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RESUMO

O uso de enzimas imobilizadas proporciona muitas vantagens em relacao ao seu uso na forma
livre. Dentre estas vantagens se destacam a possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador, a
sua facil separacao ao final do processo, a utilizacdo em modo continuo e o aumento de sua
estabilidade. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de imobilizar a enzima a-
galactosidase de Aspergillus niger em resina de troca ibnica e avaliar a sua atividade
catalitica. Inicialmente, foram feitos testes preliminares de imobilizacdo em 5 tipos de resinas:
Amberlite 252-Na, Dowex Marathon A, Dowex Marathon C, Duolite A-568 e Duolite S-761.
Pelos resultados obtidos, Duolite A-568 foi selecionada como melhor suporte e, portanto,
estudos foram feitos para a otimizacdo do processo de imobilizagdo nesta resina.
Glutaraldeido na concentracdo de 1% (v/v) foi utilizado anteriormente ao processo de
adsorcdo da enzima e melhorou a estabilidade operacional da a-galactosidase imobilizada.
Testes preliminares ndo indicaram diferenga do processo de imobilizagdo para temperaturas
de 25 e 40°C. Realizou-se um planejamento fatorial completo e um planejamento composto
central para estudar as melhores condicGes de imobilizacdo variando-se o pH, concentracdo de
a-galactosidase e tempo de imobilizacdo. Os resultados obtidos levaram a utilizar as seguintes
condicdes de imobilizacdo: pH 4,5, concentragao de a-galactosidase de 15 g/L e tempo de
imobilizacéo de 3 horas. A temperatura de maxima atividade enzimatica foi 60°C tanto para a
enzima livre quanto imobilizada. O valor da energia de ativacdo encontrado pelo ajuste linear
da equacdo de Arrhenius foi de 5,66 kcal/mol para a-galactosidase soltvel e 4,48 kcal/mol
para a-galactosidase imobilizada. A faixa de pH 6timo obtido para a enzima livre foi 4,0-6,0 e
para a enzima imobilizada foi 3,0-6,0. O processo de imobilizacdo melhorou a atividade da a-
galactosidase para pHs mais alcalinos. A analise de resisténcia ao pH mostrou que ambas as
formas da enzima foram resistentes para as faixas estudadas (3,5 a 7,5 para livre e 3,0 a 8,0
para imobilizada). No entanto, a resisténcia térmica do biocatalisador retido no suporte foi
menor. O estudo cinético sem inibicdo apresentou valores de velocidade méxima (Vmax)
proximos para as duas formas da o-galactosidase (194,5 U para livre e 187,7 U para
imobilizada), porém o K, da forma imobilizada foi maior que o da livre (18,8 g/L e 12, 5 g/L
de rafinose, respectivamente). A reacdo de hidrélise da rafinose foi inibida pela adicdo dos
produtos da reagdo, sacarose e galactose, sendo que os resultados de inibicdo por galactose
apontam para o tipo de inibicdo competitiva Por fim, testes de estocagem da a-galactosidase
imobilizada mostraram que a enzima manteve sua atividade mesmo ap6s 145 dias mantida a
temperatura de 4°C.

Palavras-chave: a-galactosidase, imobilizacdo de enzimas, resina de troca i6nica, Duolite A-

568, rafinose.



ABSTRACT

Immobilized enzymes provide many advantages when compared to the usage of their free
forms. Among these ones, remarkable advantages are the possibility of the biocatalyst
reusability, easy separation at the end of the process, its usage in continuous way and the
enhancement of its stability. This work was performed aiming the immobilization of the a-
galactosidase enzyme from Aspergillus niger in ion exchange resin and the evaluation of its
catalytic activity. Firstly, tests were performed in five different resins: Amberlite 252-Na,
Dowex Marathon A, Dowex Marathon C, Duolite A-568 e Duolite S-761. According to the
results, Duolite A-568 was chosen as the best support. Therefore, studies were done aiming
the optimization of the immobilization process in this resin. Glutaraldehyde 1% (v/v) was
used before the enzyme adsorption process and it enhanced the operational stability of the
immobilized enzyme. Preliminary tests did not showed difference for the immobilization
process at the temperatures of 25 and 40°C. A full factorial design and a central composite
design were performed to study the best immobilization conditions varying the pH, the a-
galactosidase concentration and the immobilization time. The results led to use the following
immobilization conditions: pH 4.5; 15 g/L of a-galactosidase and 3 hours of immaobilization.
The temperature of maximum activity occurred at 60°C for both free and immobilized
enzyme. The activation energy calculated by linear adjustment of Arrhenius equation was
5.66 kcal/mol for soluble a-galactosidase and 4.48 kcal/mol for immobilized a-galactosidase.
The optimum pH range obtained for free enzyme was 4.0-5.0 and for immobilized enzyme it
was 3.0-6.0. The immobilization process improved the a-galactosidase activity in alkaline
pHs. Analysis of pH stability showed that both forms of enzyme were resistant for the pH
ranges studied (3.5 to 7.5 for free and 3.0 to 8.0 for immobilized). However, the thermal
stability of the biocatalyst immobilized in the support decreased. The kinetic studies without
inhibition showed closed values of maximum speed (Vmax) for both enzyme forms (194.5 U
for free and 187.7 U for immobilized). Although, the Michaelis-Menten constant (Ky,) of
immobilized enzyme was higher than the free one (18.8 and 12.5 g/L, respectively). The
hydrolysis reaction of raffinose was inhibited by the addition of the reaction products, sucrose
and galactose, and the results of inhibition by galactose pointed for the competitive inhibition
type. Then, storage tests of immobilized o-galactosidase showed that the enzyme maintained
its activity even after 145 days when kept at the temperature of 4°C.

Key-words: a-galactosidase, enzyme immobilization, ion exchange resin, Duolite A-568,

raffinose.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Enzimas sdo extraordinarios catalisadores, capazes de utilizarem uma variedade de
moléculas complexas como substratos e apresentarem alto grau de seletividade, inclusive para
compostos enantibmeros. Esta alta seletividade proporciona eficiéncia catalitica aliada a
producdo de poucos subprodutos e isto faz das enzimas uma alternativa ecoldgica para a
substituicdo de convencionais catalisadores quimicos (SCHMID et al., 2001).

A maioria das enzimas utilizadas em processos industriais apresentam acao hidrolitica,
sendo utilizadas na degradacdo de diversas substancias naturais. Dentro deste grupo, as
proteases e as carbohidrolases estdo entre as mais utilizadas devido a suas aplicacBes nas
industrias de detergente, téxteis e de alimentos (KIRK et al., 2002). Na industria alimenticia
diversas enzimas sdo aplicadas aos processos de producdo. A invertase é utilizada na
producdo de acUcar invertido, uma mistura de frutose e glicose (monossacarideos) obtida a
partir da hidrolise da sacarose (dissacarideo). Os monossacarideos apresentam algumas
propriedades mais interessantes para processos industriais, tais como maior poder adocante,
maior solubilidade e baixa viscosidade (MARQUEZ, 2007). A B-galactosidase é utilizada na
hidrélise da lactose presente em produtos lacteos produzindo glicose e galactose. A remocgédo
da lactose melhora a digestibilidade destes produtos em pessoas que apresentam intolerancia a
lactose (FREITAS et al., 2011).

Uma alternativa as pessoas que apresentam intolerancia a lactose é a substituicdo de
produtos lacteos por aqueles a base de soja. Como exemplo, j& existem no mercado leite de
soja, creme de leite e leite condensado de soja e até mesmo chocolate feito desta leguminosa.
A soja por sua vez contém oligossacarideos da familia da rafinose que quando ingeridos
podem causar desconfortos gastrointestinais, uma vez que estes carboidratos sdo fermentados
por micro-organismos presentes na mucosa intestinal com consequente producao excessiva de
gases. A enzima o-galactosidase hidrolisa a ligacdao glicosidica galactose a-1,6 presentes
nestes oligossacarideos e produz agucares facilmente digeridos pelo organismo humano
(OKUTUKU et al., 2010). Portanto, esta enzima apresenta um grande potencial de aplicacdo
em industrias alimenticias que fabricam alimentos a base de soja (BRASIL et al., 2010;
NAGANAGOUDA e MULIMANI, 2006; VIANA et al., 2005). A a-galactosidase também

pode ser aplicada ao processo de producdo de aclcar de beterraba. A presenca natural da



INTRODUCAO

rafinose neste vegetal dificulta o processo de cristalizagcdo da sacarose no melago. Portanto a
utilizacdo desta enzima na fabricacdo deste agucar remove altas concentragdes da rafinose e
consequentemente aumenta o rendimento do processo (PESSELA et al., 2008;
NAGANAGOUDA e MULIMANI, 2006; LINDEN, 1982).

O uso da a-galactosidase ndo se restringe apenas as industrias alimenticias. Na
medicina, pesquisas vém sendo realisadas para o tratamento da doenca de Fabry, que ocorrem
em pessoas deficientes desta enzima, a qual €é responsavel pela remocdo do
glicoesfingolipideo globotriaosilceramida. O acimulo desta substancia proporciona diversos
problemas renais, cardiacos e cerebrais (LINTHORST et al., 2004). Esta enzima também
pode ser utilizada para conversdo do sangue tipo B em sangue tipo O pela remocdo da
molécula de galactose ligada ao antigeno do sangue B. Esta aplicacdo atenuaria os problemas
de falta de bancos de sangue para transfusdo (HOBBS et al., 1995).

Os processos cataliticos envolvendo o uso de enzimas sé&o restringidos devido ao alto
custo do biocatalisador, dificuldades de sua recuperacdo ao final do processo e instabilidade.
Uma alternativa a estes problemas é a imobilizacdo enzimatica. A retencdo do biocatalisador
em um suporte permite a sua reutilizacdo, possibilidade de operar sistemas em modo
continuo, reducdo de custos de processos e em alguns casos aumento da estabilidade
enzimatica. As técnicas apropriadas de imobilizacdo envolvem o estudo de diversos suportes e
das variaveis que influenciam na imobilizacdo, uma vez que o comportamento da enzima no
suporte é dificil de ser previsto (LOPEZ et al., 2010; OZDURAL et al., 2003).



CAPITULO 2
OBJETIVOS

2.1 - Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o desempenho da enzima a-galactosidase de
Aspergillus niger imobilizada em suporte de troca ibnica. Os objetivos especificos sdo

apresentados abaixo:

2.2 - Especificos

- Avaliar a influéncia das variaveis temperatura, pH, concentracdo de enzima e tempo
no processo de imobilizacéo;

- Avaliar o efeito do glutaraldeido como agente reticulante do processo de
imobilizacéo da enzima;

- Comparar a cinética, atividade e estabilidade da a-galactosidase em sua forma livre
com a forma imobilizada em funcéo do pH e temperatura;

- Estudar a cinética da reacdo de hidrélise da rafinose para a-galactosidase imobilizada
na presenca de produtos da reacao;

- Determinar a estabilidade da enzima imobilizada em relacéo ao tempo de estocagem.



CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Enzimas

As enzimas sdo polimeros bioldgicos que catalisam a conversdo de um ou mais
substratos em compostos (produtos) diferentes mediante a aceleracdo da velocidade da reagéo
ndo catalisada correspondente por fatores da ordem de pelo menos 10° (MURRAY et al.,
2007). Assim como todos os catalisadores, estas biomoléculas ndo sdo consumidas ao final da
reacao.

A reagdo enzimatica ocorre em um local especifico da enzima, denominado sitio ativo.
O poder catalitico de determinada enzima depende da integridade da sua estrutura
conformacional nativa. Com excec¢do de algumas moléculas de RNA, denominadas ribozimas,
todas enzimas sdo de natureza proteica e portanto, a eficiéncia das enzimas dependem das
suas estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria. O peso molecular das enzimas,
assim como de outras proteinas varia entre aproximadamente 12 kDa até 1000 kDa (NELSON
e COX, 2000).

As enzimas tém sido utilizadas desde a antiguidade, principalmente nos processos
fermentativos de producdo de pdes, queijos, vinhos, cervejas, vinagre e na producdo de
manufaturados como couro e linho (KIRK et al., 2002).

Atualmente as enzimas sdo amplamente utilizadas em escala industrial em diferentes
processos: sintese de aminoéacidos, peptideos, nucleotideos e antibidticos, tecnologia de
alimentos, aplicacbes farmacéuticas, bioconversdo, potencialidade energética e outras
(CABRAL, 1982). O sucesso de aplicacao dos biocatalisadores em escala industrial se explica
devido as diversas vantagens que estes apresentam quando comparados aos catalisadores
quimicos convencionais. Dentre estas, podem-se destacar o alto nivel de eficiéncia e alta
especificidade, 0 que permite as enzimas serem aplicadas em processos sem que ocorram
perturbacdes devido a outras reaces indesejaveis resultando na producdo de um produto
especifico. Isto favorece um alto rendimento e proporciona a reducdo de custos adicionais.
Além disso, as enzimas geralmente operam sob condi¢des brandas de pH, temperatura e
pressdo com taxas de reacdo da ordem daquelas alcancadas por catalisadores quimicos

convencionais em condicOes extremas. Isto faz com que ocorra economia com gastos



REVISAO BIBLIOGRAFICA

energeéticos e, portanto, reducdo de custos. Os biocatalisadores também praticamente néo
apresentam problemas com relacdo a seu descarte uma vez que sdo facilmente biodegradaveis
(COWAN e FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; KRAJEWSKA, 2004; SCHIMIDT et al.,
2001).

A Unido Internacional de Bioquimicos desenvolveu um sistema de nomenclatura para
classificar as enzimas quanto ao tipo de reacdo que estas catalisam. Ao todo, existem seis

grandes grupos de classificacéo, as quais estdo apresentadas na Tabela 3.1:

Tabela 3.1 — Classificacdo das enzimas segundo o tipo de reacao catalisada.

Classe Funcéo
Oxidorredutases Reacdes de oxidacdes e reducdes
Transferases Transferéncias de componentes como grupos glicosil,

metila ou fosforila
Hidrolases Clivagem hidrolitica de ligagbes C-C; C-O, C-N e outras

Liases Clivagem de ligagdes C-C; C-O; C-N e outras mediante a
eliminacdo de 4&tomos, o que resulta em ligacGes duplas

Isomerases Catalisam alteracdes geomeétricas ou estruturais no interior
de uma molécula

Ligases Catalisam a unido de duas moléculas acoplada a hidrélise
de ATP

Fonte: MURRAY et al., 2007.

As enzimas sdo comumente utilizadas na inddstria de alimentos. Isto se justifica ndo
apenas pelas caracteristicas de alta seletividade e condi¢cdes brandas de aplicacdo, mas
também porque devido a sua natureza proteica podem ser considerados mais seguros do que
aditivos quimicos convencionais. Inimeros s&o o0s usos de enzimas na tecnologia de alimentos
e entre as principais aplicacdes, estdo o uso de amilases, peptidases, pectinases e isomerases.

A Tabela 3.2 apresenta algumas destas aplicacgdes.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 3.2 — Principais enzimas comercializadas e aplicadas na industria de alimentos.

Enzima

Aplicacéo

a-amilase, amilo—glicosidase, B-amilase

Catalase

Celulases, B-glicanases, a-amilases,
peptidases, amilases maltogénicas

Lipase

Glicose-isomerase

Hemicelulases ou xilanases

Invertase

Lactase
Renina ou coalho microbiano

Naringinase

Pectinases

Celulases

Peptidases, tripsina, aminopeptidases

Sacarificacdo do amido, em panificacdo ou
producdo de xaropes

Eliminacao da agua oxigenada no
processamento de alimentos

Liquefacdo, clarificacdo e suplementacdo das
enzimas do malte na producéo de cerveja

Desdobramento de 6leos e gorduras,
principalmente em laticinios

Producéo de isoglucanase (High Fructose
Syrup)

Hidrolise da hemicelulose no uso de residuos
celuloliticos

Inversdo da sacarose
Hidrolise da lactose (laticinios)
Precipitacdo da caseina do leite, producéo de
queijo
Remocédo do amargo em citricos
Fermentacdo do cacau, extracdo de 6leo de
oliva, clarificacdo e extracdo de sucos e

vinhos, maceragéo de polpas, extracao de
6leos vegetais

Producdo de agucares, solubilizacdo de
parede celular, extracdo de 6leos vegetais

Producdo de proteina hidrolisada, maturacao
de queijos, tenderizacdo, cura de carnes e
hidrolise de varios produtos a base de
proteinas

Fonte: BON et al., 2008

Industrias téxteis também tém aplicado biocatalisadores em seus processos com 0
objetivo de reduzir o consumo de agua, o gasto energetico e a carga poluidora (CHEN et al.,

2007). As enzimas ainda se aplicam nas industrias de detergentes, que representam as maiores
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consumidoras destes bioprodutos, na producédo de etanol a partir de fontes de amido e também
em industrias de 6leos e gorduras (KIRK et al., 2002).

3.2 - a-galactosidase

A enzima o-galactosidase (a-D-galactosil galactohidrolase E.C.3.2.1.22) é uma exo-
glicosidase que hidrolisa ligacdes galactose-o-1,6, as quais estdo presentes em inimeros
substratos tais como oligossacarideos da familia da rafinose (Figura 3.1), polissacarideos e
substratos sintéticos como o p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo. Esta enzima ainda atua em
glicoconjugados, glicoproteinas e glicoesfingolipideos. Alguns tipos de a-galactosidase
catalisam reacgdes de transgalactosilagdes, principalmente em altas concentracGes de substrato.
Esta enzima é de particular interesse nas areas de tecnologia de alimentos, medicina e sintese
enzimatica (GOTE et al., 2006).
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Figura 3.1 — Diferentes substratos da a-galactosidase contendo ligacdes galactose a-1,6.
Fonte: REIS (2007).
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3.2.1 - Estrutura da a-galactosidase

Existem inimeras formas e tipos de enzimas que hidrolisam as ligacdes galactose a-
1,6 e que por isso recebem o nome de a-galactosidase. A estrutura e 0 peso molecular assim
como as caracteristicas fisico-quimicas variam dependendo da fonte produtora. Em alguns
casos, uma mesma fonte produz formas multimoleculares da enzima. Quatro tipos desta
enzima produzidos pelo fungo Aspergillus niger foram identificados. As a-galactosidases I,

Il e IV sdo formadas por duas subunidades de 64 kDa cada e pertencem a familia 27 do
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grupo das glicosil hidrolases. Estas trés a-galactosidases sdéo muito similares e apresentam
valores de faixa de pH 6timo e pontos isoelétricos muito proximos. No entanto, este fungo
produz um tipo desta enzima com caracteristicas muito diferentes. A a-galactosidase | é
formada por quatro subunidades de 94 kDa cada e apresenta atividade 6tima para pHs mais
alcalinos quando comparada as formas 11, 111 e IV. Seu ponto isoelétrico (pl) é o mais distante
das demais a-galactosidase. Além disso, a atividade catalitica da a-gal-1 € muito diferente das
formas a-gal-Il, Il e IV para diferentes substratos (ADEMARK et al., 2001). Lee et al.
(1970) ja havia previsto a presenca de mais de um tipo de a-galactosidase de A. niger e
verificaram que os pontos isoelétricos destas variavam entre 4,1 a 4,7.

Alani et al.(1989) também observaram diferentes formas de a-galactosidase em Vigna
unguiculata e novamente as enzimas apresentaram diferencas em suas atividades.

Estudos com a-galactosidase produzidas pelos fungos Aspergillus terreus, Aspergillus
parasiticus MTCC-2796 e Trchoderma reesei RUT C-30 apresentaram massas moleculares
de 77,3 kDa, 67,5 kDa e 50 kDa, respectivamente (FERREIRA, 2007; SHIVAM e MISHRA,
2010; ZEILINGER et al., 1993).

A a-galactosidase de Penicillium oxalicum SO apresentou peso molecular de 124 kDa
(KURAKEKE et al., 2011).

Gote et al.(2006) verificaram que Bacillus stearothermophilus (NCIM-5146) produz
uma a-galactosidase que contém duas subunidades de 80 kDa e 166 kDa.

A estrutuura da o-galactosidase de Trichoderma reesei foi estudada por Golubeve et
al. (2004), que verificaram a presenca de 417 aminoacidos, 17 residuos de monossacarideos e
quatro sitios de N-glicosilacdo no dominio catalitico da enzima. Esta estrutura esta

apresentada pela Figura 3.2.

Figura 3.2 — Estrutura tridimensional da a-galactosidase produzida por Trchoderma reesei
(GOLUBEV et al., 2004).
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3.2.2 —Fontes de a-galactosidase

e Micro-organismos

A a-galactosidase pode ser extraida de diversas espécies de fungos, leveduras e
bactérias. Estas diferentes fontes tém sido estudadas por diversos autores (HU et al., 2011,
BAKUNINA et al., 2006; GOTE et al., 2006; VIANA et al., 2007; ADEMARK et al., 2001;
PUCHART et al., 2000). Micro-organismos apresentam como vantagem em relacéo a outras
fontes, alto rendimento na obtencdo de enzimas (MANZANARES et al., 1998).

A producdo da enzima a-galactosidase por micro-organismos ocorre em meio de
cultura seletivo, geralmente meio mineral liquido contendo uma fonte de carbono indutora da
atividade enzimatica. Acucares como galactose, melibiose, rafinose e estaquiose ja foram
descritos como indutores da atividade de a-galactosidase (FERREIRA, 2007; REZENDE et
al., 2005)

As bactérias Thermus sp. (FILHO et al.,, 2008) e Pseudoalteromonas sp.
(BAKUNINA et al., 2006) ja foram utilizadas para producédo de a-galactosidase.

Gote et al.(2006) purificaram a-galactosidase de Bacillus sterotermophillus (NCIM-
5146) e estudaram suas caracteristicas estruturais, parametros cinéticos e especificidade de
substratos utilizando melibiose, rafinose, estaquiose e o substrato sintético p-Nitrofenil-a-D-
galactopiranosidio. A enzima purificada foi capaz de hidrolisar ligagdes a-1-3, a-1-4 ¢ a-1-6
de grupos galactosideos.

