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RESUMO

Os produtos lacteos sdo alguns dos alimentos mais completos € mais consumidos. A
intolerancia a lactose em grande parte da populagao mundial leva a producao de produtos sem
ou com teor reduzida de lactose utilizando a (-galactosidase. A imobilizagdao enzimatica ¢ um
processo que permite a recuperagdo e a reutilizagdo desse biocatalisador, além de aumentar a
sua estabilidade operacional. Neste trabalho estudou-se a estabilidade de [(-galactosidase
de Bacillus licheniformis imobilizada por adsor¢do em resina Duolite A-568 em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C), tampao BR com for¢a idnica de 40 mM e pH 4,0 e
concentragdo de enzima de 43 mL/L. A enzima imobilizada foi reticulada com glutaraldeido
em diferentes concentragdes (2,0 a 3,5 g/L). A estabilidade do biocatalisador imobilizado foi
avaliada em relagdo ao pH na faixa de 3 a 8, a temperatura na faixa de 30 a 60°C e ao
armazenamento, por 90 dias. A energia de ativacdo do processo de desativacdo térmica da
enzima imobilizada também foi determinada. Foi avaliada a taxa de conversao da lactose por
enzima imobilizada ¢ imobilizada reticulada em reator batelada com recirculagio ¢ diferentes
vazdes de alimentagdo. Os resultados de rendimento, eficiéncia e atividade recuperada da f-
galactosidase imobilizada, foram respectivamente de 84%, 99% e 83%. A concentracdo de
glutaraldeido de 2,0 g/L proporcionou melhor estabilidade, mantendo 75% da atividade inicial
no sexto uso, e teve sua atividade inalterada quando armazenada por 35 dias. A enzima
imobilizada sem reticulacdo apresentou pH otimo em 4, enquanto a faixa o6tima de pH para
enzima imobilizada seguida de reticulagdo (2,0 g/L) foi de 4 a 7. Em relagdo a estabilidade
térmica a enzima imobilizada e reticulada foi mais estavel que a enzima apenas imobilizada
em todas as temperaturas avaliadas. O armazenamento afetou mais a atividade da enzima
imobilizada (sem reticulagdo), que apresentou atividade relativa de 27%, em pH 3 e 4 em 90
dias, ja a enzima imobilizada e reticulada reteve mais de 70% da atividade inicial durante 90
dias em todos os valores de pH (3 a 8). A energia de desnaturacdo encontrada para a enzima
imobilizada sem reticulacdo e da enzima imobilizada seguida de reticulagdo foram de
59.715,32 e 66.063,78 kcal/mol, respectivamente. Em relacdo a conversao de lactose, a
enzima imobilizada reticulada foi mais estavel mantendo mais de 50% da sua capacidade de
conversao inicial. Com o aumento da vazao na ordem de 2 mL/min observou-se a diminuig¢ao
da taxa de conversdo de cerca de 5%. Em geral a reticulagdo com glutaraldeido aumentou a
estabilidade da B-galactosidas de Bacillus licheniformis imobilizada em Duolite A-568. A -
galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada pode ser aplicada em varios processos de
hidrolise ou de conversao da lactose em condicoes estudadas.

Palavras-chave: Enzima; Glutaraldeido; Reticulagao; Lactose; Conversao.



ABSTRACT

Dairy products are some of the most complete and widely consumed foods. Lactose
intolerance in a large part of the world population leads to the production of products
without or with reduced lactose content using f-galactosidase. Enzyme immobilization is a
process that allows the recovery and reuse of this biocatalyst, besides increasing its
operational stability. In this work, the stability of f-galactosidase from Bacillus licheniformis
immobilized by adsorption on Duolite A-568 resin at room temperature (approximately
25°C), BR buffer with ionic strength of 40 mM and pH 4.0 and enzyme concentration of 43
mL/L was studied. The immobilized enzyme was cross-linked with glutaraldehyde at different
concentrations (2.0 to 3.5 g/L). The stability of the immobilized biocatalyst was evaluated
with respect to pH in the range of 3 to 8, temperature in the range of 30 to 60°C, and storage
for 90 days. The activation energy of the thermal deactivation process of the immobilized
enzyme was also determined. The conversion rate of lactose by immobilized and immobilized
cross-linked enzyme in a batch reactor with recirculation and different feed rates was
evaluated. The results of yield, efficiency and recovered activity of immobilized f-
galactosidase were 84%, 99% and 83%, respectively. The glutaraldehyde concentration of
2.0 g/L provided better stability, maintaining 75% of the initial activity on the sixth use, and
had its activity unchanged when stored for 35 days. The immobilized enzyme without cross-
linking presented pH optimum at 4, while the optimum pH range for immobilized enzyme
followed by cross-linking (2.0 g/L) was 4 to 7. In relation to thermal stability the immobilized
and cross-linked enzyme was more stable than the immobilized enzyme only at all
temperatures evaluated. The storage affected more the activity of the immobilized enzyme
(without crosslinking), which presented a relative activity of 27%, at pH 3 and 4 in 90 days,
while the immobilized and crosslinked enzyme retained more than 70% of the initial activity
during 90 days in all pH values (3 to 8). The denaturation energy found for the immobilized
enzyme without crosslinking and the immobilized enzyme followed by crosslinking were
59,715.32 and 66,063.78 kcal/mol, respectively. Regarding lactose conversion, the cross-
linked immobilized enzyme was more stable maintaining more than 50% of its initial
conversion capacity. With the increase of the flow rate in the order of 2 mL/min a decrease in
the conversion rate of about 5% was observed. In general, cross-linking with glutaraldehyde
increased the stability of f-galactosidases from Bacillus licheniformis immobilized on Duolite
A-568. The immobilized f-galactosidase from Bacillus licheniformis can be applied in various
processes of hydrolysis or lactose conversion under the studied conditions.

Keywords: Enzyme; Glutaraldehyde, Reticulation, Lactose; Conversion.



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, produtos alimenticios sem lactose ou contendo quantidade reduzida
dela ganharam importancia, tanto a partir de perspectiva comercial e de saude, impulsionado
pela crescente consciéncia sobre a intolerancia a lactose. A alta demanda por produtos sem
lactose fez com que as industrias se reinventassem em seus processos, tornando esses
produtos mais acessiveis ao consumidor (VERA et al., 2020).

A B-galactosidase ¢ uma hidrolase que catalisa a quebra de lactose, um dissacarideo
encontrado no leite em dois monossacarideos, galactose e glicose. A deficiéncia de [-
galactosidase ou baixo nivel dela no intestino causa a intolerancia a lactose em humanos que
enfrentam dificuldades em consumir leite e produtos lacteos (RANI, SHARMA & DEV,
2019).

Também conhecidas como lactases, essas enzimas sao amplamente distribuidas na
natureza como em microrganismos, plantas e animais, sendo a fonte microbiana (bactérias,
fungos e leveduras) a mais utilizada para aplicagdes industriais, no entanto, ser considerado
seguro, ¢ um pré-requisito para o uso em industrias de alimentos (ELSAYED et al., 2019).

Um microrganismo muito utilizado na producdo de [B-galactosidase ¢ o Bacillus
licheniformis que € uma bactéria gram-positiva, formadora de esporos intimamente
relacionada ao organismo da espécie Bacillus subtilis, que ¢ amplamente utilizado em
agricultura como fertilizante probidtico e microbiano. Em varios aspectos da industria de
biotecnologia, esta bactéria ¢ usada na fabricacdo de enzimas, antibidticos peptidicos e
bioquimicos (LIU et al., 2017). E um dos microrganismos mais importantes na producio
industrial de enzimas alimentares, como proteases, amilases e lipases, € apresenta seguranca
na industria de alimentos (LI et al., 2018).

A enzima beta-galactosidase tem grande importdncia na industria alimenticia e
farmacéutica (VASUDHA et al., 2023). A utilizacdo da B-galactosidase na forma livre ¢ de
apenas uma vez, devido a dificuldade ou impossibilidade de separar a enzima do produto no
final do processo. A imobilizagdo da enzima € um processo que permite a reutilizacdo de
enzimas, e pode contribuir para redugdo de custos dos processos que envolvem a enzima livre
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017). A imobilizacdo pode tornar as enzimas mais resistentes
as mudancas de pH, temperatura, pressdo e solventes em meio reacional, além de possibilitar
0 seu emprego em processos continuos. No entanto, nem todos os protocolos de imobilizagao
tornam as enzimas altamente ativas e estaveis, sendo necessaria a escolha adequada do
método de imobilizagdo, levando em consideracdo as propriedades de cada enzima, para se

alcancar altas conversdes durante longos tempos operacionais (BOLIVAR & GALLEGO,



2020). O uso de enzimas imobilizadas ganhou popularidade nas industrias de alimentos
devido a sua ampla aplicagdo e otimizacdo de processos. A maioria das aplicagdes de enzimas
imobilizadas ¢ desenvolvida em nivel industrial (YUSHKOVA, 2019).

Hé4 um interesse crescente em realizar transformagoes catalisadas por enzimas em
fluxo continuo. Os processos operados em modo continuo oferecem varios beneficios, como:
reciclagem de substratos, melhoria da produtividade, integragdo com tecnologias
complementares e alinhamento ao processamento downstream, evitando problemas causados
pela inibicao do substrato-produto e, consequentemente permitindo alta conversao e facilidade
na recuperacdo do biocatalisador imobilizado (THOMPSON et al., 2018; HARTLEY et al.,
2019). O uso de enzimas imobilizadas em fluxo continuo pode trazer melhorias na sua taxa de
reacdo, eficiéncia na remog¢do e purificagdo do produto, e melhor controle do processo
(BRITTON, MAJUMDAR & WEISS, 2018). Conhecimento sobre as condi¢des de
estabilidade de uma enzima facilita seu uso eficiente em varios processos sem inativar o

biocatalizador e sem perdas econdmicas para industrias.

1.1 Objetivos
O objetivo geral deste trabalho foi estudar a estabilidade da enzima B-galactosidase de
Bacillus licheniformis imobilizada e sua aplicacdo na hidrolise de lactose em reator de leito
fixo.
Os objetivos especificos sdo:
» Avaliar a influéncia da reticulagdo na estabilidade operacional da enzima f-
galactosidase imobilizada na hidrolise de lactose;
» Avaliar a influéncia da temperatura ¢ pH na estabilidade da P-galactosidase
imobilizada e imobilizada reticulada na hidroélise da lactose;
» Estudar a estabilidade ao armazenamento da [-galactosidase imobilizada e
imobilizada reticulada na hidrélise de lactose;
» Estudar a conversao da lactose em reator batelada com recirculagdo do substrato pela
[-galactosidase imobilizada e imobilizada reticulada;
» Avaliar a influéncia da vazdo de alimentacdo na conversdo da lactose em reator de
leito fixo em regime continuo pela enzima B-galactosidase imobilizada e imobilizada

reticulada.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite

O leite pode ser considerado um dos alimentos mais completos, destacando-se por seu
alto valor nutritivo e ser fonte de proteinas, lipideos, acucares, sais minerais € vitaminas
(MULLER & REMPEL, 2021). Segundo Mehta (2015) o leite tem uma composi¢do que gera
beneficios para a satide humana, sendo parte importante de uma dieta saudavel e
equilibrada. As evidéncias mostram que os beneficios do leite podem ir além de seus efeitos
na saude oOssea, sugerindo um papel potencial na prevencao de doengas cronico-degenerativas
(GROSSO, 2017).

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de leite no mundo. Em 2021, a producdo
nacional de leite foi cerca de 35,3 bilhGes de litros com um investimento de cerca 68 bilhGes
de reais (IBGE, 2021). Apenas no segundo trimestre de 2022 o Brasil captou cerca 5,4 bilhdes
de litros (IBGE, 2022). A cadeia produtiva do leite ¢ uma das principais atividades
econdmicas do Brasil, com grande destaque na geracdo de emprego e renda (EMBRAPA,
2019).

Leite e produtos lacteos representam um importante grupo de commodities
alimentares, de altos valores nutricionais e geralmente consumidos por grande segmento de
consumidores, incluindo gestantes, recém-nascidos, criangas e idosos (COSSIGNANI,
POLINNI & BLASI, 2019). Os produtos lacteos sdo produzidos com leites de mamiferos e
incluem o leite, creme, manteiga, queijo, iogurte, sobremesas congeladas, soro de leite entre
outros e contém uma cole¢do variada de micro e macronutrientes (YU & HU, 2018). Os
produtos lacteos contém vdarios nutrientes e contribuem significativamente para atender as
necessidades nutricionais de proteinas, calcio, magnésio, fosforo, potassio, zinco, selénio,
vitamina A, riboflavina, vitamina B-12 e 4cido pantoténico (GIL & ORTEGA, 2019). Em
adultos, o maior consumo de laticinios foi associado a um menor risco de acidente vascular
cerebral (MAZIDI et al., 2019).

2.2 Intolerancia a lactose

A intolerancia a lactose resulta de uma capacidade reduzida de digerir a lactose ou de
uma deficiéncia da enzima lactase. A intolerancia a lactose ¢ um problema naturalmente
irreversivel. Os principais sintomas gastrointestinais sdo dor abdominal, niuseas, distensdo
abdominal, flatuléncia e diarreia; menos comuns sdo constipacdo € vOmitos € os sintomas
extra-intestinais sdo dor de cabeca, vertigem, deficiéncia de memoria e letargia (DI

COSTANZO & CANANI, 2018). Os sintomas da intolerancia a lactose surgem pela



fermentagdo da lactose ndo digerida pelas bactérias intestinais Bifidobacterium,
Lactobacillus e Streptococcus (JASIELSKA & GRZYBOWSKA-CHLEBOWCZYK, 2019).

A ma absor¢ao de lactose ndo deve ser confundida com a intolerancia a lactose. A ma
absor¢ao de lactose indica que uma parte da lactose ingerida nao ¢ hidrolisada no intestino
delgado e atinge o colon. A deficiéncia de lactase ¢ quase sempre responsavel pela ma
absorcao da lactose (CORGNEAU et al. 2017).

A intolerancia a lactose ¢ classificada em deficiéncia primaria e secundaria. A
deficiéncia primaria de lactase pode ser vista como a "doenga genética" mais comum no
mundo. Em humanos, naturalmente, apds o desmame ocorre uma perda consideravel da
enzima lactase no intestino. Na deficiéncia secundaria de lactase, a capacidade de digerir a
lactose pode ser perdida devido a infecgdo, cirurgia ou ligada a algumas complicacdes de
doencas ou maus vicios (DENG et al., 2015).

Cerca de 70% da populacao adulta mundial tem uma expressdo limitada da enzima
lactase, que pode variar de uma regido a outra ou entre paises. Esse problema ocorre por nao
existéncia da lactase geneticamente determinada ou a presenga de outros disturbios
gastrointestinais (FACIONI et al., 2020). A prevaléncia da intolerdncia a lactose varia de
acordo com a etnia e esta relacionada ao consumo de leite e derivados. A deficiéncia primaria
de lactase ocorre com mais frequéncia entre as populacdes asidticas e africanas devido ao
baixo consumo de leite e derivados (BAYLESS, BROWN & PAIGE, 2017).

