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RESUMO

A imobilizacdo de3-galactosidase para hidrolise de lactose é umaptagara agregar valor
ao soro de leite com consequiente producao de gsdaetglicose. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver biocatalisadores a partir de difee suportes organicos e protocolos de
ativacdo visando a hidrolise de lactose provenidatsoro de leite. Inicialmente, prepararam-
se 0s suportes a serem aplicados no estudo cortwsana 2,5% (m/v) (sem e com pré-
tratamento com dimetilformamida) e 2,0% (m/v), gséna-alginato-epoxilado (QAE),
bagaco de caju (BC) e fibra de casca de coco vEedg, os quais foram ativados de
diferentes formas, com glutaraldeido, epicloridrioa glicidol. Na primeira etapa,
determinaram-se o rendimento de imobilizacdo, @dike recuperada e atividade aparente dos
diferentes derivados obtidos para assim deternugaeis melhores — quitosana 2,5% (m/v)
ativada com glutaraldeido (QWiIu,), quitosana 2,0% (m/v) coagulada com KOH a 50°C
ativada com glutaraldeido (QUdlu2) ou epicloridrina (QUIER) ou glicidol (QUITgy)),
qguitosana 2,5% (m/v) tratada com dimetilformamidevagla com epicloridrina (QUIT-
DMFgp) ou glicidol (QUIT-DMFs, ). Para segunda fase, os catalisadores (QWIT
QUITgLuz2, QUITEp, QUITg,,) foram estudados quanto a estabilidade operactmmalo uso

de reator continuo, assim como ensaios de carganmadg efetividade. Baseado nestes
ensaios determinou-se QW como melhor biocatalisador e realizaram-se 0s Stz
estudos: variacdo do tempo de imobilizacéo, detexgdio da melhor temperatura e pH para
atividade enzimética, determinacdo de parametrogticos, estocagem sob 10°C e
estabilidade operacional com o uso de alta cargam@tica usando soro de leite como
substrato. Suportes como CV e BC n&o apresentaanadequacéo para imobilizacaopde
galactosidase d€luyveromyces lactjsassim como o suporte QAE. Suportes com tratamento
com dimetilformamida apresentaram baixos rendinseed®imobiliza¢do. Os resultados para
o derivado QUIELu, apresentaram carga maxima de 7%5ga.g" de suporte e efetividade
superiores aos demais. A estabilidade operacicma este derivado apresentou-se estavel,
visto sua producao de glicose constante por 10rkatgio. O tempo 3 h mostrou-se suficiente
para imobilizacdo. Os valores dg, € Viax tanto para enzima soluvel (46,79 mM e 7.142,86
umol.(mL.min)}) quanto para o derivado (69,56 mM e 113,2%0l.(g.min)%). Durante os
120 dias de armazenamento sob 10°C, ndo houvesdsuocé da atividade hidrolitica do
derivado, demonstrando 6tima estabilidade a estoca@or fim, o biocatalisador mostrou
bons resultados de estabilidade operacional quatikiicado em alta carga oferecida (255,9
Mgeroeinag - de quitosana de carga teoricamente imobilizad) drélise de soro de leite.

Palavras chave:p-galactosidaseKluyveromyces lactisimobilizacdo. Quitosana. Fibra de
casca de coco verde. Bagaco de caju. Lactose.dedsite.



ABSTRACT

B-galactosidase immobilization was studied seekmgadd value to cheese whey trough
lactose hydrolyze producing galactose and glucblses. work aimed to develop biocatalysts
using different organic supports and activationt@eols. Firstly, some supports were
prepared as chitosan 2.5% (w/v) (with and withordtneatment with dimethylformamide)
and 2.0% (w/v), chitosan-alginate-epoxide (QAE)xshmw bagasse (BC) and coconut shell
fiber (CV), which were activated in different waysth glutaraldehyde, epichlorohydrin or
glycidol. Initially, it was determined the immolation yield, couple yield and apparent
activity from obtained catalysts, being chosen dexivatives according to better results
parameters: 2.5% chitosan (w/v) glutaraldehydevattd (QUITLu1), 2.0% chitosan (w/v)
KOH coagulated at 50°C glutaraldehyde activatedI{IQW,2) and epichlorohydrin (QUIgp)

or glycidol (QUITgy), chitosan 2.5% (w/v) dimethylformamide treatedhagpichlorohydrin
(QUIT-DMFgp) or glycidol (QUIT-DMFs). Thus, catalysts (QUBLui, QUITeLuz,
QUITep, QUITgy) were studied as operational stability by usirapatinuous reactor, as well
as, maximum enzyme loading and effectiveness asshgs, it was determined QUd Iy, as
the best biocatalyst and following studies wereriedrout: immobilization time, enzyme
optimum temperature and pH, kinetic parametsisg lactose as substrate at 37%Mrage at
10°C and operational stability using high load eneyand cheese whey as substrate. CV and
BC supports did not present good results feKluyveromyces lactisgalactosidase
immobilization, as well as, QAE support. Supporeated with dimethylformamide presented
low immobilization yields. The results for QUd Iy, derivative presented maximum loading
of 75 M@rweing support and higher effectiveness than others. Trezational stability for
this derivative remained stable, with constant gdec production for 10 h of reaction.
Immobilization time of 3h proved enough for the g@es. The K and Vs values were
respectively: free enzyme (46.79 mM and 7,142u8@!.(mL.min)*) and catalyst (69.56 mM
and 113.25umol.(g.min)"). During 120 days of storage at 10°C, no decrefsévative
hydrolitic activity was noted, demonstrating satetbry storage stability. Finally, the
biocatalyst showed good results as operationallgyalvhen used high offered enzyme load
(theoretically immobilized load 255.9 mgeing ‘chitosan) for cheese whey hydrolysis.

Keywords: p-galactosidaseKluyveromyces lactissimmobilization. Chitosan. Coconut shell
fiber. Cashew bagasse. Cheese whey.
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1 — INTRODUCAO

O soro de leite € o subproduto principal da indgigte laticinios. Devido ao seu
elevado poder poluente o qual possui elevada DemnBitdjuimica de Oxigénio - DBO, em
torno de 30 a 60 kg/fMHATZINIKOLAOU et al, 2005), e a dificuldade de sua eliminacao,
empresas tém buscado alternativas para o rea@omeito dos componentes do soro,
principalmente proteinas e lactose (CARMINATTI, 2RO Desta forma, mostra-se a
necessidade de buscar alternativas de utilizacfsctise presente no soro de queijo.

A utilizac&o de lactose em produtos alimenticitisméada por causa de sua baixa
solubilidade, baixo poder adocante e restricdo asumo deste alimento por pessoas que
apresentam intolerancia a esse sacarideo, devidiefiééncia da enzim@-galactosidase
[E.C. 3.2.1.23] no intestino delgado, responsawadh phidrolise da lactose, que gera os
monossacarideos glicose e galactose (PESS&LAl., 2003). Buscando uma forma de
contornar estes problemas, o processo de hidrdaskctose em aclUcares possuidores de
melhores propriedades fisico-quimicas e nutricgnpermite a obtencdo de produtos de
maior interesse industrial.

A grande desvantagem da utilizacdo de enzimasoraaf soluvel € a sua
purificacdo para posterior aplicacdo, assim coneordaminagcéo do produto desejado, pois
enzimas sao compostos soluveis em agua (MENBES., 2011a). Para uso industrial, a
utilizacdo de enzimas como matéria-prima nao r@eitl tem inviabilizado seu uso, pois
enzimas tém alto custo. Visando contornar estelgmd e promover a reutilizacdo destas
enzimas, assim como, realizar a aplicagdo em esatmmtinuos, estudos sobre imobilizacédo
enzimatica (ADRIANO, 2008; VIEIRA, 2009; MENDES al, 2011a) tém sido realizados.

A imobilizacdo consiste no confinamento da enzimmawn suporte solido para
posterior reutilizagdo do biocatalisador, tornarmlgrocesso menos oneroso (GUISAN,
2006). Este mecanismo promove diversas vantagaas;dmo reutilizacdo do biocatalisador,
utilizacdo em processos continuos, reducdo do @ldm reacdo, facilidade a cerca do
controle operacional, interrupcdo da reacdo, masgiabilidade térmica e de pH e faclil
separacao do produto sem contaminacgao pelo caialisa

Seguindo o foco de processos de baixo custo, tessahb utilizacdo de materiais
organicos de alta disponibilidade e baixo custoapar utilizacdo como suportes para

imobilizacédo, citando como exemplos quitosanaafide casca de coco verde e bagaco de
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caju, 0s quais sdo residuos da industria pesgaeigaoindustria, sendo o nordeste a regiao do
Brasil com maior incidéncia destes subprodutos.

O método de ativacdo do suporte mais adequado sEvaquele que produza
grupos aldeidos moderadamente afastados do suparée evitar impedimento estérico
(PEREIRA, 1996; ADRIANO, 2008). As principais mddédc¢des sdo realizadas empregando
agentes bifuncionais, tais como: epicloridrina,tajlaldeido, glioxal, formaldeido e outros
(RODRIGUESet al.,2008).

Véarios métodos para a imobilizacdo @legalactosidase, tais como adsorcao,
ligacdo covalente e ligagdo cruzada entre a entémasido utilizados. A imobilizagao por
ligacdo covalente baseia-se na ativacdo de supootasa insercdo de grupos reativos que
reagem com 0s grupos nucleofilicos da enzima (MESIBttal.,2011a).

A escolha do reator adequado para o derivado depemdmaior parte do tipo de
imobilizagéo e processo. Assim, diferentes modedlseatores tais como leito fluidizado,
leito fixo, fluxo continuo e tanque agitado tém csidtilizados para aplicacdo d&
galactosidasamobilizada para hidrolise de lactose (CARRARA e BROLO, 1994;
JURADO,et al,, 2005; HAIDER e HUSAIN, 2009). O reator contirdm leito fixo permite o
uso de biocatalisadores de alta densidade, redoltam alta produtividade. Este reator é
preferido em processos que envolvam inibicdo petalyio, o que ocorre na hidrolise
enzimética da lactose (GROSO\Aal.,2008).

Desta forma, esta dissertacdo teve como objetival gesenvolver derivados de
B-galactosidase d&luyveromyces lacti®em diferentes suportes organicos e protocolos de
ativacdo visando a hidrolise de lactose provenidatsoro de queijo, bem como determinar o
melhor derivado para sua aplicacdo em reator aomtie leito fixo.

Dentro deste aspecto do objetivo geral, definirames seguintes objetivos
especificos:

* Producado e avaliacdo de biocatalisadores prepam@fsgalactosidase de
Kluyveromyces lactismobilizada covalentemente em quitosana, quitesana
alginato-epoxilado, fibra de casa de coco verdagato de caju.

e Comparagéao da aplicagdo da enzima soluvel com lilizamia.

» Aplicacao dos derivados em reator batelada e aomtie leito fixo.

* Producao de galactose a partir de lactose comersiado de leite.

» Agregar valor ao soro de leite.

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite

Considerado o mais nobre dos alimentos, o leitsyp@®mposi¢cao peculiar, rico
em proteinas, gorduras, carboidratos, sais mineraitaminas. Ele constitui o alimento
essencial dos recéem-nascidos para todas as esgéciemiferos. Seu consumo esta indicado
para todas as idades da espécie humana e asOesstaQ seu uso sdo limitadas a casos
especificos (OLIVEIRAet al.,1999).

O Brasil possui 0 maior potencial de crescimentprdelucéo de leite, superando
paises como Nova Zelandia e Australia, possibditague se torne o grande abastecedor de
mercados em expansdo como o asiatico (FERNANDER)2@om este perfil de lideranca
do mercado mundial na producédo de leite, o Bramtha@hstra possuir diversas linhas de
industrializacdo e comercializagdo desta matéiagyrseja na forma de leite pasteurizado ou
UHT (Ultra High Temperaturg assim como também por meio dos seus derivadosp c
queijos, iogurtes, requeijoes, entre outros. Ediedls apontam que a industrializacdo de leite
no Brasil, no ano de 2007, foi em sua maioria (348jada para producdo de queijos
(EMBRAPA, 2012a).

2.2 Queijo

Dentro do vasto mercado mundial de producao dgaydeileite de vaca, o Brasil
destaca-se frente aos paises da Ameérica do Suikas @montinentes com uma produgéo anual
de 580 mil toneladas em 2007 (EMBRAPA, 2012b).

A fabricacdo de queijo € um método de transformatficomponentes do leite
em um produto de facil conservacédo, menor volurhe,\alor nutritivo, sabor agradavel e
boa digestibilidade (GRANDI, 1983). Contudo, comfabricagdo do queijo, gera-se

consequentemente o subproduto soro de leite. Estng@e para producdo de 1 kg de queijo,
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obtem-se em torno de 9 litros de soro de leiteifhgsaumento do consumo de queijo tem
acarretado em uma maior producédo deste residustitadu

Este rejeito da industria de laticinios, quando adimveitado, requer tratamentos
determinados pela legislacdo para seu correto gespemeio ambiente, minimizando ao
maximo seu impacto ambiental. Porém, tal pratindag desrespeitada por muitas industrias,

principalmente pelos custos gerados pelo processo.

2.3 Soro de queijo

O soro do queijo/leite é obtido através do progess#o do leite para fabricacéo
do queijo, no qual a caseina € insolubilizada noEmto isoelétrico pela acdo da renina,
sendo o liquido remanescente chamado de soro demee também ser obtido por
precipitacdo acida, sendo chamado de soro aciddip@s de soro obtidos por esses dois
diferentes processos apresentam composi¢coes déser@PELEGRINE e CARRASQUEIRA,
2008). O soro de queijo doce é obtido pela produlgiqueijos tipacheddare coalho, ja o
soro de queijo acido pode ser produzido pela fab&éioc do queijo tipaottagee ricota, por
exemplo.

A Tabela 1 apresenta a composi¢cado centesimal aodsiqueijo doce e &cido,

revelando os nutrientes que os diferem em termesuesntraco.

Tabela 1Composicao do soro de queijo doce e acido.

Componente Soro de queijo doce (%) Soro de queijci@o (%)
Sdélidos totais (ST) 6,4 6,2
Proteina 0,8 0,75
Gordura 0,5 0,04
Lactose 4,6 4,2

Cinza 0,5 0,8

Acido latico 0,05 0,4

Fonte: ANTUNES, 2003.
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De acordo com a Tabela acima, percebe-se que agiodie diferentes tipos de
queijo gera soro com concentracdes de componeifegerdes, como pode ser verificado
para o acido latico e gordura, por exemplo. O tlolactose pode apresentar-se ligeiramente
menor no soro de queijo acido devido a fermentattdante a producdo do queijo, sendo
consumida.

Um dos principais problemas do rejeito do sorouksjq na industria de laticinios
é 0 elevado valor de Demanda Bioquimica de OxigénBO, na faixa de 30 a 60 kgim
resultante principalmente do alto contetudo de $aGta qual representa, geralmente, entre 4 e
8% (m/v) (HATZINIKOLAOU et al, 2005). Por conta da sua alta DBO, buscam-se
estratégias para o melhor aproveitamento da lactoseitros, como lipidios, proteinas,
presentes no soro. Desta forma, a utilizacdo do @emueijo tem sido aplicada em produtos
de panificacdo, por exemplo, conferindo ao alimen&hores caracteristicas organolépticas
ao mesmo tempo em que desenvolve 0 reaproveitantkgdi® rejeito industrial, como
mostrado no estudo de ZAVAREZ& al. (2008). Outro meio de aproveitamento deste rejeito
€ a sua utilizacdo como complemento da alimentdedanimais, como mostra o estudo de
LOPESet al (2007). Por fim, quando ndo ha aproveitamenttedasproduto, realiza-se seu

pré-tratamento para seu despejo em esgoto.

2.4 Lactose

Lactose € um acgucar presente no leite de muitosaasi Como pode ser visto na
Figura 1, € um dissacarideo formado por galactagie@se e é quimicamente definido como
O-B-D-galactopiranosil-(1-4p-D-Glicose, G H»:0:11 (GANZLE et al, 2008). Conhecido
também, como o acucar do leite, responsavel peardgresente tanto no leite como no

SOro.
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Figura 1 —Representacao da molécula de lactose

Galactose

Tanto a solubilidade e docura da lactose sao bgixasdo comparada com outros
acucares, sejam eles os produtos de sua hidrdis®se e galactose, bem como frutose e
sacarose (GANZLEt al, 2008). Por conta de apresentar estas proprisdaganolépticas
indesejaveis, como cristalizar-se facilmente pot@zale sua solubilidade, ndo se pode utiliza-
la como adocante, assim como dificulta sua aplcagielaboracdo de produtos, tais como
bolos e bebidas. A Tabela 2 apresenta valoresioakaos ao poder adocante e solubilidade
dos agucares.

Tabela 2 —Poder adocante relativo e solubilidade de alguasaaes

Solubilidade (%)

Acucar Poder adocante relativo

10°C 30°C 50°C
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-Galactose 32 28 36 47
D-Glicose 74 40 54 70
D-Frutose 173 - 82 87

Fonte: ZADOW, 1984.

Outra limitacdo deste acucar é a sua ingestao ggsops intolerantes a lactose,
uma vez que nao possuem a enzima necessaria parehiguolise, p-galactosidase,
dificultando o consumo de derivados lacteos.

Desta forma, a hidrélise da lactose promove a mi@llda aplicacdo do soro de
gueijo, uma vez que a sua conversao em glicostaetgse permite uma melhor aplicacao na

industria de alimentos, agregando valor ao soguab transita de rejeito a co-produto.
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A hidrélise da lactose do soro de queijo e deriggagade ser realizada por acido
ou tratamento enzimético corgalactosidase. Segundo HATZINIKOLAO&t al (2005), o
processo de hidrdlise acida requer o uso de acaleldvada concentracdo e elevada
temperatura, além de promover reacdes paralelapleras. Por outro lado, a hidrdlise
enzimatica depende das propriedades da enzimansuas condicbes de operacdo sao mais
suaves com relacdo ao pH e temperatura, quandoatadgs ao primeiro método (TOSTES,
2006).

2.5 Enzimas

As limitacdes existentes na obtencdo de produtogeemediarios de interesse
comercial podem ser associadas aos tipos de eafales quimicos empregados, que séo
pouco versateis e exigem altas temperaturas pagiraazoavel velocidade de reacao. Além
disso, possuindo baixa especificidade, geralmemtee€em produtos de composi¢cao quimica
mista, ou produtos contaminados, que requerem utapa eposterior de purificacido
(MARCHETTI et al, 2007; RANGANATHAN et al, 2008; ANTCZAK et al, 2009;
MENDES, 2009).

Enzimas sado catalisadores de natureza protéicdiaapmtéica, que atuam de
forma a acelerar uma reagdo bioquimica, reduzindgmeagia de ativagdo, sem alterar o
equilibrio da reacdo. Com enzimas, a catalise lzada em condi¢cdes brandas e na maioria
das vezes em solucdes aquosas, sob pressdo e demgpeamenas. Essas sdo algumas
caracteristicas que fazem as enzimas diferenciatesn catalisadores quimicos, sendo a
principal delas o seu alto grau de especificidadeetacdo ao substrato (VIEIRA, 2009).