Em muitos casos, a producdo de enzimas de origem bacteriana é maior do que a de
origem fungica. Porém, as Ultimas sdo mais convenientes em aplicagbes tecnoldgicas
principalmente em razdo da sua producdo ser extracelular. Esta caracteristica facilita o
processo de obtencdo e purificacdo. Além disto, as enzimas de origem fungica sdo mais
estaveis e apresentam atividade 6tima em pH &cido, o que também contribui para a sua
utilizagdo em processos industriais (MANZANARES et al., 1998; GOES e RIBEIRO, 2002).

Inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos sobre obtencdo e utilizacdo de
biocatalisadores de diversos fungos. Puchart et al. (2000) produziram e purificaram a-
galactosidase a partir do fungo Thermomyces lanuginosus utilizando glicose como principal
fonte de substrato. Thippeswamy e Mulimani (2002) imobilizaram a-galactosidase de

Gibberella fujikuroi para remogéo de oligossacaridios em extrato hidrossoltvel de soja. Cao
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et al. (2007) obtiveram a-galactosidase de Rhizopus sp. F78 ACCC 30795 altamente
resistente a acdo de proteases, apresentando portanto, um grande potencial de aplicagdo em
industrias de alimentos. Os trabalhos de Kurakeke et al. (2011) e Falkoski et al. (2006) foram
feitos utilizando fungos do género Penicillium para produgéo da enzima.

Fungos, em particular do género Aspergillus séo capazes de secretar grandes
guantidades de enzimas e sdo fontes de producdo de biocatalisadores comercialmente
importantes. Diversas espécies do género Aspergillus sdo produtoras de a-galactosidases.
Entre estas espécies sdo citadas na literatura A. nidulans, A. terreus, A. parasiticus, A. oryzae
e A. niger (RIOS et al., 1993; REIS, 2007; SHIVAM e MISHRA, 2010; SHANKAR e
MULIMANI, 2007; SCIGELOVA e CROUT, 2000). Estas duas ultimas espécies sdo as mais
comumente utilizadas em processos tecnoldgicos para producdo de produtos farmacéuticos,
ingredientes de alimentos e enzimas (HU et al., 2011). A. niger é amplamente utilizado na
industria para a producdo de acidos organicos e enzimas, dentre estas as a-galactosidases.

Diversos autores estudaram propriedades e caracteristicas desta enzima proveniente do
fungo Aspergillus niger (ADEMARK et al, 2001; SCIGELOVA e CROUT, 2000;
MANZANARES et al., 1998; SOMIARI e BALOGH, 1995; LEE e WACEK, 1970).

e Plantas

Alfa-galactosidases também estdo presentes em muitas plantas, as quais contém
grupos galactosil em oligossacarideos. Estes aglUcares sdo encontrados principalmente em
sementes, onde desempenham a funcdo de fontes energéticas primarias. Dentre estes
sacarideos podem estar presentes rafinose, estaquiose, melibiose e verbascose, 0s quais
quando hidrolisados, produzem acUcares mais simples que podem ser facilmente
metabolizados pela planta (DEY et al., 1985).

A a-galactosidase também catalisa reacdes de transglicosilacdo para producéo destes
oligossacarideos a partir de sacarideos menores. A rafinose, por exemplo, pode ser utilizada
como precursora para a sintese de estaquiose e verbascose. A enzima pode também estar
presente em sementes maduras, onde atua na hidrolise enzimatica da hemicelulose
(ZEILINGER et al., 1993).

Geralmente, as plantas apresentam diferentes formas moleculares desta enzima. Uma
mesma espécie também pode produzir diferentes tipos de a-galactosidase. Estudos ja foram
feitos em diversos vegetais, como por exemplo em feijdo (Vigna unguiculata) (ALANI et al.,

10
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1989), gréo de bico (Cicer arietinum) (MITTAL e SHARMA, 1991), Tachigali multijuga
(FIALHO et al., 2008), uva (Vitis vinifera) (KANG e LEE, 2001), arroz (Oryza Sativa) (KIM
et al., 2002) e café (MARRACCINI et al., 2005).

Soh et al. (2006) caracterizaram a-galactosidase de papaia (Carica papaya L.). Os
autores verificaram um aumento da concentracdo deste biocatalisador durante o
amadurecimento do fruto. A enzima atuou na despolimerizacdo e aumento da solubilidade da
pectina. A correlacdo entre as mudancas de textura e 0 aumento da atividade e concentracao
da enzima assim como sua capacidade de modificar paredes celulares intactas indicaram que a

a-galactosidase contribuiu no amadurecimento e amolecimento do fruto.
3.2.3 — Aplicacdes da a-galactosidase

Produtos a base de soja e de outras leguminosas como, por exemplo, feijao, contém
naturalmente galacto-oligossacarideos da familia da rafinose, que incluem além deste
sacarideo outros como estaquiose e verbascose. A a-galactosidase apresenta grande eficiéncia
de remocdo de grupos galactosil da cadeia molecular destes carboidratos.

O organismo humano ndo contém a enzima a-galactosidase em seu trato digestivo e
portanto é incapaz de digerir os galacto-oligossacarideos. Por sua vez, quando ingeridos, estes
acucares sdo fermentados por micro-organismos presentes na mucosa do intestino podendo
promover a formacdo excessiva de gases, 0 que leva a desconfortos gastrointestinais e
flatuléncia. Portanto, a a-galactosidase apresenta um grande potencial de aplicacdo na
industria alimenticia de produtos a base de soja, como por exemplo, leite de soja. A remocéo
dos oligossacarideos pela acdo da a-galactosidase melhora a digestibilidade destes produtos e
consequentemente a aceitacdo destes por parte dos consumidores (PUCHART et al., 2000;
PESSELA et al., 2008; NAGANAGOUDA e MULIMANI, 2006).

Girigowda e Mulimani (2006) compararam o percentual de remogdo de
oligossacarideos de rafinose em leite de soja utilizando a-galactosidase de Aspergillus oryzae
em suas formas livre e imobilizada. Quando incubadas por duas horas no leite de soja, as
enzimas na forma livre e imobilizada reduziram o teor de oligossacarideos em 88 e 75%,
respectivamente. O desempenho da a-galactosidase imobilizada também foi testada em um
reator de leito fluidizado em diferentes vazdes, sendo obtido reducdo de até 92% destes

acUcares para uma vazao de 25 mL.min™.
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Viana et al. (2005) conseguiram remover 72 e 89% de rafinose e estaquiose,
respectivamente, em farelo de soja ap6s sua incubacdo a 40°C por 6 horas em solucéo
contendo a-galactosidase. Brasil et al. (2010) estudaram os efeitos nutricionais da remocdo de
galacto-oligossacarideos em farelo de soja utilizando a-galactosidase de Debaryomyces
hansenii UFV-1. Ap6s 36 horas de tratamento enzimatico houve reducdo total destes
carboidratos. A dieta deste farelo apresentou maior digestibilidade em ratos quando
comparados a dieta sem remocéo dos oligossacarideos.

IndUstrias produtoras de agucar de beterraba também apresentam grande potencial de
aplicacdo da o-galactosidase. A formacdo de rafinose em beterraba é ativada a baixas
temperaturas e, portanto, a quantidade deste carboidrato € maior em plantaces de paises de
clima frio. Durante o processo de producdo, a presenca de rafinose inibe a taxa de
cristalizacdo da sacarose, prejudicando a obtencdo do agucar. Além disto, a forma do cristal
de sacarose é modificada na presenca de rafinose, sendo esta forma menos aceita pelos
consumidores. Portanto, a aplicacdo de a-galactosidase em melaco de beterraba aumenta o
rendimento do acucar final e melhora a aceitacdo do produto pelos consumidores (LINDEN,
1982; PESSELA et al., 2008).

Na medicina, a enzima apresenta um grande potencial no tratamento da doenca de
Fabry, que se caracteriza pelo acimulo do glicoesfingolipideo globotriaosilceramida nas
células do corpo devido a deficiéncia da a-galactosidase A. Conforme Linthorst et al., 2004, a
falta da enzima fatalmente leva o paciente a uma esquemia cardiaca, cerebrovascular ou renal.

A o-galactosidase presente em alguns eucariotos sdo capazes de remover residuos de
galactose da ligacao a-1,3 terminal de glucanas utilizadas na conversdo do sangue grupo B
para sangue do grupo O. O que diferencia estes grupos sanguineos é a presenca de um residuo
terminal a-D-galactosil presente no antigeno B ligado & membrana do eritrocito. A hidrélise
deste residuo converte o antigeno B em H, caracteristico do sangue O. Esta reacdo catalisada
pela o-galactosidase transforma entdo, o sangue B em O. Portanto, esta enzima tem um
grande potencial de uso na terapia de transfusdo sanguinea (REIS, 2007; HOBBS et al.,
1995).

3.3 - Enzimas imobilizadas
Para que a aplicagdo de enzimas em processos industriais tenha sucesso é necessario

gue estas apresentem estabilidade e funcionabilidade. Estas caracteristicas estdo interligadas e

dependem das condi¢Ges do meio reacional. Fatores como pH, temperatura e forca iénica do
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meio podem modificar as liga¢cGes intramoleculares da proteina que compde a enzima. Esta
alteracdo modifica a estrutura conformacional da enzima e como consequéncia a atividade
enzimatica também pode ser alterada. Além disso, para que o uso de biocatalisadores em
escala industrial seja vidvel, € importante que a recuperacdo destes ao final da reacdo seja
possivel, uma vez que enzimas apresentam um custo relativamente alto (DAVID et al., 2006;
GIRELLI e MATTEI, 2005; CAO et al., 2003)

Uma alternativa eficiente para viabilizar o uso destas macromoléculas nas industrias é
a sua imobilizacdo em um suporte insoltvel. As vantagens desta tecnologia aplicada incluem
reducdo de custos, maior controle do processo, possibilidade de trabalhar em operacdo
continua e aumento da estabilidade enzimatica (DAVID et al., 2006; LOPEZ et al., 2010). No
entanto, algumas alteracdes nas propriedades cinéticas da enzima imobilizada podem ocorrer
(MARQUEZ et al., 2008).

A imobilizacdo enzimética consiste na retencdo fisica do biocatalisador em um
determinado suporte, com consequente retencdo de sua atividade catalitica. Esta tecnologia
permite a reutilizacdo da enzima assim como a possibilidade de se operar um sistema de
catalise enzimatica em processo continuo (CHIBATA, 1978). O complexo enzima-suporte
mantém as caracteristicas fisicas do suporte e, a0 mesmo tempo, retém a atividade biol6gica
da enzima na sua forma solvel (BON et al., 2008).

A primeira imobilizacdo enzimética de que se tem conhecimento ocorreu de forma
inusitada quando Nelson e Griffin (1916) utilizaram carvéo ativado com o intuito de purificar
a solucdo biologica capaz de inverter a sacarose. Os pesquisadores verificaram que 0 carvado
mantinha atividade de inversdo do agtcar mesmo apds diversas lavagens.

Em meados da década de 1960, pesquisadores perceberam que as enzimas poderiam
ser utilizadas como catalisadores industriais para obtencdo de alto rendimento e especificidade
no processo. Para que isto fosse possivel, novos suportes de melhor resisténcia quimica e
mecanica foram desenvolvidos. Também foram estudados diferentes métodos de imobilizacdo
e observou-se que determinada enzima poderia apresentar diferentes atividades e cinetica
catalitica dependendo dos protocolos estabelecidos e suportes de imobilizagdo utilizados. Foi
neste periodo que iniciou-se a aplicagdo de enzimas em biorreatores continuos de leito fixo e
fluidizado (VIETH, 1994).

O uso de enzimas em tecnologia de processos € restrito devido a seu elevado custo,
dificuldade de recuperacéo ao final do processo e instabilidade sob condic¢Oes de operagdo. As
enzimas sollveis sdo portanto, na maioria das vezes, economicamente inviaveis (KENNEDY
e CABRAL, 1987).

13
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Através da imobilizacdo o biocatalisador torna-se insoltvel devido a sua fixacdo em

suportes solidos obtendo como resultado um sistema heterogéneo. A heterogeneidade permite

a recuperacdo e reutilizacdo da enzima e separacao dos produtos da reacdo (KRAJEWSKA,

2009).

Do ponto de vista comercial, as principais vantagens da utilizacdo de enzimas

imobilizadas em relacdo as enzimas sollveis sdo praticamente as relativas a catalise

heterogénea. Sdo vantagens do uso de enzimas imobilizadas (COWAN e FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2011; BON et al., 2008; BAKUNINA et al., 2006; BERGAMASCO et al.,

2000):
a)

b)

d)

f)

9)

Aproveitar maior atividade catalitica por um maior periodo de tempo, uma vez que
a enzima ndo deve ser desnaturada ao final do processo;

Maior controle das variaveis do processo devido a possibilidade de operar o
sistema de forma continua, uma vez que o biocatalisador é retido no interior do
reator e o substrato passa pelo leito catalitico em escoamento continuo. Como
alternativa, o sistema também pode ser operado em bateladas repetidas. Neste
caso, a enzima imobilizada uma vez utilizada é transferida para o reator contendo
nova solucéo de substrato;

Facilidade de separacdo do catalisador ao final do processo, uma vez que a enzima
fica retida no suporte insolivel no meio de reagdo. Desta forma, é possivel a
retirada do substrato ndo convertido e dos produtos sem haver contamina¢do com a
enzima ao final da reacéo;

Aumentar a produtividade do processo. O uso de enzimas imobilizadas permite
operar 0 sistema com uma alta concentracdo enzimatica em menor volume de
reator. Desta forma, o tempo de reacdo pode ser menor, o que contribui também
para a ndo formacdo de produtos indesejaveis e contaminacdo do meio de reacao;
Em alguns casos, a retencdo da enzima no suporte confere maior estabilidade ao
pH e a temperatura;

A reacdo em modo continuo pode contribuir para reducdo dos efeitos de inibigdo
pelo substrato e produto, uma vez que estes sdo removidos continuamente do
reator;

Facilitar a interrupcdo da reacdo, quando se atinge um determinado grau de
conversdo, pela remog&o do biocatalisador, se o sistema esta em batelada, ou pelo

ajuste do tempo de residéncia se o processo € estabelecido continuamente.
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Apesar de todas estas vantagens, o uso de enzimas imobilizadas pode apresentar
alguns obstaculos. Dentre estes, podem ser citados (BON et al., 2008; MARQUEZ, 2007,
GIRIGOWDA e MULIMANI, 2006):

a)

b)

Diminuicdo da atividade durante o processo de imobilizacdo. A interacdo entre
suporte e enzima envolve interagdes intermoleculares, podendo ser estas forcas
de Van Der Waals, ligagOes covalentes ou i0nicas. Estas forgas de atragéo ou
repulsdo entre o suporte e a enzima provocam alteracdes conformacionais da
sua estrutura. Além disto, dependendo da orientacdo da ligacao entre enzima e
suporte, o sitio ativo pode ficar obstruido, dificultando a ligacdo com o
substrato;

Restricdo do acesso do substrato ao sitio ativo. Como a imobilizacéo reduz a
mobilidade do biocatalisador no meio reacional, a acessibilidade ao substrato
pode ser restringida. Também poderd ocorrer acimulo de produto na
proximidade do sitio ativo, o que possivelmente afetard a cinética de reagdes
por efeitos de inibicdo pelo produto ou por alteragbes do pH no microambiente
da enzima. Estes defeitos podem ser evitados ou diminuidos pela escolha do
tipo de suporte e pelas condi¢des operacionais do reator;

Dificuldades operacionais do biorreator. O suporte podera promover elevada
queda de pressdo ao longo do leito do reator. Além disto, substancias em
suspensdo presentes no meio contendo o substrato podem se adsorver ao
suporte e dificultar o acesso ao substrato, além de bloquear a passagem do

fluido no reator.

3.4— Métodos de imobilizacdo de enzimas

Existem inumeros métodos de imobilizacdo enzimatica. Cada metodologia deve

atender essencialmente a duas fungbes: ndo catalitica e catalitica. A primeira consiste em

obter um sistema enzima-suporte de facil separagdo no processo, enquanto que a segunda se

resume na capacidade de conversdo dos substratos em produtos num tempo e espago

desejados. Estas duas particularidades direcionam a viabilidade de aplicacdo de determinada

enzima imobilizada. A diversidade do processo, tais como diferentes tipos de substrato, tipos

de reagdes, configuragbes do reator e caracteristicas de escoamento exige determinada

metodologia de imobilizacdo que atenda as necessidades do processo (CAO, 2005) .
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Portanto, ndo existe um método universal de imobilizagdo enziméatica. O método deve-
se basear na escolha de um suporte adequado ao processo, condi¢cdes do meio de imobilizagédo
como por exemplo, pH, temperatura e forca idnica e o tipo de enzima a ser utilizada. Para esta
ultima variavel, é importante saber que existem diferentes fontes de determinada enzima e as
caracteristicas como estabilidade, pH e temperatura 6tima e atividade podem variar de uma
fonte para outra (COWAN e FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).

As propriedades da enzima imobilizada sdo estabelecidas pelas interacBes das
propriedades da enzima e do suporte. Esta interacdo proporciona caracteristicas quimicas,

bioguimicas, mecénicas e cinéticas especificas para a enzima imobilizada (Figura 3.3).

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS
BIOQUIMICAS QUIMICAS
TIPO DE REACAO PROPRIEDADES
E CINETICA MECANICAS
METODOS DE IMOBILIZACAO EFEITOS DE TRANSFERENCIA ESTABILIDADE OPERACIONAL
RENDIMENTO (%) ] DE MASSA NUM. DE CICLOS
EFICIENCIA ()

DESEMPENHO
QUANTIDADE DE ENZIMA(U/Kg de produto)
PRODUTIVIDADE (Kg de produto/U)

Figura 3.3 — Interacdo entre enzima e suporte (Adaptado de TISCHER e KASCHE,1999).

De modo geral, suportes de natureza hidrofébica apresentam maior capacidade de
retencdo da molécula enzimatica do que suportes hidrofilicos. Esta diferenca se deve ao fato
de que suportes hidrofilicos tendem a competir com a enzima pela dgua disponivel no meio de
reacdo (VILLENEUVE et al., 2000).

Quanto a porosidade, os suportes podem ser classificados em dois grandes grupos:
suportes de microporos, que sao aqueles que apresentam tamanhos de poros menores que 100
nm, e suportes de macroporos, em que o tamanho dos poros é maior que 100 nm
(VILLENEUVE et al., 2000).

Os suportes porosos apresentam vantagens de apresentar elevada area de superficie e

isto por sua vez favorece um maior percentual de retencdo de enzima por grama de suporte.
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No entanto, limitacfes a transferéncia de massa podem ocorrer. J& 0s suportes com baixa
porosidade nédo apresentam esta desvantagem, uma vez que a difusdo ocorre mais facilmente.
Porém a pequena area de superficie especifica pode resultar em baixas concentracdes de
enzima imobilizada por grama de suporte e isto por sua vez, pode levar a reducdo da atividade
catalitica (KILINC et al., 2002; TAVARES, 1998).

Existem inimeros métodos de imobilizagdo, e estes podem ser classificados em dois
grandes grupos: (a) imobilizacdo por ligagdo quimica e (b) imobilizacdo por retencao fisica.

No entanto, ha protocolos que combinam as duas técnicas.

a) Imobilizacdo por ligacdo quimica

As imobilizagbes por métodos quimicos incluem principalmente a ligagdo enzima-

suporte por (i) ligagdes covalentes e (ii) ligagdes cruzadas (cross-linking).

i) Ligacdes covalentes:

Envolvem normalmente grupos amino e carboxilicos dos aminoécidos e regibes com
cargas eletrostaticas do suporte (MARTINS, 2007). E o método de imobilizagdo mais
aplicado, pois geralmente confere alta estabilidade & molécula de enzima, que pode apresentar
maior resisténcia térmica, ao pH e a solventes organicos quando comparada a sua forma livre.
Como a ligacdo covalente é forte, perdas de enzima por desprendimento ao suporte Sao
minimizadas (CHIBATA, 1978).

O principal inconveniente do uso de protocolos que proporcionam a formacdo de
ligacbes covalentes é a possivel alteracdo da estrutura conformacional da enzima e do seu
sitio ativo, levando a reducdo ou até mesmo perda total da atividade catalitica e mudancas na
especificidade ao substrato (CHIBATA, 1978).

il) Ligacdes cruzadas:
Envolvem ligagOes intercruzadas das moléculas de enzima para formagdo de uma

estrutura tridimensional complexa. Em processos quimicos estas ligacdes podem ser

favorecidas pelo uso de agentes bi ou multifuncionais. Um destes agentes € o glutaraldeido.
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b) Imobilizacéo por retencao fisica

Os métodos de retencdo fisica podem ser divididos em (i) adsorcéo, (ii) ligacdo ibnica

e (iii) oclusao.

1) Adsorcéao:

Consiste na adsorcdo fisica da enzima na superficie de um suporte insoltvel em agua
por meio de interacGes intermoleculares do tipo de Van der Waals, ligacdo de hidrogénio e
interacOes hidrofdbicas (CHIBATA, 1978).

A adsorcdo geralmente envolve protocolos simples de imobilizacdo. Além disto, € um
método eficiente e ndo proporciona grandes alteracbes conformacionais da estrutura proteica.
Porém, devido as fracas interacGes entre a enzima e o suporte, apresenta como desvantagem a
possibilidade de ocorrer desprendimento do biocatalisador (KRAJEWSKA, 2009).

ii) Ligacdo ibnica:

Este processo de imobilizacdo envolve a interacdo de cargas dos residuos de
aminoacidos da enzima com grupos iénicos de cargas opostas do suporte. E um método
simples de imobilizacdo e comparavel a adsorcdo com a excec¢do de que as forcas das ligacdes
enzima-suporte sdo mais fortes do que aquelas obtidas para adsorcao fisica. As interacGes
ibnicas geralmente ndo provocam grandes mudancas na estrutura da proteina e, portanto, a
atividade catalitica € bem conservada na maioria das vezes (ALMEIDA et al., 2005).