Os sintomas de intolerancia a lactose comumente ocorrem quando a pessoa apresenta
menos de 50% da atividade da lactase (DENG et al. 2015). A maioria dos individuos com
intolerancia a lactose geralmente exclui o leite e derivados de sua dieta, para evitar as
complicagdes causadas pela intolerancia, mesmo que tenham a capacidade de tolerar até 12 g
de lactose em dose unica e ter boa tolerancia a laticinios fermentados (SANTOS, ROCHA &
SANTANA, 2019).

O tratamento da intolerancia a lactose vai depender da etiologia, se for consequéncia
de hipolactasia primaria, o consumo de lactose deve ser evitado temporariamente para que
haja remissdo dos sintomas (SANTOS, ROCHA & SANTANA, 2019). Uma das principais
solucdes adotadas pelas industrias de laticinios para enfrentar a intolerancia a lactose € o uso
da enzima [B-galactosidase exdgena para produzir produtos sem lactose ou produtos com baixo
teor de lactose. A B-galactosidase também pode ser adicionada na forma liquida ao leite pelo
consumidor antes da ingestdo, ou ser tomado na forma sélida, juntamente com leite e produtos
lacteos (CORGNEAU et al. 2017). A ingestdo regular de lactose também pode manter a f3-

galactosidase ativa no intestino. Embora a expressio da lactase ndao seja regulada



positivamente por ingestdo de lactose, a tolerancia pode ser induzida pela adaptacdo da flora
intestinal (DENG et al. 2015).
2.3 Enzima p-galactosidase

A B-galactosidase ¢ uma hidrolase com muitas aplicagdes importantes na industria de
laticinios e alimentos, especialmente em processos envolvendo hidrdlise de lactose, a fim de
aumentar a digestibilidade do leite, facilitar o consumo de produtos lacteos para pessoas com
intolerancia a lactose ou para melhorar as caracteristicas funcionais dos produtos lacteos.
Além de hidrolisar a lactose, também produz galacto-oligossacarideos pela transferéncia de
residuos galactosil em moléculas de lactose (ARSALAN et al., 2020). Esta enzima ¢ usada
para modifica¢des de produtos alimenticios e farmacéuticos (ANDRADE et al., 2019), na
melhoria da dogura em alimentos para controlar a cristalizacdo da lactose (CHANALIA et al.,
2018), para a produgdo de fermentados e bebidas sem alcool (RADIATI et al., 2016),
panificagdo (ZHANG et al., 2017), entre outros.

As enzimas sdo grupos de proteinas que desempenham fungdes essenciais no
metabolismo, atuando como catalisadoras de processos bioquimicos. Elas sdo capazes de
decompor moléculas complexas em unidades menores, sendo as principais degradadoras da
matéria organica, originando novos produtos (KOLA et al.,, 2015). As enzimas sao
indiscutivelmente uma das biomacromoléculas mais importantes para a vida, excedendo
importancia frente aos catalisadores artificiais em sua capacidade eficiente de catalisar os
sistemas bioldgicos e as transformagdes que sustentam a vida (LIAN, 2017).

As B-galactosidases sdo encontradas em bactérias, fungos e leveduras. Em plantas, ¢
encontrada principalmente em améndoas, péssegos, macas e damascos. No entanto, em escala
comercial e industrial, as fontes mais comumente usadas de [-galactosidase sdo as
microbianas como Aspergillus e Kluyveromyces. As B-galactosidases de fontes microbianas
sdo mais aplicadas para hidrélise de lactose devido as véarias vantagens, incluindo sua alta
atividade catalitica, facilidade de obtencdo por fermentagdo, sua estabilidade operacional e
possibilidade de aplicacao em diversos produtos fermentados. As B-galactosidases de origem
microbiana apresentam atividades 6timas em temperatura e pH variando entre 40 e 65°C; e
entre 6,0 e 7,2 respectivamente. As enzimas produzidas pelos fungos sdo altamente estaveis.
As fontes fuingicas mais comuns de [-galactosidases sao Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis (Sacchoramyces fragilis), e algumas espécies de Aspergillus que sdo
aceitas e reconhecidas como seguras. As -galactosidases fungica, a maioria possui uma faixa
de pH ideal de 3,5-6,5 e temperatura 35-67°C tornando-as mais eficazes para a hidrélise da

lactose encontrada em substincias acidas como o soro de leite (SAQIB et al., 2017). A



atividade enzimatica da B-galactosidase ¢ dependente de fatores ambientais como pH, forca
i6nica do meio e temperatura, da mesma forma que os catalisadores quimicos (ZHOU &
CHEN, 2001).

Bacillus licheniformis ¢ uma bactéria Gram-positiva amplamente utilizada em varios
campos: na agricultura como fertilizante probidtico e microbiano e na industria de
biotecnologia para a producdo de enzimas, acetoina e acido poli-y-glutdmico (y-PGA), sendo
reconhecido como microrganismo com grande potencial de produzir enzimas como [-
galactosidase (ELSAYED et al., 2019), uricase e protease (PAWAR & RATHOD, 2018),
amilase (SEWALT, REYES & BUI, 2018), quitinase (AKEED, ATRASH & NAFFAA,
2020), glutaminase, queratinase (ABDEL-FATTAH et al., 2018), lacase (LI et al., 2021), B-
lactamase (LI et al., 2020), liquenase (GAO, 2016), lipase (MALEKABADI, BADOEI-
DALFARD & KARAMI, 2018), mananase (GE et al., 2016) e pectinase (BIBI, ALI &
TABASSUM, 2016). Algumas cepas de B. licheniformis crescem em temperaturas elevadas e
produzem enzimas, que sdo ativas em altas temperaturas como a xilanase termofilica
(GHOSH, SUTRADHAR & BAISHYA, 2019).

O B. licheniformis tem um grande potencial de producdo de B-galactosidase que pode
atingir cerca de 116 U/mL (ELSAYED et al., 2019). A B-galactosidase de B. licheniformis
tem alta estabilidade térmica, uma faixa 6tima de atividade de 50 a 70°C e valor de pH 6timo
7 (RANI, SHARMA & DEV, 2019). A atividade maxima da B-galactosidase de B.
licheniformis foi mostrada em pH 6,0 na faixa de temperatura de 55 a 60°C, e a atividade foi
superior a 90% na faixa de pH 5,5 a 6,5 (JIN et al., 2014). A P-galactosidase de B.
licheniformis pode ser utilizada para produgdo comercial de laticinios sem lactose e galacto-
oligossacarideos (RANI, SHARMA & DEV, 2019). Kuribayashi et al., (2021) estudaram a
imobilizagdo da enzima P-galactosidase de B. licheniformis e sua possivel aplicagdo em
laticinios. Os autores observaram que a B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada
em Duolite A568 ¢ uma técnica promissora para produzir produtos lacteos sem lactose.

2.4 Imobiliza¢do enzimatica

A 1imobilizagdo de uma enzima necessita uma combinagdo da seletividade,
estabilidade e cinética dessa enzima com o aspecto fisico e quimico, propriedades do suporte
a fim de maximizar a estabilidade enziméatica. Uma enzima imobilizada ¢ uma enzima que
esta fisicamente ligada ou confinada em uma matriz insoliivel em agua, material de suporte ou
transportador (BASSO & SERBAN, 2019).

O uso da técnica de imobilizagdo de enzimas traz muitas vantagens para as industrias:

recuperagdo e reutilizagdo, operacdo continua, facilidade de separacdo do produto e do



biocatalisador imobilizado, possibilidade de interrup¢do da reacdo apenas removendo o
biocatalisador imobilizado da solugdo, possibilidade de iniciar ou continuar a reagdo a
qualquer momento colocando a enzima e o substrato em contato, aumento da estabilidade da
enzima, melhoria das suas propriedades e menor propensao a desnaturar, reducao do impacto
ambiental, processo mais sustentdvel em comparacdo com a sintese quimica
(HETTIARACHCHY et al. 2018; BASSO & SERBAN, 2019). Apos a imobilizacdo, a
estabilidade operacional, em relagcdo a temperatura, pH, agentes quimicos e ao
armazenamento pode ser melhorada e possibilitar a reutilizagdo desses biocatalisadores
(NADAR, VAIDYA & RATHOD, 2020).

Existe uma grande variedade de materiais de varias origens que podem ser usados
como suportes para imobilizacdo de enzimas. Esses materiais podem, em geral, ser divididos
em organicos, inorganicos e hibridos (compostos de orginicos e inorganicos). A escolha do
suporte deve considerar algumas condigdes, como proteger a estrutura da enzima contra
condi¢des adversas de reacdo e assim, ajudar a enzima imobilizada a reter alta atividade
catalitica, ndo deve ter um efeito negativo na estrutura da enzima e ndo deve perturbar a
enzima mais do que ¢ necessario para criar interagoes estaveis de enzima-matriz (ZDARTA et
al., 2018). O suporte deve apresentar estabilidade quimica, térmica e insolubilidade sob
condig¢des de reagdo (PANDEY, DAVEREY & ARUNACHALAM, 2020).

Alguns materiais usados para fabricacdo de suportes de imobiliza¢do sdo polimeros
naturais como: alginato, quitina e quitosana, carragenina, colageno, gelatina, celulose, amido,
pectina e sefarose. Também alguns polimeros sintéticos sdo usados como suporte de
imobilizacdo como: cloreto de polivinila (que impede a inativagdo térmica da enzima),
ciclodextrina, microparticulas de poliuretano derivadas de dlcool polivinilico e diisocianato de
hexametila; epoxi modificado com acido fumarico / metacrilado curavel por UV entre outros.
Outros materiais inorganicos usados como suporte de imobilizacdo sdo: zeoélitas, ceramica,
celite, silica, vidro e tanto o carvao ativado natural quanto o modificado com acido cloridrico
(DATTA, CHRISTENA & RAJARAM, 2013).

A resina de troca iOnica ¢ um material muito utilizado na imobilizacdo enzimatica.
Existem resinas com propriedades diferentes utilizadas na imobilizacdo enzimatica, como
resinas Duolites (ZHANG et al., 2020), resinas Amberlites (BURIAC et al., 2020), resinas
Acrilicas (FENG et al., 2020) entre outras. As caracteristicas de uma resina de troca i6nica
dependem principalmente da natureza fisico-quimica de seus grupos funcionais (SILVA,
HAWBOLDT & ZHANG, 2018). Cada resina tem um grupo funcional especifico ou local
que confere ligacao especifica (CHOI et al., 2020). Segundo Basso & Serban (2019) a grande



vantagem do uso de resina de troca idnica para a imobilizacdo enzimatica ¢ a possibilidade de
ser regenerada aplicando reagentes de baixo custo.

Existem muitos métodos diferentes usados para imobilizacdo de enzimas (Figura 1),
mas a industria tem preferéncia pelos mais simples e econdmicos. A maioria dos métodos
usados ¢ baseada em imobilizacdo fisica e imobilizagdo quimica (BASSO & SERBAN,
2019). A adsor¢ao e aprisionamento (confinamento) sdo os métodos fisicos de imobilizagao
enzimatica nos quais nao ha interacdes covalentes entre enzimas e transportadores de suporte,
enquanto a ligagdo covalente e a reticulagdo sao os métodos quimicos de imobilizagao
enzimatica (LIU, CHEN & SHI, 2018). A imobilizacdo enzimatica por ligagdo covalente,
aprisionamento e reticulagdo sdo métodos irreversiveis enquanto a imobilizagdo enzimatica

por adsorcao ¢ um método reversivel (SNEHA, BEULAH & MURTHY, 2019).

Figura 1: Métodos de imobilizacdo enzimaticos.
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De acordo com Spahn & Minteer (2008) a adsor¢@o enzimatica ¢ um método fisico de
imobilizacao que resulta de interacdes hidrofobicas e ligagdes salinas. Nesse método o suporte
¢ banhado em enzima para adsor¢dao fisica ou a enzima ¢é seca nas superficies dos

eletrodos. As enzimas adsorvidas sdo protegidas da agregacdo, proteodlise e interagdo com



interfaces hidrofobicas. A adsor¢do enzimatica ¢ um processo baseado em forcas de Van der
Waals, interagdo i6nica e pontes de hidrogénio bem como as intera¢des hidrofébicas, que sao
forgas muito fracas, mas em grande ntiimero dao for¢a de ligacdo suficiente (AHMAD &
SARDAR, 2015). As enzimas adsorvidas formam uma camada heterogénea no suporte e a
mobilidade das enzimas ¢ limitada por obsticulos estéreis (JIA, NARASIMHAN &
MALLAPRAGADA, 2013).

Na imobilizagdo por aprisionamento as enzimas sao presas dentro de uma matriz que
protege a enzima do contato direto com o meio de reagdo e torna o material em massa solido,
mas permite que o substrato e o produto se difundam no meio reacional. O aprisionamento
enzimatico na maioria das vezes ¢ feito com gel, fibras ou por microencapsulacio com
materiais poliméricos. No aprisionamento a enzima retém a estrutura nativa, pois nao ocorrem
modificacdes fortes dentro do material formado (IMAM, MARR & MARR, 2021). Nesse
método as restrigdes fisicas geralmente sdo muito fracas, pode evitar vazamento enzimatico
por completo (SHELDON, 2007). O aprisionamento por encapsulacdo desses biocatalisadores
¢ uma possivel estratégia para prevenir sua agressao e desnaturacio (HOMAEI et al., 2013).

O método de imobilizagcdo por ligagdo covalente consiste em uma ligacdo covalente
entre a enzima ¢ o material de suporte. A ligacdo covalente acontece entre grupos
aminoacidos. A lixiviagdo enzimatica no método de imobilizacdo por ligacdo covalente €
baixa, mas pode afetar a estrutura da enzima (FATHI et al., 2019). Entretanto, a forca da
ligacdo da enzima e do suporte depende da presenca de diferentes grupos funcionais tais como
grupo carboxil, amino, indole, fendlico, sulfidrilico, thiol, imidazole e grupo hidroxila
(SIRISHA, JAIN & JAIN, 2016).

A técnica de reticulagdo ¢ um método de imobilizagdo enzimatica que pode ser
aplicada com enzima em estado soluvel ou cristalino, usando um agente reticulante quimico
bifuncional, como o glutaraldeido, reagindo com os grupos NH; na superficie da proteina
(RIBEIRO et al., 2021). Envolve a fixacdo de biocatalisadores um ao outro por reagentes
multifuncionais formando agregados enzimaticos insoluveis de alto peso molecular.
Biocatalisadores imobilizados por reticulagdo frequentemente sofrem mudangas na
conformacdo (AHMAD & SARDAR, 2015) e normalmente ocorre diminui¢do do grau de
movimento da enzima, que pode diminuir drasticamente a atividade enzimatica (SPAHN &
MINTEER, 2008).

