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RESUMO

A enzima [(3-galactosidase é amplamente aplicada na inddstria, ela realiza a hidrélise da lactose
e também a transgalactosila¢do, produzindo os galacto-oligossacarideos (GOS), que possuem
efeitos prebidticos no organismo humano. O uso da B-galactosidase pode apresentar limitagdes
devido as suas caracteristicas, como restricdo em temperaturas, pHs, impossibilidade de
reutilizagdo dentre outros. A Kluyveromyces lactis e a Kluyveromyces marxianus sao leveduras
potenciais na producdo de -galactosidase e interferem nas suas caracteristicas. Com intuito de
contornar essas limitagdes nos processos, sao utilizados métodos de imobilizacdo de enzimas.
A ligacdo covalente € um desses processos, ela promove resisténcia as enzimas imobilizadas
em diferentes condi¢des e reduz perdas por lixiviagdo. A silica é um suporte muito utilizado,
pois promove boa ligacdo da enzima ao suporte. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a
imobilizacdo de P-galactosidase comercial de K. lactis e B-galactosidase produzida por K.
marxianus em silica de porosidade controlada e posteriormente realizar a sintese dos galacto-
oligossacarideos. Uma avaliacdo das melhores condi¢cdes de imobilizacdo da B-galactosidase
comercial foi feita com um Planejamento Composto Central (PCC). O biocatalisador
imobilizado foi avaliado em relacdo a influéncia do pH e temperatura na atividade da enzima,
estabilidade térmica, ao pH e armazenamento, reutilizacdo, espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) e microscopia eletronica de varredura (MEV). A hidrdlise
da lactose com a enzima imobilizada foi avaliada também em leito fixo. A B-galactosidase
produzida por fermentacdo submersa da K. marxianus foi avaliada quanto a imobilizagdo em
silica e em relagdo algumas técnicas parciais de purificacdo. A sintese dos galacto-
oligossacarideos foi feita com a enzima comercial e produzida em sua forma livre e imobilizada.
A forca 10nica do tampdo foi avaliada na transgalactosilacio e um Planejamento Fatorial
Fraciondrio também foi proposto avaliando a interferéncia da concentracao inicial de lactose,
agitacdo e temperatura na sintese de GOS. A agitacdo magnética, mecanica e a configuracao de
reator tipo leito fixo também foram avaliadas na sintese dos GOS. As melhores condi¢des de
imobilizacdo foram em concentracao de y-aminopropiltrietoxisilano (APTES) a 1,0%, atividade
inicial da enzima ofertada em 21 U.mL"! e concentracio de glutaraldeido a 6,86%. O
biocatalisador imobilizado apresentou pH 6timo em 7,0, temperatura em 30 °C e estabilidade
em pH 7,5. A estabilidade térmica foi melhor em temperatura mais amena (20 °C). Em 4 ciclos
de reuso a enzima manteve ~70% da atividade inicial. A enzima armazenada (8 °C) conservou
sua atividade em 44% ap6s 105 dias. O FT-IR permitiu a visualizacdo de grupos da enzima e
daligac@o enzima-suporte. As imagens obtidas da MEV evidenciaram a estrutura da silica. Com
o leito fixo obteve-se uma conversao de lactose de =<47%. A imobilizacdo da B-galactosidase
produzida com K. marxianus foi limitada e dentre as técnicas de purificagdo parcial se destacou
o processo de didlise. Os GOS foram produzidos em altas concentracdes de lactose (400 g.L'1),
sendo em menor tempo (3 h) para enzima livre € maior para imobilizada (6 h). Os efeitos das
varidveis avaliadas no Planejamento Fatorial Fraciondrio foram positivos, a influéncia mais
efetiva foi da agitagdo, a maior concentragdo de GOS foi de 67,70 g.L'!. Tanto em agitacio
magnética como mecanica foi possivel sintetizar os GOS com a enzima imobilizada, as
concentra¢des de GOS foram de 70,81 € 90,37 g.L"!, respectivamente. Em leito fixo as maiores
concentracoes de GOS foram obtidas para coluna empacotada com silica imobilizada
alcancando valor de 100,18 g.L"!. A enzima produzida por K.marxianus sintetizou GOS em sua
forma livre (106,97 g.L'!). A B-galactosidase imobilizada em silica é promissora tanto na
hidrdlise da lactose como na sintese de GOS.

Palavras-chave: [-galactosidase; silica; ligacdo covalente; transgalactosilacdo; galacto-
oligossacarideos.
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ABSTRACT

The B-galactosidase enzyme is widely applied in industry. It performs lactose hydrolysis and
also transgalactosylation, producing galactooligosaccharides (GOS), which have prebiotic
effects in the human body. The use of B-galactosidase may present limitations due to its
characteristics, such as restriction in temperatures, pHs, and impossibility of reuse, among
others. Kluyveromyces lactis and Kluyveromyces marxianus are potential yeasts for obtaining
B-galactosidase and interfering in its characteristics. In order to circumvent these limitations in
the processes, enzyme immobilization methods are used. Covalent bonding is one of these
processes, it promotes resistance of immobilized enzymes under different conditions and
reduces leaching losses. Silica is a widely used support, as it promotes good enzyme binding to
the support. Therefore, the aim of the current work was to evaluate the immobilization of
commercial B-galactosidase from K. lactis and B-galactosidase produced by K. marxianus in
silica with controlled porosity and subsequently carry out the synthesis of
galactooligosaccharides. An evaluation of the best immobilization conditions for commercial
B-galactosidase was performed with a Central Composite Design (CCD). The immobilized
biocatalyst was characterized in relation to the influence of pH and temperature on enzyme
activity, thermal stability, pH and storage, reuse, Fourier transform infrared spectroscopy (FT-
IR), and scanning electron microscopy (SEM). The hydrolysis of lactose with the immobilized
enzyme was also evaluated in a fixed bed. The B-galactosidase produced by submerged
fermentation of K. marxianus was evaluated for immobilization on silica and for some partial
purification techniques. The synthesis of galactooligosaccharides was performed with the
commercial enzyme and produced in its free and immobilized form. The ionic strength of the
buffer was evaluated in the transgalactosylation and a Fractional Factorial Design was also
proposed to evaluate the interference of the initial lactose concentration, agitation, and
temperature in the synthesis of GOS. Magnetic and mechanical stirring and the fixed bed reactor
configuration were also evaluated in the synthesis of GOS. The best immobilization conditions
were at 1,0% y-aminopropyltriethoxysilane (APTES) concentration, initial enzyme activity
offered at 21 U.mL"!, and 6,86% glutaraldehyde concentration. The immobilized biocatalyst
showed optimal pH at 7.0, the temperature at 30 °C, and stability at pH 7.5. Thermal stability
was better at a milder temperature of 20 °C. In 4 cycles of reuse, the enzyme maintained =~70%
of the initial activity and stored (8 °C) maintained its activity in 44% after 105 days. The FT-
IR allowed visualization of enzyme groups and supported enzyme binding. The images
obtained from SEM showed the structure of the silica. With the fixed bed, a lactose conversion
of =47% was obtained. The immobilization of the B-galactosidase produced with K. marxianus
was limited and among the partial purification techniques the dialysis process stood out. The
GOS were produced in high concentrations of lactose (400 g.L™!), with a shorter time (3 h) for
free enzyme and longer for immobilized enzyme (6 h). The effects of the variables evaluated in
the Fractional Factorial Design were positive, the most effective influence was agitation, the
highest concentration of GOS was 67.70 g.L"!. Both in magnetic and mechanical agitation it
was possible to synthesize the GOS with the immobilized enzyme, the GOS concentrations
were 70.81 and 90.37 g.L"!, respectively. In a fixed bed, the highest GOS concentrations were
obtained for the column packed with immobilized silica, reaching a value of 100.18 g.L"!. The
enzyme produced by K. marxianus synthesized GOS in its free form (106.97 g.L"). Silica
immobilized B-galactosidase shows promise in both lactose hydrolysis and GOS synthesis.

Keywords: B-galactosidase; silica; covalent bonding; transgalactosylation;
galactooligosaccharides.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

z

A enzima [-galactosidase é uma importante carboidrase que catalisa a reacdo de
hidrélise da lactose e também a transgalactosilacdo, que produz os galacto-oligossacarideos
(GOS) (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1987). Ela tem ampla aplicagdo biotecnolégica, estando
envolvida em virios processos na inddstria. E bastante difundida na elaboragdo de produtos
isentos de lactose, cada vez mais comercializados no mundo, além disso podem melhorar
caracteristicas sensoriais nos produtos, como dogura, solubilidade e sabor. Podem sintetizar
oligossacarideos, utilizando fontes baratas como por exemplo soro de leite. Esse residuo
apresenta alto potencial poluidor e € gerado em altas quantidades, assim a reutilizacdo desse
soro de leite e do permeado de soro de leite como substratos para produ¢ao de microrganismos
e GOS se torna uma boa alternativa em relagdo aos custos e em termos de conservacao
ambiental (VERA et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2021).

Esta enzima pode ser obtida de diferentes fontes, sendo a via microbiana a mais
utilizada. Dentre os microrganismos, as leveduras Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces
marxianus se destacam, pois apresentam caracteristicas interessantes como rapido crescimento,
assimilam lactose e ainda possuem cardter GRAS (Generally Recognized As Safe), sendo
reconhecidas como microrganismos seguros (LANE; MORRISSEY, 2010; BRASIL, 2014;
ALBUQUERQUE et al., 2021). Virios estudos ja avaliaram o grande potencial dessas
leveduras, segundo Padilla et al. (2015) as B-galactosidases de K. lactis e K. marxianus podem
ser utilizadas com eficiéncia na produgdo de oligossacarideos e na producdo de lactulose obtida
por isomerizagao.

A vasta aplicagdo de enzimas nos processos, como a [-galactosidase, levou ao
desenvolvimento de técnicas para ampliar sua utilizacdo, destacando-se as estratégias de
imobilizacdo. A imobilizagdo enzimadtica traz grandes vantagens, como o aumento da
estabilidade em relacao ao pH, temperatura e armazenamento, possibilita a reutilizacdo da
enzima, facilita o processo de downstream, possibilita utilizagcdo em processos continuos e
proporciona maior controle do processo catalitico (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Os métodos de imobilizagdo podem ser por adsor¢do, ligacdo i0nica, ligacdo covalente,
por aprisionamento e ligacdo cruzada. A ligacdo covalente é um método bem difundido,

consiste em uma forte ligacdo covalente entre a enzima e a matriz do suporte, promove
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resisténcia das enzimas imobilizadas para condi¢des fisicas e quimicas extremas e reduz perdas
da enzima por lixiviagdo (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

Os suportes para imobilizacdo podem ser de diferentes tipos, sejam eles naturais ou
sintéticos. A silica € um material que pode ser utilizado como suporte para imobilizagao,
permite modificacdo quimica da sua superficie levando a diferentes abordagens para ligacao
covalente de uma enzima, além disso apresenta boa resisténcia quimica, fisica e mecanica.
(SNOCH et al., 2019). Muitos métodos e suportes ji sdo aplicados para as B-galactosidases,
contudo o desenvolvimento de novas metodologias € sempre interessante. A imobilizacdo em
silica pode ser mais uma dessas técnicas para aprimorar a aplicagdo da [-galactosidase.

A hidrdlise da lactose foi por muito tempo a maior aplicagdo da B-galactosidase, porém,
nos ultimos anos ela vem se destacando na produgdo enzimética dos GOS. Que ocorre por meio
da transgalactosilacdo, na presenca de um meio rico em lactose, no qual hd transferéncia do
grupo hidroxila da galactose para a lactose formando assim os GOS. O crescente interesse da
populacdo por uma alimentacdo mais sauddvel impulsiona ainda mais esse estudo, com o intuito
de desenvolver técnicas que possam contribuir para elaboracdo de alimentos funcionais
(PANESAR et al., 2018; VERA et al., 2020).

Os GOS trazem beneficios ao ser humano principalmente na sadde intestinal. Diversos
estudos relataram os efeitos promissores no crescimento de atividade de enzimas digestivas, na
microbiota intestinal, sistema imunolégico, morfologia intestinal e resisténcia a doencgas
(TOMAL et al., 2010; HOSEINIFAR; HOSEINI; BAGHERI, 2017; NEDAEI et al., 2019).

A sintese dos GOS estd relacionada com as fontes enzimadticas, que interfere nas
caracteristicas da enzima como faixas 6timas de pH e temperatura. Diversos autores também
constataram a influéncia da concentragdo de lactose no meio, a temperatura, o tempo de reagdo
e a presenca de fons (GOSLING et al., 2010; PANESAR et al., 2018). Vérios fatores devem ser
considerados para uma producgdo satisfatéria. Logo, € imprescindivel o estudo das diferentes
condigdes para as P-galactosidases obtidas de fontes diversas nas suas formas livres e
imobilizadas para produgdo de GOS.

Nesse contexto, o trabalho tem o objetivo de desenvolver uma estratégia de imobilizacao
para a P-galactosidase comercial de K. lactis e para a P-galactosidase produzida por K.
marxianus, utilizando silica como suporte. E posteriormente avaliar a hidrélise da lactose e
sintetizar os GOS. O desenvolvimento dessa nova estratégia pode contribuir para amplia¢ao da
producdo dos GOS, uma vez, que baixas conversoes sao mencionadas na literatura (<40,00%).

A producio de B-galactosidase de K. marxianus foi possivel empregando permeado de soro de
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leite como substrato, resultando assim numa forma de cultivo de baixo custo para obtencdo da
enzima. Assim, ainda hd uma contribuicdo ecoldgica, na valorizac¢ao e aproveitamento do soro
de leite, que € gerado em altissimas quantidades na industria de laticinios. Desse modo, um
método eficiente de imobilizacdo com um suporte referéncia como € a silica, tende a agregar
valor na produg@o dos GOS e também na hidrodlise da lactose. Esse estudo, se satisfatorio, pode
ajudar a aumentar o impacto da utilizagao da B-galactosidase e também no avanco da sintese de

GOS.

1.1 OBJETIVOS

Com base na importancia do tema exposto anteriormente, o presente trabalho apresenta
como objetivo geral sintetizar galacto-oligossacarideos empregando [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus imobilizada em silica de porosidade

controlada.

1.1.1 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, t€ém-se:

v Estudar o processo de imobilizagdo da enzima comercial -galactosidase de
Kluyveromyces lactis em silica mesoporosa.

v" Estudar o processo de imobiliza¢do da enzima produzida de B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus em silica mesoporosa.

v Avaliar algumas estratégias de purificagdio da enzima produzida de -
galactosidase de Kluyveromyces marxianus.

v' Otimizar a sintese dos galacto-oligossacarideos com [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis, definindo as condi¢des de temperatura, agitacao,
concentracao de lactose e for¢a idnica do tampao.

v' Sintese de galacto-oligossacarideos com f-galactosidase de Kluyveromyces
lactis, utilizando agitacdo magnética e mecanica.

v Sintese de galacto-oligossacarideos com [-galactosidase de Kluyveromyces
lactis, utilizando leito fixo.

v' Sintese de galacto-oligossacarideos com a [-galactosidase produzida por

Kluyveromyces marxianus.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LACTOSE

A lactose € um dissacarideo formado por um residuo de glicose e um de galactose
através de uma ligagdo glicosidica p-1,4. E um acticar redutor, tendo o carbono anomérico livre
para reagdes com agentes oxidantes. Apresenta-se em forma de um pd branco, cristalino,
soltivel em 4gua e insoldvel em 4lcool e éter, tem baixa solubilidade (21,6 g.100 mL™! de 4gua)
e baixo poder adogante, quando comparada a sacarose. E bastante aplicada nos processos
industriais, principalmente farmacéutica e de alimentos (PORTNOY; BARBANO, 2021).

A lactose possui dois andomeros, a-lactose e P-lactose, que sdo diferenciados pela
orientagdo do grupo hidroxila (OH) que € ligado ao carbono anomérico da molécula. Os
anOmeros se diferenciam quando a luz que passa pela solucao de lactose, altera a rotacao Optica
da luz polarizada. O andémero o apresenta maior rotacao na direcao dextro. A polarimetria da
a medida das rotacdes, para lactose a rotagao especifica de a-lactose pura é 89,4 ° e para -
lactose € 35,0 °. Em solu¢@o as moléculas de lactose podem passar por mutarrotacdo que
depende da temperatura, ocorrendo a troca entre os dois andmeros o e f-lactose (PORTNOY;
BARBANO, 2021).

Na industria de alimentos hd um grande foco na lactose, pois a tinica fonte natural desse
carboidrato € o leite dos mamiferos que possuem placenta, sendo conhecida como agucar do
leite, ela € o principal carboidrato desse alimento. A lactose estd disponivel em diferentes
concentracdes em cada tipo de leite: leite materno humano (7,0 mg/100mL), leite de vaca (4,7-
5,0 mg/100mL), leite de cabra (4,2-4,8 mg/100mL), leite de bufala (4,8-5,0 mg/100mL), leite
de ovelha (4,4-4,8mg/100mL) e ausente para leites vegetais (CATANZARO; SCIUTO;
MAROTTA, 2021).

Constitui uma fonte de carbono para os microrganismos, principalmente leveduras que
crescem no leite, com o objetivo de produzir lacteos fermentados, biomassa, etanol, enzimas e
acidos organicos. Nos sistemas l4cteos a lactose pode existir em varias formas, cristalinas e ndo
cristalinas. A qualidade de certos alimentos e a estabilidade de armazenamento € afetada pelo
estado fisico da lactose (CHANDRAPALA; WIJAYASINGHE; VASILJEVIC, 2016).

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas a aplicacao da lactose é bastante ampla,

podendo ser usada em produtos de confeitarias e padarias, como xarope e preparacdo de
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condimentos, na indudstria farmacéutica, sendo em pd e concentrada, produtos assados,
promovendo a reacdo de Maillard, dando coloraciao desejada. Sendo assim, nos tltimos anos
diversos estudos foram realizados mostrando, o grande potencial da lactose e suas aplicagcdes

nos processos (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Diferentes aplicacdes para lactose

Produto Atuacao da lactose Processo Referéncia
Acido Lactobiénico  Acticar fermentescivel Oxidacdo da Giorgi et al., (2018),
lactose Oh et al., (2020),
Oh; Eom (2021)
Acido Litico Acucar fermentescivel ~ Acdo de bactérias  Turner et al., (2017),
laticas Liu et al., (2018)
[B-galactosidase Acucar fermentescivel Acdo de Kamran et al.,
microrganismos (2016), Sousa et al.,
(2021)
Lactulose Substrato Isomerizacao da Ramirez et al.,
Lactose (2021), Zhu et al.,
(2021)
Galacto- Substrato Transgalactosilagdo Yaiiez-Neco et al.,
oligossacarideos da B-galactosidase  (2021), Wang et al.,
(2021), Zerva et al.,
(2021)
Lactosacarose Substrato Bioconversao da Lietal., (2015)
lactose
Etanol Actcar fermentescivel  Acdo de leveduras You et al. (2017),

Sousa; Gongalves;
Falleiros, (2018)

E nitida a importancia da lactose, porém existem problemas nutricionais associados ao
seu consumo. A intolerancia a lactose acontece quando o corpo humano ndo € capaz de realizar
a digestao da mesma, pois ndo produz ou produz de forma ineficiente a -galactosidase, enzima
responsavel por hidrolisar a lactose em glicose e galactose. A ndo digestdo da lactose gera
desconfortos no organismo, podendo causar dores abdominais, vomitos, flatuléncia, inchaco e
diarreia (MATTAR; MAZO, 2010).

Uma alternativa para intolerantes a lactose € o desenvolvimento de produtos restritos
em lactose, que sdo produzidos por meio da realizagdo prévia de sua hidrélise. A hidrélise
normalmente € realizada utilizando a -galactosidase. A hidrélise da lactose na inddstria além
da elaboracao dos produtos para intolerantes, diminui a cristalizagdo da lactose em produtos
lacteos prevenindo o desenvolvimento de textura arenosa, além de diminuir o custo com

sacarose (PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010).
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Todas essas possibilidades de utilizacdo da lactose nos processos t€m despertado o
interesse na busca por fontes alternativas de lactose. Alcancando reducdo de custos e também

o reaproveitamento de residuos industriais como o soro de leite e o permeado de soro.

2.1.1 Soro de leite

O soro de leite € um desses produtos é um subproduto da industria de laticinios.
Representa a parte liquida remanescente apds a coagulacdo da caseina do leite. Apresenta de 50
a 60% do valor nutricional do leite e € gerado em alta quantidade, em média a cada 10 litros de
leite sdo produzidos cerca de 1 quilograma de queijo e 9 litros de soro. A lactose e as proteinas
soliveis do soro sdo os componentes mais importantes do soro de leite (MOLLEA; MARMO;
BOSCO, 2013; GANJU; GOGATE, 2017; TSERMOULA et al., 2021).

A aplicagdo do soro de leite como fonte de lactose reduz custos e contribui também para
agregar um destino para esse soro que € bem problemaético na indtstria, devido ao seu alto poder
poluente, considerando a sua rica composicdo. Pesquisas recentes demonstram o grande
potencial do soro de leite como fonte de lactose, em processos fermentativos, obtencdo de
enzimas e oligossacarideos. You et al., (2017) aplicaram soro de leite em p6 para produgdo de
B-galactosidase e etanol. Albuquerque et al., (2018) utilizaram [-galactosidase de
Kluyveromyces lactis imobilizada para obtencao de lactulose aplicando como substrato soro de
queijo.  Fischer e Kleinschmidt, (2021) produziram galacto-oligossacarideos com f-
galactosidase de Cryptococcus laurentii e Aspergillus oryzae aplicando diferentes tipos de soro
acido como substrato. Zerva et al., (2021) avaliaram a produgdo de galacto-oligossacarideos
com Thermothielavioides terrestres, usando como substrato soro de leite acido, residuo de uma

industria de iogurte grego.

2.1.2 Permeado de soro de leite

Outro subproduto que pode ser utilizado como fonte de lactose é o permeado de soro. E
obtido pela ultrafiltracdo do soro de leite, nesse processo as proteinas do soro ndo permeiam a
membrana de ultrafiltracdo e constituem o concentrado ou isolado proteico de soro. A parte que
permeia a membrana € denominado de permeado, uma solucdo diluida de lactose, minerais e
nitrogénio ndo proteico (GOLOWCZYC et al., 2013; PRAZERES; CARVALHO; RIVAS,
2012; TSERMOULA et al., 2021).
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O permeado de soro tem boa solubilidade e sabor licteo agraddvel, podendo ser
utilizado como ingrediente em formulagdes. Possui 6tima relacdo de custo beneficio em
funcionalidade e sabor aos alimentos. Pela alta presenca de lactose, que € de 76 a 85%
aproximadamente, em base seca, e por possuir minerais essenciais, podem contribuir para as
caracteristicas do alimento que serd aplicado. Pode ser aplicado em diversos produtos, tanto na
alimentacdo humana como animal. De forma geral € utilizado em produtos cédrneos, lacteos,
panificacdo, confeitaria, snacks, salgadinhos, sorvetes, suplementos alimentares, racdo animal,
farmacos e outros (DAIRY EXPORT COUNCIL, 2016; HU; DICKSON, 2015).

A lactose € o principal componente do permeado de soro, ela participa do escurecimento
dos produtos (Reacdo de Maillard), possui sabor menos doce que a sacarose, absorve compostos
aromaéticos voléteis, possui baixa afinidade com a umidade, € um agucar cristalizdvel e atrai e
absorve pigmentos sintéticos e naturais. Devido as suas caracteristicas desejaveis, como o alto
teor de lactose, o permeado de soro tem sido utilizado como substrato para o crescimento de
microrganismos e também para producdo dos galacto-oligossacarideos (DAIRY EXPORT
COUNCIL, 2016; GOLOWCZYC et al., 2013).

Da mesma forma que o soro de leite, o permeado de soro também apresenta potencial
na degradacdo do meio ambiente, considerando a sua composi¢do bioquimica que requer
transformacoes bioldgicas elaboradas para o seu tratamento. Nesse sentido, encontrar possiveis
utilizagcOes foi necessario para agregar valor ao produto e amenizar problemas ambientais, além
de custos com tratamento de dguas residuais. O permeado de soro passou de um de efluente a
uma fonte rentdvel de nutrientes.

Assim, muitos estudos vém sendo desenvolvidos utilizando o permeado de soro de leite.
Jayamuthunagai et al. (2017) produziram permeado de soro de leite e o utilizaram para obtencao
de D-tagarose pela hidrélise da lactose. Mano; Paulino; Pastore, (2019) avaliaram a produgdo
de galacto-oligossacarideos utilizando permeado de soro de leite como substrato. Suwal et al.
(2019) utilizaram a microalga Tetradesmus obliquus para a producdo de galacto-
oligossacarideos, tendo como substrato permeado de soro de leite. Passos et al. (2021)
produziram um simbidtico com permeado de soro de queijo. O produto era composto por

galacto-oligossacarideo e por Saccharomyces boulardii, uma levedura prebidtica.
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2.2 B-GALACTOSIDASE

A PB-galactosidase, ou lactase, ¢ uma enzima, classificada como uma hidrolase. Ela
catalisa o residuo terminal (-galactopiranosil da lactose, formando galactose e glicose em
quantidades equimolares. Também € responsavel por realizar a transgalactosilacdo, reacdo
concorrente com a hidrdlise, que produzird os GOS. Entre as glicosidases as -Galactosidases
sd0 as mais promissoras com atividades hidroliticas e de transglicosilacio (GEKAS; LOPEZ-
LEIVA, 1985; ANSARI; SATAR, 2012; VERA et al., 2020; LU et al., 2020).

A estrutura da [-galactosidase é formada por um tetrAmero de quatro cadeias
polipeptidicas idénticas, cada uma possui 1023 aminodcidos que se interligam formando os
cinco dominios estruturais bem definidos. Entretanto, somente um dominio exibe func¢do
catalitica e seu sitio ativo € composto principalmente por residuos do terceiro dominio
(ALBUQUERQUE et a., 2021).

Essa enzima foi descoberta a muito tempo, sendo mencionada pela primeira vez em
1889. Todavia, sua relevancia tecnologia foi impulsionada pela intolerancia a lactose de mais
de 60% da populacdo. Pessoas intolerantes a lactose, ndo conseguem digerir esse dissacarideo
tendo uma série de efeitos no organismo, como: diarreia, célicas, inchaco e nduseas. Desse
modo, a industria teve que se adequar com intuito de oferecer produtos que pudessem ser
consumidos por essa parte da populagdo. Desde entdo sua principal aplicacio € no
desenvolvimento de produtos restritos em lactose (VERA et al., 2020).

No entanto, sua aplica¢do nao se resume a hidrélise. A B-galactosidase tem se destacado
na producdo dos galacto-oligossacarideos (GOS) por meio da transgalactosilacdo. Essa
transgalactosilacdo pode também gerar outros produtos como a lactulose, frutosil-galacto-
oligossacarideos e alquil-galactosideos. Esta enzima ainda pode ser utilizada na pesquisa como
um gene reporter devido a liberacdo de grupos cromogénicos ou fluorogénicos detectdveis por
hidrélise de substratos de galactésideos artificiais. E também aplicada como biossensor (LU et
al., 2020; VERA et al., 2020; HOSSEINI; MAS, 2021). Como exposto, a B-galactosidase tem
uma extensa aplicagdo biotecnologia. Logo, é importante conhecer os mecanismos de cada

reacdo, producdo e fatores que possam influenciar a atividade da mesma.
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2.2.1 Mecanismos das reacoes da f-galactosidase

A P-galactosidase realiza um processo catalitico com mecanismo de duplo
deslocamento. A reagdo de hidrélise da lactose forma inicialmente glicose e galactose. Contudo,
a depender das condi¢des, a mistura isomolecular pode ndo ser alcancada, pois existe uma
competi¢io entre a reagdo de hidrélise ¢ a de transgalactosilagio (GEKAS; LOPEZ-LEIVA,
1985; MAHONEY, 1998; LU et al., 2020).

A Figura 2.1 apresenta o mecanismo das reacdes da [-galactosidase. Inicialmente a
enzima age sobre a lactose, formando o complexo enzima-galactosil e liberando
simultineamente a glicose. Em sequéncia, o complexo enzima-galactosil € transferido para um
aceptor com grupo hidroxil. Em um meio com baixa concentracio de lactose, a 4gua ¢ mais
competitiva que outros agticares para ser o aceptor desse complexo, assim a galactose € liberada.
Em situacdes de altas concentragdes de lactose, as moléculas de lactose, mono, di e
oligossacarideos sdo mais provdveis para serem aceptoras do complexo enzima-galactosil,
produzindo os galacto-oligossacarideos (GOS) (MAHONEY, 1998; TORRES et al., 2010; LU
et al., 2020).

Figura 2.1 - Mecanismos de a¢do da B-galactosidase
(ROH: Radical hidroxila; GAL-OR: GOS)

Enzima- Galactose-OR

= X

En2|ma
Lactose Enzima

Enzima
YO =$ m<>

Galactosil
Glicose Galactose

Galactose

Agua

Fonte: Adaptada de MAHONEY, 1998.

Como as reagdes de hidrolise da lactose e a transgalactosilagdo sdo reagdes
competitivas, a depender do produto de interesse, utilizam-se estratégias para induzir uma

reacdo ou outra. As B-galactosidases exibem diferentes seletividades para dgua e sacarideos,
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pois enzimas oriundas de diferentes fontes produzem quantidades variadas de GOS na mesma
concentracao de lactose. Os diferentes rendimentos de GOS sdo explicados devido as diferencas
estruturais e/ou mecanisticas entre B-galactosidases de diferentes fontes. Por isso se faz

necessdrio conhecer as diferentes origens dessa enzima.

2.2.2 Fontes de obtencao da p-galactosidase

Amplamente distribuida na natureza, a J-galactosidase pode ser encontrada em plantas,
animais e microrganismos, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. A obtencdo por
via microbiana é a mais difundida. Leveduras e fungos merecem destaque na producdo dessa
enzima, sendo bastante utilizados (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985; HUSAIN, 2010). Para
aplicacdo na industria de alimentos a [-galactosidase ndo pode oferecer riscos a saide do
consumidor, assim, a fonte de obten¢do ndo deve apresentar riscos de toxicidade. No Brasil,
existe uma legislacdo, que esclarece quais sao os microrganismos que podem ser utilizados na
obtencdo dessa enzima. De acordo com a Resolucao RDC n° 53 de 07 de Outubro de 2014 os
microrganismos A. niger, A. oryzae, C. pseudotropicalis, K. lactis, K. fragilis, K. marxianus e
Saccharomyces sp. podem ser aplicados. Garantindo seguranca alimentar (BRASIL, 2014),
sendo eles classificados como Generally Recognized As Safe (GRAS) pela Food and Drug
Administration (FDA).

A fonte de obtencdo da B-galactosidase, afeta diretamente as suas propriedades, levando
a diferencas nas caracteristicas quimicas e cinéticas. Em um processo industrial, €&
imprescindivel o conhecimento dessas propriedades para que a enzima possa atender
adequadamente as necessidades. Logo, a B-galactosidase tem sido explorada em diferentes
fontes de obtenc@o em processos distintos, como pode ser observado pelo Quadro 2.1.

De um modo geral, as B-galactosidases de cada grupo de microrganismos apresentam
caracteristicas similares. As B-galactosidases de leveduras apresentam temperatura 6tima na
faixa de 30 a 40 °C e o pH 6timo de 6,0 a 7,0. As B-galactosidases de fungos filamentosos
possuem pH 6timo na faixa de 2,5 a 4,5 e temperatura de atuacdo alta. Sendo esta superior a 50
°C e na maioria dos casos produzem a enzima de forma extracelular, facilitando a recuperagao.
As [B-galactosidases de bactérias possuem aplicacdo limitada, considerando o risco de
toxicidade na utilizacdo em alimentos. Assim, é necessario observar o cardter de seguranca de

cada microrganismo. Em geral, apresentam pH 6timo na regido neutra 6,5 a 7,5, quanto a
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temperatura, algumas cepas possuem alta estabilidade e atividade em altas temperaturas (>50

°C) (SHUKLA; WIERZBICKI, 1975; SAQIB et al., 2017).