A principal desvantagem do uso deste método também esta relacionada ao
desprendimento do biocatalisador durante a reacdo devido as mudancas de pH ou aumento da
forca ibnica. Este problema pode ser minimizado com uso de agentes reticulantes, que
proporcionam a formacéo de ligacOes covalentes enzima-suporte (FILHO et al., 2008).

Um agente reticulante amplamente utilizado em protocolos de imobilizacdo é o
glutaraldeido (Figura 3.4). Este reagente funcional pode ser utilizado em imobilizagdo i6nica
principalmente de duas maneiras: primeiramente pode ser feita a imobilizacdo e
posteriormente o suporte contendo a enzima e tratado com glutaraldeido. Outra alternativa é
realizar a ativacdo do suporte com o glutaraldeido e em seguida imobilizar a enzima. Em
ambos tratamentos, a enzima sera ligada ao suporte principalmente através dos residuos de

lisina (que contém grupamentos amino), presentes nas regides superficiais mais negativas da
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molécula proteica (FILHO et al., 2008). Embora os dois métodos pare¢cam seguir mecanismos
similares, o segundo tratamento reduz as modificacbes quimicas da enzima para somente 0s
grupos de lisina envolvidos na ligacdo, enquanto que no primeiro toda a superficie da
molécula de enzima pode ser alterada (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

NN

HOC HOC

Figura 3.4 — Molécula de glutaraldeido
iii) Ocluséo:
O confinamento de enzimas por oclusdo consiste em sua retencdo em espagos
intersticiais, podendo ser utilizado géis, fibras, capsulas, filmes ou membranas (Figura 3.5).

Este tipo de imobilizacdo além de ser simples, proporciona pouca ou nenhuma alteracdo da

estrutura molecular da enzima, que fica protegida por uma substancia de alto peso molecular

(CHIBATA, 1978; FABER, 1997).
© (d) ©

Figura 3.5 — Ocluséo de enzima em gel (a), fibra (b), capsula (c), filme (d) e membrana (e).
Fonte: CAO et al., 2003.

@ ()

A principal vantagem da oclusdo de enzimas € que este método de imobilizacédo
proporciona poucas alteracdes de sua estrutura conformacional. Além disto, a prote¢do da
enzima por substancias de alto peso molecular pode aumentar a sua resisténcia a temperatura
e a variacOes de pH ou aumento da forca i6bnica do meio reacional. No entanto, poderdo
ocorrer limitacGes de transferéncia de massa do substrato e produtos da reacdo, o que diminui
a eficiéncia catalitica da enzima (FABER, 1997; KENNEDY e CABRAL, 1987).

Naganagouda e Mulimani (2006) adsorveram o-galactosidase de Aspergillus oryzae
em fibras de gelatina contendo alginato de calcio. Os pesquisadores utilizaram glautaraldeido

como agente reticulante.
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Também sdo encontrados na literatura trabalhos de imobilizacdo da a-galactosidase
em gel de poliacrilamida (THIPPESWAMY e MULIMANI, 2002; THANANUNKUL et al.,
1976).
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CAPITULO 4
MATERIAL E METODOS

4.1 — Material
4.1.1 — Enzima

Utilizou-se a enzima a-galactosidase (E.C 3.2.1.22) StartMax® AGSL cedida pela
empresa Prozyn Biosolutions® (Figura 4.1). Esta enzima é produzida por fermentacdo
controlada de Aspergillus niger. O produto foi armazenado sob refrigeracdo a 6°C em
recipientes fechados. Segundo especificacbes do fabricante, o pH 6timo da enzima esta

compreendido entre 4,5 a 5,5 e a faixa de temperatura 6tima é de 55°C a 60°C.

Figura 4.1- Enzima a-galactosidase usada na hidrolise da rafinose.

4.1.2 — Suportes para imobilizacéo

Cinco tipos de suportes de troca ibnica foram testados para selecdo daquele que
apresentasse maior atividade da a-galactosidase imobilizada: Amberlite 252-Na, Dowex
Marathon A, Dowex Marathon C, Duolite A-568, Duolite S-761. Estes suportes foram
adquiridos da empresa Dow Chemical®.

- Amberlite 252-Na: Trocador catiénico, baseado em ligacéo cruzada de poliestireno
sulfonado. Comercialmente utilizada no tratamento de condensados, desmineralizag&o,
descalcificagéo e tratamento de solucBes oxidantes.
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- Dowex Marathon A: Resina fortemente basica com tamanho de particulas uniforme.
E muito utilizada em aplicacdes de desmineralizagio.

- Dowex Marathon C: Trocador cationico fortemente acido com alto potencial de
aplicacdes em industrias de abrandamento e desmineralizacao.

- Duolite A-568: E um trocador anibnico fracamente basico, baseado em ligacio
cruzada de fenol-formaldeido usado como suporte de enzimas em aplicacfes de bioprocessos.

- Duolite S-761: E um trocador anidnico fracamente basico, utilizado para remocao de
proteinas e impurezas organicas com aplicacdo comercial na purificacao de farmacos.

Antes de realizar a imobilizagdo enzimatica, as resinas foram ativadas segundo
procedimentos descritos abaixo, os quais foram estabelecidos pelo fabricante:

- Amberlite 252-Na e Dowex Marathon C: foram ativadas com cinco volumes de
acido sulfarico 5% por volume de leito de resina.

- Dowex Marathon A: foi ativada com seis volumes de hidroxido de sodio 3% por
volume de leito de resina.

- Duolite A-568 e Duolite S-761: foram ativadas com uma solucéo de acido cloridrico
1M, seguido de hidréxido de s6dio 1M utilizando nas duas etapas 10 volumes de solucdo por
volume de resina.

As resinas foram lavadas com agua destilada ao final de cada processo de ativacdo e
entre as etapas de tratamento &cido e bésico das resinas Duolite A-568 e Duolite S-761.

As principais caracteristicas indicadas pelo fabricante do suporte Duolite A-568
(Figura 4.2), a qual foi selecionada como suporte de imobilizacdo da a-galactosidase, estéo

apresentadas na Tabela 4.1.

Figura 4.2 — Resina Duolite A-568 empregada para imobilizagdo da enzima a-galactosidase.
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Tabela 4.1 — Caracteristicas da resina Duolite A568 (Dow Chemical®).

Matriz Fenol-formaldeido
Grupo Funcional Amina terciaria
Aspecto Fisico Gréanulos de cor verde-cinza
Capacidade de Retencdo de Agua 62-67 %
Massa Especifica 1,10-1,14 g/L
Tamanho da Particula 0,15-0,85 mm
Diametro do Poro 30-50 nm
Volume do Poro 0,78 - 1,0 mL/g
Capacidade Total de Troca I6nica 1,20 equivalente/L

4.1.3 — Substrato

Nos ensaios de hidrélise utilizou-se rafinose-D(+) penta-hidratada de grau analitico

98% como substrato, a qual foi adquirida da empresa Vetec®.
4.1.4 — Agente reticulante

Glutaraldeido foi utilizado como agente reticulante. Este foi adquirido da empresa
Quimibras S.A® em frasco contendo solucéo a 25%.

4.1.5 — Unidade experimental

As reacOes enzimaticas foram realizadas utilizando um microrreator do tipo batelada,
contendo uma camisa externa para controle da temperatura através de um banho termostético.
O volume datil do reator era de 100 mL. O reator foi colocado sobre um agitador magnético
para garantir uma homogeneizacéo do meio de reacao.

Um cesto de ago inox de mesh 100; 2,5 cm de diametro e altura de 5,0 cm foi colocado
no interior do reator para conter a resina nas reacdes de hidrdlise utilizando a enzima
imobilizada. Um termdmetro de mercurio foi acoplado ao reator para conferir a temperatura

do meio. A unidade experimental € mostrada na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Unidade experimental utilizada nos experimentos.

4.2 — Metodologia

4.2.1 — Determinacao de acUcares redutores

A determinacdo de agUcares redutores foi realizada pelo método colorimétrico do
acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILER, 1959).

O método baseia-se na redugcdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico a &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico e, a0 mesmo tempo, na oxidacdo do grupo aldeido ou cetbnico do sacarideo a
grupo carboxilico, com o desenvolvimento da cor laranja-marrom forte.

A andlise consistiu na adi¢do de 0,5 mL de amostra hidrolisada nos tubos Folin Wu
juntamente com 1mL de DNS. A seguir as amostras foram aquecidas durante cinco minutos
em banho com &gua fervente e em seguida, resfriadas em banho de gelo. Os volumes dos
tubos foram completados para 12,5 mL e ap6s homogeneizacdo, a absorbancia foi lida em
espectrofotdbmetro modelo Shimadzu UVmini-1240 com comprimento de onda de 540nm,
conforme Miller (1959). Os valores obtidos foram calculados com o auxilio de uma curva
padrdo, que correlacionava a concentracdo de proteina (enzima) com a absorbancia (Apéndice
A). As analises de cada ponto foram feitas em triplicata.
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4.2.2 — Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi realizada através do método de Lowry et al. (1951). O
principio do método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico,
(reagente Folin-Ciocalteau), que sofre uma reducdo quando reage com proteinas, na presenca
do catalisador cobre (1), e produz um composto com absor¢cdo méxima em 750 nm. A curva
de calibracdo foi feita utilizando soro de albumina bovina (BSA) e esta apresentada no
Apéndice A.

Para determinagdo da quantidade de enzima imobilizada no suporte, mediu-se a
concentracdo de proteina presente no sobrenadante utilizado na imobilizacdo antes e ap6s o
processo de imobilizacdo ter sido concluido (Equacéo 4.1).

1- [ - galactosid ase ..l )V (4.1)

o - galactosid ase = ([oc - galactosidase

suporte antes

Em que:

a-galactosidasesyporte = quantidade de a-galactosidase retida no suporte (g);

[a-galactosidaseantes] = concentragdo de a-galactosidase no sobrenadante antes do processo de
imobilizacédo (g/L);

[a-galactosidaseanes] = concentragdo de a-galactosidase no sobrenadante depois do processo
de imobilizagéo (g/L);

V = volume se solucdo de a-galactosidase utilizado na imobilizacao (L).

4.2.3 — Determinacdo da atividade de a-galactosidase pelo método das taxas iniciais

A atividade enzimatica foi mensurada pelo método das velocidades iniciais da reacdo
de hidrolise da rafinose, a qual produz galactose e sacarose como produtos. O primeiro € um
acucar redutor enquanto que o segundo néo.

As reacOes foram realizadas utilizando o microrreator da unidade experimental
apresentada na Figura 4.3. Adicionou-se 50 mL de solugdo de rafinose a uma determinada
concentracdo e pH. Ao atingir a temperatura desejada, adicionou-se a enzima, na forma livre
ou imobilizada, para iniciar a reacdo. Para cada reacdo, foram tomadas sete amostras de 2 mL

do meio reacional nos intervalos de tempos 3, 6, 9, 12, 15, 20 e 25 min. Cada amostra foi
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colocada em um tubo de ensaio, tampado e imediatamente colocado em um banho de agua em
ebulicdo, por 10 minutos para completa inativacdo da enzima, sendo depois colocado em um
banho de gelo. Dosou-se 0 aclcar redutor formado pelo método DNS, conforme item 4.2.1. A
taxa inicial de reacdo foi obtida pela inclinacdo da reta de concentracdo de acUcares redutores
formados em fungéo do tempo (Apéndice A).

Nos testes de hidrdlise com o-galactosidase em sua forma sollvel, adicionou-se 2,5
mL de solucdo de enzima 10 g/L no meio de reacdo a fim de se atingir uma concentracao de
0,48 g/L no reator. Quando a-galactosidase imobilizada foi empregada nas reacfes de
hidrélise, utilizou-se 1,0 g da resina Duolite A-568 contendo a enzima imobilizada dentro do
cesto no reator.

Até que fossem determinadas as condigdes otimas de imobilizacdo (resultados
apresentados nos itens 5.1 a 5.4), a atividade foi definida como gramas de acucar redutor

produzido por litro, por minuto, por grama de suporte (U?) (Equagio 4.2).

Ua — g-redutor (42)
L.min.ggpone

Uma vez determinadas as condi¢des de imobilizacdo, as atividades foram definidas
como gramas de acucar redutor produzido por litro, por minuto, por grama de enzima (livre
ou imobilizada) conforme Equacdo 4.3 (U). A quantidade de enzima imobilizada foi

determinada pelo método de determinacdo de proteina descrito no item 4.2.2

Ub — g_redutor (43)
L'mln'genzima

A atividade relativa apresentada no decorrer deste trabalho é expressa por:

Atividade relativa = Ui (4.4)

0
Em que:
U = Atividade observada

U = Atividade de referéncia
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As reacdes de hidrdlise realisadas para os itens 4.2.6 a 4.2.8 foram feitas utilizando
concentracéo de 6 g/L de rafinose no reator. Para todos os demais itens, esta concentragao foi

de 3 g/L. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

4.2.4 — Etapas experimentais

Todo este presente trabalho foi subdivido em duas etapas. A primeira consistiu na
determinag¢ao das melhores condigdes de imobilizagdo da a-galactosidase. Nesta etapa, foi
feita a selecdo do suporte de imobilizacéo, estudo do glutaraldeido como agente reticulante e
andlise do efeito das variaveis temperatura, pH, tempo de imobilizacdo e concentracdo de

enzima no processo de imobilizacdo da enzimatica (Figura 4.4).

DETERMINACAO
DAS CONDICOES
DE IMOBILIZACAO

Escolha do suporte

[
Estudo do glutaraldeido
como agente reticulante

Estudo do tempo de
Efeito do glutaraldeido reticulacdo e da Estudo da reticulagéo na
na atividade enzimatica concentragao de estabilidade operacional

glutaraldeido
[

Estudo do processo de
imobiliza¢do enzimatica

Estudo do pH,
Teste preliminar do concentragio de enzima
efeito da temperatura e tempo de imobilizagio

Figura 4.4 — Fluxograma da etapa de determinacao das condi¢des de imobilizacéo
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Uma vez, determinadas as condi¢des de imobilizagdo, procedeu-se a segunda etapa do
trabalho, o qual consistiu no estudo comparativo da enzima livre e imobilizada em relacdo a
atividade e estabilidade em funcdo da temperatura e do pH, além do estudo da cinética sem
inibicdo do modelo de Michaelis-Menten para as duas formas da a-galactosidase. Por fim,

realizou-se um estudo da cinética de inibicdo da atividade do biocatalisador pelo produto

galactose e andlise da estabilidade de estocagem para a enzima imobilizada (Figura 4.5).

ESTUDO
COMPARATIVO DA
ENZIMA IMOBILIZADA
COM A LIVRE

Atividade x temperatura

_ 1

Atividade x pH

Resisténcia térmica

Estabilidade ao pH

Estudo cinético do modelo
de Michaelis-Menten sem
inibicdo

Estudo da inibicdo
enzimatica pelos produtos
da reacédo
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Determinagdo do modelo
cinético de inibicdo pela
galactose

Avaliagdo da estabilidade a
estocagem

Figura 4.5 — Fluxograma da etapa do estudo comparativo da enzima imobilizada com a

enzima livre
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4.2.5 — Selecao do suporte de imobilizacao

Para escolha do melhor suporte de imobilizacdo, pesou-se 1,0 g de cada resina em
béqueres contendo 20 mL de solucdo da enzima a 5 g/L em tampdo acetato 0,1 M pH 5,0 e
posteriormente estes foram colocados em mesa agitadora a 120 rpm e mantidos a 40°C por 8
horas. Em seguida, as resinas foram filtradas e lavadas com a solugdo tampdo pH 5,0 e em
seguida, colocadas em dessecador para secagem. Apds 48 horas, as atividades de cada

amostra foram medidas a 40°C e pH 5,0 conforme descrito no item 4.2.3.

4.2.6 — Estudo do uso de glutaraldeido como agente reticulante para o processo de

imobilizacao enzimatica

4.2.6.1 — Efeito do glutaraldeido na atividade da a-galactosidase imobilizada

Para verificar se o processo de ligacdo cruzada tinha algum efeito sobre a atividade da
a-galactosidase imobilizada, foi realizado um estudo preliminar da influéncia do glutaraldeido
para quatro tratamentos diferentes. Os tratamentos se diferenciaram quanto a sequéncia do
método de imobilizacdo/reticulacdo conforme descrito abaixo:

- Primeiro tratamento (sem glutaraldeido): Adicionou-se 1g de resina em um béquer
contendo 20 mL de solucdo de enzima a 10g/L em tampdo acetato pH 5,0 e em seguida
colocou-se o sistema em mesa agitadora por 3 horas a 120 rpm.

- Segundo tratamento (glutaraldeido com enzima): Adicionou-se 1g de resina em um
béquer contendo 20 mL de solucdo de enzima a 10g/L e glutaraldeido 1% (v/v) em tampao
acetato pH 5,0. Em seguida colocou-se o sistema em mesa agitadora por 3 horas a 120 rpm.

- Terceiro tratamento (glutaraldeido antes da imobilizacdo): Adicionou-se 1g de resina
contida em um béquer contendo 20 mL de glutaraldeido 1% (v/v) em tampé&o acetato pH 5,0 a
120 rpm em mesa agitadora por 3 horas. Em seguida, a resina foi filtrada e lavada com o
tampé&o pH 5,0. Posteriormente, foi realizado o processo de imobilizagdo descrito no primeiro
tratamento.

- Quarto tratamento (glutaraldeido depois da imobilizagdo): Primeiramente foi
realizado o processo de imobilizag&o descrito no primeiro tratamento. Em seguida a resina foi
filtrada e lavada com o tampdo pH 5,0 e adicionou-se 20 mL de glutaraldeido 1% (v/v). O

sistema foi colocado em mesa agitadora a 120 rpm por 3 hora.
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Ao final de cada tratamento, mediu-se a atividade enziméatica conforme especificado
no item 4.2.3.

A faixa de concentracdo de glutaraldeido e tempo de reticulacdo utilizados neste
experimento preliminar foram escolhidos com base nos trabalhos de Filho et al. (2008),
Girigowda e Mulimani (2006), Nanba et al. (1999) e Linden (1982);

Pelos resultados apresentados, realizou-se um novo experimento para determinagéo da

concentracdo de glutaraldeido e do tempo de reticulacéo a ser utilizado no processo.
4.2.6.2 — Estudo da concentracéo de glutaraldeido e do tempo no processo de reticulacao

Com o objetivo de otimizar a concentracao de glutaraldeido e o tempo no processo de
reticulacdo, elaborou-se um Planejamento Composto Central (PCC).

Este método cientifico de planejamento permite obter experimentos significativos e
confidveis com as vantagens de reduzir o tempo de experimentagdo assim como custo relativo
a execucdo dos ensaios, uma vez que permite a otimizacdo do nimero de experimentos. Além
disto, o planejamento composto central permite uma otimizacdo multivariada, minimiza o erro
experimental e ndo requer conhecimentos elevados em estatistica (OLIVEIRA, 2004).

Este tipo de planejamento estatistico estuda os efeitos da interacdo dos parametros em
questdo. Cada variavel é estudada com 5 diferentes niveis (-a, -1, 0, +1, +a) e cada nivel
possui seu respectivo valor nominal. O parametro o utilizado foi o ortogonal de modo a se
obter um planejamento onde a matriz de variancia e covariancia é diagonal e os parametros
estimados ndo estéo correlacionados entre si (BOX et al., 1978)

O PCC, portanto, foi elaborado para duas variaveis (concentracdo de glutaraldeido e
tempo de reticulagdo) a dois niveis (22) com trés réplicas no ponto central e 4 pontos axiais,
totalizando 11 experimentos. Os niveis superiores (+1) para concentracdo de glutaraldeido e
tempo de reticulacdo foram 5,8 % (v/v) e 5,0 horas, respectivamente. Os niveis inferiores (-1)
foram 0,4 % (v/v) e 1,0 hora para concentracdo de glutaraldeido e tempo de reticulacao,
respectivamente. As faixas de tempo e concentracdo de glutaraldeido estdo de acordo com o
trabalho de Guidini (2009) que imobilizou B-galactosidase de Aspergillus oryzae na resina
Duolite A-568. O alfa de ortogonalidade utilizado foi de 1,14744.

O processo de reticulacdo consistiu na adicdo de 1,0 g de Duolite A-568 em béquer
contendo 20 mL de solucdo de glutaraldeido nas concentracBes estabelecidas em tampdao
acetato pH 5,0. Os béqueres foram colocados em mesa agitadora a 120 rpm a temperatura de

25°C pelo tempo determinado no planejamento experimental.
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Os calculos dos valores codificados para as varidveis apresentadas sdo apresentadas
pela Equacdo 4.5.

£

X, = valor codificado da variavel (n =1,2...)

X =valor da variavel a ser calculada;

X, = valor da variavel no ponto central;
X,, = valor da variavel no nivel superior;
X_, = valor da variavel no nivel inferior.

O valor de o é calculado através da Equacdo 4.6 (BOX et al., 1978) e foi

automaticamente determinado pelo software Statistica 7.0.

. (QG)1/4
4

(4.6)
Em que:

Q :[(G +T)l/2 _Gl/2]2

G = nGimero de pontos fatoriais (G = 2¥, se completo);

T = ndmero de pontos adicionais no PCC; T = 2k + numero de réplicas centrais.

k = nimero de variaveis

O planejamento composto central esta apresentado na Tabela 4.2

As Equacdes 4.7 e 4.8 sdo as equacOes codificadas para cada variavel estudada no
planejamento.

1dno -
X, = (Glutaraldeido%(v/v) -3,1) 4.7
{5,8—0,4}
2
X, - ([tempo-3)
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Tabela 4.2 — Matriz do PCC 2% com os valores codificados e originais das variaveis
concentracdo de glutaraldeido (X;) e tempo (X;) para otimizacdo do processo de reticulacéo.