A atividade catalitica das enzimas, a estabilidade térmica e o pH dependem da escolha
do suporte, do método de imobilizagdo adequado e das condigdes tecnoldgicas do processo.

Os suportes para a imobilizacdo de enzimas precisam ser atoxicos, biocompativeis, insoluveis
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e estdveis nas condi¢des de reacdo, além de ter alta afinidade para proteinas e grupos
funcionais necessarios (YUSHKOVA et al., 2019).

Segundo Zhu et al. (2020) a imobilizacdo enzimatica deve ser feita de forma
adequada, para evitar alteracdes conformacionais, bloqueio de sitios ativos e resisténcia a
difusdo da enzima, que, por sua vez, resulta em perda de atividade. Considerando a
diversidade estrutural, complexidade e variabilidade das enzimas, bem como sua sensibilidade
as condi¢cOes ambientais, a selecdo das técnicas de imobilizacdo deve ser muito cuidadosa
com analises especificas.

2.5 Reatores continuos

Existem varios tipos de reatores que sdo utilizados em processos biocataliticos
enzimaticos, podem ser simplificada em reatores continuos ¢ descontinuos (batelada). Na
literatura ha quatro configuracdes de reatores enzimaticos. Sdo eles: os reatores de tanques
agitados por batelada; os reatores continuos de tanques agitados; os reatores de coluna de leito
fixo (nos quais o a enzima imobilizada é empacotada permanecendo imoével enquanto a
solucao do substrato ¢ bombeada através dela); e a coluna de leito fluidizado (no qual a
enzima imobilizada ¢ mantida suspensa por meios de reciclagem da solu¢do do substrato
bombeado). As duas ultimas configuragdes podem ser operadas em batelada ou em modo
continuo (POPPE et al., 2015).

O processo em reator continuo tem muitas vantagens sobre o descontinuo, tais como
desempenho de reagdo devido a remog¢do continua do produto. O reator de fluxo continuo
possivelmente aumentaria a eficiéncia do processo, operando em regime permanente por
longo periodo de tempo (POPPE et al., 2018). Os reatores continuos sdo mais adequados para
reagOes mais longas em escalas industriais de producao (SANTANA et al., 2020).

Os processos que envolvem enzimas imobilizadas deveriam ser, preferencialmente,
operados continuamente para evitar perda de produtividade (POPPE et al., 2015). Um dos
reatores continuos mais comuns usados em biotecnologia envolvendo enzima imobilizada € o
PBR (packed-bed reactor), no qual as enzimas imobilizadas s3o empacotadas em uma coluna
através da qual a substrato ¢ bombeado (MATTE et al., 2016).

Ha relatos de uso dos reatores continuos com [-galactosidases imobilizadas tanto para
hidrolise da lactose, quanto para processos de transgalactosilagdo (GUERRERO et al., 2019).
Guerrero et al. (2019) utilizaram reator continuo com [-galactosidase imobilizada de
Aspergillus oryzae para produgdo de lactulose que mostrou um rendimento de conversao de
28%. A P-galactosidase de Bacillus circulans imobilizada foi utilizada para produgdo de

galactooligossacarideos em reator continuos por Rodriguez-Colinas et al. (2016). Os autores
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observaram que a concentragdo maxima de galactooligossacarideos (24,2 g/L) foi obtida apos
48 h de operagdo, o que correspondeu a 48,6% de conversdo de lactose e, portanto, 8 maxima
atividade de transgalactosilacdo. A estabilidade do biorreator foi satisfatoria durante longo
periodo de operacdo. Aplicagdo de enzimas imobilizadas em reatores continuos ¢ muito
recomendada em processo de grandes escalas (XAVIER, RAMAN & SAHRMA, 2018).

Além da industria de alimentos, os reatores continuos sdo utilizados em varios
processos biotecnoldgicos para aumentar a produtividade e a estabilidade operacional. Matte
et al. (2016) produziram em reator continuo butirato de butila utilizando lipase Thermomyces
lanuginosus 1imobilizada e observaram que o biocatalisador apresentou estabilidade
operacional mantendo 63% de sua capacidade de conversao inicial apds 30 dias. Na produ¢ao
de biodiesel, o reator continuo tem um grande potencial para atingir altos niveis de
rendimentos de transesterificagdo, aumentando a produtividade do biodiesel (COSTA E
SILVA etal., 2014).

2.6 Estabilidade da p-galactosidase

As enzimas sdo biocatalisadores que catalisam quase todas as transformacoes quimicas
dentro das células. E muito importante a compreensio das enzimas e da forma como elas
respondem as diferentes condi¢des. A temperatura ¢ um dos fatores que afetam a atividade da
enzima. Os sitios ativos das enzimas podem ditar o efeito da temperatura sobre a enzima e,
consequentemente na sua atividade. Em altas temperaturas ocorre a deformacao do sitio ativo
da enzima que a leva a perda de atividade (DANIEL & DANSON, 2010). Outro fator ¢ a
presenca de agentes redutores, por exemplo, pontes de dissulfeto que podem ser quebradas
por esses, em valores extremos do pH, as ligagdes de hidrogénio que sdo afetadas
modificando a estrutura tercidria da enzima e resultando perda de atividade (LALANDE et al.,
2019).

A estabilidade termodindmica refere-se a capacidade de uma proteina se
desdobrar/redobrar apds ser submetida a condi¢des extremas como temperatura elevada, pH
extremo ou alta concentracdo de solvente organico. A instabilidade termodindmica das
enzimas ¢ parcialmente atribuida a falta de rigidez dentro da estrutura terciaria (BEAUFILS et
al., 2021). A enzima livre pode perder sua atividade para pequenas e reversiveis mudancas
conformacionais em sua estrutura, mas quando a enzima ¢ imobilizada em suportes inertes
mantém sua estrutura quimica intacta (GARCIA-GALAN et al., 2011). Por exemplo, a
imobilizacdo de enzimas dentro de uma estrutura porosa solida pode permitir que as

moléculas enzimaticas sejam totalmente dispersas e sem a possibilidade de interagir com
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qualquer interface externa que pode inativar a enzima, assim aumentando sua estabilidade
(MATEO et al., 2007).

Segundo Bosso et al. (2016), as variaveis como concentracao de enzima, temperatura e
pH sdo alguns dos fatores que afetam a estabilidade e a atividade da enzima [-galactosidase.
Os autores estudaram o comportamento da p-galactosidase de Kluyveromyces lactis e
de Aspergillus oryzae em diferentes valores de pH e temperaturas. Eles observaram que a
maior taxa de inativacdo da P-galactosidase de K. lactis foi diretamente proporcional ao
aumento da temperatura, principalmente a partir de 40°C. Por outro lado, as maiores
atividades foram observadas a 40°C e pH 7,0 para a enzima de K. lactis e 55°C e pH 5,0 para
a enzima A. oryzae, mostrando que essa temperatura ¢ limiar entre a maior atividade e o ponto
de inicio de inativagdo da enzima. Sass & Jorening (2020) observaram que os valores 6timos
de pH e temperatura para -galactosidase de Aspergillus oryzae mudaram de 30°C, pH 4,5
(enzima livre) para 50°C e pH 3,5 (imobilizagdo covalente) e 40°C e pH 3,5 (imobilizacao por
eletrofiacdo em suspensio).

Khan & Husain (2020) avaliaram a atividade, estabilidade e capacidade de reutilizacao
de B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada pelos métodos de ligagdo covalente e
absorcao fisica. Em pH 2, a B-galactosidase adsorvida conseguiu manter 51% da sua atividade
e a enzima ligada covalentemente reteve cerca de 68% da sua atividade. Em temperatura de
60°C a B-galactosidase adsorvida reteve 50% da sua atividade e a enzima covalentemente
ligada manteve 80% da sua atividade. A B-galactosidase ligada covalentemente reteve 92% da
sua atividade mesmo apds sua décima reutilizagdo sucessiva, ja a enzima adsorvida exibiu
apenas 74% de sua atividade inicial. Também foi observada que a enzima imobilizada foi
termicamente mais estavel que a enzima soltvel que perdeu cerca de 95% da sua atividade a
60°C em 2h de incubacdo. Portanto, o processo de imobilizacdo pode conferir alta
estabilidade a enzima, proporcionando assim uma maior resisténcia a inativagdo enzimatica
pelo calor.

As enzimas [-galactosidases apresentam estabilidade diferente segundo o grau de
purificacdo. A enzima [-galactosidase de Aspergillus niger purificada apresentou maior
atividade entre pH 2,0 e 5,0, sendo estdvel e mais ativa em pH 3,0. Enquanto a enzima f-
galactosidase de Aspergillus niger parcialmente purificada apresentou temperatura 6tima de
50°C e pH otimo de 5,0, sendo estavel nessas condigdes por 15 horas (MARTARELLO et al.,
2019).

Klein et al. (2016) em suas pesquisas observaram que a faixa de pH 6timo para a

enzima [-galactosidase de Aspergillus oryzae, livre foi em torno de 4,5-5,0 enquanto as
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enzimas imobilizadas mostraram ter maior atividade em pH 3 e em temperaturas de 55-60°C,
preservando mais de 90% de sua atividade depois 60 min de incubagdo, sendo mais estavel
quando comparada a enzima livre. A temperatura 0tima da B-galactosidase de Aspergillus
oryzae livre e imobilizada em particulas de quitosana reticuladas com genipina e em
particulas de quitosana reticuladas com glutaraldeido foi encontrada em torno de 55-60°C sem
grande varia¢do. Apos 540 min de incubacdo a 60°C a enzima imobilizada ainda apresentava
63% de atividade enzimatica residual, enquanto a enzima livre apresentou 16% de atividade
enzimatica residual apos 60 min de incubagao nas mesmas condigdes.

Além da imobilizagdo, a reticulagdo tem uma grande influéncia na estabilidade
enzimatica. Durante a reticulagdo s3o formados agregados enzimaticos insoluveis e estaveis,
mas devido as possiveis mudangas na conformacao da enzima, resulta uma perda de atividade
(AHMAD & SARDAR, 2015).

No trabalho de Xu et al. (2020) a enzima [-galactosidase de Lactobacillus
leichmannii 313 foi imobilizada por reticulacdo com sulfato de amoénio saturado, acetona e
isopropanol. A estabilidade ao armazenamento e reutilizagdo foi significativamente
melhorada apds a imobilizagdo. Além disso, verificou-se que o pH 6timo (7,0) ndo foi
alterado pela imobilizagdo, mas a temperatura 6tima passou de 55°C para 60°C para a enzima
reticulada com acetona. A concentracdo do agente reticulante tem grande influéncia na
atividade da enzima imobilizada. No trabalho de Kuribayashi et al. (2021) a reticulagdo com
glutaraldeido na contragdo de 1g/L ndo afetou a atividade da P-galactosidase de Bacillus
licheniformis imobilizada, enquanto a concentragdo de 3,5 g/L resultou uma reducdo de 50%
na atividade do biocatalisador, mas apresentou melhor estabilidade que a enzima imobilizada
sem reticulacdo e a reticulada com baixa concentragdo de glutaraldeido.

Os resultados discutidos anteriormente mostraram que a imobilizagdo tem um impacto
positivo na estabilidade enzimatica. Para obter um processo eficiente, tanto durante a
imobilizacao, quanto durante o processo operacional, os fatores ambientais com a temperatura

e pH do meio devem ser controlados de acordo com a origem do biocatalisador.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material
3.1.1 Unidade experimental

A unidade experimental foi montada no Laboratorio de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Uberlandia, Campus Patos de Minas, onde foram realizados os
experimentos.

O reator de mistura tipo cesta, apresentado na Figura 2A, consistiu em um reator de
mistura de volume util de 250 mL, dotado de uma camisa externa para circulacdo de agua
proveniente de banho termostatizado (Solab, Piracicaba-SP, Brasil) para controle de
temperatura, submetido a agitacdo magnética. As particulas de enzima imobilizada foram
colocadas dentro de uma cesta de aco inox de 100 mesh, ¢ esta, colocada dentro do reator
evitando o atrito entre o agitador e a enzima imobilizada. Na Figura 2B estd apresentada a
unidade experimental com reator continuo de leito fixo, dotado de uma camisa externa para
circulagdo de dgua proveniente de banho termostatizado. As particulas de enzima imobilizada
foram compactadas em um tecido fino e colocadas dentro do reator.

Figura 2: Unidade experimental com utilizada, 2A - reator tipo cesta e 2B - reator continuo.

2A - Unidade experimental com reator tipo cesta

1 Solugao enzimatica Reator com a enzima imobilizada

Resina ativada Inativagdo enzimatica

Imobilizac¢ao Teste de glicose-oxidase

EENAYS I V]
0 3 N W

Banho termostatico Leitura no espectrofotometro
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2B - Unidade experimental com reator continuo

Fonte: Autor (2022).
1 Suporte do reator 4  Banho termostatico

2 Reator continuo de leito fixo coma 5 Corrente de entrada

enzima
3 Bomba peristaltica 6 Corrente de saida
3.1.2 Enzima

Foi utilizada a enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis na forma liquida. Essa
enzima ¢ da marca Novozymes (Bagsverd, Dinamarca) e foi cedida pela empresa Granolab/
Granotec Nutri¢do e Biotecnologia (Araucaria-PR, Brasil). De acordo com as recomendagdes
do fabricante as condi¢des Otimas para a enzima na forma livre sdo na faixa de pH entre 4,2 e
9,0 e temperatura entre 2 ¢ 50°C. A atividade da enzima na forma livre quando em solugdo na
concentracdo de 43 mL/L foi de 953 U [micromol de glicose produzida por minuto
(umol/min)] a 40°C e pH 6,5 (KURIBAYASHI et al., 2021).

3.1.3 Suporte para imobilizacao

A resina de troca i0nica Duolite A-568 utilizada como suporte de imobilizagdo foi
cedida, pela Dow Chemical Company (Califérnia, Estados Unidos). Essa resina ¢ um trocador
anionico, fracamente basico, baseado em ligagdao cruzada de fenol-formaldeido, usado como
suporte (organico sintético) de enzimas em aplica¢des de bioprocessos. De acordo com Dow
Chemical Company a resina Duolite A-568 ¢ granulosa de cor verde a cinza com tamanho que
varia de 15 a 25 nm e possui uma porosidade de 0,78 a 1,0 mL/g; a matriz da resina ¢ fenol-
formaldeido e seu grupo funcional ¢ amina terciaria. A densidade da resina Duolite A-568 ¢
307 g/L, suporta temperatura até 65°C (temperatura méxima), sua faixa de pH ¢ 7,0 a 9,0 e

tem uma capacidade total de troca i6nica >1,20 equivalente/L.
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3.2 Meétodos experimentais
3.2.1 Preparacio do substrato e das resinas

Foi utilizada uma solugdo de lactose na concentracdo de 50 g/ como substrato,
preparada em solugdo tampao latico pH 6,5 com D-lactose Monohidratada da marca Neon.