Quadro 2.1 - Diferentes fontes de obtengdo da [-galactosidase em aplicagdes variadas

Tipo Fonte de L A
Microrganismo obtencao Aplicacdo Referéncia
Campello et al. (2012); Ricardi
Kl Hidrdlise da lactose | et al. (2018); Cargnin; Gaspar;
"y ZZ‘;’;’W ces Paulino (2020);
~ Lisboa et al. (2012); Rico-
Produgao de GOS Rodriguez et al. (2020)
Santiago et al. (2004); Sousa;
Leveduras Kluyveromyces Hidrélise da lactose Gongalves; Falleiros, 2018;
marcianus Sousa et al. (2021)
Producdo de GOS Manera et al. (2010)
Kluyveromyces .. )
(Saccharomyces) | Hidr6lise da lactose Vieira et al. (2013); Bosso et
o al. (2019)
fragilis
Fischer et al. (2013); Falleiros
A m Hidrélise da lactose et al. (2017);
Fungos ngy’f;e’“ Shafi; Ahmed; Husain, (2021)
) - Eskandarloo; Abbaspourrad,
Filamentosos Producao de GOS (2018): Guerrero et al. (2019):
Aspergillus ~
aculeatus Producdo de GOS Nguyen et al. (2018)
Lactobacillus | p 4,56 de GOS Carevic et al. (2018)
acidophilus
~ Urrutia et al. (2013);
Bacillus Produgao de GOS Hackenhaar et al. (2021);
.. circulans , Yin; Dijkhuizen; Leeuwen
Bactérias Sintese de lactulose (2018): Aburto et al. (2020)
Bacillus | i e lise da lactose | Kuribayashi et al. (2021)
licheniformis
Paracocc.%ts Sintese de lactulose Kalathinathan et al. (2021)
marcusii

Dentre tantas fontes de obtencao da B-galactosidase, as leveduras merecem um destaque,
considerando sua ampla aplicac@o. As suas caracteristicas como o pH de atua¢do na faixa entre
6,0-7,0, facilita a utilizacdo na industria de laticinios, visto que a faixa de pH 6timo € bem
proxima a do leite que € de 6,4 a 6,9. As leveduras K. marxianus e K. lactis sdo grandes
representantes desse grupo e sao imensamente avaliadas em diferentes processos (RICARDI et
al., 2018; ALBUUERQUE et al., 2021; SOUSA et al., 2021). Ambas possuem status GRAS e

ndo oferecem risco de toxicidade ao ser humano. Sao regulamentadas pela legislacdo brasileira
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podendo ser utilizadas sem nenhum problema. Sdo consideradas espécies irmas, de acordo com
Pereira-Rodriguez et al. (2012) a enzima [-galactosidase de K. lactis possui 99% de identidade
com a enzima [-galactosidase de K. marxianus, podendo entdo serem comparadas. O género
Kluyveromyces € capaz de assimilar lactose e inulina. Apresentam bom rendimento de
crescimento e ampla faixa de temperatura (LANE; MORRISEY, 2010; ZHOU et al., 2013;
KARIM; GERLANI; AIDER, 2020).

2.2.3 Fatores que influenciam a atividade da p-galactosidase

A composicao do meio reacional e a concentragdo dos substratos sao fatores importantes
que podem interferir na atividade da enzima. A hidrdlise da lactose por exemplo, pode ser
dificultada pela inibi¢do do produto, como a glicose e galactose, tal fato reduz a reagcdo de
hidrélise e também a transgalactosilacdo. Atualmente estratégias estdo sendo desenvolvidas,
como engenharia de proteinas, modificacdes genéticas, diferentes possibilidades de ligacdao
enzima-substrato, tudo com intuito de aumentar a atividade catalitica (ALBUQUERQUE et al.,
2021).

A temperatura e o pH sdo fatores que atuam diretamente na atividade enzimatica. Como
ja apresentado, a depender da fonte, cada enzima terd uma faixa 6tima de temperatura e pH. A
equacdo de Arrhenius € normalmente utilizada para avaliar os efeitos da temperatura nos
parametros cinéticos. Em rela¢do ao pH, € relevante mencionar que a principal aplicagdo da 3-
galactosidase € na industria de laticinios, o pH do leite é em torno de 7,0 entdo normalmente
utilizam enzimas que atuem nessa faixa como € o caso da B-galactosidase produzida por K.
lactis e K. marxianus (PEREIRA-RODRIGUES et al., 2012).

Outro fator que também interfere na atividade da -galactosidase € a presenca de fons.
A inativagdo dessa enzima estd associada a dissociacdo das subunidades e ligagdes iOnicas
presentes entre as subunidades, causada pela presenga de cdtions ou anions multivalentes.
Alguns estudos demonstraram que Mn?* e Mg?* foram eficientes para diminuir a desativacio
térmica, enquanto Zn* e Cu* inativaram completamente a enzima. Algumas B-galactosidases s6
sdo totalmente ativas na presenga de cations, como sédio (Na*), potassio (K*), e magnésio
(Mg"). A presenca desses cations afeta a estrutura da enzima e eles podem agir ainda como
cofatores interferindo na ligagdo do substrato (ALVANIJEH et al., 2020; ALBUQUERQUE et
al., 2021).
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2.3 ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO DE ENZIMAS

As enzimas, de forma geral, quando sdo produzidas necessitam de passar por etapas de
purifica¢do para remover os componentes do meio que podem afetar negativamente a atividade
da enzima em questdo. Com a -galactosidase ndo é diferente, ela apGs ser produzida e extraida
deve passar por etapas de purificacdo. Ao desenvolver uma estratégia de purificagdo
inicialmente se faz necessdrio saber o grau de pureza requerido. Uma enzima que serd aplicada
para fins terapéuticos com uso direto por humanos deve apresentar um alto grau de pureza, o
que ndo € tao critico para uma enzima aplicada em processos industriais, que pode ter um grau
de pureza menor (GUNERKEN et al., 2015).

A pureza serd um determinante na atividade, estabilidade, aplicacio e valor comercial
da enzima. Para uma purificacdo em larga escala sdo necessarias de 4 a 6 etapas, que podem ser
dividas em dois grupos. O primeiro é composto pelos processos de recuperacdo da enzima:
separacdo e ruptura de células, separacdo dos fragmentos e concentragdo da proteina. No
segundo grupo o objetivo € purificar a enzima, aplicando etapas de pré-tratamento ou
isolamento primadrio, purificacdo de alta resolucdo e refinamento final. As industrias seguem
realizando pesquisas que possam diminuir o nimero de etapas na purificacdo, para facilitar o
processo e tentar reduzir os custos (GUNERKEN et al., 2015).

A producdo da B-galactosidase pela levedura K. marxianus ocorre de forma intracelular,
sendo necessdria uma etapa de ruptura das células para sua liberacdo, etapa crucial nos
processos de downstream, uma vez que qualquer problema causado ao produto nesta fase
inicial, pode comprometer ou invalidar todos os processos subsequentes. A ruptura para
recuperagdo de proteinas intracelulares pode ser feita por diferentes métodos. Eles vao depender
da forga fisica da parede celular dos microrganismos, estabilidade, posi¢do dentro da célula e
do uso desejado para o composto de interesse. Dentre os métodos pode-se utilizar sonicagdo,
ultrassom, métodos quimicos ou enziméticos, seguidos de centrifugacdo, o sobrenadante é o
extrato bruto enzimatico (GUNERKEN et al., 2015; RIGO et al., 2021).

Para a escolha da técnica a ser aplicada na purificagcdo de enzimas deve-se considerar as
propriedades moleculares inerentes a cada proteina. E preciso selecionar uma combinagio
correta de etapas que explorem estas propriedades para que ocorra a purificacado de uma mistura.
Nas primeiras etapas € feita a redu¢do do volume, podendo ser feito por precipitacdo com sais
ou solventes organicos, ultrafiltracio e extragdo em sistema aquoso bifdsico. Em sequéncia sao

utilizadas técnicas para separacdo da molécula alvo, que podem explorar interacdes



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 22

eletrostdticas (resinas de troca idnica; cromatografia de troca idnica). Por fim, o objetivo é
aumentar a resolu¢cdo da molécula em questdo, utilizando técnicas como cromatografia em gel
e cromatografia de afinidade. N@o é recomendado uma estratégia geral que possa ser aplicada
em todos os processos, cada caso € diferente devendo considerar as propriedades das moléculas,
os materiais disponiveis e aplica¢do (RIGO et al., 2021).

Como ndo ha um método geral, normalmente vérios testes sdo realizados até encontrar
um método que seja realmente efetivo. A eletroforese gel (SDS-PAGE) € utilizada para indicar
a pureza e a quantidade de contaminantes. Também pode auxiliar na escolha da cromatogréfica
em gel para a separacdo dos contaminantes, pois identifica a massa molecular (HARRIS, 2001).

A alta complexidade das estratégias de purificacdo impulsionaram diversos estudos da
purificacdo da [B-galactosidase proveniente de diferentes fontes. Heidtmann et al. (2012)
avaliaram o fracionamento com sulfato de amonio de B-galactosidase de K. marxianus. ApGs a
precipitacdo foi realizada didlise. Com essa estratégia foi alcangcado uma recuperacdo de
83,20% da enzima. Lima et al. (2016) avaliaram a purifica¢do de [-galactosidase de K. lactis
em cromatografia de modo misto, utilizando resina Capto. Antes da elui¢cdo na coluna foi
realizada precipitacdo com sal e didlise. O fator de purificagdo obtido foi de 1,17. Ao final do
processo alcancaram recuperacdo de 41,0% da concentracdo total de proteina. Ji; Oey; Agyel,
2019 avaliaram a purificagdo de B-galactosidase de Lactobacillus leichmannii 313. A estratégia
de purificacao utilizou precipitacdo com sulfato amonio, ultrafiltracdo e cromatografia liquida
de proteina rapida. A atividade enzimdtica passou de 417 pmol.hmg™!' no extrato bruto para
1877 umol.hmg™! ao final da etapa da cromatografia. Vidya et al. (2020) purificaram [-
galactosidase de A. ferreus utilizando precipitacio com sulfato de amonio, didlise,
cromatografia de troca idnica e cromatografia de gel. A estratégia foi eficiente para uma
recuperagao de 10,78 vezes.

A imobilizacdo de enzimas pode ser uma alternativa para purificacio e separacdo de
proteinas, considerando os principios da afinidade da enzima e suporte. E necessario que isso
ocorra sem sacrificar as melhorias enzimaticas. O que seria vantajoso financeiramente e em

relacdo ao tempo de processo (GARCIA-GALAN et al., 2011; BARBOSA et al., 2015).

2.4 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A extensa aplicacdo das enzimas, devido as suas vantagens como biocatalisadores levou

z

ao estudo de enzimas imobilizadas, pois a utilizacdo de sua forma livre é muitas vezes
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dificultada nos processos, considerando a estabilidade, a dificuldade de recuperacdo ao fim dos
processos e os custos (SHELDON; VAN PELT, 2013). De acordo com Chibata (1978) uma
enzima imobilizada € aquela que estd fisicamente ou quimicamente ligada em suporte ou matriz
com retenc¢do da sua atividade catalitica, podendo ser reutilizada vérias vezes.

O processo de imobilizagdo possibilita a reutilizagdo das enzimas e sua aplicagdo em
processos continuos, além de contribuir na estabilidade operacional e no armazenamento, uma
vez que melhora a rigidez da estrutura enzimdtica. Outras vantagens a serem mencionadas € a
ndo contaminacdo da enzima ao produto, melhor controle operacional, possibilidade de
utilizagdo de maiores quantidades de substratos, uma vez que € possivel separar o produto,
possibilidade de utilizagdo de alta concentragdo de enzima em um volume menor de reator e
maior controle do processo catalitico (GROSOVA; ROSENBERG; REBROS, 2008;
SHELDON, VAN PELT, 2013).

A utilizacdo de técnicas de imobilizagcdo aumenta os custos dos processos, pois necessita
da aquisicdo de suportes e também pelo custo da enzima, entretanto, os valores podem ser
reparados com o processo de reutiliza¢do das enzimas (MATEOQO et al., 2007; SHELDON, VAN
PEL.T, 2013).

A imobiliza¢do de enzimas combina a seletividade, estabilidade e cinética da enzima
com as propriedades quimicas e aspecto fisico de um suporte em uma formulagédo especializada,

tendo a maximizag¢do da estabilidade fisica e enzimadtica do biocatalisador (Figura 2.2).

Figura 2.2 - Fatores que afetam a imobilizagdo
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M O Imobilizacao
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Propriedades
Quimicas, Fisicas e
Mecanicas

Estabilidade
Tipo de Processo
Cinética

Estabilidade
‘ Operacional
Efeitos de Ciclos
| transferéncia de
Métodos de niassa
imobilizagdo Eficiéncia

Rendimento
Atuacao
Fonte: Adaptada de BASSO; SERBAN, 2019
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Alteracdes podem ocorrer em enzimas imobilizadas devido a modificacdes em suas
propriedades quimicas e fisicas. As causas dessas modificagdes podem ser decorrentes de
diferentes efeitos, como (SHELDON, 2007):

v’ Efeitos conformacionais: alteram a conforma¢do da molécula pela modificacdo da
estrutura tercidria do sitio ativo.

v’ Efeitos de parti¢do: efeito da natureza quimica do material do suporte, com
possibilidade de interagdes eletrostaticas e hidrofébicas entre a matriz e moléculas de baixa
massa molecular existente na solucdo, podendo levar a alteracdes do microambiente.

v’ Efeitos esterioquimicos: o sitio ativo da enzima fica indisponivel devido a
imobilizacdo de parte da molécula.

v’ Efeitos difusionais ou transferéncia de massa: causados pela resisténcia de difusdo
de solugdo do substrato para os sitios cataliticos e difusao dos produtos.

A partir desses efeitos, a enzima imobilizada pode ter suas caracteristicas modificadas
(propriedades cinéticas, pH, temperatura e estabilidade).

A Tabela 2.2 apresenta um resumo das principais vantagens e desvantagens dos
processos de imobilizagdo.

A enzima [-galactosidase tem sido amplamente utilizada em processos de imobilizacao.
O seu potencial biotecnoldgico tem promovido diferentes técnicas de imobilizagdo e tipos de
suportes (FALLEIROS et al. 2017; BENIWAY et al., 2018; RICARDI et al., 2018; SOUZA et
al., 2019; TIZCHANG et al., 2020; SOUSA et al., 2021).

Tabela 2.2 - Principais vantagens e desvantagens dos processos de imobiliza¢do de enzimas

Vantagens Desvantagens
Reducdo na quantidade enzima Inativagdo de grupo funcional
Melhor controle das reacoes Mudangas negativas na cinética
Ampla faixa de pH e temperatura Custos de imobilizagdo (suportes)

Maior estabilidade por ligagao multipontual Contaminacao pelo suporte
Utilizacao de mdltiplas enzimas em reacao Sujidades do suporte

cascata

Reuso Limitagdes de transferéncia de massa

Melhores produtividades comparando com a )
) ) Maior demanda de espaco no reator
enzima livre
Reduciao de interferéncias por fatores
variados

Fonte: FOPASE et al., 2020
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Para aplicacdo dos processos de imobilizacdo € necessario considerar todos os pontos
mencionados. A fim de, que a enzima imobilizada seja eficiente e atenda a demanda do processo

em questdo, sendo importante a escolha do método de imobilizacao.

2.5 METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

H4 diversos métodos de imobiliza¢do de enzimas, porém nao € possivel definir um como
melhor. Nao ha um método universal, pois cada enzima apresenta suas caracteristicas proprias.
Todos os métodos apresentam vantagens e desvantagens, que devem ser analisadas para
aplicacdo. Sendo assim, torna-se necessario avaliar alguns pontos, como: simplicidade do
método, resisténcia mecanica da enzima, possibilidade de acoplar imobilizacdo e purificacdo,
efeito do método de imobilizacdo na atividade catalitica da enzima, seletividade e
especificidade da enzima, redu¢do de inibicdo (GARCIA-GALAN et al., 2011).

A imobilizac¢do de enzimas em suportes sélidos pode ser de diferentes formas, com base
em métodos quimicos e fisicos. Os métodos de imobiliza¢do podem ser por reten¢do fisica, no
qual a enzima € confinada em uma matriz polimérica, microcdpsula ou membrana, ligacao da
enzima a um material insoltvel ou por utiliza¢do de reagente multifuncional por meio de ligagcao
cruzadas (DALLA-VECCHIA et al., 2004). Na Figura 2.3 sdo apresentados os principais

métodos de imobilizacdo e a forma que ocorre a ligagdo da enzima.
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Figura 2.3 - Métodos de imobilizacdo de enzimas
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Fonte: Adaptada de DALLA-VECCHIA et al., 2004

2.5.1 Imobilizacao por ligacdo a suportes

2.5.1.1 Imobiliza¢ao por adsorc¢io fisica

A adsor¢do fisica ¢ um método simples, que consiste na ligacdo da enzima a um suporte
por meio de ligacdes de hidrogénio, forcas de Van Der Walls, interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas. Promove pouca perturbagdo na estrutura nativa da enzima. Dentre os suportes

que podem ser utilizados t€ém-se resinas, carvao ativado, silica gel, alumina e cerdmica (LIU;

CHEN; SHI, 2018).

O processo de adsor¢do € bem simples, sendo necessdrio colocar a enzima em contato
com o suporte em condi¢des controladas de pH, temperatura, forca i6nica da solugdo, tempo de
contato, natureza do solvente e quantidade de enzima. Apds o tempo de contato determinado €

feita a separagdo por filtracdo ou centrifugacdo. O método ndo necessita de agentes adicionais,

nem etapas de modificacdo (NISHA; ARUM; GOBI, 2012).
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A adsor¢do pode ser reversivel, por ter interagdes fracas entre enzima e suporte. Mas
por essas interagdes serem fracas pode ocorrer a dessor¢do da enzima e baixa estabilidade,
sendo susceptiveis 2 alteracdes no pH, temperatura e forca iénica. E necessdrio controlar de
forma cuidadosa todos os fatores para que ndo tenha dessor¢io (GROSOVA; ROSENBERG:
REBROS, 2008; LIU; CHEN; SHI, 2018).

Muitos estudos foram realizados utilizando a imobiliza¢do por adsor¢do fisica com a
enzima [3-galactosidase. Campello et al. (2012) imobilizaram [3-galactosidase de K. lactis em
Eupergit® C e constatou que a forca idnica afetou diretamente o processo de adsorcio,
considerando o aumento de interacdes hidrofébicas. Gurdaz et al. (2012) realizaram a adsor¢do
de B-galactosidase de A. oryzae em resina Duolite-A568. Sousa et al. (2021) avaliaram a
adsor¢do de B-galactosidase de K. marxianus usando resina Duolite-A568 como suporte, para

aplicacdo na hidrolise da lactose.

2.5.1.2 Imobilizacao por ligacoes covalentes

A ligacdo covalente ¢ um método bem convencional para imobilizagdo de enzimas.
Ocorre por reacdo quimica entre um grupo nucleofilico da enzima, representado por
aminodcidos, podendo ser lisina, cisteina ou residuos de acido aspartico e glutamico, com grupo
eletrofilico do suporte previamente ativado (PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010).

A ativacdo dos grupos funcionais do suporte é feita com reagentes quimicos, como
glutaraldeido, brometo cianogénio e carbodiimida. O suporte deve ter grupos livres como
hidroxila, amida, carboxila ou amina, ou deve ser alterado para ativar os grupos, para que assim
ocorra a imobiliza¢do. O reagente mais utilizado nos processos € o glutaraldeido. Um grupo
aldeido de sua molécula reage com o grupo amino da molécula da enzima e o outro grupo
aldeido reage com o grupo amino da matriz do suporte (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016; LIU;
CHEN; SHI, 2018).

A ligacdo enzima e suporte € forte e estdvel, ndo tem perda da enzima para a solugdo,
mesmo com substratos ou solugdes de forga idnica alta, assim o biocatalisador imobilizado ira
apresentar alta estabilidade a temperaturas, solventes organicos e agentes desnaturantes. Porém,
os sitios ativos da enzima podem ser inativados, decorrente das reacdes quimicas entre enzima
e suporte, o que acarretard em reducdo de atividade e especificidade (LIU; CHEN; SHI, 2018).

Esse método de imobilizagdo é bastante difundido e tem como vantagens a facil

interacdo da enzima com o suporte, desde que ela esteja em sua superficie, e forte resisténcia
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da ligacdo enzima-suporte, sendo dificil de ser rompida. Contudo, € um processo que demanda
altos custos, em certas situagdes tem baixo rendimento de imobilizacdo, devido a condi¢des de
reagcOes extremas, além de ndo ser possivel recuperar o suporte apds o processo (SHELDON;
VAN PELT, 2013).

Com base nesse método de imobilizacdo, Lima et al. (2013) imobilizaram por ligacao
covalente (-galactosidase de K. lactis em quitosana previamente ativada com glutaraldeido, o
processo de imobilizac¢do foi responsdvel por ampliar a faixa de pH e aumentar a estabilidade
térmica, operacional e de armazenamento, quando comparado a enzima livre. Nguyen et al.
(2019) também ligaram covalentemente a [-galactosidase, s6 que de Aspergillus aculeatus.
Utilizaram nanoparticulas de quitosana ativadas com glutaraldeido, conseguiram melhor
estabilidade térmica da enzima e faixa mais ampla de pH e avaliaram o potencial da enzima
imobilizada na producdo de GOS.

Para aumentar a estabilidade da enzima imobilizada por ligacdo covalente, pode-se
realizar a ligacdo covalente multipontual, na qual acontece uma rigidificagdo da estrutura da
enzima e as mudancas conformacionais que geram inativacdo sdo reduzidas. Na ligagcdo
multipontual tem-se a imobilizacdo e a estabilizacdo da enzima por meio da ligacdo covalente,
formada entre grupo amino da enzima e grupos aldeidos do suporte. Os grupos aldeidos que
estdo afastados do suporte sdo ativados previamente, tornando o suporte altamente eletrofilico
para ligar aos grupos de aminodcidos da enzima. A ativagdo provoca ligeiro distanciamento dos
grupos aldeidos que permitem a formacdo das ligacdes multipontuais, tendo bases de Schiff
entre enzima e suporte, ligacdes adicionais menos estaveis, mas que aumentam a estabilidade
do derivado obtido (MATEO et al., 2007).

De acordo com Mateo et al. (2007), a ligagdo covalente multipontual aumenta a rigidez
da estrutura tridimensional da molécula da enzima, promovendo maior estabilidade na presenca
de agentes inativantes como temperatura, pH, solventes organicos dentre outros. Para que
ocorra a ligagdo multipontual algumas caracteristicas sdo requeridas pelo suporte, como: grupos
reativos estdveis o bastante para que ocorra ligacao enzima-suporte por periodos longos, grande
area superficial interna, alta densidade superficial de grupos reativos e minimo impedimento

estérico dos grupos reativos.
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2.5.1.3 Imobilizacao por ligacoes ionicas

A ligacdo idnica acontece quando um suporte sélido contém trocadores de fons que
promovem a ligagc@o idnica com a enzima. Esse tipo de ligacdo € mais forte que as ligacdes por
adsorc¢do fisica, porém é uma ligacao mais fraca quando comparada com a ligacio covalente.
O método tem baixo custo, € simples, possibilita a reutilizacdo do suporte, além de obter
enzimas imobilizadas com alta atividade, porém a ligacdo ibnica pode ser rompida
desprendendo a enzima do suporte, em decorréncia de variacdes de pH e for¢a idnica do meio
(MOHAMAD et al., 2015).

Com base nessa ligacdo, Guidini et al., 2011 avaliaram a cinética da reacdo de hidrélise
da lactose. Foi utilizado B-galactosidase de A. oryzae imobilizada em resina de troca idnica
Duolite A-568 por combinacio de ligacdo idnica e reticulagdo com glutaraldeido. O melhor

ajuste foi obtido com o método de Michales-Menten com inibi¢do competitiva pela galactose.

2.5.2 Imobilizacio por retencao fisica

A retencdo fisica, ou aprisionamento, é o método de imobiliza¢do no qual as enzimas
sdo0 ocluidas em redes poliméricas. O processo € simples e ndo altera quimicamente as enzimas.
A reten¢do pode ser feita em matriz, na qual as enzimas sdo confinadas em lacunas da matriz
polimérica, formadas ao redor do biocatalisador. Em membranas as enzimas siao envolvidas em
membranas semipermedveis ou em micelas reversas e em microcdpsulas, que utiliza
membranas pré-formadas (SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).

Sao utilizadas matrizes constituidas de materiais poliméricos, como alginato de célcio,
agar, poliacrilamida e coldgeno. Também € possivel utilizar algumas matrizes sélidas como
carvao ativado, ceramica porosa e terra diatomdcea. E as membranas que sdo utilizadas sdo de
ndilon, celulose, polissulfona e poliacrilamida (PANESAR; KUMARI; PANESAR, 2010).

Por meio de retencdo fisica, Argenta; Nogueira; Scheer (2021) imobilizaram [3-
galactosidase de K. lactis em esferas de alginato de cdlcio e avaliaram a hidrodlise da lactose do
soro de leite. O aprisionamento em alginato levou a uma eficiéncia de 79,8% e um rendimento
de 85,2% da imobilizacdo, além de aumentar a estabilidade térmica e ao armazenamento. Wolf;
Tambourgi; Paulino (2021) avaliaram a hidrélise da lactose com [-galactosidase de K. lactis
imobilizada em hidrogéis a base de goma ardbica e quitosana, a imobilizagdo aumentou a

estabilidade em pHs mais dcidos.
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2.5.3 Imobilizacio por ligacdo cruzada

A ligacdo cruzada € um método de imobilizagdo reversivel que ndo utiliza suporte para
ligacdo da enzima. As moléculas da enzima sdo ligadas umas as outras por reagentes
reticulantes tais como glutaraldeido e proteinas inativas, como gelatina e albumina, formando
uma estrutura tridimensional complexa. O que ocorre € a reticulagio realizada por formagdo de
ligacdes cruzadas intermoleculares da enzima por acdo de reagentes bi ou multifuncionais
(SHELDON, 2007; MOHAMAD et al., 2015).

O reticulante mais utilizado € o glutaraldeido, que € econdmico e facilmente obtido em
grandes quantidades. A reticulacdo acontece por meio da reagdo do grupo amino livre de
residuos de lisina da superficie da enzima, com oligdmeros ou polimeros do glutaraldeido, que
sdo produtos de aldol intermolecular e intramolecular de rea¢des de condensacdes, como
ilustrado na Figura 2.4 (MOHAMAD et al., 2015).

A ligacdo cruzada pode ser obtida utilizando cristais de enzimas (CLEC-crosslinked
enzymes crystals), formando agregados fisicos por precipitagdo, seguido de entrecruzamento
(CLEASs — crosslinked enzymes aggregates) das enzimas do agregado. A precipitacdo pode ser
feita com acetona, sulfato de amonio e etanol. A aplicagdo dos CLEAs € simples e ajuda a
conservar a atividade, contribuindo para sanar o problema de alta demanda da enzima, que
acarreta em baixas retengdes de atividade, estabilidade e baixa reprodutibilidade, o que dificulta

a aplica¢do industrial (SHELDON, 2007; MOHAMAD et al., 2015).

Figura 2.4 - Mecanismo de reacio cross-linking com glutaraldeido

|~ NH, +/HCO ~(CH,);-HCO "
l Glutaraldeido

- N=CH—(CH,),-HCO

l Proteina
NH,

[~ N=CH~(CH,),~CH —N —Proteina

Fonte: Adaptada de WANG, 1976

Esse tipo de imobilizagdo ¢ dependente de quantidade de agente ligante, meio de

imobilizacdo, pH, temperatura, forca idnica e precipitantes, que podem afetar a atividade e
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estabilidade das enzimas. A técnica € melhor executada quando realizada em unido com outros
métodos de imobilizacdo. Apesar das vantagens, a reticulacdo pode acarretar em mudancas no
sitio ativo das enzimas levando a perda de atividade (MATEO et al., 2007; HUSAIN et al.,
2011).

O cross-linking tem sido utilizado também para a imobilizacdo da -galactosidase. Klein
et al. (2016) alcancaram maior estabilidade e estrutura rigida de -galactosidase de A. oryzae,
apds imobilizagdo por cross-linking em quitosana, utilizando genipina como reticulante. Lima
et al. (2021) também realizaram cross-linking da enzima p-galactosidase de K. lactis em
quitosana ativada com genipina, como resultados alcancaram melhor estabilidade térmica e

melhor resisténcia mecanica.

2.5.4 Suportes para imobilizacao

Virios materiais podem ser utilizados como suportes nos processos de imobilizacdo de
enzimas. E necessdrio compreender os diferentes grupos de materiais nos quais as enzimas
possam se ligar, uma vez que eles podem afetar toda a aplicabilidade da enzima no processo.
Fatores como pH, morfologia, composicao, resisténcia mecanica, carga, presenca de ions,
possibilidade de modificagdes fisicas e quimicas, natureza hidrofébica ou hidrofilica, devem
ser verificados. O suporte deve ser eficaz no processo de imobilizagdo, cumprindo o que €
desejavel na sua aplicacdo, as caracteristicas da enzima também devem ser consideradas
(FOPASE et al., 2020; WAHAB et al., 2020).

De forma geral, os suportes devem apresentar boa estabilidade, serem facilmente
disponiveis, apresentarem baixo custo, terem alta afinidade com a enzima, ter resisténcia a
solventes organicos, estabilidade a variagdes de pressdo, pH, temperatura e ataques
microbiolégicos, alta forca mecanica, durabilidade e possibilidade de reutilizacdo, grande area
superficial, boa porosidade, tamanho e forma apropriada. Os suportes podem ser organicos
(agar, celulose, quitosana, nylon, poliacrilatos, outros) ou inorganicos (areia, argila, vidro,
silica, ceramica, outros) de acordo com sua composi¢do. (MILETIC; NASTASOVIC; LOOS,
2012; WAHARB et al., 2020).

Diversos estudos avaliaram os diferentes suportes para imobiliza¢do da -galactosidase
como alginato (ARGENTA; NOGUEIRA; SCHEER, 2021), quitosana (KLEIN et al., 2016;
URRUTIA et al.,, 2018; HACKENHAAR et al.,, 2021; LIMA et al., 2021; WOLF;
TAMBOURGI; PAULINO, 2021), resina Duolite A-568 (GUARDEZ et al., 2012; FISCHER
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et al., 2013; FALLEIROS et al., 2017; SOUSA et al., 2021), esferas de vidro
(ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018), Eupergit® C (CAMPELLO et al., 2012;
BRAGA et al., 2014), silica (GONZALEZ-DELGADO et al., 2018; MUKUNDAN et al., 2020;
TIZCHANG et al., 2020), hidrogéis de pectina (CARGNIN; GASPAR; PAULINO, 2020),
nanoparticulas de prata (ANSARI et al., 2012; ARSALAN et al., 2020).

Os suportes inorganicos estdo sendo bastante aplicados aos processos de imobilizacio,

por apresentarem boa porosidade, boa resisténcia térmica, mecanica e microbiana.

2.5.4.1 Silica

A silica (Si02) é um dos suportes com destaque nos processos de imobilizagdo de
enzimas. Apresenta grande area superficial e pode ser facilmente modificada em grupos
funcionais distintos para imobilizacdo da enzima, além disso fornece alta resisténcia fisica,
quimica e bioldgica, tem boa resisténcia térmica e mecanica. Possuem uma natureza
mesoporosa, contendo poros pequenos e uniformes que podem variar de 2 a 50 nm, possuem
também uma grande 4rea superficial que podem chegar a 1500 m2.g!. A silica pode encapsular
as enzimas em seus poros, proporcionando um ambiente mais estdvel, comparando com uma
superficie plana (FOPASE et al., 2018). Em muitos estudos foram relatados o aumento da
estabilidade e a atividade catalitica das enzimas imobilizadas em silica (RICARDI et al., 2018;
TIZCHANG et al., 2020).