Valor Real (Valor Codificado)

Exp. Glutaraldz(ildo % (vv)  tempo de rz‘i?culagéo ()
1 5,8 (+1) 1(-1)
2 0,4 (-1) 1(-1)
3 5,8 (+1) 5 (+1)
4 04 (-1) 5 (+1)
5 3,1 (0) 0,7 (-a)
6 3,1(0) 5.3 (o)
7 0 (-0) 3(0)
8 6,2 (+at) 3(0)
9 3,1(0) 3(0)
10 3,1(0) 3(0)
11 3,1 (0) 3(0)

Uma vez realizado o processo de reticulagéo, as resinas foram filtradas e lavadas com
tampdo acetato 0,1 M pH 5,0 e em seguida realizou-se o processo de imobilizacdo utilizando
20 mL de solugdo de a-galacatosidase a 10 g/L, 120 rpm, 40°C e tempo de imobiliza¢do de
trés horas. Finalizado o processo, as resinas foram filtradas e lavadas com o tampéo e as
atividades foram determinadas mantendo as condi¢fes do microrreator em pH 5,0 e 40°C.

Um teste t-Student foi aplicado a Equacdo 4.9 gerada pelo modelo para determinacéo
do nivel de significAncia de cada pardmetro, sendo aceitos como estatisticamente
significativos somente aqueles que apresentaram valor-p maior que 10%. Pela anélise
estatistica também foi possivel obter o coeficiente de determinagdo (R?) para constatacdo da
significancia do modelo ou néo.

Superficies de respostas foram geradas pelo software Statistica 7.0, utilizando a

Equacdo 4.9 contendo somente os parametros significativos. A partir dessas superficies foi
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possivel verificar uma regido Otima para a atividade enzimética, a qual corresponde a

combinacdo de uma faixa de valores das varidveis estudadas.

k k Kk k
Y =B+ 20X+ >0 XX+ Y b X, (4.9)
j=1 j=1

j=1 m=1
Em que:
Y = atividade enzimatica
Bo = valor médio da atividade;
k = namero de varidveis independentes;
X = variaveis independentes

bj;bjm; bj; = pardmetros do modelo

4.2.6.3 — Efeito do glutaraldeido na estabilidade operacional da a-galactosidase

imobilizada

Pelos resultados apresentados no item 4.2.5.2, decidiu-se estudar o efeito do
glutaraldeido na estabilidade operacional da enzima ligada ao suporte de troca idnica.

Utilizando 1,0 g de Duolite A-568 contida em um béquer de 50 mL, realizou-se o
processo de reticulagdo com 20 mL de solucdo de glutaraldeido 1 % (v/v) para um tempo de 1
hora de agitacdo a 120 rpm em mesa agitadora e 25°C. Apos filtracdo e lavagem das resinas,
procedeu-se a imobilizacao utilizando solugao de a-galactosidase a 10 g/L, 120 rpm e 40°C.

Ao término do processo, a resina foi adicionada ao meio reacional sob agitagéo por 72
horas, sendo retirada nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 28, 48 e 72 horas para medicdo da
atividade enzimatica. Um experimento controle para a resina contendo a enzima imobilizada
sem o processo de reticulacdo foi feito em paralelo. As condi¢bes do meio reacional foram
mantidas a 40°C e pH 5,0.

4.2.7 — Estudo preliminar do efeito da temperatura na imobiliza¢éo

Para verificar a influéncia da temperatura na imobilizagdo da a-galactosidase foi
realizado um experimento testando duas temperaturas diferentes de imobilizagdo: 25°C e
40°C. Os experimentos foram feitos em triplicata e o teste t-Student de diferenca de médias
foi aplicado para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os dois tratamentos. O
teste baseou-se nas andlises da hipdtese de nulidade (Hop) e hipotese alternativa (H;) (Equacgéo
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4.10) a partir do valor de probabilidade (p-valor) calculado com o auxilio do software
Statistica 7.0. O nivel de significAncia determinado para este teste foi 5%. Portanto, para p
menor ou igual a 5%, a hipotese Hy, que afirma que a média de atividade para os dois
tratamentos sao iguais, deve ser rejeitada. Isto consequentemente leva a aceitacdo de Hi. Por
outro lado, para p maior que 5%, a hipdtese Hy é aceita e consequentemente, rejeita-se a
hipo6tese Hj.

Ho: mosec > Haoec (4.10)

Hy: posec < paoec

Em que:
Hosec = média de atividade da a-galactosidase imobilizada a 25°C

Woec = média de atividade da a-galactosidase imobilizada a 40°C

4.2.8 — Estudo da influéncia do pH, da concentracio de a-galactosidase e do tempo no

processo de imobilizacéo

Com o propésito de obter experimentos significativos e confidveis, utilizou-se um
tratamento estatistico dentro de um planejamento fatorial (PF) para selecionar as melhores
faixas de imobilizac¢ao da a-galactosidase em relacdo as varidveis pH, concentracdo de enzima
e tempo de imobilizacdo. Adotou-se um teste de hipdtese t-Student com area de rejeicdo de
10%.

Dois planejamentos foram realizados: Primeiramente realizou-se um planejamento
fatorial completo a dois niveis e trés variaveis (2°) com trés réplicas no ponto central,
totalizando 11 experimentos. As variaveis para o planejamento estudado foram: pH,
concentragdo de a-galactosidase e tempo de imobilizagdo. Utilizou-se o software Statistica
7.0 para analise dos dados. Os valores de nivel superior (+1) para as varidveis pH,
concentragdo de a-galactosidase e tempo foram 9,0; 15 g/L e 3 horas respectivamente. Os
valores de nivel inferior (-1) foram 5,0; 5 g/L e 1 hora para pH, concentracdo de enzima e
tempo de imobilizagdo, respectivamente. O intervalo de pH abrange a faixa de pH 6timo da
enzima assim como a faixa de pH da resina Duolite A-568 de acordo com seus respectivos
fabricantes. A faixa de concentracdo de enzima utilizada foi utilizada devido aos resultados

obtidos nos itens 4.2.4, 4.2.5 e 4.2.6, em que se utilizaram concentragdes de 5 g/L, 10 g/L e 15
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g/L de a-galactosidase, respectivamente. A faixa de tempo foi escolhida de acordo com
resultados obtidos em testes preliminares.
Os valores codificados das variaveis estudadas foram determinados a partir da

Equacdo 4.5 e estdo apresentadas pelas Equacdes 4.11, 4.12 e 4.13.

X, = (4.12)

N ([o. — galactosid ase] - 10)
? 15-5
&3
(tempo-2)
3-1
&

O planejamento fatorial estd apresentado pela Tabela 4.3. A regressdo multipla

(4.12)

X
I

(4.13)

realizada pelo planejamento fatorial ndo levou em consideracdo o termo quadratico da
Equacdo empirica apresentada no planejamento composto central (Equagdo 4.9). Foram
considerados apenas as variaveis nos seus termos lineares e as interacdes entre estas (Equacao
4.14).

k k k
Y=B+2 0 X+ > b XX,
=1 =1 m=1 (4.14)

Em que:

Y = atividade enzimatica

Bo = valor médio da atividade;

k = nimero de variaveis independentes;
X = variaveis independentes

bj;bjm = parametros do modelo
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Tabela 4.3 — Matriz do planejamento experimental fatorial 2° com os valores reais e
codificados das variaveis para estudo do processo de imobilizagao.

Valor Real (Valor Codificado)

X1 X, X3
Exp. pH a-galactosidase (g/L) imotSirITi]fa(l)ggg h)
1 5(-1) 5(-1) 1(-1)
2 9 (+1) 5(-1) 1(-1)
3 5(-1) 15 (+1) 1(-1)
4 9 (+1) 15 (+1) 1(-1)
5 7(0) 10 (0) 2(0)
6 7(0) 10 (0) 2(0)
7 7(0) 10 (0) 2(0)
8 5(-1) 5(-1) 3(+1)
9 9 (+1) 5(-1) 3 (+1)
10 5(-1) 15 (+1) 3 (+1)
11 9 (+1) 15 (+1) 3 (+1)

Foram considerados significativos apenas os parametros com nivel de significancia
menor que 10% e superficies de respostas foram geradas pelo software Statistica 7.0.

Pelos resultados obtidos pelo planejamento fatorial completo, decidiu-se estabelecer
uma concentracdo de 15 g/L de enzima no processo de imobilizacdo, uma vez que as
atividades medidas para a enzima imobilizada nesta condicdo foram atisfatorias.

A analise dos dados apresentados para o primeiro planejamento levou a elaboracdo de
um Planejamento Composto Central (PCC) para otimizacdo das varidveis pH e tempo de
imobilizacéo.

As variaveis pH e tempo de imobilizacdo foram estudadas neste novo PCC para dois
niveis (2°), sendo utilizadas trés réplicas no ponto central e 4 pontos axiais, totalizando 11
experimentos. Os niveis superiores (+1) para pH e tempo de imobilizagcdo foram 7,0 e 6,0
horas, respectivamente. Os niveis inferiores (-1) foram 2,0 e duas horas para pH e tempo de
imobilizacdo, respectivamente. As faixas de pH e tempo de imobilizacdo foram determinadas
de acordo com os resultados obtidos no planejamento fatorial realizado anteriormente. O
parametro a utilizado foi o ortogonal de modo a se obter um planejamento onde a matriz de
variancia e covariancia é diagonal e os parametros estimados nédo estdo correlacionados entre
si (BOX et al., 1978). O valor do alfa de ortogonalidade utilizado foi de 1,14744.
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As Equactes 4.15 e 4.16 sdo as equacOes codificadas para as variaveis estudadas no
planejamento composto central e foram obtidas a partir da Equacéo 4.5.

i
X, = (tempo-4,0) (4.16)

O planejamento composto central para otimizacdo das faixas de pH e tempo do

processo de imobilizacdo esta apresentado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Matriz do PCC 22 com os valores codificados e originais das variaveis para
otimizacao do processo de imobilizag&o.

Valor Real (Valor Codificado)

Exp. S(Fli tempo de im)(<)2biliza(_;é0 (h)
1 2(-1) 2()
2 2(-1) 6(+1)
3 7(+1) 2(1)
4 7 (+1) 6 (+1)
5 1,63 (-a) 4(0)
6 7,37 (+a) 4(0)
7 45 (0) L7 (-0)
8 4,5 (0) 6.3 (to)
9 4,5 (0) 4(0)
10 45 (0) 40)

11 4,5 (0) 4 (0)
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Todos os experimentos foram conduzidos a 40°C e as atividades determinadas de
acordo com o item 4.2.3. Superficies de respostas foram geradas pelo software Statistica 7.0
utilizando a Equacédo 4.9 de regressdo multipla contendo apenas os parametros significativos
(p<10%).

A andlise das superficies de respostas permitiu verificar faixas de pH e tempo de
imobilizacdo de maior atividade e atraves destas, determinou-se as melhores condicdes de

imobilizacdo com relacdo a estas variaveis.
4.2.9 — Influéncia da temperatura na atividade da a-galactosidase

Para o estudo da influéncia da temperatura na atividade da a-galactosidase, foram
realizadas hidrdlises em meio reacional com temperatura na faixa de 25 a 71°C para a enzima
livre e de 30 a 76°C para a enzima imobilizada. As atividades em cada temperatura foram
medidas conforme item 4.2.3.

O pH do meio reacional foi mantido em 5,0 utilizando tampéo acetato/acido acético
0,1 M, o qual esteve compreendido na faixa de pH 6timo para a enzima tanto em sua forma
livre como imobilizada.

As energias de ativacdo para as faixas de ativacdo térmica da enzima livre e
imobilizada foram calculadas pela regressdo linear dos valores de In (kq) em funcdo de 1/T

ajustados pela equacéo de Arrhenius, apresentada na Equacgéo 4.17.

Ea
In(ky) = InA—E. (4.17)

=+

Em que:

k 4 = constante cinética de desativacéo térmica
A = constante pré-exponencial

E. = Energia de ativacdo térmica

R = constante dos gases ideais

T = temperatura absoluta em Kelvin

4.2.10 — Influéncia do pH na atividade da a-galactosidase

Para o estudo da influéncia do pH na atividade da a-galactosidase, foram realizadas

reacOes de hidrolises em meio reacional com pH na faixa de 3,5 a 7,5 para a enzima livre e de
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3,0 a 8,0 para a enzima imobilizada. Utilizou-se estas faixas por abrangerem intervalos de pH
além da faixa de pH 6timo da enzima fornecida pelo fabricante.

Para pH 3,0 e 3,5 utilizou-se tampdo citrato/fosfato 0,1 M. Tampdo acetato de
sodio/acido acético 0,1 M foi utilizado para faixa de pH de 4,0 a 5,5 e fosfato de sddio
monobaésico/bibasico 0,1 M foi utilizado para faixa de pH entre 6,0 e 8,0.

As atividades em cada pH foram medidas conforme item 4.2.3. A temperatura do meio
reacional foi mantida a 40 °C, a qual foi escolhida por apresentar boa atividade e estar

afastada da regido de desnaturacgéo térmica.

4.2.11 — Estabilidade ao pH

Nas analises de resisténcia ao pH da enzima livre, preparou-se 10 g/L de a-
galactosidase em solucdes tampdes nos respectivos pHs: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e
7,5. Uma aliquota de 10 mL das solucBes da enzima foram contidas em tubos de ensaio e
posteriormente mantidas em banho termostatizado a 25°C por 36 horas. Apos este periodo, a
atividade de cada enzima incubada foi determinada conforme item 4.2.3 a 40°C.

Para a analise de resisténcia ao pH da a-galactosidase imobilizada, colocou-se 1,0 g
da resina contendo a enzima previamente imobilizada em tubos de ensaio contendo 20 mL de
solugdes tampdes de respectivos pHs: 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0. Os tubos contendo o
suporte com a enzima foram mantidos em banho termostatizado a 25°C por 36 horas. Apds
este tempo, as resinas foram filtradas e adicionadas ao microrreator contendo solucdo de
rafinose para determinacédo da atividade conforme descrito no item 4.2.3 a 40°C. Para pH 3,0
e 3,5 utilizou-se tampdo citrato/fosfato 0,1 M. Tampdo acetato/acido acético 0,1 M foi
utilizado para faixa de pH de 4,0 a 5,5 e fosfato de sddio monobasico/bibasico 0,1 M foi

utilizado para faixa de pH entre 6,0 e 8,0.

4.2.12 — Estabilidade térmica

Nas anélises de resisténcia térmica da enzima livre incubaram-se, em tubos de ensaio,
20 mL de solugdes de a-galactosidase 10 g/L em tampdo acetato/acido acetico pH 5,0 nas
seguintes temperaturas com respectivos tempos: 60°C (60, 120, 240, 360 min); 63°C (30, 60,
120, 240 min) e 67°C (5, 10, 15, 20 min). Em cada tempo estipulado, uma amostra de 3 mL
de solucdo de enzima contida no tubo de ensaio foi retirada e adicionada a outro tubo de

ensaio e imediatamente resfriada em banho de gelo. Em seguida, a atividade da enzima foi
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determinada conforme descrito no item 4.2.3 a 40°C e pH 5,0, que estdo dentro da faixa de
boa atividade para ambas as formas da enzima.

Para as analises de resisténcia térmica da a-galactosidase imobilizada, incubou-se 1,0
g da resina com a enzima imobilizada em tubos de ensaio contendo 20 mL de tampé&o
acetato/acido acético pH 5,0 nas seguintes temperaturas com respectivos tempos: 60°C (30,
60, 120, 180 min); 65°C (5, 10, 15, 30 min) e 70°C (3, 6, 10, 20 min). Posteriormente 0s tubos
de ensaio foram retirados e imediatamente resfriados em banho de gelo. As resinas foram
filtradas e adicionadas ao reator para determinagdo da atividade conforme descrito no item
4.2.3 fixando-se a temperatura em 40°C e pH 5,0.

Os resultados de atividade enzimatica em funcdo do tempo de incubagdo obtidos
foram analisados pelo modelo de desativacdo térmica de primeira ordem e pela modelagem de
desativacdo enzimatica em série com dois estagios (Equacles 4.18, 4.19, 4.20 e 4.21),
realizando regressdes nao lineares aplicadas as Equacdes 4.19, 4.20 e 4.21, para determinar o0s
melhores ajustes e 0s parametros cinéticos (HENLEY e SADANA, 1985)

E—>E —*>E, (4.18)

AA = exp(—k,.t) (4.19)

0

A
NG Q—a,).exp(—k,.t) + o,

0 (4.20)
A o,k a.k o,k ok
— =, +| 1+ 22— 22 |exp(—k,.t)— 11 22 lexp(—k,.t 4.21
A% { K, —k. kz—kl] P (—k,.) [kz—kl kz—klj X (=K, 1) (4.21)
Sendo:

U

—: atividade relativa
0

oy :El: razdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma modelagem de

inativacdo com uma Unica etapa e a atividade inicial E.
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o, =—=: razdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma modelagem de

inativacdo em série com duas etapas e a atividade inicial E.

k,; K, : constantes cinéticas de desativacdo térmica.

Os dados experimentais obtidos pela curva de desativacdo térmica foram utilizados
para o calculo do tempo de meia-vida (t;,) da enzima para cada temperatura, considerando as

equacOes que melhor se ajustaram aos dados experimentais (Equacdes 4.22 e 4.23).

In(0,5
t,, = f( ) (4.22)
d
-1 |105-a
t,,=—.In| ——= 4.23
o] 02
Em que:

t,,, = tempo de meia-vida

E . e .
azgl: razdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma modelagem de

inativacdo com uma Unica etapa e a atividade inicial E (Equacéo 4.20).
4.2.13 — Estudo da cinética sem inibi¢ao

Para determinacdo do efeito da concentracdo de substrato na atividade enzimatica
utilizou-se diferentes concentracGes de rafinose no meio reacional. Nenhum outro substrato,
inibidor ou produto da rea¢do de hidrolise por a-galatcosidase foi adicionado ao meio de
reacao.

A temperatura e pH foram fixados em 40°C e 5,0, respectivamente. As concentragoes
de rafinose utilizadas foram: 3, 6, 10, 25, 50 e 70 g¢/L tanto para a enzima livre gquanto
imobilizada.

Através dos dados experimentais, foi feita uma analise de regressdo ndo linear
utilizando o software Statistica 7.0 a partir da equacdo cinética de Michaelis-Menten
(Equacdo 4.24) para determinacdo da velocidade maxima de reacdo (Vmax) € da constante

cinética de Michaelis-Menten (K,).
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AV

max

V=
K, +S

(4.24)

Em que:

v = velocidade da reacéo

Vmax = Velocidade méaxima da reacdo
S = concentracdo de substrato

K., = constante de Michaelis-Menten

4.2.14 — Estudo da influéncia da concentracéo do substrato juntamente com os produtos

de hidrolise da rafinose na atividade da a-galactosidase imobilizada

Um planejamento composto central foi realizado para estudar a influéncia da
concentracdo da sacarose e galactose juntamente com a concentragdo do substrato rafinose na
atividade da a-galactosidase imobilizada. As trés varidveis foram estudadas em dois niveis
(2% e o PCC foi complementado com mais 3 réplicas no ponto central e 6 experimentos no
ponto axial, totalizando 17 experimentos. O o de ortogonalidade foi de 1,35313 e foi
calculado pelo software Statistica 7.0.

As respostas para o planejamento estudado foram concentracdo de rafinose, sacarose e
galactose. Utilizou-se o software Statistica 7.0 para analise dos dados. Os valores de nivel
superior (+1) para as variaveis concentracdo de rafinose, sacarose e galactose foram 10,0 g/L,
7,0 g/L e 3,0 g/L respectivamente. Os valores de nivel inferior (-1) foram 3,0 g/L, 2,0 g/L e
1,0 g/L para rafinose, sacarose e galactose, respectivamente.

Todos os experimentos foram conduzidos a 40°C e pH 5,0. O planejamento composto
central esta apresentado na Tabela 4.5.

Para analise dos resultados utilizou-se o software Statistica 7.0 para determinacdo dos
parametros da equacéo empirica de regressé@o mualtipla.

A superficie de resposta foi gerada a partir da equacdo empirica contendo somente
parametros com nivel de significancia menores que 10%. Através desta, foi possivel verificar
regides de alta e baixa atividades correspondentes a faixas de concentracdo dos aclcares
estudados.

As Equacdes codificadas 4.25, 4.26 e 4.27 séo as equacOes para cada variavel estudada

neste PCC e foram obtidas a partir da Equacéo 4.5.
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[Rafinose] - 6,5) (4.25)
[10 - 3}
2
_ ([Sacarose]—4,5)
e
2
([Galactose] —2,0)

%

Tabela 4.5 — Matriz do planejamento composto central 2° com os valores codificados e
originais das variaveis concentracao de rafinose, sacarose e galactose para o estudo da
inibicdo da reacdo enzimatica.