A resina Duolite A-568 foi ativada de acordo com a metodologia do fabricante: 4cido
cloridrico 1 M, na razdo de dez volumes de solug@o por volume de resina, durante 30 minutos
em incubadora rotativa a 150 rpm. A seguir foi adicionado hidréxido de sédio 1 M, nas
mesmas condigdes e procedimentos realizados para o tratamento acido. A resina foi lavada
com agua destilada entre os tratamentos. No final do processo a resina foi lavada com agua
destilada, filtrada a vacuo e seca a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). A resina

nas suas formas inativada e ativada ¢ ilustrada na Figura 3.

Figura 3: Resinas Duolite A-568 (A) inativada e (B) ativada, utilizada para imobilizacdo da

enzima [3-galactosidase.

(A)-Resina inativada (B)-Resina ativada

Fonte: Autor (2023).

3.2.2 Processo de imobilizacio e reticulaciao

A imobilizagdo por adsor¢ao foi o método adotado neste trabalho. O processo de
imobilizagdo foi realizado utilizando uma massa de 0,5 g de resina ativada, incubada em 10
mL de solugcdo enzimadtica, preparada em tampao BR (composto por 4cido borico, acido
fosforico e acido acético) com forga i6nica de 40 mM e pH 4,0, concentracdo enzimatica de
43 mL/L. O tampao BR foi preparada de acordo com Gomes et al., (2020). A mistura foi
colocada em agitacdio de 150 rpm em mesa rotativa a temperatura ambiente

(aproximadamente 25°C) durante 2 horas (GUIDINI et al., 2010). Depois do processo de
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imobilizacdo o biocatalisador foi recuperado por filtracdo, lavado com tampao latico pH 6,5 e
armazenado a 4°C em tampao BR pH 4,0.

O processo de reticulagdo neste trabalho foi entre enzimas imobilizadas, realizado pela
imersdo do biocatalisador imobilizado em 5 mL de solugdo de glutaraldeido (concentragao
variavel de acordo com o experimento) e mantido por 1,5 horas nas mesmas condi¢des de
agitacdo e de temperatura que o processo de imobilizacdo. Depois do processo de reticulacao
o biocatalisador foi recuperado por filtracao, lavado com tampao latico pH 6,5 e armazenado
a 4°C em tampao BR pH 4,0.

3.2.3 Método analitico da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada através do método das taxas iniciais de reacao
de hidrolise de lactose, determinando a quantidade de glicose formada por minuto.

A reagdo de hidrolise para determinacao da atividade ocorreu a 40°C, com um volume
de 75 mL de substrato, com concentracdo de lactose de 50 g/L, preparado em tampao latico
pH 6,5, adaptado de Guidini et al. (2010) e Falleiros et al. (2017). Para cada experimento
foram tomadas cinco amostras do meio reacional em intervalos de tempo de 3 minutos,
totalizando 15 minutos de reagdo. Cada amostra foi colocada em um tubo de ensaio, o qual foi
tampado e imediatamente colocado em um banho de dgua a 80°C, por 10 minutos, necessario
para inativar qualquer atividade enzimatica. A quantificagdo da glicose foi realizada pelo
método enzimdtico-colorimétrico (glicose-oxidase) com leitura no comprimento de onda de
505 nm em espectrofotometro. As leituras foram realizadas em triplicata para uma maior
confiabilidade nos resultados obtidos. Para o célculo da concentracdo de glicose em mg/dL foi

utilizada a Equagdo 1, recomendado pelo fabricante:

Absorbancia teste E ao (1
Glicose = e ~_x100mg.dL? quagdo (1)
Absorbancia padrao

A unidade de atividade enzimatica U foi definida como micromol de glicose produzida
por minuto (umol/min). A atividade enzimdtica foi determinada pelo método das taxas
iniciais da reag@o de hidrolise de lactose, conforme descrito por Santiago et al. (2004). Para o

calculo da atividade enzimatica (seja na forma livre ou imobilizada) foi seguida a Equagdo 2:

GFM Equagdo (2)

AE = —— X
0,18 Ve
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Onde:

AE = Atividade enzimatica (umol/min);

GFM = Glicose formada por minuto (mg/mL.min) (Equagao 1);

0,18 = Massa molar da glicose (mg/umol);

VR = Volume total do reator (mL).
3.3 Rendimento e eficiéncia da imobilizacao

O rendimento e a eficiéncia da imobiliza¢ao foram determinados pelas Equagdes 3 e 4,
respectivamente, como descrito por Sheldon e Van Pelt (2013).

Atividade imobilizada  Equacdo (3)

Rendi : lizacio = 1
endimento de imobilizacao 00 x Atividade inicial

Atividade observada Equagio (4)

Eficiéncia de imobilizacdo = 100
leencia de mobrizagao XAtividade imobilizada

Onde:
Atividade imobilizada = Atividade da enzima livre — Atividade do sobrenadante;
Atividade inicial = Atividade da enzima livre;
Atividade observada = Atividade da enzima imobilizada.
3.4 [Estudo da estabilidade da B-galactosidase imobilizada em rela¢do a concentracio
do glutaraldeido
Nesta etapa foi estudada a estabilidade da enzima imobilizada e reticulada com
diferentes concentracdes de glutaraldeido de 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 g/L . Ao final dos processos de
imobilizacdo e reticulagdo com cada concentracdo de glutaraldeido, os biocatalisadores
imobilizados foram recuperados por filtracdo em papel filtro, lavados com tampao latico e
utilizados sucessivamente (por 6 vezes). As enzimas fordo armazenada 4 4°C durante 35 dias
em tampao BR pH 4 para posterior avaliacdo da atividade residual. As atividades no sexto uso
fordo consideradas como atividades iniciais para calcular as atividades residuais apos os 35
dias. A atividade enzimatica para cada utilizagdo foi determinada pelo método das taxas
iniciais de reagao.
3.5 Estudo da estabilidade térmica da pB-galactosidase imobilizada com e sem o
processo de reticulacio
O estudo da estabilidade térmica tanto para enzima imobilizada quanto para enzima
imobilizada e reticulada foi realizado em cinco temperaturas diferentes (30, 40, 50, 55 e

60°C). Para cada temperatura de incubacdo, os conjuntos de enzimas imobilizadas e
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imobilizadas reticuladas foram mantidos no banho termostatizado em intervalos adequados de
tempo, totalizando 5 pontos: 1 hora para 30°C, 20 minutos para 40°C, 15 minutos para 50°C,
5 minutos para 55°C e 2 minutos para 60°C. Os tempos de incubacdes foram definidos depois
de testes prévios. As amostras depois do tempo de incubacao foram resfriadas rapidamente
em banho de gelo e determinada a atividade residual pelo método das taxas iniciais de reagao.
Os resultados de atividade enzimatica residual em funcdo do tempo de incubagdo, para cada
temperatura, foram ajustados aos modelos de inativagdo térmica de primeira ordem (Equagao
5), e pela modelagem de inativacao enzimatica com um estagio (Equagao 6). Os ajustes foram
realizados pelo método numérico de Levenberg Marquardt, utilizando o software Statistica®
7.0 segundo Moré & Watson (1977), para determinar os parametros cinéticos pelos melhores

ajustes segundo Henley e Sadana (1985).

A
o= e(—Ka.t) Equacao (5)
0
A
o (1—ay)eCKad) 4 Equacdo (6)
0

Sendo:

A, . )
T ¢ca atividade relativa;
0

A = atividade enzimatica,

Ay = atividade enzimatica em relagdo a inicial,

Ey ~ . ;
a; =— ¢ a razdo entre a atividade especifica do estado final (E;) para uma

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

kd = constante cinética de inativagao.

Os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura, considerando o
melhor ajuste dos dados experimentais as Equagdes de inativacdo térmica (Equacdes 5 e 6)
utilizando a Equacao 7 e 8, para os modelos de inativacdo térmica de primeira ordem e em
série com uma Unica etapa, respectivamente. A energia de ativagdo do processo de inativagao

térmica foi calculada pela Equagdo 9 por uma regressao linear.

In(0,5) .
ti = — T Equagao (7)
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i—a) Equacio (8)

In(ky) =Ina — Ea : 1 Equacao (9)
R T
Sendo:
k4 = constante cinética de inativacao;
a = fator de frequéncia para a reagao;
E; = energia de ativagdo do processo de inativagdo térmica;
T = temperatura absoluta;
R = constante da lei dos gases.
3.6 Estudo da estabilidade da enzima imobilizada em relacio ao pH com e sem o
processo de reticulacao
A estabilidade ao pH foi avaliada em solu¢ao tampao BR 40 mM na faixa de pH de 3 a
8 em temperatura ambiente e a atividade foi determinada conforme descrito na segdo 3.2.3.
3.7 Estudo da estabilidade ao armazenamento da f-galactosidase imobilizada com e
sem o processo de reticulacao
A estabilidade ao armazenamento da [-galactosidase imobilizada e imobilizada
reticulada foi avaliada em tampao BR de diferentes valores de pH durante 90 dias a 4°C. As
solucdes tampdes foram de pH 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Depois de 24h as primeiras atividades foram
avaliadas e posteriormente a cada 30 dias. As diferentes amostras de enzimas correspondente
foram filtradas e lavadas com tampao latico de pH 6,5 e em seguida as atividades foram
avaliadas. A atividade enzimatica foi determinada conforme a secao 3.2.3.
3.8 [Estabilidade enzimatica na conversao da lactose do permeado de soro de leite em
reator continuo
Foi avaliada a conversao de lactose do permeado de soro de leite pela P-galactosidase
imobilizada e imobilizada reticulada em reator de leito fixo operando em regime continuo sem
reciclo. Utilizou-se permeado de soro de leite preparado conforme item 3.2.1. Para avaliar a
influéncia da vazao foram utilizadas quatros diferentes vazoes, sendo elas de 4, 6, 8 ¢ 10
mL/min, em temperatura de reacdo de 30°C durante 6 horas. As amostras foram retiradas a

cada hora completando 6 coletas. A conversdo global foi calculada segundo a Equacao 10.
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Sy — Sp Equacao (10)

So

Conversaog;opa (%) = x100

Onde:
So = Concentracao de substrato no tanque de alimentacao,
Sf = Concentragao de substrato na corrente de saida sistema.

O tempo de residéncia foi calculado de acordo com a Equacgao 11.

Vr Equagdo (11)

Tteo = Y
Onde:
Tieo = Tempo de residéncia (min)
Vg = Volume do reator (mL)

v = Vazao de alimentacdo (mL/min)

3.9 Conversao da lactose em reator batelado com recirculacio do substrato

A conversao de lactose do permeado de soro de leite pela B-galactosidase imobilizada
e imobilizada reticulada com recirculagdo do substrato em reator de leito fixo, batelado, foi
estudada durante 25 horas com vazao de 4 mL/min (considerando menor vazao) . As amostras
foram retiradas a cada hora. Foi utilizada 500 mL de solucao de lactose. A conversdo global

foi calculada segundo a Equacao 10.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento, eficiéncia e recuperacio do processo de imobilizacio

A imobilizacdo foi realizada utilizando a resina de troca idnica Duolite A-568 em
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), tampao BR com forga i6nica 40 mM, pH 4,0
e concentracao enzimatica 43 mL/L. O rendimento da imobilizagao nessa condicao foi 84%.
O rendimento pode variar de acordo com o método de imobilizacdo e as condi¢des em que
ocorreu. O rendimento da imobilizagdo da B-galactosidase de Aspergillus oryzae em agarose a
30°C em tampao fosfato 10 mM, pH 7 foi 76% (SEREY et al, 2021).

Falleiros et al. (2017) observaram que em um mesmo método de imobilizagdo uma
simples lavagem em cada etapa de imobilizagdo pode afetar o rendimento da imobilizagdo. A
imobilizacdo foi realizada com enzima [-galactosidase de Aspergillus oryzae em resina de
troca ionica Duolite A568 ¢ foi obtido 88% de rendimento e usando o mesmo método e
aplicando lavagem em cada etapa de imobilizacdo o rendimento diminuiu para 75%. Como
neste trabalho ndo houve lavagem em cada etapa de imobilizagdo, o rendimento encontrado
(84%) corrobora com o resultado de Falleiros et al. (2017) na condicao sem lavagem (88%).

Para Neto et al. (2021), o rendimento da imobilizagdo pode variar de acordo com o tipo
de suporte e o tratamento do suporte. Eles observaram que o rendimento da imobilizagdo da
B-galactosidase de Kluyveromyces lactis foi de 97,50% em quitosana ativada com
glutaraldeido; 38,59% em agarose ativada por glicedol e 60,54% em agarose ativada com
glicidol e revestida com polieterimida (PEI). Os resultados deles foram diferentes comparados
ao encontrado neste trabalho uma vez que os suportes de imobilizagdo usados foram
diferentes. Segundo Gennari et al. (2022) as caracteristicas como as cargas dos suportes,
provocam diferentes interacdes entre a enzima e os suportes, interferindo diretamente no
rendimento. Os autores observaram diferentes rendimentos da imobilizagdo da f-
galactosidase em celulose em funcdo da carga enzimatica. O maior rendimento foi 63%
(imobilizagdo em celulose com cargas de 20 e 30 U/g de suporte), baixo resultado de
rendimento ao se comparar com o encontrado no presente trabalho.

A eficiéncia da imobilizacdo da P-galactosidase observado neste trabalho foi 99%
considerando as condi¢des da imobilizacdo descritas anteriormente. Como o rendimento (ver
item 4.1), a eficiéncia da imobilizagdo também ¢ diretamente influenciada pelas condi¢des do
processo. A lavagem em cada etapa da imobilizagdo ¢ um fator que impacta na eficiéncia do
processo. No trabalho de Falleiros et al. (2017) a eficiéncia da imobilizagdo da -

galactosidase de Aspergillus oryzae em resina de troca i6nica Duolite A-568 diminuiu de 86%
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para 81% devido a lavagem entre cada etapa da imobilizagdo. O resultado da eficiéncia dos
autores estd de acordo com o resultado obtido neste trabalho considerando o processo de
imobilizacdo sem lavagem. A eficiéncia da imobilizagdo ¢ afetada pelo método da
imobilizacdo, uma vez que a mesma enzima [-galactosidase de Aspergillus oryzae
(FALLEIROS et al., 2017) foi imobilizada por ligagdo cruzada usando genipina a eficiéncia
foi de 66% e usando glutaraldeido foi de 36% (KLEIN et al., 2016).