Os suportes a base de silica que sdo utilizados nas metodologias de imobiliza¢ao
incluem silica mesoporosa, silica gel, SBA-15, nanocompésito de silica, nanotubos de silica e
aerogel (FOPASE et al., 2018).

A silica permite modifica¢do quimica da sua superficie levando a diferentes abordagens
para ligacdo covalente de uma enzima (SNOCH et al., 2019). Essa grande modificacdo das
silicas se deve a presenca de grupos silandis em sua superficie, que podem ser funcionalizados
com agentes silanizadores, que promovem a silanizagao com organosilanos, que € a reagcao entre
os grupos reativos do tipo alcoxi presentes em alcoxissilanos e os silandis superficiais da silica
(CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).

A funcionalizag@o acontece nas extremidades NH> na superficie da silica. Os grupos Si-
OH e silanol (Si-O-Si) na silica oxidada reagem com os grupos funcionais (ep6xi ou metoxi)
dos silanos, assim ocorre a hidrélise dos grupos hidroxilas e ha formacao de ligacdes de

hidrogénio, essas ligacdes fortalecem as forcas de Van Der Waals e serve como ancora na
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formagdo das ligacOes covalentes na superficie da silica. Dentre os silanos estdo 3-
aminopropiltrimetoxissilano, 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES), tetraetoxissilano (TEOS)
e 3-cloropropiltrimetoxissilano. O processo de silanizacdo pode ser de forma aquosa ou com
solventes orgnicos. A via aquosa forma uma monocamada de silano na superficie do suporte,
por utilizagdo de solventes organicos hd uma maior carga de amina no suporte, porém maior
durabilidade do suporte € alcangada por silaniza¢do aquosa (CARVALHO; LIMA; SOARES,
2015; WEETALL, 1976; RIBEIRO, 1989).

A enzima pode ser ligada diretamente a superficie da silica, entretanto a ligacdo direta
pode limitar a transferéncia de massa. Assim, utiliza-se um ligante que facilita a imobilizagdo
covalente. Dentre os ligantes usa-se o glutaraldeido, carbodiimida, polietilenoglicol (PEG),
sendo o glutaraldeido o mais aplicado aos processos (CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015;
FOPASE et al., 2018).

A silica tem em sua superficie os grupos -OH que reagem com os silanos e fornece os
grupos aminos, que irdo reagir com a extremidade do glutaraldeido, a outra extremidade do
glutaraldeido se liga aos grupos funcionais da enzima promovendo a imobiliza¢do covalente, o

processo € ilustrado na Figura 2.5.

Figura 2.5 - Funcionalizagdo da silica com APTES, posterior ativagdo com glutaraldeido e
imobilizacdo da enzima

OH OCH,CH,

o)
: s \ 7
OH + CHyCH,0— Sj—(CH,);—NH, =—p 0— si—(CH,);—NH, + c— (cH,),— 7 =
| / w’ Ny
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— 0o— Si—(CHzla—N=CH—(CHz)3—C\ + NH,~E =p 0 — Si —(CH,);—N=CH—(CH;);—CH—N—E
H
o/ o’
Silica funcionalizada com APTES Enzima Enzima Imobilizada

e ativada com glutaraldeido

Fonte: Adaptada de ZHANG et al., 2016

Estudos relatam a utilizacdo de silica para imobilizacdo de [-galactosidase para

aplicagdo na hidrdlise da lactose e na producdo de GOS. Gonzdlez-Delgado et al. (2018)
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realizaram a imobilizagdo de B-galactosidase de A. aculeatus em silica mesoporosa, de poros
grandes, o suporte foi silanizado com 3-glicidiloxipropiltrimetoxissilano (GPTMS). A enzima
imobilizada apresentou altos rendimentos de GOS, se sobressaindo em relacao a enzima livre.
Tizchang et al. (2020) otimizaram a imobiliza¢do de B-galactosidase em nanoparticulas de
diéxido de silicio para hidrdlise da lactose, a eficiéncia da imobilizacdo alcancgada foi de 87%,

a imobiliza¢do ampliou a faixa de pH, temperatura e armazenamento.

2.6 GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS (GOS)

Os GOS sao oligossacarideos ndo digeriveis, que sdo sintetizados a partir de lactose.
Possuem de 2 a 8 residuos de monossacarideos, o terminal € glicose e as outras unidades sdo
galactose unidas por ligacdes -glicosidicas. Esse tipo de ligagdo torna os GOS indigeriveis no
trato intestinal superior, considerando que as enzimas digestivas s@o mais especificas para as
ligagdes a-glicosidicas. Assim, ao chegarem ao c6lon os GOS sdo fermentados por bactérias do
intestino trazendo beneficios ao organismo humano, apresentando propriedades prebiodticas.
Essas caracteristicas elevaram o interesse por esses oligossacarideos, devido a crescente
demanda por alimentos funcionais, que apresentam vantagens nutricionais e sao também uma
possibilidade de expansdo no mercado de alimentos (FAL; PASTORE, 2015; PANESAR et al.,
2018; NARISETTY et al., 2022).

Os GOS, além do efeito prebidtico, apresentam outros aspectos tecnolégicos e
nutricionais como alta solubilidade, estabilidade térmica, baixo poder adogante e baixo indice
glicémico. Eles estdo sendo aplicados como ingrediente funcional em férmula infantil, bebidas,
produtos de panificagdo, laticinios e sorvetes. Também € importante mencionar que os GOS,
sdo considerados alimentos seguros para consumo, possuem status GRAS (Generally
Recognized as Safe) (TOMAL et al., 2010; FAI; PASTORE, 2015; VENICA et al., 2020).

Os GOS sao adicionados em diversos produtos. O pao € um dos alimentos que € bem
apropriado para adicdo dos GOS, pois eles ndo sdo degradados durante a fermentacdo e
aquecimento, além disso agregam qualidade ao sabor e a textura. Outros alimentos sao os
lacteos fermentados, que ja sdo comercializados com a adicdo de GOS. Os alimentos infantis,
especiais para idosos e para imuno-deficientes também podem utilizar os GOS, sendo esses
individuos mais susceptiveis a problemas intestinais (FAI; PASTORE, 2015). Neste contexto,
fica nitido a relevancia dos GOS e qudo grande € o potencial para aplicacdo em alimentos,

trazendo beneficios para saide humana.



Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica 35

2.6.1 Efeitos no organismo

Como ja mencionado, os GOS apresentam caracteristicas benéficas ao organismo
humano, possuem propriedades prebidticas. A Associacdo Cientifica Internacional de
Probidticos e Prebidticos (ISAPP) define prebidtico como um substrato que é utilizado
seletivamente pelos microrganismos hospedeiros conferindo beneficio a saide (ISSAP, 2021).
Os prebidticos exercem um aumento na biomassa microbiana, resultante da sua fermentagao,
aumentando assim o numero de evacuagdes. As altera¢cdes na microflora intestinal sdo
significativas para reduzir produtos putrefativos nas fezes, diminuir colesterol no sangue e
diminuir a incidéncia de cincer de colorretal (MARTINS; BURKERT, 2009; FAI; PASTORE,
2015).

Os prebidticos mais conhecidos e que apresentam mais evidéncias sobre seus efeitos na
saide sdo os carboidratos nio digeriveis, como os frutanos (fruto-oligossacarideos ou FOS e
inulina) e os galactanos (galacto-oligossacarideos ou GOS). Esses prebidticos estdo
comercialmente disponiveis e podem ser obtidos de fontes naturais ou por meio de rotas
biotecnoldgicas (GIBSON et al., 2017; ROSA et al., 2021).

Desse modo, podem ser atribuidos aos GOS, varios beneficios, tais como: modificacio
da microflora colonizadora do célon, estimulo na producdo de nutrientes, decréscimos no pH
do colén com maior incidéncia de dcidos graxos de cadeia curta, aumento da umidade do bolo
fecal por meio da pressdo osmotica, protecdo contra infecgdes gastrointestinais, respiratorio e
urogenital, melhora na absor¢do de nutrientes, tem efeito positivo no metabolismo de
carboidratos e lipideos e diminui o risco de cancer de c6lon (MARTINS; BURKERT, 2009;
TOMAL et al., 2010).

Além disso, aos GOS tém sido atribuido efeitos imunomoduladores. Yousefi et al.
(2018) investigaram o efeito de diferentes niveis de GOS sobre genes relacionados a imunidade
em peixe-zebra. Como resultados foi considerado que o GOS tem efeito como
imunoestimulante e aumenta os parametros imunoldgicos e a expressao de genes relacionados
ao sistema imunolégico. Porém, ndo apresentou efeito sobre o crescimento dos peixes. Mortaz
et al., 2022 avaliaram a eficacia dos GOS e de 2'-fucosilactose (oligossacarideo especifico do
leite humano) em vdrias concentragdes no crescimento de bactérias gram-positivas e gram-
negativas e na fagocitose de neutréfilos dessas bactérias. Eles concluiram que GOS e 2'-
fucosilactose suprimiram o tempo de atraso bacteriano e o crescimento dos microrganismos.

Mostrando que GOS e o 2'- fucosilactose possuem propriedades antibacterianas e podem inibir
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o crescimento de bactérias patogénicas e aumentar a capacidade de fagocitose das bactérias
pelos neutréfilos.

Com intuito de avaliar todas essas propriedades dos GOS, vérios estudos estdo sendo
realizados. Hajjar et al. (2021) avaliaram a cicatriza¢do pds-cirirgica do c6lon de camundongos
que foram suplementados com GOS. A suplementagdo foi capaz de acelerar a recuperacao de
peso corporal, aumentando a parede do célon, a mucosa foi fortalecida e de forma geral os
camundongos que ingeriram GOS apresentaram melhor cicatrizag¢do p6s cirurgica. O estudo da
uma boa previsao para andlises em humanos. Willms et al. (2021) avaliaram a suplementacao
de adultos (25 a 50 anos) e idosos (70 a 75 anos) com GOS, a suplementacdo foi realizada
durante quatro semanas, os resultados mostraram que ambos os grupos aumentaram
significativamente a populacdo de Bifidobacterium, microrganismo benéfico para flora
intestinal. O que € positivo para saude, porém ndo houve diferencga significativa em relacdo as
funcdes imunoldgicas.

Com base nas propriedades e nos estudos mencionados, a producdo dos GOS se faz
necessdria, sendo uma possibilidade interessante da sua aplicacdo no mercado e contribuindo

para saude da sociedade de uma forma geral.

2.6.2 Sintese dos galacto-oligossacarideos

Na natureza os GOS sdo encontrados, por exemplo, em leite humano, cebola, alho,
banana, soja, e chicdria, entre outros e podem ser sintetizados por via quimica ou enzimatica.
A sintese mais usual € a enzimética, € econOmica e gera poucos subprodutos. A via quimica é
mais complexa, sdo necessarias vdrias etapas de protecdo e desprotecdo das hidroxilas dos
acucares, o que leva a baixos rendimentos e também sao utilizados dcidos que podem impactar
o meio ambiente (PANESAR et al., 2018).

Na sintese enzimdtica a [-galactosidase é a enzima responsdvel pela reagdo de
transgalactosilacio da galactose a partir de lactose. Ela pode ser utilizada em sua forma livre
ou imobilizada por diferentes métodos e suportes. As fontes de lactose podem ser o leite e os
seus subprodutos como soro de leite e permeado de soro (MARTINS; BURKERT, 2009;
PANESAR et al., 2018).

A B-galactosidase também realiza a hidrdlise da lactose e para que ocorra a
transgalactosilacdo e ndo a hidrélise, a reacdo deve ocorrer em substratos com altas

concentracdes de lactose. A Figura 2.6 apresenta a reacdo, no inicio tem a formacdo do
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complexo enzima-galactosil e simultinea liberacdo de glicose da lactose, em seguida ocorre a
degalactosilacdo, o residuo 4cido-base ativa a molécula receptora, que age sob o intermedidrio
da enzima galactosil, se o aceptor for dgua ocorre hidrélise, caso seja um agtcar, acontece a

transgalactosilacdo e producao dos GOS (LU et al., 2020).

Figura 2.6 - Mecanismo da reagdo de transgalactosilagcdo da -galactosidase
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Fonte: Adaptada de LU et al., 2020

Os GOS produzidos por B-galactosidases sdo uma mistura de oligossacarideos
transgalactosilados, lactose que ndo reagiu, glicose e galactose. A eficiéncia da
transgalactosilacdo e o tipo de produtos a serem obtidos dependem da enzima e das condi¢des
da reacdo. O modelo de inibi¢do competitiva pode prever a cinética da conversdo da lactose.
No inicio da reacdo a galactose formada competird com a lactose pelos sitios ativos da enzima
(MARTINS; BURKERT, 2009; LU et al., 2019).

A fonte de obteng¢do da [-galactosidase afeta diretamente a sintese de GOS, as enzimas
podem apresentar diferentes seletividade a dgua e as moléculas de agtiicar, mesmo em condi¢des
de concentragdes de lactose iguais o rendimento de GOS, as estruturas e os tipos de ligacao
glicosidicas podem ser diferentes (FAI; PASTORE, 2015; LU et al., 2019).

Além da fonte enzimdtica, o tempo de reacdo, temperatura e concentracao de lactose
sdo variaveis que afetam a producdo de GOS. Inicialmente uma maior concentracdo de lactose
favorece a reacdo de transgalactosilacdo, assim o rendimento de GOS serd crescente até um

méximo, em seguida a reacdo de hidrélise € beneficiada, consequentemente diminuindo o
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rendimento de GOS. A concentragdo de GOS também pode ser influenciada por outros fatores
como a fonte e concentracio da enzima, pH do meio, temperatura e tipo de processo
(PANESAR et al., 2018).

A reacdo também € dependente do tempo, que deve ser controlado, fazendo a
interrupcdo da reacdo no momento em que a producdo de GOS for alta. A temperatura
influencia a velocidade da reagdo, a solubilidade da lactose e a estabilidade da enzima. O
aumento de temperatura eleva a taxa de reagdo e proporciona maior solubilidade da lactose,
produzindo mais GOS, contudo a temperatura pode inativar a enzima (GOSLING et al., 2010;
PANESAR et al., 2018).

O pH também pode afetar a cinética da hidrélise da lactose e a sintese de GOS pela
B-galactosidase. O que mostra que pode ser possivel controlar taxas de sintese e degradacao de
GOS variando o pH do meio de rea¢do, aumentando assim os rendimentos. Todavia, esta € uma
caracteristica que varia entre as enzimas, conforme suas regioes 6timas de pH a depender de
sua fonte de origem (GOSLING et al., 2010).

Alguns monossacarideos como a galactose e a glicose podem ser inibidores da reacao
de transgalactosilagdo. A galactose compete com a lactose pelo sitio ativo da [3-galactosidase.
A inibi¢do por glicose é um processo mais complexo e estard vinculado a fonte enzimética,
podendo ser competitivo ou ndo-competitivo (PANESAR et al., 2018).

A estrutura dos GOS ¢€ variada, sendo menos comum a obtengdo de oligossacarideos
com cadeias extensas. Mahoney (1998) sugeriu que a producdo de GOS de altas massas
moleculares € limitada devido a competicdo da reacdo de hidrélise e transgalactosilacao
catalisada pela [-galactosidase. Além disso, na transgalactosilagdo quanto maior for o peso
molecular do agucar receptor menor serd a eficiéncia da reacdo. Desse modo, sdo formados
mais di, tri e tetrassacarideos do que oligossacarideos de cadeias maiores. Em relacdo a estrutura
quimica, os GOS podem se diferenciar em relacio a composi¢do, regioquimica, grau de
polimerizacdo e ligacdo glicosidica. Na Tabela 2.3 s@o apresentados alguns tipos de GOS que
podem ser sintetizados.

A sintese dos GOS pode ser bem variada, com diferentes fontes enzimaticas e condi¢des
de processo, neste contexto muitos estudos estdo sendo desenvolvidos com diversos processos,
com a utilizacdo de [3-galactosidase de diferentes microrganismos, além da utilizagdo de

metodologias de imobilizacdo. A Tabela 2.4 apresenta alguns desses estudos.
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Tabela 2.3 - Estruturas dos GOS formados a partir da transgalactosilagdo com [3-galactosidase
B-D-Gal (1—6)-D-Glc Alolactose
B-D-Gal (1—6)-D-Gal Galactobiose
Dissacarideos B-D-Gal (1—3)-D-Glc
B-D-Gal (1—2)-D-Glc
B-D-Gal (1—3)-D-Gal

p-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—6)-D-Glc 6’dilactosil-glicose
p-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc 6’galactosil-lactose
Trissacarideos p-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—6)-D-Gal 6’galactotriose
p-D-Gal (1—3)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc 3’galactosil-lactose
B-D-Gal (1—4)-B-D-Gal (1—4)-D-Glc 4’ galactosil-lactose

B-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—6)- B-D-Gal (1—4)-D-Glc 6’digalactosil-lactose
Tetrassacarideos B-D-Gal (1—6)-B-D-Gal (1—3)- B-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Gal (1—3)-B-D-Gal (1—6)- B-D-Gal (1—4)-D-Glc
B-D-Gal (1—6)-p-D-Gal (1—6)- B-D-Gal (1—6)- B-D-Gal
(1-4)-D-Glc
*@Gal: galactose; Glc: glicose

Fonte: MAHONEY, 1998; FAI; PASTORE, 2015

Pentassacarideos 6’trigalactosil-lactose

Tabela 2.4 - Diferentes condi¢des para sintese enzimdtica dos GOS

Forma da - Fonte T t Lactose Rendimento

galactosidase  Enzimdtica (C) PH )  (@L)  deGOS (%) Referéncia
Gonzalez-Delgado et
Livre K.lactis 40 7,0 3,0 250 12,18
al. (2016)
Paenibacillus
Livre 40 7,5 8,0 350 47,90 Liu et al. (2017)
barengoltzii
Pediococcus
Livre 47.5 7,0 - 300 - Chanalia et al. (2018)
acidilactici
Livre A. oryzae 40 4,5 7,0 600 59,7 Gao; Wu; Wu (2019)
Livre A. oryzae 50 4.5 0,42 500 25,1 Wang et al. (2020)
Pantoe Yinez-Neco et al.
Livre 50 7,0 6,0 300 38,0
anthophila (2021)
Permeabilizada K. lactis 40 8,0 1,5 352 35,0 Sun et al. (2016)
Imobilizada Gonzalez-Delgado et
B. circullans 59 6,5 24 250 20,2
(Silica) al. (2018)
Imobilizada
L. acidophillus 50 6,8 15 400 - Carevic et al. 2018
(Resina)

Como apresentado sao muitas as varidveis que podem contribuir ou ndo para producao
dos GOS e definir suas caracteristicas. Dessa forma, também sao avaliadas diferentes
configuracOes de reatores para sintese desses GOS. Um tipo que tem sido bastante utilizado é
reator de leito fixo. No leito fixo a enzima imobilizada € empacotada, permanecendo
estaciondria, enquanto a solucdo de substrato €é bombeada através dele, o fluxo pode ser

ascendente, descendente e com corrente de reciclo (PRADELLA, 2001). Sen et al. (2014)
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avaliaram a producdo de GOS com B-galactosidase de B. circullans microencapsulada em
alginato de célcio em reator de leito fixo. A producdo foi realizada em pH 6,5, com diferentes
vazdes de solucdo de lactose e foi observado o aumento na producao de GOS com a elevagao
da temperatura de 288 K (14,85 °C) para 308 K (34,85 °C). A concentracdo de lactose de 200
kg.m™ apresentou uma producio de GOS de 40 kg.m™ em 308 K (34,85 °C). Eskandarloo;
Abbaspourrad (2018) utilizaram um leito fixo com B-galactosidase de A. oryzae imobilizada
em contas de vidro e alcancaram um rendimento de 25,2% com uma vazao de alimentagao de
0,5mL.h"!" em temperatura de 60 °C, a conversao de lactose foi de 43,9%. Foi avaliado também
a utilizacdo de uma corrente de reciclo que promoveu aumento no rendimento de GOS para
39,3% no segundo ciclo.

Os estudos mais recentes utilizaram técnicas de modificacOes genéticas e fontes
enzimaticas alternativas (LIU et al., 2017; YANEZ-NECO et al., 2021). Entretanto, a aplicacao
de diferentes processos de imobilizacao com fontes enzimaticas ja conhecidas tem um potencial
na obtencao dos GOS, uma vez que bons resultados ja foram obtidos e ainda podem surgir

novas metodologias promissoras.



CAPITULO 3
MATERIAL E METODOS

O material utilizado, o desenvolvimento experimental do trabalho e também a
metodologia empregada sdo descritos neste capitulo. Na Figura 3.1 e 3.2 sdo apresentadas em

fluxogramas as etapas estudadas neste trabalho.

Figura 3.1 - Fluxograma de desenvolvimento da metodologia experimental: Imobilizagdo da
enzima [-galactosidase em silica
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Figura 3.2 - Fluxograma de desenvolvimento da metodologia experimental: Sintese dos
galacto-oligossacarideos
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Enzimas

No presente trabalho foram empregadas duas enzimas, uma comercial e outra produzida

no Laboratério de Engenharia Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica da UFU. A -

galactosidase comercial foi a Lactozyme® 2600 L de Kluyveromyces lactis obtida da empresa

Sigma-Aldrich, disponivel em forma liquida. A outra foi a enzima (-galactosidase produzida

por fermentagdo empregando a levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, proveniente

da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello de Campinas (SP), na forma

reativada (slant sem duplicata). O Anexo A apresenta o certificado de andlise.



43

Capitulo 3 — Material e Métodos

3.1.1.1 Manutencao da cultura

Conforme recomendado pela Fundacdo André Tosello, a cultura foi mantida a 4 °C em

meio YMA (Yeast-Malt Extract Agar). Na Tabela 3.1 pode ser visto a composi¢do do meio de

manuten¢do (YMA). A cultura foi repicada mensalmente.

Tabela 3.1 - Composi¢do do Meio de Manutengdo YMA
Concentracio (g.L1)

Componentes
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona 5,0
Glicose 10,0
Agar 20,0

3.1.2 Suporte para imobilizacao

Para imobilizagdo da enzima B-galactosidase, utilizou-se Silica de Porosidade

Controlada, correspondente a fracdo que passou pela peneira Tyler 32 e que ficou retida na

Tyler 35, obtida da Corning Glass Works, com diametro médio de poro de 375 A (Angstrom),

mostrada na Figura 3.3 (RIBEIRO, 1989).

Figura 3.3 - Silica de porosidade controlada

Fonte: A Autora
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3.1.3 Substratos

3.1.3.1 Lactose

A lactose (PA) foi utilizada para preparacao da solucdo para determinacao da atividade

enzimdtica e também como substrato na produgdo dos galacto-oligossacarideos.

3.1.3.2 Substrato para determinacao da atividade enzimatica

A atividade catalitica da enzima B-galactosidase foi determinada com solucdo de lactose
(PA) 50 g.L'! preparada em tampdo latico pH 7,0 recomendado pela Novo Nordisk (1993). A

Tabela 3.2 apresenta a composicao do referido tampao.

Tabela 3.2 - Composicdo do Tampao Latico

Componentes Concentracio (g.L1)
CsHsNa3O5. 2 H2O 0,795
CsHsO7. H20 1,663
K>SOq4 0,180
K>HPO4 0,520
KH2PO4 1,470
KOH 1,090
MgCl; .6 H20 0,830
CaCl; .2 H2O 0,750
NaOH 0,800
NaHCO:s 0,280

Fonte: NOVO NORDISK, 1993

3.1.3.3 Substratos para producio da pB-galactosidase de Kluyveromyces marxianus

Permeado de soro de leite: comercializado na forma de pé foi utilizado como principal fonte
de carbono na formulag¢do dos meios de cultura para o crescimento da levedura K. marxianus
ATCC 46537. O produto foi obtido da empresa SOORO de Marechal Candido Rondon no

Estado do Parand, as especificacOes técnicas sdo apresentadas no Anexo B. O teor de lactose
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foi avaliado por leitura em HPLC (High Performance Liquid Chromatography - Cromatografia

Liquida de Alta Performance) para aplicacdo nos meios de cultura das fermentacdes.

Inéculo: O meio de cultura utilizado para cultivo da levedura K. marxianus ATCC 46537 foi
baseado no meio proposto e otimizado por Falleiros (2016), apresentado na Tabela 3.3. O
principal componente do meio foi o permeado do soro de leite, que contém como fonte principal
de carbono a lactose. Foi preparado em tampao fosfato 0,2 M pH 5,5. A cultura foi mantida a
30 °C, 120 rpm por 14 horas em incubadora rotatéria. Com excecao da lactose que foi obtida a

partir do permeado de soro de leite, os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Tabela 3.3 - Composi¢do do meio indculo para cultivo da K. marxianus

Componentes Concentracio (g.L1)
Lactose (Permeado de Soro) 50,0
Extrato de Levedura 6,0
(NH4)2S04 6,0
KH>PO4 5,0
MgS04.7H,0 0,6

Fonte: FALLEIROS, 2016

Meio de cultura para fermentacdo: O meio de cultura utilizado para fermentacdo da levedura
K. marxianus ATCC 46537 foi similar ao utilizado no cultivo da levedura, porém em
concentracdes maiores de permeado de soro de leite e (NH4)2SO4 e na auséncia de extrato de

levedura, preparado em tampao fosfato 0,2 M pH 7,0, conforme a Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Composi¢do do meio de cultura para fermentacao da K. marxianus

Componentes Concentracio (g.L1)
Lactose (Permeado de Soro) 100
(NH4)2S04 6,26
KH2PO4 5,0
MgS04.7H20 0,6

Fonte: FALLEIROS, 2016
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3.1.4 Unidade Experimental

As unidades experimentais foram montadas no Laboratério de Engenharia Bioquimica

da Faculdade de Engenharia Quimica da UFU e sdo descritas a seguir:

3.1.4.1 Unidade experimental para determinacao da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimadtica da enzima soldvel (livre) foi realizada
utilizando um reator de mistura operado em batelada, com volume util de 200 mL, com camisa
externa para circulacdo de 4gua proveniente de banho termostatizado para controle da
temperatura, submetido a agitacio magnética. O reator de mistura apresentava as dimensdes de

8,2 cm de altura e 5,5 cm de diametro interno (Figura 3.4).

Figura 3.4 - Unidade Experimental para determinagdo da atividade enzimédtica para enzima
soluvel

Para a determinagdo da atividade da enzima na forma imobilizada, as particulas do
biocatalisador eram acondicionadas em cestas de tela de aco inox de 100 mesh e a cesta inserida
dentro do reator de mistura citado acima. As cestas evitaram o atrito entre as particulas de

enzimas imobilizadas e o agitador (Figura 3.5).
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Figura 3.5 - Unidade Experimental para determinagdo da atividade da enzima imobilizada

Para maior agilidade na execucdo dos experimentos, trés reatores foram montados em
série utilizando o mesmo banho termostatizado, tanto para determinacdo da atividade

enzimdtica da enzima solivel quanto para enzima imobilizada.

3.1.4.2 Unidade experimental para produciao da -galactosidase de Kluyveromyces

marxianus

Fermentacdo: A enzima B-galactosidase de K. marxianus foi produzida por fermentagdo
submersa em duas configuracdes: reator conico de bancada e fermentador Biostat® B. Para
preparo do in6culo foi utilizado reator conico de bancada, constituido de erlenmeyer de volume
total de 250 mL, fechado com rolha de gaze e algodao hidréfobo. Sendo que, 30% do volume
total era ocupado pelo meio de cultura. As fermentacdes foram realizadas em incubadora
rotatéria a 120 rpm, 30 °C por 14 horas. O outro reator utilizado foi o fermentador Biostat® B,
da marca B. Braun Biotech International, que consiste em um vaso cilindrico com volume de
2,0 L, fechado com tampa de aco inoxiddvel que contém orificios para alimentagcdo de in6culo,
saida de amostra, entrada e saida de gas, dotado de controle de pH, temperatura, agitacio e

aeracdo, mostrado na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Fermentador do tipo Biostat® B utilizado na producdo da B-galactosidase

Extracio: A enzima f-galactosidase foi extraida utilizando um processador ultrassonico com
frequéncia de 20 kHz e poténcia médxima de 150 W, dotado de uma micro ponteira de titanio

(Mp) como mostrado na Figura 3.7.

Figura 3.7 - Processador Ultrassonico utilizado na extragdo da [3-galactosidase
d_-ﬂyl‘
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3.1.4.3 Unidade experimental para hidrélise da lactose em leito fixo

A hidrdlise da lactose em leito fixo foi conduzida em uma coluna, com 70 mm de altura
e 4,7 mm de didmetro. Volume util de 5,5 cm?. A alimentacdo foi realizada com uma bomba
peristaltica da MasterFlex® modelo 7519-20. A unidade experimental é demonstrada na Figura

3.8.

Figura 3.8 - Unidade experimental para hidrélise da lactose em leito fixo

3.1.4.3 Unidade experimental para producao dos galacto-oligossacarideos

A sintese dos GOS foi avaliada em diferentes formas. Utilizou inicialmente uma
incubadora rotatéria da Ethik Technology® - Modelo 430-RD, com agitacdo e temperatura
controlada. Outra forma de producdo foi em reator de mistura encamisado com agitacio
magnética, utilizando cestas de aco inox para colocar o biocatalisador imobilizado. As
especificagdes dos reatores e a montagem da unidade experimental foi a mesma do item 3.1.4.1,
demostrado na Figura 3.5.

Também foi realizada a sintese dos GOS em reator de mistura encamisado com agita¢ao
mecanica. A unidade era composta por dois reatores de mistura que operaram em batelada. Os
reatores apresentavam volume ttil de 75 mL, com camisa externa para circulacdo de dgua
proveniente de banho termostatizado para controle da temperatura. A agitagdo foi realizada
através de agitadores tipo hélice da IKA® Modelo RW20 digital. A Figura 3.9 mostra a unidade

experimental.
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Figura 3.9 - Unidade experimental para sintese de GOS com agitacdo mecanica

Outra configuracao de reator utilizado para a sintese dos GOS foi utilizando colunas do
tipo leito fixo. Foram utilizadas duas colunas com dimensdes diferentes. A primeira apresentava
70 mm de altura e 10 mm de didmetro, com volume dtil de 21,76 cm>. E a segunda possuia
camisa dupla, com 145,5 mm de altura e 10,38 mm de didmetro, o volume ttil era 21,93 cm’.
Para a alimentacio foi utilizado em ambos os casos bomba peristltica da MasterFlex® de
modelo 7519-20. A alimenta¢do permaneceu sob constante agitagdo magnética. E para segunda
coluna utilizou um banho termostético que foi acoplado por meio de mangueiras para controle
da temperatura. As unidades experimentais sdo ilustradas na Figura 3.10 (Coluna 1) e Figura

3.11 (Coluna 2).

Figura 3.10 - Unidade experimental para sintese de GOS em coluna de leito fixo, coluna 1.




Capitulo 3 — Material e Métodos 51

Figura 3.11 - Unidade experimental para sintese de GOS em coluna de leito fixo, coluna 2.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Determinacao da atividade enzimatica

Para determinar a atividade enzimdatica da enzima [-galactosidase comercial e
produzida, foi utilizado o método das taxas iniciais da reacao de hidrélise da lactose tanto para
as formas soluveis como imobilizadas. O processo foi conduzido em reator de mistura em
operacdo batelada, utilizando um volume de 75 mL de solugdo 50 g.L'! de lactose (PA),
preparado em tampao latico pH 7,0, a 30 °C (SANTIAGO et al., 2004). Em cada experimento
era adicionada ao reator 5 mL de solu¢do enzimatica comercial ou do extrato enzimatico bruto
obtido para determinar a atividade da enzima soluvel. Para a enzima imobilizada era adicionado
uma cesta de aco inox contendo 0,1 g de enzima imobilizada.