Valor Real (Valor Codificado)

-

X, (4.26)

X3=

(4.27)

Exp. _ X1 X2 X3
Rafinose (g/L)  Sacarose (g/L) Galactose (g/L)
1 3(-1) 2 (-1) 1(-1)
2 3(-1) 2 (-1) 3 (+1)
3 3(-1) 7 (+1) 1(-1)
4 3(-1) 7 (+1) 3 (+1)
5 10 (+1) 2 (-1) 1(-1)
6 10 (+1) 2 (-1) 3 (+1)
7 10 (+1) 7 (+1) 1(-1)
8 10 (+1) 7 (+1) 3 (+1)
9 1,76 (-a) 4,5 (0) 2(0)
10 11,24 (+a) 4,5 (0) 2 (0)
11 6,5 (0) 1,12 (-a) 2 (0)
12 6,5 (0) 7,88 (+a) 2 (0)
13 6,5 (0) 4,5 (0) 0,65 (-a)
14 6,5 (0) 4,5 (0) 3,35 (+a)
15 6,5 (0) 4,5 (0) 2 (0)
16 65 (0) 45 (0) 2 (0)
17 65 (0) 45 (0) 2 (0)




MATERIAL E METODOS

4.2.15 — Influéncia da concentracédo inicial de galactose na inibicdo da atividade da a-
galactosidase imobilizada

Um planejamento experimental foi realizado variando as concentragdes de rafinose de
3 a 20g/L e de galactose de 0 a 20 g/L no meio reacional, totalizando 18 experimentos,

conforme apresentado na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Variagéo das concentracdes de substrato (rafinose) e inibidor (galactose) para
determinacdo do modelo cinético de inibicao
Experimento [Rafinose] (g/L) [galactose] (g/L)

1 3 0
2 3 5
3 3 10
4 6 0
5 6 5
6 6 10
7 10 0
8 10 5
9 10 10
10 10 20
11 15 0
12 15 5
13 15 10
14 15 20
15 20 0
16 20 5
17 20 10
18 20 20

As taxas de reacdo foram determinadas a temperatura de 40°C e pH 5,0. Uma
regressdo nao linear foi realizada com os dados experimentais para determinacdo dos
pardmetros cinéticos dos modelos de inibicdo apresentados nas Equacdes 4.28, 4.29, 4.30,
4.31e4.32.
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Inibicdo Competitiva

el

Inibicdo ndo-competitiva

v Vi S (4.29)
[Km {1+ IJ +S{1+ IB
K, K,

Inibicdo Acompetitiva

v AV (4.30)
[Km + S.(1+ IB
Ki

Inibicdo Mista Linear

V= Vi S (4.31)
[Km.(1+ IJ+S{1+ IJJ
K, oK,
Inibicdo Parcialmente Nao Competitiva
V ax .S.(1+ 'ilj
V= ! (4.32)

=

4.2.16 — Estabilidade da enzima a-galactosidase imobilizada em relacdo ao tempo de
estocagem

Para avaliar a estabilidade da enzima imobilizada em Duolite A-568 em relacdo ao
tempo de estocagem, 9 amostras de 1,0 g de resina contendo a enzima previamente
imobilizada foram colocadas em béqueres de 100 mL contendo 25 mL de tampéo
acetato/acido acético 1M pH 5,0 e armazenadas a 4°C. Amostras foram retiradas no intervalo
de tempo compreendido entre 0 e 145 dias para determinacdo da atividade. As reacfes para
determinacédo da atividade ocorreram em pH 5,0 e a temperatura de 40°C, conforme descrito

no item 4.2.3.



CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Selecéo do suporte de imobilizacdo

A Unica resina que se mostrou eficiente no processo de imobilizagdo foi a Duolite A-
568. Todas as demais resinas ndo apresentaram nenhuma atividade mesmo apds 1 hora em
meio de reacdo. A atividade medida para Duolite A-568 foi 0,035 U* em solucdo tampédo
acetato pH 5,0 e a 40°C (Tabela 5.1). Este resultado sugere que o processo de imobilizagdo
com as resinas de troca i6nica para a enzima em estudo ndo foi o mais adequado. Para
aprofundamento no estudo, foi utilizado a Duolite A-568 para imobilizacdo de a-

galactosidase.

Tabela 5.1 — Resultados das atividades da a-galactosidase imobilizada em diferentes resinas
de troca i6nica.

Suporte Atividade (U%)
Marathon Dowex A 0
Marathon Dowex C 0

Amberlite 252 Na 0
Duolite A-568 0,035 + 0,004
Duolite S-761 0

. T
u*= gagucar redutor/(l—-mm-gsuporte)

Guidini (2009) e Marquez (2007) estudaram a imobilizacao de B-galactosidase e
invertase, respectivamente, para estas mesmas resinas de troca ibnica e também obtiveram

melhores resultados para Duolite A-568.
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5.2 — Estudo do glutaraldeido como agente de reticulacio na imobilizacdo da a-

galactosidase

5.2.1 — Efeito do glutaraldeido na atividade da a-galactosidase imobilizada

Os resultados do efeito do agente reticulante glutaraldeido na atividade da a-
galactosidase imobilizada em Duolite A-568 estdo apresentados na Tabela 5.2.

Pelos resultados obtidos verifica-se que as maiores atividades ocorreram para 0 uso da
enzima imobilizada sem o processo de reticulagdo e também para o processo de imobilizacéo
apos a reticulacdo. O uso do glutaraldeido ap6s a imobilizacdo e juntamente com a enzima

diminuiu a atividade do biocatalisador.

Tabela 5.2 — Efeito do agente reticulante na atividade da enzima.

Método Atividade (U?)

Sem glutaraldeido 0,038 + 0,003
Glutaraldeido com enzima 0,019 +£ 0,001
Glutaraldeido antes da imobilizacdo 0,035 = 0,004
Glutaraldeido depois da imobilizacao 0,016 + 0,003

. -
U*= gagmcar redutor/(l—-mm-gsuporte)

Segundo Lépez-Gallego et al. (2005) a pré ativacdo do suporte com glutaraldeido
antes do processo de imobilizacdo reduz as modificacbes quimicas da enzima para somente 0s
grupos de lisina envolvidos na ligacdo, enquanto que no primeiro toda a superficie da
molécula de enzima pode ser alterada. Portanto, esta provavel pequena modificacdo na
estrutura da enzima para o processo de reticulacdo antes da imobilizacdo pode ter sido o
motivo da atividade enzimatica obtida neste tratamento ser melhor quando comparada aos
outros dois tratamentos com o glutaraldeido.

Para otimizar a concentracdo de glutaraldeido e o tempo de reticulagdo foi feito um

planejamento composto central.

5.2.2 — Estudo da concentracéo de glutaraldeido e do tempo no processo de reticulacio
A Tabela 5.3 apresenta os resultados do planejamento composto central para o estudo

da concentracdo do agente reticulante glutaraldeido e do tempo do processo de reticulacéo.
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Tabela 5.3 — Resultados do PCC (2?) realizados para o estudo das concentracdes do
glutaraldeido e do tempo de reticulagdo.

Valor Real (Valor Codificado)

Exp. Xy Xz ) Atividade (U?)
Glutaraldeido %(v/v) tempo de reticulacéo (h)
1 5,8 (+1) 1(-1) 0,053 + 0,004
2 0,4 (-1) 1(-1) 0,082 + 0,005
3 58 (+1) 5(+1) 0,067 + 0,002
4 0,4 (-1) 5(+1) 0,080 + 0,008
5 3,1(0) 0,7 (-a) 0,057 + 0,002
6 3,1(0) 5,3 (+o) 0,068 + 0,006
7 0 (-a) 3(0) 0,086 + 0,004
8 6,2 (+o) 3(0) 0,067 + 0,001
9 3,1(0) 3(0) 0,068 + 0,002
10 3,1(0) 3(0) 0,065 + 0,002
11 3,1(0) 3(0) 0,069 + 0,003

Ua = gat;ucar redutor/(l—-min-gsuporte)

Verifica-se pela Tabela 5.3 que a maior atividade ocorreu no experimento 7, onde nédo
foi adicionado glutaraldeido para o processo de reticulagdo. Por outro lado a menor atividade
foi observada para o experimento 1, que corresponde a uma concentracdo de glutaraldeido de
5,8% (v/Vv) e tempo de reticulacdo de 1 hora.

A andlise de regressdo mudltipla realizada pelo software Statistica 7.0 forneceu a
Equacéo 5.1, que correlaciona a atividade obtida em funcdo das varidveis concentracdo de
glutaraldeido % (v/v) (Xi1) e tempo de reticulacdo (X;). Todos os parametros foram

significativos ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste t-Student.
U* =0,0673+0,0037X, —0,0037X? —0,0096X, +0,0068X +0,0040X, X, (5.1)
O coeficiente de determinacéo (R?) obtido na anélise estatistica foi de 0,98, sendo este

valor satisfatorio para o ajuste dos dados experimentais pelo modelo. A superficie de resposta

gerada pela Equacéo 5.1 esta apresentada na Figura 5.1
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Figura 5.1 — Superficie de resposta da influéncia da concentracdo de glutaraldeido e do tempo
de reticulacdo na atividade da a-galactosidase imobilizada.

Pela andlise da Figura 5.1, verifica-se uma regido de 6tima atividade compreendida
entre toda a faixa de tempo de reticulacdo para baixas concentracfes de glutaraldeido (menor
que 1,5% (v/v).

Para validacdo do modelo (Equacéo 5.1) foi realizado um procedimento de reticulacéo
utilizando 1% de glutaraldeido (v/v) e tempo de 1 hora de reticulacdo. Estes valores estdo
dentro da faixa de regido 6tima obtida no planejamento. Os testes foram feitos em triplicata e
obteve-se uma atividade média de 0,079 U® com desvio padrdo de 0,007. O resultado esta
préximo ao valor calculado pelo modelo, que foi de 0,082.

Com o objetivo de avaliar a viabilidade da aplicacdo do glutaraldeido no processo de
imobiliza¢ao da a-galactosidase foi feito um estudo comparativo da estabilidade operacional
da enzima imobilizada com e sem o0 processo de reticulacdo utilizando 1% (v/v) de
glutaraldeido e tempo de reticulacdo de 1 hora.

5.2.3 — Efeito do glutaraldeido na estabilidade operacional da a-galactosidase
imobilizada

O estudo da estabilidade operacional da a-galactosidase a resina Duolite A-568 foi

feito conforme o item 4.2.5.3 e os resultados estdo apresentados na Figura 5.2.
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Figura 5.2 — Atividade relativa (U/U) da a-galactosidase imobilizada com processo de
reticulacdo com 1% de glutaraldeido (m) e sem processo de reticulacao (¢).

A atividade relativa (U/Up) da enzima imobilizada sem o processo de reticulagio
reduziu muito ja na segunda hidrolise realizada no reator (apds 2 horas), perdendo cerca de
16% da atividade inicial, enquanto que para o tratamento com 1% (v/v) de glutaraldeido a
perda foi de apenas 3%. Apds 28 horas no reator sob agitagdo, observou-se uma estabilizacdo
da atividade relativa para ambos os tratamentos, sendo observados valores de atividades
residuais entre 82 e 86% para o0 suporte ativado com glutaraldeido e 70 e 74% para o0 suporte
sem tratamento de reticulacdo. Portanto, pode-se afirmar que o processo de reticulacdo
anterior a imobilizacdo da enzima ao suporte aumentou em cerca de 12% a atividade relativa
da a-galactosidase ap6s varios ciclos de reacao e por isto decidiu-se utilizar o glutaraldeido na

imobilizacao da a-galactosidase em Duolite A-568.

5.3 — Estudo preliminar do efeito da temperatura na imobilizagcdo

O teste de médias t-Student da analise estatistica do efeito da temperatura no processo

de imobilizagdo da enzima a-galactosidase estd apresentado na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Analise de variancia com o valor de p-calculado para a analise da diferenca de
meédias entre as temperaturas de 25°C e 40°C utilizadas na imobiliza¢do da a-galactosidase.

Tratamento NUmero de Meédia Desvio-padrdo Variancia  p-calculado
amostras
25°C 3 0,1319 0,0091 8,28 x 10”
5 0,1949
40°C 3 0,1389 0,0087 7,57 x 10

Verifica-se, por maio da Tabela 5.4, que o valor de p-calculado € maior que o nivel de
5% de probabilidade estabelecido para o teste. Portanto a hipdtese de nulidade (Ho) (Equacéo
4.10) foi aceita, e conclui-se, portanto, que ndo houve diferenca significativa para as
temperaturas de 25°C e 40°C utilizadas na imobilizacéo enzimatica.

Portanto, decidiu-se realizar o processo de imobilizacdo a temperatura de 25°C e esta

foi a temperatura utilizada em todos os demais experimentos apresentados a partir deste item.

5.4 — Estudo das variaveis pH, concentracdo de enzima e tempo na imobilizacéo

A Tabela 5.5 apresenta os resultados do planejamento fatorial completo do processo de

imobilizagdo da a-galactosidase.

Tabela 5.5 — Primeiro Planejamento Fatorial Completo: Analise das variaveis pH,
concentracdo de enzima e tempo do processo de imobilizacao.

Xa X,
Exp. ;_1' irrsf)rt?irl)icz);jg%o a-galactosidase Atividade (U?)
(h) (9/L)
1 5(-1) 1(-1) 5 (-1) 0,0490 + 0,002
2 9 (+1) 1(-1) 5 (-1) 0,0137 + 0,001
3 5(-1) 1(-1) 15 (+1) 0,0770 + 0,005
4 9 (+1) 1(-1) 15 (+1) 0,0309 + 0,002
5 7 (0) 2 (0) 10 (0) 0,0530 £ 0,004
6 7 (0) 2(0) 10 (0) 0,0580 + 0,005
7 7(0) 2 (0) 10 (0) 0,0600 + 0,004
8 5(-1) 3 (+1) 5 (-1) 0,0613 + 0,006
9 9 (+1) 3(+1) 5 (-1) 0,0209 + 0,002
10 5(-1) 3(+1) 15 (+1) 0,110 + 0,008
11 9 (+1) 3(+1) 15 (+1) 0,0467 + 0,002

o T
U= ga(;l]car redutor/(l—-mm-gsuporte)
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A maior atividade observada na Tabela 5.5 ocorreu para pH 5,0, 15g/L de o-
galactosidase e 3 horas de imobilizagdo (experimento 10). A menor atividade foi observada
para pH 9,0, 5,0 g/L de a-galactosidase e 1 hora de imobilizacdo (experimento 2). Utilizando
o software Statistica 7.0, uma analise de regressdo multipla foi realizada para obter a equacgéo
do modelo (Equacdo 5.2), que correlaciona a atividade obtida em funcdo das variaveis
codificadas Xj, X, e Xs, as quais representam pH, tempo e concentracdo de enzima,

respectivamente.

U? =0,053-0,023X;, +0,009X, +0,015X, (5.2)

Todas as variaveis foram significativas ao nivel de 10% de probabilidade determinado,
porém ndo houve significancia em nenhuma das interacBes (p>10%). O coeficiente de
determinacdo encontrado foi 0,9394, o que indica um bom ajuste do modelo, uma vez que
93,94% da variabilidade dos dados € justificada pela equacdo empirica.

Os graficos de superficies de respostas gerados pelo Statistica 7.0 para o planejamento
fatorial completo sdo apresentados nas Figuras 5.3, 5.4. e 5.5.

Pelos graficos apresentados, verifica-se que a atividade enzimética foi maior para
tempos maiores de imobilizacdo (acima de 2 horas) e menor pH (5,0 a 5,5). As taxas de
hidrélise também foram maiores para maiores concentracbes de enzima. A atividade
enzimatica obtida utilizando uma concentragdo de a-galactosidase a 15 g/L foi satisfatoria.
Por questbes econdmicas, decidiu-se estabelecer esta concentracdo para o processo de
imobilizacdo. Portanto, todos os demais resultados de atividade apresentados a partir deste

item utilizaram esta concentragdo de enzima no processo de imobilizacéao.
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Figura 5.3 — Superficie de resposta da influéncia do pH e do tempo de imobilizacéo na
atividade da a-galactosidase no processo de imobilizag&o para o planejamento fatorial
completo.
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Figura 5.4 — Superficie de resposta da influéncia do pH e da concentracéo de enzima na
atividade da a-galactosidase no processo de imobilizacéo para o planejamento fatorial
completo.
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Figura 5.5 — Superficie de resposta da influéncia do tempo de imobilizacdo e da concentragdo
de enzima na atividade da a-galactosidase no processo de imobilizacéo para o planejamento
fatorial completo.
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A Tabela 5.6 mostra os resultados referentes ao Planejamento Composto Central
realizado para otimizar o pH e o tempo do processo de imobilizagdo conforme descrito no
item 4.2.7.

Tabela 5.6 — Planejamento Composto Central: Otimizacéo do pH e do tempo no processo de
imobilizagdo da a-galactosidase.

X1 X2 - a
Exp. tempo de Atividade (U%)
pH imobilizacao (h)
1 2 (-1) 2 (-1) 0,093 + 0,004
2 2 (-1) 6 (+1) 0,086 + 0,004
3 7(+1) 2 (-1) 0,099 + 0,006
4 7(+1) 6 (+1) 0,091 + 0,002
5 1,63 (-0) 4 (0) 0,080 % 0,005
6 7,37 (+a) 4 (0) 0,087 + 0,002
7 4,5 (0) 1,7 (-a) 0,118 + 0,004
8 4,5 (0) 6,3 (+a) 0,109 + 0,004
9 4,5 (0) 4 (0) 0,123 + 0,004
10 4,5 (0) 4 (0) 0,124 + 0,002
11 4,5 (0) 4 (0) 0,121 +0,003

3 T
U= ga(;ucar redutor/(l—-mm-gsuporte)

As maiores atividades observadas (0,121; 0,123 e 0,124 U?) ocorreu para pH 4,5 e 4
horas de imobilizacdo (pontos centrais). A menor atividade (0,080 U%) foi observada para pH
1,6313 e 4 horas de imobilizacdo. A anlise de regressdo mdultipla forneceu a Equagéo 5.3 em
que X; e X, representam as varidveis pH e tempo de imobilizacdo codificadas,

respectivamente.

U? =0,121+,0028X, -0,026X,” - 0,003X, -0,004X,’ (5.3)
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Os termos lineares e quadraticos das varidveis pH e tempo de imobilizagdo (X; e X,
respectivamente) foram significativos ao nivel de 10% de probabilidade estabelecido. No
entanto, a interacdo entre estas variaveis ndo foi significativa (p>10%). O valor do coeficiente
de determinacéo de 0,98 foi satisfatorio para representacdo dos dados experimentais.

A superficie de resposta do planejamento composto central esta apresentada pela
Figura 5.6

(D)) FDRONN

Figura 5.6 — Superficie de resposta da influéncia do pH e do tempo de imobiliza¢do na
atividade da a-galactosidase no processo de imobilizacéo.

A regido otima de pH esteve compreendida na faixa entre 4,0 e 5,0 e a regido 6tima
para o tempo de imobilizacdo esteve compreendida entre 2 e 4.

Para validacdo do modelo foi realizado um procedimento de imobilizacdo utilizando
concentragdo de o-galactosidase de 15 g/L, tempo de imobilizagdo de 3 horas e pH 4,5, 0s
quais estdo dentro da regido 6tima apresentada pela superficie de resposta do PCC. Os testes
foram feitos em triplicata e apresentaram média de atividade de 0,125 U* com desvio padrio
de 0,008. O valor obtido esta proximo ao valor calculado pelo modelo nestas condic@es, que
foi de 0,121 U®

Uma vez validado o modelo, decidiu-se realizar o procedimento de imobilizagdo nas

seguintes condig¢des: concentragdo de a-galactosidase de 15 g/L, tempo de imobilizagéo de 3
horas e pH 4,5.
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5.5 — Influéncia da temperatura na atividade da a-galactosidase livre e imobilizada

O estudo do efeito da temperatura na atividade da a-galactosidase em sua forma livre e
imobilizada foram realizados conforme descrito nos itens 4.2.8 e o0s resultados estdo
apresentados na Figura 5.7.

Para a-galactosidase em sua forma sollvel, a faixa de ativacdo térmica esteve
compreendida entre 25 e 60°C e a faixa de desativacao térmica esteve compreendida entre
60°C e 71°C. A atividade foi méaxima a 60°C, obtendo-se para esta temperatura 65,0 U". A
atividade diminuiu acentuadamente para temperaturas acima da atividade 6tima. As atividades
para 65°C e 67°C foram respectivamente, 51,4 U” e 12,5 U°. A 71°C ja ndo houve nenhuma
atividade enzimaética.

Para a enzima imobilizada na resina de troca idnica, a faixa de ativacéo térmica esteve
compreendida entre 30°C e 60°C e a de desativacdo térmica ficou entre 60°C e 76°C. A
atividade maxima obtida foi 54,0 U® e ocorreu a 60°C. A 76°C a atividade observada foi de
3,0 U,
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Figura 5.7 — Influéncia da temperatura na atividade (a) e atividade relativa (U/Uy) (b) da o-
galactosidase livre (m) e imobilizada (¢#) em tampao acetato/acido acético 0,1 M pH 5,0.

Com excecdo das temperaturas acima de 70°C, a atividade da a-galactosidase livre foi
melhor do que imobilizada para as faixas de temperatura estudadas. Para ambas as formas da
enzima, a atividade méaxima ocorreu a 60°C, que esta de acordo com a faixa de temperatura
Otima fornecida pelo fabricante, assim como com outros trabalhos disponiveis na literatura
para diferentes fontes de a-galactosidase. (KATROLIA et al., 2012; KURAKAKE et al.,
2011; PRASHANTH e MULIMANI, 2005; VIANA et al., 2005; THIPPESWAMY e
MULIMANI 2002; SCIGELOVA e CROUT, 2000).
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A diminuicdo da atividade enzimatica pode estar associada ao tipo de suporte e o tipo
de imobilizacdo realizada. Além disto, a enzima utilizada pode apresentar certo grau de
impureza uma vez que se trata de um enzima comercial.

Os valores de atividade relativa (U/Up) para a enzima livre e imobilizada mostram um
mesmo comportamento de ativacdo térmica para as duas formas da enzima. No entanto, a a-
galactosidase imobilizada apresentou um ligeiro aumento da faixa de desativagdo térmica.

Naganagouda e Mulimani (2006) imobilizaram o-galactosidase de Aspergillus oryzae
em gelatina contendo alginato e verificaram que a imobilizacdo também ndo afetou a
temperatura 6tima da enzima, a qual ocorreu a 50°C. No entanto, o processo de imobilizagdo
melhorou a atividade relativa da enzima para faixa de temperatura de desativacdo térmica.

Okutuku et al. (2010) também ndo observaram nenhum aumento de temperatura 6tima
para a-galactosidse extraida de tomates quando imobilizada em resina polimérica contendo
galactose. No entanto, a atividade relativa da enzima foi melhor para as faixas de ativacéo e
desativacao térmica.