De acordo com Eskandarloo e Abbaspourrad (2018), a concentragao enzimatica pode
também interferir na eficiéncia da imobilizacdo, o aumento da concentragdo de JB-
galactosidase de 2 para 14 mg/mL resultou em uma diminuigdo na eficiéncia de imobilizagao
da B-galactosidase na superficie das esferas de vidro de 80,2% para 13,9%, respectivamente.
Neste trabalho a concentragdo da solu¢do enzimatica para imobiliza¢ao foi baixa, 43 mL/L
(0,43 mL de enzima para 10 mL da solug¢ao tampao BR pH 4), uma concentragdo menor que 2
mg/mL, isso justifica a maior eficiéncia (99%) obtida nesta pesquisa. Segundo Gennari et al.
(2022) as cargas dos suportes interferem na eficiéncia da imobilizacdo enzimadtica, devido as
diferentes interacdes entre a enzima e os suportes. Os autores observaram diferentes
eficiéncias de imobilizacdo da B-galactosidase em celulose com cargas diferentes. A melhor
eficiéncia (aproximadamente 90%) foi observada em celulose com cargas de 20 ¢ 30 U/g
de suporte.

A atividade recuperada de uma enzima ¢ dependente de varios fatores, pois a
imobilizacdo e a atividade de uma enzima sdo influenciadas por diversos pardmetros. A
atividade recuperada da imobilizacdo pode ser afetada pelo tipo de suporte e o tipo de
tratamento, as atividades recuperadas da imobilizacdo da f-galactosidase foram: 3,59% em
quitosana ativada com glutaraldeido; 3,62% em agarose ativada por glicidol e 2,30% em
agarose ativada com glicidol e revestida com polietilenimina no trabalho de Neto et al.
(2021). O resultado de atividade recuperada no presente estudo foi de 83% em resina Duolite
A-568, foi maior que os resultados de Neto et al. (2021).

Quando a B-galactosidase de Lactobacillus leichmannii 313 (LL 313) foi imobilizada
pelo método de reticulagdo usando diferentes agentes reticulantes os resultados foram
diferentes. As atividades recuperadas foram 23% para sulfato de amdnio saturado, 18% para
acetona e 13,6% para isopropanol no trabalho de Xu et al. (2020). Os resultados mostraram
que no mesmo método de imobilizagdo (reticulagdo) o tipo de reagente pode afetar a atividade
recuperada. Portanto, pode-se observar que diferentes métodos de imobilizagdo podem gerar

diferentes resultados de atividades recuperadas, da eficiéncia e do rendimento da
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imobilizacdo. Este estudo mostrou que a escolha do método e suporte de imobilizagdo
levaram a rendimento e eficiéncia iguais ou superiores aos relatados na literatura.
4.2 Estabilidade em relacio ao reuso da enzima imobilizada com e sem o processo de
reticulacio
Os resultados de estabilidade em relacdo ao reuso da P-galactosidase de Bacillus
licheniformis imobilizada (com e sem reticulacdo) sdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 4.
Analisando a Tabela 1 observa-se que as enzimas reticuladas apresentaram baixos
valores de atividade, apresentaram menos de 50% de atividade em relacdo a enzima nao
reticulada. Considerando o primeiro uso, o aumento da concentragdo do glutaraldeido de 2,0
para 3,5 g/L resultou uma diminui¢ao de 29,44% na atividade enzimatica. Observa-se quanto
mais alta for a concentracdo do glutaraldeido mais ¢ a diminuicdo da atividade enzimatica.
Segundo Wahab et al. (2019) a diminui¢do da atividade enzimética quando reticulada pode
ser devido a excessiva ligagdo cruzada induzida pelo glutaraldeido que torna a enzima mais

rigida e reduz sua flexibilidade de alcancar o substrato.

Tabela 1- Atividade absoluta (umol/min) da B-galactosidase imobilizada; imobilizada e

reticulada em 6 usos sucessivos.

Concentracio de

Glutaraldeido 1° uso 2° uso 3° uso 4° uso 5° uso 6° uso
(g/L)

0,0 (imobilizada

sem reticulacio) 756+3 589+9 55617 590+27 497+13 444+14
2,0 326+6 312+0 306+0 306+2 308+2 242+6
2,5 326+4 290+2 290+2 284+0 269+12 246+4
3,0 268+4 226+2 1960 168+16 180+0 184+2
3,5 230+0 198+6 1742 152+6 156+2 112+2

Analisando a Figura 4 ¢ possivel observar que a enzima imobilizada reticulada com
glutaraldeido sofreu menor queda em relagdo a sua atividade inicial, apds 6 usos sucessivos
quando comprada a enzima imobilizada sem reticulagdo (exceto o biocatalisador reticulado
com glutaraldeido a 3,5 g/L). As enzimas reticuladas com 2,0; 2,5 e 3,0 g/L de glutaraldeido
foram mais estdveis, mantendo respectivamente 74, 75 e 69% de suas atividades iniciais no
sexto uso, quando comparado com a enzima apenas imobilizada que reteve 59% da atividade
inicial. Esses resultados mostram que a reticulacio com glutaraldeido foi eficaz na
manuten¢do da estabilidade da enzima imobilizada considerando a atividade no primeiro uso

de cada enzima.
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Figura 4: Atividade relativa (U/Uy) da B-galactosidase imobilizada, imobilizada e reticulada

em 6 usos sucessivos.
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O efeito do glutaraldeido na estabilidade da B-galactosidase de Bacillus licheniformis
imobilizada foi confirmado na pesquisa da Kuribayashi et al. (2021). No estudo destes
pesquisadores foi usada uma concentra¢do de glutaraldeido de 3,5 g/L que se mostrou eficaz
na manutencao da estabilidade da enzima imobilizada relacionada ao nimero de ciclos de uso.
Neste trabalho a concentragdo de glutaraldeido de 2,0 g/L mostrou atividade enziméatica mais
estavel mantendo mais de 90% da sua atividade inicial em 5 usos sucessivos, reteve mais
atividade que as demais concentracoes.

Em 7 wusos sucessivos da [-galactosidase de Lactobacillus plantarum HF571129
imobilizada e imobilizada reticulada com 0,5% do glutaraldeido, Selvarajan et al. (2015)
observaram no final do ciclo que a enzima reticulada apresentava 81% de sua atividade
inicial, enquanto a enzima apenas imobilizada manteve 75%. Yu e O’Sullivan (2018)
observaram uma queda consideravelmente gradual na atividade hidrolitica de B-galactosidase
de Lactococcus lactis, imobilizada em quitosana, apresentando aproximadamente 20% da sua
atividade inicial no sexto uso. Essa perda de atividade da enzima apenas imobilizada ao
longo de reuso, também foi observada neste trabalho, cerca de 40% de atividade perdida no
sexto uso.

Albuquerque et al. (2018) imobilizaram a B-galactosidase de Kluyveromyces lactis em
quitosana ativada com glutaraldeido (0,8%) e observaram que a enzima manteve cerca de
50% da sua atividade inicial no sexto uso. No trabalho desses autores o glutaraldeido foi

utilizado apenas para ativar o suporte, enquanto nesta pesquisa a enzima e o suporte juntos
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foram reticulados tendo maior efeito de reticulagdo. Os resultados de estabilidade ao ciclo de
uso encontrados, também, corroboram com aqueles encontrados por Guidini et al. (2010). A
atividade residual da enzima imobilizada sem reticulacao foi de 51% de sua atividade inicial
ap6s 30 usos, enquanto o valor da atividade residual da enzima imobilizada seguida da
reticulagdo foi de 90% da atividade inicial (GUIDINI et al., 2010).

O efeito do agente reticulante bifuncional como o glutaraldeido depende da sua
concentracdo. Quanto maior for a concentracao do glutaraldeido maior sera a formacao de
ligacdo cruzada e grandes agregados enzimaticos serdo formados provocando a diminui¢ao da
atividade enzimatica (WAHAB et al., 2019). A melhor concentra¢do de glutaraldeido para
reticulagdo de B-galactosidase de Bacillus licheniformis observada neste trabalho foi 2,0 g/L,
visto que o biocatalisador obtido nesta condicao foi muito mais estdvel (manteve mais de 70%
de sua atividade inicial) que os demais, durante o reuso sucessivo.

Grandes concentragdes de glutaraldeido durante a reticulagdo pode afetar a atividade
enzimatica. Ong e Annuar (2018) verificaram o efeito de diferentes concentracdes (1, 2, 3, 4,
5 e 6%) do glutaraldeido na atividade da enzima imobilizada. A atividade enzimatica foi
maxima na concentra¢do de glutaraldeido de 3% (v/v) e depois dessa concentracdo houve um
decréscimo na atividade enzimdtica. Segundo estes autores a alta concentracdo do
glutaraldeido pode resultar em agregados muito espessos, levando a blindagem de sitios
ativos ou mudangas conformacionais na estrutura da enzima devido a reticulagdo muito densa,
contribuindo para a reducdo de sua atividade.

Os resultados encontrados neste trabalho provaram essa teoria, quando aumentou a
concentracdo do glutaraldeido de 2,0 g/LL para 3,5 g/L a atividade enzimatica diminuiu.
Kriznik et al. (2018) avaliaram diferentes concentracdes (de 1 a 3%) do glutaraldeido na
reticulacdo da [-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em
nanoparticulas magnéticas de maghemita e observaram melhor atividade residual em 2,5% do
glutaraldeido. O resultado encontrado neste trabalho estd de acordo com o resultado dos
autores, mostraram mais uma vez que concentracdo menor que 3,0% do glutaraldeido sdo
suficientes para estabilizar a B-galactosidase.

Apoés a avaliagdo da estabilidade ao reuso, resultados discutidos anteriormente, as
enzimas imobilizadas e imobilizadas reticuladas com diferentes concentragoes de
glutaraldeido (depois de 6 usos sucessivos) foram armazenadas a 4°C em tampao BR de pH

4,0 por 35 dias e as atividades residuais ap0s este periodo estdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5: Atividade residual (%) ap6s 35 dias a 4°C das enzimas imobilizadas e imobilizadas

reticuladas usadas 6 vezes sucessivamente.
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Importante lembrar que nesta parte as atividades no sexto uso foram consideradas
como atividades iniciais para calcular as atividades residuais apds os 35 dias. Observando a
Figura 5, pode-se notar que as enzimas reticuladas com 2,0 e 2,5 g/L. de glutaraldeido nao
perderam as suas capacidades hidroliticas iniciais enquanto o biocatalisador sem reticulagao
apresentou perda de atividades da enzima, sendo sua atividade residual relativa de 63%. Em
relacdo a enzima reticulada com 3,0 e 3,5 g/L foi observada uma perda de atividade inicial
quando comparado com as menores concentragdes de glutaraldeido testadas retendo
respectivamente 61 e 73% da atividade inicial depois de 35 dias a 4°C. A enzima nao
reticulada apresentou maior atividade residual apds 35 dias (280 umol/min), embora com a
maior perda percentual de atividade em relagdo a inicial. Apesar da baixa atividade das
enzimas reticuladas com 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 g/l que apresentaram atividades residuais,
respectivamente, 242, 246, 112 e 85 pmol/min, mostraram menores perdas de atividades em
relagdo de suas atividades iniciais em comparacdo da enzima nao reticulada. Selvarajan et al.
(2015) observaram que quando a [B-galactosidase de Lactobacillus plantarum HF571129
imobilizada e imobilizada reticulada com 0,5% do glutaraldeido usada no sétimo dia, a
enzima imobilizada e reticulada foi mais estavel, apresentando 81% de sua atividade inicial,
enquanto que a enzima apenas imobilizada manteve 75% da sua atividade inicial. Os
resultados dos autores mostraram a maior estabilidade da enzima imobilizada reticulada e

corroboram com os resultados do presente trabalho.
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4.3 [Estabilidade térmica da enzima imobilizada e imobilizada reticulada

Pela Figura 8 observa-se os perfis de atividade enzimatica residual do biocatalisador
imobilizado (com e sem reticulagao) apos incubacdo em tampao BR de pH 4 em varias
temperaturas. A estabilidade térmica da B-galactosidase imobilizada e imobilizada reticulada
para cada temperatura (30, 40, 50, 55 e 60°C) ¢ mostrada nas Figuras 8A, 8B, 8C, 8D ¢ 8E,
respectivamente. Podemos observar nas Figuras que quanto maior for a temperatura e o tempo
de incubagdo, maior ¢ a perda de atividade. Na condi¢do de 30°C e 40°C (Fig. 8A ¢ 8B), o
efeito da temperatura, tanto para enzima imobilizada reticulada, quanto para o biocatalisador
imobilizado sem reticulagdo foi baixa. O efeito da temperatura foi insignificante até 240 e 80
minutos para as temperaturas de 30°C e 40°C, respectivamente, e apos este intervalo a perda
de atividade foi visivel para a enzima ndo tratada com glutaraldeido (apresentando redu¢do
superior de 20% da sua atividade inicial).

Nas temperaturas de 55°C e 60°C (Fig. 8D e 8E) a perda de atividade da [-
galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada foi maior comparada a perda de atividade
nas temperaturas de 30°C, 40°C e 50°C. Em geral, a estabilidade térmica da B-galactosidase
imobilizada reticulada foi superior do que a da enzima imobilizada sem reticulagdao. Por
exemplo, na condi¢do de 50°C a enzima imobilizada e reticulada manteve atividade relativa
(41%) cinco vezes maior que a enzima sem reticulagdo (8%), no tempo de incubagdo de 75
minutos. Em 5 minutos de incubacgdo, a 55°C, a enzima nao reticulada reteve 33% de
atividade relativa enquanto a enzima reticulada reteve 62%, duas vezes maior. A 60°C, em 4
minutos de incubagao a enzima imobilizada reticulada reteve sua atividade relativa de 26%
sendo que a enzima imobilizada nao reticulada muito menos (3,92%).

Souza et al. (2019) também observaram que em temperatura acima de 50°C, houve
perda de atividade catalitica da B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada que reteve
cerca de 50% a 70°C. Para Falleiros et al. (2017) a perda de atividade da B-galactosidase de
Aspergillus oryzae foi acentuada em temperatura acima de 55°C perdendo mais de 50% da

atividade em 20 minutos de incubagao a 62,5°C e a 65°C.
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Figura 6: Estabilidade térmica da enzima imobilizada e, imobilizada e reticulada, incubada em

tampdo BR pH 4 a 30°C (A), 40°C (B), 50°C(C), 55 °C (D) e 60°C (E).