A especificidade inerente da enzima reside no déibigacédo do substrato. O sitio
ativo € um arranjo de grupos presentes em cadg&sis de certos aminoacidos que ligam o
substrato por ligacdes ndo covalentes. Muitas yemegesiduos de aminoacidos que formam
o0 sitio ativo ficam em regifes distantes, na segja§rimaria, mais proximos do sitio ativo,
pelo enovelamento de cadeia polipeptidica (estutenciaria). Algumas enzimas tém outra
regido na molécula, o sitio alostérico, afastadasitio ativo, aumentando ou reduzindo a
atividade enziméatica (TOSTES, 2006).
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O mercado mundial das enzimas divide-se em tr&ne@os: enzimas
empregadas na industria de alimentos; enzimasce(destinadas principalmente a indastria
téxtil e de produtos de limpeza) e, enzimas empiegaa producao de racdo animal. Destes
trés grupos, destacam-se as enzimas destinadastacss de alimentos, que sdo empregadas
basicamente na producdo de xarope de aguUcar Ohwegtide compostos aromatizantes
(HASAN, 2006; MENDES, 2009; MENDES& al., 2011a).

Diversos estudos com enzimas tém-se intensificadomade desenvolver e
melhorar a tecnologia enzimatica, como na aredihe@tos, biocombustiveis, farmacéutica,
dentre outras (ADRIANO, 2008; RODRIGUESal, 2008; VIEIRA, 2009; MENDES! al,
2011b; TORRES e BATISTA-VIEIRA,; 2012).

2.6 p-Galactosidase

A enzima B-galactosidase (EC 3.2.1.23B-D-galactosideo-galactohidrolase,
comumente conhecida como lactase, a qual hidrididase em seus mondmeros glicose e
galactose, além de enriquecer o produto hidrolisamo galactologossacarideos, apresenta
aplicacdes potenciais na industria de processameetoalimentos (TOSTES, 2006;
PANESARet al,, 2010).

Figura 2 —Reagéo de hidrélise enzimatica de lactose atravésa de3-galactosidase
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Esta enzima ocorre amplamente na natureza e tenissidda de animais, plantas
e microorganismos. Comparando as fontes animabetak a microbiana é produzida com
maior facilidade e rendimento, além de ser maisomante tecnologicamente (RUBIO-
TEXEIRA, 2006; GROSOV/et al.,2008).p-galactosidases microbianas tém uma posicdo de
destague em termos do seu papel na producdo aes yddutos industrialmente relevantes
como biossensor, lactose de leite hidrolisadapb{&ASRAF e GUNASEKARAN, 2010).

Embora as bactérias possam oferecer maior vedsaldj a titulacdo como GRAS
(“Generally Recognized As Safe”, Geralmente Recoiloeecomo Seguro) de leveduras como
Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxiareisle fungos coméspergillus Nigere
Aspergillus oryzae ainda os coloca entre as fontes favoritas Begalactosidase para
biotecnologia de alimentos e industria farmacéy#®iaBIO-TEXEIRA, 2006).

Leveduras tém sido consideradas como uma importante de B-galactosidases
do ponto de vista industrial. Com pH 6timo neugstas sao bem adaptadas para hidrélise de
lactose do leite e soro doce, e sdo amplament®a@mo seguros para uso em alimentos.
Muitos trabalhos tém sido realizados sobre a pré@olagp-galactosidase de diferentes cepas
de leveduras pelo seu uso potencial (PANE®ARI, 2010).

A B-galactosidase d€luyveromyces lactiapresenta uma massa molecular de 118
kDa (ZHOU e CHEN, 2001), considerada assim, uméepra de alta massa molecular. Esta
enzima, por sua elevada atividade hidrolitica, $&o usada para produzir alimentos livre de
lactose. Além disso, durante esta hidrélise a m@dude galacto-oligossacarideos via
transgalactolizagdo também tem atraido interessantiu os Ultimos anos (MARTINEZ-
VILLALUENGA et al, 2008). A atividade desta enzima é aumentada pelgnésio (10
M), manganés (IHM) e potassio (I& M). Concentracées de fosfatos de até MDtem um
efeito positivo na estabilidade pois promovem anfigdo de ligacdes de calcio (DSM FOOD
APECIALITIES, 2009; KLEIN, 2010).

No entanto, #-galactosidase dkluyveromyces lactig¢ fortemente inibida pela
alta concentragdo de célcio no leite e pequenaseotmacbes de sodio (TOSTES, 2006).
Além disso, a enzima € competitivamente inibida gebduto, galactose, o que pode levar a
uma inibicdo progressiva da enzima e, portantm koitacdo da sua eficiéncia (Hét al,
2010). CAVAILLE e COMBES (1995) citam que a glicosenbém promove inibicdo a
atividade da enzima, porém ndo competitiva, serdomaiito menor que a inibicdo por

galactose.
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2.7 Imobilizacdo de enzimas

A utilizacdo da enzima livre inicialmente parecear 8 modelo preferido de
producao de leite hidrolisado e ainda € usadorarrgte, embora a preparacdo enzimatica néo
possa ser reutilizada, o que representa uma gaesl@ntagem econémica (GANZLE et al.,
2008). Além deste problema, a enzima livre apresbaixa estabilidade e alto custo quando
usada em larga escala. Frente a estas dificuldadasgjos relacionados a imobilizagdo de
enzimas tém-se mostrado como boa estratégia plcag@es industriais.

Segundo CHIBATA (1978), enzima imobilizada é defamicomo a enzima
fisicamente confinada ou localizada em certa red@espaco com retencédo de sua atividade
catalitica, a qual pode ser usada repetida e c@mtiente.

Enzimas imobilizadas apresentam diversas vantag®&SSSETTI, 1995;
KRAJEWSKA, 2004; GUISAN, 2006; GROSOVé al, 2008. VIEIRA, 2009):

* Facilidade de purificagdo do produto sem contandioagelo catalisador,

visto que a enzima imobilizada nao € soluvel ncorei reacéo;

* Reutilizacdo do biocatalisador e reducédo de cusinso processo continuo;

* Condi¢Oes de operagédo mais brandas;

e Maior estabilidade ao pH e temperatura,

» Facilidade na interrupgéo das reagfes enzimaticas;

* Reducao do volume de reacao, pois a enzima imafldipode ser utilizada

em alta concentragdo em um menor volume de reator;

* Grande variedade de desenhos de reatores com enmiolailizadas;

* Reducao da inibicéo;

*  Em muitos casos, melhora o desempenho do biocatalis

B-Galactosidase € uma das enzimas mais estudadésrmans de imobilizagéo,
mostrando um papel promissor na reducgéo da initpedm produto, o que permite alcancar a
valores maiores de converséao de hidrdlise de la¢tisRADOet al, 2002; PESSELAt al,
2003). Esta inibicdo competitiva pelo produto padeda ser reduzida com a remoc¢ao do
produto do meio simultaneamente.

Por outro lado, o processo de imobilizacado podenpr@r a reducao da atividade

enzimatica, podendo ser causado por efeitos difa@p bem como estéricos-
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conformacionais, uma vez que a difusdo do subssatd diminuida por conta da sua
limitag@o de acesso ao sitio ativo na presencaatiaznsolida.

Ocorre também acumulo de produto na proximidadsitio ativo, o que pode
afetar a cinética de reacao, pela reducdo da deldei de reacdo ou alteracdo do pH no
microambiente da enzima (PESSELA et al., 2007).

Para alcancar bons resultados em um processo dalizagdo enzimatica €
importante atentar-se a varios parametros a cevgaratesso como pureza do substrato e
produto desejado livre de enzima, porém, primeirdené importante estudar a interacao de
quatro pontos basicos: enzima, suporte para inzalg#éio, agente ativador e metodologia de

imobilizag&o.

2.8 Métodos de imobilizacdo

Apesar do montante de estudos relacionados as sds/emetodologias de
imobilizacdo dispostas em trabalhos cientificoaeqes, podem-se enquadrar 0s seguintes

métodos basicos citados abaixo na Figura 3.

Figura 3 —Métodos para imobilizacdo de enzimas (DALLA-VECCHi®al, 2004)
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Fonte: SANTOS (2011).
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Uma vez que cada método tem suas vantagens e thmas a escolha do
método de imobilizacdo adequada depende da enpiropriedades diferentes de varjas
galactosidases, tais como massa molecular, commionte cadeia de proteinas e a posicao
do sitio ativo), matriz, condi¢cdes de reacao, reatw (TANAKA e KAWAMOTO, 1999;
GROSOVAet al, 2008).

No método de inclusdo ou microencapsulacdo as eszamdem ser aprisionadas
dentro da estrutura interna de alguns materiaigalfgente polimeros) na forma de géis,
microcapsulas, fibras, flmes ou membranas. Umgatiooento comum é preparar a solucéo
contendo a enzima e o material poliméricos e na&ma utilizar uma técnica (secagem,
polimerizacdo) para coagular o material polimédontendo a enzima na forma desejada. Em
alguns casos, uma etapa de entrecruzamento adicéonaecessaria para garantir a
imobilizacio (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985; KLEIN, 201 Este método é aplicado a
substratos de baixa massa molecular para permiitireadifusdo entre estes e o produto. A
maior desvantagem desta técnica é a possivel pkrdenzima, devido as suas pequenas
dimensdes moleculares, através da difusdo durepé&tidos usos, mesmo que a matriz possua
pequenos poros (GROSOW al., 2008). Este método de imobilizacéo pode sesifieado
em cinco tipos principais: matriz, microcapsulappdsoma, membrana e micela reversa
(TANAKA e KAWAMOTO, 1999). Para imobilizagdo degalactosidase, o método matriz é
0 mais amplamente utilizado. A enzima é confinaglan@atriz de varios polimeros sintéticos
ou naturais (GROSOVAt al, 2008).

Em adsorcao fisica as enzimas sao imobilizadastdzrpar meio de ligacbes de
hidrogénio, forcas de van der Waals, ou interabigr®fobicas; considerando que em ligagéo
ibnica as enzimas sdo imobilizadas através de degmcsalinas. A natureza das forcas
envolvidas em imobilizacdo ndo covalente resultaienprocesso que pode ser revertido pela
mudanca das condi¢des que influenciam a forcatdeagfio (por exemplo, pH, forca i6nica,
temperatura, ou polaridade do solvente). A imoa@éo por adsorgdo € um processo suave e
de facil execucdo e geralmente preserva a atividatiditica da enzima. Tais métodos sao,
portanto, economicamente atrativos, mas pode spfi@nlemas, tais como dessorcdo da
enzima da matriz quando as interacdes sao relativaniracas (GUISAN, 2006).

O método de ligacdo cruzada ou entrecruzameniaaudlguns compostos bi ou
multifuncionais, os quais servem como reagentesa figacdo cruzada intermolecular do
biocatalisador (TANAKA e KAWAMOTO, 1999). De acordom OLIVEIRA (2007) citado

por KLEIN (2010), unides intermoleculares séo foda®s entre enzimas, gerando ligacdes

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



32

Capitulo 2 —Revisao Bibliografica Bezerra, C.S.

irreversiveis e agregados com conformacéo tridirnaak Essas ligagbes podem ser apenas
entre a enzima ou entre a enzima e um segundo stonf@hamada co-entrecruzamento). No
caso da imobilizacdo dg-galactosidase, a ligacao cruzada é frequentemaiiteada em
combinacdo com outros métodos de imobilizacdo, c@tmente com adsorcdo e
encapsulacéo (GROSOW al, 2008).

Ligacao covalente € o método mais utilizado pambitizacdo de-galactosidase
(GROSOVA et al, 2008). As enzimas sdo covalentemente ligadasuporte através de
grupos funcionais em enzimas que nao sao essepel@satividade catalitica. Comparada a
outras técnicas, este método tem as seguintesgeastaenzimas ndo sofrem dessorgdo ou se
desprendem do suporte, o biocatalisador pode gitefiacilmente com o substrato, uma vez
que esta sobre a superficie do suporte. Por cadim Bs principais desvantagens séao os altos
custos e baixo rendimento de atividade a expogigabiocatalisador a reagentes toxicos ou
condicbes de reacdo severas (GROSGAL, 2008). De acordo com GEKAS e LOPEZ-
LEIVA (1985), o suporte deve possuir grupos liveesno hidroxila, carboxila, amida ou
amina, ou entdo deve ser modificado para introddgitais grupos que devem ser ativados
para posterior imobilizacdo da enzima. A Figuraepresenta um modelo de ligacédo

covalente.

Figura 4 —Imobilizagao de proteinas em suportes aminadostprédos com glutaraldeido
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Fonte: GUISAN, 2006.
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2.9 Suportes para imobilizagcéo

A maior contribuicdo para o bom desempenho da eniimobilizada € dada pelo
suporte. Se de um lado um suporte criteriosameziezisnado pode estabilizar a enzima
imobilizada, de outro, uma escolha imprudente pedetar adversamente ndo sO a
estabilidade, mas o desempenho global do sisterBAIDESet al, 2011).

Frente a variedade de suportes desenvolvidos ieadiils até os dias atuais
enquadrados nas duas categorias (Tabela 3), emssdt 0s quesitos importantes que um
suporte deve apresentar (KELIN, 2010):

e Estabilidade frente aos parametros de processce (peimperatura) e ataque

microbiano;

* Funcionalidade quimica;

* Durabilidade e capacidade de reutilizagao;

» Elevada area superficial e alta porosidade;

+ Compatibilidade aceitavel com a enzima e substrato;

* Tamanho e forma adequados;

e Custo;

+ Facilidade de manuseio.

Tabela 3 —Classificagdo dos suportes conforme a composMadificado de GUISAN (2006)

Agarose, quitosana,

Polissacarideos: :
alginato e outros

Polimeros naturais

Suportes organicos Colageno, albumina,

Proteinas:
carbonos
Polimeros sintéticos Poliestireno, poliacrilatdjgoidas
Minerais naturais Areia, betonita, silica

Suportes inorganicos

Materiais processados Vidro (n&o poroso e poro controlado),

metais, 6xidos

Os suportes inorganicos sao bastante adequadosnpaivdizacdo de enzimas,

pois permitem maior variacdo de parametros de psocelevido a sua maior resisténcia
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quimica, fisica, térmica e microbiolégica (ADRIAN@QO8; VIEIRA, 2009; KLEIN, 2010).
Todavia, a maioria das enzimas imobilizadas e comlezadas s&o obtidas com matrizes
organicas, provavelmente, devido a grande variedbderupos funcionais reativos que
podem ser “introduzidos” nestes (ADRIANO, 2008; YRA, 2009).

Os suportes sintéticos exibem variedades de fofisigas e estruturas quimicas
gue podem ser combinadas para formar um suportd, iderém 0s naturais apresentam
algumas vantagens quando comparados aos sintépio®s,geralmente apresentam baixo
custo e sdo facilmente degradados, ndo causandos dam meio ambiente (DALLA-
VECCHIA et al, 2004; MENDES, 2009; MENDE& al, 2011).

Dentre o0s suportes organicos naturais em poterwedcente, destacam-se
quitosana, fibra de casca de coco verde e bagacajule

Os suportes podem ainda ser classificados morfioggnte como porosos, nao
porosos e de estrutura de gel. Os materiais porti&snsgrande area superficial interna
disponivel para a imobilizacdo de enzimas, ondenama fica protegida dos efeitos de
turbuléncia externa. Como a maior parte da arepodigel para a imobilizacdo esta na
estrutura interna, deve-se atentar para que o thdrde poro seja suficientemente grande
para acomodar a enzima e permitir o acesso doratd$DALLA-VECCHIA et al, 2004).

Os materiais ndo porosos eliminam a resisténcraaisa interna, mas apresentam baixa area
superficial disponivel a ligacdo da enzima. Estblgma pode ser parcialmente superado
pela utilizacdo de particulas finas ou fibras, pgréutras dificuldades surgem quando se
utilizam particulas muito finas, como por exempllba queda de presséo e baixas vazdes para
operagdo em reatores continuos (MENDES, 2009).éB3s gmbora de uso simples, sédo Uteis
apenas nos casos em que a grade formada seja i snéiciente para reter a enzima sem

implicar em restricdes difusionais sérias paralstsato (ADRIANO, 2008).

2.9.1 Quitosana

Quitosana € a forma desacetilada da quitina, onslegpolimero mais abundante
na natureza, depois da celulose (GEORGE e ABRAH2006), diferenciando-se apenas nos
grupos funcionais (KRAJEWSKA, 2004), como pode\ssio através da Figura 5. A quitina
esta presente, por exemplo, em carapacas de @ostdais como, lagosta, caranguejo e
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camardo. Estes polimeros naturais apresentam east&gn relacdo aos sintéticos por terem
menos limitagbes quanto a biodegradacédo e biocduiljuitde. Entretanto, podem exibir

uma limitacdo em suas reatividades e processam@DdsIANO, 2008).

Figura 5 —Estrutura dos biopolimeros quitosaag uitina p) e celulosed)
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As carapacas de crustaceos sao residuos abundantgstados pela indastria
pesqueira que, em muitos casos, as consideramnpesueSua utilizacdo reduz o impacto
ambiental causado pelo acumulo nos locais onderadgeou estocado. Grupos hidroxilas
(OH) estdo presentes na estrutura geral desseslibi@pos, mas a principal diferenca entre
eles é a presenca de grupos amino Nitd estrutura da quitosana. (MENDE&Sal, 2011).

Quitosana € insoluvel em &gua, porém na presenggrup®s amino torna-se
soluvel em solucdes acidas com pH abaixo de 6,6o€na pode ser definida como quitina
suficientemente desacetilada para formar sais deéaamsoliveis, sendo o grau de
desacetilacdo necessario para obter um produteeddBd-85% ou maior. Basicamente, 0
processo consiste na desproteinizagdo do materiahscas e esqueletos de crustaceos com
solucdo de NaOH diluida e descalcificacdo com Solwge HCI diluida. Como suporte para
imobilizacdo de enzima, materiais a base de quéigaitosana sdo utilizados sob a forma de
po, flocos e géis de diferentes configuracdes gamas (KRAJEWSKA, 2004).

Devido a sua alta percentagem de nitrogénio (6,886tparado a celulose
sintética substituida (1,25%), a quitosana é urentetagente geleificante, propriedade que é
responsavel por muitas aplicacées desta em diveetoses de sintese e producao industrial,
ou seja, suas propriedades atOxicas e sua fadlafiio de géis sdo de grande interesse
industrial (BERGERet al, 2004).

O emprego de quitosana como suporte em imobiliza¢éma-se uma opgao
atrativa, por apresentar uma maior afinidade potefimas que sua precursora, por apresentar

um maior niamero de grupos aminos livres reativosseenmolécula (HIRANO, 1996). No
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entanto, a maior quantidade de grupos aminos Ingatvos e, sobretudo, 0 menor teor de
grupos N-acetil (<40%), também confere maior sdillédile & quitosana em solu¢des com pH
abaixo de 6,5 (ANTHONSENt al, 1993). Essa propriedade ndo é desejavel, umaguez

diversos meios de producéo industrial possuem eslde pH baixos e a insolubilidade do
suporte € uma condi¢cao imprescindivel para o saadgssaplicacdo da enzima imobilizada.
Assim, uma das mais interessantes caracteristiasagqudosana € sua versatilidade para
modificagcbes quimicas. A presenca de grupos amimpi@a inumeras modificacdes

quimicas da superficie do polimero (SILVA, 2009).