A unidade de atividade (U) foi definida como pmol de glicose produzida por minuto
(umol.min™). Para cada experimento foram retiradas cinco amostras do meio reacional no
intervalo de cinco em cinco minutos (5, 10, 15, 20 e 25 min). As amostras obtidas eram
colocadas em tubos de ensaio, que eram tampados e colocados diretamente em banho de dgua
em ebulicdo, por 10 minutos, para inativagdo da enzima. O método da glicose-oxidase foi
utilizado para dosar a glicose formada, foi realizado utilizando o kit Glicose Liquiform da

Labtest conforme Apéndice A (BAO et al., 2004).
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A partir da inclinagdo das equagdes lineares de concentracdo de glicose em funcdo do
tempo, usando o método das taxas iniciais da reacdo de hidrdlise da lactose era obtida a
atividade enzimética (BAO et al., 2004). Os experimentos foram realizados em duplicata para

maior confiabilidade dos resultados obtidos.

3.2.2 Producio da B-galactosidade de K. marxianus

3.2.2.1 Fermentacio

A fermentacdo foi conduzida em condi¢des controladas de temperatura a 30 °C, agitacao
de 300 rpm, aeracdo 1 vvm (vazdo de gis por volume de meio) no tempo de 24 horas
(FALLEIROS, 2016). A unidade experimental utilizada foi descrita no item 3.1.4.2, utilizando

1,5 L de volume util do reator.

3.2.2.2 Extracao da enzima

A extracdo foi realizada a partir de uma suspensao celular da levedura K. marxianus
ATCC 46537. O caldo fermentado foi centrifugado em centrifuga da marca Beckman Coulter®
modelo Avanti Centrifuge J-25 (27 200 g, 10 minutos). O decantado foi ressuspenso em tampao
fosfato de potdssio 0,05 M pH 7,0 para obter uma suspensdo celular com 10,48 mg.mL",
condic¢des baseadas no trabalho de Sousa et al. (2021).

Para extracdo foi utilizado rompimento em um processador ultrassonico (descrito no
item 3.1.4.2) 20 kHz e poténcia maxima de 150 W, usando uma micro ponteira de titdnio (Mp)
a 40% de poténcia. A suspensdo celular foi submetida a 30 minutos de pulsos ultrassonicos
(tempo total do processo de 60 minutos), com substitui¢do do banho de gelo a cada 10 minutos
(LEMES et al., 2012).

Para obtencdo do extrato enzimético clarificado, a suspensao celular obtida apds cada
processo de ruptura, foi centrifugada (27 200 g, 10 minutos) e o sobrenadante utilizado para

determinar a atividade enzimatica.
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3.2.3 Determinacao das concentracées de acicares

As concentracdes de agucares foram determinadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A amostra foi diluida, filtrada e injetada no sistema cromatogréafico, HPLC (High
Performance Liquid Chromatography- Cromatografia Liquida de Alta Performance), marca
Shimadzu modelo LC-20A Prominence, coluna SUPELCOGEL Ca. A soluc¢do de arraste
utilizada foi dgua deionizada, com fluxo de 0,5 mL.min!, temperatura do forno a 80 °C e
volume de inje¢ao de 20 uL. As concentragdes dos agucares foram calculadas com auxilio de
curvas padrao previamente realizadas. Os padrdes utilizados foram: lactose, glicose, galactose
(Sigma Aldrich Brasil) e um galacto-oligossacarideo comercial com concentracdo de 90%,

gentilmente cedido pela Nutramax — Life Science Products.

3.3 IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE EM SILICA

3.3.1 Preparacao da silica

Inicialmente foi avaliado o processo de funcionalizac¢io da silica com o 3-Aminopropil-
Trietoxisilano (APTES), que promove a silaniza¢do com organosilanos. Foi avaliado o processo
em via aquosa e via organica. Apds a funcionalizacdo, a imobiliza¢do da enzima em cada uma
das silicas foi avaliada.

Funcionalizacdo da silica por via aquosa: Prepararam-se solucdes aquosas de 3-
Aminopropil-Trietoxisilano (APTES) a 0,5% (v.v'!) e adicionou a solugio ao suporte. Utilizou-
se a relacdo de 10 mL de solucdo por grama de suporte. A mistura suporte ¢ APTES
permaneceram em banho termostatico a 75 °C durante 3 horas. Apos, esse tempo, o material
foi lavado com dgua destilada sob véacuo e deixou secar em 80 °C (24 h) (WEETALL, 1976).

Funcionalizacdo da silica por via orgdnica: Prepararam-se solugdes de 3-Aminopropil-
Trietoxisilano (APTES) a 1,0% em tolueno e adicionou a solu¢do ao suporte. Utilizou-se a
relacdo de 10 mL de solugdo por grama de suporte. A mistura suporte € APTES permaneceram
em banho termostatico a 75 °C durante 3 horas, apds o tempo de reacdo, o material foi lavado

com 4gua destilada sob vacuo e deixou secar em 100 °C (24 h) (WEETALL, 1976).
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3.3.1.1 Ativacao com glutaraldeido

Ap6s a funcionalizagdo da silica, as amostras eram ativadas com o reticulante
glutaraldeido. A solucgdo de glutaraldeido foi preparada a 2,5% em tampao fosfato de sédio 0,2
M pH 7.0, utilizando a relacdo de 10 mL de solucdo por grama de suporte. A solugdo foi
colocada em incubadora rotatéria sob agitacdo (120 rpm) em 25 °C por 45 minutos (RIBEIRO,
1989).

3.3.2 Atividade recuperada na imobilizaciao da p-galactosidase

Para todas as imobiliza¢des foi calculada a atividade recuperada (AR) definida como
uma razao entre a atividade observada na enzima imobilizada sobre a atividade da enzima
solivel inicial (Equacdo 3.1). Em alguns casos, foi calculado também a eficiéncia de
imobilizacdo, conforme a Equacdo 3.2. A unidade utilizada nos célculos foi U (umol de
glicose.min™!) e em alguns casos U.g™! de suporte, considerando que para todos os experimentos
de imobilizacao foi utilizado uma massa de 0,1 g de silica de porosidade controlada. A atividade

recuperada mostrada na Equacio 3.1, foi definida conforme Sheldon e Van Pelt. (2013).

AR (%) _ atividade observada % 100 (3.1)

atividade inicial da enzima soluvel

atividade imobilizada observada

Eficiéncia de imobilizagido (%) = (3.2)

atividade imobilizada (inicial—sobrenante)

3.4 TESTES PRELIMINARES DE IMOBILIZACAO DA ENZIMA COMERCIAL
LACTOZYME® 2600 L

O processo de imobilizagdo consistiu na ligacdo covalente da enzima na silica de
porosidade controlada. Uma massa de 0,1 g da silica de porosidade controlada, previamente
funcionalizada e ativada foi incubada em 15 mL de solu¢do enzimética com concentracdo de
0,1% preparada em tampao latico pH 7,0 (pH 6timo da enzima -galactosidase de K. lactis). As
amostras foram mantidas sob agitacdo de 120 rpm em incubadora rotatéria a 20 °C + 1 °C por

tempo determinado em cada anélise (RIBEIRO, 1989; SOUSA, et al., 2021).
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3.4.1 Avaliacao do tempo de imobilizacdo da p-galactosidase

A B-galactosidase foi imobilizada em silica de porosidade controlada conforme o item
3.4 em diferentes tempos de imobilizagdo. A silica utilizada foi silanizada em via aquosa,
definida como a melhor condi¢do e previamente ativada com glutaraldeido. Os tempos
avaliados foram de 0,5; 1; 2; 4; 6; 12; 24; 36 e 48 horas. Ao final das imobilizacdes foram

avaliadas as atividades enzimaticas (item 3.2.1) e as atividades recuperadas (item 3.3.2).

3.5 AVALIACAO DAS MELHORES CONDICOES DE IMOBILIZACAO DA -
GALACTOSIDASE COMERCIAL EM SILICA DE POROSIDADE CONTROLADA

Para andlise da imobilizacdo da B-galactosidase de K. lactis (Lactozyme® 2600 L) foi
estudada a influéncia de trés varidveis, selecionadas a partir dos experimentos preliminares e
resultados da literatura, por um Planejamento Composto Central (PCC). Essas varidveis foram:
concentracdo do APTES utilizado na funcionaliza¢do da silica; concentracdo enzimética no
meio de i1mobilizacdo e concentracdo do glutaraldeido utilizado na ativagdo da silica
funcionalizada. Como respostas para a atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada
(Equagdo 3.1) e eficiéncia (Equacao 3.2) do biocatalisador imobilizado.

O PCC foi realizado com dois niveis originais, usando o software Statistica® 7.0, tendo
23 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando dezessete
experimentos.

A concentracdo do APTES utilizado na funcionalizag¢do da silica variou entre 0,16 e
1,84%, a concentracdo enzimatica variou de 0,26 a 28,60 U.mLextrato enzimético | € @ concentracao
do glutaraldeido utilizado na ativagdo da silica funcionalizada variou de 0,14 a 6,86%. O alfa
de rotabilidade utilizado neste planejamento experimental foi de 1,68.

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada), usando a equacdo geral de codificacio (Equacdo 3.3). As equagdes
codificadas para concentracdo do APTES (X1), atividade inicial ofertada (X2) e concentragdao

de glutaraldeido (X3) sdo mostradas nas Equagdes 3.4; 3.5; 3.6, respectivamente.

(X—Xo)
X41-X-1
2

X, = (3.3)
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Sendo:
Xn o valor da varidvel no experimento na forma codificada; X € o valor real da varidvel a ser
calculada; Xo € o valor real da varidvel no ponto central; X1 € o valor real da varidvel no nivel

superior; X.1 € o valor real da varidvel no nivel inferior.

([Concentracio de APTES]—-1,0)

Xl = 0.5 3.4)

Xz _ ([Atividade Inicial Ofertada ]—15,60) (3.5)
7,8

X3 _ ([Concentracio do gzjlutaraldeido]—&s) (3.6)

Na Tabela 3.5 podem ser vistos os valores que foram utilizados no planejamento

experimental para as trés varidveis independentes analisadas.

Tabela 3.5 - Valores reais e codificados utilizados no Planejamento Composto Central

Atividade Inicial Concentracao de
Valores Concentracao de
Ofertada (U.mL! Glutaraldeido (%)
Codificados APTES (%) (X1)
extrato enzimético) (XZ) (X3)
-0l 0,16 0,26 0,14
-1 0,50 7,80 1,50
0 1,00 15,60 3,50
1 1,50 23,40 5,50
+a 1,84 28,60 6,86

A Tabela 3.6 mostra a matriz do PCC com os valores codificados e originais das
varidveis estudadas. Os ensaios foram realizados de forma aleatdria, com intuito de evitar a
tendenciosidade dos resultados. As faixas iniciais adotadas na otimizacdo foram determinadas
segundo informagdes da literatura (RIBEIRO et al., 2018; SOUSA et al., 2021).

Os resultados obtidos foram avaliados utilizando o Statistica® 7.0. A andlise de
desejabilidade foi realizada para determinacio do ponto 6timo. Para avaliar a conformidade do
obtido experimentalmente com o previsto pelo modelo foi feito uma validacdo com o ponto

otimizado em triplicata.
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Tabela 3.6 - Matriz do PCC com os valores codificados e originais das varidveis

Concentragdo de Attvidade Inicial Concentracdo de
Experimento Ofertada (U.mL"’
APTES (%) s o) Glutaraldeido (%)
1 0,50 (-1) 7,80 (-1) 1,50 (-1)
2 0,50 (-1) 23,40 (1) 5,50 (1)
3 1,50 (1) 7,80 (-1) 5,50 (1)
4 1,50 (1) 23,40 (1) 1,50 (-1)
5 1,00 (0) 15,60 (0) 3,50 (0)
6 0,50 (-1) 7,80 (-1) 5,50 (1)
7 0,50 (-1) 23,40 (1) 1,50 (-1)
8 1,50 (1) 7,80 (-1) 1,50 (-1)
9 1,50 (1) 23,40 (1) 5,50 (1)
10 1,00 (0) 15,60 (0) 3,50 (0)
11 0,16 (-a) 15,60 (0) 3,50 (0)
12 1,84 (+a) 15,60 (0) 3,50 (0)
13 1,00 (0) 0,26 (-a) 3,50 (0)
14 1,00 (0) 28,60 (+a) 3,50 (0)
15 1,00 (0) 15,60 (0) 0,14 (-a)
16 1,00 (0) 15,60 (0) 6,86 (+a)
17 1,00 (0) 15,60 (0) 3,50 (0)

3.6 REAVALIACAO DA CONCENTRACAO DE APTES NA IMOBILIZACAO DA B-
GALACTOSIDASE COMERCIAL EM SILICA DE POROSIDADE CONTROLADA

Apds a avaliagdo das melhores condi¢des de imobilizagdo da [-galactosidase, optou-se
por reavaliar a concentracdo de APTES, visto que, este apresenta um alto valor agregado. A
condicdo definida anteriormente foi uma concentracio de APTES a 1,0% no processo de
imobilizacdo. Assim, reduziu essa quantidade para 0,6%, mantendo os outros parametros iguais
e comparou-se com os resultados obtidos da imobilizacdo com 1,0% APTES. Aplicou o teste

de t de Student, para avaliar a diferenca entre médias.
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3.7 CARACTERIZACAO DA B-GALACTOSIDASE COMERCIAL IMOBILIZADA
EM SILICA

Com as melhores condi¢des definidas para o processo de imobilizac¢do (item 3.5 e 3.6)
o biocatalisador imobilizado foi avaliado quanto a diferentes caracteristicas.

Em todas as andlises de caracterizacdo do biocatalisador imobilizado a atividade
residual foi calculada em relacdo a atividade inicial do biocatalisador imobilizado. Os
resultados obtidos sdo uma média dos experimentos independentes conduzidos em duplicata.

Os resultados das an4lises foram plotados usando o software Origin® Pro 2018.

3.7.1 Influéncia do pH e da temperatura na atividade da enzima imobilizada

A influéncia do pH e da temperatura na atividade do biocatalisador imobilizado foi
analisada na hidrélise enzimdtica da lactose. A solugdo de lactose 50 g.L! foi preparada em
tampao fosfato de potéssio 0,1 M em diferentes valores de pH (5,6; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0),
nesta etapa a temperatura foi fixa em 30 °C. Para avalia¢do da temperatura, a hidrélise da lactose
foi conduzida conforme o item (3.2.1) em diferentes temperaturas (20; 30; 35; 40; 45; 50; 55
°C) A atividade enzimatica inicial do biocatalisador imobilizado foi determinada conforme o

item 3.2.1.

3.7.2 Estabilidade ao pH da enzima imobilizada

Para avaliacdo da estabilidade em relacio ao pH o biocatalisador imobilizado foi
incubado em tampao fosfato de potassio 0,1 M em diferentes valores de pH (5,6; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 e 8,0). As amostras foram mantidas em 15 mL de tampdo durante 6 horas a 30 °C. A

atividade enzimatica (item 3.2.1) foi determinada antes e apds a incubacao.

3.7.3 Estabilidade térmica da enzima imobilizada

A enzima imobilizada em silica foi incubada em banho termostético, em tampao latico
pH 7,0 a diferentes temperaturas e tempos, sendo eles: 20 °C (14 horas), 30 °C (6 horas), 40 °C
(2 horas) e 45 °C (2 horas). Foram realizados os ajustes por meio dos modelos de desativacao

térmica de primeira ordem (Equacdo 3.7) e por modelagem de desativacdo térmica com um
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estdgio (Equacgdo 3.8), utilizando a atividade residual em fun¢do do tempo de incubagdo para
cada temperatura. Os ajustes foram realizados pelo método numérico Levenberg-Marquardt
usando o software Statistica® 7.0, determinando os pardmetros cinéticos por meio dos melhores

ajustes (HENLEY; SADANA, 1985).

A _ L (~kqt)

Le 3.7)
A% =(1-a).eCkad 4 o (3.8)
Sendo:

A
— = Atividade Relativa
A

E1 | ~ . - .
a, = ?1 ¢ arazao entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma modelagem

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

ka= constante cinética de desativacdo térmica (h™')

Para cada temperatura foram determinados os tempos de meia vida, sendo possivel
considerar o melhor ajuste dos dados experimentais as equagdes de desativacdo térmica para
cada temperatura (3.7 e 3.8) utilizando as Equacodes 3.9 e 3.10, para os modelos de desativagao
térmica e desativacdo térmica com um estdgio, respectivamente. A energia de ativacdo da

desativacdo térmica foi calculada pela equagdo de Arrhenius linearizada (Equagao 3.11).

_ In(0,5)

tl = kg (39)
2

1 Ai_al
ti = ——In| =2 (3.10)
2 kg 1-aq
In(k,) = In(4) — 2.2 G.11)

R T
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A = fator de frequéncia para a reacdo
E. = energia de ativagdo do processo de desativacao térmica
T = temperatura absoluta

R = constante da lei dos gases

3.7.4 Parametros termodinamicos relativos a ativacao e desativacao térmica

Os parametros termodindmicos foram estimados, considerando o valor da energia de
ativacdo do processo de desativacdo térmica (E.) obtido na estabilidade térmica. A entalpia de
inativacao foi calculada conforme a Equacdo 3.12, sendo R a constante universal dos gases

8314Jmol'eTa temperatura absoluta em Kelvin.

AH = E, — RT (3.12)

A energia livre de Gibbs da inativacdo (AG) e a entropia de ativacdo (AS) foram

calculadas a partir das Equagdes 3.13 e 3.14, respectivamente.

AG = —RT x InXeX’» (3.13)
KpXT

AS = AH- AG

(3.14)

Sendo, Kp a constante de Boltzmann (1,38.10% J.K'), hp a constante de Planck

(6,626.10* J), ka € a constante de desativagio térmica e T a temperatura absoluta.

3.7.5 Reutilizacdo da enzima imobilizada

Foi avaliada a possibilidade de reutilizacdo da -galactosidase imobilizada, utilizando-
a em cinco ciclos consecutivos de hidrolise da lactose de 25 minutos cada. A hidrélise foi
realizada conforme descrito no item 3.2.1. Entre duas etapas de hidrdlise, o biocatalisador foi

lavado com 50 mL de tampao latico pH 7,0, para remover qualquer residuo do processo anterior.
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3.7.6 Estabilidade ao armazenamento da enzima imobilizada

A B-galactosidase imobilizada foi armazenada em 12 mL de tampao fosfato de potdssio
0,1 M, pH 7,0 sob refrigeracdo a 8 °C. As amostras foram avaliadas durante 105 dias. Apds as
andlises as enzimas foram lavadas e armazenadas novamente. A cada andlise a atividade
enzimatica era determinada. A atividade inicial da enzima imobilizada antes do armazenamento

foi considerada como 100%.

3.7.7 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho foi realizada com intuito de identificar as ligagdes
entre enzima e suporte. As amostras avaliadas foram a enzima B-galactosiade (Lactozyme®
2600 L), a silica pura, a silica funcionalizada com APTES, a silica funcionalizada com APTES
e ativada com glutaraldeido e silica imobilizada com a B-galactosidase na condicdo 6tima.
Utilizou-se a faixa de 4000-500 cm' para a Espectroscopia FT-IR (Spectrum Two® -
PerkinElmer).

3.7.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

O Microscopio Eletronico de Varredura (MEV), Carl Zeiss, modelo EVO MA 10,
espectroscopia dispersiva de energia foi utilizado para realizar a andlise microestrutural da silica
mesoporosa. As amostras analisadas foram: silica pura, silica funcionalizada com APTES,
silica funcionalizada com APTES e ativada com glutaraldeido e silica imobilizada com -

galactosidase.

3.8 HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITO FIXO

A enzima empregada neste estudo foi imobilizada conforme item 3.5, nas seguintes
condigdes: concentragdo de APTES: 0,6%; concentragio enzimética: 21 U.mL™', concentragio
de glutaraldeido: 6,86% e aplicada para hidrdlise em leito fixo operado em processo continuo

como é demonstrado na Figura 3.12.
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Figura 3.12 - Esquema da unidade da hidrdlise da lactose em reator de leito fixo. 1) Solucao
de alimentagdo; 2) Bomba peristéltica; 3) Reator com a enzima imobilizada; 4) Produto.

[]

Fonte: A Autora

Foi utilizado um reator de leito fixo, com as seguintes dimensdes: altura de 70 mm e
diametro de 4,7 mm. O reator operou em regime continuo com escoamento ascendente,
utilizando solugdo de lactose 5 g.L'! e 50 g.L"! preparada em tampao fosfato de potdssio 0,1 M,
pH 7.0. O reator foi preenchido com 0,8 g de silica imobilizada nas condi¢des otimizadas. Os
experimentos foram conduzidos em ambiente climatizado a cerca de 24 °C + 1 °C. Uma bomba
peristaltica foi utilizada para alimentar continuamente a solucdo de lactose, a vazdo foi fixada
em 0,097 mL.min"!, amostras foram retiradas a cada 10 min até alcancar o regime estacion4rio.
A glicose formada foi determinada pelo método Glicose-oxidase, posteriormente foi calculada

a conversao da lactose (Equacao 3.15).

Conversao de lactose (%) = SOS_—Sf X 100% (3.15)
0

Sendo, Sp a concentrag@o de substrato no tanque de alimentag@o e St a concentragdo de

substrato na saida do sistema.

3.9 AVALIACAO DA IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE PRODUZIDA POR
FERMENTACAO COM Kluyveromyces marxianus

Definidas as melhores condi¢des para imobiliza¢do da B-galactosidase comercial de K.
lactis (Lactozyme® 2600 L), iniciou-se a avaliagio da imobilizacdo da enzima produzida em
silica. A enzima foi produzida por fermentacdo submersa de K. marxianus e posteriormente

extraida, de acordo com as metodologias citadas nos itens 3.2.2.1 ¢ 3.2.2.2.
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3.9.1 Imobilizaciao do extrato enzimatico bruto em silica

A imobiliza¢ao foi realizada com o extrato enzimadtico bruto obtido em 0,1 g de silica
previamente funcionalizada e ativada com glutaraldeido. As condicdes na imobilizagdo foram
as mesmas obtidas do processo de imobilizacio da enzima comercial Lactozyme® 2600 L, que
foram: concentracdo de APTES 0,6%, atividade inicial da enzima ofertada em 21 UmL'e
concentracdo de glutaraldeido em 6,86%. O procedimento de imobilizacdo foi realizado em
incubadora rotatdria a 120 rpm, 20 °C, por 6 horas. Para ofertar a atividade inicial da enzima
no valor correto, foi determinada a atividade enzimatica inicial do extrato, ponderando o
volume necessério. Também foram conduzidos experimentos utilizando as mesmas condicoes,

porém aumentando a massa de silica de 0,1 g para 0,5 g.

3.9.1.1 Imobiliza¢do em série

Foram feitas imobiliza¢des seriadas, sendo realizadas trés imobiliza¢des consecutivas,
utilizando a mesma solu¢@o enzimdtica (SOUSA et al., 2021). O processo em série tem o
objetivo de reter impurezas nas primeiras etapas e assim contribuir para a imobilizacdo da
enzima. A imobilizacdo foi realizada por 2 horas, 0,1 g de silica previamente ativada, 120 rpm,
20 £ 1 °C e ap0s a primeira imobilizacdo a silica foi separada do sobrenadante. O sobrenadante
resultante da primeira imobilizagdo foi novamente ofertado a uma nova massa de silica (0,1 g).
A segunda imobilizagdo foi realizada nas mesmas condi¢des, e posteriormente realizou o
mesmo para a terceira imobilizacdo. As silicas de cada uma das etapas foram lavadas

separadamente com tampao latico pH 7,0 e foi determinada a atividade enzimatica.

310 AVALIACAO DA PURIFICACAO PARCIAL DA pB-GALACTOSIDASE
PRODUZIDA POR Kluyveromyces marxianus

O extrato enzimatico bruto pode conter outras impurezas além da enzima, dessa forma
optou-se por avaliar algumas técnicas de purificacdo parcial, com intuito de realizar uma
limpeza no extrato bruto. Desejando obter resultados mais expressivos nas imobilizacdes, em

termos de atividades enzimaticas.
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3.10.1 Avaliacao da ligaciao do extrato bruto enzimatico em Duolite A-568 em leito

fixo como estratégia de purificaciao parcial

Foi utilizado uma coluna tipo leito fixo, de volume 1til de 21,93 mL, com as dimensdes
14,55 cm de altura e 1,38 cm de diametro. A vazdo de alimentac@o da coluna foi controlada
com auxilio de bomba peristéltica de cabegote duplo com fluxo ascendente. Utilizou 7,763 g de
resina Duolite A-568 previamente ativada, conforme Sousa et al. (2021). A vazao fixada foi 0,5

mL.min"!

, 0 extrato enzimatico foi preparado em tampao fosfato de potassio pH 6,0, o volume
inicial de extrato enzimdtico alimentado na coluna foi de 36 mL.

A solugdo coletada na saida do reator teve sua atividade enzimética determinada e foi
utilizada posteriormente para imobilizagdo em silica, nas condi¢des definidas no item 3.5. A
resina Duolite A-568 foi retirada do reator e colocada em repouso em tampdo fosfato de

potéassio pH 7,3 e depois em pH 5,6 por 12 horas, foi analisada a dessor¢do da enzima [3-

galactosidase.

3.10.2 Dialise do extrato bruto enzimatico

Outra técnica avaliada foi a utilizagdo de membrana de didlise. Aplicando tubo de didlise
Servapor® (MWCO 1200-1400) de 16 mm de didmetro, a membrana foi previamente hidratada.
A hidratacdo foi realizada sob aquecimento da membrana imersa em 800 mL de agua
deionizada, utilizando-se banho termostético a 75 °C = 1 °C, por 2 horas e repetido por 3 vezes.
Ap6s hidratacdo as membranas foram armazenadas em 150 mL de 4gua deionizada com 3,0
g.L'! de 4zida de s6dio como agente anti bacteriolégico, até sua utilizacio.

Para purificagdo, o extrato enzimético bruto com sua atividade enzimética determinada
foi colocado no tubo de dislise Servapor® hidratado. Foram colocados cerca de 30 mL de extrato
enzimatico, a membrana com o extrato foi imersa em 900 mL de tampao fosfato de potéssio 25
mmM, sob agitacdo magnética em temperatura de = 8 °C, o processo foi de 2 horas, sendo o
tampao substituido apds 1 hora. Apds a didlise, a atividade enzimética foi determinada e
realizado o processo de imobiliza¢do em silica de acordo com as condi¢des otimizadas no item
3.5.

Foi realizada imobilizacdo direta com extrato enzimdtico dialisado e também com o
extrato liofilizado. A solugio enzimdtica dialisada foi liofilizada em Liofilizador Liotop® L101

por 24 horas, com intuito de aumentar sua concentracdo. Apds a liofilizacdo o extrato



Capitulo 3 — Material e Métodos 65

enzimatico foi ressuspenso em 8 mL de tampao fosfato de potdssio 0,1 M, pH 7,0. Ao final de

cada etapa as atividades enzimaticas foram determinadas.

3.10.3 Precipitacao com sal seguida de dialise

Avaliou a precipitagdo com sal, seguida de didlise para o tratamento do extrato
enzimatico bruto de B-galactosidase. A solug¢do do extrato enzimdtico foi preparada com o
sulfato de amonio até 70% de saturacdo. Sob agitacdo magnética por pelo menos 15 min, o sal
foi adicionado. Apds este tempo a solucdo salina foi mantida a uma temperatura de 8 °C por 12
h. Em seguida, o precipitado obtido foi ressuspenso em tampao fosfato de potdssio (50 mM)
com MnCl.4H>0 (0,1 mM), sendo entdo a solucao dialisada conforme descrito no item 3.10.2.
As amostras obtidas foram direcionadas para imobilizacdo em silica, sendo parte para
imobilizagdo direta e outra liofilizada em Liofilizador Liotop® L101 por 24 horas, para posterior

imobilizacdo em silica. Apds cada etapa foi avaliada a atividade enzimaética.

3.10.4 Utilizacdo das resinas AMBERLITE XAD761° e AMBERJET™ 4200 Cl

como estratégias de purificacdo parcial do extrato bruto enzimatico

AMBERLITE XAD761°®: E uma resina fenélica granular, comercializada pela Rohm and
Haas Company. Para sua ativacao utilizou metanol, na propor¢ao de 2 mL por grama de resina.
Sob agitacdo magnética a soluc@o foi mantida por 30 minutos, esse procedimento foi repetido
trés vezes. Ao final do processo, separou a resina em filtro a vacuo, lavando com dgua destilada,
a resina foi seca a 37 °C por 48 horas. Antes da utilizacdo da resina ativada era necessario
hidratar a mesma, com 100 mL de etanol, seguida de lavagem com agua destilada em filtro a
vacuo. A adsorcao foi realizada com 0,5 g de resina e 35 mL de extrato enzimético preparado
em tampao fosfato de potdssio 0,05 M pH 7,0, em incubadora rotatéria em 20 °C, 120 rpm por
2 horas e ao final foi determinada a atividade enzimdtica da resina imobilizada.

AMBERJET™ 4200 CI: E uma resina anidnica fortemente bésica, comercializada pela
Rohm and Haas Company. Para ativar a resina utilizou-se solugdo de NaOH 5% (m.v™'), na
relacdo de 10 g de resina para 100 mL de solugdo, deixou sob agitagao por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente foi lavada com &4gua destilada acidificada com acido
cloridrico 0,1 M até pH 6,0, em filtro a vicuo, depois a resina foi seca a 37 °C por 24 horas. O

processo de adsorc¢do foi realizado com 0,5 g de resina e 20 mL de extrato enzimatico preparado
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em tampao fosfato de potéssio pH 7,0, em incubadora rotatéria a 20 °C, 120 rpm por 2 horas e
ao final foi determinada a atividade enzimdtica da resina imobilizada.
Os sobrenadantes resultantes dos dois processos de adsor¢ao foram utilizados para

avaliar a imobilizagao em silica mesoporosa, nas condi¢des definidas no item 3.5.

3.10.5 Avaliacdo da Toyopearl® DEAE-650s como estratégia de purificacio parcial

do extrato enzimatico bruto

A resina Toyopearl® DEAE 650s é um trocador anidnico fraco, comercializado em
solucdo etandlica 20% (v.v!) pela Tosoh Bioscience. A ligacdo da enzima e suporte foi feita
com 0,2 g de resina e 10 mL de extrato enzimdtico bruto preparado em tampao fosfato de
potassio 0,05 M pH 7,0, em incubadora rotatéria a 120 rpm e 20 °C por 2 horas. Apds esse
tempo, a resina foi separada do sobrenadante em filtro a vicuo. A atividade enzimética da resina
imobilizada foi determinada conforme descrito no item 3.2.2 e utilizou cesta de aco inoxidavel
como apoio para o papel filtro contendo a resina imobilizada. Depois, lavou o suporte com
tampao fosfato de potdssio no filtro a vicuo e seguiu para etapa de dessor¢ao.

Para dessorcdo da B-galactosidase parcialmente purificada, a resina imobilizada foi
colocada em uma soluc¢do de cloreto de potdssio 0,1 M em incubadora rotatéria, 100 rpm, 20°C
por 1 hora. Ao final, separou a resina da solu¢do em filtro a vacuo. A solucdo enzimatica
recuperada da dessorcdo foi direcionada para didlise, o processo foi conduzido como descrito
no item 3.10.2 utilizando tampao fosfato de potassio 0,01 M, pH 7,0.

Ap6s a didlise foi determinada a atividade enzimadtica da soluc¢ao recuperada e também

foi feita a imobilizagdo em silica, nas condi¢des definidas no item 3.5.

3.11 SINTESE DOS GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS

Os galacto-oligossacarideos foram produzidos utilizando a enzima [-galactosidase
comercial (Lactozyme® 2600 L) em ambas as formas, livre e imobilizada. Para todos os
processos de sintese dos galacto-oligossacarideos foram calculados o rendimento de produgdo

Rcos (%), conforme a Equagdo 3.16 e a conversdo de lactose, Equacdo 3.15.