A -30°C B - 40°C
100 100
. \\‘ 90 -
E U E 60 -
= 0 g
I~ 1 T 50 -
3 50 - =&— Sem reticulagdo E 40 - == Sem reticulagio
:g 40 - Com retidulagdo < 30 - Com reticulagao
2 2 i
< 30 - 2 20
20 - 10 4
10 ' ' ' ' " 20 40 60 80 100
60 120 180 240 300 .
Time (min) Tempo (min)
- (o}
70 -I C-50°C 70 -I D - 55°C
60 - == Sem reticulagio 60 -
" Com reticulagio S
s ~ 50 .
S g == Sem reticula¢do
< =
= 40 = 40 - Com reticulagio
330 P
& 2 30
2 S
3% £ 20 -
2 <
0 T T T 1 0
15 30 45 60 75 ' ' ' '
. 5 10 15 20 25
Tempo (min) .
Tempo (min
60 1 E - 60°C
50 A
Q o
< 40 == Sem reticulagio
E Com retidulagdo
= 30 -
W
&~
v 20 -
=
<
E 10
<
0 - —- — ¢
2 4 6 8 10

Tempo (min)



30

A maior estabilidade da B-galactosidase imobilizada se deve as possiveis ligacdes
covalentes multipontuais entre a enzima e o suporte, o qual ja foi mencionada em vérios
estudos (SHAFI, AHMED, HUSAIN, 2021; KHAN, HUSAIN, 2020). Quando as enzimas
sao submetidas as altas temperaturas, as estruturas das cadeias polipeptidicas dessas enzimas
podem se romper, provocando a desnaturagdo enzimatica, o que leva a perda da atividade. As
interagdes entre as cadeias polipeptidicas e o suporte podem manter a estrutura da cadeia
polipeptidica; portanto, a estabilidade térmica ¢ aumentada (MISSON et al., 2015). Devido a
estrutura fragil das enzimas, a alta temperatura pode promover alteragdes irreversiveis em sua
estrutura, reduzindo assim sua atividade catalitica (SOUZA et al., 2019).

Em geral a enzima imobilizada seguida de reticulagdo com glutaraldeido apresentou
maior estabilidade térmica que a enzima imobilizada sem reticulagdo. O mesmo fendomeno de
estabilizacdo com glutaraldeido foi observado por Klein et al. (2016) durante a avaliacdo da
estabilidade térmica da B-d-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em quitosana. Os
autores observaram que apds 60 minutos de incubagdo da -d-galactosidase imobilizada em
quitosana reticulada com genipina e aquela adsorvida seguida de reticulagdo com
glutaraldeido apresentaram, respectivamente, 34% e 44% de atividade enzimatica residual.

Os resultados deste trabalho sobre a eficacia do glutaraldeido como bom agente
reticulante corroboram com aqueles de Selvarajan, Devi e Doss (2015). A reticulagdo com
glutaraldeido aumentou a estabilidade térmica da [-galactosidase imobilizada em
nanoparticulas de o6xido de zinco com reticulagdo, quando comparada a enzima sem
reticulacdo. Observou-se que a enzima adsorvida em nanoparticulas de 6xido de zinco e
reticulada com glutaraldeido exibiu 66,77 % de atividade a 70°C, enquanto a enzima
adsorvida em nanoparticulas reteve apenas 40,61% de atividade residual em condi¢des
experimentais semelhantes.

O aumento da estabilidade térmica da enzima imobilizada e reticulada pode ser
explicada pela maior exigéncia de energia de ativagdo devido a formacdo das ligacdes
cruzadas, pelo glutaraldeido, que envolvem o grupo amino terminal da enzima (KLEIN et al.,
2016; SELVARAJAN, DEVI, DOSS, 2015).

Modelos matematicos podem descrever o comportamento de estabilidade enzimatica.
A modelagem matematica consiste em identificar a equagdo de desativagao térmica que mais
se ajusta a cada temperatura e a cada protocolo de imobilizagdo. Os coeficientes de
determinagdo para cada equacdo (Equacdo 5 e 6) de desativagdo térmica, com respectivos
parametros ajustados e andlise de significancia foram avaliados. Utilizando o teste t de

Student, adotando como parametros significativos os que apresentaram niveis de significancia
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menores que 5%, estdo apresentados na Tabela 2 para a enzima imobilizada sem reticulacdo e
Tabela 3 para a enzima imobilizada seguida de reticulacao.

Os resultados obtidos para as duas modelagens de inativacao térmica do biocatalisador
imobilizado sem reticulagdo estdo apresentados na Tabela 2. A inativagdo em série em uma
unica etapa foi invidvel para o ajuste a 30, 40 e 60°C. Analisando os resultados, verifica-se
que pela Equagdo 6, nas temperaturas de 30°C, 40°C e 60°C o valor (a,) foi negativo, sendo -
20,8153, -14,3123 e -0,033810, respectivamente e niveis de significincia maiores que 5%
(p>0,05). Considerando esse fator, o melhor ajuste foi obtido aplicando a modelagem de
inativagdo enzimatica com um estagio (Equagao 5) para as temperaturas 40°C e 60°C em que
apresentaram significancia pelo teste t de Student (p<0,05). Para as temperatura de 50°C e
55°C os dois modelos de desativacdo (Equacdo 5 e 6) se adequaram bem ao ajuste, mas a
Equagao 6 foi melhor pois apresentou maior coeficiente de determinacdo para ambas as
temperaturas (R*=0,99). Para as temperaturas de 50 e 55°C, que apresentaram valores
positivos para o parametro o;, os niveis de significancias obtidos foram menores que 5%

(p<0,05), tornando-os significativo pelo teste t de Student para os dois modelos de inativagdo.

Tabela 2 - Ajustes dos dados experimentais aos modelos de desativagdo térmica de primeira

ordem e em série em uma unica etapa para -galactosidase imobilizada sem reticulacao.

T (°C) Equacio K, (min™) Valor—p Alpha (ay) Valor —p R?
(alpha)
5 0,029807  0,006559 - - 0,74
% 6 0,0013 0,997086  -20,8153 0,997026 0,80
5 0,001992  0,008900 - - 0,70
0 6 0,0001 0,994874  -14,3123 0,994536 0,77
50 5 0,043557  0,000152 - - 0,93
6 0,054197  0,000131 0,074342 0,014927 0,99
5 0,212533  0,000072 - - 0,95
> 6 0,240172  0,000000 0,037220 0,000145 0,99
60 5 0,535909  0,001033 - - 0,91
6 0,489406  0,002204 -0,033810 0,408160 0,99

Os resultados obtidos para as modelagens de desativagdo térmica para o biocatalisador
obtido com imobilizagdo seguido de reticulagdo estdo apresentados na Tabela 3. Verifica-se
que a desativagdo enzimatica em série, em uma unica etapa, € a modelagem de desativacao

com um estagio (Equagdo 5 e 6) foram vidveis para o ajuste, apenas a 50°C. Observa-se que a
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50°C o valor do parametro o; foi positivo e o nivel de significancia foi menor que 5%
(p>0,05), tornando-o significativo pelo teste t de Student, para os dois modelos matematicos
de desativacao. Para as temperaturas de 40, 55 ¢ 60°C apenas a modelagem de desativagao
enzimatica com um estagio (Equacao 5) se ajustou bem aos resultados obtidos. Apresentaram
nivel de significancia menor que 5% (p<0,05) tornando-os significativo pelo teste t de Student

pelo modelo de desativacdo com um estagio.

Tabela 3 - Ajustes dos dados experimentais aos modelos de inativagdo térmica de primeira

ordem e em série em uma unica etapa para -galactosidase imobilizada e reticulada.

T(°C) Equagio Ky(min') Valor—p Alpha (o)) Valor — p R?
(alpha)
30 5 0,005128  0,036394 - - 0,55
6 0,0004 0,999603  -12,3443 0,999614 0,55
40 5 0,000585  0,029629 - - 0,62
6 0,00008 0,998133  -5,82010 0,998192 0,63
50 5 0,016146  0,000718 - - 0,81
6 0,062039  0,001847 0,420429 0,000032 0,99
55 5 0,091115  0,000021 - - 0,98
6 0,097154  0,001112 0,028581 0,584575 0,99
60 5 0,315708  0,000024 - - 0,98
6 0,351353  0,000122  0,039890 0,125293 0,99

Vale ressaltar que analisar apenas o coeficiente de determinacdo ndo define a escolha
do melhor modelo de desativagdo enzimatica. Como pode ser observado, nas Tabelas 2 e 3,
foi apresentado valores maiores de coeficientes de determinacdo, porém ndo foram
significativos pelo teste t de Student a 5% ou valor negativo de a;.

Analisando a Figura 9 relacionada a temperatura de 30°C, verifica-se que ndo houve
bom ajuste entre os valores experimentais e tedricos tanto para a enzima imobilizada sem ou
com reticulagao (Figura 9A e 9B, respectivamente). Os coeficientes de determinagdo foram
baixos, sendo igual a 0,74 (Equacdo 5) e 0,80 (Equacdo 6) para a enzima imobilizada sem
reticulagdo (Tabela 2) e, 0,55 (Equagdo 5 e 6) para enzima imobilizada reticulada (Tabela 3).
A enzima imobilizada reticulada (Figura 9B) mostrou um periodo de estabilidade até 180
minutos com atividade inalterada, isso fez com que ndo houvesse um bom ajuste entre os

valores. Em temperatura de 30°C, em 300 minutos a enzima imobilizada sem reticulacao
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perdeu cerca de 20% da sua atividade inicial enquanto a enzima imobilizada reticulada perdeu

apenas 4% da sua atividade inicial.

Figura 7: Perfil de inativagdo térmica a 30°C para B-galactosidase imobilizada ndo reticulada
(A) e imobilizada reticulada (B) usando os dois modelos de inativacao (Equagao 5 e 6).

A - Enzima imobilizada ndo reticulada
1,02

100 | L [ ] Experimental

0,08 [ " ---- Equaciio 5

— Equacio 6

0,96 |
0,94 |
092 |

0,90 |

A/AD()

0,88 |
0,86 |
0,84
0,82 |

0,30 |

D.TE 1 1 1 L 1 L 1 1 1
0,5 10 15 20 15 30 35 40 45 50

Tempo (h)

n
tn

B - Enzima imobilizada reticulada

1005

1,000 - - -

0,995

0,990

0,985

0,980

A/AD ()

0,975

a Experimental

0,970 | ---- Egquaciio 5

0,965 - —— Equacio 6

0,960 L]

0,955



34

Em relagdo a temperatura de 40°C verifica-se que ndo apresentou um bom ajuste entre
os valores experimentais e teoricos, tanto para a enzima imobilizada sem ou com reticulagdo
(Figura 10A e 10B, respectivamente). Os coeficientes de determinacgdes foram baixos, sendo
igual a 0,70 (Equagdo 5) e 0,77 (Equacdo 6) para a enzima imobilizada sem reticulagdo
(Tabela 2), 0,62 (Equacao 5) e 0,63 (Equagdo 6) para enzima imobilizada reticulada. A
temperatura de 40°C ndo inativou consideravelmente a enzima em 100 minutos de tempo
experimental, retendo mais de 70% da sua atividade. Para a enzima imobilizada reticulada
(Figura 10B) a inativagdo ainda foi muito baixa, visto que foi observado um grande patamar
de estabilidade que nd3o foi previsto pelos modelos de inativagdo. Para isso foram
considerados pontos a partir do decréscimo de atividade (Figura 10B) e como os dois modelos
de desativagdo apresentaram quase o mesmo coeficiente de determinacao (0,62 e 0,63) os
graficos ficaram sobrepostos. Com 100 minutos de incubagdo a 40°C a enzima imobilizada

reteve 74% da sua atividade enquanto a enzima imobilizada reticulada reteve 92%.

Figura 8: Perfil de inativagao térmica a 40°C para -galactosidase imobilizada ndo reticulada
(A) e imobilizada reticulada (B) usando os dois modelos de inativagdo (Equagdo 5 ¢ 6).
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A partir dos dados apresentados nas Figuras 11A e 11B (temperatura 50°C) verifica-se
um bom ajuste entre os valores experimentais e tedricos para a enzima imobilizada sem ou
com reticulagdo. A enzima reticulada e ndo reticulada apresentaram excelentes coeficientes de
determinagdo, sendo de 0,99 (Tabela 2 e 3) para o modelo de inativagdo em série em uma
unica etapa (Equacao 6). Pelo Grafico da Figura 11, a Equacdo 6 foi a que melhor se ajustou
aos valores experimentais. A inativag¢do térmica a 50°C foi maior para a enzima imobilizada
nao reticulada (Figura 11A) que perdeu 50% da atividade residual em apenas 15 minutos de
incubacdo, enquanto a enzima imobilizada reticulada (Figura 11B) manteve 62% de atividade
residual no mesmo tempo (15 min) de incubagdo. Foi observado que a imobiliza¢do seguida

de reticulagdo promoveu uma resisténcia térmica ao biocatalisador.



36

Figura 9: Perfil de inativagdo térmica a 50°C para B-galactosidase imobilizada (A) e
imobilizada reticulada (B) usando os dois modelos de inativagdo (Equagdo 5 ¢ 6).
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Analisando os dados apresentados na Figura 12 (A e B) verifica-se um bom ajuste
entre os valores experimentais e tedricos da atividade residual para a enzima imobilizada sem

ou com reticulacdo. A enzima imobilizada sem reticulagdo (Grafico 12 e Tabela 2) apresentou
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coeficientes de determinagdo de 0,95 e 0,99 (Equagdo 5 e 6 respectivamente). Como pode ser
observada na Figura 12B e Tabela 3, a enzima imobilizada reticulada apresentou melhor
ajuste com valores teoricos, coeficientes de determinagao de 0,98 e 0,99 (Equacdo 5 e 6
respectivamente). Para a temperatura de 55°C os dois modelos de inativagdo (Equagdo 5 e 6)
se ajustaram aos valores experimentais. A inativagdo térmica a 55°C (Fig.12) foi maior do que
a inativacdo a 40°C e 50°C, sendo um resultado ja esperado, pois quanto maior for a
temperatura maior serd a inativacao. Entre a enzima imobilizada e imobilizada reticulada, a
inativacao foi alta para a enzima imobilizada sem reticulagdo, por exemplo, a 5 minutos de
incubagdo a 55°C reteve apenas 33% de atividade residual enquanto a enzima reticulada nas
mesmas condi¢des reteve quase o dobro (62%). Observando os dados da Figura 12, a

reticulagdo promoveu uma maior resisténcia térmica a enzima imobilizada.

