulante, as condigdes Otimas de reagdo foram concentracdo de
glutaraldeido 3,5 g/l e tempo de reagao 1,5 horas, atingindo atividade
0,66 U;

» A atividade da enzima imobilizada, sem o tratamento com glutaraldeido, ap6s
30 usos foi de 51% em relagdo a inicial, ao passo que a atividade da enzima
imobilizada com reticulacao foi de 90% da inicial;

» O estudo da estabilidade da enzima em relagdo ao pH indicou um resultado
eficaz com o uso do processo do ligagdo cruzada apés a imobilizacdo, com
uma queda menor de 10% na atividade para a faixa de pH estudada, ja para o
estudo sem o processo de ligacdo cruzada houve uma queda de até 57% na
atividade.

» Utilizando a superficie de resposta foi possivel realizar uma analise conjunta
das varidaveis pH e temperatura e determinar o ponto de maximizagdo das
variaveis estudas com pH 4,1, temperatura de 34°C e atividade de 0,663U;

» Para a faixa de concentragdo de lactose estudada, de 5 a 140 g/L, ndo houve
inibicao pelo substrato para enzima imobilizada. Para o modelo de Michaelis-
Menten estimou-se os valores das constantes V,, e K,, que foram
respectivamente 0,71 U e 35,30 mM (12,07 g/L);

» No estudo cinético a glicose praticamente nao apresentou influéncia como

inibidor na atividade de B-galactosidase imobilizada em Duolite A-568;
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» O modelo cinético que melhor se ajustou aos resultados experimentais de
velocidade de reagdo de hidrdlise de lactose por B-galactosidase imobilizada
foi o modelo de Michaelis-Menten com inibi¢do competitiva por galactose.
Os valores dos pardmetros Vy, Ky, € K| para a enzima imobilizada em Duolite

A-568 foram 0,77 U, 35,30 mM (12,07 g/L) e 27,44 mM (4,94 g/L).
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CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Determinacdo da energia de ativacdo da reacdo de hidrolise da lactose por
B-galactosidase imobilizada em Duolite A-568;

Estudar outros métodos de imobilizagao;

Estudo da estabilidade térmica da enzima imobilizada;

Estudo da transferéncia de massa na cinética com a enzima imobilizada;
Estudar a cinética da hidrolise da lactose para a enzima imobilizada
utilizando leite como substrato;

Estudar o comportamento cinético de -galactosidase imobilizada em Duolite

A-568 em um reator de leito fixo.
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ANEXO A

Determinacio de Glicose:

A glicose, em todos experimentos, serd dosada pelo método da glicose-oxidase,
utilizando-se Kits Glicose Enzimatica, conforme procedimento descrito por TOMAS, 1998.
Esse método ¢é especifico para a glicose e se baseia na oxidagdo da mesma, de acordo com a
seguinte reagdo, catalisada pela glicose-oxidase (G-O):

Glicose + O, + H,O — acido gluconico + H,0;

O peroxido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol presentes
no meio, sob a a¢do da peroxidase, formando uma antipirilquinonimina, cuja intensidade de
sua cor vermelha, ¢ proporcional a concentracdo de glicose no meio. Esse composto de

tonalidade vermelha apresenta maxima absor¢ao de luz a um comprimento de onda de 505nm.

O Kit de glicose-oxidase ¢ composto de dois frascos, sendo o nimero 1 a mistura de
enzimas e o nimero 2, o tampao, que também contém os reagentes 4-aminoantipirina e fenol.
O frasco 2, contendo 100 mL de solu¢do, foi diluido a 500mL com agua destilada e depois
separado em dois frascos ambar, cada um com 250mL do tampao diluido. Essa solugao
mantém-se estavel por dois meses a uma temperatura entre 2 e 8°C. A um desses frascos foi
adicionado o conteudo do frasco 1, ao qual continha a glicose oxidase e a peroxidase, mistura
essa que estava pronta para reacdo com amostras contendo glicose. Essa solu¢do se mantinha

estavel por dois meses.

Para a determinacdo de teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi a
determinagdo da curva padrdo, de absorbancia em funcdo das concentracdes de glicose . Para
isso foram utilizados tubos de ensaios contendo 2 mL da solucdo de glicose-oxidase preparada
anteriormente, aos quais foram adicionados 20 pL de solugdo de glicose, na faixa de
concentragdo de 0,0 a 4,5 g/L, deixando reagir por 30 minutos a 37°C. Apoés esse tempo, eram
lidas as absorbancias a 500nm para os varios tubos, em um espectrofotometro Genesys 10 UV
usando cubetas de vidro, considerando como branco a solu¢do de glicose-oxidase. Com os
valores de absorbancia em fun¢do da concentracdo de glicose na faixa de 0,0 a 4,5 g/L, com
intervalos de 0,5 g/L, foram construidas equagdes lineares e determinadas as equacdes das

mesmas, considerando o intervalo de concentracdo adotado. Para uma amostra de



concentracdo desconhecida de glicose seguia-se o mesmo procedimento anterior,

determinando-se a sua absorbancia, e a partir da curva padrao, a concentracao de glicose.



APENDICE A

Curva de calibracao

Solugdes  Absorbancia  Concentracao de
) Glicose (g/L)
0 0 0
1 0,156 0,5
2 0,299 1
3 0,496 1,5
4 0,673 2
5 0,797 2,5
6 0,996 3
7 1,121 3,5
8 1,348 4
9 1,488 4,5
o
®
o
o
'5 1 y=3,0357x
2 _
2 s R"=0,9982
< 3
o
5= 2
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o T T
0 0,5 1,5
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