-1
Rgos(%) = —60s9L ) __ s 1009, (3.16)

Cacicartotal (g™
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3.11.1 Testes preliminares

Foram definidas as condi¢des de produgdo, de acordo com a literatura e as faixas de
operacdo da B-galactosidase estudada (LISBOA et al., 2012; FISCHER; KLEINSCHMIDT,
2021; SOUSA et al., 2021). As reacdes de sintese enzimatica dos GOS foram conduzidas em
incubadora rotatdria a 150 rpm. A solugdo reacional era composta por lactose, tampao fosfato
de potassio 0,05 M, pH 7,0 e enzima, em volume total de 20 mL, sendo adicionadas em
erlenmeyer de 25 mL. A concentragdo de lactose utilizada foi definida em cada teste. Em
intervalos definidos de tempo eram retiradas amostras de 0,5 mL, que eram incubadas em banho
em ebulicio por 10 minutos, com o objetivo de interromper a reacdo. Posteriormente as
amostras foram diluidas, filtradas e realizou-se a quantificagdo dos carboidratos, conforme

metodologia descrita no item 3.2.3.

3.11.1.1 Sintese dos galacto-oligossacarideos com a enzima comercial (Lactozyme®

2600 L) livre e imobilizada

A producdo dos galacto-oligossacarideos com a enzima livre foi avaliada utilizando uma
concentragio enzimatica de 21 U.mL’!, mesma concentracdo definida na otimizacio do
processo de imobilizacdo em silica (3.5). Foi avaliada a sintese de GOS em concentracdo de
lactose de 200 e 400 g.L! no tempo de 3 horas, em 30 °C. A quantificagio de GOS e demais
acucares foram avaliados com as curvas padrdes, definidas previamente.

Com a enzima imobilizada, conduziu-se o processo de imobilizacio nas mesmas
condig¢des definidas na otimizacdo, ao final do processo, separou-se a silica imobilizada do
sobrenadante restante, deixou a temperatura de 24 °C + 1 °C por aproximadamente 30 minutos,
para reduzir a umidade, pesou a quantidade de 0,1 g de biocatalisador imobilizado para cada
reacdo, que tem sua atividade enzimadtica previamente determinada. A silica imobilizada foi
adicionada a solucdo reacional com concentraciao de lactose definida para cada experimento

(200 € 300 g.L'"). As condigdes avaliadas foram tempos de 6 horas e temperatura a 30 °C.
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3.11.1.2 Influéncia da forca ionica do tampao na sintese dos galacto

oligossacarideos com a enzima comercial (Lactozyme® 2600 L) livre e imobilizada

Para avaliar a influéncia da for¢a do tampao na reacdo de transgalactosilagdo da f-
galactosidase para producdo dos galacto-oligossacarideos utilizou-se a enzima livre com
concentragio de 21 U.mL"! e a enzima imobilizada nas condi¢des previamente determinadas no
item 3.5.

Para a enzima livre foi avaliada a forca idnica do tampao fosfato de potdssio em 0,05 M
e 0,1 M, as reacdes foram conduzidas a 30 °C, 150 rpm, concentracio de lactose de 300 g.L!
durante 6 horas. Para enzima imobilizada foi avaliada a for¢a idnica do tampao fosfato de
potassio em 0,05 M, 0,1 M e 0,2 M nas condi¢des de 30 °C, 150 rpm, concentragdo de lactose
de 300 g.L"! durante 8 horas.

3.12 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE LACTOSE, AGITACAO E
TEMPERATURA NA PRODUCAO DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS COM -
GALACTOSIDASE COMERCIAL IMOBILIZADA EM SILICA

Para producio dos galacto-oligossacarideos utilizou-se a B-galactosidase de K. lactis
(Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica de porosidade controlada conforme condigdes
otimizadas no item 3.5. Os efeitos das varidveis: concentracdo de lactose, agitacdo e
temperatura foram avaliados simultaneamente para sintese dos galacto-oligossacarideos por
meio de um Planejamento Fatorial Fracionario 2*!, com a adicdo de trés ensaios no ponto
central, totalizando 11 experimentos. As faixas das varidveis estudadas sdo apresentadas na
Tabela 3.7 e foram selecionadas de acordo com os testes preliminares e informacdes da
literatura (LISBOA et al., 2012; FISCHER; KLEINSCHMIDT, 2021; SOUSA et al., 2021). A

matriz completa do planejamento € apresentada na Tabela 3.8.

Tabela 3.7 - Valores reais e codificados avaliados no Planejamento Fatorial Fracionario
Concentracao de

Valores codificados Agitacao (rpm) Temperatura (°C)
Lactose (g.L'1)
-1 200 116 30
0 300 140 35

1 400 164 40
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Tabela 3.8 - Matriz do Planejamento Fatorial Fraciondrio com os valores originais e
codificados das varidveis

Concentragao de

Experimento Agitacdo (rpm) Temperatura (°C)
Lactose (g.L)
1 200,00 (-1) 116,00 (-1) 30,00 (-1)
2 200,00 (-1) 116,00 (-1) 40,00 (1)
3 200,00 (-1) 164,00 (1) 30,00 (-1)
4 200,00 (-1) 164,00 (1) 40,00 (1)
5 400,00 (1) 116,00 (-1) 30,00 (-1)
6 400,00 (1) 116,00 (-1) 40,00 (1)
7 400,00 (1) 164,00 (1) 30,00 (-1)
8 400,00 (1) 164,00 (1) 40,00 (1)
9 300,00 (0) 140,00 (0) 35,00 (0)
10 300,00 (0) 140,00 (0) 35,00 (0)
11 300,00 (0) 140,00 (0) 35,00 (0)

3.13 SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS COM A ENZIMA
COMERCIAL UTILIZANDO AGITACAO MAGNETICA E MECANICA

Com intuito de diversificar a sintese de GOS, foram avaliadas também a agitacio
magnética e mecanica. Para producdo utilizou os melhores parametros de temperatura e
concentracdo inicial de lactose definidos no item 3.12. As condi¢Oes para agitacdo foram
aumentadas de acordo com a possibilidade funcional dos equipamentos.

A sintese de GOS foi realizada com a [3-galactosidase comercial de K. lactis

(Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica conforme o item 3.5.

3.13.1 Agitacdo magnética na sintese de galacto-oligossacarideos

Em reator de mistura, em operacdo batelada, a produg¢do de GOS foi conduzida,
utilizando um volume de 60 mL de solucdo de lactose a 400 g.L"!, preparada em tampdo fosfato
de potéssio 0,05 M, pH 7,0 em 40 °C, por 8 horas. Uma massa de 0,3 g de biocatalisador

imobilizado foi utilizado e acondicionado em cesta de tela de aco inoxiddvel de 100 mesh, que
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foi inserido no reator de mistura. As cestas evitaram o atrito entre as particulas de enzimas
imobilizadas e o agitador (Figura 3.5). A agitacdo magnética utilizada foi de aproximadamente
200 rpm.

Amostras de 0,5 mL foram coletadas a cada 2 horas. E colocadas em um banho em
ebulicdo por 10 minutos, visando a interrupcao da reacdo. Em seguida as amostras foram

diluidas, filtradas e realizou-se a quantificacdo dos carboidratos, segundo o item 3.2.3.

3.13.2 Agitacao mecinica na sintese de galacto-oligossacarideos

O processo foi realizado em agitadores do tipo hélice IKA® RW 20 Digital e reatores de
mistura encamisado do tipo batelada acoplados a um banho termostatico, como ilustrado na
Figura 3.9.

No reator de mistura utilizou um volume de 60 mL de solucdo de lactose a 400 g.L"!,
preparada em tampao fosfato de potdssio 0,05 M pH 7,0. Uma massa de 0,3 g de biocatalisador
imobilizado foi adicionada e as condi¢des da reagdo foram 40 °C no tempo de 8 horas. A
agitacdo foi avaliada a 400 e 600 rpm. A cada 2 horas foram retiradas amostras de 0,5 mL e
colocadas em um banho em ebulicao por 10 minutos, para cessar a rea¢ao. Ao final, as amostras

foram diluidas, filtradas e realizou a quantifica¢do dos carboidratos, segundo o item 3.2.3.

3.14 SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS EM REATOR TIPO LEITO
FIXO UTILIZANDO A B-GALACTOSIDASE COMERCIAL IMOBILIZADA EM
SILICA

Um reator tipo leito fixo foi utilizado para avaliar a sintese dos GOS. Ele apresentava
altura de 70 mm e didmetro de 10 mm. O reator operou em regime continuo com escoamento
ascendente, como ilustrado na Figura 3.13. Uma massa de 2 g de silica foi imobilizada com [3-
galactosidase comercial, conforme o item 3.5. O empacotamento do leito foi feito com 1,9 g de
biocatalizador imobilizado, sendo que 0,1 g desse biocatalisador foi direcionado para
determinacao da atividade enzimaética (item 3.2.1).

Os experimentos foram conduzidos em temperatura de 40 °C utilizando solucdo de
lactose 400 g.L”! preparada em tampdo fosfato de potdssio 0,05 M, pH 7,0. Uma bomba
peristdltica foi utilizada para alimentar continuamente a solucdo de lactose, a vazdo foi fixada

em 0,100 mL.min"!. A solugio de alimentacio de lactose permaneceu sob agitacio magnética



Capitulo 3 — Material e Métodos 71

durante toda a reac¢do (300 minutos) e aquecida a 40 °C. Amostras foram retiradas em tempos
definidos e colocadas em um banho em ebuli¢do por 10 minutos, para cessar a reacdo. Essas
amostras foram diluidas, filtradas e realizou a quantificacido dos carboidratos, segundo o item

3.2.3. Foram calculados o rendimento de GOS e conversao de lactose (Equagao 3.16 e 3.15).

Figura 3.13 - Esquema da unidade de sintese de GOS em reator de leito fixo 1) Solucdo de
alimentacdo; 2) Agitador magnético; 3) Bomba peristaltica; 4) Coluna empacotada com
biocatalisador imobilizado; 5) Produto; 6) Incubadora com temperatura controlada

Fonte: A Autora

3.14.1 Leito fixo empacotado com [3-galactosidase comercial imobilizada em silica

associada com esferas de vidro na sintese dos galacto-oligossacarideos

Com o objetivo de melhorar a sintese dos GOS em leito fixo, utilizou uma coluna com
dimensdes maiores, para aumentar o tempo de residéncia. A coluna apresentava volume util de
21,93 mL, com 14,55 cm de altura e 1,38 cm de diametro. O reator operou em regime continuo
com escoamento ascendente. Uma bomba peristéltica foi utilizada para alimentar a solucdo de
lactose, que permaneceu sob agitacdo magnética durante todo o processo. A Figura 3.14
apresenta o esquema do processo.

Para o empacotamento do leito utilizou uma razdo de massa de biocatalisador
imobilizado (Mg) por massa de inerte (M), essa razdo foi de 1/8 g.g”! (GUERRERO et al.,
2019). Esferas de vidro de 2 mm, previamente lavadas com dgua deionizada foram adotadas
como material inerte. O biocatalisador foi imobilizado conforme o item 3.5.

O processo foi conduzido a 40 °C, utilizando como alimentagdo solugdo de lactose 400

g.L“ preparada em tampao fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,0. Amostras foram coletadas em
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tempos definidos e direcionadas para um banho em ebulicdo por 10 minutos, para interromper
a reacdo enzimdtica. Essas amostras foram diluidas, filtradas e realizou a quantificagdo dos
carboidratos, segundo o item 3.2.3. Foram calculados o rendimento de GOS e conversdo de

lactose (Equagdo 3.16 e 3.15).

Figura 3.14 - Esquema da unidade de sintese de GOS em reator de leito fixo 1) Solucdo de
alimentacdo; 2) Agitador magnético; 3) Bomba peristéltica; 4) Coluna empacotada com
biocatalisador imobilizado e esferas de vidro; 5) Produto; 6) Banho termostatico; 7) Recheio
da coluna silica (em cinza) e esferas de vidro (em branco)

Fonte: A Autora

3.15 SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS COM A B-GALACTOSIDASE
PRODUZIDA POR K. marxianus NA SUA FORMA LIVRE E IMOBILIZADA EM
SILICA

Com a [-galactosidase produzida por K. marxianuas (item 3.2.2) avaliou a sintese de
GOS. A enzima produzida foi utilizada em sua forma livre e imobilizada em silica de
porosidade controlada segundo o item 3.5. O processo foi realizado com agitadores do tipo
hélice IKA® RW 20 Digital) e reatores de mistura encamisado do tipo batelada (Figura 3.9).

Utilizou um volume total de 60 mL no reator.
3.15.1 Enzima produzida por K. marxianus na forma livre
O extrato bruto enzimético produzido (item 3.2.2) foi concentrado por liofilizacdo em

liofilizador Liotop® L101 e sua atividade enzimética foi previamente determinada. No reator

de mistura foi colocado 15 mL do extrato bruto enzimético liofilizado (hidratado em tampao
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fosfato de potéssio 0,05 M pH 7,0) em 45 mL de solugio de lactose a 400 g.L"! preparada em
tampao fosfato de potassio 0,05 M pH 7,0. As rea¢des foram conduzidas a 40 °C, 400 rpm em
8 horas. Em tempos determinados foram retiradas amostras de 0,5 mL que foram para um banho
em ebulicdo por 10 minutos, para interromper a rea¢ao enzimatica. Ao final, as amostras foram

diluidas, filtradas e realizou a quantificacdo dos carboidratos, segundo o item 3.2.3.

3.15.2 Enzima produzida por K. marxianus imobilizada em silica de porosidade

controlada

A imobilizacdo em silica foi realizada com o extrato bruto enzimatico produzido (item
3.2.2) concentrado por liofilizacdo em liofilizador Liotop® L101. A enzima foi imobilizada
seguindo as condic¢des do item 3.5. Adicionou o biocatalisador imobilizado no reator de mistura
e acrescentou 60 mL de solugdo de lactose a 400 g.L"! preparada em tampdo fosfato de potdssio
0,05 M, pH 7,0. As reacdes foram conduzidas a 40 °C, 400 rpm em 8 horas. A cada 2 horas
foram retiradas amostras de 0,5 mL que foram colocadas em banho em ebuli¢io por 10 minutos,
para interromper a reacdo. Ao final, as amostras foram diluidas, filtradas e realizou a

quantificagcdo dos carboidratos, segundo o item 3.2.3.



CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Primeiramente serdo apresentados os resultados da
imobilizacdo da B-galactosidase comercial Lactozyme® 2600 L em silica de porosidade
controlada. Em seguida a enzima imobilizada foi caracterizada quanto a influéncia do pH na
atividade enzimética, a estabilidade térmica, estabilidade ao pH, reutilizacao e estabilidade ao
armazenamento. Também serdo apresentados resultados da espectroscopia de infravermelho e
imagens da microscopia eletronica de varredura. Dando continuidade, serdo apresentados os
resultados da imobilizacdo da enzima produzida por K. marxianus nas condi¢des otimizadas. E
com o intuito de melhorar a imobilizacdo foi feita a purificacdo da enzima de K. marxianus e
seus resultados sdo apresentados. Por fim sdo apresentados os resultados referentes a producao

dos GOS, testes preliminares e otimizagao.

4.1 IMOBILIZACAO DA B-GALACTOSIDASE COMERCIAL EM SILICA

A funcionalizagdo da silica € o processo necessdrio para modificacdo dos grupos silandis
utilizando o APTES. A funcionalizagcao foi avaliada em fase aquosa e em fase organica. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Avaliacdo da imobilizacdo em silica funcionalizada em fase aquosa e orginica

Atividade Enzimatica da Atividade Recuperada
Funcionalizacio da silica L
enzima imobilizada (U) de Imobilizacio (%)
Aquosa 1,192 +£ 0,27 3,982 + 0,91
Organica 0,11°+0,14 0,35+ 0,50

As letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre as médias (p< 0,05)

Ao aplicar o teste t de Student o valor de p obtido foi de 0,018 para atividade enzimatica
na enzima imobilizada e 0,015 para atividade recuperada, os valores sdo menores que 0,05 o
que indica que hé diferenca significativa entre as médias da via aquosa e organica. Como pode
ser observado na Tabela 4.1 a funcionalizacdo em via aquosa apresentou atividade enzimética
e atividade recuperada mais elevadas, sendo cerca de dez vezes maiores quando comparados

com a funcionalizac¢do por via organica. Dessa forma, optou-se por utilizar a funcionalizagdao
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em via aquosa, considerando uma maior facilidade do processo e menor custo, comparando o
preco da dgua aos reagentes organicos, como exemplo o tolueno empregado na funcionaliza¢ao
por via orginica. Para todos os experimentos realizados posteriormente foi feita a
funcionalizacdo em via aquosa seguida de ativacdo com glutaraldeido. Qiao et al. (2015)
desenvolveram um processo para silanizacdo de particulas nano-silicas usando APTES. A

funcionalizacdo em via aquosa também foi utilizada.

4.1.1 Avaliagao do tempo de imobilizacdo da p-galactosidase

A imobilizag@o da B-galactosidase em silica de porosidade controlada foi avaliada em
diferentes tempos de imobilizacao, os resultados estdo apresentados na Figura 4.1 em relacdo a

atividade enzimatica e atividade recuperada da enzima imobilizada.

Figura 4.1 - Avaliacdo de diferentes tempos de imobilizacdo da -galactosidase comercial em
silica
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E possivel observar um aumento da atividade enzimdtica da enzima imobilizada e da
atividade recuperada do menor tempo (0,5 h) até 12 h de imobilizacdo, apds esse tempo inicia-
se um decréscimo das duas varidveis avaliadas. A redu¢@o na atividade enzimatica e atividade
recuperada para os maiores tempos de imobilizacdo pode indicar uma inativa¢do da enzima.
No tempo de 6 e 12 h de imobilizacdo a diferenca tanto da atividade enzimdtica como da
atividade recuperada foi pequena, sendo elas de 1,89 U e 1,54%, respectivamente. Aplicando o

teste de Tukey foi observado que ndo hé diferenca estatistica significativa em p<0,05. Sendo
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assim, optou-se por trabalhar com o menor tempo, 6 h, devido a pouca diferenga das atividades
e também por apresentar um menor desvio padrdo, consequentemente uma melhor
reprodutibilidade. Além disso, menores tempos de imobilizacdo podem ser vantajosos nos
processos industriais, considerando uma maior agilidade do processo total, podendo levar a
reducgdo de custos devido ao menor tempo de utilizagdo de equipamentos.

Ricardi et al. (2018) e Ricardi et al. (2021) realizaram a imobilizacao de -galactosidase
de K. lactis em silica, com imobilizacdo em 18 h, tempo superior ao obtido no presente trabalho.
Verma et al. (2012), avaliaram a imobiliza¢ao de B-galactosidase de K. lactis em nanoparticulas
de diéxido de silicio por meio de ligagdo covalente e utilizaram um tempo de 36 horas para o
processo de imobilizacdo. Ribeiro et al. (2018) imobilizaram invertase em materiais
mesoporosos a base de SBA-15 e apds a ativagdo com glutaraldeido o tempo de imobiliza¢ao
utilizado foi de 24 horas. Dessa forma, pode-se dizer que utilizando o processo de ligagdao
covalente e suportes a base de silica os tempos requeridos para imobilizacdo serdo maiores,
entretanto € importante considerar as particularidades de cada processo, como as caracteristicas
do suporte e da enzima, além de condi¢des operacionais. Logo, o tempo de 6 horas se faz
favoravel atendendo as necessidades do processo. O tempo definido (6 h) € menos longo do que
os mencionados por Verma et al. (2012) e Ribeiro et al. (2018), sendo eles respectivamente de
36 e 24 horas. Assim, o tempo de 6 horas pode trazer vantagens para o processo. Podendo
agregar até reducao de custos, considerando um menor tempo de uso de equipamentos € maior

agilidade de producdo didria.

4.2 AVALIACAO DAS MELHORES CONDICOES DE IMOBILIZACAO DA -
GALACTOSIDASE COMERCIAL EM SILICA DE POROSIDADE CONTROLADA

A partir do Planejamento Composto Central (PCC) foram obtidos os resultados
apresentados na Tabela 4.2 para atividade enzimatica do biocatalisador imobilizado, atividade
recuperada de imobilizagdo e eficiéncia de imobilizacdo, para as varidveis analisadas
concentracdo de APTES (X1), atividade inicial da enzima ofertada (X2) e concentragdo de
glutaraldeido (X3).

A atividade enzimatica da B-galactosidase imobilizada variou entre 0,5 a 41,71 U, a
variacdo da atividade recuperada foi de 7,87 a 47,56% e da eficiéncia de imobilizacao foi de

14,62 a 84,00%.
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De acordo os resultados obtidos (Tabela 4.2), pode-se observar que a atividade
enzimatica da -galactosidase imobilizada foi maior (41,7 U) nas seguintes condicdes: 1,5% de
concentracdo de APTES, 23,4 U.mL exrato enzimético | € 5,5% para concentra¢do de glutaraldeido.

Nas mesmas concentragdes de APTES e glutaraldeido também foi observado o maior
valor da atividade recuperada (47,56%). Nesta condicdo, a atividade enzimatica ofertada foi
menor (7,8 U.mL™!). Para a eficiéncia de imobiliza¢do o melhor valor obtido (84,00%) foi para
uma concentra¢do de APTES a 1,0%, atividade enzimatica ofertada de 15,6 U.mL™! de extrato
e 6,86% para concentracio de glutaraldeido. Comparando esses trés experimentos observa-se
que a concentracdo de glutaraldeido necessdria para alcangar os melhores valores foi em

concentracdes maiores que 5,5%.

Tabela 4.2 - Matriz com os resultados obtidos da imobilizacao de -galactosidase
(Lactozyme® 2600 L) em silica

X AE (ED)
Experimento X1 (%) X3 (%) AR (%) E (%)
(U. mL"1) U)

1 0,5 (-1) 7,8 (-1) 1,5 (-1) 8,59 25,88 28,44

2 0,5 (-1) 23,4 (+1)  5,5(+1) 40,41 21,51 66,60

3 1,5 (+1) 7,8 (-1) 5,5 (+1) 18,27 47,56 53,05

4 1,5(+1) 23,4 (+1) 1,5 (-1) 23,92 13,80 48,60
5(C) 1 (0) 15,6 (0) 3,5(0) 32,21 39,62 62,66
6 0,5 (-1) 7,8 (-1) 5,5 (+1) 15,35 31,56 34,62

7 0,5 (-1) 23,4 (+1) 1,5 (-1) 13,64 7,87 36,35

8 1,5 (+1) 7,8 (-1) 1,5 (-1) 23,26 44,10 42,21

9 L5(+1) 2341  55(+1) 41,71 24,16 76,39
10 (C) 1(0) 15,6 (0) 3,5(0) 32,03 39,40 64,96
11 0,16 (-a) 15,6 (0) 3,5(0) 12,8 15,74 14,62
12 1,84 (+a) 15,6 (0) 3,5(0) 27,63 33,98 43,43
13 1 (0) 0,26 (-o) 3,5(0) 0,5 23,16 25,79
14 1 (0) 28,6 (+a) 3,5(0) 38,16 21,26 80,20
15 1(0) 15,6 (0) 0,14 (-a) 10,56 21,59 35,08
16 1(0) 15,6 (0) 6,86 (+o) 40,17 45,57 84,00
17 (C) 1(0) 15,6 (0) 3,5(0) 32,32 30,21 64,04

Xi: Concentragdo de APTES; X»: Atividade Inicial Ofertada; X3: Concentracdo de Glutaraldeido
AE (EI): atividade enzimdtica da enzima imobilizada

AR: atividade recuperada

E: eficiéncia de imobilizagcao
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Realizou-se a andlise da significancia dos parametros do modelo a partir dos p-valores
encontrados pelo teste t de Student, considerado um nivel de significancia de 90%. Utilizando
os resultados, para atividade enzimética da enzima imobilizada (AE), atividade recuperada da
imobilizacdo (AR) e eficiéncia da imobilizacdo (E), apds a regressdo miltipla, obtiveram-se as
Equacdes 4.1, 4.2 e 4.3, respectivamente. Os modelos estdo apresentados em suas formas
reduzidas, considerando que algumas varidveis ndao foram significativas. Os parametros com
nivel de significAncia menor que 10% (p<0,10) foram considerados significativos. Os
coeficientes de determinagio (R?) obtidos ap6s os ajustes dos dados experimentais aos modelos
foram 0,97 para a atividade enzimética da enzima imobilizada; 0,81 para atividade recuperada
e 0,96 para eficiéncia, mostrando boa concordancia entre os valores experimentais € 0s

previstos pelos modelos.

Atividade da Enzima Imobilizada = 32,45 + 3,96X; — 4,06X? + 7,93X, — 3,52X% +
7,04X5 — 2,24X2 — 2,59X, X5 + 5,35X, X 4.1)

Atividade Recuperada = 37,51 + 5,38X, — 4,66X? — 6,61X, — 5,43X2 + 5,38X;
“4.2)

Eficiéncia = 62,57 + 7,52X, — 11,80X2 + 11,17X, — 2,61X2 + 5,13X; + 5,12X,X5
(4.3)

Na Equacao 4.1 pode-se observar que as trés varidveis X1, X2 e X3 apresentaram efeitos
positivos, sendo que, aumentando a concentragdo de APTES, a atividade inicial ofertada e a
concentracdo de glutaraldeido havera uma maior atividade enzimética da enzima imobilizada.
Para atividade recuperada, (Equagdo 4.2) X; e X3 apresentam efeitos positivos, enquanto X>
apresenta efeito negativo. Logo, um aumento dessa varidvel gera uma reducdo no valor da
resposta, ou seja, a atividade recuperada € inversamente proporcional a atividade inicial
ofertada, sendo possivel notar essa relacdo pela influéncia das varidveis. Na Equagdo 4.3 para
eficiéncia de imobilizacdo as varidveis Xi, X, e X3 apresentaram efeitos positivos, sendo que
quanto maior for o valor do coeficiente maior impacto no valor da resposta.

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), para cada uma das respostas estudadas
e os valores de Fca (calculado) estdo apresentados nas Tabelas 4.3 a 4.5, para as respostas
atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizacdo,

respectivamente.
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Tabela 4.3 - ANOVA para resposta da atividade da enzima imobilizada em silica

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
Fealc p-valor
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 2509,131 9 278,79 32,04 0,99998
Residuos 60,907 7 8,70
Total 2570,038 16

Fr=Fo9.7,0,10= 2,725

Tabela 4.4 - ANOVA para resposta da atividade recuperada da enzima imobilizada em silica

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
Fcalc p-VaIOI'
variacao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 2045,616 9 227,29 6,1351 0,99998
Residuos 259,335 7 37,05
Total 2304951 16

Fr=Fo.7.0,10= 2,725

Tabela 4.5 - ANOVA para resposta da eficiéncia da enzima imobilizada em silica

Fonte de Soma de Graus de Quadrado
Fealc p-valor
variacao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 6459,532 9 717,73 23,05 0,99998
Residuos 217,989 7 31,14
Total 6677,521 16

Fr=Fo.7.0,10= 2,725

Pelos valores obtidos na ANOVA observa-se que o F calculado (Fcarc) foi superior ao
F tabelado (Fr) para um nivel de significancia de 10% para as trés respostas, atividade da
enzima imobilizada (Tabela 4.4), atividade recuperada (Tabela 4.5) e eficiéncia de imobilizacdo
(Tabela 4.6). Esses resultados indicam uma boa concordancia entre os valores experimentais e
previstos pelo modelo. Com os modelos obtidos e a validacdo por meio da ANOVA, foi
possivel construir as curvas de contorno e superficies de respostas para a influéncia conjunta
das trés varidveis analisadas em cada uma das respostas, atividade da enzima imobilizada

(Figura 4.2), atividade recuperada (Figura 4.3) e eficiéncia de imobilizacao (Figura 4.4).
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Figura 4.2 - Superficies de respostas e curvas de contorno para influéncia das trés varidveis na
resposta de atividade da enzima imobilizada
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Figura 4.3 - Superficies de respostas e curvas de contorno para influéncia das trés varidveis na
resposta de atividade recuperada
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Figura 4.4 - Superficies de respostas e curvas de contorno para influéncia das trés varidveis na
resposta de eficiéncia da imobilizacdo
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As curvas de contorno e as superficies de resposta mostram as regides de otimizacao.
Na Figura 4.2 (resposta de atividade da enzima imobilizada) observam-se valores de
concentracdo de APTES de 0,7 a 1,6%, concentracdo de glutaraldeido maior que 6,0% e
atividade inicial da enzima ofertada maior que 20 U.mL"! de extrato. Para Figura 4.3 (resposta
de atividade recuperada), notam-se valores de concentracio de APTES de 1,0 a 1,5%,
concentracdo de glutaraldeido maior que 6,0% e atividade inicial da enzima ofertada entre 8 a
16 U.mL"! de extrato. E para Figura 4.4 (resposta de eficiéncia da imobiliza¢do) os resultados
mostram varia¢des de concentracdo de APTES de 1,0 a 1,4%, concentracdo de glutaraldeido
maior que 6,0% e atividade inicial da enzima ofertada maior que 20 U.mL"! de extrato. Com
base nos ensaios sao apresentados nas figuras as faixas obtidas, pode-se dizer que a regido 6tima
estd na faixa de concentracao de APTES de 1,0 a 1,4% e concentragdo de glutaraldeido maior
de 6,0%. Para a atividade inicial da enzima ofertada fixou-se a regido apresentada nas Figuras
4.2 e 4.4, sendo valores entre 20 e 28,6 U.mL! de extrato.

Para obtencdo do ponto 6timo real foi realizada a andlise de desejabilidade, pelo

software Statistica® 7.0, apresentada na Figura 4.5.

Figura 4.5 - Andlise de desejabilidade da avaliagdo simultanea das respostas de atividade
inicial da enzima ofertada e efici€éncia de imobilizacao com influéncia das trés vardveis (Xi,
X> e X3) analisadas
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De acordo com a andlise da desejabilidade (Figura 4.5), foi definido como ponto 6timo
a concentracdo de APTES em 1,0%, atividade inicial da enzima ofertada em 21 U.mL"! de
extrato enzimdtico e concentracdo de glutaraldeido em 6,86%. Comparando as observagdes
realizadas pelas superficies de resposta e curvas de contorno com as da anélise de desejabilidade
nota-se semelhancga, indicando a regido Gtima.

A concentracdo de APTES € uma varidvel relevante no processo de imobilizacdo. Esse
agente € o silanizador que promove a modificacdo superficial da silica adicionando grupos
funcionais para posterior ligacdo com a enzima, ele aumenta a superficie hidrofébica pela
presenca dos grupos propila e reduz os grupos hidroxila livres (SHAH et al., 2008; BOURKAIB
et al., 2021). Como foi observado no ponto 6timo, a concentracio de APTES deve ser
intermedidria, sendo definida em 1,0%. O APTES aumenta o desempenho catalitico das
enzimas, melhorando a posi¢do do sitio ativo, devido ao aumento da superficie hidrofébica
(BOURKAIB et al., 2021). Qiao et al. (2015) utilizaram o APTES para funcionalizagdo e
também definiram uma condi¢fo intermediaria de APTES (1,3% v.v'!).

O glutaraldeido € o agente bifuncional que realiza a forte ligacdo do suporte a enzima,
formando uma ligacao covalente. Um grupo aldeido de sua molécula reage com o grupo amino
da enzima e o outro grupo aldeido de sua molécula reage com o suporte. Nesse caso, foi
observado que quanto maior a concentracdo do agente, maior seriam os valores obtidos para
atividade da enzima imobilizada, atividade recuperada e eficiéncia de imobilizacdo. Ricardi et
al. (2018) também utilizaram solucdo de glutaraldeido para ativacao dos suportes silica/quitosa
para imobilizacdo de B-galactosidase de K. lactis. Uma concentragdo de 5,0% de glutaraldeido
foi utilizada, um valor relativamente menor que o utilizado neste trabalho de 6,86%. As duas
varidveis concentracdo de APTES e de glutaraldeido que foram analisadas sdo de fundamental
importancia para imobilizagdo, pois sdo responsaveis pelas etapas que preparam o suporte, para
receber a enzima, sendo assim a otimizagcdo dessas varidveis traz inimeras vantagens para
maximizar a imobiliza¢cdo da B-galactosidase.