Figura 10: Perfil de inativacdo térmica a 55°C para (-galactosidase imobilizada (A) e
imobilizada reticulada (B) usando os dois modelos de inativacao (Equagao 5 ¢ 6).
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Alisando a Figura 13 (A e B), temperatura 60°C, verifica-se um bom ajuste entre os
valores experimentais e teoricos da atividade residual para a enzima imobilizada sem ou com
reticulagdo nos dois modelos de desativagdo (Equagdo 6 e 5). A enzima imobilizada sem
reticulagdo, como pode ser visto na Tabela 2 apresentou bons coeficientes de determinacao de
0,91 e 0,99 (Equagdo 5 e 6, respectivamente). A enzima imobilizada reticulada apresentou
melhor ajuste com valores tedricos, coeficientes de determinagdo de 0,98 e 0,99 (Equagdo S e
6 respectivamente) (Tabela 3). Quando maior o coeficiente de determinagdo, melhor € o ajuste
entre os valores experimentais e teoricos. A inativacao térmica a 60°C (Fig.13) foi maior do
que a inativagdo a 40, 50 e 55°C, resultado esse ja esperado, pois quanto maior a temperatura
maior sera a inativacdo. Entre a enzima imobilizada e imobilizada reticulada, a perda de
atividade enzimatica foi maior para a enzima imobilizada sem reticulagdo, por exemplo, em 2
minutos de incubacdo a 60°C apresentou 41% de atividade residual enquanto a enzima
reticulada nas mesmas condigdes apresentou 54% de atividade residual. A reticulagdo com o
glutaraldeido promoveu mais uma vez uma maior resisténcia térmica ao biocatalizador

imobilizado.
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Figura 11: Perfil de inativacdo térmica a 60°C para (-galactosidase imobilizada (A) e
imobilizada reticulada (B) usando os dois modelos de inativagdo (Equagdo 5 ¢ 6).
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Utilizando as constantes de inativacdo térmica (kd) ajustadas aos modelos de

desativacdo térmica, os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura. Os
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tempos de meia-vida foram determinados considerando o melhor ajuste dos dados
experimentais as Equagdes de inativacao térmica (Equacdes 5 e 6) utilizando a Equacdo 7 e 8,
para os modelos de inativacdo térmica de primeira ordem e em série com uma Unica etapa,
respectivamente (Tabela 4). Observando a Tabela 4, para a temperatura de 30°C, os tempos
de meia-vida para enzima imobilizada e imobilizada reticulada foram de 1.395,27 ¢ 8.110,15
minutos, respectivamente. Para a temperatura de 40°C, para a enzima imobilizada e
imobilizada reticulada foi de 347,97 e 1.204,87 minutos, respectivamente. Altos valores de
tempos de meia-vida explicam que a temperatura de 30 e 40°C ndo afetaram substancialmente
a enzima imobilizada nos tempos de incubacgao testados.

Quando a B-galactosidase de Lactobacillus plantarum HF571129 foi imobilizada em
nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NPs) usando a técnica de adsor¢do, o tempo de meia-
vida foi de 130,78 min a 35°C (SELVARAJAN et al., 2015) sendo menor quando comparado
aos tempos encontrados neste trabalho a 40°C. O tempo de meia-vida da B-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em esteiras de nanofibra de gelatina eletrofiada e reticulada
com hexametilenodiamina foi de 740 horas e a nao reticulada foi 931 horas a 30°C em uma

hora de incubagio (SASS & JORDENING, 2020).

Tabela 4 - Valores de kd e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem de

desativacao térmica da enzima imobilizada e imobilizada reticulada.

Kd (m™) R’ t1/2 (min)
Temperatura Equacdes Sem Com Sem Com Sem Com
°C) reticulacdo  reticulacio reticulacio reticulacio reticulacio reticulacio
30 5-7 0,029807 0,005128 0,55 0,55 1395,27 8110,15
40 5-7 0,001992 0,000585 0,70 0,62 347,97 1204,87
50 5-7 0,043557 0,016146 0,93 0,81 15,91 42,93
55 5-7 - 0,091115 - 0,98 - 7,61
55 6-8 0,240172 - 0,99 3,05 -
60 5-7 0,535909 0,315708 0,91 0,98 1,29 2,20

O tempo de meia-vida encontrado por Sass & Jordening (2020) foram maiores devido
a baixa temperatura. Para temperatura de 50°C o tempo de meia-vida foi 15,91 minutos para
a enzima imobilizada sem reticulagdo e 42,94 minutos para enzima imobilizada seguida de
reticulagdo, notando-se uma diferenca de cerca 63% nos tempos. A reticulagdo com
glutaraldeido (2%) promoveu uma maior resisténcia térmica a enzima imobilizada. Tempos

de meia-vida a 50°C foram extremamente pequenos, 28 vezes menor para enzima reticulada e



41

22 vezes menor para enzima nao reticulada quando comparados aos de tempos de meia-vida
observados a 40°C.

Quando empregada a temperatura de 55°C e 60°C os tempos de meia-vida cairam
consideravelmente em relacdo a demais condi¢des avaliadas. A enzima imobilizada sem
reticulagdo reteve apenas 33% da sua atividade em 5 minutos a 55°C, tempo de meia vida
3,03 minutos, sendo 5 vezes menor do que obtido a 50°C. Para enzima imobilizada e
reticulada o tempo de meia vida foi em 7,13 minutos a 55°C, mais que o dobro do tempo de
meia-vida da enzima ndo reticulada. De acordo com Mirsalami e Alihosseini (2021), a
cinética de desativacdo mostrou, que o tempo de meia-vida da -galactosidase de Aspergillus
niger imobilizada em monolitos ceramicos a 55°C ¢ de cerca de 17 dias. Essa maior
resisténcia deve estar relacionada ao método de imobilizagdo ou a fonte da -galactosidase.

Observa-se a 60°C (Tabela 4) que a enzima reticulada apresentou maior resisténcia
térmica, com 2,20 minutos de meia-vida enquanto a enzima nao reticulada apresentou 1,29
minutos. A B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em particulas de quitosana,
reticuladas com 5% de glutaraldeido, apresentou um tempo de meia-vida de 0,47 horas a
60°C, enquanto aquela imobilizada em particulas de quitosana reticuladas e ativadas com 4,8
g/L epicloridrina apresentou 0,75 horas de meia-vida, na mesma temperatura (URRUTIA et
al., 2018). Relacionando os resultados deste trabalho e dos autores o método de imobiliza¢do
e fonte da enzima tem uma grande influéncia na resisténcia da -galactosidase. Nguyen et al.,
(2019) observaram que o tempo de meia-vida da B-galactosidase de Aspergillus aculeatus
imobilizada covalentemente em nanoparticulas magnéticas revestidas de quitosana ativadas
com glutaraldeido melhorou significativamente apods a imobilizagao de 2,5 dias para mais de 6
dias a 60°C.

Para determinar a energia de ativacdo do processo de desativagdo térmica, os
resultados de (kd) em fungdo da temperatura (Tabela 4) foram ajustados ao modelo de
Arrhenius (Equagdo 9) utilizando Microsoft Excel 2010. Com o ajuste obteve-se a Figura 13,
sendo na Figura 13A apresentado o ajuste da enzima imobilizada ndo reticulada e na Figura

13B para a enzima imobilizada reticulada.
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Figura 12. Ajuste do modelo de Arrhenius aos dados experimentais (valores de kd).
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O ajuste linear ao modelo de Arrhenius apresentou uma linearidade aos valores
experimentais, resultando em um coeficiente de determinag¢do de 0,99 tanto para a enzima
imobilizada sem reticulagdo (Figura 13A) quanto para enzima imobilizada e reticulada
(Figura 13B). Os valores de energia de ativagdo encontrados para a enzima imobilizada sem

reticulagdo e da enzima imobilizada seguida de reticulagdo foram de 59.715,31 e 66.063,78
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kcal/mol, respectivamente. Os valores foram proximamente iguais. Os resultados mostraram
que a reticulagdo com glutaraldeido (2%) da PB-galactosidase, de Bacillus licheniformis,
imobilizada em resina Duolite A-568, tampao BR de pH 4 e condicao de hidrolise de pH 6,5 ¢
concentracao de substrato 50g/L ndo afetou a energia de ativagdo do processo de desativacao
térmica da enzima. Estes valores da energia de ativagdo da reagdo indica que € necessario um
grande aumento na temperatura do meio reacional para aumento a velocidade da reacao.

A energia de ativacdo do processo de inativacao térmica de [-galactosidase de
Enterobacter aerogenes KCTC2190, imobilizada pelo método de aprisionamento em matriz
de gel de agar-agar, foi 34,54 kJ/mol (MAITY, BHATTACHARYYA & BHOWAL, 2021)
sendo um valor muito menor ao encontrado no presente trabalho, isso mostra que a -
galactosidase de Enterobacter aerogenes imobilizada ¢ menos sensivel que a -galactosidase
de Bacillus licheniformis imobilizada. A energia de ativagdo da inativagdo térmica da -
Galactosidase de Lactobacillus plantarum HF571129 imobilizada sobre nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO NPs) usando a técnica de adsorcdo e reticulacao foi de 24,33 kcal/mol
(SELVARAJAN et al., 2015). Também os autores encontraram valor de energia de ativagdo
de desativagdo térmica baixo, uma enzima menos sensivel que a enzima utilizada neste
trabalho. Lima et al., (2013) também encontraram baixos valores de energia de ativaciao de
desativacdo térmica sendo 283,09; 283,01 e 282,92 kJ/mol para [-galactosidase
de Kluyveromyces imobilizada em quitosana a 40, 50 e 60°C, respectivamente.

4.4 Estabilidade ao pH da enzima imobilizada e imobilizada reticulada

Foi estudada a estabilidade da -galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada e
imobilizada reticulada em relacdo ao pH. O efeito do pH (3 a 8) em tampao BR de 40 mM,
temperatura ambiente do biocatalisador esta apresentado na Figura 6. Para os dois protocolos
de imobilizagdo, variando do pH 3 para o 4, a retencdo da atividade teve um incremento,
passando de 83 a 90% para a enzima apenas imobilizada e de 82 a 94% para a enzima
imobilizada reticulada. Em valor de pH superior 4 observa-se uma queda na atividade
enzimatica.

A reten¢do da atividade inicial apresentou uma diminui¢do com o aumento do pH,
sendo o biocatalisador obtido apenas por imobilizacdo (sem reticulagdo) mais sensivel a estas
condi¢des, com reducdo da atividade inicial na ordem de cerca de 50% em pH 3 e 8. A
estabilidade da enzima reticulada foi maior mantendo sua atividade acima de 70% em todos
os valores de pH, ao contrdrio da enzima imobilizada sem reticulagdo. Os dois
biocatalisadores apresentaram atividade méaxima 90% (enzima imobilizada) e 94% (enzima

imobilizada reticulada) em pH 4 considerado como melhor pH de estocagem para essa enzima
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em temperatura ambiente (25°C). O pH 4, valor 6timo em tampdao BR, 40 mM, para

estocagem de P-galactosidase imobilizada de Bacillus licheniformis.

Figura 13: Estabilidade da enzima imobilizada e imobilizada reticulada em diferentes valores

de pH em tampao BR, 40 mM, depois de 24h a 25°C.
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Vale ressaltar que o melhor pH de estabilidade em relag@o a estocagem de uma enzima
pode ser diferente do seu pH 6timo de atividade. De acordo com Kessi ¢ Arias (2019) o
melhor pH de estabilidade em tampao de fosfato de sodio de 40 mM, da B-galactosidase de E.
coli (EC 3.2.1.23) livre, foi de cerca de 7,0, um valor ligeiramente superior ao valor
observado de 6,8 para a enzima imobilizada em p6 da membrana da casca do ovo e reticulada
com 0,2% de glutaraldeido. Sass & Jordening (2020) avaliaram o efeito do pH na atividade da
B-galactosidase de Aspergillus oryzae em tampao citrato fosfato de 0,02 M. A enzima livre
apresentou uma ampla faixa de pH (2,5 a 5,5) onde mudangas significativas na atividade
relativa ndo foram observadas, enquanto a faixa 6tima de pH 2,5 a 6,5 foi observada para a f3-
galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada e reticulada com hexametilenodiamina. A
atividade maxima da (-galactosidase de Aspergillus oryzae livre e imobilizada foi encontrada
em pH 5,2 sendo maior para a enzima imobilizada em esferas de vidro modificadas com 3-
aminopropil trietoxissilano (ESKANDARLOO e ABBASPOURRAD, 2018). O trabalho de
Falleiros et al. (2017) mostrou que o melhor pH de estabilidade da [-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada em Duolite A-568 foi de pH 5.
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4.5 Estabilidade ao armazenamento da enzima imobilizada e imobilizada reticulada

A perda de atividade enzimdtica ¢ um aspecto importante a ser estudado e
compreendido para sua viabilidade industrial. Muitos estudos mostraram que a estabilidade
enzimatica da B-galactosidase livre e imobilizada diminui durante o armazenamento (SHAFI,
AHMED e HUSAIN, 2021). O grau de perda de atividade da B-galactosidase imobilizada
durante o armazenamento depende de varios fatores como pH, fonte microbiologica,
temperatura, tempo de armazenamento e tratamento pds imobilizacdo como a reticulagdo
entre outros (YADAYV et al. 2019),

A estabilidade ao armazenamento da [-galactosidase de Bacillus licheniformis
imobilizada e imobilizada reticulada em diferentes valores de pH (3 a 8) em tampao BR, 40
mM, durante 90 dias de incubacdo, a 4°C, pode ser observada na Figura 6. Durante o
armazenamento, a -galactosidase imobilizada e imobilizada reticulada perderam atividade de
forma diferenciada. A enzima apenas imobilizada (Figura 7A) apresentou maior perda durante
todo o tempo de estocagem. A maior atividade residual da enzima nao reticulada observada
nos 90 dias foi 58% (pH 4) seguido de 54% (pH 5) sendo mais estavel em pH levemente
acido. Em contrapartida a enzima reticulada (Figura 7B) manteve sua atividade maior ou igual
a 80% durante os 90 dias em todos os valores de pH testados.

A B-galactosidase imobilizada e armazenada a 4°C em tampao de acetato de sodio 0,1
M (pH 4,5) reteve cerca de 85% de sua atividade apos 60 dias (SHAFI, AHMED e HUSAIN,
2021), apresentando um bom resultado. Relacionando com o resultado do presente estudo, em
pH 4, ap6s 60 dias a enzima ndo reticulada reteve 64% de atividade, a diferenga pode estar no
tipo do tampao utilizado, mas a enzima reticulada reteve 89% de atividade residual. O estudo
de Yadav et al. (2019) mostraram uma excelente estabilidade da P-galactosidase de Lens
culinaris imobilizada em nanotubos de carbono de paredes multiplas. Em 8 meses de
armazenamento, em condi¢des secas e imidas, (tampao de acetato de sddio, 50 mM, pH 5,5)
a temperatura ambiente e 4°C, respectivamente, a enzima imobilizada reteve 92% da

atividade residual sob condi¢des umidas ¢ 84% em condigdes secas.
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Figura 14: Estabilidade da enzima imobilizada (A) e imobilizada reticulada (B) em diferentes

valores de pH em tampao BR, 40 mM, durante 90 a 4°C.
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O biocatalisador, obtido por imobilizagado e reticulacdo (Figura 7B), apresentou melhor
resultado de estabilidade ao armazenamento em diferentes valdes de pH (3 a 8) em tampao
BR de 40 mM, durante 90 dias de incubagdo a 4°C, quando comparados com a enzima
imobilizada sem reticulagdo (Figura 7A). Em todos os valores de pH e tempo de
armazenamento, a enzima imobilizada reticulada manteve sua atividade residual acima de

70%. A reticulagdo enzimdtica com glutaraldeido aumenta a estabilidade enzimadtica pela
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formagao de agregados de enzimas, devido a ligacdo cruzada, protegendo os sitios ativos
desses biocatalisadores, assim melhorando sua estabilidade operacional (BINHAYEEDING et
al., 2020).