Alguns trabalhos mostraram aumento da temperatura de atividade 6tima de o-
galactosidases extraidas de diferentes fontes quando imobilizadas em diferentes suportes
(BAYRAKTAR et al., 2011; VIANA et al., 2007). Filho et al. (2008) obtiveram aumento de
aproximadamente 5°C (de 65°C para 70°C) na temperatura 6tima quando a-galactosidase de
Thermus sp foi imobilizada em agarose e posteriormente tratada com glutaraldeido 1% (v/v).
A imobilizacdo também aumentou a atividade relativa para temperaturas acima da

temperatura 6tima.

5.6 — Energias de ativacdo para a-galactosidase livre e imobilizada

A partir dos dados obtidos para a etapa de ativacdo térmica, compreendida entre 25°C
e 60°C, para a enzima livre e 30°C a 60°C para a enzima imobilizada (Figura 5.7), calculou-se
as energias de ativagao da a-galactosidase para as duas formas. A determinacdo de E, foi feita
por regressdo linear com auxilio do software Origin 8.0 utilizando a equagdo de Arrhenius
linearizada (Equacéo 4.17). O resultado esta apresentado na Figura 5.8.

Os coeficientes de determinacéo (R?) obtidos foram 0,87 e 0,98 para as formas livre e
imobilizada, respectivamente, indicando bons ajuste dos dados com o modelo. O valor da
energia de ativagdo encontrado pelo ajuste linear foi de 5,66 kcal/mol para a-galactosidase
soluvel e 4,48 kcal/mol para a-galactosidase imobilizada. Verifica-se que estes valores sdo

proximos, o que indica que a enzima nas formas livre e imobilizada apresentam
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comportamento semelhante para a faixa de ativacdo térmica, o que realmente pode ser

verificado na Figura 5.7.

4,4+
4,0
4,2
4,0 381
3,81 -
= -]
) =
=361 =36
344
3.2 3,41
*
3,01 .
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 3,2 : ; . . .
2,9 3,0 31 3,2 3,3 3,4 2,9 3,0 31 3,2 33 34
1000/T (K™ 1000/T (K™

Figura 5.8 — Ajuste linear sobre a equacdo de Arrhenius para o célculo da energia de ativagao
da enzima livre (a) (m) e imobilizada (b) (¢) em tampéo acetato/acido acético pH 5,0.

Fialho et al. (2008) obtiveram uma energia de ativagdo de a-galactosidase livre
proveniente de Tachigali multijuga de 4,75 kcal/mol em reacOes de hidrdlise de rafinose para
temperaturas no intervalo de 30°C a 50°C.

No trabalho de purificagdo e caracterizagdo de a-galactosidase proveniente de Bacillus
sthearotermophilus, Gote et al. (2006) observaram um gréfico descontinuo da equacdo de
Arrhenius para a energia de ativagdo da enzima livre. O ponto de descontinuidade ocorreu a
50°C e as energias de ativacdo encontradas foram 14,72 kcal/mol e 6,93 kcal/mol para os
intervalos compreendidos entre 30 a 50°C e entre 50 e 70°C, respectivamente. Segundo 0s
autores a descontinuidade do grafico pode ocorrer devido a mudancas na fluidez da membrana
lipidica do micro-organismo com a temperatura ou devido a presenca de duas formas

enzimaticas, cada uma com dominio em diferentes intervalos de temperatura.
5.7 — Influéncia do pH na atividade da enzima a-galactosidase livre e imobilizada

Os resultados do efeito do pH na atividade e atividade relativa da a-galactosidase em
sua forma livre e imobilizada estdo apresentados na Figura 5.9. Verifica-se pelos dados
experimentais que a enzima solubilizada apresenta pH 6timo na faixa de 4,0 a 6,0 e sua maior
atividade observada (45,6 U®) ocorreu em pH 4,5. Estes valores s&o mais amplos que a faixa

de pH 6timo estabelecida pelo fabricante, que € de 4,5 a 5,5. Para valores de pH inferiores ou
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superiores a esta faixa houve uma reducédo dréstica da atividade, sendo que para pH 7,5 ndo
foi observada nenhuma atividade enzimatica.

Quando o-galactosidase foi retida no suporte, a atividade maxima observada (38,0 U°)
ocorreu em pH 5,0. A enzima ainda apresentou boa atividade para a faixa de pH entre 3,0 a
6,0. Para valores de pH mais alcalinos (acima de 6,0) a atividade do biocatalisador reduziu
consideravelmente, mas se manteve melhor do que quando ndo imobilizada. Analisando a
tendéncia dos dados experimentais, uma regressdo quadratica foi realizada utilizando o
software Origin 8.0 para representar matematicamente o comportamento da atividade da

enzima imobilizada em funcdo do pH (Equagdo 5.4).
U° =-2,60X” +23,45X —15,05 (5.4)

Em que:
UP = Atividade da enzima imobilizada em acucar redutor/ (L-MIN.Qenzima)

X = pH do meio de reagéo

O coeficiente de determinacdo da curva de regressao foi 0,98, o que indica um bom
ajuste do modelo. A partir da Equacdo 5.4, calculou-se o valor do pH 6timo para a enzima

imobilizada, sendo este valor pH 4,5.
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Figura 5.9 — Influéncia do pH na atividade (a) e atividade relativa (U/Uo) (b) a 40°C da a-
galactosidase livre (m) e imobilizada (¢).

Verifica-se que as atividade relativas tanto da enzima livre quanto imobilizada séo
proximas para o intervalo de pH de 4,0 a 6,0. Em solucéo, a atividade relativa da enzima

esteve acima de 91% para esta faixa enquanto que quando retida no suporte esta percentagem
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foi de 89%. Em pH 3,5 o biocatalisador livre perdeu 63% da atividade mé&xima observada,
enquanto que para um pH ainda mais &cido (pH 3,0) a enzima imobilizada perdeu apenas
13%. Para pHs mais alcalinos a a-galactosidase imobilizada também apresentou atividades
relativas melhores do que a quando em sua forma livre. Em pH 7,0 as atividades relativas
foram 54% e 17% para as formas imobilizada e livre, respectivamente. Em pH 7,5 j& néo foi
observada nenhuma atividade de a-galactosidase livre, enquanto que a imobilizada ainda
apresentou atividade relativa de 16% para pH 8,0. Os resultados indicam que a imobilizacéo
da enzima melhorou a sua atividade para pHs mais alcalinos (acima de 6,0). E provavel
também que a o-galactosidase retida no suporte Duolite A-568 apresente uma extensdo da
faixa de pH 6timo para pHs mais &cidos. No entanto, para comprovar tal afirmacdo é
necessario que medidas de atividade de ambas as formas da enzima sejam feitas para valores
de pH abaixo de 3,0.

Ademark et al. (2001) purificaram e identificaram quatro diferentes tipos de o-
galactosidases do fungo Aspergillus niger. Para todas estas enzimas, 0s autores observaram
atividade maxima em pH 4,5 com tampdo acetato 0,1 M. As analises foram feitas a 50°C
utilizando o substrato sintético p-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (p-NPG). Os pontos
isoelétricos encontrados para cada tipo das quatro enzimas foram, 4,15; 4,5; 4,7 e 4,8.

Somiari e Balogh (1995) observaram maxima atividade de a-galactosidase impura e
purificada de Aspergillus niger em pH 5,0 utilizando farelo de trigo e arroz como substratos.

Ferreira (2007) purificou e caracterizou a-galactosidase extraida do fungo Aspergillus
terreus. Em seu estudo do efeito do pH na atividade enzimatica, foi utilizado o substrato p-
NPG e hidrdlises foram feitas a 40°C para faixa de pH entre 3,0 e 7,6. A atividade relativa foi
superior a 75% para o intervalo de pH entre 3,6 a 5,6 e a maior atividade foi encontrada em
pH 5,0. Acima de pH 6,6 a atividade reduziu muito, sendo observados valores de atividade
relativa inferiores a 22%.

Thippeswamy e Mulimani (2002) observaram 90% de atividade relativa de o-
galactosidase proveniente de Gibberella fujikuroi para faixa de pH entre 4,0 e 6,3 tanto para
sua forma livre quanto imobilizada em gel de poliacrilamida. Para pH 3,0 o processo de
imobilizacdo aumentou a atividade relativa em pelo menos 30%.

A o-galactosidase de Cassia sericea, Humicola sp. e Cyamopsis tetragonalobus
apresentaram Otima atividade em pH 5,0 (BHASKAR et al., 1990; SHIVANNA e
RAMAKRISHNA, 1985; ALANI et al., 1989).

No trabalho de Marquez (2007), utilizou-se a resina de troca i6nica Duolite A-568

para imobilizar invertase (B-D-frutofuranosidase). Tanto a forma imobilizada quanto a forma
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sollvel da enzima apresentaram praticamente 0 mesmo pH de atividade méaxima. No entanto,
0 processo de imobilizacdo aumentou a faixa de atividade 6tima de 3,7 a 5,1 da enzima livre

para 2,5 a 7,3 para a enzima retida em Duolite.
5.8 — Resisténcia da enzima a-galactosidase em relacéo ao pH

A analise de resisténcia da a-galactosidase soluvel e imobilizada em relagcdo ao pH foi
feita conforme descrito no item 4.2.10 e os resultados estdo apresentados na Figura 5.10.

A maior atividade observada para a enzima soltvel foi 48,0 U® e ocorreu quando
incubada em pH 6,5. No entanto valores de atividades maiores que 45,0 U” foram observados
para o intervalo de pH entre 4,5 e 7,5, com exce¢do do pH 6,0, cuja atividade medida apos
incubacdo foi ligeiramente menor (43,4 UP). Para pHs mais 4cidos (3,5 e 4,0) a atividade
obtida também foi um pouco menor (42,9 e 42,2 UP, respectivamente).

A atividade da a-galactosidase imobilizada foi menor quando comparada a sua forma

livre para cada respectivo pH e esteve compreendida na faixa entre 36,1 U® a 43,4 U°,
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Figura 5.10 — Atividade (a) e atividade relativa (U/Up) (b) da a-galactosidase livre (m) e
imobilizada (#) apds incubacdo em diferentes pHs por 36 horas a 25°C. A atividade foi
medida a 40°C em tampdao acetato/acido acético pH 5,0.

Para o biocatalisador em sua forma solGvel a atividade relativa esteve compreendida
na faixa de 90,7% a 103,2%. Para faixa de pH entre 4,5 e 7,5 a atividade se manteve acima de
96,5%, com excecdo do pH 6,0 em que o valor foi de 93,4%. Analisando os resultados, é
possivel afirmar que a a-galactosidase em sua forma solivel manteve boa resisténcia para
toda a faixa de pH estudada. Mesmo que a atividade relativa para alguns pHs tenha sido maior
que 100% nao é possivel afirmar que a incubagdo aumentou significativamente a atividade da

a-galactosidase livre, uma vez que esta diferenca foi de no maximo 3,2%.
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A atividade relativa do catalisador imobilizado a resina Duolite A-568 manteve acima
de 95,0% para todo intervalo de pH estudado. Porém, para pHs mais alcalinos (6,0 a 8,0) a
atividade relativa esteve acima de 100% da atividade medida sem o processo de incubacéo,
sendo que para pH 8,0 houve um aumento de 14,3%. Isto sugere que um processo de
imobilizacdo em Duolite A-568 seguido de incubacdo em pH ligeiramente alcalino pode
aumentar a atividade enzimatica. De fato, a taxa de reacdo para a-galactosidase incubada por
36 horas em pH 8,0 foi apenas 6,7% menor que a atividade inicial medida para a enzima
soltvel nas mesmas condicdes estabelecidas para determinacdo da atividade enzimatica (pH
5,0 e 40°C), enquanto que a enzima imobilizada sem o processo de incubagéo apresentou uma
diminuicdo de 18,4%. No entanto para que esta suposicdo seja comprovada, deve-se fazer um
estudo mais detalhado incubando a enzima imobilizada em pHs mais alcalinos.

O aumento da atividade da enzima imobilizada quando incubada em pHs mais
alcalinos pode ser explicado pelo aumento da reatividade dos grupos amino de lisina.
Segundo Mateo et al. (2005) os grupos amino dos residuos de lisina sdo 0s grupos amino
primarios mais abundantes em proteinas e estes apresentam valores de pKa de
aproximadamente 10,5 a 10,8. Portanto, para valores de pH mais alcalinos, a reatividade
destes grupos aumenta. Para maior adsorcdo da enzima ao suporte é importante que a ligacao
destes grupamentos amino estejam envolvidos na ligagdo (PEDROCHE et al., 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho diferem da pesquisa realizada por Ademark et al.
(2001) que purificaram quatro tipos de a-galactosidases do fungo Aspergillus niger. No
entanto estes pesquisadores utilizaram diferentes temperatura de incubacdo e substrato.
Utilizando p-NPG os autores observaram que as o-galactosidases tipo I, 11 e IV foram mais
estaveis quando incubadas em pH de 2,0 a 5,0 por 17 horas a 50°C. Estas enzimas foram
totalmente inativadas quando a incubacdo ocorreu em pH 6,0. A o-galactosidase tipo |
apresentou maior estabilidade na faixa de pH de 5,0 a 6,0 e foi totalmente inativada em pH
8,0 para 0 mesmo tempo e temperatura de incubagdo das outras a-galactosidases.

No trabalho de purificagao e caracteriza¢ao de a-galactosidase também proveniente de
A. niger, Manzanares et al. (1998) incubaram a enzima a 30°C por 20 horas em diferentes
pHs. Um decréscimo de aproximadamente 85% na taxa de reacdo de hidrélise de p-NPG foi
observada para incubacdo em pH entre 4,0 e 4,5. Quando incubada em pH 5,5 e 6,0, a enzima
reteve 65% de sua atividade inicial.

Filho et al. (2008) imobilizaram a-galactosidase de Thermus sp T2 em &agar coberto

com o polimero de troca idnica polietilenoimina (PEI), que assim como a resina utilizada
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neste trabalho, também apresenta carater aniénico. Neste estudo, os autores obtiveram maior
estabilidade da enzima imobilizada em pHs mais alcalinos (7,0 a 9,0).

Os dados de atividade em funcdo do pH (item 5.7) quando comparados aos dados de
resisténcia de incubacdo sdo semelhantes aos resultados obtidos por Kurakeke et al. (2011)
para a-galactosidase de Penicillium oxalicum. Estes pesquisadores observaram que a enzima
reteve mais de 80% sua atividade inicial para incubagdes em pH entre 2,4 a 8,0, enquanto que
a atividade enzimatica reduziu drasticamente a partir do pH 6,0.

Katrolia et al. (2012) estudaram a a-galactosidase de Rhizomucor miehei e obtiveram
estabilidade para a faixa de pH compreendida entre 4,5 a 10,0. No entanto, o fungo apresentou
boa atividade somente para pH entre 4,0 e 5,0.

5.9 — Resisténcia térmica da enzima a-galactosidase

Um estudo da estabilidade térmica da a-galactosidase foi realizado conforme descrito

no 4.2.11 e estdo apresentados nos itens 5.10.1 e 5.10.2.

5.9.1 — Resisténcia térmica da a-galactosidase livre

As atividades relativas (U/Up) medidas para a enzima livre apds sua incubacdo em
diferentes temperaturas estdo apresentadas na Figura 5.11 A atividade inicial (Up) medida

para o catalisador antes do tratamento térmico foi de 45,5 UP.
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Figura 5.11 — Atividades relativas da a-galactosidase livre apds diferentes tempos de
incubacgéo a 60°C (), 63°C (A) e 67°C (®). As atividades foram medidas a 40°C em tampé&o
acetato/acido aceético 0,1 M pH 5,0.
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Pelos resultados apresentados, verifica-se uma diminui¢do acentuada de resisténcia
térmica para uma estreita faixa de temperatura (60°C a 67°C). A 60°C a a-galactosidase ainda
manteve 51% de sua atividade ap6s 360 minutos de incubacdo. Para as temperaturas de 63°C
e 67°C as atividades relativas foram, respectivamente, de 34% ap6s 240 minutos e de 31%
apos 20 minutos de incubacgdo em solugdo tampé&o pH 5,0.

As Equacdes 4.19, 4.20 e 4.21 apresentadas no item 4.2.11 foram utilizadas para a
analise estatistica de desativacdo térmica e seus parametros foram calculados por regressao
ndo linear utilizando o método Levenberg-Marquadt (MORE, 1977) no software Statistica
7.0. Este método utiliza o critério iterativo de convergéncia para ajuste dos parametros.
Optou-se por utiliza-lo por ja ter sido utilizado em outros trabalhos de estudo de desativacao
térmica de enzimas (MARQUEZ, 2007; FREITAS, 2007).

As Tabelas 5.7, 5.8 e 5.9 apresentam o0s resultados dos valores dos parametros
calculados para cada equacdo nas temperaturas de 60°C, 63°C e 67°C, respectivamente. Os
valores p representam a significancia, que foi calculada utilizando o teste t-Student. Foram
adotados como significativos apenas os parametros com nivel de significancia menor que
10%. Os valores dos coeficientes de determinacdo e a soma do quadrado dos desvios também
estéo apresentados para cada equacao.

Uma vez que a atividade relativa diminui com o tempo de incubacdo térmica, é
necessario que o valor dos parametros k; e k, presentes nos termos exponenciais das
Equacgdes 4.19 a 4.21 sejam positivos. Além disto, os valores de a; e ap, que representam a
razdo entre a atividade especifica do estado final da enzima e a atividade do estado inicial
(Equagbes 4.18, 4.20 e 4.21), também devem obrigatoriamente serem ndmeros positivos.
Portanto, para que os valores dos parametros ki, ky, a; e ap apresentem significado fisico é
necessario que todos estes sejam nimeros positivos.

Para escolha do melhor ajuste, os critérios de maior coeficiente de determinacao,
menor soma dos quadrados dos desvios e parametros estatisticamente (p<10%) e fisicamente
(numeros positivos) significativos foram levados em consideragéo.

N&o foi possivel ajustar o modelo de desativacdo térmica utilizando a Equacédo 4.21
para a temperatura de 67°C devido a ocorréncia de erro durante o ajuste no software
Statistica.

A Tabela 5.7 mostra que todos os parametros calculados para a desativacdo a 60°C
apresentaram significado fisico, uma vez que todos sdo nimeros positivos. As Equacdes 4.20
e 4.21 foram as que apresentaram maiores coeficientes de determinacdo e menores soma dos

quadrados dos desvios. Para a Equacdo 4.20 todos os parametros foram significativos ao
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indice de 10% de probabilidade escolhido, enquanto que para a Equacéo 4.21 o valor de ay
ndo foi significativo (p>10%). Portanto, a equacdo que melhor se ajustou aos dados
experimentais com valores dos parametros significativos foi a Equacéo 4.20. Seu modelo com

0s respectivos parametros calculados estdo apresentados pela Equacédo 5.5 e pela Figura 5.12.

Tabela 5.7. — Calculo dos parametros de desativagdo térmica da a-galactosidase livre a 60°C
pelo método Levenberg-Marquadt.

k k a a
' i l ’ RZ Z(V - Vmodelo )2

valor-p valor-p valor-p valor-p

0,00223 )
Eq. 4.19 - - - 88,01% 1,7 x 107

0,00125

0,00831 0,503233 .
Eq. 4.20 - - 99,65% 51x10

0,001622 0,00009

0,015998 0,000962 0,686435 0,000063 6
Eq. 4.21 99,99% 1,0x10°

0,019457 0,017244  0,005485  0,959403

Ai = (1- 0,5032).exp(~0,0083.t) + 0,5032 (5.5)
0

0,71
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Figura 5.12 — Ajuste da Equacdo 5.5 (—) sobre os dados experimentais de inativacao térmica
da a-galactosidase livre a 60 °C (7).
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Os desvios do modelo da Equacgéo 5.5 estdo apresentados pela Figura 5.13. Verifica-se
que os erros estdo aleatoriamente distribuidos em torno da linha do zero, o que indica um

comportamento nao tendencioso dos desvios.
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Figura 5.13 — Distribuicdo dos residuos sobre os valores observados para 0 modelo de

desativagao térmica da a-galactosidase a 60°C ajustado pela Equacéo 5.5.

A Tabela 5.8 apresenta os valores dos parametros encontrados para 0s modelos de
desativacao térmica da a-galactosidase a 63°C. Todos ajustes apresentaram bons coeficientes
de determinacdo. Para a Equacdo 4.21 nenhum dos parametros foi significativo ao nivel de
10% de probabilidade pelo teste t-Student. Além disto, os parametros k, e a,; ndo apresentaram
significado fisico, uma vez que sdo negativos. Portanto, esta equacdo ndo deve ser utilizada
para modelar o comportamento apresentado. As Equacfes 4.19 e 4.20 apresentaram valores
estatisticamente (p<10%) e fisicamente significativos. No entanto, a soma dos desvio e 0
coeficiente de determinagdo da Equacdo 4.20 foi melhor, indicando que 99,90% da
variabilidade dos dados foram explicados pelo modelo.

Portanto, a Equacao 4.20 com seus respectivos parametros apresentados na Tabela 5.8,
foi 0 modelo escolhido para representar a inativagdo térmica da a-galactosidase em sua forma

livre & temperatura de 63°C. Este modelo esta apresentado na Equacéo 5.6 e Figura 5.14.
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Tabela .5.8 — Calculo dos parametros de desativagdo térmica da a-galactosidase livre a 63°C
pelo método Levenberg-Marquadt.

1

kz (0]

05

R2 Z(V_Vmodelo )2
valor-p valor-p valor-p valor-p
0,00678 )
Eq. 4.1 86,29% 3,8x10°
0,0040
0,016928 0,332071 .
Eqg. 4.20 99,90% 2,8 x10°
0,000171 0,000068
0,016415 -0,000184 0,322599 -0,002517 .
Eqg. 4.21 99,90% 2,8x10°
0,156063  0,932789  0,202270  0,903180
A
YN (1-0,3321).exp(-0,0169.t) + 0,3321 (5.6)
0
1,0~
> 0,91
=)
é 0,8
g 07
= 0,61
S 051
8
< 0,41
2
g 0,3
0,2 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
tempo (min)

Figura 5.14 — Ajuste da Equacdo 5.6 (—) sobre os dados experimentais de inativacdo térmica
da a-galactosidase livre a 63 °C (A).