Em relagdo a atividade inicial ofertada é necessario ter um equilibrio, considerando que
o seu aumento serd eficiente para aumentar a atividade da enzima imobilizada e a eficiéncia de
imobilizacdo, porém maiores concentragdes levardo a uma menor resposta da atividade
recuperada além de aumento nos custos do processo. Sendo assim, ficou definido o valor de 21
U.mL! de extrato enzimatico. Alguns estudos da literatura relatam que pode haver a saturacdo
do suporte em altas ofertas enzimdticas, nesse caso mesmo que seja ofertado uma maior
quantidade de enzima o suporte ndo terd sitio ativo disponivel para ligagdo com a enzima (LIU

et al., 2012; SOUSA et al., 2021). Sousa et al. (2021) avaliaram a imobilizagao de [-
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galactosidase de K. marxianus em Duolite® A-568, variando a atividade ofertada de 18,59 a
35,41 U, sendo obtido como 6timo o valor de 27 U, uma atividade intermedidria, que foi
justificada pela saturacdo do suporte. O modelo obtido da otimizacdo da imobilizagao no
trabalho citado também apresentou efeito negativo da varidvel atividade inicial da enzima oferta
sobre a resposta atividade recuperada.

Foi realizado um experimento de validacdo para os modelos na condicdo otimizada:
concentracdo de APTES 1,0%, atividade inicial da enzima ofertada em 21 UmL! e
concentracdo de glutaraldeido em 6,86%. A atividade enzimédtica da enzima imobilizada foi de
44,67 £ 2,53 U, valor proximo ao predito pelo modelo de 47,94 U, o erro foi de 7,32%. Para a
resposta da atividade recuperada obteve-se 28,61 £ 6,26%, sendo previsto pelo modelo 39,40%.
A diferenca de uma dezena na resposta medida e calculada pelo modelo, representa um erro de
27,38%. Nesse caso, o modelo nio foi tdo eficiente para prever a realidade experimental.
Contudo, € importante considerar a variabilidade dos resultados, uma vez que os desvios estao
na ordem de 6,26% para atividade recuperada da [-galactosidase imobilizada, levando a uma
menor reprodutibilidade. Para eficiéncia de imobilizacdo obteve-se o valor de 100 = 0,0%,

sendo o valor esperado de 94,33%, o erro obtido foi de 6,01%.

4.3 REAVALIACAO DA CONCENTRACAO DE APTES NA IMOBILIZACAO DA p-
GALACTOSIDASE COMERCIAL EM SILICA DE POROSIDADE CONTROLADA

A melhor regido obtida na avaliacdo da imobilizacdo da -galactosidase comercial em
silica foi em concentracao de APTES a 1,0%, atividade inicial da enzima ofertada em 21 U.mL
de extrato enzimatico . € concentracdo de glutaraldeido em 6,86%. Entretanto, a concentracio de
APTES foi reavaliada, considerando o alto valor agregado do produto. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 - Avaliagc@o da concentra¢do de APTES 0,6 e 1,0% na imobilizagdo da f3-
galactosidase comercial em silica

Concentracao de Atividade Enzimatica do Atividade Recuperada
APTES (%) biocatalisador imobilizado (U) (%)
0,6 39,90% £ 2,44 26,24 + 1,60
1,0 41,45 +£2,90 26,90* £ 0,91

As letras iguais nas colunas indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias (p< 0,05).
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Pelo o teste t de Student tanto a atividade enzimadtica quanto a atividade recuperada
ndo apresentaram diferencas estatisticas em nivel de significancia de 0,05. A reducdo desse
reagente pode levar a uma economia no processo, sendo ele bastante oneroso principalmente

considerando uma escala industrial.

4.4 CARACTERIZACAO DA B-GALACTOSIDASE COMERCIAL IMOBILIZADA
EM SILICA

4.4.1 Influéncia do pH e temperatura na atividade da enzima imobilizada

A atividade da -galactosidase imobilizada € influenciada diretamente pelo pH do meio,
como pode ser observado na Figura 4.6, na qual a atividade aumenta do pH 5,6 ao pH 7,0 e
apos esse valor ela passa por uma reducdo. A maior atividade € obtida em pH 7,0 mantendo
cerca de 100% da atividade inicial. A menor atividade (retencdo de ~ 50%) foi observada em
pH 8,0. Do pH 6,5 ao 7,5 a atividade manteve-se maior que 80%. Os resultados eram esperados
considerando as caracteristicas da -galactosidase de K. lactis que apresenta pH 6timo igual a
7,0 (ANSARI; HUSAIN, 2011). Klein et al. (2013) também estudaram o pH 6timo para -
galactosidase de K. lactis livre e imobilizada em quitosana. O melhor pH para a enzima livre
foi em 6,5, sendo que com a enzima imobilizada a faixa 6tima foi ampliada de 6,5 a 7,0, o que
corrobora com o presente estudo que teve pH 6timo entre 6,0 a 7,0. Ainda € possivel notar as

mudancgas que podem ocorrer apds os processos de imobilizagdo.

Figura 4.6 - Influéncia de diferentes valores de pH na atividade enzimatica da -galactosidase
(Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica
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A atividade catalitica da enzima esta ligada a sua conformacdo proteica e uma minima
alteracdo pode levar a perda de atividade catalitica, o que justificaria a redugdo de atividade em
pH 8,0, que apresentou menor atividade, visto que, condi¢des muito severas de pH podem levar
ao desdobramento da estrutura proteica.

Outros estudos também obtiveram como resultado pH 7,0 como 6timo para B-
galactosidase imobilizada: Verma et al. (2012) para -galactosidase de K. lactis imobilizada em
nanoparticulas de didxido de silicio; Ricardi et al. (2018) para B-galactosidase de K. lactis
imobilizada em silica e quitosana e Argenta; Nogueira; Scheer (2021) para -galactosidase de
K. lactis imobilizada em esferas de alginato de célcio. A melhor atividade em pH 7,0 possibilita
aplicacdo no leite considerando que este apresenta pH entre 6,6 a 6,8.

A temperatura também afetou a atividade enzimadtica do biocatalisador imobilizado,
como pode ser observado na Figura 4.7. A atividade enzimética avaliada foi crescente entre 20
e 35 °C. A maxima atividade enzimética alcancada foi em 35 °C sendo de 54,81 £2,00 U. Apds
os 35 °C, entre 40 e 55 °C a atividade enzimadtica decresceu, sendo que em 55 °C a atividade
da enzima imobilizada era de apenas 4,04 + 0,02 U. Em 40 °C a enzima apresentou também

uma boa atividade, foi a segunda melhor (44,92 + 1,68 U).

Figura 4.7 - Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da [-galactosidase
(Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica
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Outros trabalhos também avaliaram a temperatura 6tima da [-galactosidase de K. lactis
imobilizada encontrando temperaturas proximas as obtidas neste trabalho. Argenta; Nogueira;

Scheer (2021) avaliaram a temperatura 6tima da B-galactosidase de K. lactis imobilizada em
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esferas de alginato de cdlcio e também encontraram como temperatura 6tima 35 °C. O
conhecimento da temperatura 6tima € necessdrio para utilizacdo da enzima nos processos
industriais, para que ela tenha o melhor desempenho possivel.

4.4.2 Estabilidade ao pH da enzima imobilizada

A atividade catalitica das enzimas esté fortemente ligada ao pH do meio, dessa forma a

estabilidade ao pH foi verificada e pode ser observada na Figura 4.8.

Figura 4.8 - Influéncia de diferentes pH na estabilidade da B-galactosidase (Lactozyme® 2600
L) imobilizada em silica
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A B-galactosidase imobilizada foi estdvel na faixa de pH entre 6,5 a 8,0, mantendo a sua
atividade superior a 60%. Em pH mais baixo avaliado em 5,6, a enzima praticamente nao
apresentou estabilidade, sendo a atividade residual menor que 10%. A maior estabilidade foi
obtida em pH 7,5, no qual a enzima manteve 100% da sua atividade inicial. Sousa et al. (2021),
estudaram a estabilidade da B-galactosidase de K. marxianus em sua forma livre. A maior
estabilidade foi em pH 7,3, sendo que para o pH 8,0 a enzima manteve apenas 33,58% da sua
atividade inicial. Comparando com os resultados da enzima imobilizada observa-se um
aumento no perfil de estabilidade, uma vez que em pH 8,0 a enzima ainda manteve cerca de
80% da sua atividade inicial. Wolf; Tambourgi; Paulino (2021) incubaram B-galactosidase de

K. lactis imobilizada em hidrogéis de polissacarideos e alcancaram maior conversao de lactose
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em amostras incubadas a pH 7,5. O conhecimento da estabilidade ao pH é fundamental quando

se pensa nas condi¢des do processo e também em relacdo ao armazenamento da enzima.
4.4.3 Estabilidade térmica da enzima imobilizada

A estabilidade térmica da B-galactosidase imobilizada em silica foi avaliada em
diferentes temperaturas. As atividades relativas em func¢ao do tempo de incubagao sao ilustradas
na Figura 4.9. A temperatura exerce grande influéncia sobre a atividade da B-galactosidase,
sendo fundamental o conhecimento dessa caracteristica para aplicacdo nos processos

industriais.

Figura 4.9 - Perfis de inativagio térmica da B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L) imobilizada
em silica
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De acordo com os perfis de inativacdo térmica obtidos, pode ser observado que a
temperatura afeta diretamente a estabilidade da enzima, sendo que a partir de 40 °C a reducgado
foi rdpida e expressiva. Para 20 °C a reduc@o da atividade enzimadtica foi lenta, indicando uma
6tima estabilidade nesta condi¢do. Comparando com os demais perfis observa-se que a menor
desativagdo por temperatura foi em 20 °C. A atividade enzimatica manteve-se alta, sendo que
em 14 horas a enzima ainda apresentava cerca de 70% da sua atividade inicial. Para 30 °C a
enzima imobilizada manteve cerca de 70% da sua atividade inicial até o tempo de 6 horas, sendo

a inativacdo mais lenta, comparando com as outras temperaturas de 40 e 45 °C. Em 2 horas de
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incubacdo as enzimas a 40 °C e 45 °C apresentaram grande queda nas suas atividades, com
atividades relativas de 17,64% e 11,10%, respectivamente, valores que podem comprometer o
desempenho da enzima nos processos. A inativacao das enzimas em altas temperatura pode ser
atribuida ao desdobramento das estruturas das proteinas, que gera uma estrutura enrolada
aleatoriamente sem atividade enzimatica (ADAMS, 1991). Assim, temperaturas mais amenas
(20 a 30 °C) sdao recomendadas como faixa de trabalho da B-galactosidase comercial
imobilizada em silica. O que facilita sua aplica¢do, uma vez, que a hidrélise industrial da lactose
normalmente € feita em temperaturas mais baixas (< 20 °C).

Sousa et al. (2021) avaliaram a estabilidade térmica da -galactosidase de K. marxianus
em sua forma livre. Em 40 e 50 °C apds 1 hora de incubacdo a enzima reduziu mais de 80% da
sua atividade inicial. Comparando com os resultados obtidos para a enzima imobilizada
observa-se que a 40 e 45 °C o processo de desativagdo foi mais lento, mantendo atividade até 2
horas. Ricardi et al. (2018) observaram também uma rdpida perda de atividade da -
galactosidase imobilizada em silica e quitosana em altas temperaturas (60 e 70 °C), entretanto
ainda conseguiram uma maior estabilidade, pois em 40 °C, a enzima manteve cerca de 45% da
sua atividade em cerca de 6 horas de incubacao.

Aos resultados da atividade enzimatica residual deste trabalho em funcdo do tempo de
incubacdo, para cada temperatura foram ajustados os modelos de desativacdo térmica de
primeira ordem (Equacdo 3.7), e modelo de desativacdo enzimatica com um estagio (Equagao
3.8). Os ajustes foram realizados pelo método numérico de Levenberg-Marquardt, usando o
software Statistica® 7.0, para determinar os parAmetros cinéticos pelos melhores ajustes
(MORE; WATSON, 1977; HENLEY; SADANA, 1985).

Na Tabela 4.7 sdo apresentados os coeficientes de determinagdo para cada equacdo, a
soma dos quadrados dos desvios com os respectivos pardmetros ajustados e andlise de
significancia, utilizando o teste t de Student e adotando como parametros significativos os que
apresentaram niveis de significancia menores que 10%.

Como critério de escolha, optou-se pelo ajuste que mais se adequava aos resultados
experimentais, sendo o modelo escolhido o que apresentasse significado fisico dos parametros
coerentes com o maior valor de coeficiente de determinacio (R?) e o menor valor da soma do

quadrado dos desvios.
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Tabela 4.7 - Ajuste dos dados experimentais aos modelos de desativacdo térmica de primeira
ordem e em um estagio para -galactosidase comercial imobilizada

T (°C) Equacio Kkq Valor -p R? Y (V-Vimoa.)? o Valor -p
20 3.7 0,021805 0,000768 0,94 0,003382 - -
20 3.8 0,000900 0,986899 0,96 0,002470 -20,8290  0,986010
30 3.7 0,086902 0,013559 0,71 0,030789 - -
30 3.8 0,317846  0,356723 0,80 0,023604 0,572915  0,072698
40 3.7 0,688578  0,000759 0,96 0,020343 - -
40 3.8 0,105390 0,511263 0,99 0,003380 -3,43877  0,574412
45 3.7 0,900104 0,004511 0,92 0,051521 - -
45 3.8 0,294970  0,475592 0,96 0,026454 -1,13682  0,619813

De acordo com os resultados obtidos pela modelagem de desativacdo térmica nas

temperaturas avaliadas, verifica-se que o modelo de desativacdo térmica de primeira ordem

(Equacao 3.7) se ajustou para todas as temperaturas. Enquanto, o modelo de desativacao térmica

com um estagio (Equacgdo 3.8) foi significativo apenas para a temperatura de 30 °C. Logo, foi

considerado somente o modelo de desativacdo térmica de primeira ordem para defini¢cdo dos

parametros. Os resultados experimentais de atividade relativa e os preditos pelos dois métodos

sdo comparados nas Figuras 4.10 a 4.13. As Equacdes 4.4 a 4.7 correspondem a Equacdo 3.7

do modelo de desativacdo térmica de primeira ordem, com substituicdo da constante cinética

de desativacdo térmica (kq) calculada para cada temperatura.
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Figura 4.10 - Perfil de inativacdo térmica a 20 °C da B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L)
imobilizada em silica. Ajuste de modelo matematico aos resultados experimentais: (—)
Equacgao 3.7. Modelo de desativagdo térmica de primeira ordem; (--) Equagao 3.8. Modelo
desativagdo térmica com um estagio.
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Na Figura 4.10 verifica-se um 6timo ajuste entre os valores experimentais e tedricos ao
modelo de desativacdo térmica de primeira ordem com coeficiente de determinacdo de 0,94 e a
soma dos quadrados dos desvios igual a 0,003382. O modelo de desativagdo térmica de primeira
ordem com um estidgio apresentou maior correlacio, entretanto os parametros ndo foram
significativos em 10%. O parametro ajustado ao modelo de desativacdo térmica de primeira

ordem estd representado na Equacgdo 4.4.

A _ p(-0,021805 x t) (4.4)
Ao
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Figura 4.11 - Perfil de inativagio térmica a 30 °C da B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L)
imobilizada em silica. Ajuste de modelo matematico aos resultados experimentais: (—)

desativagdo térmica com um estagio.
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Na Figura 4.11 verifica-se que o ajuste entre os valores experimentais e tedricos ao
modelo de desativacao térmica de primeira ordem ndo foi bom, o coeficiente de determinagdo
de 0,71 é baixo, entretanto a soma dos quadrados dos desvios foi de 0,030789. O modelo de
desativacdo térmica de primeira ordem com um estigio apresentou maior correlacio, porém os
parametros ndo foram significativos em 10%. Assim, considerou o ajuste mesmo com esse
baixo coeficiente de determinacio, todavia seria necessario verificar esse tempo de meia-vida.
Pois, com os experimentos realizados em 6 horas de incubagdo a enzima ainda apresentava
cerca de 70% da sua atividade inicial. O parametro ajustado ao modelo de desativagdo térmica

de primeira ordem esta representado na Equacgdo 4.5.

A _ o (—0,086902 x ©) (4.5)
Ao
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Figura 4.12 - Perfil de inativacdo térmica a 40 °C da B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L)
imobilizada em silica. Ajuste de modelo matematico aos resultados experimentais: (—)

desativagdo térmica com um estagio.
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A Figura 4.12 mostra um 6timo ajuste dos valores experimentais e tedricos para o
modelo de desativagdo térmica de primeira ordem com coeficiente de determinagado de 0,96 € a
soma dos quadrados dos desvios igual a 0,020343. Da mesma forma que para 30 °C, o modelo
de desativacdo térmica de primeira ordem com um estigio apresentou maior correlagdo,
entretanto os parametros nao foram significativos em 10,00%. O parametro ajustado ao modelo

de desativacdo térmica de primeira ordem esta representado na Equacgdo 4.6.

A _ (0688578 x 1) (4.6)
Ao
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Figura 4.13 - Perfil de inativacdo térmica a 45 °C da B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L)
imobilizada em silica. Ajuste de modelo matemadtico a os resultados experimentais: (—)
Equacgao 3.7. Modelo de desativagao térmica de primeira ordem; () Equacgao 3.8. Modelo
desativagdo térmica com um estagio.
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A Figura 4.13 mostra o 6timo ajuste dos valores experimentais e teéricos para o modelo
de desativacdo térmica de primeira ordem com coeficiente de determinacio de 0,92 e a soma
dos quadrados dos desvios igual a 0,051521. O modelo de desativagdo térmica de primeira
ordem com um estdgio apresentou uma maior correlacdo, porém os parametros ndo foram
significativos em 10%. O parametro ajustado ao modelo de desativacdo térmica de primeira

ordem estd representado na Equacdo 4.7.

A _ (0900104 x t) 4.7)
Ao

Com as constantes de desativagdo térmica (kq) que foram ajustadas com o modelo de
desativagdo térmica de primeira ordem (Equagao 3.7) foi possivel calcular os tempos de meia-
vida para cada temperatura. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.8.

A B-galactosidase imobilizada em silica apresentou maior tempo de meia-vida (31,79 h)
quando incubada a 20 °C. O segundo maior tempo de meia-vida foi obtido a 30 °C, sendo de
7,98 h. Para as temperaturas de 40 e 45 °C os tempos de meia-vida foram bem menores 1,00 e
0,77 h, respectivamente. De acordo com essas redugdes considerdveis de atividade e também
analisando a Figura 4.9, fica claro que a enzima de K. lactis mesmo em sua forma imobilizada

€ mais estavel a temperaturas mais amenas como foi mostrado para 20 e 30 °C.
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Tabela 4.8 - Constantes de desativacdo térmica (kq) e tempos de meia-vida para cada
temperatura, obtidos pelo modelo de desativacao térmica de primeira ordem

Temperatura (°C) ka(h') R? t12 (h)
20 0,021805 0,94 31,79
30 0,086902 0,71 7,98
40 0,688578 0,96 1,00
45 0,900104 0,92 0,77

A energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica foi determinada através do

ajuste das constantes de desativacdo térmica (kq) em fungdo das temperaturas, pelo modelo de

Arrhenius (Equacdo 3.11), utilizando o software Origin® Pro. Assim, foi obtida a Figura 4.14 e

a Equacdo 4.8.

Figura 4.14 - Modelo obtido por Arrhenius (—) como os resultados experimentais (kq)
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O coeficiente de determinagdo para o ajuste linear de Arrhenius (Equacdo 4.8), foi de

0,98 e a energia de ativacdo do processo de desativagdo térmica (E.) calculada foi de

122,43 kI.mol™!. A energia de ativagdo do processo de desativacdo térmica (E.) mostra a

sensibilidade da enzima em relacdo as mudancas de temperatura e utilizada para calcular os

parametros termodindmicos.
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4.4.4 Parametros termodinamicos relativos a ativacao e desativacao térmica

Conhecer os parametros termodinamicos ¢ um diferencial que pode levar a
compreensdo do possivel mecanismo de desnaturagdo da enzima (USTOK; TARI; HARSA,
2010). Na Tabela 4.9 sdo apresentadas as estimativas dos pardmetros termodinamicos que
foram calculados conforme as Equacdes 3.12, 3.13 e 3.14, considerando o valor obtido para
energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica (E.) e as constantes de desativagdo

térmica (kq) calculadas anteriormente (item 4.4.3) para -galactosidase imobilizada em silica.

Tabela 4.9 - Parametros termodinadmicos estimados para 3-galactosidase imobilizada em silica

Ea AH AG AS
Temperatura ka(h)
(kJ.mol))  (kJ.mol') (kJ.mol!) (kJ.mol?)
20 0,021805 122,43 119,99 73,35 0,1591
30 0,086902 119,91 72,28 0,1571
40 0,688578 119,83 69,19 0,1617
45 0,900104 119,78 69,54 0,1580

A entalpia fornece as informacdes sobre variacOes do calor, enquanto a entropia preve
a desordem do sistema, essas duas varidveis fornecem o numero de ligagdes nao covalentes e o
distarbio da formacdo do estado de transi¢do. Por meio dos valores calculados para entalpia
(AH) observa-se diferencas pequenas (<0,1%) com o aumento das temperaturas. Levando ao
entendimento, que a entalpia nao foi fortemente influenciada pelas temperaturas avaliadas (20
a 45 °C). Para a entropia (AS), os valores obtidos também apresentaram diferencas bem baixas
na ordem de 0,46%. De forma geral, a entropia (AS > 0) deveria aumentar com o aumento da
temperatura, devido a agitacdo das moléculas, porém como ndo houve grande diferenca entre
os resultados, observa-se que as temperaturas utilizadas ndo afetaram a desordem das
moléculas. Valores de AS proximos a zero, mostram que a inativacgao térmica da enzima nao
gerou qualquer alteracdo na estrutura tercidria da proteina (USTOK; TARI; HARSA, 2010;
CAMPELLO et al., 2012).

Campello et al. (2012) avaliaram os parametros termodinamicos para [-galactosidase
de K. lactis imobilizada, utilizando como suporte Eupergit® C. Para as temperaturas de 35, 40
e 45 °C nao foram registradas diferengas significativas nos valores de AH e AS, corroborando

com os resultados obtidos para 3-galactosidase imobilizada em silica.
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A energia livre de Gibbs (AG) variou entre 69,19 a 73,35 kJ .mol™. Sendo que, ocorreu
uma redu¢io da AG da temperatura de 30 a 40 °C, depois para 45 °C aumentou 0,35 kJ.mol .
Nas enzimas a AG € diferente na estrutura nativa e desnaturada, € mostra o valor referente a
preservagdo da conformacdo inicial ativa. Quando se observa a reducao na AG, pode associar a
desnaturacdo que muda a conformacio da enzima, alterando a disponibilidade de sitios ativos

(CAMPELLO et al., 2012; HEIDTMANN et al., 2012).

4.4.5 Reutilizacao da enzima imobilizada

A reutilizagdo da enzima B-galactosidase comercial imobilizada na hidrélise da lactose

foi avaliada em 5 ciclos de 25 minutos cada e sdo mostrados na Figura 4.15.

Figura 4.15 - Avaliacdo da reutilizacdo da p-galactosidase (Lactozyme® 2600 L) imobilizada
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E possivel observar que a B-galactosidase imobilizada manteve sua atividade inicial
superior a 70% durante quatro ciclos, chegando a cinco ciclos com 56% da sua atividade inicial.
Para aplicacdo industrial a reutilizacdo € uma caracteristica considerdvel, pois quanto mais
ciclos de utilizac@o as enzimas puderem passar sem sofrer reducdes em suas atividades, mais
vantajoso serd. Considerando que € possivel utilizar a mesma enzima repetidas vezes com uma
quantidade relevante de atividade enzimatica. E possivel realizar um processo menos oneroso
haja vista o alto valor agregado das enzimas.

Os resultados se aproximam dos obtidos por Beniwal et al. (2018) que obtiveram uma

atividade residual de cerca de 70% em 6 ciclos de reutilizacdo de B-galactosidase (K. lactis)
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imobilizada em nanoparticulas de diéxido de silicio. Lima et al. (2021) avaliaram o reuso de 3-
galactosidase (K. lactis) imobilizada em quitosana ativada com genipina. A hidrdlise de leite
UHT foi realizada em 5 ciclos. Em 4 ciclos foi constatada a eficiéncia da enzima imobilizada,
sendo formada 96 mg.dL! de glicose. Eles relacionaram a possibilidade de reutilizagio com a

rigidez da fixag@o da enzima no suporte.

4.4.6 Estabilidade ao armazenamento da enzima imobilizada

A estabilidade da B-galactosidase comercial imobilizada foi avaliada por 105 dias, a

Figura 4.16 mostra a atividade residual em fun¢do do tempo de armazenamento da enzima.

Figura 4.16 - Estabilidade ao armazenamento da B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L)
imobilizada em silica, mantida sob refrigeracdo (8 °C)
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A enzima imobilizada manteve cerca de 80% da sua atividade inicial em 15 dias, em
seguida apresentou uma reducao até 45 dias, mantendo 70% da atividade inicial. Ao final dos
105 dias de acompanhamento, a atividade inicial mantida foi de cerca de 44%, esse valor foi
alcangado em torno de 50 dias e se manteve. A enzima apresentou uma boa estabilidade ao
armazenamento, tendo uma atividade alta até 45 dias (70%), o armazenamento € importante
visando a aplicacdo industrial, necessidade de transporte dentre outras ocorréncias que podem
ser uteis nos processos. Esses resultados corroboram com os obtidos por Tizchang et al. (2020),
que conseguiram em 45 dias de armazenamento da B-galactosidase (Bifidobacterium bifidum)

imobilizada em nanoparticulas de diéxido de silicio uma reten¢do da atividade de 65,59%.
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A ligacdo covalente promove forte ligacio da enzima ao suporte € uma das suas
vantagens € a dificil perda da enzima por lixiviagdo o que seria benéfico pensando no
armazenamento, entretanto é necessario avaliar a atividade, uma vez que a enzima pode estar
retida, mas sem atividade. Nesse caso a ligacdo covalente foi eficiente e a enzima ndo se
desprendeu nem apresentou perda expressiva de atividade em 45 dias de armazenamento.

Jochems et al. (2011) avaliaram a estocagem da 3-galactosidase livre e imobilizada por
adsor¢do em membrana de matriz mista com diéxido de zirconio a 5 °C. Eles alcancaram uma
retencao de atividade de 60% em 7 dias de armazenamento para a enzima imobilizada, enquanto
a enzima livre reteve apenas 46% da sua atividade inicial. Em 14 dias a enzima imobilizada
manteve 41% da atividade enzimdtica. O processo de adsor¢do pode justificar a menor
estabilidade ao armazenamento quando comparado aos resultados obtidos empregando a
ligacdo covalente como método de imobilizacdo. Contudo, quando se fala de imobilizagcdo de

enzimas todas as varidveis devem ser analisadas, ndo somente o método, mas também o suporte

e as caracteristicas da enzima.

4.4.7 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) mostra a
presenca de grupos funcionais por meio dos espectros produzidos. Ela vem sendo bastante
utilizada em processos de imobilizacdo de enzimas, por deixar o processo de ligacdo mais claro,
evidenciando as ligacOes entre enzima e suporte. A Figura 4.17 apresenta os espectros do FT-
IR para as silicas utilizadas na imobilizacdo da -galactosidase e também da enzima e a enzima
imobilizada na silica.

De acordo com a Figura 4.17, pode-se observar os diferentes espectros para cada uma
das amostras. Na letra (a), tem-se a Lactozyme® 2600 L, a forte vibra¢do da banda em torno de
3317,06 cm™ pode ser atribuida aos grupos -OH e -NH, presentes na molécula da P-
galactosidase. A banda de 3000 e 3500 cm™' também pode ser observada na letra (d) que
corresponde a ligacdo da silica com o APTES e o glutaraldeido e na letra (e) que representa [3-
galactosidase imobilizada na silica. Nesse caso, a vibragdo € menor, do que quando comparada
com a enzima livre (a). Ainda para a enzima, € possivel identificar bandas com menor vibracao
entre 2945,67 a 2885,50 cm™! que correspondem aos grupos -CHs, em 1644,62 cm™ identifica
aregido do grupo amida primaria obtido por dobramento, para a bandas em 1416,62 observa a
presenca de -CH, entre 1332,62 a 1039,63 cm! e 922,43 a 668,24 existem ligagdes do tipo C-
O (PAVIA et al., 2015; TIZCHANG et al., 2020).
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Na letra (b), amostra de silica pura ndo ficou evidente nenhuma banda. Para a letra (c)
sflica com APTES observa-se uma pequena vibra¢io em 1045,97 cm™ que corresponde ligacdes
do tipo C-0O, devido a ligacdo da silica com o APTES. A silica com APTES e glutaraldeido (d)
em 1644,62 cm™! identifica o grupo amida priméria e em 1104, 56 cm! ligacdes do tipo C-O. O
biocatalisador imobilizado (e) foram identificadas mais bandas que evidenciam a imobilizagdo,
em 1592,36 cm™ tém-se o grupamento amina e amida primdria da ligacdo entre enzima e
suporte, em 1416,56 cm’! ligacdo do tipo -CH e em 1084,77 cm’! ligacdes C-O (PAVIA et al.,
2015; TIZCHANG et al., 2020).

Figura 4.17 - Espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier (FT-IR) a)
Lactozyme® 2600 L; b) Silica; c) Silica com APTES; d) Silica com APTES e glutaraldeido; e)
B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica.
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Tizchang et al. (2020) utilizaram o FT-IR para analisarem amostras de silica ativada
com glutaraldeido e [-galactosidase (Bifidobacterium bifidum) imobilizada em silica, os
resultados obtidos apresentaram alguns espectros similares aos visualizados na Figura 4.17.
Souza et al. (2019) também avaliaram espectros de FT-IR obtidos para B-galactosidase
(Aspergillus oryzae) imobilizada em alginato, conseguiram identificar espectros para a enzima
e algumas diferencas quando esta estava envolvida em alginato, essas modificacdes também

foram observadas para B-galactosidase imobilizada em silica, isso se deve ao processo de
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imobilizagdo que gera ligagdes do suporte na enzima, modificando a caracteristica dos grupos

ligantes.

4.4.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para ilustrar de forma mais

real a estrutura da silica, os agentes que ativaram esse suporte e também o biocatalisador

imobilizado. A Figura 4.18 mostra as imagens obtidas para cada uma das amostras.

Figura 4.18 - Imagens do MEV (a) silica pura - 200 um, 50 X; (b) silica com APTES 0,6% e
glutaraldeido 6,86% -1 um, 20.00 K X; (c) silica com APTES 0,6% e glutaraldeido 6,86% -
100 pm, 400 X; (d) B-galactosidase imobilizada em silica funcionalizada e ativada - 100 pm,

400 X, (e) e (f) B-galactosidase imobilizada em silica funcionalizada e ativada - 1 um,
20.00 K X.

Fonte: A Autora

As imagens obtidas mostram a estrutura das amostras, na imagem (a) pode-se observar
a caracteristica da silica pura sem nenhum tratamento, ela possui forma arredondada e irregular.

Nas imagens (b) e (c) a amostra da silica com APTES e glutaraldeido é observada, entretanto
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ndo hd nenhuma diferenca aparente em relagdo a silica pura. O didmetro da silica foi medido, e
o valor obtido foi 118,1 nm. Em (d), (e) e (f), sdo ilustradas a p-galactosidase (Lactozyme®
2600 L) imobilizada em silica. Comparando a imagem (d) com a (c) nota-se uma diferenca. Na
imagem (d) sdo evidenciados alguns relevos em toda estrutura da silica, que podem estar
associados a presenca da B-galactosidase. Em (e) e (f) as imagens sdo bem diferentes das
avaliadas anteriormente, entretanto ndo se pode afirmar com certeza que seja a enzima aderida

a silica.