2.9.2 Fibra de casca de coco verde

O aumento na producdo e no consumo da agua detexmcgerado cerca de 6,7
milhdes de toneladas de casca/ano, acarretand@nmnpsoblema ambiental, sobretudo para
as grandes cidades, dado que cerca de 80 a 85%sddputo do coco verde é considerado
lixo (MACHADO et al, 2009; OLIVEIRA, 2010).

Levando-se em conta que a casca de coco verds ea@vados, sdo um material
rico em micronutrientes, e com propriedades fisii@gco-quimicas e quimicas de grande
interesse para diversas aplicacfes, é lamentaeehigpalmente o destino da mesma seja, em
sua maioria, os aterros e lixdes (BRIGIDA, 2006).

De modo geral, residuos agroindustriais vém semdgr@ssivamente utilizados
como alternativa para minimizar o impacto ambieptal eles provocado (CORREKt al.,
2003). Seguindo esta linha, o reaproveitamento iblex fde casca de coco verde tem
fortalecido a preocupacé&o ndo somente com impactisentais, bem como econdmicos e
sociais.

Estudos (BRIGIDA, 2006; CHINELATEet al, 2010; BRIGIDA, 2010;
SILVEIRA, 2010) tém demonstrado a eficiéncia daicagiédo deste material como suporte
para imobilizacdo de enzimas, agregando valor gidue agroindustrial. Outras vantagens do
uso desta matéria-prima como suporte € a sua @@ e assim reducdo dos custos do

processo de producéo de biocatalisadores.
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2.9.3 Bagaco de caju

O Brasil esta entre os maiores produtores mund&isaju e tem o Ceara como o
principal estado produtor (PACHECO, 2009). De acombm aFood and Agriculture
Organization(FAO), o Brasil € o quarto maior produtor com fhdes de toneladas, atras
de india (4 milhdes), Nigéria (5 milhdes) e Vie(B# milhdes), (PINHEIR@t al, 2008).

Quando o pedunculo é industrialmente processadogparoducédo do suco, 40%
(p/p) de bagaco sé@o produzidos, geralmente regmtgetla industria local. Esses fatores
tornam o suco e bagaco do caju matérias-primaseggantes e de baixo custo (menos de R$
0,25/Kg de pedunculo) para diversas aplicacdesnpatis (FERREIRAet al, 2004;
MATIAS et al, 2005; ROCHAet al, 2007; CHINELATEet al, 2010).

Neste contexto, 0 uso de suportes de baixo custm gesiduos agroindustriais
surgem como uma opc¢ao na reducdo de custos pamaohilizacdo enzimatica. A
agroindustria do caju no Nordeste brasileiro dessrh@ importante funcdo em termos de
geracdo de emprego e renda (SANT& &I, 2011).

Para sua utilizacdo como suporte para imobilizagito de microorganismos
(PACHECO, 2009; GONDIM, 2010) como de enzimas (CHLRTE et al, 2010; SANTOS
et al, 2011), necessita-se proceder com o tratamento &odo e base para remocao das
fracOes de hemi-celulose e lignina, respectivamente

Assim como o0s suportes citados anteriormente, odestagaco de caju para
imobilizacdo de enzimas agrega valor a este regit@agroindustria, assim como reduz os

custos do processo de producéo de biocatalisadm®sado na sua ampla disponibilidade.

2.10 Modificagdo quimica do suporte

Dado que o desejado é a multiinteracdo enzima-sparescolha dos grupos
reativos na enzima deve recair sobre 0s gruposcateiminais ou grupos lisina residuais
devido a sua reatividade. A maioria das proteipassanta alguns residuos de lisina os quais
geralmente ndo estdo envolvidos no sitio ativordanea. Grupos amino sao polares e estes

ficam geralmente expostos para 0 meio na supedé&@oteina e, quando desprotonados, sao
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muito reativos e, mesmo sem prévia ativacdo, att@no agente nucleofilico contra &tomos
com carga parcial positiva localizada na superficisuporte. (ADRIANO, 2008).

As principais modificagcdes quimicas em suportes re@hizadas utilizando-se
agentes bifuncionais, como por exemplo: epiclanalriglutaraldeido, glicidol (ADRIAN@t
al., 2008; RODRIGUE®tal., 2008; MENDESt al, 2011), entre outros (Figura 6).

Glutaraldeido é uma pequena molécula com altaviéatie promovendo ligacdo
estavel entre grupos amina de suportes e residuastha de proteinas (ELKAOUTEL al,
2011). A ativacao de suportes com glutaraldeidon@ das mais populares técnicas para
imobilizar enzimas. A metodologia é bastante simpeeficiente e, em alguns casos, ela
permite ainda melhorar a estabilidade enzimatigaddeas ligacdes multipontuais ou ligacdes
entre as subunidades da enzima na imobilizacdaetanto, o glutaraldeido deve ser
manuseado com cuidado, pois € um composto neucotBRETANCOREet al,, 2006).

Embora, glutaraldeido continue sendo o mais basatersatil, uma vez que
usando baixa forca ibnica, a natureza catibnicaugeerficie permite a rapida imobilizacdo
ibnica das proteinas, algumas enzimas séo inataolaeste reagente, muito provavelmente,

por conta dos residuos do sitio ativo serem maditis (GUISAN, 2006).

Figura 6 —Reacédo de ativacdo entre quitosana e glutaraldaide epicloridrina B)

CH ,0H

OH

HO

NH»

CHoOH
(&) (B)
Fonte: VIEIRA (2009).
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A ligacdo covalente entre os grupos amino e ald&iduinal do glutaraldeido é
irreversivel e resiste a valores extremos de pldnagpératura. Diferentes mecanismos sao
propostos para explicar a reacdo de glutaralde@mn a quitosana (MENDES, 2009).
MONTEIRO Jr E AIROLDI (1999) propuseram o mecanisoomo sendo uma interacao dos
grupos amino livres da quitosana com o grupo atddi glutaraldeido formando a Base de
Schiff (ligagéo imina).

Alguns pontos importantes devem ser conhecidos celamcdo ao uso de
glutaraldeido para imobilizacdo de enzimas (GUIS2006):

O controle do pH é importante. Se o pH € muito altglutaraldeido ira se

polimerizar e 0 suporte ndo ira reagir com a enzima

e A cor da suspensdo é um indicador do estado dargldeido. Se a

suspensao esta com cor acastanhada o suporte d€éi@groutilizado, pois a
reacdo do glutaraldeido estd comprometida;

* A baixa forca i6nica da solucdo tampdo € necesparia a adsorcao idnica

entre a proteina e o suporte;

* Aincubacéo adicional sob 25°C é necesséria pargimatm maior grau de

ligacéo;

* A baixa forga ibnica da solugéo tampéo de imolbgBmapermite a primeira

adsorcao ibnica da enzima no suporte. Depois déstar¢céo, o glutaraldeido
pode reagir covalentemente com 0 grupo amino prmédea proteina,

deixando a enzima ligada covalentemente ao suporte.

O mecanismo de reacao da epicloridrina com quitbsambém € bastante similar
ao glutaraldeido, no entanto, este agente de latim reage preferencialmente com os
grupos hidroxilas da quitosana (FANGKANGWANWON& al, 2006). Estas reacoes
podem ser efetuadas entre grupos hidroxilas de ohedéculas de quitosana (reticulagéo
intermolecular) ou reagir somente com um grupodxitht € o grupo epoxido livre seria
utilizado para uma determinada reacéo de intefgsspo reativo) (MENDES, 2009).

Glicidol apresenta em sua estrutura um anel odiran uma hidroxila,
diferenciando-se da epicloridrina apenas pelo atdencloro que esta apresenta em sua cadeia
e por isso sendo mais reativo (ADRIANO, 2008). @bt e epicloridrina reagem

preferencialmente com os grupos hidroxila, prodidzigéis glioxil (MENDES, 2009).
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Suportes ativados com glicidol e epicloridrina ggii-suportes) ndo sao capazes
de promover imobilizacdo de proteinas multiponteaite a pH 7,0 sendo necesséario um pH
alcalino cerca de 10,0. A pH alcalino, a imobil&@agcontece mais rapidamente devido a
forte concentracdo de aminoacidos lisina néo ialwiga Os grupos epoxidos sdo muito
estaveis e, por isso, a obtencdo de suportes cmntena elevada densidade de tais grupos €
absolutamente factivel (ADRIANO, 2008).

2.11 Biorreatores para hidrélise enzimatica de lacse

Como citado anteriormente, enzimas imobilizadasipdgam sua utilizacdo em
reatores continuos, trazendo com isso diversasgens. Assim, alguns reatores sdo usados
para hidrélise enzimatica de lactose, como: radgdeito fixo, de leito expandido (fluidizado)
e de membrana (ROY e GUPTA, 2003;tlal, 2007; HAIDER e HUSAIN, 2009).

A escolha do sistema de reator apropriado deperideigalmente do tipo de
imobilizacdo e do tipo de processo (ROY e GUPTAD30 além do que a mecéanica e
hidrodinamica do derivado e suporte (GUISAN, 2006).

Reator de leito fixo € uma das melhores opc¢Oes gigtamas de reacdo com
inibicdo pelo produto (CARRARAL al, 2003), como ocorre com a enzifirgalactosidase.
Sendo muito utilizado, assim, em pesquisas reladas a imobilizacdo de enzimas para
hidrolise de lactose (NAKKHARAT e HALTRICH, 2007; MRIOTTI et al, 2008; HAIDER
e HUSAIN, 2009). Neste reator, as particulas dévaeo sdo mantidas em uma coluna e o
substrato € bombeado em uma direcdo de fluxo. Reaimda o uso de biocatalisadores de
alta densidade, resultando em elevada produtividaslemétrica. Contudo, a principal
desvantagem deste reator € que a temperatura e dpHsdo facilmente controlados,
especialmente em reatores com diametro menor qam 1pois de acordo com OLIVEIR#t
al. (2011) ocorrem flutuacdes aleatdrias signifiGivde temperatura devido as nao
uniformidades do empacotamento mais pronunciadastgumenor for a relacado diametro do
leito por diametro da particula. E desejavel usaivddos de tamanhos uniformes e em fluxo
ascendente de substrato (LILLY e DUNNILL, 1976; GROVA et al, 2008).

No reator de leito fluidizado, a solucdo de sulstea alimentada a partir da

extremidade inferior da coluna a uma velocidade @lsuficiente para suspender as particulas
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de derivado (GUISAN, 2006). As particulas de detbsasdo geralmente muito pequenas, se
sua densidade é suficientemente alta, usam-sesquarticulas maiores para impedir que as
particulas mais densas saiam do reator. A prindesvantagem do reator de leito fluidizado
é a dificuldade de dimensionamento e sua utiliz&écg§eralmente restrita para pequena escala
de produtos de alto valor (RGat al, 2000).

Um reator de membrana possui uma membrana imersaretanque agitado, por
exemplo, membrana de dialise, que contém a enziperal(nente na forma livre) em uma
camara onde o substrato se move para dentro edatpree move para fora (GROSO\&A
al.,2008). Reatores de membrana representam umaitarda integrar conversao catalitica,
separacao e/ou concentracdo do produto, e recé@pedaccatalisador em uma Unica operacao
(GUISAN, 2006). As principais vantagens deste mscesdao o funcionamento continuo do
reator a baixa pressdo e alta concentracdo de @nZiumo desvantagem, apresenta
necessidade de substituicdo regular de membranbitacdo de difusdo através da
membrana (RIO®t al, 2004).
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3 — MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo, apresentam-se 0s materiailzadbs para o
desenvolvimento deste trabalho assim como a metg@doseguida para sintese dos suportes e
analises de atividade hidrolitica. Sendo estes rarpatos realizados nos laboratérios do
Grupo de Pesquisa em Processos BiotecnolégicosBioEHEQ/UFC e no laboratério de

Ciéncias Farmacéuticas CES/UFCG.

3.1 — Materiais

3.1.1 Suportes

Foram utilizados como suporte para imobilizacdotogana em po (grau de
desacetilacédo de 85,9%) adquirido junto a POLYMAIR ILTDA, Fortaleza, Ceara; Fibra de
casca de coco verde fornecido pela Embrapa Agretriddrropical e Sucos do Brasil S/A e

bagaco de caju fornecido pela Embrapa Agroindus$togical e Sucos do Brasil S/A.

3.1.2 Reagentes utilizados para o tratamento dgsostes

Para tratamento dos suportes, utilizaram-se os irgegureagentes: acido
cloridrico 37% (m/v) (Vetec/SP), hidréxido de sOdRAA. (Vetec/SP), acido acético glacial
(Vetec/SP), hidroxido de potassio P.A. (Vetec/SB¥fato de potassio monobéasico P.A.
(Vetec/SP), fosfato de potassio dibasico P.A. (M&e), Cloreto de manganés P.A.
(Vetec/SP), Cloreto de magnésio P.A. (Vetec/SPjtrdeoutros reagentes, todos de grau

analitico e marcas diversas.
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3.1.3 Enzima

B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) #duveromyces lactisLactozym& 2600 L,
4491,8 + 139 WUic.mL™ de extrato enzimatico (179,5 + 4,8 mg de proteihd.me extrato
enzimatico), atividade hidrolitica especifica ferca de 25,0 hc.mg* de proteina, da marca
Sigma Chemical Company (St Louis, MO)

3.1.4 Agentes ativantes

Glutaraldeido 25% (v/v) comercializado pela Vetég/$licidol (2,3-epoxi-1-
propanol) e epicloridrina (1-cloro-2,3-epéxido) adilos junto a Sigma Chemical Company
(St Louis, MO).

3.1.5 Substratos

Utilizaram-se a lactose P.A. (LAC) e soro de l@te p6é (74%, m/m) (SORL),

marca Alibra/SP, como substratos para as hidrééisgsnaticas do presente estudo.

3.1.6 Reagentes para analise de proteinas e glicose

Azul brilhante de Coomassie G 250 da marca Vete@3t enzimatico para

determinacao de glicose da marca Labtest DiagroStid.
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3.1.7 Reagentes para eletroforese

A acrilamida, bis-acrilamida, dodecil sulfato dedi®o(SDS), albumina de soro
bovino (BSA), persulfato de amdnio, N, N, N’, Nui@metilenodiamina (TEMED), glicerol
e ditiotreitol foram adquiridos da Sigma-AldrichyYE).

Marcador de baixa massa molecular contendo asrgegyiroteinas: (Fosforilase-
b, Albumina, Ovalbumina, Anidrase carbdnica, Indridie tripsina ex-lactoalbumina) foi
adquirido da GE Healthcare (EUA). Utilizou-se agiteapura Milli-Q (Millipore, EUA) para

a preparacao de todas as solugdes.

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacédo de particulas de quitosana 2,5%RAMNO, 2008)

A Quitosana em po foi dissolvida em solucdo dedaitkético 5% v/v. A solugéo
obtida foi homogeneizada por 30 minutos sob agitagécanica constante. O sistema obtido
foi adicionado lentamente a solucdo de NaOH 0,1Mazédo de 1/10 (v/v) e mantido sob
agitacdo moderada durante 4h a temperatura ambigpés este procedimento o suporte
obtido foi filtrado e lavado exaustivamente comagdestilada até a neutralidade, verificada
com o uso de indicador de fenolftaleina. O procedim para obtencdo das particulas de

quitosana 2,5% (m/v) esta esquematizado atravegydea 7.

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



45

Capitulo 3 —Materiais e Métodos Bezerra, C.S.

Figura 7 - Fluxograma mostrando a preparacéo das particulgsitbsana 2,5% (m/v)

10g de quitosana em pd

v
4 \

Adicionar 400 mL de solucéo
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\ 4

Adicionar 3,6 L de NaOH 0,1M
(razaol/1(, viv) € agitar por 4

y

Lavar exaustivamente com agua
destilada até a neutralidade

3.2.2 Preparacédo de particulas de quitosana 2,0egusda de ativacao

Utilizou-se esta metodologia, de acordo com BUDREEt al (2005) e VIEIRA
(2009), para preparacao de particulas de quitdd@da (m/v) para seguida ativacdo com trés
diferentes agentes ativadores: glutaraldeido, @jmicina e/ou glicidol.

O presente suporte foi obtido a partir de 2,0% )Ynde quitosana em po
solubilizada em acido acético 2,0% (v/v) e homogaua por 30 minutos em agitador
mecanico sob temperatura ambiente. Posteriorm@0tenL desta solucdo preparada foi
colocada em reator a temperatura de 50°C e deb@ul@gitacdo magnética alguns minutos
para estabilizacdo da solugcdo. Em seguida, adieonae 45 mL de KOH 0,5 M como
agente coagulante, mantendo a agitagéo por marsr2@os.

Por seguinte, seguiu-se para ativacdo deste supdittgonando-se glutaraldeido
0,8 % (utaraldeidbVreato) SOD @ solugéo de quitosana coagulada com KOHs 80omin de
ativacdo sob 50°C as particulas foram lavadasas ssn bomba a vacuo com agua destilada
em excesso sob temperatura ambiente no intuiterdever o excesso de glutaraldeido.

A Figura 8 ilustra o procedimento para obtencatogana 2,0% (m/v).
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Figura 8 - Fluxograma mostrando a preparacdo das particulgsittesana 2,0% (m/v) seguida de ativagéo com
glutaraldeido 0,8%, epicloridrina e/ou glicidol, taws 3,2%, (VativadofVreato)- (BUDRIENE et al, 2005;

VIEIRA, 2009). Observa-se no esquema apresentadodem e quantidade na qual os reagentes foram

colocados para a realizacao do ensaio

1 g quitosana em po6 50 mL &c. acético 2%

Agitacdo mecanica

y

Gel de quitosana 2% (m/v)

Adicionar 30 mL gel Adicionar 45 mL KOH 0,5 M

Reator a 50°C, sob agitacao

30 min
v

Adicionar o agente ativador

30 min

Lavar exaustivamente com agua destilada e sechoerha a vacuo

3.2.3 Preparacédo de quitosana-alginato-epoxilado

Quitosana em po (10 g) 2,5% (m/v) foi dissolvida €60 mL de &cido acético
5,0% (v/v) e mantidos sob agitacdo mecanica pamaobeneizacdo. Adicionaram-se a esta
emulsdo 40 mL de metanol e 4 mL de anidro acétiza pcetilagdo parcial da quitosana e
prossegui-se com agitacao por 1 h. Em seguida, dé aginato de sodio 2,5% (m/v) foram
adicionados ao gel o qual foi mantido por agitagdiol h. Adicionaram-se esta solugéo aos
poucos a 3,6 L de solugéo de NaOH 0,1 M (razad e (YsoiouitosaniVNaoH)) para a formagao
do gel e mantidos sob moderada agitacdo mecaniaatdu} h. Lavaram-se exaustivamente o

hidrogel com agua destilada e o secou com o awélibomba a vacuo.
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Para cada 10 g de gel obtido, adicionaram-se 100dendimetilformamida e
manteve-se sob agitagdo mecanica por 30 min a @Cseguida, adicionaram-se 0,89 de
KOH dissolvido em 3 mL de isopropanol e, ao finH), mL de epicloridrina, conforme
ADRIANO (2008). O sistema foi mantido sob agita¢g&tanda por 12 h a 60°C. Apods a
epoxilacdo, o gel foi exaustivamente lavado cormaatgstilada e Milli-Q e filtrado a vacuo.