O gréfico de distribuicdo dos erros do modelo representado pela Equacdo 4.20 estdo

apresentados na Figura 5.15, a qual mostra um comportamento aleatério dos desvios.
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Figura 5.15 — Distribuicdo dos residuos sobre os valores observados para 0 modelo de
desativagao térmica da a-galactosidase a 63°C ajustado pela Equacéo 5.6.

A Tabela 5.9 apresenta os resultados da determinacdo dos parametros das Equacdes
4.19 a 4.21 para os dados de desnaturacdo enzimética a 67°C. N&o foi possivel plotar o
modelo com os pardmetros da Equacdo 4.21, uma vez que esta apresentou erro no software
Statistica 7.0. Apesar de apresentar bom coeficiente de determinacéo, este modelo de fato ndo

foi estatisticamente e fisicamente significativo.

Tabela .5.9 — Célculo dos parametros de desativagdo térmica da a-galactosidase livre a 67°C
pelo método Levenberg-Marquadt.

k k a a
' 2 ' ’ R2 Z(V_Vmodelo )2
valor-p valor-p valor-p valor-p

0,067913 )
Eq. 4.19 95,49 1,1x 107

0,002978

0,125634 0,265421 3
Eq. 4.20 98,65 3,4 x10°

0,053877 0,071784
Eq 421 * * * * * *

* Néo foi possivel ajustar os dados experimentais de desativacdo térmica da a-galactosidase livre a 67°C pela
Equacdo 4.21

A desativagdo da enzima a-galactosidase a 67°C pode ser explicada pelos modelos das
Equacdes 4.19 e 4.20 com seus respectivos parametros calculados, uma vez que estes
apresentaram bons coeficientes de determinacdo e seus parametros sao significativos

(p<10%). Porém, decidiu-se escolher a Equacdo 4.20 para representar matematicamente a
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inativacdo da enzima, uma vez que seu coeficiente de determinagdo e soma dos desvios
apresentaram valores melhores do que o da Equacdo 4.19. Este modelo com os respectivos

valores de k; e a; esta apresentado a seguir pela equagéo.5.9 e Figura 5.16

AA =(1-0,2654).exp(—0,1256.t) + 0,2654 (5.7)
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Figura 5.16 — Ajuste da Equacdo 5.7 (—) sobre os dados experimentais de inativacdo térmica
da a-galactosidase livre a 67°C (e).

O comportamento aleatério dos desvios dos valores observados na desnaturacdo a

67°C esta apresentado na Figura 5.16.
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Figura 5.17 — Distribuicdo dos residuos sobre os valores observados para o0 modelo de
desativagao térmica da a-galactosidase a 67°C ajustado pela Equacgéo 5.7.
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No trabalho desenvolvido por Ademark et al. (2001), os quatro tipos de o-
galactosidase de Aspergillus niger ATCC 46890 apresentaram cerca de 95% da atividade
inicial quando incubadas por 21 horas a 40°C e pelo menos 80% para 0 mesmo tempo a 50°C.
A enzima foi completamente desnaturada a 60°C também ap0s 21 horas de incubacéo. Para a
enzima proveniente do mesmo fungo, Scigelova e Crout (2000) observaram que a atividade
relativa se manteve acima de 80% apds 300 minutos a 50°C. Aumentando 10°C, a atividade
relativa foi de cerca de 25% ap6s 165 minutos de incubacdo. Apds 60 minutos a 65°C, a a-
galactosidase perdeu completamente sua atividade.

A a-galactosidase de A. terreus, manteve 92% da atividade inicial quando incubada a
60°C por 30 minutos. Ap6s 270 minutos nesta temperatura, a enzima perdeu 69% da atividade
(FERREIRA, 2007). Utilizando a-galactosidase de A. fumigatus, Rezende et al. (2005)
diminuiram 20% da atividade ap0s tratamento térmico a 50°C por 90 minutos. A menor
estabilidade térmica encontrada na literatura para fungos do género Aspergillus foi para a
espécie A. nidulans, cuja a-galactosidase foi instavel para temperaturas acima de 30°C (RIOS
etal., 1993).

Utilizando sementes germinadas de soja, Viana et al. (2005) purificaram o-
galactosidase e observaram que houve reducdo de mais de 80% de atividade a 45°C por 30
minutos.

A a-galactosidase de Monascus pilosus manteve atividade quando incubada por 20
minutos a 50°C e 55°C, porém a atividade diminuiu para 30% da atividade inicial ap0s este
mesmo tempo a 60°C (WONG et al., 1986).

5.9.1.1 — Célculo do tempo de meia-vida

Para todas as temperaturas, a Equacédo 4.20 foi a que melhor se ajustou aos resultados
experimentais e esta equacdo foi utilizada para calcular os tempos de meia-vida (ti,) de
inativacdo térmica (Equacdo 4.16). No entanto, ndo foi possivel utilizar a mesma equagéo
para o calculo de t;;; da enzima a 60°C, indicando um valor alto para esta temperatura. De
fato, a atividade relativa medida ap6s 360 minutos de incubacdo nesta temperatura foi de
51,7%. Portanto, € ponderante afirmar que o tempo de meia-vida da a-galactosidase incubada
a 60°C é aproximadamente 360 minutos. O célculo de ty/, utilizando a Equacéo 4.22 para esta
temperatura foi de 310 minutos, que esta abaixo do tempo obtido experimentalmente. Esta
diferenca pode ser explicada pelo baixo coeficiente de determinacdo obtido no ajuste da

Equacdo 4.19 aos dados experimentais (88,01%).
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A Tabela 5.10 apresenta os célculos dos tempos de meia-vida para as incubacGes da
enzima livre a 60°C, 63°C e 67°C.

Tabela 5.10 — Resultados dos tempos de meia vida para enzima livre a 60°C, 63°C e 67°C.

Temperatura ty> (Min) Equacdo R? (%)
60°C ~360* * *
63°C 81,6 4.23 99,90
67°C 9,1 4.23 98,65

* Nao foi possivel calcular o tempo de meia vida a 60°C pela equacdo ajustada de inativacdo térmica. O dado
experimental mostrou atividade de 51,5% quando incubada nesta temperatura por 360 min.

Para 60°C, a a-galactosidase de A. niger utilizada neste experimento apresentou tempo
de meia-vida semelhante ao da a-galactosidase de Debaryomyces hansenii UFV-1, que foi de
373 minutos (VIANA et al.,, 2006). Quando comparada ao tij, de 103 minutos da a-
galactosidase de A. terreus apresentado no trabalho de Ferreira (2007), verifica-se que 0s
resultados obtidos neste experimento foram melhores.

Os valores de ty, deste trabalho foram menores quando comparado aos resultados
obtidos para o fungo A. parasiticus MTCC-2796, que para 60°C apresentou metade da
atividade inicial apds 5 horas de incubacdo. A 65°C, 70°C e 80°C os ty/, calculados para esta
espécie foram 3 h, 1 h e 30 minutos, respectivamente (SHIVAM e MISHRA, 2010).

O tempo de meia-vida da a-galactosidase de Bacillus stearothermophilus encontrado
na literatura foi de 60 e 30 minutos quando incubada a 60°C e 70°C, respectivamente (GOTE
et al., 2006). Pessela et al. (2008) verificaram que a a-galactosidase de Thermus sp. T2
apresentou tempo de meia-vida entre 30 e 40 minutos quando incubada a 70°C em pH 5,0 a
7,0. Para o fungo Rhizopus sp. F78 ACCC 30795, o ty,; foi de aproximadamente 7-8 minutos
quando a-galactosidase foi incubada a 60°C em pH 4,8 (CAO et al., 2007).

5.9.2 — Resisténcia térmica da a-galactosidase imobilizada
As atividades relativas (U/Ug) medidas para a enzima retida em Duolite A-568 apds

sua incubacdo em diferentes temperaturas estdo apresentadas na Figura 5.17. A atividade
inicial (Uo) medida para o catalisador imobilizado antes do tratamento térmico foi de 37,5 U°.
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Figura 5.18 — Atividades residuais da a-galactosidase imobilizada ap6s diferentes tempos de
incubacédo a 60°C (), 65°C(A) e 70°C(e). As atividades foram medidas a 40°C em tampao
acetato/acido acético 0,1 M pH 5,0.

Analisando os resultados, observa-se uma elevada diminuicdo da atividade relativa
para a faixa de temperatura compreendida entre 60°C e 70°C. Ap6s 120 minutos de incubagdo
a 60°C, ja foi observada uma diminuicdo de mais da metade da atividade inicial e apds 180
minutos, a atividade relativa obtida foi 28,6%. Quando exposta a temperatura de 65°C por 30
minutos, houve perda de 76,2% da atividade inicial. Para 70°C a atividade relativa foi de
apenas 6,3% apds 20 minutos de incubacao.

Os modelos de desativacdo térmica proposto pelas Equacbes 4.19 a 4.21 foram
utilizados para melhor explicar a desnaturacdo da enzima. As Tabelas 5.11, 5.12 e 5.13
apresentam os resultados dos valores dos parametros calculados para cada equacgdo nas
temperaturas de 60°C, 65°C e 70°C, respectivamente. Os valores dos parametros foram
calculados pelo método iterativo de Levenberg-Marquadt (MORE, 1977) utilizando o
software Statistica 7.0. Os valores p representam a significancia, que foi calculada utilizando
o teste t-Student. Foram adotados como significativos apenas os pardmetros com nivel de
significancia menor que 10%. Os valores dos coeficientes de determinagdo e a soma do
quadrado dos desvios também estdo apresentados para cada equacéo.

Para escolha do melhor ajuste, os critérios de maior coeficiente de determinacéo,
menor soma dos quadrados dos desvios e parametros estatisticamente (p<10%) e fisicamente

(numeros positivos) significativos foram levados em consideragéo.
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Tabela 5.11 — Calculo dos parametros de desativagdo térmica da a-galactosidase imobilizada
a 60°C pelo método Levenberg-Marquadt.

k k a a
' i ' ’ R2 Z(V_Vmodelo )2
valor-p valor-p valor-p valor-p
0,007058 2
Eq. 4.19 - - - 98,55 4,4 x10°
0,000053
0,008604 0,109398 3
Eqg. 4.20 - - 98,75 3,8x 10
0,030984 0,453525
0,836166  0,006160  0,919376 -0,002993 2
Eq. 4.21 98,89 1,6 x 10°
1 0,096795 1 0,952827

Todos parametros calculados para a Equacgédo 4.21 e o valor de oy da Equacédo 4.19 néo
foram significativos ao nivel de probabilidade determinado (p>10%). O parametro k; da
Equacéo 4.19 apresentou significado fisico e estatistico. Além disto, a soma dos quadrados
dos desvios foram satisfatdrios. Portanto, esta equacdo foi selecionada para representar o

modelo de desativacdo a 60°C da a-galactosidase imobilizada (Equacdo 5.8 e Figura 5.19).

Aﬁ = exp(~0,007058.1) (5.8)
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o

Figura 5.19 — Ajuste da Equacdo 5.8 (—) sobre os dados experimentais de inativacao térmica
a 60°C () da a-galactosidase imobilizada.
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A distribuicdo dos residuos sobre o modelo da Equacédo 5.8 esta apresentada na Figura
5.20.

0,03+
0,00
(@]
>
-
§-0,03-
20,06 -
0 40 80 120 160 200
tempo (min)

Figura 5.20 — Distribuicdo dos residuos sobre os valores observados para 0 modelo de
desativagao térmica da a-galactosidase a 60°C ajustado pela Equacéo 5.8.

Pelos resultados apresentados pela Tabela 5.12, a uUnica equacdo que forneceu
resultados fisicamente e estatisticamente significativos para 0 modelo de desativacdo térmica
da enzima imobilizada a 65°C foi a equagdo de primeira ordem (Equagéo 4.19). O modelo

proposto com o parametro k; determinado esta apresentado pela Equacédo 5.9 e Figura 5.21.

Tabela 5.12 — Calculo dos parametros de desativacdo térmica da a-galactosidase imobilizada
a 65°C pelo método Levenberg-Marquadt.

k k a a
' i 1 ’ R2 Z(V - Vmodelo )2
valor-p valor-p valor-p valor-p

0,036421 )
Eqg. 4.19 - - - 93,16 2,6 X 107

0,002087

0,001400 -17,7792 3
Eq. 4.20 - - 98,01 7,4x 10

0,929451 0,924201

0,027154  -0,002945 -0,095532  0,466933
Eq. 4.21 98,23 *

0,996645 0,997735 0,999718  0,999295

* Nao foi possivel determinar a soma do quadrado dos desvios do ajuste dos dados experimentais de desativacéo
térmica da o-galactosidase livre a 67°C pela Equacéo 4.21

Aﬁ = exp(~0,036421.1) (5.9)
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Figura 5.21 — Ajuste da Equacdo 5.9 (—) sobre os dados experimentais de inativacao térmica

a 65°C (A) da a-galactosidase imobilizada.

A Figura 5.22 apresenta a distribuicdo dos residuos sobre o zero para o modelo de

desativacédo de primeira ordem utilizado.

0.2-
A

0,14

(@) A

3 A

Z 00

g

0,14 A
0 5 10 15 20 25 30

tempo (min)

35

Figura 5.22 — Distribuicdo dos residuos sobre os valores observados para o0 modelo de
desativagao térmica da a-galactosidase a 65°C ajustado pela Equacgéo 5.9.

Para a desativacdo térmica da a-galactosidase imobilizada a 70°C, as Equagdes 4.20 e

4.21 apresentaram parametros insignificantes ao nivel de probabilidade previamente

determinado (p>10%). Além disto, os valores de a; de ambas equacdes também né&o

apresentaram significado fisico, uma vez que estes parametros devem ser nimeros positivos.

75



RESULTADOS E DISCUSSAO

A Equacéo 4.19 foi utilizada para representar a desativagdo da enzima a 70°C, uma vez que 0
parametro k; calculado é estatisticamente (p<10%) e fisicamente significativo. Os valores do
coeficiente de determinacdo e a soma do quadrado dos desvios se mostraram satisfatorios
(Tabela 5.13). A Equacéo 5.10 e Figura 5.23 representam do modelo calculado de inativacéo

a 70°C da a-galactosidase imobilizada.

Tabela 5.13— Calculo dos parametros de desativagdo térmica da a-galactosidase imobilizada a
70°C pelo método Levenberg-Marquadt.

k k a a
' i 1 ’ R2 Z(V_Vmodelo )2
valor-p valor-p valor-p valor-p

0,108112 )
Eq. 4.19 - - - 88,62 8,4 x 107

0,013848

0,068529 -0,324275 )
Eq. 4.20 - - 90,64 6,9 x 10°

0,304311 0,648961

0,112333 -0,090873 -0,143026  0,043855 )
Eq. 4.21 90,92 59x 10

0,984312 0,998947 0,998918  0,999694

Aﬁ = exp(-0,108112.t) (5.10)

0

1,01
0,9
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Figura 5.23 — Ajuste da Equacgéo 5.10 (—) sobre os dados experimentais de inativacdo
térmica a 70°C (e) da a-galactosidase imobilizada.
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A distribuicdo dos desvios para 0 modelo de desativagdo térmica a 70° estd

apresentado na Figura 5.24.

0,4+

0,21
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Figura 5.24 — Distribuicdo dos residuos sobre os valores observados para 0 modelo de
desativacao térmica da a-galactosidase a 70°C ajustado pela Equacgéo 5.10.

Para todas as trés temperaturas de desativacdo térmica analisadas no experimento
(60°C, 65°C e 70°C), verifica-se que o modelo de desativacdo de primeira ordem (Equacao
4.19) foi o que melhor representou a desnaturacdo da enzima. Em comparagéo, este resultado
é diferente do que foi apresentado para a enzima livre, a qual obteve a Equacédo. 4.20 como a
que melhor representou a desnaturacao térmica.

Pelos resultados obtidos, a enzima imobilizada também apresentou uma acentuada
queda de resisténcia térmica para uma estreita faixa de temperatura (60°C a 70°C). A
estabilidade térmica da a-galactosidase de A. niger imobilizada em Duolite A-568 utilizada
neste experimento foi menor quando comparada a o-galactosidase proveniente de
Debaryomyces hansenii UFV-1 imobilizada em silica gel (VIANA et al., 2007). A 70°C a
enzima de D. hansenii manteve atividade relativa de 70% apds 36 horas de incubacéo,
enquanto que neste trabalho, houve perda de mais de 94% ap6s 20 minutos de incubagéo na
mesma temperatura. Esta diferenca na estabilidade térmica pode estar associada ao tipo de
micro-organismo produtor da enzima assim como o tipo de suporte utilizado.

Marquez (2007) também verificou diminuicdo da estabilidade térmica de invertase

quando imobilizada em Duolite A-568.
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5.9.2.1 — Célculo do tempo de meia-vida
Como o modelo que melhor representou a desativacao térmica da enzima imobilizada
foi o de primeira ordem, utilizou-se a Equacéo 4.22 para o calculo do tempo de meia-vida. Os

resultados podem ser visualizados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14 — Resultados do tempo de meia vida para a enzima imobilizada para diferentes

temperaturas.

Temperatura ty2 (Min) Equacéo R (%)
60°C 98,21 4.22 98,55
65°C 19,03 4.22 93,16
70°C 6,41 4.22 88,62

Comparando o tempo de meia-vida da enzima livre (aproximadamente 360 minutos)
com a imobilizada (98,21 minutos) a 60°C (Tabelas 5.10 e 5.14), verifica-se que houve
reducdo de cerca de 70% de ty, ap0s retencdo do biocatalisador no suporte de troca idnica. De
fato as Figuras 5.11 e 5.17 mostram que a resisténcia térmica a 60°C da a-galactosidase
diminuiu com o processo de imobilizagdo. Uma explicacdo para a diminuigéo da estabilidade
térmica da a-galactosidase imobilizada pode estar associada a presenca de grupos aldeidos
livres presentes na superficie do suporte. Segundo Saito et al. (1997) é importante eliminar a
presenca destes grupos em suportes inorganicos apos o processo de ligacdo cruzada com
glutaraldeido para prevenir a interacdo destes com a enzima em elevadas temperaturas de
incubacdo. Em estudo realizado para avaliar a estabilidade térmica de [-galactosidase
imobilizada em cerdmica SM-10, estes autores realizaram testes de incubagdo com o suporte
contendo alta e baixa razdo da quantidade de enzima por quantidade de suporte ativado com
glutaraldeido (Qenzima/Osuporte). A resisténcia a elevadas temperaturas (60°C, 70°C e 80°C)
aumentou com 0 aumento da raz&o enzima/suporte.

Para determinar se os grupos livres de aldeido eram os responsaveis pela diminuicao
da atividade ap0s incubacdo, Saito et al. (1997) prepararam amostras de suporte saturado de
enzima e outra com baixa concentracdo do biocatalizador. Estas amostras foram tratadas com
solugédo de aminoacidos basicos a fim de diminuir a presenca de aldeidos livres na superficie
do suporte. Este tratamento ndo resultou em nenhuma mudanca na atividade relativa da

amostra saturada de enzima ap6s 3 horas de imobilizagdo. No entanto a atividade relativa da
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amostra ndo saturada aumentou de 50% para 90% apds o tratamento com aminoacidos
bésicos.

Portanto, os resultados de Saito et al.(1997) sugerem que grupos aldeidos presentes na
superficie do suporte podem causar sérias mudancas conformacionais na estrutura enzimatica

e consequentemente, provocar a perda da estabilidade térmica.

5.10 — Efeito da concentracdo de substrato na atividade da enzima a-galactosidase

A Tabela 5.15 apresenta os resultados de atividade inicial da a-galactosidase para
diferentes concentracdes iniciais do substrato rafinose na auséncia de inibidores da reagéo de

hidrolise.

Tabela 5.15 — Influéncia do substrato rafinose na atividade da a-galactosidase em sua forma
livre e imobilizada. As hidrélises foram realizadas a 40°C e pH 5,0.
Atividade a-galactosidase Atividade a-galactosidase

[Substrato] (g/L)

livre (U°) imobilizada (UP)
3 36,1+ 1,8 259+ 1,2
6 63,0+ 4,3 48,8 +4,0
10 89,9 +6,6 64,5+6,1
25 126,0 5,0 103,6 + 4,0
50 156,4 + 4,4 138,0+ 4,2
70 165,7 +9,0 148,2 + 8,6

b _ .
U’ = gagucar redutor/(l—-mm-genzima)

Através dos dados experimentais obtidos, uma regressdo ndo linear foi ajustada ao
modelo de atividade enzimatica de Michaelis-Menten (Equacdo 4.24) utilizando o software
Origin 8.0 (Figura 5.25). O coeficiente de determinacdo do ajuste foi de 0,99 para ambas as
formas da enzima, o que demonstra um bom ajuste do modelo de Michalis-Menten para 0s

dados experimentais.
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Figura 5.25 — Efeito da concentracdo do substrato rafinose na atividade da a-galactosidase
livre (m) e imobilizada (#) para hidrolises feitas a 40°C em pH 5,0. As linhas continuas
representam o ajuste do modelo de Michaelis-Menten para a cinética da enzima livre (—) e
imobilizada(—).

A distribuicdo dos residuos em torno do zero para ambas as modelagens estdo
apresentadas pelas Figuras 5.26 e 5.27. Pelos graficos verifica-se uma distribuicdo aleatoria

dos residuos sobre o zero.

Residuo

0 10 20 30 40 5 60 70 80
[Rafinose] (g/L)

Figura 5.26 — Distribuicdo dos residuos dos dados experimentais da a-galactosidase livre (m)
para o ajuste da cinética Michaelis-Menten.
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Figura 5.27 — Distribui¢ao dos residuos dos dados experimentais da a-galactosidase
imobilizada (#) para o ajuste da cinética de Michaelis-Menten.