4.5 HIDROLISE DA LACTOSE EM LEITO FIXO

A utilizacdo do sistema continuo com leito fixo € interessante pensando na produgdo em
grande escala. Na Figura 4.19 sdo apresentados os resultados obtidos da conversao de lactose,
com um leito fixo empacotado com B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L) imobilizada em

silica.

Figura 4.19 - Conversido da lactose em reator de leito fixo empacotado com B-galactosidase
(Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica
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A reacdo ocorreu em regime continuo com escoamento ascendente. A conversdo de
lactose apresentou algumas diferencas com a alimentacdo de solucdo de lactose 5 e 50 g.L".
Para a solucdo menos concentrada (5 g.L™!) a conversdo iniciou em 25%, sendo crescente até
30 min de processo, chegando a uma conversao de 47,53%. Com uma maior concentracao de

lactose (50 g.L'!) a conversio iniciou em 35% e manteve-se praticamente constante até 50 min
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de reacdo. A conversdo méxima de lactose foi em 10 min, sendo de 36,25%. A concentracdo da
solucdo de alimenta¢do levou a uma diferenga na conversao de lactose, sendo que para a solugao
menos concentrada 5 g.L'1 a conversao maxima foi 11,28% maior do que a maxima conversao
para a solugio em 50 g.L'.

Para a solucdo de 5 g.L.”! a conversdo em 60 min permaneceu em cerca de 47%, sendo
observado que apds os 30 min de reacdo a conversdao permanece praticamente constante, o que
mostra que o sistema entra em estado estaciondrio. Ricardi et al. (2018) também utilizaram um
reator de leito fixo com [-galactosidase imobilizada em silica e quitosana. A estabilidade
operacional da enzima foi avaliada e alcancaram uma conversao de lactose inferior a obtida
neste trabalho, a conversao foi de 14%.

A hidrélise da lactose em leito fixo se mostrou promissora para aplicacdo com a enzima
imobilizada em silica, entretanto se faz necessdrio um aprofundamento das condicdes do
processo, prevendo também um aumento de escala. Na literatura estudos foram bem
promissores na aplicacdo de B-galactosidase em leito fixo. Fischer et al. (2013) avaliaram a
hidrélise da lactose com B-galactosidase de A. oryzae imobilizada em resina Duolite® A-568.
Com uma alimentagio de solucdo de lactose a 50 g.L ™! alcangaram conversio de lactose de até
65%. Os resultados foram importantes para mostrar o potencial do leito fixo com -
galactosidase em silica, para posterior aplicacdo na sintese dos galacto-oligossacarideos, que é

o principal objetivo do estudo.

4.6 AVALIACAO DA IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE PRODUZIDA POR

Kluyveromyces marxianus

4.6.1 Imobilizacao do extrato enziméatico bruto obtido por K. marxianus em silica

Por meio de fermentacdo submersa da K. marxianus obteve-se o extrato bruto
enzimadtico, ndo purificado. Foi realizada a imobilizacio desse extrato em silica e os resultados
obtidos mostraram baixa ligacdo da enzima a silica. Ofertando um extrato enzimatico com
atividade inicial de 190,08 U em 0,1 g de silica, foi obtido uma atividade da enzima imobilizada
de 2,07 + 0,54 U ou 20,7 + 0,54 U.g‘1 e uma atividade recuperada (AR) de 1,08 + 0,45 %.
Comparando esses resultados com os obtidos no item 4.2, nota-se uma diferenca muito grande
de cerca de vinte vezes maior, na mesma condic@o obteve-se atividade da enzima imobilizada
de 44,67 U e atividade recuperada de 28,61% para o biocatalisador obtido com a enzima

comercial.
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Também foi avaliado o uso de uma quantidade maior de suporte, 0,5 g de silica. Com
uma oferta inicial de 140,86 U, obteve-se uma atividade enzimatica da enzima imobilizada de
14,68 +4,62 U ou 29,36 +4,62 U.g'1 e uma atividade recuperada de 10,42 + 13,60 %, com uma
massa maior de silica tétm-se uma atividade enzimética da enzima imobilizada maior, mas que
continua distante do valor obtido na andlise da comercial (44,67 U) utilizando apenas 0,1 g de
silica. Diante dessa discrepancia dos resultados da enzima produzida por K. marxianus e a
enzima comercial (Lactozyme® 2600 L), foram conduzidos testes utilizando uma imobilizacdo

em Série.

4.6.1.1 Imobiliza¢cdo em série

A 1mobilizacido em série propds uma sequéncia de imobiliza¢des com o extrato bruto
obtido da K. marxianus, utilizando em cada etapa uma nova massa de silica (0,1 g). A Figura
4.20 apresenta a atividade enzimédtica da enzima imobilizada e a atividade recuperada obtida

em cada série de imobilizacdo.

Figura 4.20 - Imobilizagdo em trés etapas seriadas da -galactosidase produzida por K.
marxianus.

I Atividade Enzimética
9 - [___] Atividade Recuperada

34 ab

Atividade Enzimatica (U)
Atividade Recuperada (%)
wn

1 2 3
Imobilizacdes

Nota-se na Figura 4.20, que tanto a atividade enzimdtica da enzima imobilizada como a
atividade recuperada passam por uma pequena elevacdo da primeira imobilizacdo para a
segunda, depois observa-se uma reducdo para a terceira imobilizacdo em comparagao a anterior.
Aplicando o teste de Tukey para analisar a diferenca entre médias da atividade da enzima

imobilizada observa-se que ndo ha diferenca significativa entre as amostras 1 e 3 e a amostra 2
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ndo se diferencia estatisticamente da amostra 3. Os testes consideraram um nivel de
significancia de 95%. Para a atividade recuperada nao foi possivel aplicar o teste de Tukey, pois
o F calculado pelo teste de ANOVA foi ndo significativo, ou seja, foi menor que o F critico,
sendo assim considera-se que nao ha diferenca entre as médias.

Sousa et al. (2021) propds essa imobilizacdo seriada e justificou o aumento na segunda
imobilizacdo como a possibilidade de um acréscimo de pureza do extrato enzimdtico bruto,
considerando que produtos indesejaveis poderiam ter sido retidos na primeira imobilizagao.
Contudo, mesmo com as trés imobilizagdes seriadas nao foi possivel obter valores proximos ao
da enzima comercial (Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica, que foi de 44,67 U para
atividade enzimdtica da enzima imobilizada. A imobilizacdo seriada levou a atividades

enzimaticas proximas a 3,0 U, mesmo utilizando uma quantidade de suporte trés vezes maior.

47 AVALIACAO DA PURIFICACAO PARCIAL DA p-GALACTOSIDASE
PRODUZIDA POR Kluyveromyces marxianus

Com o extrato bruto enzimdtico produzido por K. marxianus nio foi possivel obter
imobiliza¢des tio boas como obtido para a B-galactosidase (Lactozyme® 2600 L) comercial e
purificada, entdo optou por avaliar algumas técnicas de purificacdo na tentativa de melhorar o

processo de imobilizacdo por ligagdo covalente em silica.

4.7.1 Avaliacao da ligacao do extrato bruto enzimatico em Duolite A-568 em leito

fixo como estratégia de purificacao parcial

Realizando adsor¢do em leito fixo com Duolite® A-568, observou-se uma redugio no
volume de alimentac¢do (36 mL) para o volume final na saida do reator (23,5 mL), essa diferenca
de 12,5 mL € o valor retido na resina empacotada no leito fixo. Analisando a atividade
enzimadtica do extrato bruto produzido na alimentac@o do reator e na saida, obteve-se 18,72 +
0,02 e 5,06 + 0,02 U.mL", respectivamente. Como pode ser observado teve uma reducio de
13,66 U.mL"!, que pode estar associado a B-galactosidase adsorvida na resina ou mesmo
inativada durante o processo.

O extrato enzimético da saida do reator foi imobilizado em silica ativada. O valor inicial
de atividade enzimatica ofertada foi de 26,18 = 0,02 U, sendo obtido uma atividade do
biocatalisador imobilizado de 0,55 + 0,03 U e uma atividade recuperada de imobilizagdo de

2,12%. Comparando esses resultados com os valores da imobilizacdo do extrato bruto sem
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nenhum tratamento (2,07 U) apresentado no item 4.6.1, ndo foi observado melhorias na
imobilizacdo, mas sim redu¢do na quantidade de enzima imobilizada.

Considerando que boa parte da enzima ficou adsorvida na resina Duolite® A-568
conduziu o processo de dessor¢ao da enzima em tampao fosfato de potassio a pH 7,3 e pH 5,6.
Ao final do processo obteve-se atividade enzimatica de apenas 0,11 + 0,002 U para pH 7,3 e
0,0 U para pH 5,6. A utilizaciio da Adsor¢iio em Duolite® A-568 em leito fixo como estratégia
de purificagcao nao se mostrou adequada dado os resultados de redu¢ao na quantidade de enzima

imobilizada em detrimento ao aumento esperado apds purificacao.

4.7.2 Dialise do extrato bruto enzimatico

Aplicando o processo de didlise foi observado uma redugao da atividade enzimatica do
extrato bruto produzido. Os valores iniciais dos extratos foram 270,78 + 0,07 U e 227,5 + 0,02
U, esses valores foram reduzidos para 177,63 £ 0,05 U e 153,96 + 0,02 U, respectivamente.
Apo6s a didlise foi conduzido a imobilizagdo direta e a imobilizagdo apds o processo de

liofilizag@o. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Avaliagdo da imobilizacao de -galactosidase produzida por K. marxianus
dialisada e liofilizada em silica

Atividade Atividade do
Tipo de extrato Atividade
enzimatica inicial biocatalisador
enzimatico Recuperada (%)
ofertada (U) imobilizado (U)
Extrato enzimatico
153,96 + 0,02 4,76* + 0,003 3,09 + 0,003
dialisado
Extrato enzimatico
81,07 £ 0,01 3,35 + 0,002 4,13 + 0,002

dialisado e liofilizado

As letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre as médias (p<0,05)

Pode-se observar que as imobilizagdes com extrato enzimatico dialisado e dialisado e
liofilizado, apresentaram valores proximos de imobiliza¢do, para o dialisado a atividade
enzimatica foi de 4,76 + 0,003 U e para o dialisado e liofilizado 3,35 + 0,002 U, sendo a
diferenca entre eles de apenas 1,41 U. Entretanto, aplicando teste t de Student observa-se que
ha diferenca estatistica em p<0,05 tanto para atividade do biocatalisador imobilizado como para

atividade recuperada. As atividades iniciais foram diferentes, o que aparentemente ndo afetou
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o resultado da imobiliza¢do, podendo considerar a saturagdo do suporte de imobilizacdo.
Comparando os resultados obtidos com os do extrato bruto (item 4.6.1) sem nenhum tratamento,
nota-se que a atividade enzimadtica na enzima imobilizada dobrou para o extrato bruto dialisado.
Sem tratamento a atividade enzimatica era de 2,07 U, com a dialise a atividade enzimatica no
biocatalisador imobilizado foi em torno de 4,00 U. Pode-se dizer que a didlise conseguiu separar
algumas impurezas que poderiam afetar o processo de imobilizacdo em silica, porém nao foi
tdo eficiente para conseguir atividade enzimdticas em torno de 45,00 U, valor alcangado para
B-galactosidase comercial (Lactozyme® 2600 L).

A diélise € bastante utilizada como estratégia de purificacdo de enzimas, contudo ela é
aplicada em conjunto com outras técnicas e tem gerado bons resultados. Silva (2008), avaliou
a purificacdo da enzima bromelina realizando a didlise como uma etapa preliminar. A didlise

foi eficiente para aumentar o fator de purificacdo em trés vezes.

4.7.3 Precipitacao com sal seguida de dialise

O sulfato de amonio foi utilizado para a precipitacao e em seguida foi realizado a dialise.
A amostra apresentou as mesmas caracteristicas das amostras dialisadas no item 4.7.2. Uma
reducdo da atividade enzimadtica foi observada. Inicialmente o extrato bruto apresentava
atividade enzimadtica de 215,18 £ 0,004 U, apds o processo a atividade enzimadtica caiu para
167,11 £ 0,004 U. Tal fato pode ser avaliado como inativagdo de parte enzimdtica ou mesmo
uma dilui¢do da amostra na solugdo da dialise.

Ap6s a precipitagdo seguida de didlise foi feita a imobilizagdo em silica de duas formas:
com o extrato enzimdtico precipitado e dialisado e com o extrato enzimdtico precipitado,
dialisado seguido de liofilizagdo. Na Tabela 4.11 € possivel observar os valores alcancados.

O valor de atividade enzimatica ofertado nas duas imobiliza¢des foi diferente, sendo
maior para o extrato enzimdtico apds precipitacdo e didlise. Mesmo com as diferencas nas
atividades ofertadas na imobilizacdo, os valores das atividades enzimadticas dos biocatalisadores
imobilizados foram préximos. Contudo, o teste t de Student mostra que ha diferenca estatistica
entre as duas amostras em p<0,05. O extrato enzimdtico apds precipitacdo e didlise apresentou
atividade enzimatica 0,51 U superior ao extrato obtido com a etapa de liofilizacao. A atividade
recuperada também foi maior para a amostra que passou apenas por didlise. Os valores obtidos
pelas duas situacdes foram proximos aos apresentados para os extratos enzimdticos brutos

dialisados (item 4.7.2). Entretanto, € um processo mais demorado e trabalhoso.
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Tabela 4.11 - Avaliag¢do da imobilizacdo de -galactosidase produzida por K. marxianus
precipitada com sulfato de amonio, dialisada e liofilizada

Atividade Atividade do
Atividade
Amostra enzimatica inicial biocatalisador
Recuperada (%)
ofertada (U) imobilizado (U)
Extrato enzimatico apds
o 25,41 £0,011 3,47+ 0,001 13,66* + 0,001
precipitacao e didlise
Extrato enzimatico apds
precipitacao, didlise e 63,33 + 0,007 2.96° + 0,006 4,67° + 0,006

liofilizacao

As letras diferentes indicam que ha diferenca significativa entre as médias (p<0,05)

Virios estudos utilizam a precipitacdo com sulfato de amonio seguida de didlise como
uma metodologia de purificacdo de enzimas. Porém, na maioria dos casos tanto a didlise como
precipitacao sdo etapas preliminares para aplicacdo de técnicas mais especificas de purificagdo.
Vidya et al. (2020) avaliaram a purificacdo de B-galactosidase de Aspergillus terreus utilizando
precipitacdo com sulfato de amonio, didlise, cromatografia em coluna DEAE de celulose e
cromatografia de filtragcdo em gel. Com todas as etapas foi alcangado uma purificacio de 10,78
vezes. Porém, analisando até a etapa de precipitacdo e didlise foi observado um fator de
purificacdo de 3,78 vezes, tendo a B-galactosidase uma atividade especifica de 21,9 U.mg™.
Comparando os resultados com os obtidos para a -galactosidase de K. marxianus observa-se
que a precipitacdo pode sim contribuir para a pureza da enzima, entretanto, esse estudo deve
ser aprofundado para conseguir identificar a enzima presente com técnicas mais especificas.

Ainda assim, comparando os resultados da imobilizagdo em silica do extrato bruto
enzimatico (2,07 U) e do extrato precipitado seguido de dialise (3,47 U), observa-se que houve
um efeito da estratégia de purificacdo, sendo capaz de aumentar a retencao de enzima na silica.
O aumento foi de 1,4 U, ainda que pequeno a purificagcdo € algo dificil e oneroso na producdo

de enzimas, logo, qualquer indicio de melhora deve ser considerado.
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4.7.4 Utilizacdo das resinas AMBERLITE XAD761° e AMBERJET™ 4200 Cl

como estratégias de purificacao parcial do extrato bruto enzimatico

Utilizou-se as resinas de adsor¢do como estratégia de purifica¢do, considerando tanto
que elas poderiam reter a enzima, e depois remové-las por dessor¢ao, ou mesmo remover
impurezas do meio, deixando um sobrenadante mais puro.

Para a resina Amberlite XAD-761% a atividade enzimatica média determinada na resina
foi de 1,17 £ 0,19 U ofertando 92,00 + 0,003 U. A retengdo na resina foi baixa, sendo assim
invidvel a recuperacdo do que ficou retido por dessor¢do. Porém, utilizou o sobrenadante com
atividade enzimdtica de 43,45 U resultante para avaliar o processo de imobilizacdo em silica.
Da imobilizacdo em silica obteve-se atividade enzimdtica da enzima imobilizada de
1,74 £ 0,05 U, obtendo uma atividade recuperada de 3,97 + 0,86%, esses valores mostraram
uma baixa imobilizacdo no suporte. Comparando a imobilizacio em silica do sobrenadante do
processo da Amberlite XAD-761® (1,74 U) e do extrato bruto sem nenhuma tentativa de
purificacdo (2,07 U), observa-se que os resultados do primeiro processo foram inferiores e
ineficientes como estratégia de purificacao.

De forma similar, a resina Amberjet™ 4200 CI foi empregada com a possibilidade de
promover a adsorcdo da enzima. Contudo, apresentou uma atividade enzimdtica média de
1,43 £ 0,18 U no biocatalisador imobilizado e atividade recuperada de 3,22 + 0,29% valor bem
pequeno, se comparado com a atividade do biocatalisador imobilizado com a enzima comercial
(44,67 U). O sobrenadante resultante foi utilizado para verificar alguma melhoria na
imobilizacdo em silica. Ofertando uma atividade inicial enzimadtica de 40,67 + 0,008 U, obteve-
se uma atividade da enzima imobilizada de 3,89 + 0,003 U. Comparando esse valor com o
obtido no item 4.6.1 para o extrato bruto sem nenhum tratamento (2,07 U), observa-se um
aumento na atividade do biocatalisador imobilizado de aproximadamente 87,44%, sendo em
termos de atividade um aumento de 1,89 U. Ainda assim, esse valor € inferior ao resultado
alcancado com a imobilizacdo da enzima comercial (44,67 U).

Dentre as duas resinas avaliadas a Amberjet™ 4200 Cl foi a que apresentou os melhores
resultados, porém € necessario aprofundar os estudos sobre a atuacdo da resina no extrato
enzimdtico bruto, para ter certeza que o processo tem validade como uma estratégia de

purificagdo da B-galactosidase.
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4.7.5 Avaliacdo da Toyopearl® DEAE-650s como estratégia de purificacdo parcial

do extrato enzimatico bruto

O trocador anidnico Toyopearl® DEAE 650s fraco foi eficiente no processo de adsor¢io
do extrato enzimatico bruto da -galactosidase, os resultados mostraram que com uma oferta
enzimatica inicial de 70,90 + 0,02 U, obteve-se um biocatalisador imobilizado com atividade
enzimatica de 5,27 £ 0,20 U e uma atividade recuperada de 7,43 + 0,3%. Como na resina ficou
retido uma quantidade maior de enzima, comparando com as outras estratégias de purificacdo
analisadas, testes de dessorcdo foram conduzidos.

A dessor¢ao da enzima foi realizada com cloreto de potéssio a 0,1 M seguida de etapa
de dialise para retirada do sal. A solugdo extraida da dessorcdo apresentou atividade enzimética
média de 4,18 = 1,0 U. O que mostra uma recuperagao de 80,85% da enzima, considerando a
atividade enzimatica no suporte (5,27 U). Com a solu¢@o de dessor¢do realizou a imobilizacao
em 0,1 g de silica, porém o volume disponivel era bem pequeno. A atividade enzimética inicial
ofertada foi de apenas 2,68 = 1,0 U ou 26,8 U.g'1 de silica. A atividade enzimatica do
biocatalisador imobilizada com essas condicoes foi de 0,38 + 0,04 U ou 3,8 U.g‘1 de silica. A
atividade recuperada média foi de 14,04 + 1,65%. Os resultados com o Toyopearl® DEAE 650s
se mostram promissores.

A resina Toyopearl® DEAE 650s é bastante aplicada em purificagio de proteinas,
entretanto em colunas cromatograficas. Kumura; Ishido; Shimazaki (2011) avaliaram a
purificacdo de protease de A. oryzae em coluna cromatogréfica, identificando trés tipos de
proteases, sendo que a Toyopearl® DEAE 650s foi capaz de adsorver o primeiro componente
observado. Os resultados foram eficientes para identificar as proteases no estudo. Assim,
observa-se que para a purificagdo em processos como o que foi realizado para -galactosidase
de K. marxianus mais estudos precisam ser conduzidos. Mesmo assim, € possivel dizer que a
resina é promissora como uma estratégia de purificacdo, podendo trazer bons resultados de

recuperacao.
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4.8 SINTESE DOS GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS

4.8.1 Sintese dos galacto-oligossacarideos com a enzima comercial (Lactozyme®
2600 L) livre e imobilizada

Os testes preliminares avaliaram inicialmente a sintese dos galacto-oligossacarideos da
enzima [-galactosidase comercial livre. Na Figura 4.21 observa-se a concentracio de galacto-
oligossacarideos em funcdo do tempo de reacdo, além dos outros produtos formados por
hidrélise da lactose presente, para as concentracdes iniciais de lactose de 200 e 400 g.L "' a 30

°C em tampao fosfato de potassio pH 7,0.

Figura 4.21 - Concentragdo de lactose, GOS, galactose e glicose produzidos com a
Lactozyme® 2600 L soldvel (A) Lactose (200 g.L'!); (B) Lactose (400 g.L'!)
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Por meio da Figura 4.21 (A), observa-se que com uma concentragdo inicial de lactose
de 200 g.L!, a produciio de GOS foi crescente até 60 min, chegando a uma concentracio de
31,27 g.L'! e sofreu leve redugdo até 180 min (20,8 g.L!), o que é esperado pois, a reacdo de
transgalactosilacio € competitiva com a hidrélise da lactose. Logo, também se nota a formacgao
de galactose e glicose, suas concentracdes foram maiores nos tempos finais da reagdo e com
essa maior taxa de hidrdlise da lactose observa a reducdo na produgdo dos GOS, nos tempos de
120 e 180 min. A conversao da lactose foi de 89,14% ao final da reacdo.

Com a concentracdo inicial de 400 g.L."!, na Figura 4.21 (B), a produgiio de GOS também
foi crescente em funcdo tempo, porém foi até o tempo de 120 min, alcancando uma

concentragio de 68,70 g.L!, a reacdio de hidrélise da lactose também foi observada, com uma
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conversdo de 74,73%. Observa-se também uma redugdo na concentrac¢do de lactose no tempo
de 10 min, isso pode ser explicado devido a ndo solubilidade da lactose em altas concentragdes
nos tempos iniciais da reacio.

Um meio rico em lactose favorece a produgdo dos GOS, uma vez que a lactose serd o
aceptor realizando a reacdo de transgalactosilagdo, que dd origem aos GOS (MARTINS;
BURKET, 2009; FAI;, PASTORE, 2015). Essa caracteristica fica evidente comparando as
concentragdes iniciais do meio e as concentragdes maximas de GOS, com 200 g.L"! produziu
31,27 g.L ' de GOS e com 400 g.L! 68,70 g.L'!, o valor mais que duplicou (2,2x). O mesmo
comportamento foi observado por Carevic et al. (2018) que avaliaram a producido de GOS com
B-galactosidase de L. acidophilus. A concentracdo de lactose foi variada de 50 a 450 g.L !,
alcancaram os melhores rendimentos na maior concentragio (450 g.L'!), observando um
rendimento crescente com o aumento de lactose.

Outro fator importante na sintese dos GOS € o tempo de reacdo, pois como foi observado
na Figura 4.21 (A) e (B) a formacdo dos GOS ¢€ crescente até certo ponto, sendo que na
sequéncia pode acontecer perdas na concentracdo dos GOS, uma vez que podem ser substratos
na rea¢do de hidrélise (LISBOA et al., 2012; PANESAR et al., 2018).

A produgdo dos GOS também foi avaliada com B-galactosidase comercial imobilizada

em silica, nas condi¢Oes previamente otimizadas. A Figura 4.22 ilustra a formagdo dos GOS.

Figura 4.22 - Concentragio de lactose, GOS, galactose e glicose produzidos com a
Lactozyme® 2600 L imobilizada em silica (A) Lactose (200 g.L!); (B) Lactose (300 g.L™!)
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Para B-galactosidase imobilizada em silica, foi utilizado um tempo maior de reagdo, pois

foi constatado que a produg@o dos GOS era mais lenta do que com a enzima em sua forma livre,
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a imobilizacdo modifica a conformag¢do da enzima, ocasionando diferengas nas reagdes. Na
Figura 4.22 (A), com concentragio inicial de lactose de 200 g.L! a produgio de GOS foi
crescente até o tempo de 4 h, chegando a uma concentragio de 32,87 g.L'l. Apés 6 h de reacio
observou aumento na galactose e na glicose e redugdo nos GOS. A conversdo de lactose foi de
36,53%. Para a concentragio de lactose maior, 300 g.L!, Figura 4.22 (B) se observa que a
produgio dos GOS foi crescente até 6 h de reacdo com concentragio de 58,53 g.L! e a
conversio de lactose foi de 56,73%.

Com a enzima imobilizada também foi observado um aumento na concentragcdo dos
GOS no meio com concentracio inicial de lactose maior (300 g.L!). O incremento nos GOS
foi de 1,78 vezes maior com um aumento de 50% na concentracdo inicial de lactose. O tempo
de formacdo dos GOS foi mais lento, precisando de um maior tempo de reacdo (6 h).

Também foram calculados os rendimentos da produgdo de GOS, na Figura 4.23 sdo
apresentados os rendimentos para a enzima livre e imobilizada em silica em fun¢do do tempo

de sintese dos GOS.

Figura 4.23 - Rendimento na sintese dos GOS (A) Rendimentos com Lactozyme® 2600 L
livre; (B) Rendimentos com Lactozyme® 2600 L imobilizada em silica
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Como visualizado na Figura 4.23, os maiores rendimentos foram obtidos tanto para
enzima livre (A), como para enzima imobilizada (B) nos meios com concentracdo inicial de
lactose mais alta, 400 e 300 g.L!, respectivamente. Observando os rendimentos para enzima
livre, Figura 4.23 (A), verifica que o rendimento maximo para os dois meios 200 e 400 g.L"! de

lactose foi em 1 e 2 h, respectivamente. Apds esse tempo, houve redugdo nesses valores. Os
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valores méximos obtidos de rendimento foram de 15,63% para o meio com 200 g.L'l e17,18%
para o meio com 400 g.L"! de lactose.

Na Figura 4.23 (B), é possivel notar que a produgdo dos GOS com a enzima imobilizada
¢ mais lenta, foi necessdria uma reacdo mais longa (6 h). Para o meio com 200 gL' o
rendimento foi crescente até o tempo de 4 h (16,44%), em 5 e 6 h houve uma pequena redugdo
chegando as 6 h com 13,53% de rendimento. Para o meio com 400 g.L"! o rendimento aumentou
até 6 h, alcancando um valor de 19,51%.

Comparando os rendimentos de produ¢do dos GOS com a enzima livre e imobilizada,
observa-se que com uma concentracdo inicial de lactose de 200 g.L'! a enzima imobilizada
apresentou maior rendimento, 16,44%, entretanto foi necessdrio 4 h de reacdo. Em
concentracdes iniciais de lactose maiores 400 g.L'1 (enzima livre) e 300 g.L‘1 (enzima
imobilizada) o maior rendimento foi para enzima imobilizada alcangando 19,51% em seis horas
de reacdo. Os resultados se mostram promissores quando comparados com a literatura, Yin et
al. (2017) estudaram a produgdo de GOS com trés -galactosidases e condicdes diferentes,
obtidas por Bacillus circulans (pH 6,0 a 60 °C), K. lactis (pH 7,0 2 40 °C) e A. Oryzae (pH 4,5
a 45 °C), os rendimentos obtidos foram de 48,3%, 34,9% e 19,5%, respectivamente.
Eskandarloo; Abbaspourrad (2018) avaliaram a produ¢do de GOS com [-galactosidase de A.
oryzae imobilizada em contas de vidro em reator de leito fixo, como fonte de lactose utilizaram
permeado de soro de leite e obtiveram um rendimento méximo de 25,2% em 60 °C.

Diante do exposto, fica claro que a producdo dos GOS deve ser em meio rico em lactose,
considerando as melhores producdes de GOS nas concentragdes de 300 e 400 g.L"! de lactose.
A reacdo com a enzima livre e imobilizada foi diferente em relacdo ao tempo de produgdo,
sendo com a enzima imobilizada uma reacdo mais lenta. Também pode-se dizer que a f-
galactosidase comercial (Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica, tem potencial para sintese
dos GOS, dessa forma a reag@o foi mais explorada com o objetivo de aumentar a producdo e

rendimento dos GOS.

4.8.2 Influéncia da forca ionica do tampao na sintese dos galacto-oligossacarideos

com a enzima comercial (Lactozyme® 2600 L) imobilizada em silica

A influéncia da for¢a do tampao na reagdo de transgalactosilagdo para produciao dos
galacto-oligossacarideos foi avaliada utilizando a [-galactosidase comercial imobilizada. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12 - Influéncia da for¢a i6nica do tampao fosfato de potéssio (pH 7,0) na
concentragio de galacto-oligossacarideos, a 30 °C e concentragdo de lactose a 300 g.L!
Concentracgio de GOS (g.L'') em diferentes forcas idnicas

Tempo (horas) 0,05 M 0,1 M 0,2 M
2 12,37 £ 0,36 12,24 £ 4,25 13,15+ 1,54
4 28,78 £5.,84 29,60 £5,98 22,77 £2,22
6 44,63 £ 5,11 36,16 £ 5,53 33,45 +0,43
8 52,17 £ 1,65 45,15+ 12,28 39,73 £ 1,45

Observa-se que a maior concentracdo de GOS obtida foi em 8 h para a forca i6nica do
tampao de 0,05 M, sendo de 52,17 g.L"!. No mesmo tempo a menor concentracio obtida foi em
0,2 M, com 39,73 g.L'!. Logo, observa-se que quanto maior a forca idnica do tampao menor foi
a concentracdo de GOS produzida para todos os tempos analisados. Nao ha muitos estudos
sobre a avaliacdo da forc¢a idnica na producdo de GOS, porém a maioria indica valores menores.
Uma possivel explicacio para essa interferéncia, seria que ao aumentar a forca idnica em uma
solucdo com proteinas, no caso as enzimas, as cargas provenientes da dissociacdo do sal vao
interagir com as cadeias laterais dos residuos de aminodcidos da proteina, o que diminui a
interacao entre as proteinas presentes e aumenta a solubilidade da enzima (salting-in) (DALA-
PAULA et al., 2021). Esse fato pode reduzir a atividade enzimadtica e assim prejudicar a
producdo dos GOS. Porém, mais estudos sdo necessarios sobre a real a¢do da forca i0nica.

Assim, optou por utilizar a for¢a idnica de 0,05 M, contribuindo assim para a producao
dos GOS. Outros estudos também utilizaram tampdo com for¢a id6nica em 0,05 M
(BOTVYNKO et al., 2019; RICO-RODRIGUES et al., 2020; FISCHER; KLEINSCHMIDT,
2021; YANEZ-NECO et al., 2021).

4.9 INFLUENCIA DA LACTOSE, AGITACAO E TEMPERATURA NA PRODUCAO
DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS COM B-GALACTOSIDASE COMERCIAL
IMOBILIZADA EM SILICA

Os efeitos das varidveis, concentracdo de lactose, agitacdo e temperatura foram
avaliados simultaneamente para concentracio dos GOS, em um Planejamento Fatorial
Fraciondrio 2*! com trés niveis para cada uma das varidveis, os resultados sdo apresentados na

Tabela 4.13. Uma estimativa do principal efeito foi obtida com a avaliacdo da diferenga no
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desempenho do processo devido a uma mudanga do nivel mais baixo (—1) para o mais alto (+1)

da varidvel correspondente.