3.2.4 Preparacédo do bagaco de caju

O bagaco de caju foi conservado em freezer divididovarios recipientes até sua
utilizacao.

Realizaram-se o tratamento do bagaco de caju segumdétodo utilizado por
DRAGONE et al (2006) para o tratamento do bagaco de malte pa@ducéo de cervejas
com algumas alteracbes e semelhante ao tratameiitado por PACHECO (2009).

Inicialmente, lavou-se 0 bagaco com agua paraadsatide impurezas. Repetiu-se a
lavagem por 5 vezes. Em seguida o bagaco foi sacestufa com recirculacdo de ar (Tecnal
Modelo TE-397/4) a 50°C, posteriormente trituradm diquidificador e estocado a
temperatura ambiente. Apos ser triturado, o sepfmit submetido ao tratamento &cido e

basico.

3.2.4.1 Tratamento acido

O tratamento acido consistiu na adicdo de HCI 384 ,(objetivando a remoc¢éo
da fracdo de hemicelulose presente no bagaco d€RACHECO, 2009). Para cada 100 g de
bagaco de caju utilizaram-se 1,5 L de HCI 3% (eiv) becker de 4L sob agitacdo constante
em banho termostatico (Tecnal, TE/0541) a 60 °C26rhoras. Em seguida, o bagaco foi
filtrado a vacuo e corrigiu-se o valor do pH uéalmlo solugdo tampéao fosfato de sodio 0,2 M
pH 8,0. Posteriormente, lavou-se o bagaco com aguanesma propor¢cao para retirar o

excesso do tampéo fosfato e depois secou 0 mesSMmé@em estufa com recirculacao de ar.
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3.2.4.2 Tratamento basico

O tratamento alcalino promove a deslignificacaddgaco de caju. Esta etapa foi
realizada em agitador orbital a 120 rpm e 30 °C2ddn. O tratamento de deslignificagdo com
NaOH 2,0% (m/v) foi conduzido na mesma proporc¢dizatla no tratamento 4cido, ou seja,
para cada 100 g de bagaco utilizaram-se 1,5 L @@H\226 (m/v). Posteriormente, filtraram-
se 0 bagaco tratado e ajustaram-se o pH com sotagduio acetato de sédio 0,2 M pH 4.
Em seguida, lavaram-se o material com agua destifausteriormente secaram-se em estufa
com recirculacéo de ar a 50 °C, trituraram-se gundificador e por fim o bagaco de caju foi
peneirado em peneiras com diametro de poros ef@4ec00,35 mm para obtencdo do bagaco
no tamanho desejado. A remocdo da lignina tem caijetivo expor mais grupos

hidrofilicos de carga positiva presentes na cedu(b$ANG et al,, 2008).

3.2.5 Preparacéo da fibra de casca de coco verdei@DA, 2006; BRIGIDA, 2010)

O processo de obtencdo da fibra, desenvolvidos peilarapa Agroindustria
Tropical (ROSAet al, 2002), consiste em submeter a casca a triturégdo triturador
helicoidal com motor trifasico de 30 HP), seguida prensagem e classificacdo (em
classificadora com motor trifasico de 5 HP e cilmalassificador que permite obter trés
fracdes granulométricas diferentes de p6 e umadrde fibra), de acordo com o fluxograma

representado pela Figura 9.
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Figura 9 - Fluxograma do processo de obtencao da fibra dachkescoco verde

Casca de coco verde

Trituracéo

\4

Prensagem

A\ 4

Classificacéo

A

P6 de coco Fibra de coco

Fonte: BRIGIDA (2010).

Para o presente trabalho, as fibras obtidas pelk®epso acima foram selecionadas

e cortadas até granulometria de 32 a 35 mesh.

3.2.6 Tratamento da fibra de casca de coco verde

A fibra de casca de coco verde foi utilizada des tférmas: sem nenhum
tratamento (fibra bruta), lavada com agua destigattatada com peréxido de hidrogénio.

Tais metodologias visaram a remocao de possivgigrgaas, resquicios de po e
sais presentes no suporte, as quais poderiamrcfarena area superficial durante o processo
de imobilizacao da enzima (SILVEIRA, 2010).

Apoés o processo de obtencéo da fibra de cascaateverde, esta foi utilizada
sem qualquer tipo de tratamento, fibra de casceode verde bruta, bem como lavada com
agua destilada e submetida a secagem em bombaue, fra de casca de coco verde

lavada.
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O tratamento da fibra de casca de coco verde caoxige de hidrogénio teve
como objetivo a eliminagéo de possiveis impurezasentes e lignina. Trabalhos (SHUKLA
e PAIl, 2005; BRIGIDA, 2006; BRIGIDA 2010; SILVEIRA2010) relatam a utilizacdo de
peroxido de hidrogénio (D,) como meio de reducdo de impurezas, pigmentosnhg ceras
e acidos graxos presentes no suporte, o que n&gssével com o simples tratamento com
agua destilada.

Este tratamento foi realizado de acordo com metgldescrita por SHUKLA e
PAI (2005). Para a oxidacao da fibra de casca de werde, prepararam-se uma solucéo 12,5
mM NaOH (m/v), assim 18 mL de perdoxido de hidrogé(B0%, v/v) foram completados
para um volume de 100 mL com esta solugédo de NaOehda 2 g de fibra, previamente
lavada com &agua destilada, adicionaram-se 40 mlsalecdo de NaOH com B, e
deixaram-se em banho Maria a 85°C, sob agitacd@ poras. Realizou-se lavagem com 200
mL de agua destilada quente (temperatura de apaokimente 100°C) e, posteriormente,
lavagem com agua fria (temperatura ambiente) erassec Por fim, secou-se em estufa com

recirculacéo de ar a 60°C até peso constante.

3.2.7 Ativacao dos suportes com glutaraldeido

A ativacéo dos suportes foi realizada com solugigldtaraldeido 5,0% (v/v) em
tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 adiciortldd mM MgC} e 0,1 mM MnC}, por
30 min a 25°C (razéo ¢V de 1/10). Apos a ativagdo, as particulas foraradas com

agua destilada para retirar o excesso de glutadaldEigura 10).

Figura 10 - Fluxograma mostrando a ativagao via glutaraldetostiportes preparados

1 g de suporte

Adicionar solucao de Seco a vact .
glutaraldeido em tampéo fosfat I Manter qu suave agitagao
de potassio 0,1 M pH 7,0 por 30 min a temperatura
acrescido de 2 mM Mggk 0,1 | ambiente
mM MnCl,

Filtrar a vacuo e lavar com
agua destilada

J
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3.2.8 Ativacao dos suportes tratados com dimetitiamida

Para esta ativacdo mediu-se 0,5 g de suporte &ioraal em tubo de Falcon de
50 mL. Em seguida, adicionaram-se 10 mL de dinoetiibmida e submeteu a agitagédo
rotacional branda sob temperatura ambiente dubamtia.

Posteriormente, adicionaram-se 0,5 mL de KOH 0,leMleixaram-se sob
agitacao branda novamente 5 min.

Por fim, adicionaram-se 2 mL de epicloridrina oucigbl, e deixaram-se a
mistura sob agitacdo leve e temperatura ambiemgtiuaproximadamente 18 h.

Apoés a ativacdo, os suportes foram lavados com dgatilada para retirar o

excesso dos reagentes utilizados (Figura 11).

Figura 11 - Ativac&o de suportes tratados com dimetilformamida

e N
Medir 0,5 g de suporte e
adicionar 10 mL de
dimetilformamida
(rotacionar por 5 min)
.
A4
{ N
Adicionar 0,5 mL de
KOH 0,1 M
(rotacionar por 5mir
\ J

A\ 4

N
Adicionar 2 mL de agente
ativador

(rotacionar overnigh
\ J

4 N
Lavar exaustivamente
com agua destilada e

secar com bomba a vac

\ J

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



52

Capitulo 3 —Materiais e Métodos Bezerra, C.S.

3.2.9 Procedimento de imobilizagéo

Apés a preparacdo e ativacdo dos suportes, reazoo procedimento de

Imobilizagéo dg8-galactosidase, conforme esquematizado na Figura 12

Figura 12 - Fluxograma do procedimento de imobilizacdo da eazam diferentes suportes

Suporte Suporte + Ativador Imobilizacao conp-galactosidase
deKluyveromyces lactis

Biocatalisadc

Para certificar-se que durante o processo de imabdo a atividade enzimatica
ndo decresceria, durante o periodo de incubacdactonpanhado paralelamente a possivel
queda de atividade, reservando uma pequena aligaosmlucdo enzimatica utilizada para

imobilizacéo e verificada sua atividade hidrolitssgguindo o item 3.2.12.1.

3.2.9.1 Procedimento de imobilizagéo por ligacavatente

B-galactosidase (10 mg de enzina.de suporte) foi adicionada em suportes
previamente ativados em tampao fostato de potd€§ionM pH 7,0, adicionado de 0,1 mM
de MnCh e 2 mM de MgGJ, razéo mypordVsol. de 1/10, incubados por um periodo de 3 h, sob
suave agitacdo a 25°C. Ao final os derivados obtidoam lavados com agua destilada para
eliminacdo de enzima residual e secos em bombeumva

Para a imobilizacdo digalactosidase em quitosana 2,0 % (m/m), procedalas

mesma maneira, modificando apenas a concentracgmudgio tampé&o para 20 mM.
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3.2.9.2 Procedimento de imobilizagdo por adsorgédobagaco de caju

B-galactosidase (10 mg de enzimh.de suporte) foi adicionada ao suporte
desenvolvido no item 2.2.4 sem ativacdo em tampstatb de potassio 100 mM, adicionado
de 0,1 mM de MnGle 2 mM de Mg, razéo rypordVsoel. de 1/10, incubados por um periodo
de 3 h, sob suave agitacao rotacional a 25°C. Wad &is derivados obtidos foram lavado com

agua destilada para eliminacédo de enzima residged@s em bomba a vacuo.

3.2.10 Determinacao de proteinas

A concentracdo de proteinas das preparacfes eramddi determinada pelo
método de BRADFORD (1976) usando curva de caliloralgApadrdo soro albumina bovina
cristalina (BSA) valida em uma faixa de concentoadd 0 a 0,6 g. &

3.2.11 Eletroforese SDS-PAGE

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilansida condi¢cbes desnaturantes e
ndo redutora (SDS-PAGE) foi utilizada para deteapdo da pureza das fragbes enzimaticas
em diferentes concentracdes de enzfgmlactosidase (0,9; 1,5; e 1,9 mg de proteind.mL
de extrato enzimatico). As analises foram realigadaequipamento (Fonte PS 1006, Apelex,
Franca) utilizando gel de poliacrilamida (30% deilamida e 2,7% de bisacrilamida),
conforme protocolo apresentado por LAEMMLI (197@g concentracdo de 7,5%. As
diferentes concentracdes da enzima foram aqueaid@9C por 10 min e aliquotas de 10 a
15 uL de cada amostra foram aplicadas aos géis. Odagyaim submetidos a uma voltagem
de 180 V, em cubas verticais e a coloracdo foiizaad com nitrato de prata, conforme
MORRISSEY (1981).

A Figura 13 representa o equipamento utilizado paaadalise de eletroforese do

presente trabalho, indicando a voltagem utilizd@® (V) e a corrente (81 mA).
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Figura 13 - Sistema de eletroforese

3.2.12 Ensaios de atividade enzimatica

3.2.12.1 Determinacéo da atividade hidroliticagtgalactosidase soluvel

A atividade da p-galactosidase foi determinada pela hidrolise detoe
comercial. Na hidrolise da lactose a reacdo foidoaida em frascos de vidro de 10 mL
contendo 5 mL de solucédo de lactose 5% (m/v) enpdanfostato de potassio 100 mM pH
7,0, adicionado de 0,1 mM de Mn@& 2 mM de MgGl sob temperatura de 37°C (TORRES
et al.,2006; VIEIRA, 2009), inicialmente por 10 min paeamostatizacdo do substrato. Em
seguida, adicionaram-se hb de amostra previamente diluida (enzima solUvebeacéao foi
mantida a 37°C por 10 min, quando da retirada ttpata a qual teve reacéo interrompida
pelo uso de solucdo de 0,1M NaOH. A glicose prathufdi quantificada pelo método GOD-
PAP utilizando um kit enzimatico para dosagem amgé (TRINDER, 1969).

A atividade hidrolitica d@-galactosidase foi quantificada através da conaefitr
de glicose (g.L!) formada, quantificada espectrofotometricamen®@ nm. Para o branco,

utilizou-se apenas a lactose 5% (m/v) sem a prasgaamostra.
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Uma unidade d@-galactosidase foi definida como a quantidade darencapaz
de liberar 1umol de glicose por minuto nas condicbes descritaisiaa A atividade foi

calculada de acordo com a equacao abaixo:

[GLI1(mg/mL) X Vy(mL) X 5,5(umol/mg) (1)
Ty (min) X Vy(mL)

At (Upac/mL) =

sendo [GLI] (concentracdo de glicose); Wolume do reator); J(tempo de hidrdlise); ¥

(volume de enzima) e 5,5 (fator de converséo delenglicose paramol de glicose) .

3.2.12.2 Determinacao da atividade hidroliticafggalactosidase imobilizada

A atividade dap-galactosidase imobilizada foi determinada pelo oahétde
hidrolise de lactose de acordo com metodologia fitadia de TORRES®t al. (2006). Mediu-
se 0,1 g de derivado (enzima imobilizada no supertadicionaram-se em reator batelada a
37°C contendo 5 mL de solugéo de lactose 5% (nmvjaenpdao fosfato de potassio 100 mM
pH 7,0 adicionado de 0,1 mM de M@ 2 mM de MgCl sob agitacdo mecéanica suave
(VIEIRA, 2009). A Figura 14 apresenta o sistemabatielada para hidrélise de lactose.

A reacgdo foi mantida a 37°C por 10 min, quandoetizada da aliquota da fracéo
soluvel a qual teve reacdo interrompida pelo uscsaacdo de 0,1M NaOH. A glicose
produzida foi quantificada pelo método GOD-PAP (NBER, 1969).

A atividade hidrolitica d#-galactosidase foi quantificada através concentrdea
glicose (g.[') formada, quantificada espectrofotometricament®5@ nm. Para o branco,
utilizou-se apenas a lactose 5% (m/v) sem a prasggmamostra.
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Figura 14 - Representagdo do sistema descontinuo para prodig;@@alactose e glicose. Onde 1: agitador
mecanico; 2: reator batelada encamisado contendierivado e substrato; 3: banho termostatico com

recirculagédo para manutencdo da temperatura déaeag

Uma unidade d@-galactosidase foi definida como a quantidade dénencapaz de
liberar 1umol de glicose por minuto nas condi¢cdes descritama A atividade foi calculada

de acordo com a equacao abaixo:

[GLI](mg/mL) X Vz(mL) x 5,5(umol/mg) 2)
Ty(min) X Mg(g)

Atperivado (ULAC/g) =

sendo [GLI] (concentracdo de glicose); Wolume do reator); J(tempo de hidrolise) e M
(Massa de derivado).
A hidrolise de lactose e soro de leite também dalizada em reator continiuo,

visando a determinacao de concentracao de glicoseizida.
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3.2.13 Estabilidade operacional

Com o proposito de aplicar os derivados desenvadvitb presente trabalho em
processos de hidrolise continua, realizaram-se tabikdade operacional dos melhores
derivados por meio do uso de reator de leito fikmentado com solu¢do de lactose 2,0 %
(m/v) e de soro de leite com teor lactose de 5,Qn?A&) em solucdo tampéao fosfato de
potassio pH 7,0 100 mM, adicionado de 0,1 mM de Mm®C2 mM de MgCJ, sob 37°C
durante 10 horas.

Utilizaram-se baixas (10 mg de enzimA.gle suporte) e altas cargas de
imobilizacdo (400 mg de enzim&.ge suporte) oferecidas para aplicacéo destesadesvno
reator continuo de leito fixo. Contudo, para todiss ensaios o reator continha carga
enzimética de 23,7 dc para todos os derivados aplicados, assim coma&ovde operagao
foi de 0,2 mL.mift. A Figura 15 representa o sistema de reacéo.

Figura 15 —Representacdo do sistema continuo para producgelaetose e glicose. Onde 1: alimentacdo de
substrato; 2: reator tubular encamisado de leitm dontendo o derivado e algodao para controléainia vazao
e como prevencdo de perda de biocatalisador; 3ip@qoara controle da vazdo do substrato 4: Banho

termostatico com recirculagao para manutencaordpamtura de reacao
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A coluna apresentava as seguintes dimensdes: coemin de 80 mm e diametro
de 9 mm. A massa de cada derivado estudado vamofurecdo da sua atividade aparente,
desta forma, serao citados nos resultados, de magcesentar 23,7, kt no reator.

Aliguotas do produto foram coletadas a cada 30 enquantificada através da
concentracdo de glicose () formada, com o uso do kit enzimatico com leiterm
espectrofotdmetro a 550 nm, sendo cada ponto phcata.

Ao final do tempo de reacdo, 10 h, avaliaram-setigdade residual deste

derivado de acordo com o item 3.2.12.2.

3.2.14 Ensaios de temperatura — atividade enzinaatic

Verificou-se a influéncia da temperatura sobre igidetde dap-galactosidase
soluvel, assim como também imobilizada, atravésedado de hidrdlise de lactose 5 % (m/v)
em tampao fostato de potassio 100 mM pH 7,0, aticio de 0,1 mM de Mn&k 2 mM de
MgCl,, de acordo com os itens 3.2.11.1 e 3.2.11.2, delatintervalo de 15 a 70°C.

Atividade relativa foi definida como a razdo erdratividade inicial enzimatica

medida a uma determinada temperatura e a atividami@ enzimatica maxima.

3.2.15 Ensaios de pH — atividade enzimatica

Verificaram-se a influéncia do pH do meio reaciosabre a atividade df-
galactosidase soluvel e imobilizada por meio dadkigk de lactose 5 % (m/v), a 37°C, em
tampao fostato de potassio 100 mM, adicionado Hen®) de MnC} e 2 mM de MgCI2 com
diferentes valores de pH, variando de 5,5 a 9,@cdedo com os itens 3.2.11.1 e 3.2.11.2.

A atividade relativa foi definida como a razao erdratividade inicial enzimatica

medida a um determinado pH e a atividade inicialreética maxima.
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3.2.16 Avaliacdo da interacdo enzima-suporte soloesgem a 10°C

A avaliacdo da interacdo enzima-suporte foi vexda incubando-se o derivado
obtido em solucdo tampéo fosfato de potassio pHL@® mM, adicionado de 0,1 mM de
MnCl, e 2 mM de MgG), conservado em geladeira a 10°C. A cada 30 diaividade do
derivado foi medida de acordo com o item 3.2.12¢hdo este descartado apos sua medicao.