A B-galactosidase de Lactobacillus leichmannii 313 imobilizada pela tecnologia de
agregados enzimaticos reticulados com glutaraldeido (25% p/v), mantidos em tampao fosfato
de sodio (50 mM, pH 7,0) a 4°C, durante 14 dias, mostraram uma boa estabilidade. Os
resultados mostraram uma reten¢do de até 90% de sua atividade inicial no décimo quarto dia
da enzima imobilizada por reticulagdo, principalmente naquela precipitada em sulfato de
amonio saturado (XU et al., 2020). Os resultados deste trabalho corroboram com o resultado
de Xu et al. (2020) e, também, com os resultados de Guidini et al. (2010) onde foi observado
que a enzima imobilizada sem reticulagdo reteve 51% de sua atividade inicial apos 30 usos
consecutivos, em 30 dias, enquanto o valor da atividade residual da enzima imobilizada
seguida da reticulacdo com glutaraldeido (3,83 g/L) foi de 90% da atividade inicial. A
reticulagdo mostrou mais uma vez sua capacidade estabilizante de enzimas.

Outras pesquisas também mostraram a eficiéncia do glutaraldeido como agente
reticulante, melhorou a estabilidade de diversas enzimas, além da (-galactosidase. A enzima
a-amilase de origem flngica reticulada com glutaraldeido manteve sua atividade apds dois
meses, enquanto a enzima solivel perdeu sua atividade completamente apos 10 e 20 dias de
armazenamento, a 30°C e 4°C, respectivamente (ULLAH et al., 2021). A lipase de Candida
imobilizada em particulas de polihidroxibutirato e reticulada com glutaraldeido (1%)
apresentou uma maior estabilidade ao armazenamento em relacdo a enzima livre. A lipase
imobilizada e reticulada reteve 80% de atividade apds o armazenamento por 30 dias, em
tampao fosfato de sddio 0,2 M (pH 7) a 4°C, enquanto a enzima livre teve uma perda total da
sua atividade em 20 dias. A reticulagdo enzimatica tanto para imobilizagdo, quanto para
estabilizagdo impacta positivamente na estabilidade da enzima (BINHAYEEDING et al.,
2020).

4.6 Estabilidade enzimatica na conversdo da lactose do permeado de soro de leite em
reator continuo

Os resultados do estudo da estabilidade enzimatica na conversdo da lactose de
permeado de soro de leite, por enzima imobilizada e imobilizada reticulada, durante 6 horas,
em reator continuo com diferente vazdo de alimentacdo sdo apresentados na Figura 15. Os
resultados mostraram que a capacidade inicial de conversdo de lactose por enzima apenas
imobilizada ¢ maior que da enzima imobilizada reticulada em todas as vazdes de alimentacdo

avaliadas.
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Figura 15: Estudo da estabilidade da atividade enzimética na conversdo global da lactose em
reator de leite fixo em regime continuo com diferente vazao de alimenta¢dao A (4 mL/min), B

(6 mL/min), C (8§ mL/min) ¢ D (4 mL/min).
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Observando todos os graficos (Figura 15) com diferentes vazdes de alimentacao,
apesar da baixa conversdo global, a enzima imobilizada seguida de reticulacdo foi mais
estavel durante todos os tempos de reacdo. Por exemplo, na Figura 15A, vazao de 4 mL/min,
em 6 horas de reagdo, a enzima imobilizada reticulada manteve cerca de 92% da sua
capacidade inicial de conversdo enquanto a ndo reticulada manteve 60%. Na Figura 15B, com
vazao de 6 mL/min, em 5 horas de reacdo a capacidade de conversdao de lactose pela enzima
imobilizada reticulada foi de cerca de 86% e 40% para enzima apenas imobilizada. Ja para a
Figura 15C, com vazdao de 8 mL/min, em 3 horas de reagdo, a enzima imobilizada sem
reticulagdo perdeu 34% da sua capacidade inicial de conversdo e para enzima reticulada a
perda foi de cerca de 10%. Em 6 horas de reagdo, com vazdo de alimentacao 10 mL/min
(Figura 15D), a enzima apenas imobilizada perdeu mais de 50% da sua capacidade inicial de

conversao enquanto a perda foi menor para enzima imobilizada reticulada. A enzima
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imobilizada reticulada foi mais estavel na conversao de lactose do que a enzima imobilizada
sem reticulacdo. A alta estabilidade da [-galactosidase imobilizada pelo método de
reticulacdo com glutaraldeido foi também observada no trabalho de Klein et al. (2016). O
efeito positivo da reticulagdo com glutaraldeido na imobilizacdo enzimdtica em sua
estabilidade foi relatado por Zaak et al. (2017), observando que a ligacdo covalente
multipontual com o suporte aumentou a estabilidade do biocatalisador.

Os resultados da influéncia da vazao na conversao global da lactose sdo apresentados
na Tabela 5. Os resultados apresentados mostraram que a conversao da lactose diminuiu com
o aumento da vazdo, sendo esse resultado ja esperado, visto que a diminuicdo da vazao
implica em maior tempo de residéncia do meio reacional no interior do reator. Quanto maior
for o tempo de contato do substrato com a enzima maior serd a reagao de conversao. Para a
enzima imobilizada ndo reticulada, o aumento da vazao de 4 para 8 ¢ 10 mL/min resultou em
uma diminui¢do na capacidade inicial de conversdo de lactose de 18,80 e 23,08%,
respectivamente. Para a enzima imobilizada reticulada também foi observado que o aumento
da vazao de 4 mL/min para 6, 8 ¢ 10 mL/min resultou uma diminui¢do na conversao de
lactose de 9,74; 14,02 e 23,34%, respectivamente. A diferenca do grau de conversdo entre as
vazdes 4, 6, 8 ¢ 10 mL/min estd relacionada a tempo de residéncia do substrato no reator:
3,75; 2,5; 1,88 e 1,5 min respectivamente. No presente trabalho a vazdo com melhor
conversdo de lactose foi de 4 mL/min para enzima imobilizada reticulada ¢ 6 mL/min para

enzima penas imobilizada.

Tabela 5 - Influéncia da vazao na conversio da lactose em reator continuo.

Vazao (mL/min) Sem Reticulacio (%) Com Reticulacio (%)
4 47,22 24,03
6 54,78 21,69
8 38,34 20,66
10 36,32 18,42

A vazdo em sistemas continuos tem uma influéncia na conversdo de lactose. Um
aumento de dez vezes na taxa de fluxo reduz o rendimento de galactooligossacarideos em
fator 3,5 para | mL/min e 8 mL/min e em fator 2,7 para 80 mL/min (POTTRATZ, MULLER
& HAMEL, 2022). Vasileva et al. (2016) imobilizaram a -galactosidase covalentemente em
uma membrana de polipropileno modificada com glutaraldeido. Os autores avaliaram a
influéncia da vazao (0,5; 1,0 e 1,5 mL/min) na conversdo da lactose durante 10 horas e

observaram que o aumento da vazao de 0,5 para 1,5 mL/min diminuiu o grau de conversao da
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lactose de cerca de 5% em 6 horas de atividade. No trabalho de Misson et al. (2020), estes
pesquisadores estudaram a conversdo da lactose por [-galactosidase imobilizada em
nanofibras de poliestireno eletrofiadas quimicamente modificadas. Os autores avaliaram 5
diferentes vazodes (2, 4, 6, 8 ¢ 10 mL/min) de alimentacdao e observaram a medida que a taxa
de alimentacdo aumentou (até 6 mL/min) aumentou também a taxa de conversdo. A partir de
6 mL/min a medida que a taxa de alimenta¢do aumentou foi observado um decréscimo na taxa
de conversao. No estudo de Misson et al. (2020) a melhor vazao foi 6 mL/min.
4.7 Conversao da lactose em reator batelada com recirculacio do substrato

Na Tabela 6, sdo apresentadas as conversdes alcangada para cada biocatalisador (com
e sem reticulagdo) em fung¢do do tempo de hidrolise em reator de leite fixo, em regime
continuo com recirculagdo do substrato permeado de soro de leite (50 g/L), vazdo 4 mL/min.
Observa-se que com o aumento do tempo da rea¢do, aumenta o grau de conversdo da lactose

no reator, resultados que corroboram com os resultados de Vasileva et al. (2016).

Tabela 6 - Conversao da lactose em reator batelada (vazao 4 mL/min) com recirculagao do

substrato.

Tempo (h) Com reticulac¢ido (%) Sem reticulacio (%)
1 17,88 24,80
2 21,34 45,23
3 24,79 52,69
4 27,87 82,63
5 31,82 85,45
6 34,90 89,57
7 39,84 91,11
8 42,18 92,14
9 46,87 100,00
10 51,31 100,00
24 99,90 100,00
25 100,00 100,00

Analisando os resultados observou-se que a conversdo da lactose pela enzima apenas
imobilizada € maior do que pela enzima imobilizada reticulada. Em uma hora de reacdo a
enzima imobilizada sem reticulagdo converteu 24,80% ¢ em 3 horas mais de 50% da lactose

do meio reacional, enquanto a enzima imobilizada reticulada converteu apenas 17,88% em 1
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hora e 10 horas para converter cerca de 50% da lactose. Em 9 horas de reacdo a enzima
imobilizada ndo reticulada converteu 100% da lactose do meio reacional, enquanto que para
enzima imobilizada reticulada a conversao completa da lactose do meio reacional s6 foi
alcancada em 25 horas. A [-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em
nanoparticulas de 6xido de zinco modificadas com glutaraldeido, em 10 horas de reagdo a
50°C e 60°C converteu respectivamente 81% e 70% de lactose em reator descontinuo
(ANSARI & DAMANHORY, 2023). No trabalho de Vasileva et al. (2016) observou-se que
em 10 horas de reagdo, com vazao de 1 mL/min, o grau de conversao de lactose pela -
galactosidase imobilizada atingiu 91%. A diferenca do grau de conversdo entre a vazdo 4
mL/min (tempo de residéncia 3,75 min) deste trabalho e da vazdo 1 mL/min (tempo de
residéncia 250 min) dos autores anteriormente citados, explica-se na diferenga entre os
tempos de residéncias, pois quanto menor for o tempo de residéncia do substrato no reator
maior sera a taxa de conversao.

O processo de reticulagdo com glutaraldeido (2 g/L) em P-galactosidase imobilizada
foi biotecnologicamente vidvel para aumentar a estabilidade enzimatica. Os resultados deste
estudo mostraram as condic¢des 6timas de temperatura (30°C a 40°C) e de pH (3 A 6) em que
a perda de atividade da [B-galactosidase imobilizada ¢ minimizada durante o processo € o
armazenamento. As condi¢des de otimizagdo do processo de conversdo da lactose em reator
de leite fixo em regime continuo com aumento da produtividade. Em industrias de laticinios
as condi¢des e qualidade do processo de hidrolise ou de conversdo da lactose podem ser

melhoradas com base dos resultados do presente estudo.
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5 CONCLUSAO

A imobiliza¢ao por adsorcao ioOnica da enzima [-galactosidase de Bacillus
licheniformis em resina de troca ionica Duolite A-568 em temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C), tampao BR com for¢a ionica de 40 mM,
pH 4,0 e concentragdo enzimaticas 43 mL/L mostrou boa eficiéncia (99%) do
processo € bom rendimento (84%).

O glutaraldeido pode ser utilizado como agente reticulante para a enzima [-
galactosidase de Bacillus licheniformis e as melhores concentragdes
observadas para a reticulagdo foi de 2,0g/L e 2,5g/L, aumentando a
estabilidade da enzima imobilizada.

A reticulagdo da [-galactosidase, apesar de aumentar a estabilidade
operacional, foi observada a diminui¢do da sua atividade catalitica de 756 a
326 umol/min.

A enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada reticulada
apresentou melhor estabilidade térmica, melhor estabilidade ao pH, melhor
estabilidade a reutilizagdo e ao armazenamento, quando comparada a enzima
imobilizada sem reticulagao.

A estabilidade quando avaliada em relagdo ao pH para B-galactosidase de
Bacillus licheniformis imobilizada foi de 4 que pode ser estendido de 4 até 6 se
a imobilizacdo for seguida de reticulacdo.

A faixa de pH de estabilidade em tampao BR com forca i6nica de 40 mM em
relagdo ao armazenamento da P-galactosidase de Bacillus licheniformis
imobilizada foi de 5 a 7, com retencao de atividade média de cerca de 50% em
90 dias a 4°C. A enzima imobilizada reticulada comprovou estabilidade quanto
ao armazenamento em pH de 3 a 8, em tampao BR com forca i6nica de 40 mM
a 4°C, com retengao de atividade média de cerca 90% em 90 dias.

As temperaturas operacionais com maior estabilidade da P-galactosidase de
Bacillus licheniformis imobilizada foram de 30 a 40°C, retendo mais de 90%
da sua atividade por mais tempo, apesar da reticulagdo poder aumentar a
estabilidade térmica em temperaturas acima de 40°C.

Os dados experimentais se ajustaram bem ao modelo de Arrhenius resultando

em um coeficiente de determinacdo de 0,99 e energia de ativagcdo encontrada
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para a enzima imobilizada sem reticulag¢@o e da enzima imobilizada seguida de
reticulagdo de 59.715,32 e 66.063,78 kcal/mol respectivamente.

A enzima imobilizada ndo reticulada apresentou maior capacidade de
conversao de lactose, porém, apesar, da baixa atividade de conversdo de
lactose pela enzima imobilizada reticulada ela demostrou maior estabilidade.

A medida que a vazdo de alimentagdo aumentou, a conversdo da lactose
diminui devido a diminui¢ao do tempo da residéncia.

A B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada pode ser utilizada em
reator continuo aumentando assim a produtividade do processo de conversao.
Em geral a imobilizacdo enzimdtica ¢ um processo vidvel de recuperacdo e
reutilizacdo do biocatalisador. Além da imobilizacdo, a reticulagdio com
glutaraldeido pode aumentar a estabilidade da enzima imobilizada em relagdo a
temperatura, pH e armazenamento.

Os resultados do estudo mostraram como a estabilidade da B-galactosidase de
Bacillus licheniformis imobilizada pode ser melhorada para seu uso em
laticinios e em biotecnologia. A recuperagdo da enzima e seu reaproveitamento

para diminuic¢ao dos custos de produgao.
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6 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a estabilidade da B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada
reticulada com outro agente reticulante diferente do glutaraldeido.

Estudar a atividade da B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada
usando o leite como substrato.

Estudar a producdo de oligossacarideos por B-galactosidase de Bacillus
licheniformis imobilizada em reator de leito fixo operando em regime
continuo.

Estudar a estabilidade de atividade ou de conversdo da lactose pela -
galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada em processo de agitacdo e

em diferentes pressoes.
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