Tabela 4.13 - Valores reais e os valores codificados (entre parénteses) e resultados
experimentais obtido pelo Planejamento Fatorial Fracionario 2*! ensaios acrescidos de 3
pontos centrais para a sintese de GOS em tampao fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,0

Concentracao de Agitacio Temperatura GOS Rendimento
Experimento

lactose (g.L1) (rpm) °O) (g.L (%)

1 200,00 (-1) 116,00 (-1) 30,00 (-1) 11,24 5,62

2 200,00 (-1) 116,00 (-1) 40,00 (+1) 13,56 6,78

3 200,00 (-1) 164,00 (+1) 30,00 (-1) 26,70 13,35

4 200,00 (-1) 164,00 (+1) 40,00 (+1) 24,39 12,20

5 400,00 (+1) 116,00 (-1) 30,00 (-1) 5,64 1,41

6 400,00 (+1) 116,00 (-1) 40,00 (+1) 14,36 3,59
7 400,00 (+1) 164,00 (+1) 30,00 (-1) 56,41 14,10

8 400,00 (+1) 164,00 (+1) 40,00 (+1) 67,70 16,93
9(C) 300,00 (0) 140,00 (0) 35,00 (0) 29,01 9,67
10 (O) 300,00 (0) 140,00 (0) 35,00 (0) 32,67 10,89
11 (C) 300,00 (0) 140,00 (0) 35,00 (0) 30,73 10,24

A produgdo dos GOS foi conduzida em uma reacdo de 8 h, sendo nesse tempo obtidas
as maiores concentragdes de GOS. A atividade do biocatalisador imobilizado para as produgdes
foi de 230 + 4,6 U.g’l. A concentragdo de GOS variou de 5,64 a 67,70 g.L"!. O maior valor
obtido foi em concentracio de lactose de 400 g.L"!, agitacdo de 164 rpm e temperatura de 40°C
em tampao fosfato de potassio pH 7,0. O rendimento também foi calculado e variou de 1,41 a
16,93%. O maior valor obtido (16,93%) foi na mesma condi¢cdo da maior concentracio de GOS.
Na Figura 4.24, sdao apresentados os efeitos que foram estatisticamente significativos em 90%
na sintese dos GOS.

Os resultados mostram que as trés varidveis avaliadas e o efeito conjunto entre
concentracao de lactose, agitacdo e concentracdo de lactose e temperatura apresentaram efeitos
positivos, indicando que ao passar do nivel —1 (menor valor) para o nivel +1 (maior valor),
haverd aumento na concentracao de GOS. A agitacao foi a varidvel que apresentou o efeito mais
significativo na concentragdo dos GOS, tendo o efeito positivo médio de 16,82%, seguido do

efeito conjunto da concentragdo de lactose e agita¢do, concentragdo de lactose, temperatura e
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efeito conjunto de concentracdo de lactose e temperatura, todas com nivel de significancia de

0,10.

Figura 4.24 - Estimativas dos efeitos para concentracio de lactose, agitacdo e temperatura na
concentracdo dos GOS para o Planejamento Fatorial Fraciondrio 24!

(2)Agitacao 16,82074
1by2 10,03723
(1)Concentracio de Lactose 8,801282
(3)Temperatura 2,582845
1by3 2,580264
p=1

Estimativas dos efeitos (valor absoluto)

Lisboa et al. (2012) avaliaram a sintese de GOS com [-galactosidase de K. lactis,
realizaram um planejamento fatorial variando a temperatura, concentragdo de enzima e lactose.
Como resultados, também encontraram efeito positivo da concentracdo de lactose, sendo a
producdo dos GOS acentuada em 400 g.L‘1 (167,5 mg.mL’l), corroborando com os resultados
obtidos. O mesmo foi observado em outros estudos: Martinez-Villaluenga et al. (2008),
afirmaram que a transgalactosilacdo aumentou significativamente com a elevacdo da
concentrago inicial de lactose de 150 a 350 g.L!. Sendo que a producdo de dissacarideos
passou de 13% para 15,2% na concentracdo de lactose de 350 g.L'!. Wang et al. (2021)
alcangaram rendimento maximo de GOS utilizando concentracdo inicial de lactose em 50%
(p-v).

A temperatura também € um fator importante na producdo dos GOS, uma vez que afeta
a velocidade de reacdo, solubilidade da lactose e estabilidade da enzima (VERA et al., 2012;
PANESAR et al., 2018). O efeito estimado para a temperatura foi positivo, indicando que um
aumento, levou a maior concentracdo de GOS, sendo que na temperatura de 40 °C foram
obtidos os melhores valores para os GOS. Com o aumento da temperatura eleva-se a taxa de

reacdo e a solubilidade da lactose, levando assim a uma maior produgdo de GOS, porém ¢é
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necessdrio considerar os efeitos na estabilidade da enzima, para que ndo ocorra perda de
atividade da mesma.

A agitagcdo foi a varidvel que apresentou o maior efeito sob a producdo dos GOS,
mostrando relacdo direta na realizag@o da transgalactosilacio. Na literatura ndo sdo encontrados
muitos estudos variando a agitacdo, entretanto a produgcdao de GOS é na maioria das vezes
realizada sob agitacdo constante, em muitos casos foram utilizados altas rota¢des, 120 rpm
(SEM et al., 2014); 150 rpm (CAREVIC et al., 2018; CHANALIA et al., 2018) 180 rpm
(LISBOA et al., 2012; CARDOSO et al., 2017) 200 rpm (MANO; PAULINO; PASTORE,
2019).

410 SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS COM A ENZIMA
COMERCIAL UTILIZANDO AGITACAO MAGNETICA E MECANICA

4.10.1 Agitacao magnética na sintese de galacto-oligossacarideos

Foi avaliada a sintese dos GOS utilizando reator de mistura com agitacdo magnética. A
condic¢do tomada como referéncia foi aquela que implicou no melhor resultado do Planejamento
Fatorial (item 4.9), porém aumentou a agitacdo, considerando que essa foi a varidvel mais
significativa, passando de 164 rpm para 200 rpm. A atividade enzimadtica do biocatalisador
imobilizado foi de 300,00 U.g"'. O valor obtido de atividade foi maior que o utilizado no
planejamento fatorial (230,00 U.g!), para reproduzir as condi¢des dos experimentos do item
4.9 foi necessério utilizar uma quantidade maior de silica de 0,3 g. A atividade enzimatica nao
se manteve padrio, apresentando variacio de 70,00 U.g™! a mais que o avaliado no item 4.9. Na

Figura 4.25 sdo apresentados os resultados.
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Figura 4.25 - Concentragdo e rendimento de GOS na sintese por agitacdo magnética em reator
de mistura. Concentracdo de lactose 400 g.L ! a 40 °C e 200 rpm.
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Com a agitagdo magnética observa-se que a maior concentragdo de GOS foi obtida no
tempo de 8 horas, alcancando um valor de 70,81 g.L"!. O maior rendimento também foi nesse
tempo, sendo de 17,70%. Nesse tempo a conversao de lactose foi de 71,17%. Como foi definido
no item 4.9 a agitacdo € uma variavel com bastante relevancia, sendo que os resultados
indicaram que quanto mais elevada melhores os resultados para concentracdo de GOS. Uma
comparacao das concentracdes de GOS pode ser feita entre os resultados da agitacao magnética
com rotagdo de 200 rpm (70,81 g.L'") e os valores obtidos com a agitacdo de 164 rpm utilizando
incubadora rotatéria (67,70 g.L'!). A concentragio de GOS foi maior para produgdo em agitaco
magnética, apresentando um aumento de 3,11 g.L'. Entretanto, é importante considerar a
atividade do biocatalisador utilizado na producdo dos GOS. Como foi apresentado com a
agitacdo magnética o biocatalisador apresentou uma atividade enzimédtica 30,43% maior que o
utilizado para produg¢do na incubadora rotatdria. Desse modo, avaliando os maiores valores para
concentracdo de GOS, observa-se que o valor de 67,70 g.L'1 foi aumentado em somente 5,28 %,
ou seja, com um acréscimo de 30,43% na atividade do biocatalisador imobilizado obteve-se
uma concentragdo de GOS 5,28% maior. Assim, pode-se dizer que a produg¢do foi melhor para
o processo realizado em incubadora rotatdria pois, mesmo com uma oferta enzimatica menor
obteve-se boas produgdes de GOS.

Contudo, a agitacdo magnética € uma boa alternativa em questdes operacionais
considerando que os agitadores magnéticos podem alcangar altas agitacdes. O uso de reator de

mistura encamisado facilita a manuten¢do da temperatura. E outra vantagem € a utilizacdo de
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cesta de aco inox para abrigar o biocatalisador imobilizado, a cesta reduz o atrito do
biocatalisador prevenindo possiveis inativagdes. Dessa forma, como obteve-se uma boa
concentracdo de GOS (70,81 g.L'!) pode-se definir a agitacio magnética e a producio em reator

de mistura como uma metodologia promissora para sintese dos GOS.

4.10.2 Agitacao mecanica na sintese de galacto-oligossacarideos

A sintese dos GOS também foi avaliada com agita¢do mecanica. Utilizou os reatores de
mistura com agitadores do tipo hélice. Utilizando a concentragio inicial de lactose a 400 g.L!,
40 °C no tempo de 8 horas. O agitador mecanico permitiu agitacdes ainda maiores, foram
avaliadas 400 e 600 rpm, os resultados sdo apresentados na Tabela 4.14. A atividade enzimdtica
do biocatalisador imobilizado utilizado para a condi¢do de 400 rpm foi 416,67 U.g™! de silica e

a 600 rpm a atividade enzimética foi de 462,50 U.g!.

Tabela 4.14 - Concentragdo de GOS e rendimento de GOS na sintese por agitagdo mecanica a
400 e 600 rpm nas condi¢des de concentracio de lactose 400 g.L ! a 40 °C

400 rpm (416,67 U.g) 600 rpm (462,50 U.g™)
Tempo Concentracio Rendimento de Concentracio Rendimento de
de GOS (g.L') GOS (%) de GOS (g.L') GOS (%)
2 78,11 19,53 67,99 17,00
4 89,92 22,48 80,92 20,23
6 90,37 22,60 88,53 22,13
8 81,36 20,34 63,29 15,82

De acordo com os resultados da Tabela 4.14 observa-se que para 400 rpm a
concentracdo de GOS variou de 78,11 a 90,37 g.L‘1 e o rendimento de 19,53 a 22,60%. Para a
condicdo de 600 rpm a concentra¢io de GOS variou de 67,99 a 88,53 g.L " e o rendimento de
17,00 a 22,13%. Os melhores resultados para as duas condi¢des foram obtidos no tempo de 6
horas, tanto para a concentracdo como para o rendimento. Comparando com a sintese em
incubadora rotatéria (item 4.9) e agitacdo magnética (4.10.1) observa-se que a producdo foi
mais rapida (6 h), sendo que para os outros os melhores resultados foram obtidos em 8 h. O que
pode estar relacionado a forma e velocidade de agitacdo que foram maiores (400 e 600 rpm),
enquanto nas outras produgdes foram de 164 e 200 rpm. Ao final das 8 horas de reagdo a

conversao de lactose foi 76,53% para 400 rpm e 80,74% para 600 rpm.
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A sintese de GOS atingiu bons resultados com concentragdo de GOS com cerca de
90 g.L'!. Contudo, se faz necessdrio avaliar as atividades enzimdticas dos biocatalisadores. A
diferenca de atividade entre a condi¢do de 400 rpm e 600 rpm foi de 45,83 U.g"!, sendo a maior
atividade para 600 rpm. Em relagcdo a concentragdo de GOS na condi¢do de 400 rpm o maior
valor obtido foi de 90,37 g.L'!, enquanto para 600 rpm esse valor foi 88,53 g.L'!, ou seja, teve
uma reducao de 2,0%. Assim, observa-se que os resultados sao préximos, pois com um aumento
de 11,00% na atividade do biocatalisador a concentracdo de GOS se diferengou em apenas
2,0%.

Os resultados obtidos podem ser comparados com os apresentados no estudo de Carevic
et al. (2018), que utilizaram [-galactosidase de L. acidophillus imobilizada com polimero
metacrilico Lifetech ECR8409 na sintese dos GOS. A producio de GOS foi de 86 g.L"! nas
condi¢des de concentragio inicial de lactose de 400 g.L"!, tampdo fosfato de sédio 0,1 M pH
6,8, 150 rpm a 50 °C. A concentragdo de GOS foi préxima a alcangada com a [3-galactosidase
de K. marxianus imobilizada em silica que foi de 90,37 g.L'\.

Sdo um conjunto de varidveis que devem ser analisadas, a variacdo na atividade do
biocatalisador imobilizado foi uma questdo desafiadora em termos de padronizacao, por isso €
necessdrio avaliar cuidadosamente cada experimento. Foi definido como uma condi¢do de
operacdo promissora a utilizacio de agitacdo mecanica a 400 rpm. Essa condi¢@o proporciona
uma alta agitagiio, apresentou bons resultados (90,37 g.L'! de GOS) e nos tempos analisados

manteve a integridade fisica da silica utilizada como suporte.

4.11 SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS EM REATOR TIPO LEITO
FIXO UTILIZANDO A B-GALACTOSIDASE COMERCIAL IMOBILIZADA EM
SILICA

A sintese dos GOS foi também avaliada em reator tipo leito fixo, com intuito de
maximizar a producgdo. Utilizou uma massa de biocatalisador imobilizado de 1,9 g,
apresentando atividade enzimadtica de 13,33 U.g"! de suporte. O processo foi conduzido em
regime continuo, utilizando alimentaciio de solugio de lactose a 400 g.L"! com vazio de 0,100
mL.min"' e tempo de residéncia no reator de 54,98 minutos. Os resultados das concentragdes de
lactose, galactose, glicose e GOS sdo apresentados na Figura 4.26.

Na Figura 4.26 observa-se que nao foi identificado concentra¢des de lactose para os
tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos. Somente a partir do tempo de 50 minutos a concentracao de

lactose comeca a subir, sendo crescente até os 120 minutos de reacdo. Essa situacdo ndo
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corresponde a alimentagio inicial de lactose a 400 g.L!, entdo entende-se que a solucdo de
lactose nao estava completamente solubilizada. A alimentacdo da solucdo de lactose foi feita a
40 °C, sob constante agitacdo, entretanto nao foi suficiente para garantir completa solubiliza¢ao

da lactose.

Figura 4.26 - Concentragdes de lactose, galactose, glicose e GOS utilizando reator tipo leito
fixo com alimentagao de solugdo de lactose 400 g.L'l, a 40 °C, vazio de 0,1 mL.min"!
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Mesmo com o problema na alimentacdo, a producdo de GOS e a hidrdlise da lactose
aconteceram. A concentra¢do de GOS foi maxima em 300 minutos de reacdo, alcancando uma
concentragio de 100,18 g.L"! e um rendimento de 25,05%. Juntamente com a produgio observa-
se desde o tempo de 30 minutos a hidrdlise da lactose, formando glicose e galactose. A reacao
foi interrompida em 300 minutos, contudo acredita que € necessario avaliar outras condi¢odes
para conseguir maiores concentracoes de GOS, considerando os efeitos mencionados da
solugdo de alimentacdo e também em relagdo tempo de residéncia do reator. Pode ser observado
também que a hidrdlise da lactose foi bem competitiva com a transgalactosilagdo, produzindo
altas concentragdes de galactose (113,71 g.L'!) e glicose (120,96 g.L'') em 300 minutos.
Eskandarloo; Abbaspourrad (2018) avaliaram a formagdo de GOS em leito fixo com [3-
galactosidase imobilizada em esferas de vidro. Utilizando uma temperatura em 60 °C, e vazao
de 0,5 mL/min alcancaram um rendimento de 25,2%, rendimento proxima ao obtido neste

trabalho com a B-galactosidase imobilizada em silica (25,05%).
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Os resultados obtidos podem ser comparados com os alcancados por Sen et al. (2014).
Eles avaliaram a produgido de GOS com [3-galactosidase de B. circullans microencapsulada em
esferas de alginato de cdlcio. A producdo foi em reator tipo leito fixo. Com uma alimentag¢do
de solugdo de lactose a 200 kg.m™ foi obtido uma producio de 40 kg.m™ ou 40 g.L"!. O valor é
inferior ao obtido para B-galactosidase imobilizada em silica que mesmo com problemas na
alimentagio alcancou uma concentragio de GOS de 100,18 g.L"!.

Esses resultados mostram o potencial de aplicacdo de reator tipo leito fixo, porém mais
varidveis precisam ser analisadas e acertadas considerando a solubilidade da lactose, tempo de

reagﬁo ¢ temperatura.

4.11.1 Leito fixo empacotado com [3-galactosidase comercial imobilizada em silica

associada com esferas de vidro na sintese dos galacto-oligossacarideos

Na intencdo de melhorar a sintese dos GOS em leito fixo, utilizou uma coluna com
dimensdes maiores, para aumentar o tempo de residéncia. Entretanto, utilizou a mesma
quantidade de biocatalisador imobilizado (1,9 g). Para completar a coluna utilizou esferas de
vidro como material inerte, a razio de Mg/M: usada foi de 1/8 g.g'. Na Figura 4.27 sio
apresentadas as concentragdes de lactose, galactose, glicose e GOS. O processo foi conduzido
a 40 °C, com alimentacio de solugdo de lactose 400 g.L.!, vazdo de 0,1 mL.min' e tempo de
residéncia no reator de 217,60 minutos. A atividade enzimaética do biocatalisador imobilizado
era de 59,11 U.g"!, comparando com a atividade do biocatalisador imobilizado no leito fixo
empacotado somente com silica que era de 13,33 U.g"!, observa-se uma grande diferenca (45,78
U.g.™h.

Os resultados obtidos para concentragdo de lactose para o leito fixo com esferas de
vidro, mostram o mesmo comportamento obtido no reator empacotado somente com silica. Os
valores de lactose foram crescentes do tempo de 60 a 180 minutos, sendo que de 10 a 50 minutos
nao foi observado a presenca de lactose. Da mesma forma, entende-se que a solucao de lactose
alimentada nfio estava na concentracdo de 400 g.L'!. O problema previsto é em relacio a
solubilidade da lactose, que deve ser melhor estudado e adequado ao processo. As
concentracdes de galactose e glicose também se destacam, mostrando que houve uma boa taxa
de hidrdlise da lactose. Os maiores valores foram alcangados no tempo de 120 minutos, sendo

158,98 g.L! de galactose e 140,88 g.L"! de glicose.
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Figura 4.27 - Concentragdes de lactose, galactose, glicose e GOS utilizando reator tipo leito
fixo com silica e esferas de vidro. Alimentagio de solugio de lactose a 400 g.L!, a 40 °C,
vazio de 0,1 mL.min™"
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Apesar do problema na alimentacdo em relacdo a solubilidade da lactose alimentada,
observou-se a sintese de GOS. A concentracdo maxima foi obtida em 180 minutos, sendo de
75,51 g.L'!. Comparando esses resultados com os obtidos para o leito fixo empacotado apenas
com silica imobilizada, observa-se que os valores maximos de GOS foram menores. Na
primeira configuracdo de reator a concentragdo de GOS foi de 100,18 g.L'! em 300 min e na
segunda configuracdo a concentracio de GOS foi de 75,51 g.L'! em 180 min.

Com esses resultados pode-se dizer que a presencga das esferas de vidro foi satisfatoria,
foi alcangado uma concentragdo de GOS de 75,51 g.L'!. Todavia, é necessdrio aprofundar as
condic¢des das reacdes com intuito de aumentar ainda mais a produ¢@o. Uma primeira estratégia
poderia ser utilizar tempos maiores e observar o comportamento também € necessario reavaliar
a solubilidade da solucdo de lactose na alimentacdo do leito fixo. Essa configuracio de reator

apresenta uma metodologia com potencial de aplicagdo.

4.12 SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS COM A B-GALACTOSIDASE
PRODUZIDA POR K. marxianus NA SUA FORMA LIVRE E IMOBILIZADA EM
SILICA

Depois de avaliar as condi¢des de sintese dos GOS para a 3-galactosidase comercial de
K. lactis, reproduziu uma das melhores condigdes de operagdo com a [-galactosidase produzida

por K. marxianus em sua forma livre (extrato bruto enzimético) e imobilizada. A produgao foi
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feita em reator de mistura com agitacdo mecanica a 400 rpm, concentracdo de lactose de 400
g.L'1 a 40 °C. A atividade enzimatica do extrato bruto obtido foi de 116,00 U. A Figura 4.28

mostra os resultados alcangados para concentracdo de GOS e rendimento de GOS.

Figura 4.28 - Concentra¢dao de GOS e rendimento de GOS na sintese por agitacdo magnética
em reator de mistura com [-galactosidase livre produzida por K. marxianus. Nas condi¢des de
concentracdo de lactose 400 g.L ! a 40 °C e 400 rpm
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Como pode ser observado na Figura 4.28 a producdo de GOS foi crescente até o tempo
de 6 horas. A concentracio maxima de GOS obtida foi de 106,97 g.L ! e o rendimento de
26,74% em 6 horas. Ao final das 8 horas de reac@o a conversao de lactose foi de 75,96 + 2,1%.
Com esses resultados observa-se que a producdo com a enzima produzida em sua forma livre
foi eficiente. Comparando com os resultados obtidos com a produg@o nas mesmas condigdes da
enzima comercial imobilizada no item (4.10.2), observa-se que sintese com a enzima produzida
alcancou melhores resultados. Ofertando apenas 116,00 U foi alcangcado 106,97 g.L! de GOS,
enquanto ofertando 416,67 U.g’! com a enzima comercial imobilizada obteve-se 90,37 g.L'\.
No entanto, € interessante avaliar as condicdes cautelosamente, considerando que foi
comparado uma enzima em sua forma livre e outra imobilizada.

Botvynko et al. (2019) alcancaram concentragdes de 105 g.L ™! de GOS, utilizando duas
enzimas comerciais sendo uma de K. lactis e a outra de Bifidobacterium bifidum. Comparando
com os resultados obtidos com a [3-galactosidase produzida por K. marxianus observa-se
concentracdo de GOS parecida (106,97 g.L‘l), mesmo utilizando apenas uma fonte enzimatica

e sem um processo de purificagdo da enzima.
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O extrato bruto enzimético foi preparado em tampao fosfato de potdssio 0,05 M, pH 7,0,
mas a enzima foi produzida em um meio com presenca de permeado de soro de leite e sais
((NH4)2SO4; KH2PO4; MgS04.7H20) esse meio enriquecido com tantas substancias pode ter
influenciado na capacidade de sintese de GOS da enzima produzida. Segundo Alavijeh et al.
(2020) a presenga de céations como sédio (Na*), potassio (K*), cdlcio (Ca*) e magnésio (Mg*)
podem afetar a robustez da enzima e atuarem como cofatores, influenciando diretamente na
ligacdo do substrato aos cétions no sitio ativo da enzima, o que pode ser benéfico ao processo.
Rustom; Foda; Lopez-Leiva (1988) trouxeram que o permeado de soro de leite € rico em K* e
Mg™" e esses cations podem contribuir na ativagdo da enzima e assim no processo de sintese dos
GOS.

Para a enzima imobilizada a atividade enzimatica do biocatalisador imobilizado foi de
2,64 U ou 26,4 U.g"! de suporte. Essa atividade enzimatica foi baixa considerando os resultados
para a producdo com a enzima comercial (>100 U.g™!). J4 havia sido discutido a dificuldade da
imobilizacdo em silica do extrato bruto enzimdtico, mesmo assim utilizou o biocatalisador
imobilizado para producdo dos GOS. Contudo, ndo houve producido de GOS nas 8 horas de
reacdo avaliadas. Também ndo foi observado a hidrdlise da lactose. Assim, para a enzima
produzida imobilizada outras condi¢des devem ser avaliadas considerando suas baixas

atividades enzimaticas.
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que:

Com base nos objetivos propostos e diante dos resultados obtidos, pode-se concluir

v

As condig¢des que foram mais promissoras na imobilizag¢do da B-galactosidase
(Lactozyme® 2600 L, K. lactis) em silica de porosidade controlada foram
obtidas em tempo de 6 h de imobilizacdo com funcionalizagdo da silica por via
aquosa. Através de um Planejamento Composto Central, que avaliou
simultdneamente as varidveis concentracdo de APTES, atividade inicial da
enzima ofertada e concentracdo de glutaraldeido, obteve-se a faixa otimizada
em 1,0% de APTES, 21 U.mL"!' de extrato enzimatico para atividade inicial
ofertada e 6,86% de glutaraldeido.

A partir da caracterizagdo da [3-galactosidase imobilizada em silica observou-
se que na atividade da enzima o pH 6timo foi em 7,0 e a temperatura 6tima de
35 °C. Na estabilidade o melhor pH foi em 7,5. A estabilidade térmica da
enzima foi limitada, sendo mais estavel a 20 °C, tendo sua atividade
rapidamente reduzida em 40 e 45 °C. As constantes termodinamicas avaliadas,
sofreram poucas variacdes nas temperaturas estudadas. A [3-galactosidase
imobilizada permitiu reutilizacdo mantendo 70% da sua atividade apds 4 ciclos
de reuso. A enzima também foi armazenada sob refrigeragdo e em 105 dias
reteve 44% da sua atividade inicial.

O biocatalisador imobilizado foi avaliado em relagdo a espectroscopia de
infravermelho (FT-IR) e no MEV. Por meio do FT-IR foi possivel observar os
grupos presentes na enzima e no biocatalisador imobilizado. O MEV trouxe
uma visualizacdo da caracteristica real da silica e evidenciou a ligacdo da
enzima na superficie do suporte.

A utilizagdo de reator de leito fixo em regime continuo empacotado com [3-
galactosidase imobilizada levou a uma conversdo de lactose de
aproximadamente 47%, alcancando estado estaciondrio em 95 min.

Para [(-galactosidase de K. marxianus sintetizada por meio de fermentagdo
submersa, observou-se que nio foi possivel obter as mesmas respostas no

processo de imobilizacdo. Pois, a atividade da enzima imobilizada e a atividade
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recuperada foram bem inferiores ao que foi obtido pela Lactozyme® 2600 L
que é uma enzima comercial e purificada.

v" Na tentativa de aumentar as respostas de imobilizagdo com [-galactosidase
produzida por K. marxianus, foram avaliados alguns métodos de purificagao,
dentre eles: ligacdo Duolite A-568 em leito fixo, didlise, precipitagdo com sal
e ligagio em resina como Amberlite XAD-761®, Amberjet™ 4200 CI e
Toyopearl® DEAE 650s. Os mais promissores como estratégias de purificagiio
foram o processo de didlise e a adsor¢io em Toyopearl® DEAE 650s.

v Para produgio dos GOS com a [-galactosidase (Lactozyme® 2600 L, K. lactis)
os melhores resultados foram obtidos em maiores concentracdes iniciais de
lactose, sendo necessdrios menores tempos de reagdo para enzima em sua
forma livre (1 h) e maiores tempos para [-galactosidase imobilizada em
silica (6 h).

v A forca idnica do tamp@o utilizada na reagdo de transgalactosilagdo afeta a
producdo de GOS, sendo obtido melhores resultados com forca idnica do
tampao fosfato de potdssio em 0,05 M, concentracdo mais baixa.

v' Os resultados do Planejamento Fatorial Fraciondrio mostraram que a
concentracdo inicial de lactose, a agitacao e a temperatura apresentaram efeitos
positivos na concentracdo dos GOS em nivel de significancia de 10%. A
agitacao foi o efeito mais expressivo, seguido da acdo conjunta da agitacdo e
concentracdo de lactose, concentracdo de lactose, temperatura e acao conjunta
da agitacdo e temperatura. A concentragdo maxima de GOS obtida foi de 67,70
gLl

v A sintese de GOS utilizando agita¢io magnética foi promissora alcan¢ando
uma concentracao de 70,81 g.L‘1 e rendimento de 17,70%. A agitacdo foi em
torno de 200 rpm.

v' Em agita¢cdo mecanica as melhores produ¢des de GOS com a [3-galactosidase
(Lactozyme® 2600 L, K. lactis) imobilizada em silica foram obtidos com
agitacdo de 400 rpm. O tempo de reacdo foi mais rdpido quando comparado a
agitacdo magnética e processo em incubadora rotatdria, sendo os maiores
valores alcangados em 6 horas. A concentragio de GOS foi de 90,37 g.L'eo
rendimento de 22,60%.

v' A avaliacdo do leito fixo como reator para sintese dos GOS, apresentou

7

producdo razoavel. E necessdrio avaliar melhor as condicdes operacionais,
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todavia obteve-se concentracio de GOS de 100,18 g.L'!' utilizando reator
empacotado somente com silica imobilizada e 75,51 g.L!' com o reator
empacotado com silica imobilizada e esferas de vidro.

v A sintese dos GOS também foi avaliada para a [3-galactosidase produzida por
K. marxianus, na sua forma livre e imobilizada. A produ¢do com a enzima livre
em agitagdo mecanica conduzida em reator de mistura, levou a concentracio
de GOS de 106,97 g.L'l. Com a enzima imobilizada a atividade enzimatica foi
muito baixa (2,64 U), ndao houve producdo de GOS, nem mesmo hidrdlise da
lactose.

v As condigdes estudadas mostraram o potencial de aplicagio da [3-galactosidase
(Lactozyme® 2600 L, K. lactis) imobilizada em silica de porosidade controlada
na hidrdlise da lactose e na sintese dos GOS. A B-galactosidase produzida por
K. marxianus também € promissora sendo necessario considerar o estudo mais
aprofundado de técnicas de purificacdo que colaborem no processo de

imobilizacdo e também na produgdo dos GOS.



CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar outras condicdes da resina anidnica Toyopearl® DEAE 650s como uma
estrategia de purificagio da (-galactosidase produzida por K. marxianus.

Utilizar o permeado de soro de leite como fonte de lactose na sintese dos GOS, com a
inten¢do de valorizar esse subproduto.

Estudar técnicas para identificacdo, purificacdo e separacao dos GOS produzidos.
Avaliar a unido de duas enzimas de fontes diferentes, com intuito de melhorar os

rendimentos na producdo dos GOS.
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ANEXO A







APENDICE

APENDICE A
DETERMINACAO DE GLICOSE

A glicose-oxidase catalisa a oxidagd@o da glicose de acordo com a seguinte reacao:

Glicose+0, + H,0—5®  Acido Gluc6nico+H,0,

O peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo
catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor € proporcional a concentracdo da glicose

na amostra.

2H,0, +4— A min oantipirina + fenol — 22— Antipirilquinoni min a +4H,0O

O kit Glicose Liquiform contém 1000 mL de Reagente 1 e 5 mL de Padrdo. O Reagente
1 € apresentado pronto para uso utilizando metodologia enzimatica de grande especificidade
analitica, de simples e facil aplicacdo em laboratorio.

O método pode ser utilizado em técnica manual e € facilmente aplicivel em
analisadores semi-automaticos e automadticos capazes de medir com exatidao a absorbancia
entre 490 e 520 nm.

Na Tabela abaixo estd descrito um esquema de como devem ser preparadas as amostras

para se determinar o teor de glicose.

Tabela - Teste glicose-oxidase
Branco Teste Padrao

Amostra - 0,02 mL -
Padrao - -- 0,02 mL
Reagente 1 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL




Misturar vigorosamente e incubar em banho-maria a 37 +/- 2°C durante 10 minutos.
ApOs esse tempo, as amostras eram lidas as absorbancias a 505 nm em espectrofotdometro,
considerando como branco o Reagente 1. Com os valores de absorbancia em fun¢do da

absorbancia da amostra padriao (Equagdo) obtém-se a concentracio de glicose.

Gli (@) _ Absorbancia do Teste 100
cose dL’/ ~ Absorbancia do Padrio

Assim foi possivel determinar a concentracao de glicose usando o kit Labtest.
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