A escolha do tampao fosfato de potassio e naadie & preferivel, uma vez que
os ions de sodio desfavorecem a atividade da erfzgaéactosidase (VIEIRA, 2009), motivo
pelo qual é utilizado como agente (0,1 M NaOH) patarrupc¢do da reacdo de hidrdlise. De
acordo com VIEIRA (2009), para hidrélise de lactoseavés dap-galactosidase de
Kluyveromyces fragiliseste tampdo com seus respectivos co-fatores apvasenaior
eficiéncia hidrolitica, frente a outras diferentesncentracbes e tampdes. Segundo
RODRIGUEZ et al (2006), a presenca dos cations bivalentes?MgMn estimula a

atividade da presente enzima.

3.2.17 Determinacdo dos parametros de imobilizacao

Aliguotas da solucdo enzimatica sobrenadante w@iftbranco) e ao término da
imobilizacdo foram retiradas para a quantificacacatividade hidrolitica inicial e residual.
As Equacbes 3, 4 e 5 foram utilizadas para a ez dos calculos dos parametros de
imobilizacdo, como rendimento de imobilizacdo (Rijyidade teodrica (Atsricy) € atividade

de recuperada (Afcuperadh

RI(Y%) = Ato(Upac- mL™Y) — Atpesiguar (Urac- mL™") 100 (3)
( 0) B AtO(ULAc.mL_l) %

Sendo A (atividade oferecida no inicio da imobilizacdoluitla em tampéo) e Adsiqual

(atividade residual presente no sobrenadante ajpdslalizacao).
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o Ate(Upac.mL™) X Cppereciaq(mg.g™1)
AtreoricaUiac87) = [P](mg m]f-rigl - X RI

(4)

Sendo A4 (atividade oferecida no inicio da imobilizacaduitla em tampao); &erecidga(Carga
de proteina oferecida); [P] (Concentracdo de prageino extrato) e Rl (Rendimento de

imobilizagéo, sendo 1,0 referente a 100%),

AtDerivado (ULAC- g_l) (5)
At (%) = x 100
Recuperda AtTeérica (ULAC- g_l)

Sendo Aberivado(Atividade hidrolitica aparente do derivado).

3.2.18 Ensaios de carga maxima e efetividade

Ensaios de carga maxima de imobilizacdo e efetiddaram realizados com os
melhores derivados obtidos. Empregaram-se cargasi&ticas de 5 a 400 mg de enzinfa.g
de suporte.

Para o calculo da efetividadg) (itilizou-se a Equacao 6:

_ AtRecuperada (%) (6)
100

n

Sendo Akecuperad{Atividade recuperada do derivado).
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3.2.19 Influéncia da variagéo de tempo de imobitza

O ensaio de variacdo de tempo de imobilizacdo vesamliar a influéncia do
tempo de incubagdo em relagcdo ao rendimento deilinagdio, atividade recuperada e
estabilidade operacional do melhor biocatalisagltlizando tempos entre 3 e 48 h.

3.2.20 Determinacao dos parametros cinéticos

Determinaram-se 0s parametros cinéticog, &K Vinax, POr meio do ajuste do
moldeo de Michaelis-Menten, bem como também o noodelLineweaver-Burk aos pontos
experimentias. Para tanto, analisaram-se a atigidanzimatica frente a variacdo de
concentracdo de lactose (4 a 8%, m/v), utilizandmesma carga enzimatica papa

galactosidase soluvel e imobilizada (1Q.¢) a 37°C.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, apresentar-se-ao 0s resultados disasssdes referentes aos
experimentos realizados.

Inicialmente serdo apresentados os resultadoseg@anacéo dos derivados obtidos
no processo de imobilizacdo da enzitngalactosidase em suportes desenvolvidos a partir d
quitosana, bagaco de caju e fibra de coco verde,ctano rendimento de imobilizacdo e
atividade recuperada, assim como também, caraamtées da enzima sollvel. Em seguida,
apresentam-se as aplicagbes dos melhores derivados, suas devidas aplicagbes,
objetivando dados relacionados a carga maximayiefede e estabilidade operacional. Por
fim, expdem-se acerca de estudos complementarasoparelhor biocatalisador, entre eles,
cinética enzimética, tempo de imobilizacdo e ebtlnie de estocagem a baixas

temperaturas.

4.1. Atividade hidrolitica da enzima soluvel

A atividade hidrolitica da enzima soluvel, extratmmercialp-galactosidase de
Kluyveromyces lactisapresentou um valor de 4491,8 + 139 4xdmL™ de extrato
enziméatico, determinado em triplicata. Para tgbost, utilizou-se tampao fosfato 100 mM
pH 7,0 adicionado de 0,1 mM de Mn@l2 mM de MgGl

4.2 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por ligagdo covalente em
suporte ativado com glutaraldeido 5% (v/v)

Os suportes preparados foram ativados com gld&ickl e utilizados para
imobilizagdo def-galactosidase dK. Lactis de acordo com o item 3.2.9.1, em pH 7,0 e
temperatura ambiente. A Tabela 4 apresenta odadeslobtidos relativos aos parametros de

imobilizacédo para os derivados obtidos.
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Tabela 4 Parametros de imobilizacdo pejalactosidase em suportes ativados com glutadadeio (v/v) por 3
horas. Carga oferecida de 10 + 1,5 mg de protéfgalgTampé&o fosfato de potassio pH 7,0 100 mM adaio
de 2mM MgC} e 0,1 mM MnCJ. Sendo (R rendimento de imobilizacdo, g atividade recuperada, {A
atividade teorica de imobilizagéo e Aatividade aparente

Suporte R Ar An Aap
(%) (%)  (Uiac.g'suporte)  (Uiac.g’suporte)

Quitosana 2,5% (m/v) (QUELu1) 100 13,8 342,1 47,2
Quitosana-Alginato-Epoxilado (QAE) 0 0 0 0
Fibra de casca de coco verde bruta (CB) 1936 74,3 2,7
Fibra de casca de coco verde lavada (CL) 3754 159,8 3,9
Fibra de casca de coco oxidada (CO) 59,8 274,1 2,2
Bagaco de caju (BC) 38,729 175,0 51

Observa-se que o melhor suporte para este tipatidecdo e imobilizacéo foi
quitosana 2,5% (m/v) (QUHLu1), Visto o rendimento de imobilizag&o e atividagarante de
100% e 47,2 Wc.g gel, respectivamente. Este resultado se deve aicagiio da ativacéo
de quitosana com glutaraldeido, tornando o supori® maior nimero de grupos aldeidos os
quais se ligam aos grupos amino da enzima, poguitasana ha um maior nimero desses
grupos. Tal resultado de imobilizacdo € devido @sg@mca de grupos amino no suporte
guitosana, os quais reagem com 0s grupos de afddaativador, que por sua vez, também
reage com 0s grupos amino da enzima. A atividadeeafe apresenta este resultado
possivelmente por conta do transporte de massadimento estérico, assim como também
deformacfes da enzima durante o processo de imeddld, como verificado em alguns
estudos (PESSELAt al, 2007; ADRIANO, 2008; VIEIRA, 2009).

A escolha do tampdao fosfato de potassio na prasgecsais também favorece o
resultado, pois influencia na estabilizagéo dareazi

Nota-se ainda que o tempo de incubacao, 3 h, owes# suficiente para que toda
carga enzimatica oferecida fosse imobilizada, cobs®rvado por VIEIRA (2009), visto que
a imobilizacdo de enzimas em suportes ativados glataraldeido € extremamente rapida,
devido a alta reatividade desse reagente ativait@®N SO, 2005). A escolha do pH 7,0 para
imobilizacdo baseia-se no fato deste ser o quesapi@ melhores resultados para a enzima

soluvel (Ver item 3.15 — melhor pH). Além do qua) pH 7,0 o glutaraldeido e a enzima

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



64

Capitulo 4 —Resultados e Discussoes Bezerra, C.S.

hY

formam ligacdes covalentes devido a reatividadegtitaraldeido, explicando-se assim
também a queda da atividade recuperada.

A Tabela 4 ainda nos mostra que a imobilizacdf-dalactosidase, em mesmas
condicdes, nos suportes fibra de casca de coce beuth (CB), fibra de casca de coco lavada
(CL), fibra de casca de coco oxidada (CO) e bagkcoaju (BC) n&o ultrapassou 60% de
rendimento de imobilizacdo, sendo o derivado COethar destes, 59,0%, 3 vezes superior
ao derivado CB. A auséncia de grupos amino nosregjooposto ao verificado em
quitosana, pode desfavorecer seus resultados dagfoea percentual de imobilizacdo e
atividade recuperada, assim como também a baixsipade e baixa area superficial.

Porém, comparando-se a atividade recuperada degtesro derivados,
percebemos que o CO apresentou o menor valor, 8,§%e ainda, o derivado com menor
percentual de atividade recuperada, CB com 19,3Mgia o maior valor para atividade
recuperada dentre estes, 3,7%.

O derivado de bagaco de caju (BC) apresentoutadss intermediarios,
comparado a CV. Também com rendimento de imobd#izaaixo (38,7%), apresentou
atividade aparente, 5,1%, superior a CL, 3,9%. damnento basico por meio do uso de
hidroxido de sédio, como objetivo de remover aitigndo BC, promove ainda o aumento da
possibilidade da enzima penetrar no suporte potacdo aumento da porosidade, e assim
realizar sua imobilizagdo, como verificado por (RO, 2009; GONDIM, 2010). Por
outro lado, a utilizagcdo de NaOH no tratamentodmagiem 3.2.4.2) pode ter prejudicado a
atividade da enzima, resultando em baixos parésjettma vez que pode ainda haver
residuos deste reagente no suporte por falha epeaprejudicando sua aplicacdo coiffra
galactosidase, a qual, como dito anteriormente seuxndesempenho prejudicado na presenca
de hidréxido de sédio.

Portanto, o tratamento basico e acido deve séirada corretamente para total
remocéao das porcgdes de lignina e hemi-celulosendindo a rigidez e impermeabilidade da
parede celular do BC, além do que o uso de reagyadexjuados a cada aplicacdo de enzima.

Mesmo utilizando tampé&o fosfato de potassio supfgatio com fons de Nfge
Mn*?> com pH adequado parp-galactosidase, ndo se obteve imobilizacdo no s&ipor
guitosana-alginato-epoxilado (QAE), consequenteenardtividade aparente do derivado foi
nula. A reatividade do suporte pode justificar asxbs parametros de imobilizagc&o, contudo a

utilizacdo de outros agentes ativantes possa aesu#lhores respostas. Assim, conclui-se que
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esta metodologia de ativacdo e imobilizacdo ndoastrou aplicavel pargalactosidase de
Kluyveromyces lactis

VIEIRA (2009) realizou imobilizacdo d@-galactosidase de&luyveromyces
fragilis em QAE e obteve baixos valores para rendimentandsbilizacdo e atividade
recuperada. Segundo VIEIRA (2009), o protocolo rdehilizacdo de enzimas em suportes
epoxido requer alta forca idnica (1 M) para forgadsorgéo hidrofébica da enzima.

4.3 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por ligagdo covalente em
suporte ativado com glutaraldeido 0,8% (v/v) a 50°GBUDRIENE et al., 2005; VIEIRA,
2009)

A Tabela 5 apresenta os resultados relativos adsngéros de imobilizacao para
os derivados obtidos. Os suportes foram preparad@SC e seguiu-se a mesma temperatura
ao serem ativados com glutaraldeido 0,8% (v/v),fiporutilizou-os para imobilizacdo d&
galactosidase de€. Lactis de acordo com o item 3.2.9.1, utilizando sob pHe7temperatura

ambiente.

Tabela 5 Parametros de imobilizacdo @egalactosidase em suportes ativados com glutacald@i8% (v/v)
coagulados com KOH a 50°C, incubados por 3 horatesoperatura ambiente. Carga oferecida de 10 md,5
de proteina.;ggel. Tampé&o fosfato de potassio pH 7,0 20 mM adatio de 2mM MgGle 0,1 mM MnC}.
Sendo (R rendimento de imobilizagéo, A atividade recuperada, {A atividade tedrica de imobilizacdo e

(A4p atividade aparente

Suporte

(%) (%) (Utac.g'suporte)  (Upac.g'suporte)
Quitosana 2,0% (m/v) (QUELu2) 100 19,2 395,5 76,1
Fibra de casca de coco verde bruta (CB) 0 0 0 0
Fibra de casca de coco verde lavada (CL) 0 0
Fibra de casca de coco oxidada (CO) 0 0 0 0
Bagaco de caju (BC) 0 0 0 0
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As condicbes de obtencdo dos suportes e ativagia pplicacdo para
imobilizagdo de3-galactosidase adotadas foram baseadas na metedde@UDRIENEet
al. (2005).

VIEIRA (2009) estudou na preparacdo do suportarsagao do coagulante da
quitosana, temperatura de preparagcao e tempo delimagao para obtencéo de derivado de
quitosana 2,0% (m/v) ativada com glutaraldeido (TyJl,). Assim as melhores condigbes
(rendimento de imobilizacdo e atividade recuperat@)% para ambos) foram com
coagulante 0,5 M KOH, temperatura de 50°C e 3 imailizacdo, justificando-se assim a
escolha destes parametros no presente trabalho.

Segundo EL-TAHLAWY e HUDSON (2005), hidroxido detassio é o melhor
coagulante alcalino para quitosana, comparadodroxido de sodio e de litio, uma vez que
apresenta a maior taxa de difusdo de KOH na gui¢éodaesta forma a utilizacdo de KOH
para este procedimento (QWT2) pode ter sido um dos fatores para melhores eskgtde
atividade recuperada e aparente, aliado ao usoltds #emperaturas (50°C), quando
comparado aos do QUdTu;, 0 qual utilizou NaOH como agente coagulante satperatura
ambiente.

Porém, como pode ser verificado na Tabela 5, ar\ atividade recuperada nao
atingiu 100%, mesmo diante da total imobilizaca@zama no suporte QUELy,. Por outro
lado, percebe-se que o método utilizado mostrolnone$ resultados quando comparado ao
QUITgLu1 (Tabela 4), modificado a concentracdo do supodagulante e sua concentragao,
além da temperatura superior. O rendimento de imabéo e atividade aparente para
QUITgLuz apresentou um acréscimo de 39 e 61%, respectitamguando comparado ao
QUITGLu1.

Assim como verificado por VIEIRA (2009), uma etapgortante para melhores
resultados para esta metodologia € o rapido resfnto do suporte apos sua preparacao ser
finalizada. Uma vez que o uso de altas temperat(5@%C) pode gerar o aumento dos
diametros dos poros para favorecer a eficiéncianddilizacdo, o resfriamento lento pode
promover retrocesso, 0 que provoca o retorno das\etros de poros da quitosana para o
tamanho inicial.

Durante a imobilizagéo, efeitos de distor¢cdo deugsi ativa da enzima também
podem ter ocorrido, causando mé orientacdo dumaptecesso de imobilizagdo. A distor¢ao

da enzima é consequéncia da alta reatividade dexutes de glutaraldeido, reatividade essa
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capaz da formacgdo de dimeros, trimeros ou gramulé@sgros insaturados alfa e beta entre
suas moléculas (MENDES, 2009).

Ao contrario doderivado QUIE u2 (Tabela 5), os derivados CB, CL, CO e BC
apresentaram rendimento de imobilizacao nulo, sugdemque a metodologia néo € aplicavel
para estes, assim como a variagdo de temperatageme coagulante ndo proporciona
resultados melhores quando comparados aos da ahm& nas fibras, por haver baixa area
superficial (0,9 Mfig) e porosidade (BRIGIDA 2010), o glutaraldeida@der polimerizado
sobre a fibra prejudicando uma possivel adsorcéo kgacdes covalente da enzima sobre

esta, como observado na tabela 1. Essa polimeoizagie ter sido induzida pela temperatura.

4.4 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por ligagdo covalente em

suporte ativado com epicloridrina 3,2% (v/v)

A Tabela 6 mostra que a ativacdo de quitosana Zy) com epicloridrina
(QUITep) apresentou um resultado ainda melhor que paraTQUI e QUITsLuz
apresentados anteriormente. O rendimento de imabdp permaneceu sendo 100%. Com
relacdo a atividade recuperada do derivado o ezBulfoi superior, 26,6%, comparado aos
derivados QUIE y1 € QUITgu2.

O mecanismo de reacao da epicloridrina com quitbgabastante semelhante ao
do glutaraldeido, no entanto, este agente de ativeeage preferencialmente com os grupos
hidroxilas da quitosana (MENDE& al., 2011a). Nesta ativacdo, podem-se gerar grupos

epoxidos muito reativos que facilitardo a imobiiza da enzima.
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Tabela 6 Parametros de imobilizacdo @egalactosidase em suportes ativados com epicloadsi,2% (v/v)
coagulados com KOH a 50°C, incubados por 3 horatesoperatura ambiente. Carga oferecida de 10 m,5
de proteina.ggel. Tamp&o fosfato de potassio pH 7,0 20 mM adao de 2mM MgGle 0,1 mM MnCJ.
Sendo (R rendimento de imobilizacao, g\ atividade recuperada, {A atividade tedrica de imobilizacéo e

(A4p atividade aparente

RI Ar At Aap
Suporte

(%) (%)  (Upac.g'suporte) (Upac.g'suporte)
Quitosana 2,0% (m/v) (QUER) 100 26,6 2479 65,9
Fibra de casca de coco verde bruta (CB) 0 0 0 0
Fibra de casca de coco verde lavada (CLD 0 0 0
Fibra de casca de coco oxidada (CO) 0 0 0 0
Bagaco de caju (BC) 0 0 0 0

Ainda de acordo com a Tabela 6, nota-se que, danaéorma que na Tabela 5,
nao houve imobilizagdo da enzima nos suportes CBCO e BC. Mostrando assim, que esta
metodologia ndo é aplicada para estes suportes anegrdificando o agente ativador. Tais
resultados podem ser promovidos pela temperatonatedologia de ativacdo dos suportes.
Assim como discutido no item anterior, este tiposdporte possui baixa area superficial e
porosidade, e assim como o glutaraldeido, a epiclioa pode ter polimerizado sobre a fibra
prejudicando uma possivel adsor¢cdo e ou ligacoealaste da enzima sobre esta. Essa

polimerizacdo pode ter sido induzida pela tempesiatu

4.5 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por ligagdo covalente em

suporte ativado com glicidol 3,2% (v/v)

Observando-se a Tabela 7, verificamos que a inzalgéio de8-galactosidase em
quitosana 2,0% (m/v) ativado com glicidol (QWI]), assim como os derivados de quitosana
apresentados anteriormente, apresentou 100% deneartd de imobilizacédo, o que evidencia
que a mudanca de agente ativador ndo desfavoretepaametro. Com relacdo a atividade
recuperada, este apresentou semelhanca com o dteri@UITep, 26,6 e 27,2,
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respectivamente. Tal comportamento contraria o eitma@ue define a epicloridrina mais
reativa que o glicidol, como verificado por ADRIANR008) e RODRIGUE®t al (2008),
talvez pelo fato da utilizacdo de altas temperatura processo de ativacdo, bem como
metodologia de imobilizacdo ou a auséncia da o&m@apm periodato de sodio para geracéo

de grupos glioxil.