Os pardmetros Vms € Kn encontrados pelo ajuste foram 1945 U° e 125 g/L de
rafinose para a o biocatalisador sol(vel e 187,7 U® e 18,8 g/L de rafinose quando imobilizado
(Tabela 5.16).

Tabela 5.16 — Valores estimados dos parametros Vmax, Km € Vimax.Km 2do modelo cinético de
Michaelis-Menten para a-galactosidase livre e imobilizada em Duolite A-568.

Parametro Valor Erro padréao
Vméx 194,5 Ub 3,56
_ _ Km 12,5 g/L rafinose 0,71
a-galactosidase livre 1 b )
Vinax-Km 15,56 U"/(g/L rafinose)
. Vinax 187,7 Ub 4.64
a-galactosidase _
) . Km 18,8 g/L rafinose 1,27
imobilizada L A _
Vmax-Km’ 9,98 U"/(g/L rafinose)

As Equagdes 5.11 e 5.12 apresentam o modelo de Michaelis-Menten para a reagdo de
hidrolise da rafinose pela a-galactosidase livre e imobilizada, respectivamente, na auséncia de

inibidores .

Ve 194,5.[S] (5.11)
125+[S]
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,_187.7.[8]
188+[S]

(5.12)
Em que:
v = velocidade de reacéo de hidrolise da rafinose;

[S] = concentracédo do substrato rafinose em g/L

Os valores de Viax apresentados foram proximos para ambas formas do biocatalisador.
A diferenca dos valores deste parametro calculado para a-galactosidase imobilizada (187,7
U®) foi de apenas 3,5% do valor apresentado para sua forma livre (194,5 UP). Porém a
imobilizacdo aumentou o K, da a-galactosidase em 50% (de 12,5 para 18,8 g/L rafinose).

O parametro Ky, esta relacionado a afinidade da enzima ao substrato. Quanto menor o
valor de Ky, maior é a afinidade e vice-versa. De maneira andloga, o valor do produto
VimaKm™ também pode ser utilizado para obtencdo da eficiéncia catalitica de determinada
enzima. Valores maiores da relagdo Vmsx.Km™ indicam maior eficiéncia (SEGEL, 1979). Pelos
valores de Kn e de Vma.Kn™ apresentados na Tabela 5.16, pode-se concluir que a
imobilizacdo afetou negativamente a afinidade da enzima ao substrato rafinose assim como a
sua eficiéncia catalitica. No entanto, aumentos no valor de K, sdéo muito comuns na literatura
enzimas sdo imobilizadas.

Prashanth e Mulimani (2005) também observaram aumento do valor de Ky, quando a-
galactosidase proveniente de Aspergillus oryzae foi imobilizada em alginato de calcio tratado
com 1% de glutaraldeido. Estes autores obtiveram, para as enzimas solvel e imobilizada, K,
de 2,77 e 4,38 g/L, respectivamente, quando rafinose foi utilizada como substrato. Estes
valores representam um aumento de 62% do K, apds o processo de imobilizacdo. A eficiéncia
catalitica diminuiu aproximadamente 75% , valor superior aos 36% obtidos para imobilizacédo
em Duolite A-568 apresentada neste presente trabalho. Portanto, a diminuicdo da afinidade
pelo substrato e da eficiéncia catalitica da a-galactosidase de A. niger quando imobilizada em
Duolite A-568 foi menor do que para a-galactosidase de A. oryzae quando imobilizada em
alginato de calcio.

Utilizando o mesmo suporte (Duolite A-568), Marquez (2007) imobilizou invertase da
levedura Saccharomyces cerevisae. O valor de K, encontrado para esta enzima quando
soltvel no meio de reacdo foi de 15,5 g/L sacarose. Ap0s o processo de imobilizacéo, o valor
de K, encontrado foi de 60,2 g/L sacarose, correspondendo a um aumento de 288%. Os

valores de Vima.Knm™ para as formas livre e imobilizada foram, 1,86 e 0,28 U/(g/L de
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sacarose), respectivamente, o que representa uma diminuicdo de 85%. Estes resultados
indicam que a resina de troca idnica Duolite A-568 manteve melhor a afinidade pelo substrato
e a eficiéncia catalitica da a-galactosidase quando comparada a invertase de S. cerevisae.

Hernaiz e Crout (2000) observaram aumento de quase trés vezes da constante K
quando B-galactosidase de Aspergillus oryzae foi retida no suporte Eupergit C. No entanto o
valor de V4 foi praticamente 0 mesmo para as duas formas da enzima.

Os valores de K, encontrados no experimento estdo proximos aos valores obtidos para
dois tipos de a-galactosidases extraidas do fungo Penicillium griseoroseum. Quando
purificadas as a-gal-I e a-gal-1l apresentaram K, de 14,5 e 15,4 g/L de rafinose em reacOes de
hidrélise do oligossacarideo em tampdo acetato de sédio 0,1 M pH 5,0 a 40°C (FALKOSKI,
2007).

Shivan e Mishra (2010), Rios et al. (1993), Fialho et al.(2008) e Gote et al.(2006)
obtiveram menores valores de K, para a-galactosidases provenientes de Aspergillus nidulans
(6,06 g/L de rafinose), Aspergillus parasiticus MTCC-2796 (2,94 g/L de rafinose), Tachigali
multijuga (2,70 g/L de rafinose), e Bacillus stearothermophilus (2,02 g/L de rafinose).

5.11 - Influéncia da concentracao do substrato juntamente com os produtos de hidrolise

da rafinose na atividade da a-galactosidase imobilizada

As atividades medidas para cada ponto do Planejamento Composto Central realizado
para quantificar a influéncia dos produtos de reag@o da hidrolise de rafinose na atividade da a-
galactosidase estdo apresentadas na Tabela 5.17.

Pelos resultados, verifica-se que a maior atividade ocorreu para o ponto experimental
5, que coresponde as concentracfes de 10,0; 2,0 e 1,0 g/L de rafinose, sacarose e galactose,
respectivamente. A menor atividade observada ocorreu para o ponto experimental 9, cujas
concentracdes de rafinose, sacarose e galactose no reator eram respectivamente, 1,76; 4,5 e
2,0 g/L.

Com o auxilio do software Statistica 7.0, uma regressao multipla foi realizada sobre 0s
dados experimentais para obtencdo da Equacdo 5.13, onde a atividade enzimatica estd em

funcdo das concentracgdes de rafinose (X3), sacarose (X») e galactose (Xs).

U® =33,13+20,15X, —7,64X, —7,89X , +7,59X? (5.13)
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Tabela 5.17 — Planejamento Composto Central com os valores codificados e originais das
variaveis concentracdo de rafinose, sacarose e galactose para o estudo da inibi¢do da reacéo

enzimatica.

Experimento  Rafinose (g/L) Sacarose (/L) Galactose (g/L)  Atividade (U°)
1 3(-1) 2 (-1) 1(-1) 37,2+3,3
2 3(-1) 2 (-1) 3(+1) 194+22
3 3(-1) 7 (+1) 1(-1) 18,4 +2,0
4 3(-1) 7 (+1) 3(+1) 4,15+0,7
5 10 (+1) 2 (-1) 1(-1) 76,0 £ 3,0
6 10 (+1) 2(-1) 3(+1) 68,1+1,2
7 10 (+1) 7 (+1) 1(-1) 70,5 + 6,4
8 10 (+1) 7 (+1) 3 (+1) 258+ 1,2
9 1,76 (-a) 4,5 (0) 2 (0) 13,1+£1,1
10 11,24 (+a) 4,5 (0) 2 (0) 67,6 4,7
11 6,5 (0) 1,12 (-a) 2 (0) 51,4+13
12 6,5 (0) 7,88 (+a) 2 (0) 46,0+ 4,8

13 6,5 (0) 4,5 (0) 0,65 (-a) 42,0+21
14 6,5 (0) 4.5 (0) 3,35 (+a) 36,5+0,9
15 6,5 (0) 4.5 (0) 2 (0) 253+13
16 6,5 (0) 4,5 (0) 2 (0) 243+2,1
17 6,5 (0) 4,5 (0) 2 (0) 26,017

b _ .
U= ga(;ucar redutor/(l—-mm-genzima)

Somente foram considerados significativos coeficientes com nivel de significancia
menor que 10% (p<10%). Todos os coeficientes lineares e apenas o coeficiente quadratico da
variavel concentracdo de sacarose foram significativos. Nenhuma interacdo entre as variaveis
foi significativa. O coeficiente de determinacdo obtido para o modelo foi 0,8501, mostrando-
se satisfatorio. Pelos valores dos coeficientes lineares, verifica-se que a rafinose apresentou
maior efeito sobre a atividade enzimatica (Equagdo 5.14).

As superficies de resposta geradas pelos dados obtidos da Tabela 5.17 estdo

apresentadas pelas Figuras 5.28, 5.29 e 5.30.
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Figura 5.28 — Superficie de resposta do Planejamento Fatorial Completo para atividade da a-
galactosidase em funcgdo das concentracGes de sacarose e rafinose. As condicdes do
experimento foram tampao acetato pH 5,0 e temperatura de 40°C.
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Figura 5.29 — Superficie de resposta do Planejamento Fatorial Completo para atividade da a-
galactosidase em funcgéo das concentracdes de galactose e rafinose. As condicdes do
experimento foram tampdo acetato pH 5,0 e temperatura de 40°C.
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Figura 5.30 — Superficie de resposta do Planejamento Fatorial Completo para atividade da a-
galactosidase em funcéo das concentracGes de galactose e sacarose. As condi¢des do
experimento foram tampao acetato pH 5,0 e temperatura de 40°C.
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Observando os graficos das Figuras 5.27 e 5.28 verifica-se maior atividade para altas
concentragdes do substrato rafinose e baixas concentra¢es dos produtos sacarose e galactose.
Além disto, a Figura 5.29 apresenta alta inibicdo da reacdo enzimatica para altas
concentracOes de galactose e sacarose.

Lee e Wacek (1970) observaram redugdo de 75,5; 93,0 e 98,5% da atividade de a-
galactosidase de Aspergillus niger na presenca de 1,08; 5,58 e 22,5 g/L de galactose no meio
em presenca do substrato p-nitrofenil-galactopiranosideo (p-NPG). Manzanares et al. (1998)
também verificaram forte poder de inibi¢do da galactose para a-galactosidase proveniente
deste mesmo micro-organismo. Utilizando p-NPG na concentragdo de 1,26 mM como
substrato, os autores obtiveram 60% de reducdo da atividade quando 1 mM (1,8 g/L) de
galactose esteve inicialmente presente no meio de reacéo.

A o-galactosidase de A. terreus também foi inibida pela presenca de galactose. No
entanto 0 mesmo ndo ocorreu para o dissacarideo sacarose (FERREIRA, 2007).

Os resultados deste presente trabalho diferem dos obtidos para a a-galactosidase de
Penicillium griseoroseum (FALKOSKI et al., 2006) e Rhizomucor miehei (KATROLIA et al.,
2012), que ndo foram inibidas por galactose.

Pelos resultados apresentados, decidiu-se estudar a cinética de inibigdo da a-

galactosidase imobilizada por galactose.

5.12 — Influéncia da concentracdo de galactose na cinética da a-galactosidase

imobilizada

Os resultados de atividade da o-galactosidase para diferentes concentragdes de
rafinose e galactose estdo apresentados na Tabela 5.18.

Verificou-se maior atividade para concentracdo de 20 g/L de rafinose sem galactose no
meio reacional. Por outro lado, a atividade foi menor para menor concentracdo de substrato (3

g/L de rafinose) com alta concentracdo de inibidor (10 g/L de galactose).
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Tabela 5.18 — Valores da atividade da enzima para diferentes concentrac6es de rafinose e

galactose.

Experimento Rafinose (g/L) Galactose (g/L) Atividade (U
1 3 0 27,1+138
2 3 5 21,7+272
3 3 10 18,1+14
4 6 0 51,2+6,3
5 6 5 38,0+19
6 6 10 30,7+1,2
7 10 0 67,3+ 3,2
8 10 5 65,1+ 3,8
9 10 10 453+£3,1
10 10 20 439141
11 15 0 83,6 +4,8
12 15 5 75,8+5,0
13 15 10 61,4+22
14 15 20 60,5+19
15 20 0 102,2 £ 8,3
16 20 5 91,4+3.3
17 20 10 84,6 £6,4
18 20 20 540+29

b _ .
U = Gagticar redutor/(l—-mm'genzima)

Com auxilio do software Statistica 7.0, ajustou-se os dados experimentais obtidos para
inibi¢ao da a-galactosidase, para analise do melhor modelo de inibicdo. Foram utilizadas as
equacbes de inibicdo competitiva (Equacdo 4.28), ndo-competitiva (Equacdo 4.29),
acompetitiva (Equacdo 4.30), mista-linear (Equacdo 4.31) e parcialmente ndo competitiva
(Equacéo 4.32). Os resultados dos ajustes dos modelos de cada equacdo, com 0s respectivos
valores dos parametros estimados e seus niveis de significancia, coeficiente de determinacéo e

soma do quadrado dos desvios estdo apresentados na Tabela 5.19 e 5.20
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Tabela 5.19 — Valores dos parametros Vimax, Km € K, para diferentes cinéticas de inibicao
estimadas por regressao linear ndo linear.

. e ey e Vimax Km Ki
Tipo de inibigio
Valor-p Valor-p Valor-p
o 190,0 17,61 16,56
Competitiva 5 . 5
1,0 x 107 4,8 x 107 3,9 x 10°
) . 215,9 21,88 30,76
Nao-competitiva 5 . 5
1x10 2,3x 10° 4,0x 10
o 265,88 30,82 10,73
Acompetitiva . 3 3
2,2x 10 4,1x 10 2,6 x 107
] ] 204,06 19,85 23,1772
Mista-linear . 3
51x10 4,5x 10° 0,12
) . 225,80 24,25 60,1464
Parcialmente ndo-competitiva . 3
1,4 x10° 4,2 x 107 0,69

Tabela 5.20 — Valores dos parametros a e S, coeficiente de determinacdo e soma do quadrado
dos desvios para diferentes cinéticas de inibi¢do estimadas por regressdo linear ndo linear.

a R?
Tipo de inibicio P D (V=Viogero )
Valor-p  Valor-p  Valor-p
Competitiva - - 96,44 366,25
N&o-competitiva - - 96,50 358,73
Acompetitiva - - 95,60 453,03
2,2975
Mista-linear 96,55 355,04
0,66
_ N -0,9751
Parcialmente ndo-competitiva 96,27 384,10
0,750089

Os parametros dos modelos de inibicdo mista-linear e parcialmente ndo-competitiva

apresentaram parametros com nivel de significancia maior que 10% e por isto ndo podem ser
utilizados para representar a cinética enzimatica de inibicdo por galactose. Os modelos de
inibicdo competitiva, ndo-competitiva e acompetitiva apresentaram todos parametros
significativos ao nivel de 10% de probabilidade. Os valores dos coeficientes de determinacéo
(R?) e a soma do quadrado dos desvios foram satisfatérios para os trés modelos.

No entanto os valores estimados dos pardmetros Vmax € Kpn para inibicdo ndo-

competitiva e acompetitiva diferem dos valores esperados quando comparados aos valores
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estimados na cinética da a-galactosidase imobilizada sem inibicdo (item 5.10). Para estes
modelos, é esperado uma diminui¢do de Vmax devido a inibicdo da atividade provocada pelo
inibidor galactose quando comparada ao modelo sem inibicdo. Além disto, o valor da
constante de Michaelis-Menten (Kr,) deveria ser significativamente igual ao determinado na
cinética sem inibic&o.

O modelo que melhor explicou a cinética de inibicdo foi o modelo de inibicdo
competitiva, uma vez que os valores de Vmax € Km (190,0 UP e 17,61 g/L de rafinose,
respectivamente) estimados estdo muito proximos aos valores determinados na cinética de
Michaelis-Menten sem inibicdo (187,7 U® e 18,8 g/L de rafinose, respectivamente). De fato,
para 0 modelo de inibigdo competitiva, os valores de Vma € K s80 0s mesmos dos valores
observados para 0 modelo cinético sem inibicdo. O valor da constante de inibicdo (K))
estimado foi de 16,65 g/L de galactose.

O grafico de atividade da a-galactosidase imobilizada em funcdo das concentracdes de
rafinose e galactose esta apresentado pela Figura 5.31.
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Figura 31 — Atividade da a-galactosidase imobilizada em Duolite A-568 em funcéo das
concentracgdes de rafinose e galactose.

Ferreira (2007) também verificou tipo de inibicdo competitiva por galactose para ao-
galactosidase de Aspergillus terreus. O substrato utilizado nas analises foi o p-nitrofenil-
galactopiranosideo. Este tipo de inibicdo por galactose também foi observada para o-

galactosidase de A. ficcum NRRL 3135 e Trichoderma reesei RUT C-30 (ZAPATER et al.,
1990; ZEILINGER et al., 1993)
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5.13 — Estocagem da a-galactosidase imobilizada

A Figura 5.32 apresenta os resultados de atividade da a-galactosidase imobilizada na
resina Duolite A-568 até 145 dias quando armazenada & temperatura de 4°C. E claro observar

que a imobilizacdo manteve a atividade da enzima durante todo o periodo de estocagem.
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Figura 5.32 — Atividade (a) e atividade relativa (U/Uy) (b) da a-galactosidase imobilizada em
Duolite A-568 para um periodo de até 145 dias de armazenamento a 4°C em tampdo acetato
pH 4,5.

Este comportamento também foi observado para f-galactosidase de Aspergillus oryzae
imobilizada em Duolite A-568, que manteve atividade constante para mais de trés meses
guando estocada a 4°C em tampéo acetato 0,1 M pH 4,5.

Os resultados obtidos mostraram que a enzima a-galactosidase de A. niger imobilizada
na resina Duolite A-568 apresentou maior estabilidade de estocagem do que aos resultados
obtidos por Naganagouda e Mulimani (2006) para a-galactosidase de A. oryzae imobilizada
em alginato de célcio e gelatina. Estes autores verificaram perda de pelo menos 50% da

atividade inicial ap6s 40 dias de estocagem a 4°C.



CAPITULO 6
CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 - Conclusdes

Pelos resultados obtidos é possivel concluir que:

- Dentre as resinas testadas, a resina Duolite A-568 se mostrou mais eficiente no
processo de imobilizagdo da a-galactosidase nas condi¢des avaliadas.

- As condicdes Otimas de imobilizacdo determinadas pelos planejamentos
experimentais foram pH 4,5; concentragdo de enzima igual a 15g/L e tempo de imobilizagéo
de trés horas.

- O uso de glutaraldeido 1% (v/v) como agente reticulante aumentou a retencdo da
enzima ao suporte.

- A temperatura 6tima para as duas formas da enzima (livre e imobilizada) foi 60°C. A
faixa de pH 6timo da enzima livre esteve compreendido entre 4,0 a 6,0 e para a enzima
imobilizada o intervalo foi de 4,0 a 6,0. A imobilizacdo aumentou a atividade catalitica da o-
galactosidase para pHs mais alcalinos.

- Ambas as formas da enzima apresentaram boa resisténcia para toda a faixa de pH
estudado (3,5 a 7,5 para livre e 3,0 a 8,0 para imobilizada). No entanto a analise de resisténcia
a temperatura indicou que a imobilizacdo diminuiu a resisténcia térmica da a-galactosidase.

- A imobilizacdo praticamente ndo afetou o valor de Vms da enzima. No entanto o
valor da constante de Michaelis-Menten, Ky, aumentou em 50%, indicando que a afinidade
pelo substrato foi diminuida.

- A reacdo de hidrélise da rafinose foi inibida pela presenca dos produtos da reacéo,
sacarose e galactose.

- O modelo que melhor explicou a inibicdo da atividade da a-galactosidase pela
galactose foi o de inibicdo competitiva.

- Duolite A-568 previamente tratada com glutaraldeido 1% (v/v) manteve a atividade
da a-galactosidase mesmo apds 145 dias de estocagem a 4°C em pH 4,5 (tampdo acetato).
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6.2 - Sugestdes para trabalhos futuros

- Avaliar a remocdo de oligossacarideos de leite de soja utilizando a-galactosidase

imobilizada em Duolite A-568.

- Estudar a aplicagdo da a-galactosidase imobilizada em Duolite A-568 na remocdo da

rafinose em melaco de soja.
- Estudar métodos que poderiam melhorar a resisténcia térmica da enzima imobilizada
na resina de troca idnica, como por exemplo o pré-tratamento em solucOes

concentradas do aminoacido lisina.

- Avaliar estudos de incubagdo da enzima imobilizada em pHs alcalinos com o
objetivo de melhorar a atividade.

- Estudar o processo de hidroélise de oligossacarideos da rafinose em leito fixo.
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CAPITULO 8
APENDICE A

CURVAS DE CALIBRAGAO

A.1l - Curva de calibracdo do DNS

[Galactose] ABS 1 ABS 2 Média
(9/L)
0,1 0,0125 0,0128 0,01265
0,25 0,0483 0,0507 0,0495
0,5 0,1144 0,1196 0,1170
1 0,2598 0,256 0,2579
2,5 0,6499 0,6534 0,6516
3. y = 3,7425 x + 0,0551
R®=10,9998

[galactose] (g/L)

0,3

ABS (540 nm)




CURVAS DE CALIBRACAO

A.2 - Curva de calibracdo do teor de proteina pelo método de Lowry et al. (1951)

[BSA] (g/L)

BSA [g/L] ABS
0 0
0,08 0,1868
0,16 0,3375
0,24 0,47
0,32 0,5961
0,4 0,7188
0,48 0,8126
0,56 0,9003
087 y = 0,62 x -0,0317
R?=0,9873
0,6
0,4 -
0,2 1 -
0,0'q I T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

ABS (760 nm)
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