Tabela 7 Pardmetros de imobilizacdo dkgalactosidase em suportes ativados com glicidae3{v/v)
coagulados com KOH a 50°C, incubados por 3 horlagesoperatura ambiente. Carga oferecida de 10 id),5
de proteina.;ggel. Tampé&o fosfato de potassio pH 7,0 20 mM adatie de 2mM MgGle 0,1 mM MnC}.
Sendo (R rendimento de imobilizagéo, A atividade recuperada, {A atividade tedrica de imobilizacéo e

(Agp atividade aparente

Suporte

(%) (%) (Utac-g'suporte)  (Uiac.g'suporte)
Quitosana 2,0% (m/v) (QUHEL) 100 27,2 277,7 75,6
Fibra de casca de coco verde bruta (CB) 0
Fibra de casca de coco verde lavada (CL) 0 0
Fibra de casca de coco oxidada (CO) 0 0 0 0
Bagaco de caju (BC) 0 0 0 0

Vale ressaltar que, quando comparado com o deri¢adITs y,2, percebemos
gue este mesmo com uma atividade recuperada mes@e4), apresentou valor semelhante
para atividade aparente, enquanto para o derivat® &y, foi 76,1 Uac.g™ de gel.

Com relacao aos derivados CB, CL, CO e BC, o massudtado se repete como
visto nas sec0Oes 4.3 e 4.4, apresentando rendirdentoobilizagdo nulo. Assim, a mudanca
de agente ativador, para estes derivados, ndoeapoesmelhoria. Embasando-se no fato
destes tipos de suportes (CB, CL e CO) possuirema kirea superficial e porosidade
(BRIGIDA, 2010), e assim como o glutaraldeido eclgpidrina, o glicidol pode ter
polimerizado sobre a fibra prejudicando uma possidsorcédo e ou ligacdes covalente da
enzima sobre esta. Essa polimerizacao foi possergkninduzida também pela temperatura

ou por conta da auséncia da oxidacdo com periagasoddio para geracéo de grupos glioxil.
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4.6 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por ligagdo covalente em
suporte tratado com dimetilformamida e ativado conepicloridrina

Com a finalidade de deixar a quitosana intumesejdassim, favorecer a reagao
pela maior exposicdo dos grupos funcionais reat(@®A&RCIA et al, 2008), aplicou-se
dimetilformamida (DMF) nos suportes para fase deafio.

De acordo com a Tabela 8, constatamos que o peatethe rendimento de
imobilizagdo decaiu pouco mais de 50% para o daéoiv@de quitosana 2,5% (m/v) (QUIT-
DMFgp) quando comparado aos dados obtidos para outrosdies utilizando quitosana
como suporte citados anteriormente, uma vez qu&b pode ter causado uma “barreira” a
formacédo de novos grupos funcionais durante acitovaue favorecesse a imobilizacdo da
enzima, ou possivelmente o tempo de imobilizacé8 Hepara esta metodologia de ativacao

nao tenha sido suficiente.

Tabela 8 Pardmetros de imobilizacdo fleyalactosidase em suportes tratados com dimetitforicka e ativados
com epicloridrina, incubados por 3 horas sob teaipes ambiente. Carga oferecida de 10 + 1,5 mg de
proteina.ggel. Tampéo fosfato de potéassio pH 7,0 100 mM adazio de 2mM MgGle 0,1 mM MnC}. Sendo
(R) rendimento de imobilizacéo, gA atividade recuperada, {A atividade tedrica de imobilizagéo e A

atividade aparente

RI AR AT Aap
Suporte

(%) (%) (Utac-g'suporte)  (Upac.g'suporte)
Quitosana 2,5% (m/v) (QUIT-DMp) 49 68,1 252,3 171,8
Fibra de casca de coco verde bruta (CB) 0
Fibra de casca de coco verde lavada (CL) 0
Fibra de casca de coco oxidada (CO) 0 0 0 0
Bagaco de caju (BC) 0 0 0 0

Por outro lado, para este baixo valor de rendimeddg imobilizagéo, 49%,
apresentou-se uma consideravel atividade recuped&E0%, 2,5 vezes maior que QUdT
(Tabela 6). Ainda para este mesmo derivado, obsesgauma boa atividade aparente, 171,8
Uiac.g' de gel, um aumento de 127% quando também compaadierivado QUIZp,.

Diante destes resultados para QUIT-Di¥iFesta metodologia aplicada apresenta-se como
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Otima alternativa para potencializar tanto a a#idel recuperada, assim como a atividade
aparente do derivado, promovidos, possivelmentela patilizagdo do reagente
dimetilformamida. Contudo, o baixo rendimento deolitizacdo mostra necessidade de
melhoramento quanto a este parametro, uma vezngste caso, 51% da carga enzimatica
oferecida foi perdida, acarretando custos de paodaocesso.

Os derivados de CB, CL, CO e BC, exibidos na TeBelmostram que mesmo
com a modificacdo da metodologia de ativacdo ntae wez, permanece apresentando 0% de
imobilizacdo. Estudos relacionados a morfologia;, @emplo, destes materiais poderiam
auxiliar no entendimento e desenvolvimento de nwtmias que pudessem proporcionar
melhores resultados.

4.7 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por ligagdo covalente em
suporte tratado com dimetilformamida e ativado conglicidol

A Tabela 9 apresenta os parametros de imobilizdeasuportes tratados com
dimetilformamida e ativados com glicidol.

Tabela 9 Parametros de imobilizacdo fleyalactosidase em suportes tratados com dimetitforicia e ativados
com glicidol, incubados por 3 horas sob temperatumdiente. Carga oferecida de 10 + 1,5 mg de pagi
'gel. Tampao fosfato de potassio pH 7,0 100 mM adaiio de 2mM MgGle 0,1 mM MnC). Sendo (R

rendimento de imobilizagéo, hatividade recuperada, {4 atividade teérica de imobilizacéo e,pPatividade

aparente
Suporte Rl Ar Am Aap

(%) (%)  (Uiac.g'suporte) (U ac.g suporte)
Quitosana 2,5% (m/v) (QUIT-DMi)) 55 62,5 199,7 124,8
Fibra de casca de coco verde bruta (CB) 0 0 0 0
Fibra de casca de coco verde lavada (CL) 0 0
Fibra de casca de coco oxidada (CO) 0 0 0 0
Bagaco de caju (BC) 0 0 0 0
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Assim, podemos conferir que para este caso odativepicloridrina realmente
apresenta maior reatividade quando comparado canudajl Os dados da Tabela 9 para
imobilizacdo de suporte de quitosana 2,5% (Mm/v) [[RDMFg;) ativados com glicidol
mostram que apesar de apresentar rendimento delizagio de 55%, pouco maior que o
derivado QUIT-DMEp, (49%), ainda assim apresenta atividade recupéeaadn 62,5%, e
atividade aparente cerca de 27% inferior, 124,&1d™* de gel.

Ainda acerca do derivado QUIT-DMF, verificamos, ao comparar com a 0s
dados do derivado QUETL;, que mesmo apresentando metade do valor paranteniti de
imobilizagdo, o presente derivado apresentou oaddbratividade recuperada, assim como
atividade aparente 65% maior. Como discutido amteente, o DMF pode ter promovido
impedimentos para a formacdo de novos grupos foaidodurante a ativagdo, os quais
favoreceriam a imobilizacdo ¢lagalactosidase. Todavia, assim como para o deriadid -
DMFep,, 0 rendimento de imobilizagdo baixo demonstra se@dade de melhoria no processo
de imobilizacdo, tendo em vista a perda de carganética oferecida de 45% adicionando
custos de perda ao processo.

Como ja reportado ao longo dos diferentes resastadira derivados de CB, CL,
CO e BC, estes nao apresenta aplicacéo tendo &émovisndimento de imobilizac&o ser 0%.
Mostrando que nenhum processo de tratamento detsupssim como tipo de ativacéo e
imobilizacdo é satisfatério para o presente estS8ggundo WASTOWSKI (2009), suportes
de matérias celulosicos apresentam baixa reati®jdagcessitando de condicdes bem

especificas para entéo reagirem.

4.8 Atividade hidrolitica da p-galactosidase imobilizada por adsorcéo

Como estratégia de estudo, modificou-se o tipo imebilizacdo de p-
galactosidase em suporte de bagaco de caju (B@)alase deu por adsorcédo (Tabela 10),

auséncia da etapa de ativacao.
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Tabela 10Pardmetros de imobilizac&o plgalactosidase incubado por 3 horas sob temperatoizEente. Carga
oferecida de 10 + 1,5 mg de proteinfyel. Tamp&o fosfato de potassio pH 7,0 100 mM adaiio de 2mM
MgCl, e 0,1 mM MnCJ. Sendo (R rendimento de imobilizacdo, g\ atividade recuperada, {A atividade

tedrica de imobilizacéo e (4 atividade aparente

(%) (%) (Utac g 'suporte) (Utac g 'suporte)
Bagaco de caju (BC) 0 0 0 0

Suporte

A Tabela 10 mostra que tal modificacdo ndo promawenhuma modificacdo dos
resultados vistos nas outras metodologias de imab#do, pois o rendimento de imobilizacao

permaneceu nulo.

4.9 Determinacao dos melhores biocatalisadores

Dentre os 32 derivados produzidos a partir de eliiss matérias-primas,
ativadores e formas de imobilizacdo, obtiveram-ses diocatalisadores baseados no
percentual de imobilizacdo e atividade recuperagmdo destes (QUEIu1, QUITsLuz,
QUITgp, QUITgL, QUIT-DMFgp, QUIT-DMFg), escolhidos apenas quatro por
apresentarem rendimento de imobilizagdo de 100%taD®rma, prosseguiu-se com estes

biocatalisadores para as analises a seguir.

4.10 Estabilidade operacional

Objetivando a aplicacdo dos biocatalisadores etonesade sistema continuo de
maior interesse na industria, realizaram-se tadgesstabilidade operacional ndo em termos
de reutilizacbes por meio de varias bateladas dagumas sim com a aplicacdo em reator

continuo de leito fixo
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Desta forma, a nivel de industria, promove-se exi®@o processo, uma vez que
a cada nova batelada dispdem-se gastos de limpléna,de paralisar a produgéo por conta
desta etapa do processo. Outra falha no processordénuo é a perda de massa durante a
etapa de lavagem e secagem, etapa eliminada e pelutaonada, aplicando-se regimes
continuos.

Segundo GUISAN (2006), muitas vezes quando umameng imobilizada sua
estabilidade operacional é melhorada. O conceitcesti#bilizacdo tem sido, assim, uma
importante forca motriz para a imobilizacdo de er@&. Em muitos casos, a estabilizacéo
operacional observada é geralmente o resultadondexaesso de carga de enzima, que por
sua vez torna o processo de difusdo controlado.

Processos que utilizam enzimas imobilizadas sarssrio mais econdmicos que
processos com enzima soluveis, se for possivebglezivado seja capaz de manter atividade
enziméatica ao longo de um periodo em reator continu

Objetivando-se determinar o tempo de meia vigg @da enzima solivel como
comparativo ao desempenho do reator continuo dplipara estabilidade operacional dos
derivados, verificou-se a atividade enzimaticatnedadesta ao longo de 420 min, como pode

ser visto na Figura 16.

Figura 16 —Estabilidade térmica dg-galactosidase dk. lactis soltvel a 37°C. A linha continua representa o

modelo de desativacdo de primeira ordem
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A solucdo enzimatica (enzima soltvel em tampéatafosie potassio pH 7,0 100
mM adicionado de 2mM Mggle 0,1 mM MnCj) foi mantida em banho termostético sob
37°C e a cada 30 min realizou-se medida de atieidazimatica com lactose 5,0 % (m/v)
como substrato de acordo com o item 3.2.12.1.

Para determinacéo deptutilizou-se a Equacdo 7 que representa o modelo de
desativacao de primeira ordem.

) In 2 (7)
t1/2 (min) = o

Observou-se que g4foi equivalente a 407,8 min, ou seja, a atividadeimatica
decaiu ao longo do tempo até atingir 50%, em mdaa®0 min de reacao.

Desta forma, seguiu-se para analises de estal@liojperacional com os derivados
Quitosana 2,5% (m/v) ativado com glutaraldeido (QiJl1), Quitosana 2,0% (m/v) ativado
com glutaraldeido (QUIdLu2), Quitosana 2,0% (m/v) ativado com epicloridri@dUTep) €
Quitosana 2,0% (m/v) ativado com glicidol (QWIJ).

4.10.1 Estabilidade operacional do derivado QU|T1

Segundo CETINUS e OZTOP (2003) a ativacdo com mglldeido confere a
guitosana maior resisténcia mecanica, promoveraloy@nto da estabilidade operacional.

Desta forma, a Figura 17 mostra a conversao deska®,0% (m/v) em glicose ao
longo de 600 min utilizando QUELu1 como biocatalisador sob 37°C e vazédo de

0,2 mL.min™.
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Figura 17 — Estabilidade operacional degalactosidase imobilizada em quitosana 2,5% (rafijada com
glutaraldeido (QUIE.u:) em reator continuo & 37°C com vazado de 0,2 mL:mlactose 2,0% (m/v). Carga
enzimatica presente no reator: 23,4dJ Derivado de baixa carga enzimatica — 10 + 1,5degroteina.dgel
de Carga oferecida. Massa de derivado: 0,59
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Verifica-se que empregando 23,7.b) deste derivado como carga oferecida para
0 sistema, atinge-se uma concentracdo méaxima dg.23 em um intervalo de 600 min,
representando uma converséao de até 16% do substnagticose.

HAIDER e HUSAIN (2009) realizaram estudos compeaost para variagdo de
vazdo (0,16, 0,33 e 0,5 mL.mfinde lactose frente ao percentual de conversdolieosg
parap-galactosidase dé@spergillus oryzae@mobilizada em alginato de sodio (ativado com
glutaraldeido) em reator de leito fixo, sem redac@o do substrato, utilizando altas cargas
(1525 Uac) sob temperatura ambiente. Desta forma, verife®@ntdo que quanto menor a
vazao e maior a carga do derivado, maior a taxaotwersdo do substrato em produto,
atingindo em torno de 91 % ap0s 5 dias de reagéieeja, tempo de residéncia aliado a alta
carga enzimatica.

Ao final da reacéo, recolheu-se o derivado e msdisua atividade residual
(Upac.g?), a qual decaiu 86% comparada & atividade iniaiales de ser adicionado ao reator
continuo, mostrando que mesmo com a queda de adridparente do derivado, ele ainda

pode promover uma conversao continua de lactose.
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4.10.2 Estabilidade operacional do derivado QU|T.

A Figura 18 mostra a conversao de lactose 2,0 %) (em glicose ao longo de

600 min utilizando QUIE,u, como biocatalisador sob 37°C e vazéo de 0,2 mLimin

Figura 18 — Estabilidade operacional degalactosidase imobilizada em quitosana 2,0% (rafijada com
glutaraldeido (QUIE.u,) em reator continuo & 37°C com vazdo de 0,2 m:mélactose 2,0% (m/v). Carga
enzimética presente no reator: 23,4dJ Derivado de baixa carga enzimatica — 10 + 1,5dmgroteina.dgel

de Carga oferecida. Massa de derivado: 0,319

1
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Comparando com a Figura 17, pode-se verificar mesuio de conversdo de
lactose em glicose, uma vez que o derivado QUkIapresenta como formagcdo maxima de
produto 7,4 g.I}, equivalendo a 37% de conversdo, no tempo de 6AQutiizando uma
carga de 23,7 Uc.

Ainda de acordo com a Figura 18, evidencia-se awvguel comportamento de
constancia de conversdo em produto, visto que ta par 150 min, a producdo de glicose
estabeleceu-se na faixa de 6,5 e 7,5'gadssim como também n&o apresentou queda de
producdo, mesmo com o decorrer de 600 min.

A metodologia de ativacdo assim como de imobiépapode ter influenciado
diretamente nestes resultados, mostrando-se assm,derivado de boa aplicacéo.

Possivelmente ocorreram diminuicdes de problemfassidnais tendo em vista o grande

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



78

Capitulo 4 —Resultados e Discussoes Bezerra, C.S.

aumento da concentracdo de glicose, corroborandeesidtados obtidos para atividade
recuperada e aparente (Tabela 5), os quais fordhorae que os resultados para o Q&J Uk
(Tabela 4).

GIACOMINI et al. (1998) estudaram a imobilizacdo feyalactosidase d&.
lactis em diferentes suporte aplicados para um mini reaotinuo sob temperatura ambiente
com vazdo de 0,5 mL.min Foram empacotadas cargas de derivados de sitigarese de
5527 Uac € 859 UYac, respectivamente, obtendo-se conversao de ceréa élee 100% de
lactose 5% (m/v) na primeira hora de reacéao, réisjaecente.

Novamente, comprova-se a maior eficiéncia do maigtérente a utilizacdo da
enzima soluvel em regime batelada, uma vez que meso 0 sistema apresenta producgao
continua e com baixa variacao de glicose, sem eptaasqueda em 600 min de reacéao.

Tais resultados sdo comprovados mais uma vez @ir ¢ha utilizacdo de elevadas
cargas enzimaticas oferecidas ao reator, promovaralores conversdes logo no inicio do
processo.

Assim como realizado no item anterior, observouase derivado, apos ser
submetido ao reator continuo, uma queda na atieidi@d56%, mostrando que mesmo com
pouco mais da metade da atividade inicial, o ddovaevelou valores de conversao
constantes e sem decréscimo, mesmo com 600 miurdedd de reacdo, percentual este
inferior ao verificado para o derivado QUiTx.

4.10.3 Estabilidade operacional do derivado QI

A Figura 19 revela a conversao de lactose 2,0 /o) (@m glicose ao longo de 600
min utilizando 23,7 Usc do derivado QUIEr em reator continuo encamisado a 37°C e
vazdo de 0,2 mL.mih
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Figura 19 — Estabilidade operacional degalactosidase imobilizada em quitosana 2,0% (rafijada com
epicloridrina (QUIEp) em reator continuo & 37°C com vazdo de 0,2 ml:rdim lactose 2,0% (m/v). Carga
enzimatica presente no reator: 23,4dJ Derivado de baixa carga enzimatica — 10 + 1,5degroteina.dgel
de Carga oferecida. Massa de derivado: 0,369
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Percebe-se que a conversao de lactose apresentaazano em 210 min com 32,5%
de producéo de glicose. Entre o tempo 200 a 300arcaonversao de lactose decai até valores
préximos a 4 g.I' de glicose (510 min). Tal deficiéncia pode setifieada por uma baixa
interacdo enzima-substrato, promovido possivelmpateproblemas de limitagao difusional
do suporte. Este comportamento pode gerar difidagislgpara o controle do processo de
hidrolise de lactose. O derivado em estudo apragsmdgsivelmente boa porosidade e baixa
limitacdo quando comparado ao QU1 (Figura 17) e similar ao QUEly, (Figura 18).
Entretanto a estabilidade apresenta-se um pouc®bmaaia, uma vez que podem ter ocorrido
problemas de interacdo enzima-suporte apOs a imatdlb, ndo levando a uma melhor
estabilizacdo, ou pode-se considerar ainda a ownar&e algum tipo de inibicdo pelo
produto, o qual ndo foi observado nos outros dassies, ja que a atividade inicial ainda era
de 52%.

Ao final, verificou-se que 48% de atividade enzicgdeste derivado foi perdida
quando comparado com o inicial, demonstrando meeoda quando comparado com 0s

derivados QUIE y1 € QUITgy2.  Mesmo diante deste resultado, o derivado QUZ
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mostra-se mais vantajoso visto que apresentou negtabilidade, assim como também

apresentou valores maiores de conversao em glicose.

4.10.4 Estabilidade operacional do derivado QU|T

A Figura 20 representa a conversdo de lactose 2(hAf em glicose em um
periodo de 600 min utilizando 23,7 Ad do derivado QUIE, em reator continuo
encamisado a 37°C e vaz&o de 0,2 mLmin

Figura 20 — Estabilidade operacional degalactosidase imobilizada em quitosana 2,0% (rafijada com
glicidol (QUITg) em reator continuo & 37°C com vazdo de 0,2 mif.nde lactose 2,0% (m/v). Carga
enzimatica presente no reator: 23,4d) Derivado de baixa carga enzimética — 10 + 1,5dmgroteina.ggel
de Carga oferecida. Massa de derivado: 0,329
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Apesar de apresentar picos de conversdo maisdeleviais como 9,4 glaos 60
min, correspondendo a 47% de conversdo do subsimawlicose, a variacao da formacéao de
produto oscilou na faixa de aproximadamente 6 a.l8'.gComportamento totalmente
contrario ao verificado na Figura 16, onde a enzdolével apresentou queda de conversao e
atingiu o {2, em menos de 420 min de reacao, reforcando aslsoa astabilidade operacional
deste derivado, assim como dos derivados QUKT QUITgLu2 € QUITgp,.
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Apéds a utilizacdo deste biocatalisador no reatmtinuo, avaliou-se a perda de
atividade hidrolitica frente a original, contatarsbuma perda de 55%, préxima a estimada
para o derivado QUM u2, 0 qual apresentou percentuais de conversao samethe o mais

importante, de forma constante.

4.11 Ensaios de carga maxima de imobilizacdo e efedade

Realizaram-se ensaios para investigar a carga maadamenzima que pode ser
imobilizada por massa de suporte, visando suaasgtay preparado por diferentes protocolos
de ativacdo. Segundo MENDES (2009), o protocolati@cao pode alterar tanto a estrutura
da quitosana quanto a concentracdo de grupos aegatiwo suporte, afetando,
consequentemente, o rendimento de imobilizacadgeopsiedades bioquimicas e cinéticas da
enzima imobilizada.

Estudou-se também o parametro efetividagleq qual representa a relagdo entra
a atividade aparente {4 do derivado e a atividade teoricamente imobilzghl,), avaliando
0 seu decréscimo de acordo com 0 aumento da cazgadatica oferecida.

4.11.1 Carga maxima do derivado QUdiTu1

A capacidade maxima de imobilizacdo representadamgrincipais propriedades
de um suporte. Desta forma, a Figura 21 represer@aafico para carga maxima para o
suporte quitosana 2,0% (m/v) ativado com glutafdmeéQUITs y; com carga enzimatica
oferecida entre 10 e 200 mg de proteiffadg suporte.

Pode-se verificar que ensaios conduzidos comgaarentos de proteinas até 50
mg.g* de suporte resultou em 100% de imobilizagéo. Oimidxesultado de imobilizacéo foi
de 153 mg de proteina:*gle suporte, representando 77% de rendimento deilizagéo.
Estes resultados mostram que este suporte apresdentapacidade de imobilizagdo, a qual

ndo apresentou saturacao até carregamentos deg?6 proteina. Yde suporte.
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Um fato importante a ser considerado é em relacalba massa molecular fla
galactosidase d&luyveromyces lactjsque mesmo assim apresentou derivados com alta

concentracdo de proteina imobilizada.

Figura 21 —Capacidade maxima de imobilizacdopdgalactosidase teoricamente imobilizada em QUIT
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A Figura 22 refere-se a efetividadg (o derivado, ou seja, relacdo da atividade
aparente do derivado e carga teoricamente imobdiz&omo esperado, a efetividade diminui
conforme o aumento da carga enzimatica imobiliz&avalor maximo atingido foi de

aproximadamente 0,14.
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Figura 22 —Efetividade de3-galactosidase teoricamente imobilizada em QT
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GIACOMINI et al (1998), imobilizaran8-galactosidase d€luyveromyces lactis
em silica e agarose com 100% de rendimento de limetio apenas até carregamentos de
12,6 e 1,0 mg P.nit.de suporte.

TORRES e BATISTA-VIEIRA (2012) realizaram estudies carga maxima para
B-galactosidase d®acillus circulansem suportes de acrilica, obtendo-se rendimento de
imobilizacdo igual a 100% apenas para carga dem@0P.mL' de gel. Resultado muito
inferior ao encontrado no presente estudo, juatificpossivelmente pelo didametro dos poros
do suporte, o qual diminuiu limitacbes difusionass,qual sO se torna relevante com
carregamentos acima de 50 mg Pde suporte.

Com o aumento do carregamento da enzima ha umnéoimie velocidade da reacado e
reducdo da difusividade do substrato nos poros alp rgduzindo a efetividade. Porém,
mesmo diante desta queda de efetividade, € congmmnpealo fato de haver muita enzima

imobilizada, destacando ainda que reatores indistsperam com derivados com alta carga.
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4.11.2 Carga maxima do derivado QUdilu2

A Figura 23 representa o Grafico para carga maypara o suporte QUELy2

com carga enzimatica oferecida entre 5 e 400 npyateina. ¢ de suporte.

Figura 23 —Capacidade maxima de imobilizacdopdgalactosidase teoricamente imobilizada em QUIT
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Com a mudanca da metodologia de preparacdo dotsupade-se verificar o
aumento da capacidade de imobilizagdo, uma vez cgugparado com 0 @Tgui, O
QUITgLu2 apresentou 100% de imobilizacdo até o carregantenf@d mg P.nmig de suporte.
Este resultado pode ter sido promovido pelo usoalies temperaturas (50°C) desta
metodologia, como dito anteriormente, possivelmgmiemove o aumento do didametro dos
poros, facilitando a difusdo da enzima.

VIEIRA (2009) estudou o aumento da carga enziraatie p-galactosidase de
Kluyveromyces fragiliscom essa mesma metodologia e suporte, obtendo 106%
imobilizacdo até o carregamento de 50 mg P.mg quitosana, o que indica quepa
galactosidase de€luyveromyces lactisnobilizada em quitosana ativada por esta metajalo
desenvolve derivados com alta concentracéo deipeaoit@obilizada e elevada atividade.

A Figura 24 mostra 0 comportamento esperado péetividade, ou seja,

diminuicdo da atividade aparente com 0 aumentoadgacteoricamente imobilizada, a qual
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atingiu 0,46, valor superior ao verificado paradesivados de QTgLu1, O que reforca mais

uma vez que esta metodologia de desenvolvimentsugerte e ativagcdo promove 6timos
resultados, quando comparado com outras metodsl|ogiatificado possivelmente pela
diminuicdo dos efeitos difusionais substrato-enzonasionado pelo aumento do diametro

dos poros proporcionado por esta metodologia.

Figura 24 —Efetividade de3-galactosidase teoricamente imobilizada em QT
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4.11.3 Carga maxima do derivado QU4H

O estudo de carga maxima para o suporte @JEbm concentracdes de proteina
entre 5 e 150 mg de proteind. @g suporte esta representado pela Figura 25. Atoécio dos
ensaios anteriores (QUdlus € QUITgLu2), 0 presente suporte imobilizou 100% até o
carregamento de 10 mg de proteiriadg suporte. Para a carga de 50 mg de protefnde g
suporte, QUIEp, apresentou baixo rendimento de imobilizacdo, 5démonstrando que o
uso de epicloridrina como agente ativador para estdodologia apresenta resultados
inferiores quando comparado ao QU\ld,, gerados possivelmente pela menor expansao do
diametro dos poros e baixa area superficial, poréamsiderando-se sua estabilidade

operacional (Figura 14), este ainda € um derivadioaé aplicacéo.
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Desta forma a maxima carga imobilizada fon@ de proteina. fde quitosana.

Figura 25 —Capacidade maxima de imobilizacdopdgalactosidase teoricamente imobilizada em QWIT
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A Figura 26 representa a efetividade do derivatldT®r, frente as varias cargas

enzimaticas teoricamente imobilizadas. Nota-seagp@rtir da carga 39 mg de proteinadg

suporte ocorre uma diminuicdo brusca da atividgdeemte, em torno de 70%, tendendo ao

comportamento constante.

Figura 26 —Efetividade de3-galactosidase teoricamente imobilizada em QWIT
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Como esperado, a efetividade tendeu ao decrésaitingjndo um valor minimo
de aproximadamente 0,5. Seu valor maximo foi emotole 0,26, o qual se apresentou muito
inferior quando comparado ao QUIT: e QUITgu2. A queda da efetividade esta
relacionada com a ma difusdo do substrato nos plar@siporte, proporcionada pelo aumento

da carga enzimética oferecida.

4.11.4 Carga maxima do derivado QU4T,

A Figura 27 representa o estudo de carga maxima @auporte QUId, com
carga enzimatica oferecida entre 5 e 150 mg deimatd. Assim como no ensaio anterior
(QUITgp), O presente suporte imobilizou 100% até o camegao de 10 mg de proteina g
de suporte. Porém, para a carga de 50 mg de mot#ide suporte, QUIJL, apresentou um
menor decréscimo do rendimento de imobilizacao, . 7@8mhtudo, Este suporte também nao
apresenta resultados tdo promissores quando camopasa QUITLuz, justificados,
possivelmente, pela menor expansao do diametrqoas e baixa area superficial, assim

como citado no item anterior.

Figura 27 —Capacidade maxima de imobilizacdopdgalactosidase teoricamente imobilizada em QUIT
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A méxima carga imobilizada foi 40 mg de protefjiade quitosana. Observando-
se ainda que a partir da carga de 50 mg de progfrde suporte inicia-se o comportamento

de saturacéao.
A Figura 28 representa a efetividade do derivatddTQ,, com relacdo as varias

cargas enzimaticas teoricamente imobilizadas.

Figura 28 —Efetividade de3-galactosidase teoricamente imobilizada em QUIT
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A efetividade apresentou seu valor méximo em todeo 0,27, o qual se
apresentou muito inferior quando comparado ao QUkIe QUITs u2, € semelhante ao
verificado para QUIEp, possivelmente também pela ocorréncia de ressrididesionais nos
poros do suporte, a qual se eleva a medida quaregamento de enzima no suporte é
aumentado. ADRIANO (2008) verificou este mesmo cortgmento para o estudo de carga
maxima das enzimas quimotripsina e carboxipepticgsgustificando pela existéncia de

severos efeitos estéricos e/ou conformacionaisddex tamanho do substrato.
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4.12 Determinagao do melhor biocatalisador

Dentre os quatro melhores biocatalisadores subdoseéis andlises de estabilidade
operacional, carga maxima e efetividade, determg®o melhor biocatalisador, Quitosana
2,0% (m/v) coagulada com KOH a 50°C ativado comtaghldeido (QUIELu2), por
apresentar resultados superiores, maior estab@jdathior carga maxima e efetividade,
quando comparado aos demais derivados, Quitosafa @n/v) ativado com glutaraldeido
(QUITgLu1), Quitosana 2,0% (m/v) coagulada com KOH a 509Zadb com epicloridrina
(QUITep) e Quitosana 2,0% (m/v) coagulada com KOH a 50fi€ado com glicidol
(QUITgL). Desta forma, realizaram-se ensaios com esteafailigador para as analises a

seqguir.

4.13 Ensaios de variacao de tempo de imobilizacéo

Este estudo objetivou verificar a influéncia dmpe® de imobilizagdo com relagéo
a conversdo de lactose em glicose, através do esweator continuo, buscando maior
estabilidade operacional. Assim, os tempos de ilmabéo estudados foram de 3 a 48h.

A Figura 29 representa a estabilidade operacidoalerivado QUIE_y, obtido
com 3, 6, 12, 24 e 48 horas de imobilizacgéo.

Como discutido anteriormente, a conversdo deodacem glicose atingiu seu
méximo em 600 min com aproximadamente 7,5 guariando entre 6,5 e 7,5 ¢ lao longo
das 600 min de reacdo, para 3 h de imobilizacdmsaptando um comportamento de
conversdo continua a partir de 150 min. Percelarsia que a velocidade de reagdo ocorreu
de forma mais lenta no inicio da reacéo, visto goenas a partir de 150 min atingiu-se a
média de conversao em glicose.

Ao final do ensaio, o derivado foi recolhido, ldwae avaliado sua atividade
enzimatica remanescente, a qual foi igual a 44%snhbecom um decréscimo de quase 50%
de sua atividade hidrolitica, o derivado QUEjlJ> obtido apdés 180 min de imobilizacao
apresentou boa estabilidade operacional, visto ceudinua hidrolise de substrato, sem

apresentar queda de concentracao de glicose emifQfe reacéo.
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Figura 29 — Estabilidade operacional de QUJT, em reator continuo & 37°C com vaz&o de 0,2 m[:min

lactose 2,0% (m/v) com RAf, 6 B), 12 C), 24 D) e 48 h E) de imobilizacdo. Carga enzimatica presente no

reator: 23,7 Wsc. Derivado de baixa carga enzimatica — 10 + 1,5dmgroteina.ggel de Carga oferecida.
Massa de derivado: 0,31; 0,29; 0,31;0,31; 0,32gpectivamente
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Como se pode verificar na Figura 29, com o aumdottempo de imobilizagcéo
de 3 para 6 h, a velocidade de conversao ocorre r@pida, uma vez que em 30 min ja se
pode visualizar a alta conversdo inicial (7,57, lpico méaximo visualizado para o tempo de
imobilizacdo de 3 h. A concentracao de glicose aatém de forma constante, assim como
verificado no tempo de 3 h, porém com concentrapéesixa aproximada de 8,5 a 10,5g.L
! superior ao tempo de imobilizacdo de 3 h.

Segundo PEDROCHTt al (2007), RODRIGUESet al (2008) e MENDES
(2009) o tempo de imobilizacdo € uma variavel mimtportante, pois 0s enlaces entre grupos
reativos da enzima e grupos reativos do suporta processo lento, ja que a enzima tem que
se realinhar para que seus grupos reativos seiamaoxdo suporte, 0 que condiz com 0s
resultados. Este processo é mais evidente sedmatinreacdes reversiveis, ou seja, suportes
ativados com glicidol e epicloridrina.

Por fim, verificou-se a atividade enzimatica deiviElo QUITg .y, com 6 h de
imobilizagédo, a qual foi 64% menor que a iniciam& perda maior, quando comparado ao
tempo de imobilizacdo de 3 h, porém, sua capacidad®nversao de lactose em glicose foi
maior. Assim, este derivado apresenta também umadtabilidade operacional.

De acordo ainda com a Figura 29, verifica-se abdgtade operacional para o
derivado de QUIE y, obtido apdés 12 h de incubacdo. Comparando conemgds de
incubacdo de 3 e 6 h, pode-se perceber que a coag@mde glicose é inferior. Tal resultado
pode ter ocorrido provavelmente por conta de umenarexcessivo de ligacdes covalentes
entre a enzima e o0 suporte, causando a distorc&estdatura protéica da enzima, como
verificado por VIEIRA (2009).

A méaxima concentracéo de glicose foi de 6,8'gdos 90 min, apresentando uma
variagéo em torno de 4 a 6,5 §.h0 longo dos 600 min do ensaio. Assim como vedficno
tempo de 6 h de imobilizacdo, a velocidade da redéase mais rapidamente no inicio do
ensaio, aos 60 min, quando comparado com o der@&ddc y2 com 3 h de imobilizacao.

Por fim, a atividade remanescente do derivadonfedida e verificou-se que
houve perda de 65% da atividade enzimatica inisehelhante ao derivado QUIT. com 6
h de imobilizacdo, porém com concentraces deggiauferior. Revelando a inviabilidade da
utilizacdo do tempo de 12 h para imobilizacao.

A Figura 29 também representa a estabilidade op@a para o derivado
QUITeLu2 com 24 h de imobilizagdo. A concentracdo de gliamsixima foi de 7,@.L™* no

tempo 450min, sendo observado ainda que a formacdo de pradumportou-se de forma
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crescente, levando cerca de 450 min para atingiorecentracdo de glicose proxima a
apresentada no tempo de imobilizacdo 3 h, em 1Bpomue ndo é interessante, uma vez que
se espera alcancar o maximo de conversao em umparibdo de tempo.

Assim como verificado para o derivado QU|l, com 12 h de imobilizacdo, 24 h
de incubacdo também resultou em uma perda de 658tivildade enzimética do derivado,
apos uso no ensaio de estabilidade operacional.rdalltado, também pode ter sido
promovido por possiveis distor¢cdes da estruturaéma® da enzima. Assim, o presente
derivado apresentou baixas concentracdes de gliassm como perda de atividade
hidrolitica. Revelando assim que a aplicacdo db 2dmo tempo de imobilizagdo ndo € uma
metodologia interessante, diante dos resultadaogdazbt

Observando-se ainda a Figura 29, com relacéoabiksade operacional para o
derivado QUIT 2 com 48 h de imobilizacdo, percebe-se um comporittorge constancia
para concentracdo de glicose, a qual atinge seimmuo&o tempo 420 min, com 8,6 §-LA
média de concentracdo de glicose encontra-se em der6 a 8 g.. Este comportamento se
estende até os 600 min de reacéo, sem apreseat& de concentracdo de glicose.

Assim como para o tempo de imobilizacdo de 6 velacidade de converséo é
rapida, atingindo valor de concentragéo de gligmé&imo aos da média com apenas 30 min,
0 que se mostra muito interessante, porém, visteelagado tempo de incubacdo, tal
metodologia torna-se inviavel, uma vez que se aptio o tempo de 6 h de imobilizacéo,
atingiram-se valores de concentracao de glicoserege constantes, empregando um menor
periodo de tempo.

Apds o ensaio, verificou-se que 58% da atividaugneatica deste derivado foi
perdida, valor este menor que o0 apresentado pdexivado incubado por 6 h, porém este
altimo apresentou maiores concentracdes de gliddssta forma, 48 h de imobilizacdo nao
se torna um tempo viavel para aplicacao na obtedg@terivado QUIE_ .

Frente aos resultados obtidos com a variacédo rdpaele imobilizagdo (Tabela
11), percebe-se que o tempo de imobilizagdo néiceiméia na conversdo. Segundo ALONSO
(2005) a imobilizacdo de enzimas em suportes aiwawdm glutaraldeido € extremamente
rapida, devido a alta reatividade desse agentara#iy 0 que condiz com os resultados
alcancados no presente trabalho. Assim, podemoslutomue o tempo ndo melhorou a
estabilizacdo bem como a conversdo. Observa-s@agsvelmente tenha ocorrido algum
problema operacional que possa ter causado maantidqade de enzima no reator para obter-

se tais resultados. Desta forma, o tempo de 3iimalailizacdo mostra-se suficiente.

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



93

Capitulo 4 —Resultados e Discussoes Bezerra, C.S.

Tabela 11 Dados relacionados a variacao do tempo de imab#ia de-galactosidase em quitosana ativada
com glutaraldeido 0,8% (v/v) coagulados com KOHES(QUITg ). Carga presente no reator continuo: 23,7

u LAC

.. _ Decréscimo da atividade enzimatica apos
Tempo de Imobilizacédo

reagdo em reator continuo

(h) %)
3 44

64
12 65
24 65
48 58

4.14 Ensaios de temperatura — Atividade enzimatica

O conhecimentos da faixa de atividade hidrolitgma da enzima é de
fundamental importancia para a otimizacdo dos pesmse Assim, 0 efeito da variacdo da
temperatura sobre a atividade hidroliticg3eigalactosidase soltvel e imobilizada é observado
na Figura 30. Percebe-se que a medida que seatewgperatura, a atividade relativa tende a
aumentar, alcancando o seu maximo, 100%, na tetmperde 45°C e 37°C, para enzima
soluvel e imobilizada, respectivamente.

A0 passo que se prossegue com o aumento da tdéorpeeaatividade da enzima
solavel tende a decair rapidamente por conta divatdo da enzima, como verificado na
temperatura de 70°C. Pode-se verificar também geezana imobilizada apresenta maior

resisténcia a altas temperaturas do que a enzitdge§ocomo € visto na temperatura de
60°C.
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Figura 30 —Efeitos da temperatura na atividade da {-galactosidase soluvel e)(imobilizada por 3 h em
quitosana 2,0% ativada com glutaraldeido na hiskdlie lactose 5,0% (m/v) em tampé&o fosfato de giot460
mM pH 7,0 adicionado de 2 mM Mg 0,1 mM MnC)
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De acordo com VIEIRA (2009), a maxima atividaddrbiitica da enzima-
galactosidase de origem #duyveromyces fragilisolivel e imobilizada foi atingida com a
temperatura de 45°C, utilizando também como subdtatose 5%.

ZHOU e CHEN (2001) verificaram a méxima atividadke f-galactosidase de
Kluyveromyces lactisoluvel, utilizando ONPG como substrato, 40°C,ue ge encontra
proxima a temperatura do presente estudo. NUMGNQ e SUNGUR (2004) observaram
gue a melhor temperatura foi 40°C, ndo somenteqraiana solluvel, mas como também para

enzima imobilizada.

4.15 Ensaios de pH — Atividade enzimatica

De acordo com a Figura 31, pode-se verificar quenaima atividade
hidrolitica dap-galactosidase soluvel e imobilizada foi com aizagdo de solucdo tampéao
fosfato de potassio 100 mM pH 7,0. Com o aumentwalor de pH a atividade relativa da

enzima tende a aumentar, alcancando seu maxinuteeasdecair até apresentar inativacao,
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como observado para o pH 9,0. Nota-se que a enmiolailizada tende a resistir mais a pH
acido e alcalino.

Figura 31 —Efeitos do pH na atividade da)(p-galactosidase soluvel e)(imobilizada por 3 h em quitosana
2,0% ativada com glutaraldeido na hidrélise deokse5,0% (m/v) a 37°C
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De acordo com CAVAILLE e COMBES (1995), a faixa dwior atividade
hidrolitica da p-galactosidase de origem d&luyveromyces lactise entre 7,0 e 7,5,
demonstrando coeréncia com os dados obtidos retstine

ANSARI e HUSAIN (2011) apresentaram resultados enggmelhantes aos da
Figura 25, onde a atividade hidrolitica foi maxinpH 7,0, tanto para enzima soltuvel como

para imobilizada.

4.16 Determinacdo dos parametros cinéticos

Segundo CARVALHO (2011), a concentracdo de sufosraum fator de grande
influéncia sobre a velocidade de hidrdlise, nagaorazdes cinéticas, mas também porque
altas concentracdes de soélidos agem sobre a efid&cmistura e sobre as resisténcias ao

transporte de massa.
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O método de Michaelis-Menten foi utilizado pardedminacdo dos parametros
cinéticos, constante de Michaelis-Menten, ke velocidade maxima &), tanto pargp-
galactosidase soluvel (Figura 32) como para o ddavQUITs 2 (Figura 33) para hidrolise
enzimatica de lactose de 2,0 a 8,0 % (m/v). Emidagorocedeu-se com a linearizacao de
Lineweaver-Burk como forma comparativa das conssgrdomo pode ser visto na Tabela 12.
Em ambos os casos, enzima soluvel e imobilizadajioadram-se 10 |Ac ao reator,

igualmente para todas as variacdes de concentdacsiabstrato.

Figura 32 —Curvas de pontos experimentais e cinéticas de aamah o modelo deA) Michaelis-Menten eR)

Lineweaver-Burk parfi-galactosidase soluvel a pH 7,0 e 37°C
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Os valores dos parametros cinéticos obtidos atwégéfico ilustrado na Figura
32 foram 3,12 mM.mifh como Vi, € Kn igual a 45,12 mM para o ajuste do modelo de
Michaelis-Menten. Bem préximo a este resultadorfoos valores de Wix € Ky para o ajuste
do modelo de Lineweaver-Burk, 3,13 mM.fia 45,57 mM, respectivamente. Nota-se ainda,
o bom ajuste dos modelos cinéticos aos dados ex@etdis principalmente do modelo de
Michaelis-Menten.

A Figura 33 representa o estudo cinético do ddav@UITg . utilizando o
modelo de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk. Pleeese também o bom ajuste dos
modelos aos dados experimentais, resultando em gnd€ 2,28 mM.miit e K, de 70,57
mM para o modelo de Michaelis-Menten, g.s\de 2,27 mM.mitt e K, de 69,69 mM para o

modelo de Lineweaver-Burk.

Imobilizacéo dep-Galactosidase d&luyveromyces lactiem Diferentes Suportes e Protocolos de Ativacdo



97

Capitulo 4 —Resultados e Discussoes Bezerra, C.S.

Tabela 12 Parametros cinéticos do derivado QLlIJ,. Carga presente no reator batelada: 18-USendo

(Vmay velocidade maxima e (K constante de Michaelis-Menten

. . V max Km
Condicdo da enzima Modelo 4
(mM.min ™) (mM)
Michaelis-Menten 3,12 45,12
Soluvel _
Lineweaver-Burk 3,13 45,57
. Michaelis-Menten 2,28 70,57
Imobilizada _
Lineweaver-Burk 2,27 69,69

Figura 33 —Curvas de pontos experimentais e cinéticas de aamah o modelo deA) Michaelis-Menten eR)
Lineweaver-Burk parg-galactosidase imobilizada em quitosana 2,0% (rodggulada com KOH a 50°C e
ativada com glutaraldeido (QWiy.), a pH 7,0 e 37°C
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O derivado QUIELu, apresentou valor de [ Kmaior quando comparado ao
resultante para enzima sollvel, representando umromafinidade do derivado com o
substrato, provocada possivelmente pela limitagisidnal, como por exemplo, problemas

de transferéncia de massa (substrato-suporte).
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4.17 Avaliag&o da interagdo enzima-suporte sob esagem a 10°C

Um outro parametro de estabilidade importante e dpve ser avaliado para os
biocatalisadores € a estabilidade a estocagem, qabés quando estocado em condi¢des
favoraveis de pH e temperatura, tendem a mantguctencial catalitico (BRIGIDA, 2006).

Desta forma, realizou-se a estocagem do derivadld §u. em solucdo tampao
fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 adicionada denthVl de MnC} e 2 mM de MgCl sob
10°C, por um periodo de 120 dias, sendo a ativitidtelitica do derivado acompanhada a
cada 30 dias. Assim, obtiveram-se os seguintedtadss de acordo com o gréfico abaixo

(Figura 34).

Figura 34 — Estabilidade a estocagem sob refrigeracdo (10°C)-glactosidase imobilizada em quitosana
2,0% (m/v) coagulada com KOH a 50°C e ativada ctutarpldeido (QUIE y,) em tampao fosfato de potassio
20 mM pH 7,0 adicionada de 0,1 mM de Mp€R2 mM de MgGl
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De acordo com os resultados, pode-se avaliar gia metodologia de
imobilizacdo pard-galactosidase d€luyveromyces lactipromove uma 6tima estabilidade a
estocagem sob 10°C, permitindo a permanéncia deathvidade original por até 60 dias
nestas condicdes de incubacdo. VIEIRA (2009) realizste mesmo estudo pafa
galactosidase de€luyveromyces fragilismobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido

e verificou que com 60 dias ocorreu uma perda deéolda atividade hidrolitica deste
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derivado, revelando assim uma melhor estabilidaskt@cagem para o derivado desenvolvido
no presente trabalho, possivelmente por conta g@naia de desor¢cdo durante o periodo de
estocagem promovido pela afinidade da enZirgalactosidase dEluyveromyces lactiso

suporte.

4.18 Estabilidade operacional para o derivado QUIE >, com alta carga em soro de leite

Objetivando alcancar altas conversdes em um geriodo de tempo, realizou-se
hidrolise da lactose do soro de leite 5,0 % (mha)tampéo fosfato de potassio 100 mM pH
7,0 adicionado de 0,1 mM de MnGd 2 mM de MgGJ, sem qualquer tratamento prévio,
utilizando alta carga de enzima oferecida (400 mgff Buporte). Segundo GUIBAL (2004),
quanto maior a carga de enzima imobilizada, maoi s estabilidade operacional aparente
deste catalisador permitindo operar em reatoresrems por tempos prolongados.

Os resultados para concentracdo de glicose am IdeglO h de reacdo estédo

dispostos na Figura 35.

Figura 35 —Estabilidade operacional de QUW}T, em reator continuo a 37°C com vazao de 0,2 mC: din
soro de leite 5,0% (m/v). Carga enzimatica presaoteeator: 23,7 |Ac. Derivado de alta carga enzimatica —

400 + 60 mg de proteina‘gel de Carga oferecida. Massa de derivado: 0,05 g
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A concentragdo de glicose apresenta-se crescem#o Seu maximo visualizado
no tempo 600 min, com aproximadamente 18,5'gd_que representa em torno de 37 % de
conversdo de lactose proveniente de soro de leitegkcose. Possivelmente com a
continuacéo da reacdo, maiores valores de concéntde glicose poderiam ser atingidos. O
biocatalisador apresentou ainda uma boa estaldlidpdracional, visto seu uso continuo sem
apresentar queda até 10 h de processo. Contude,t@odcorrido uma demora em atingir o
estado estacionario, por volta de 510 min.

LI et al. (2007) projetaram um reator de escala piloto de fexo para hidrélise
continua de lactose de leite integral atravé$-dalactosidase dK. lactis imobilizada em
tecido de algodao ativado com glutaraldeido (cargamatica de 7151 ), utilizando uma
alta vazdo de substrato (866 mL.Minsob 37°C, o qual obteve 30,23% de conversdo de
lactose para o tempo de residéncia de 11,8 minmAssconversao de lactose foi inferior a
obtida na Figura 30, mesmo utilizando uma cargan&itica muito superior, o que revela a
boa aplicacao do derivado QU T».

ApoOs a reacao ser finalizada, o derivado foi aadh quanto a sua atividade
enzimatica residual, a qual decaiu 32 %, perdaibé&Tior a apresentada nos demais ensaios

de estabilidade operacional realizados neste estod@borando com GUIBAL (2004).
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5 — CONCLUSOES

Neste estudo foram aplicadas metodologias pardilizeccdo dep-galactosidase
de Kluyveromyces lactiem diferentes suportes organicos e de baixo daisfniveis na
regido Nordeste do Brasil, tais como fibra de ca&caoco verde, bagacgo de caju e quitosana
ativados através de diferentes protocolos. Estodaeos melhores derivados obtidos, sendo
os resultados obtidos bem satisfatorios, comotadas a seguir.

Possibilitou-se agregar valor aos processos, uem que 0 presente estudo
objetivou o aproveitamento de rejeitos da industadaticinios, soro de leite, o convertendo
em co-produto para industria de alimentos, com gras)aplicacdes. Além da utilizacao de
rejeitos também da industria pesqueira e agroindystravés das matérias-primas, quitosana
e, fibra de casca de coco verde e bagaco de ctljgadns como suportes alternativos,
reduzindo o impacto ambiental.

Observou-se que suportes como fibra de cascacdeveode e bagaco de caju nao
foram adequados para imobilizacdo [flgalactosidase d&luyveromyces lactjspara as
metodologias de imobilizagédo e ativacdo desenvadyigerante seus resultados de parametros
e imobilizacao, provavelmente por conta da baixagdade e didametro dos poros destes.

A quitosana apresentou-se como um bom suporteipatailizacdo da enzima,
mesmo ja existindo diversos estudos na literatirala se faz necessario variar estratégias de
imobilizacdo e ativacdo buscando resultados positiyuanto rendimento de imobilizacéo,
atividade recuperada e estabilizacdo. O suportegana-alginato-epoxilado n&o apresentou
resultados positivos como suporte para imobilizagé@-galactosidase, o que também foi
verificado na literatura.

Suportes com tratamento com dimetilformamida amesam baixos
rendimentos de imobilizacdo, apesar da alta atidacuperada, ndo se apresentaram como
bons derivados para aplicagéo industrial, devidseanbaixo rendimento de imobilizag&o.

Contudo, melhores resultados foram obtidos atradés ativacdo com
glutaraldeido a quente (50°C) da quitosana 2,0 %)(ooagulada com KOH (QUELy2), O
gue possivelmente favoreceu o aumento no diames@aros do suporte.

Este derivado apresentou alta carga maxima, quesrdparado com a literatura,
com imobilizacdo de 100 % até cargas de 75 mg ugorte, assim como melhor efetividade

comparada a outros derivados utilizando o supooenp ativados com epicloridrina e
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glicidol. Estes resultados favorecem a aplicacdoddovado em ensaios que requerem
elevada carga enziméatica. Além deste parametresaptou também, 6timos resultados de
estabilidade operacional, as quais também foramciogladas a estabilidade térmica da
enzima soluvel, com bons resultados de conversé@actise 2,0 % (m/v) em glicose, 37 %, e
estabilidade por 10 h de reacao de hidrélise coatin

Com relacéo a estabilidade operacional, no preseatialho ndo se utilizou dados
de reuso dos derivados através de seguidas batelpdis adaptou tal ensaio visando a
aplicabilidade na industria, uma vez que ensaitabiislade operacional com o uso de reator
continuo agregam diversas vantagens ao processe,tslo econdémicas.

Verificou-se ainda que a variagéo do tempo de ilzalgdo nédo trouxe influéncia
significativa, avaliado através de ensaios de #statle operacional que o tempo de 3 h de
imobilizacéo é o suficiente.

Ensaios de melhor pH e temperatura concluiramogderivado QUIE .y, € a
enzima soluvel apresentam o mesmo valor para m@Hor7,0 e diferentes temperaturas,
sendo 37°C para o derivado e 45°C para a enzimaedol

Os ensaios de cinética enzimatica permitiram omgthes dados de Ke Vmax
para a enzima solivel (45,12 mM e 3,12 mM.mia imobilizada (70,57 mM e 2,28
umol.(g.min)*, respectivamente, para o0 modelo de Michaelis-Mente

O derivado QUIE_uy, apresentou ainda étima estabilidade & estocagbrhiGC
por 120 dias, sem apresentar queda da atividaakiveglo qual apresentou carga teoricamente
imobilizada igual a 490 {Ac.g sup.

Analisou-se também a aplicacdo do derivado coms atargas (400 mg P.g
quitosana) para hidrélise de soro de leite em reatmtinuo para avaliacdo da sua
estabilidade operacional e converséo da lactosglieose. O ensaio mostrou que o derivado
apresentou boa estabilidade operacional, apesaaltdacarga no suporte, visto que a
conversao em lactose se deu de forma crescentegmesentar queda até o final do ensaio,
10 h.

Desta forma, esta dissertacdo de mestrado mos#aagaplicacdo dep-
galactosidase diluyveromyces lactismobilizada é viavel e promissora para industea d
alimentos, uma vez que se obtém um produto devalimr agregado, glicose, utilizando
rejeitos industrias, como da indUstria pesqueida éaticinios, gerando impactos econémicos

e reduzindo os ambientais.
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6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Considerando os resultados obtidos e visando gleomentacdo do presente

estudo, sugerem-se 0s seguintes trabalhos futuros:

» Estudar outras metodologias de imobilizagdo e gdivacomo por exemplo,
imobiliza¢des de origem fisica;

» Aplicar a mesma metodologia do melhor biocatalisp@dmaf-galactosidase de

outras origens;

* Realizar outros estudos relacionados ao tratamelso quitosana com

dimetilformamida, visando a melhoria dos parametiegnobilizacao;

* Realizar a caracterizacdo do suporte de quitosaagutado com KOH a 50°C,

verificando as modificacdes realizadas;

 Utilizar reator continuo que permita o melhor col@rdos parametros de

reacao, visto a utilizacdo de um mini reator,

* Aumentar o tempo de reacdo de hidrolise do sorteitks para observar a

conversdo em maiores periodos;

* Realizar a modelagem de reatores continuos emmtegamelhor catalisador

obtido e empregando uma cinética com inibicdo psesauto;

e Separar os produtos formados através da hidréiskalose e estudar a sua

aplicacao na induastria de alimentos;

* Realizar co-imobilizacdo d#$-galactosidase e L-arabinose isomerase em
quitosana visando a produc¢do continua de tagaesen como evitar a inibicdo

pelo produto gerada pela galactose.
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ANEXOS

ANEXO A - Eletroforese SDS-PAGE

A Figura 36 apresenta o perfil eletroforético dastginas do extrato d-
galactosidase deluyveromyces lactism diferentes concentracdes, na qual podemosoazerifi
trés bandas superiores, duas intermediarias eidfea®res. Ressaltando que moléculas de
menor massa molecular tendem a passar primeirte (jpéerior). Por se tratar de uma enzima
de massa molecular de 135 kDa (GEKAS e LOPEZ-LEIV985), o ideal seria a utilizac&o
de marcadores de alta massa molecular, porém haossivel.

M 1 2 3

Figura 36 —Perfil eletroforético df§-galactosidase em gel de agarose. (M) marcadoaida massa molecular;
(1) 0,9 mg.mr*; (2) 1,5 mg.mr%; (3) 1,9 mg.mL%.

A visualizagdo de bandas superiores com massa ot@lete 97 kDa demonstrou
a presenca de fosforilase-b, condizendo com remdtabtidos por TELLO-SOLIi®t al
(2005), assim como bandas proximas a 45 kDa, swlyera presenca de ovoalbumina.
Verificaram-se também bandas inferiores com massieaular de 14,4 kDa, sugerindo a
presenca de-lactalbumina. De acordo com a linha 3, pode-seghar a proximidade as
bandas de 66 kDa.
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